N | VA DEPARTAMENTO DE

NOVA SCHOOL OF QUIMICA

& SCIENCE & TECHNOLOGY

A
s o
COnrga se O







O ;
<
S
° ‘
Q g

NOVA SCHOOL OF

N =
COnrra sE OV

DEPARTAMENTO DE

QUIMICA
SCIENCE & TECHNOLOGY







N VA DEPARTAMENTO DE

NOVA SCHOOL OF QUIMICA

SCIENCE & TECHNOLOGY

ALTERACOES FiSICO-QUIMICAS CONTROLADAS
POR pH, LUZ E/OU INTERACOES
INTERMOLECULARES EM SISTEMAS
MULTIESTADO BASEADOS EM DERIVADOS DE
2-FENIL-1-BENZOPIRILIO.

AMBROSIO LUiS GANDALA CAMUENHO
Mestre em Quimica Bioorganica

Orientador: Antoénio Jorge Dias Parola,
Professor Catedratico, Universidade NOVA de Lisboa

Coorientadores: César Antdnio Tonicha Laia,
Professor Auxiliar, Universidade NOVA de Lisboa

Nuno Miguel Jesuino Basilio,
Professor Auxiliar, Universidade NOVA de Lisboa

Juri:
Presidente: Maria Jodo Seixas de Melo,
Professora Catedratica, Universidade NOVA de Lisboa
Arguentes: Luis Miguel Ferreira Serra Cruz,
Investigador Auxiliar, Universidade do Porto
José Paulo da Silva,
Investigado Auxiliar, Universidade do Algarve

Orientador: Antonio Jorge Dias Parola,
Professor Catedratico, Universidade NOVA de Lisboa

Membros: Luisa Maria da Silva Pinto Ferreira,
Professora Associada com Agregacao, Universidade NOVA de Lisboa

Ana Sofia Diogo Ferreira,
Investigadora, Universidade NOVA de Lisboa

DOUTORAMENTO EM QUIMICA

Universidade NOVA de Lisboa
Abril, 2024






Alteragées fisico-quimicas controladas por pH, luz e/ou interagdes intermoleculares em

sistemas multiestado baseados em derivados de 2-fenil-1-benzopirilio.

Copyright © Ambrosio Luis Gandala Camuenho, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade
NOVA de Lisboa.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade NOVA de Lisboa tém o direito, perpétuo e sem
limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertagdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, e de a divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua coépia e distribuigcao com
objetivos educacionais ou de investigagdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e
editor.

vii






DEDICATORIA

Dedico esta tese de doutoramento ao meu amado pai, Celestino Camuenho. Desde o inicio da minha
jornada académica, vocé tem sido minha fonte constante de inspiragao, apoio e encorajamento. Seu
amor incondicional e sua sabedoria tém sido as luzes que iluminaram o caminho em diregcdo a este
momento significativo.
A medida que mergulhei nas complexidades da quimica, sua presenca e orientagdo me fortaleceram,
capacitando-me a enfrentar desafios e a alcangar conquistas que antes pareciam inatingiveis. Seu
exemplo de dedicagéo, diligéncia e resiliéncia moldou meu carater e me incentivou a persistir mesmo
diante das adversidades.
Esta tese é um tributo ao seu apoio inabalavel e ao seu profundo impacto em minha vida. Que cada
descoberta, cada avango e cada conquista contida nestas paginas reflitam nao apenas minha
dedicagéo a ciéncia, mas também a profunda gratiddo que sinto por vocé, meu pai querido.

Com todo 0 meu amor e admiragéo.

ix






AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar meus sinceros agradecimentos aos meus orientadores, Prof. Dr. Anténio Jorge
Parola, Dr. César Antonio Tonicha Laia e Dr. Nuno Basilio, pelo acompanhamento constante,
disponibilidade inabalavel e paciéncia infinita diante das minhas inUmeras dificuldades. Acima de tudo,
sou imensamente grato pela motivagdo que me proporcionaram e pela orientagdo excecional que
moldou o sucesso deste projeto.

Um agradecimento especial ao Prof. Fernando Pina, cuja presenga constante e orientacdo nos
momentos mais desafiadores iluminaram meu caminho e renovaram minha determinagao. Agradego
sinceramente ao Prof. Carlos Lima, cuja perspetiva realista em momentos cruciais reavivou minha
determinagdo e vontade de continuar. A Dra. Patricia Maximo, devo uma enorme gratiddo por seu
entusiasmo e assisténcia incansavel na area de sintese orgéanica.

Ao Grupo de Ciéncias dos Materiais, em meméaria Prof. Dra. Teresa Cidade, expresso minha profunda
gratidao pela colaboragéo essencial nas medidas de reologia. Ao grupo de cristalografia, especialmente
a Dra. Clara Gomes, devo um reconhecimento especial pelo papel crucial na revelagao das estruturas
cristalograficas que enriqueceram esta tese.

Expresso minha gratidao ao grupo de "Cultural Heritage and Responsive Materials" pelo apoio dado
durante estes anos todos. Suas ideias, experiéncias e recursos enriqueceram o meu trabalho, e
agradeco a cada membro pela contribuicdo, solidariedade e espirito de equipe, tanto dentro quanto
fora do laboratério. Sentirei falta dos momentos compartilhados, como as sardinhadas. Nao posso
deixar de mencionar o apoio emocional e encorajamento constante recebidos de minha familia e
amigos, cuja presenca foi vital nos momentos desafiadores. Aos meus pais, Celestino e Luisa
Camuenho, merecem um agradecimento especial. Mesmo a distancia, seu apoio inabalavel e
orientagdo sabia foram fundamentais para minha jornada.

Este projeto foi apoiado pelo Laboratério Associado para Quimica Verde (LAQV)-financiado por fundos
nacionais FCT/MCTES (UID/QUI/50006/2019) e pelo projeto PTDC/QUI-QFI/30951/2017. Bolsas de
Po6s-Graduagao Destinadas a Estudantes dos PALOP e Timor-Leste N° 219201 - Fundagao Calouste
Gulbenkian. Bolsa de Mérito 2020 — INAGBE Angola.

xi






“Embora ninguém possa voltar atras e fazer um novo comego, qualquer um pode comegar agora e

fazer um novo fim” (Chico Xavier).

xiii






RESUMO

A cinética e termodinamica da rede de equilibrio de espécies dependente do pH (multiestado) geradas
por trés tipos de derivados de 2-fenil-1-benzopirilio foram estudadas por espectroscopia UV-Vis, 'H
RMN e HPLC/MS. Foi estudada a velocidade de degradagéo de duas antocianinas naturais, a oenina
e a malvina; foram sintetizadas e caracterizadas trés piridinochalconas, e foi desenhado, sintetizado e
caracterizado um sistema tetrachalcona para aplicagéo em fluidos fotoreoldgicos.

O estudo dos processos quimicos reversiveis e irreversiveis dos derivados da glicosilagdo da malvidina,
nomeadamente a malvidina-3-O-glucdsido (oenina) e a malvidina-3,5-O-diglucésido (malvina), foi
realizado em solugdes aquosas. Para estes estudos, foram realizados uma série de saltos de pH:
i) adigao de base a solugdes equilibradas do catido flavilio a pH < 1 (saltos diretos de pHs) ou ii) adigéo
de acido a solugdes de pH elevado de volta ao catido flavilio a pH < 1 (saltos inversos de pHs), incluindo
a zona basica de pH, permitindo calcular as taxas de degradacdo. A taxa de degradacdo segue a
sequéncia diglucésido > monoglucésido. Existe uma gama de pH em que o equilibrio ndo chega a ser
alcangado porque a velocidade de degradagao é superior a velocidade com que se atingiria o equilibrio.
Este estudo permite conceber estratégias de protecéo para estabilizar as antocianinas.

Foram sintetizadas e estudadas trés piridinochalconas (derivadas de 2-piridil-1-benzopirilio). As
especies presentes no multiestado variam com a posi¢éo do nitrogénio da piridina e com a introdugéo
de um grupo amina na posig¢ao 7 do benzopirilio. Enquanto a 3'-piridinochalcona possui um multiestado
semelhante ao da 4'-piridinochalcona, o multiestado da 2'-piridinochalcona contém dois novos produtos,
que foram caracterizados por HPLC-MS. Por outro lado, a introdugao de um grupo amina na posigéo 7
para formar a 7-dietilamino-4'-piridinochalcona permite a formagdo do respetivo (pseudo)flavilio,
7-dietilamino-4'-piridino-1-benzopirilio. Estes exemplos demonstram que o mesmo multiestado geral de
espécies é seguido nao apenas para derivados do 2-fenil-1-benzopirilio decorados com diversos
substituintes, mas também pela substituicdo do atomo de carbono na unidade do benzeno por um
atomo de nitrogénio, abrindo novas perspetivas para a aplicagdo destes compostos.

Uma aplicagdo muito interessante do sistema 2-fenil-1-benzopirilio foi no campo da fotoreologia. A
maioria dos fluidos fotoreologicos desenvolvidos até agora utiliza reagdes de fotoisomerizagao que,
através de mudangas estruturais a nivel molecular, conduzem a variagdes macroscopicas nas

propriedades reologicas (fotoreologia). Neste contexto, as propriedades fotoquimicas de um sistema
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multiestado de 2-fenil-1-benzopirilio foram usadas para modificar a viscosidade de um fluido usando
luz. Para esse fim, foi selecionado o sistema fotoquimico da trans-chalcona de 7-metoxi-4'-O-
metilenotriazol-PEG e o respetivo catido flavilio (produto fotoquimico) na presenga de cucurbit[8]urilo
(CB[8], macrociclo capaz de formar associagbes supramoleculares do tipo recetor-substrato). Enquanto
a trans-chalcona mal interage com o recetor, o catido flavilio é capaz de formar complexos
homoternarios através da inclusdo de duas unidades de flavilio na cavidade do CBJ8], levando a um

aumento significativo da viscosidade, sob irradiagao.

Palavas-chave: antocianinas, piridinochalconas, quimica supramolecular, fotoreologia
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ABSTRACT

The kinetics and thermodynamics of the pH-dependent equilibrium network of species (multi-state)
generated by three types of 2-phenyl-1-benzopyrylium derivatives were studied using UV-Vis
spectroscopy, 'H NMR, and HPLC/MS. The degradation rate of two natural anthocyanins, oenin and
malvin, was studied; three pyridinylchalcones were synthesized and characterized, and a tetrachalcone
system was designed, synthesized, and characterized for application in photorheological fluids.

The study of reversible and irreversible chemical processes of malvidin glycosylation derivatives,
namely malvidin-3-O-glucoside (oenin) and malvidin-3,5-O-diglucoside (malvin), was conducted in
aqueous solutions. In these studies, a series of pH jumps were performed: i) addition of base to
equilibrated solutions of the flavylium cation at pH < 1 (direct pH jumps) or ii) addition of acid to high pH
solutions back to the flavylium cation at pH < 1 (reverse pH jumps), including the basic pH zone, allowing
the calculation of degradation rates. The degradation rate follows the sequence diglucoside >
monoglucoside. There is a pH range where equilibrium is not reached because the degradation rate is
higher than the rate at which equilibrium would be reached. This study allows for the conception of
protection strategies to stabilize anthocyanins.

Three pyridinylchalcones (derivatives of 2-pyridyl-1-benzopyrylium) were synthesized and studied. The
species present in the multistate change with the position of the pyridine nitrogen and the introduction
of an amine group at position 7 of the benzopyrylium. While 3'-pyridinylchalcone has a multistate similar
to that of 4'-pyridinylchalcone, the multistate of 2'-pyridinylchalcone contains two new products, which
were characterized by HPLC-MS. On the other hand, the introduction of an amine group at position 7 to
form 7-diethylamino-4'-pyridinylchalcone allows the formation of the respective (pseudo)flavylium, 7-
diethylamino-4'-pyridino-1-benzopyrylium. These examples demonstrate that the same general
multistate of species is followed not only for derivatives of 2-phenyl-1-benzopyrylium decorated with
various substituents but also by substituting the carbon atom in the benzene unit with a nitrogen atom,
opening new perspectives for the application of these compounds.

A very interesting application of the 2-phenyl-1-benzopyrylium system was in the field of photorheology.
Most photorheological fluids developed so far use photoisomerization reactions that, through structural
changes at the molecular level, lead to macroscopic variations in rheological properties (photorheology).

In this context, the photochemical properties of a multistate system of 2-phenyl-1-benzopyrylium were
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used to modify the viscosity of a fluid using light. For this purpose, the photochemical system of trans-
chalcone of 7-methoxy-4'-O-methylenetriazol-PEG and the respective flavylium cation (photochemical
product) in the presence of cucurbit[8]uril (CB[8], a macrocycle capable of forming supramolecular
receptor-substrate associations) was selected. While frans-chalcone poorly interacts with the receptor,
the flavylium cation is able to form homoternary complexes by including two flavylium units in the CB[8]

cavity, leading to a significant increase in viscosity under irradiation.

Keywords: anthocyanins, pyridinylchalcones, supramolecular chemistry, photorheology.
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Figura 2.10. a) Fragdo molar dos processos de degradagéo apos um salto de pH de oenina 2x10° M

a pH=6,3 calculada em 520 nm por meio da Eq. 2.4 em fungdo do tempo de espera. A cinética € mono-
exponencial com a constante de velocidade de degradagdo kdeg. =1,5x10° s°'; b) (®) Representagao

xxiii



das constantes de velocidade de degradagdo da oenina em fungdo do pH, pK do equilibrio entre
chalconas dianionicas e trianionicas =11; (M) Constante de velocidade para a cinética do
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Figura 3.3. Espectros de '"H RMN (400 MHz, CD30OD/D20 1:1), Py2 1,7x103 M; a) pH=0,5, ~100% Ct*;
b) pH=6,5, ~100% Ct; c) pH=12, ~100% Ct-. (A numeracgao foi feita de acordo com a estrutura do catido
112 17111 ) RSP UTSRRIN 57
Figura 3.4. a) Variagbes espectrais de uma solugéo de Py2 1,3x10“ M, a pH=6,2; b) A cinética desta
solugéo foi ajustada com uma mono-exponencial com constantes de velocidade 1,3x10° s™; ¢)
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ajuste dos dados de c) foi obtido com um bi-exponencial com constantes de velocidade 5x10°s™; e
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irradiagdo a 365 nm da ct 1x10*M em MeOH/H20(1:1 v/v): a) a pH=6; | - estado fotoestacionario
alcancado apds 15 min de irradiagao; Il — a solugao | apés 2 dias de recuperacao térmica escura; lll -
a solugédo | apés 6 dias de recuperagao térmica escura; picos identificados: 1 (Ct, rt = 27,0 min); 3 (B,
rt = 22,5 min) e 5 ( rt = 28,7 min). b) com 0,48M de HCI; I - apds 15 min de irradiagéo; Il - A solugéo |
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Figura 3.9. a) R recuperagao da reagao fotoquimica a pH=6,5 apds irradiagéo a 365 nm como na Fig.
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Figura 3.11. Espectro de 'H RMN e cromatogramas de HPLC a 280 nm de Py2 1,7x102 M em d-
metanol: a) Espectro de "H RMN; I - apds 90 min de irradiagdo a 365 nm e 20 horas de recuperagdo
térmica no escuro (composto 3 ); Il - o mesmo de | apds adigéo de 20 ul de DCI 12 M. Esta solugdo nao
se altera apos 5 dias (mistura de B* e Cc* ); lll - o mesmo de Il apdés adicdo de D20, final d-
metanol:agua(1:1 ); IV - o mesmo de lll apos 48 horas no escuro; hemicetal (B, 3); cis-chalcona (O, 2);
composto 4 (®). b) cromatogramas de HPLC a 280 nm; 1) solugdo a)l; ll) solugdo a)lll apds 85 horas
de equilibrio no escuro. Pico identificados: pico 1 (Ct, rt = 27,0 min) ; 2 (Cc, rt = 29,1 min), 3 (B, rt =
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Figura 3.14. a) e b) espectros de absorgéo dependentes de pH de Py3 (1,2x10* M, MeOH/H20 (1:1
v/v)); ¢) curvas de titulagdo. O ajuste foi alcangado para pKa1=2,7 € pKa1=9,3. ...ccveereeeeeeieeeeenen 68
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Figura 3.17. Espectros de '"H RMN de Py3 1,7 x102 M em CD30D/D20(1:1 v/v). I) imediatamente apos
um salto de pH de pH=6,6 para pH=1,0, 100% de Ct*; ll) a mesma solugdo de a) mantida no escuro

por 5 dias, 14,5% Cc* (O0); 14,5% B* (m); 71% Ct+ (O); lll) solugdo a pH = 6,6, Ct (pureza superior a
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Figura 3.18. Irradiagéo a 365 nm do composto Py3, 1,2 x10* M em metanol:agua (1:1 v/v). a) A pH=6,5;
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Figura 3.19. Espectros de'H RMN, recuperagéo termodindmica de Py3 (1,7x102 M em CD30D/D20
(1:1) a pH=6,95: | - espectro inicial apds 1 hora de irradiagéo continua a 365 nm; Il — apds 5 horas de
repouso no escuro, B (m), Cc (O) e Ct (0); lli — apos 27 horas de repouso no escuro; Il — apds 51 horas
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Figura 3.20. a) Espectros de '"H RMN de Py3 1,7x102 M em CD30D: I - Apos irradiagdo a 365 nm
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‘ 1
INTRODUGAO

Neste capitulo, sera apresentada uma reviséo bibliografica dos trabalhos ja publicados relacionados
com os temas que trago como novidade cientifica. Serdo discutidos os principais estudos, teorias e
descobertas relevantes para o contexto da pesquisa.

No final do capitulo, serdo apresentados os objetivos desta tese. Serdo delineadas as metas e
propositos que nortearam a investigagéo, destacando a contribuigdo esperada para o campo cientifico
em questao.



1.1 Antocianinas

Os compostos 2-fenil-1-benzopirilio mais importantes sdo as antocianinas. As antocianinas constituem
uma grande familia de corantes naturais, sendo responsaveis pela variedade de cores de flores e frutos,
do vermelho ao azul na maioria das plantas [1], [2], [3]. Sdo compostos soluveis em agua, por isso sao
utilizados na industria alimentar. A partir da base estrutural 2-fenil-1-benzopirilio podem ser obtidos
diversos compostos antocianinicos (Figura 1.1) [1].

3-deoxiantocianidinas Amax (NmM)? | antocianinas Amax (NM)?

(Rs=H; R4=0OH) (Rs=0Glc, R4=0OH ou OGlc)

apigeninidinas (R1=R2=H) 480 pelargonidina (R1=R2=H; R4=0OH) 516

luteolinidina (R1=0OH; R2=H) | 498 peonina (R1=OMe; R2=H; R4=0H) 528

tricetinidina (R1=R2=0H) 530 cianidina (R1=R4=0OH; R2=H) 530
malvidina (R1=R2=0OMe; R3=R4=0H) 538
petunidina (R1=OMe; R2=R4s=0H) 540
delfinidina (R1=Rz=R4=0H) 541

#em MeOH 0,01% HCI.
Figura 1.1.Representacdo geral das antocianinas. Direitos autorais 2020, Elsevier.[1]

As propriedades fisico-quimicas das antocianinas sdo diretamente dependentes dos grupos
substituintes.[4], [5] Estas propriedades tém sido utilizadas para diversas aplicagbes em diferentes
areas, desde a industria alimentar [2], [6] até fotossensibilizadores para células solares sensibilizadas
por corantes (DSSCs) [1]. As diferentes cores que as solugdes de flavilio apresentam s&o o resultado
de diferentes estados/espécies em equilibrio, que podem ser atingidos reversivelmente por estimulos
térmicos, de pH, luminosos e até elétricos.[7], [8]

1.1.1 Sistemas multiestado (processos cinéticos e termodinamicos)

Em condi¢des acidas (pH=1) o catido flavilio &€ a espécie predominante em solu¢do. Quando se adiciona
base a uma solugéo equilibrada do catido flavilio, salto direto de pH, este gera uma rede de espécies

quimicas reversivelmente interligadas. A pH<6, é possivel observar 5 espécies, ver Esquema 1.1
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Esquema 1.1. Multiestado da pelargonidina-3-glucésido (calistefina) a pH moderadamente acido.

A pH acidos ou moderadamente &cidos, a espécie dominante no equilibrio € o hemicetal, seguido das
chalconas e da base quinoidal. Na zona basica, a rede de equilibrio € ampliada pela desprotonagao do

hemicetal e das chalconas Cc e Ct, formando espécies monoanidnicas, ou plurianiénicas[7] Esquema

1.2.
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Esquema 1.2. Multiestado de espécies quimicas de calistefina.



Outra forma de visualizagdo desses sistemas € a construgdo de um diagrama de niveis de energia.[4]
No Esquema 1.3 é apresentado o diagrama de niveis de energia do equilibrio das espécies geradas
pelo catido flavilio em meio acido (pH<6). Os niveis de energia sdo obtidos diretamente a partir da Eq.
1.1 onde AG’ é a energia livre de Gibbs em condigbes padrdo, R é a constante dos gases perfeitos, T
€ a temperatura absoluta, e K é a constante de equilibrio para cada processo do sistema das

antocianinas.
AG 2=-RT InK Eq. 1.1

Vamos considerar uma reagéo acido-base como o catido flavilio e a base quinoidal com uma constante
de equilibrio Ka, Eq. 1.2.

AH" =—=A+H" Eq.1.2

A razao entre as concentragdes da base quinoidal e do catido flavilio é dada Eq. 1.3.

(Al = Ka Eq.1.3

[AH*] B [H']

Quando pH = pKa a razdo base quinoidal catido flavilio € igual a 1 e necessariamente ambas as
espécies estdo no mesmo nivel de energia, Eq. 1.4.

AHY A Eq. 1.4

Considerando agora pH=pKa—1 ou [H*]=10Ka

Substituindo [H*] na Eq. 1.3, a razdo base quinoidal catido flavilio & dada pela Eq. 1.5.

Al _1 Eq. 1.5

[AH*] 10

Consequentemente a energia livre de Gibbs é dada por 4G°=-RT In(1/10), substituindo as constantes
na Eq. 1.1, 4G%=+5,7 kjmol'. Conforme ilustrado na Figura 1.2, observa-se que a estabilidade do catido

flavilio é diretamente influenciada pelo pH do ambiente. Cada unidade de pH abaixo do ponto em que



pH=pKa resulta numa estabilizag&o adicional de 5,7 kJ/mol para o catido flavilio. Por outro lado, cada
unidade de pH acima desse ponto exerce um efeito desestabilizador equivalente sobre o catido flavilio.

AH* | A

PH = pKj5-1

Figura 1.2. Variacéo da energia padrédo de Gibbs por unidade de pH.

E conveniente usar como referéncia AH* & pH=0. O nivel de energia do catido flavilio para pH=pKa da
a posicado da base quinoidal, Eq. 1.2. Raciocinio idéntico pode ser feito para obter a posi¢do do

hemicetal, correspondente a pH=pK, apresentado na Eq. 1.6.

AH" =B+ H" pKn Eq. 1.6

O nivel de energia da cis-chalcona é obtido a partir da posigdo do hemicetal e 0 AG? ¢ calculado para
a constante de equilibrio Ki. O mesmo procedimento é aplicado para a trans-chalcona usando a

constante de equilibrio Ki.



o
1° passo
us o
HO (o)
~
Transferéncia O -
de protao OGlc
us % OH (AHY)
V"ﬁ = z
— 5 Isomerizagio
H* PH=6A horas o OH OH
o R OGlc
H Tautomerizagao =
seg ! OH ?/k.}

OH

Hidratagao
min

O OH HO. Og ki OH (Ct) O
OH k
HO ) o O P =
pH=38 O P Tk 0Glc

0Glc %} OH (Cc) ——

OH (B) —

pH=2,8

Salto de pH

Esquema 1.3. Diagrama do nivel de energia da calistefina.

Ao fazer um salto de pH de solugdes equilibradas do catido flavilio (pH<1) para pH=6, acontecem 3
processos, o primeiro processo € a transferéncia protdnica que desloca o equilibrio para a formagéo da
base quinoidal em submicrossegundos, Eq. 1.7.[9], [10] Na segunda etapa acontecem dois processos,
Eq. 1.8 e Eq. 1.9. Primeiro a hidratagao, formagao do hemicetal, e segundo a tautomerizagao, abertura
do anel para formar a cis-chalcona. Considerando que a hidratagdo é o processo mais lento, a formacgao

do hemicetal controla esta segunda etapa.

AH* + H,0 5 A+ H;0% Ka Eq. 1.7
AH* + H,0 s B+ H;0* Kn Eq. 1.8
B = Cc Kt Eq. 1.9

Dado que a isomerizagdo cis-trans € significativamente mais lenta, todas as espécies envolvidas
entram num estado de equilibrio, formando o pseudoequilibrio. Nesse estado transitério, todas as

especies, exceto a trans-chalcona, estdo em equilibrio, Eq. 1.10 e Eq. 1.11.

AH* + H,0 5 CB* + H,;0* K'a =Ka + Kn + KnKt Eq. 1.10



[CB"] = [A] + [B] + [Cc] Eq. 1.11

O equilibrio final é alcangado quando se obtém a trans-chalcona, através da isomerizagéo cis-trans,
Eq. 1.12.

Cc = Ct Ki Eq. 1.12

As equacgdes Eq. 1.12 a Eq. 1.14 e Eq. 1.17 representam o equilibrio termodindmico, que pode ser
simplificado num equilibrio acido base, isto €, um equilibrio entre AH* e a sua base conjugada CB. Esta
simplificagdo esta apresentada na Eq. 1.13 e Eq. 1.14, e facilita muito o tratamento matematico das
equagdes do sistema.

AH* + H,0 5 CB+ H;07 K’a =Ka + Kn + KnKt + KnKt Ki Eq.1.13

[CB] = [A] + [B] + [Cc] + [Ct] Eq. 1.14

A deducéao da constante K’a esta apresentada no apéndice A.

A distribuicdo das fragbes molares das diversas espécies € obtida a partir da Eq. 1.13 a Eqg. 1.18.

C, = [AH*] + [CB] Eq.1.15
_ __Hzo* __ Kig Eq. 1.16
XAH+ T H30t+ Kig XCB T H30t+ Kig

A fragdo molar das espécies de CB é determinada utilizando coeficientes de distribuicdo conforme a
Eq. 1.17 e Eq. 1.18.

agt+ a+a,+az;=1 Eq. 1.17

Xa = aoXcp;  Xp=a:1Xcp;  Xce = @oXcepy X = a3Xcp Eq. 1.18

Os caélculos matematicos permitem identificar e compreender as diferentes faixas de acidez e
basicidade, mostrando a reatividade e comportamento em solugdo. A Tabela 1.1 apresenta os distintos
valores de pKa da calistefina.



Tabela 1.1. Constantes termodinadmicas da calistefina.[11]
pK’a pPK”a pK”’a pPK”"a pKa' pKaa-" pKa-iaz2-
Calist. 3,07 6,3 7.4 10,7 4,3 6,3 7,5

*Erro estimado de 10%

Por meio de calculos matematicos meticulosos, foi possivel elaborar o grafico detalhado de distribuigéo
das fragbes molares, conforme exemplificado na Figura 1.3. Essa abordagem analitica proporcionou
uma representacado visual precisa da distribuicdo das diferentes espécies moleculares em relagéo as

condicdes especificas de pH.

AH* CB cB* CcB3-

CB-

Fragdo molar

pH

Figura 1.3. Distribuicdo da fragdo molar da calistefina.[11]

Quando o pH atinge valores mais elevados, pH>6, as espécies neutras podem desprotonar, Esquema

1.2, este processo € apresentado pelas Eq. 1.19 a Eq. 1.24.

A + H,0 5 A~ + H;0% Kain- Eq. 1.19
B + H,0 5 B~ + H;0% K- Eq. 1.20
Cc + H,0 s Cc™ + H;0% Kceice- Eq. 1.21



Ct + H,0 s Ct™ + H;07 Kevct- Eq. 1.22

_ Kaja-Ka+Kpja-KntKaja-KnKe+K4/4-KpKeK;
Krg

CB + H,0 5 CB~ + H;0%; K", Eq. 1.23

[CB~] =[A"]+[B~] +[Cc™] + [CtT] Eq. 1.24

O sistema pode ser estendido para as espécies dianidnicas, ver referencia[8]

1.1.2 Cinética e termodinamica

Para o estudo dos processos cinéticos e termodinamicos, foi realizada uma série de saltos de pH: i)
adigao de base a solugbes equilibradas do catido flavilio a pH < 1 (saltos diretos de pH) ou ii) adigdo
do acido a solugbes de pH mais elevado de volta ao catido flavilio a pH < 1 (saltos inversos de pH).[1],
(81, [11]

11.21 Saltos diretos de pH

Ao fazer o salto de pH ocorrem processos cinétios muito rapidos na ordem dos milissegundos. Usando
o equipamento de fluxo interrompido é possivel obter os espectros de absorgdo 10ms depois do salto
de pH e representa-los em fungdo do pH. Para monitorizar estes processos é usado o fluxo interrompido
(stopped flow). O que permite tragar os espectros antes da base quinoidal desaparecer para formar
hemicetal e sequencialmente outras espécies da rede de equilibrio. Representando a absor¢do a um
dado comprimento de onda em fungédo do pH, obtemos as curvas de titulagdo e por um processo de
ajuste matematico as constantes de acidez, apresentadas como pK=-logK, Figura 1.4a. Por
decomposicdo matematica é possivel obter o espectro de cada espécie, desde o catido flavilio a base

quinoidal bi-desprotonada sem que reajam, apresentados na Figura 1.4b.[11]
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Figura 1.4. Pelargonidina-3-O-glucésido. a) curvas de titulacdo que permitiram obter os pKas do Esquema 1.4; b)

Espectro de absor¢ao de cada espécie individual.

No Esquema 1.4 é apresentada a sequéncia de desprotonacéo da calistefina nos primeiros 10ms apés

o salto de pH, saltos diretos de pH=1 para valores pH mais elevados.[11]

OGlc K =8.4
o PAA-/A2-=0, OH

A2?- A

Esquema 1.4. Desprotonagéao da calistefina nos primeiros 10ms apds o salto de pH.

Este é o primeiro passo cinético apés o salto direto de pH. As constantes termodindmicas podem ser

apresentadas conforme as Eq. 1.25 a Eq. 1.27.



AH* + H,0 5 A+ H;0% Ka Eq. 1.25

A+ H,0 5 A~ + H;07 Kain- Eq. 1.26

A~ + H,0 5 A% + H;07 Ka-inz- Eq. 1.27

Hidratagcdo — No segundo passo acontecem dois processos cinéticos; um mais lento na ordem dos
minutos (hidratagao para formagao do hemicetal) seguido de outro mais rapido na ordem dos segundos
(tautomerizagdo, abertura do anel e formagao da cis-chalcona). Esta etapa é, por conseguinte,
controlada pela hidratacdo. Usando técnicas de monitorizacédo sensiveis a reagcdes de cinética rapida,
como o fluxo interrompido, é possivel ver o desaparecimento da base quinoidal por um processo mono-

exponencial.[1], [8], [11] Pode ser apresentado matematicamente pela Eq. 1.28.

kaepasso = Xau+kn + Xgk_n[H] Eq. 1.28

Considerando a situagdo em valores de pH acidos e moderadamente acidos antes da interferéncia das
espécies anionicas. X,,+€ a fragdo molar de AH " no equilibrio com A, e X é a fragdo molar de B no

equilibrio com Cc, a substituicdo destes dados é apresentada na Eq. 1.29.

[H]

_ Eq. 1.29
Kaepasso = [H¥] + K, " ey K,

k_n[H"]

Quando os valores de pH variam de acidos a moderadamente basicos, X,,+passa a ser a fragdo molar
de AH * no equilibrio com as bases quinoidais A e A", e X é a fragdo molar de B no equilibrio com Cc

e Cc, a cinética é apresentada conforme Eq. 1.30.

k = LM k
2%passo T I+2 + K, [HY] + K Kpja- "
4 [H*]
(1 + K)[H*] + Kg/g- + Kccjee-Ki

Eqg. 1.30

k_n[H"]

10



Isomerizagao - Durante o processo de isomerizagdo em meio acido todas as espécies, exceto a Ct,
estdo em equilibrio (pseudoequilibrio). A cinética da isomerizagdo em meio acido antes da interferéncia

das espécies anibnicas € apresentada pela Eq. 1.31.

k39passo = Xccki + Xk Eq. 1.31

Onde X, € a fragdo molar de Cc no pseudo-equilibrio e X, € igual a 1, temos Eq. 1.32.

R L. A Eq. 1.32
3asso = THF] 1 K, i T q. 1.

Quando passamos para uma faixa de pH em que as espécies anidnicas se formam, a cinética do
terceiro passo é apresenta nas Eq. 1.33 e Eq. 1.34.

k39passo = Xccki + Xeek—i + Xee-ki= + Xee-k_i- Eq. 1.33
o KuKe[H°] oy ]
3%asso — [H+]2 + K/\a[H+] + K/\a K/\Aa i [H+]+ KCC/CC—
4 KnKiKcejce- o+ Keeso- i
[H*]* + K" [H*] + K"o K" " [H*]1+ Kegperm ™ Eq. 1.34

11.2.2 Saltos inversos de pH

Os saltos inversos de pH monitorizados por fluxo interrompido sdo uma ferramenta poderosa para
calcular as constantes de equilibrio das antocianinas.[1], [8], [11], [12], [13] O procedimento consiste
em equilibrar uma solucdo a valores de pH superiores aqueles onde o catido flavilio é a Unica espécie
(pH>1), aguardar o tempo necessario para atingir o equilibrio (ou pseudo-equilibrio) e realizar uma

inversdo do pH de volta para o catido flavilio (pH<1), Esquema 1.5.[11]

11
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Esquema 1.5. Saltos inversos de pH da calistefina.

Logo apods o salto de pH todas espécies anionicas (CB- e CB?) presentes ao pH inicial, formam logo as

respetivas espécies neutras (CB), porque a transferéncia de protéo ocorre em milissegundos.

Aos valores de pH muito acidos dos saltos inversos de pH acontece uma “mudancga de regime”, isto &,
a hidratagao é mais rapida que a tautomerizagdo. Como exemplo é apresentada a Figura 1.5. Depois
do salto de pH néo foi observado a base quinoidal (amplitude inicial) porque ela converte-se
imediatamente em catido flavilio durante o tempo de mistura do fluxo interrompido. O ajuste da

recuperagao completa do catido flavilio € feito por uma bi-exponencial (kn > k).

-
\S]

A (497 nm)

©
o)}

A
0 I I I
0 05 1 15 2
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Figura 1.5. Demostrag&o da mudanga de regime (k-h > K-).
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Os saltos inversos de pH revelam a distribuicdo da fracdo molar das espécies numa ampla faixa de pH.
Portanto, estes estudos de saltos inversos de pH permitem contabilizar a fragdo molar de cada espécie

em equilibrio com a sua base conjugada em diferentes valores de pH.[1], [8], [11], [12], [13]

1.2 Sais de flavilio sintéticos

A utilizacdo de sais de flavilios sintético como modelos de estudo para compostos naturais teve inicio
no inicio do século XX, com a sintese do primeiro sal de flavilio por Carl Bulléw e Hermann Wagner.[14]
A partir dessa data, uma série de trabalhos notaveis concluiu que o 2-fenil-1-benzopirilio (catido flavilio,
representado na Figura 1.6 serve como base estrutural para os compostos responsaveis por uma ampla
gama de cores, indo do vermelho ao puro azul. A cor vermelha esta associada a forma acida, com o
oxigénio carregado positivamente, enquanto o numero de grupos hidroxilo no anel B & responsavel

pelo deslocamento da cor em direcdo ao azul.[1], [3], [15]

Figura 1.6. Catido flavilio.

A condensagéao de acetofenonas com 2-hidroxibenzaldeidos em meio acido € um dos métodos mais
empregados para a sintese de sais de flavilio,[16], [17] conhecida como sintese classica de Robinson.
Permitindo o acesso a uma vasta gama de sais de flavilio, dependendo do padrao de substituigdo dos
reagentes. A sintese e elucidagao da estrutura do catido flavilio representaram marcos histéricos que
impulsionaram avangos notaveis na compreensdo da quimica das antocianinas.[16], [17], [18] O
estudo da rede de reacgdes quimicas dos compostos de flavilio, acompanhado pelas primeiras medidas
quantitativas de absorgdo UV-Vis do catido flavilio, desempenhou um papel crucial, contribuindo
significativamente para a compreenséo do comportamento quimico desses compostos em solugéo.[19]
Desde entéo até os dias atuais, pesquisas continuas tém revelado a complexidade e versatilidade dos
sais de flavilio, destacando sua capacidade Unica de alternar entre varias espécies em resposta a
estimulos externos, como pH, temperatura, luz e elétricos.[4], [7], [20], [21], [22], [23], [24], [25], [26]
Na Figura 1.7, sao destacados alguns exemplos de flavilios sintéticos, cujas propriedades em solugéo

podem ser controladas por estimulos externos.
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Figura 1.7. Alguns exemplos de flavilio sintéticos.
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No contexto deste trabalho, dedicamos uma analise abrangente aos estimulos externos, com destaque
para a luz e o pH. A influéncia da luz foi examinada, evidenciando sua capacidade de formar sistemas
fotocrémicos e induzir reversdes de estados. Paralelamente, a variagdo do pH foi considerada como
um estimulo externo fundamental, sendo discutido como um mecanismo-chave na formacgido de
sistemas multiestado. Ao explorar de maneira detalhada esses dois estimulos, este trabalho busca

fornecer uma compreensao aprofundada sobre a criagdo desses sistemas dindmicos e multifacetados.

1.2.1 O sistema fotocromico

O sistema fotocrémico ilustrado no Esquema 1.6, é definido como uma mudanca reversivel de
forma/cor induzida pela luz numa espécie quimica, gerando duas formas distintas, X e Y, cada uma
com espectros de absorcao diferentes. A forma X, termodinamicamente estavel, sofre transformacgéo
para a forma Y por irradiacdo, e a reagdo inversa pode ocorrer termicamente, caracterizando o
fotocromismo do tipo T, conforme demonstrado no Esquema 1.6b. Em contraste, o fotocromismo do
tipo P, representado Esquema 1.6a, refere-se a sistemas que nao apresentam reversao térmica ao
estado inicial, mas passam por reacgdes fotoquimicas ao serem expostos a diversos comprimentos de
onda. Por fim, o Esquema 1.6¢c destaca um processo reversivel controlado por dois estimulos externos,
luz e pH, capaz de criar mais de um estado estavel, classificando-se como um sistema multiestado.|[1],
[4], [7], [20], [26], [27] Essa classificagéo fornece uma compreensdo abrangente das caracteristicas
intrinsecas dos sistemas fotocromicos e da sua notavel capacidade de resposta a estimulos
especificos.

hv
a) —_—
hv’

hV h'V’
i = S ‘

A% pH

hv’
c) et ‘ — ‘ B ‘
A, hv’ pH

Esquema 1.6. Esquematizagdo do comportamento de trés tipos de sistemas fotocrémicos. a) Tipo-T; b) Tipo-P;

c) Sistema de multiestados.
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Além disso, é fundamental ressaltar que o fotocromismo transcende a mera variagdo na transmissao
6tica, abarcando fenémenos fisicos reversiveis, como memoérias oticas,[3mudancgas elétricas e
transporte de ides por membranas.[1], [3], [28] A compreensdo desses avangos histéricos torna-se
essencial para a exploragdo mais aprofundada da quimica e das aplicacées dos compostos de flavilio,
fornecendo insights valiosos num campo dinamico e fascinante das antocianinas. Esses conhecimentos
nao apenas revelam a complexidade intrinseca desses compostos, mas também abrem portas para

inovagdes num espectro diversificado de aplicagbes com veremos a seguir.

1.2.2 Outras aplicagoes de sais de flavilio sintético

Os compostos de flavilio desempenham um papel crucial em diversas aplicagbes tecnologicas,
abrangendo desde a sua utilizagdo como corantes em pinturas e aditivos alimentares, conferindo cores
vibrantes e propriedades antioxidantes,[29], [30], [31] até a sua aplicagdo na eficiéncia energética de
células solares sensiveis a corantes.[28] Além disso, a notavel capacidade desses compostos de
alternar entre diferentes espécies em resposta a estimulos externos, como pH, temperatura e luz, os
torna valiosos em tecnologias de memorias Opticas e materiais fotocromicos.[32], [33] Outra area de
destaque é o desenvolvimento de embalagens inteligentes para alimentos, onde esses compostos
atuam como sensores de pH, contribuindo para a inovacdo em embalagens.[29] Além disso, a
versatilidade dos compostos de flavilio se estende a diversos setores tecnolégicos e cientificos,
incluindo quimica supramolecular, nanotecnologia e sistemas bioldgicos, promovendo avangos em
areas como entregas de farmacos, catalise e sensores.[1], [3], [4], [7], [26], [33], [34], [35], [36], [37]

Figura 1.8. Um exemplo de memoria ética.[34] Copyright 2008, American Chemical Society.

Em sintese, a importancia e o potencial significativo dos compostos de flavilio abrangem diversas
aplicagdes, solidificando sua posigao como componentes versateis e valiosos na tecnologia humana.
A manipulagdo dos substituintes incorporados ao 2-fenil-1-benzopirilio emerge como uma estratégia
controladora e gerenciadora dessas aplicagbes, destacando a relevancia da modulagéo precisa para

otimizar suas propriedades em diferentes contextos tecnolégicos.
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1.2.3 Efeito dos substituintes

As propriedades fisico-quimicas dos sais flavilio sdo fortemente influenciadas pelos grupos
substituintes. A presenca de grupos amino na posigdo 7, por exemplo, promove um aumento na
conjugacao do sistema, resultando no deslocamento das bandas de absor¢do para valores de
comprimentos de onda superiores.[38], [39] A distribuicdo das fracbes molares de todas as espécies
depende do grau de substituicdo e da natureza dos substituintes, Figura 1.9.[3] No contexto da
utilizagdo de flavilios sintéticos como modelos de memoria ética, € crucial considerar um detalhe
essencial, a existéncia de uma barreira cinética que evite a isomerizagao térmica da cis-chalcona para
trans-chalcona, assegurando a estabilidade térmica do sinal gravado.[40], [41] E relevante notar que a
presenca dessa barreira cinética depende dos substituintes do flavilio, sendo geralmente aumentada
por substituintes doadores na posi¢ao 4' e diminuida por substituintes doadores na posic¢ao 7.[1], [3],
[40], [41]

Fragdo molar
Fracdo molar

AH Ct

Fragdo molar
Fracdo molar

Figura 1.9. Distribuicdo da fragdo molar no equilibrio do catio flavilio e derivados 3-metilflavilio.[3] Copyright
2012, Chem. Soc. Rev.

Em conclusdo, os sais de flavilio sintético representam uma area fascinante e dinadmica da quimica,
que tem desempenhado um papel fundamental no avanco do nosso entendimento sobre compostos

naturais e na criagdo de novas tecnologias. Desde suas primeiras sinteses até os estudos mais
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recentes sobre suas propriedades e aplicagbes, os sais de flavilio ttm mostrado uma versatilidade
surpreendente, respondendo a uma variedade de estimulos e encontrando uso numa ampla gama de
campos, desde a arte até a ciéncia dos materiais. A medida que continuamos a explorar e compreender
melhor esses compostos, podemos esperar ainda mais inovagdes e descobertas emocionantes que

moldarao o futuro da quimica e da tecnologia.

1.3 Quimica supramolecular

Com o objetivo de economizar recursos, a atual era tecnoldgica tem avangado muito na miniaturizagéo
das maquinas e equipamentos tecnoldgicos.[42], [43] A dificuldade de manipular pecas cada vez mais
pequenas (na escala dos micrometros) levou os quimicos a trabalharem a nivel molecular.[44] Jean-
Marie Lehn, prémio Nobel da quimica em 1987, juntamente com Donald Cram e com Charles Pederson,
definiu a quimica supramolecular, como “a quimica de complexos moleculares ou a quimica da ligagao
nao covalente”.[45], [46] Esta area de estudo investiga a interagdo entre moléculas, que resulta na
formagao de estruturas hierarquicas maiores e mais complexas. Essas estruturas sao geralmente
mantidas por ligagdes nao-covalentes, as quais, embora mais fracas do que as ligagdes covalentes,
desempenham um papel fundamental na formacao e estabilizagdo das supramoléculas.

A Quimica Molecular, por sua vez, é a ciéncia que explora as interagdes entre a matéria, principalmente
como os atomos se unem para formar moléculas, sendo a ligagdo covalente sua caracteristica
primordial, uma forca forte que mantém as moléculas unidas.[47] No entanto, além das ligagdes
covalentes, existem outras interagdes mais fracas, como as ligagdes de hidrogénio, interagdes dipolo-
dipolo ou ido-dipolo e as forgcas de Van Der Waals, que podem ocorrer entre moléculas distintas ou
mesmo dentro de uma unica molécula, resultando em estruturas maiores e mais complexas conhecidas
como supramoléculas ou complexos.[46], [48], [49] A Figura 1.10 apresenta a comparagéo entre a
quimica molecular e a quimica supramolecular. A Figura 1.10a ilustra uma reagdo quimica (quimica
molecular) na qual dois precursores reagem para formar um produto. Na Figura 1.10b, & mostrado que
os produtos obtidos por meio de reag¢des quimicas podem se incorporar um ao outro, desde que sejam
grandes o suficiente e as interagdes ndo covalentes favoregam a formagao do complexo. Por fim, a
Figura 1.10c demonstra que dois mondmeros obtidos por quimica molecular podem formar polimeros
por meio de interacdes ndo covalentes. E importante destacar que os processos representados nas

Figura 1.10b e Figura 1.10c s&o reversiveis.
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Figura 1.10. llustragdo da transicdo da Quimica Molecular para a Quimica Supramolecular.[48], [50]

A Quimica Supramolecular, cujo termo deriva do grego "Supra" significando "para além de", representa
um campo que transcende a quimica molecular.[45], [46], [47] Inspirada em moléculas naturais como
proteinas e oligonucledtidos, a Quimica Supramolecular tem sido fundamental no avango da
nanotecnologia e na criacdo de maquinas moleculares, como reconhecido pelo Prémio Nobel de
Quimica de 2016.[20], [51] Assim como os dispositivos macroscopicos necessitam de energia para
operar, os dispositivos moleculares também precisardo de estimulos externos, como energia quimica,
energia elétrica ou luz, para desempenhar suas fungdes. Esses estimulos energéticos sao essenciais
para ativar os processos moleculares e realizar as operagdes desejadas pelos dispositivos em nivel

molecular, um exemplo é apresentado na Figura 1.11.[20], [44], [52]

hv

e
<
Estacdo A, Oxidante Estacdo A,
Produtos Agente
redutor

Figura 1.11. Um transportador de rotaxano alimentado por irradiagdo projetado para realizar o alongamento de

uma mola molecular.[52]

O mecanismo intramolecular apresentado na Figura 1.11 mostra a fotoindugéo do alongamento de uma

mola. A excitagdo da unidade fotoativa P desencadeia uma série de eventos. Primeiramente, ha a
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transferéncia de um eletrdo do estado excitado para a estagdo A+, que é envolvida pelo anel acoplado
a unidade fotoativa pela mola, resultando na 'desativagao’ dessa estacdo. Posteriormente, o anel se
desloca da estagdo A1 para Az. Apds a passagem do anel para Az, um agente oxidante oxida a estagao
A1. Enquanto a unidade fotoativa P é reativada por um agente redutor, ocorre o0 movimento de retorno
do anel de Az para A1. Esse processo ilustra a dindmica intramolecular envolvida na operagao do
dispositivo molecular.

Para melhor entender, projetar e sintetizar os complexos supramoleculares destinados a fungdes
especificas, € crucial explorar duas areas fundamentais da construgdo dos polimeros
supramoleculares: estruturas auto-organizadas e complexos recetor-substrato.

1.3.1 Estruturas auto-organizadas

Os polimeros supramoleculares sao materiais macromoleculares formados por interacbes nao
covalentes reversiveis entre dois ou mais mondmeros.[47], [53] Devido a essa reversibilidade, a
extensdo da reagdo esta diretamente acoplada a termodinamica, o que significa que fatores como
concentracdo, temperatura e pressdo influenciam a formacéo e estabilidade desses polimeros.[50],
[53] A polimerizag&o supramolecular pode ocorrer com varias unidades de um Unico mondémero, capaz
de formar um polimero supramolecular através da associagdo ndo covalente de seus grupos terminais,
Figura 1.12.[54]

n

Figura 1.12. Polimero supramolecular formado por unidades do mondmero ureido-pirimidinona (Upy).[54]
Copyright 2001 Chem. Rev.

Além disso, também é possivel que diferentes mondémeros se associem para formar polimeros
supramoleculares, desde que haja complementaridade entre as interagdes moleculares envolvidas,
Esquema 1.7.[47]
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Esquema 1.7. Formacgé&o do polimero supramolecular formado por unidades de monémero diferentes.

Os principais requisitos para a formagao dos polimeros supramoleculares auto-organizados abrangem
uma série de elementos. Esses requisitos incluem a presencga de reacdes autocataliticas que aceleram
o processo de polimerizagéo, o fornecimento continuo de energia quimica para impulsionar as rea¢des
e manter a organizagdo molecular, bem como processos que envolvem a difusdo competitiva das
moléculas participantes para garantir uma organizagdo ordenada. Além disso, € crucial que as
moléculas envolvidas tenham geometrias compativeis em termos de tamanho e forma, facilitando a
autoorganizagdo e a formagdo de estruturas supramoleculares estaveis. A habilidade desses
complexos supramoleculares em se auto-organizar e crescer em larga escala os torna cruciais para a
criagdo de materiais de interesse em diversas areas, como nanotecnologia, nanorrobética, medicina e
engenharia de materiais. Eles sdo capazes de responder a estimulos externos desempenhando uma
variedade de tarefas, tais como catalise, separacdo de substancias, liberagcdo controlada de
farmacos,[51] transferéncia de eletrdes[51] e sensores moleculares. Por exemplo, dispositivos
capazes de fazer movimentos de vaivém ou de agarrar e mover blocos podem ser construidos

utilizando moléculas que mudam de conformacdo em resposta a estimulos externos.

1.3.2 Complexos de inclusao (recetor-substrato)

Complexos de inclusdo sdo estruturas supramoleculares compostas por duas ou mais moléculas/ides,
unidas por interagdes nao covalentes.[44], [47], [55] Esses complexos envolvem a coordenagao de

substratos catidnicos, anidnicos ou neutros dentro dos recetores, para que a complexacgéo ocorra é
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necessario que haja afinidade do substrato com a cavidade do recetor. Geralmente, sdo empregados
macrociclos, como éteres de coroa, ciclodextrinas e cucurbiturilos, devido a sua capacidade de formar
cavidades propicias para a inclusdo de substratos.[56] As ciclodextrinas possuem uma cavidade com
propriedades hidrofébicas, o que as torna capazes de encapsular eficientemente compostos
neutros.[37], [57] Entre as diversas ciclodextrinas investigadas, as mais proeminentes sao alfa, beta e

gama-ciclodextrinas, apresentadas na Figura 1.13.
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Figura 1.13. Representacéo estrutural das ciclodextrinas.

Estas variantes sdo conhecidas por apresentarem cavidades estruturalmente adequadas para
acomodar moléculas de chalconas através de forcas de Van der Waals. Essa capacidade de
encapsulacao é crucial ndo apenas para estabilizar as chalconas, mas também para promover reagoes
quimicas seletivas e controladas.[58]

O catido de flavilio sintético é eficientemente complexado pelos CB[n]s através de atragéo
electroestatica, onde os portais altamente eletronegativos das bordas carbonilicas atraem o substrato

que é mantido na cavidade hidrofébica. A estrutura dos CBJ[n]s é apresentada na Figura 1.14.

\n/ n

- (0] -
Figura 1.14. Estrutura do Cucurbit[n]urilo, n=6,7,8, ou 10.

Os complexos recetor-substrato entre o catido flavilio e o CB[n] demonstram afinidades diferentes

influenciadas pela natureza e posi¢édo dos substituintes do substrato. O CB[n] tem maior afinidade com
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compostos de flavilio mais hidrofébicos e aqueles que possuem substituintes amino. Dependendo da
geometria tanto do recetor quanto do substrato, os complexos séo formados com estequiometrias de
1:1, 1:2 e 2:1. Dois exemplos de complexagdo com estequiometria diferentes sdo apresentados no
Esquema 1.8 e Esquema 1.9.

O Esquema 1.8 apresenta a complexagédo do catido flavilio com o CB[7] com uma constante de

107 M"', enquanto a complexagdo com a chalcona é praticamente nula.[1]

OH OR h H . OR
> A .

CB[7] CBI[7]

Esquema 1.8. Inducdo da complexagéo do catido flavilio com o cucurbit[7]urilo (CB[7]) por conversao da

chalcona a catido flavilio por irradiagéo ou por salto de pH.

Além disso, a cavidade do CB[7] possui volume suficiente para acomodar um Unico substrato de flavilio.
Por outro lado, o CB[8] tem a capacidade de formar complexos na proporg¢ao de 1:2, conforme ilustrado
no Esquema 1.9.[55]
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Esquema 1.9. Inducéo da converséo chalcona-catido flavilio por irradiagéo/salto de pH e complexagdo com

cucurbit[8]uril (CB[8]).

Este complexo 1:2 entre o CBJ[8] e o catido flavilio, € um excelente exemplo de complexo homoternario

em que ha uma disposigao simétrica que facilita a formagao de cadeias de crescimento. Essas cadeias,

por sua vez, tém a capacidade de auto-organizar-se em materiais supramoleculares mais complexos,

como géis e polimeros supramoleculares.[49], [56], [59]

1.4 Fluidos fotoreolégicos

A palavra "Reologia" tem origem grega, sendo a combinacéo de "Rheo", que significa "Deformacao”, e

"Logia", que significa "Ciéncia" ou "Estudo". De maneira geral, a Reologia pode ser definida como a

ciéncia que estuda tanto o escoamento quanto a deformagéo e o fluxo da matéria sob a influéncia de

forgas aplicadas. [60], [61], [62] Abrangendo tanto substancias solidas quanto fluidas, a Reologia

descreve como esses materiais respondem a tensdées mecanicas, cisalhamento e outras forgas

externas, como podemos ver na Figura 1.15.[62]
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Figura 1.15. Caraterizagédo da deformacao aplicando uma forga de cisalhamento externa. a) Solido; b)
Fluido.[62]

Na Figura 1.15a), é percetivel que o elemento desvia até que sua tenséo interna equilibre a forga
aplicada externamente, resultando numa deformacdo estatica representada pela forma ABC'D’. Por
outro lado, na Figura 1.15b), o elemento continua a se deformar continuamente enquanto a forca de
cisalhamento é aplicada, levando a uma deformagdo que aumenta com o tempo, conforme
representado pela forma ABC'D".[62]

A resposta dos fluidos a forga de cisalhamento externa varia consideravelmente dependendo de sua
composi¢cao, o que leva a uma classificagao diferenciada. Essas variagbes estdo relacionadas a

propriedades fisicas e quimicas especificas de cada fluido.

1.4.1 Fluidos

Os fluidos podem ser classificados em diferentes categorias com base em suas propriedades de
deformacgdo e fluxo.[60], [61], [63], [64] Na Figura 1.16 & apresentado o esquema geral de

classificagéo dos fluidos.
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Figura 1.16. Caraterizagao reoldgica dos fluidos.

Podemos observar que as diferengas sdo influenciadas por uma série de fatores, tais como a
composigao quimica e a estrutura molecular, que determinam a forma como o fluido reage as forgas
aplicadas. Isso resulta numa ampla variedade de comportamentos reolégicos observados na pratica.
Newtonianos: carateriza os fluidos que apresentam uma resposta a tensdo de cisalhamento
diretamente proporcional a taxa de deformagdo, exibindo uma viscosidade constante. Os fluidos
newtonianos seguem a Lei de Newton da Viscosidade, com uma relagéo linear entre tenséo de
cisalhamento e gradiente de velocidade.

Nao-Newtonianos: em contraste, os fluidos nao-newtonianos desafiam a simplicidade dos fluidos
newtonianos, demonstrando uma viscosidade variavel em resposta a tensdo de cisalhamento e ao
tempo de aplicacdo. Essa complexidade permite uma ampla gama de comportamentos.
Viscoelasticos: esse tipo de fluido combina caracteristicas tanto de fluidos elasticos quanto viscosos,
exibindo tanto comportamento de recuperacgdo reversivel quanto de deformacao irreversivel, isto &,
respondem de forma diferente dependendo das condicdes de aplicacdo da tensdo de cisalhamento.
Dependente do tempo: descreve fluidos que apresentam variagéo de viscosidade ao longo do tempo
sob condicdes constantes de taxa de cisalhamento. A tixotropia € um exemplo em que a viscosidade
diminui com o tempo sob tens&do constante e aumento quando esta tensdo de cisalhamento é
interrompida. Enquanto a reopexia descreve uma situagdo em que a viscosidade aumenta com o

tempo sob deformacédo constante, mas diminui quando a tensdo de cisalhamento é interrompida.
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Figura 1.17. Curva de fluidos dependente do tempo.

Independente do tempo: Neste grupo, os fluidos dilatantes aumentam de volume sob tensdo de

cisalhamento, enquanto os fluidos pseudoplasticos tém sua viscosidade reduzida com o aumento da

Hershel-Bulklev
Plastico de Bingham
Pseudoplastico
Newtoniano
/Datante

taxa de deformacao

tensao de cisalhamento.

tensao de cisalhamento

Figura 1.18. Curva de fluidos que ndo dependente do tempo.

Esses comportamentos distintos ilustram a diversidade e complexidade dos fluidos ndo-newtonianos

em diferentes condigdes de aplicagéo.

1.4.2 Fotoreologia

A fotoreologia € um campo que se dedica ao estudo e desenvolvimento de fluidos capazes de alterar
suas propriedades viscosas e de fluxo em resposta a agdo da luz. Este dominio de pesquisa desafia
os limites tradicionais da reologia ao explorar a interacdo entre a luz e sistemas moleculares
complexos.[59], [65] A construgdo desses sistemas fotoreoldgicos ocorre por meio da quimica

supramolecular. Os fluidos fotoreoldgicos sao exemplos de sistemas supramoleculares, que consistem
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numa suspensao de particulas que mudam de forma em resposta a luz.[60], [61], [63], [64] A Figura

1.19 ilustra a variagao da viscosidade em micelas por agéo da luz.[65]

CTAB CTAB
+ +
O]
O
OH hv
N —_— HO
o” o—

Figura 1.19. Variacéo da viscosidade por agéo da luz em micelas.

Acima da concentragdo micelar critica (CMC), os surfactantes e aditivos fotoreativos, em condi¢des
especificas, podem induzir a transformagao de micelas esféricas em micelas longas devido a uma
variedade de fatores, incluindo interagdes moleculares que alteram as propriedades do surfactante,
mudangas na solubilidade das moléculas, modificagdes na tensdo superficial do sistema e reagdes
fotoinduzidas que geram produtos capazes de promover a formagéo de micelas longas. Estas micelas
apresentam propriedades viscosas e elasticas controladas pela luz.[66], [67], [68] O exemplo retratado
na Figura 1.20 ilustra a indugdo da quebra das micelas longas por agédo da luz, resultando numa
redugao significativa da viscosidade.

hv

Figura 1.20. Fotoindug&o da quebra de micelas.[65]

A quimica supramolecular desempenha um papel importante na fabricagdo e modificagdo desses

sistemas, permitindo o controle das propriedades dos fluidos em resposta a diferentes condigdes e

28



estimulos externos.[9] A maioria dos fluidos fotoreoldgicos descritos na literatura depende de reagbes
de fotoisomerizagdo unimoleculares.[9], [69] No entanto, as reagdes de fotodimeriza¢do menos usadas
tém um grande potencial em fotoreologia, uma vez que envolvem mudangas significativas na
organizagao estrutural molecular local e levam a formagédo de ligagbes covalentes, permitindo a
reticulacéo entre diferentes porgdes.[59] Um exemplo de fotodimerizagéo reversivel é apresentado no

Esquema 1.10.

PEG4a
i O\/\N/Y\o/\/\/\__' , e
n-1 N=N Br T e

4-arm PEG1ok

365 nm || 254 nm

I v
=) = =m | B
o~ — U «

Esquema 1.10. Fotodimerizagado supramolecular do PEG4a-BM, controlada pela irradiagado. [59]

No Esquema 1.10 é observado o sistema supramolecular controlado por irradiacdo, em que o substrato
de 4 bragos com trans-Brooker Merocianina anexado em cada braco, na presenca de CBJ[8], ocorre a
fotodimerizagéo [2+2], induzida por irradiagdo a 365 nm, resultando na formagéo de ligagdes cruzadas.
Por outro lado, a irradiacdo a 254 nm promove a quebra dessas ligagdes. Esse processo de
fotodimerizagéo reversivel oferece um controle preciso sobre as propriedades do hidrogel, permitindo
a modulagdo de suas caracteristicas fisicas e quimicas de acordo com a aplicagdo desejada.

O sistema fotoreoldgico é altamente versatil e pode ser projetado para responder a comprimentos de
onda ou intensidades de luz especificas, permitindo sua utilizagdo numa ampla variedade de
aplicagdes. Entre essas aplica¢des, destacam-se:

Campo Biomédico: Os fluidos fotoreoldgicos (PR) tém um potencial significativo no campo biomédico,

onde podem ser empregados na criagao de sistemas de distribuicdo de medicamentos. Esses sistemas
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permitem a liberagao controlada de medicamentos em resposta a estimulos luminosos especificos,
oferecendo um controle preciso sobre o momento e o local de administragdo dos medicamentos.
Revestimentos Inteligentes: Em aplicagbes de revestimentos inteligentes, os fluidos PR sé&o utilizados
para criar superficies que modificam suas propriedades em resposta a luz. Por exemplo, podem tornar-
se mais escorregadias ou pegajosas, proporcionando uma adaptacdo dindmica as condigbes
ambientais.

Dispositivos de Comutagéo Otica: Os fluidos PR desempenham um papel importante na criagéo de
dispositivos de comutagéo o6tica, permitindo o controle do fluxo de luz. Nesse contexto, a alteragéo da
viscosidade do fluido em resposta a um sinal luminoso possibilita uma regulagao eficaz do fluxo
luminoso.

Amortecedores Adaptativos: Os fluidos PR também encontram aplicagdo na criacdo de
amortecedores adaptativos, os quais ajustam sua viscosidade em resposta a um estimulo luminoso.
Esses amortecedores oferecem uma capacidade de adaptacdo dinamica as condigbes de operacao,
melhorando a eficiéncia e o desempenho dos sistemas.

A Figura 1.21 apresenta um exemplo pratico de hidrogéis fotoresponsivos, demonstrando a criagédo de

um padrao tridimensional através da irradiagcao do hidrogel com o uso de uma mascara.[59], [70]

Gel em molde Irradiagdo com mascara Padréo revelado

Gel supramolecular
dissolvido em agua Gel covalente tridimensional

Figura 1.21. Irradiacdo do hidrogel usando uma mascara.[59]

A capacidade de controlar e modular as propriedades desses fluidos por meio de estimulos luminosos

abre portas para inovagdes em diversas areas da ciéncia e da tecnologia.



1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste projeto € a sintese de derivados de 2-fenil-1-benzopirilio e compostos
semelhantes, a descrigdo do sistema multiestado e a construcéo do fluido foto-reoldgico. A Figura 1.22

destaca o papel central do 2-fenil-1-benzopirilio como espinha dorsal dos compostos estudados.
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~ oN Z &
o o}
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OMe OMe
OH OH O,
. $e 3 5
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Figura 1.22. Compostos caraterizados.

A Figura 1.22 ilustra os compostos que fundamentam este trabalho, incluindo a chalcona e o catido
flavilio correspondente, 4'-piridinochalcona[71], 2'-piridinochalcona (Py2), 3'-piridinochalcona (Py3), 7-
dietilamino-4'-piridinochalcona (7NPy4), malvidina (aglicona), malvidin-3-O-glucésido (oenina,
monoglucosido), malvidin-3,5-O-diglucésido (malvina, diglucdsido) e tetra(7-metoxiflavilio-4'-O-
metilenotriazol)-PEG (4-armPEG-AH*). Quatro dos sete compostos (Py2, Py3, 7NPy4 e
4-armPEG-AH*) sdo compostos novos sintetizados para esta tese. Para caracterizar o sistema
multiestado, os processos cinéticos e termodinamicos, fotoquimica, fluorescéncia e propriedades
reoldgicas, os compostos foram agrupados de acordo com espécies semelhantes. O que resultou em
trés capitulos de discussdo de resultado com objetivos especificos distintos.
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1.5.2 Objetivos Especificos

Capitulo 2 — O Efeito da Glicosilagdo nos Processos Reversiveis e Irreversiveis da Malvidina:
Estudo da degradagédo de uma serie homologa de antocianinas para desenhar estratégias de protecao
para estabilizar diferentes compostos em solugdo aquosa através de saltos de pH.

Capitulo 3 - Reag6es Térmicas e Fotoquimicas de n-Piridinobenzopirilio: Exploragédo da formagéo
de uma nova familia de derivados de 2-fenil-1-benzopirilio quando o grupo fenil na posi¢gdo 2 do
benzopirilio & substituido por uma piridina.

Capitulo 4 - Fluidos Fotoreolégicos Supramoleculares: Sintese de unidades estruturais
fotoresponsivas, preparacao de hidrogéis controlaveis pela luz e analise das propriedades reoldgicas

antes e depois da irradia¢ao.
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2|

O EFEITO DA GLICOSILACAO NOS
PROCESSOS REVERSIVEIS E IRREVERSIVEIS
DA MALVIDINA

As antocianinas, apesar de suas vantagens, apresentam desafios significativos em relagdo a
estabilidade, o que limita sua aplicagdo em situagdes que requerem armazenamento prolongado. Para
abordar esse problema, os mecanismos de degradagéo da oenina e malvina foram minuciosamente
investigados por meio de variagdes de pH, diretas e inversas, em toda a faixa relevante. Diversas
técnicas de monitorizagdo foram empregues para compreender 0s processos cinéticos e
termodinamicos envolvidos, visando fornecer uma analise abrangente. Esses estudos foram
conduzidos com o proposito de desenvolver estratégias de protecdo para estabilizar a malvidina
(aglicona), malvidin-3-O-glucosido (oenina, monoglucésido) e malvidin-3,5-O-diglucésido (malvina,
diglucésido) em solugéo aquosa.

Os resultados apresentados e discutidos neste capitulo séo fruto da colaboragao entre dois grupos, um
na NOVA FCT e outro na FCUP, e resultaram na publicagido de dois artigos cientificos.’> A minha
contribuigdo neste trabalho esteve centrada no estudo da degradagédo em fungéo do pH monitorizado

por espectroscopia Uv-vis.

' Camuenho A., et al “Intermolecular Copigmentation of Malvidin-3- O-glucoside with Caffeine in Water: The Effect
of the Copigment on the pH-Dependent Reversible and Irreversible Processes” ACS Omega, 2022, 7, 25502.

2 Seco A, et al “Comparing the Chemistry of Malvidin-3-O-glucoside and Malvidin-3,5-O-diglucoside Networks: A
Holistic Approach to the Acidic and Basic Paradigms with Implications in Biological Studies”, J. Agric. Food Chem.,
2024, 72, 7497.
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2.1 Saltos diretos de pH

O equilibrio reversivel envolvendo a oenina é detalhado no Esquema 2.1. Em solugdes suficientemente
acidas, todas as espécies convergem para o catido flavilio, comumente a pH < 1. Quando uma base é
adicionada a solugdes equilibradas do catido flavilio, isso é definido como um salto direto de pH,

desencadeando varios processos divididos em trés passos.

2.1.1 Primeira etapa (1° passo)

Embora as antocianinas sejam identificadas pelo seu respectivo catido flavilio, sdo compostos muito
mais complexos do que essa molécula sugere. Como ilustrado no Esquema 2.1, para oenina e, de
forma geral, para a maioria das antocianinas e compostos sintéticos de flavilio, o catido flavilio € apenas

uma das espécies num sistema complexo, envolvendo pelo menos 16 espécies.

Pseudo-equilibrio

Transferéncia de protdo Hidratagdo Tautomerizacdo Isomerizagao

OMe kh Ve kt g OH kl
(C:éa @ HO, OH:) 0 onte 7(—?
Catio flavilio (AH*) ci:::halcona (Ce) trans-chalcona (CY)
o H* ﬂ PKess. H* ﬂ PKce/ce- H* ﬂ PKcyct-
1° passo e N o
O. OH/O ™ :;\ie +H*
20 passo OH (€ 30 passo(Ct) MeO T OMe
H+1 } PKce-cce- H* 1 } PKcticte-
OH- o Mo O i
> O ol + H+e
OH -
H*ﬂ PKGceo-/ces- H+ﬂ PKcte-/cta-
(Cc®) (ct*)

Esquema 2.1.Sequéncia de reagdes reversiveis apos adicdo de base a solugdes equilibradas de catido flavilio
de oenina (saltos diretos de pH). Este esquema € aplicavel a todas as antocianinas. Adaptado com permissdo da

referéncia[11]. direitos autorais de 2022 pela Sociedade Americana de Quimica.

Quando ocorre um salto direto de pH, uma série de processos quimicos é desencadeada, com a
primeira etapa cinética correspondente a desprotonagéo do catido flavilio para formar bases quinoidais,

conforme representado na primeira coluna do Esquema 2.1. A transferéncia de protdes ocorre numa
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escala de tempo muito rapida, em submicrossegundos, o que torna inadequado o uso da técnica de
fluxo interrompido para medir essa cinética. Essa desvantagem pode ser superada coletando os
espectros de absorgcédo 10 milissegundos apds a mistura, uma vez que a segunda etapa representada
no Esquema 2.1 é relativamente mais lenta. Os resultados das curvas de titulagdo da oenina e da
malvina, bem como a desconvolugao para o calculo dos espectros de absorcdo de cada espécie, séo
apresentados na Figura 2.1.

Oenina
0.8

b)

0.4

1 1 1 1
300 400 500 600 700

A (nm)

Malvina
0.6 0.6
d) pH=8.9 )

pH=0,9

1 2 3 4 5 6 7 8 9

pH

300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

A (nm) A (nm)

Figura 2.1. a) Curvas de titulagdo da oenina, 1,2x10°M, obtidas a partir dos espectros de absorgado coletados
10ms ap6s uma série de saltos diretos de pH monitorizados por fluxo interrompido. O ajuste foi obtido para
pKa=3,8, pKaa-=6,3 e pKan2-=8,1.[1], [13] b) Desconvolugéo dos espectros de absorgdo utilizando as constantes
acido-base calculadas em (a). ¢) Variagbes espectrais da malvina, 7,3x106 M, capturadas 10 ms apds um salto
direto de pH monitorizado por fluxo interrompido para 0,9<pH<4,3. d) O mesmo para 4,3<pH<8,9. e) Curvas de

titulagdo em 518 nm e 617 nm. O ajuste foi obtido para pK.=3,8 e pKwa-=7,0. Erro estimado £0,1.
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As constantes de equilibrio mencionadas na Figura 2.1 sdo determinadas diretamente por meio de
saltos diretos de pH, seguidos por Fluxo interrompido. A cinética da primeira etapa ndo pode ser medida
por fluxo interrompido, mas os espectros de absorcdo versus pH podem ser coletados 10ms apds o

salto, a partir dos quais as constantes de acidez s&o calculadas, conforme apresentado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Constantes acido-base das bases quinoidais da oenina e malvina, bem como o equilibrio de

tautomerizagao. Erro estimado de 10%.

pKa pKa/a- pKa-/a2-
Oenina 3,8 6,3 8,1
Malvina 3,8 7,0 -

2.1.2 Segunda etapa (2° passo)

Quando o pH final de um salto direto é inferior a pH = 7, as espécies da primeira coluna do Esquema
2.1 desaparecem devido a hidratagao seguida por tautomerizagdo (22 etapa do Esquema 2.1). A
tautomerizagdo, em meio muito acido, é consideravelmente mais lenta que a reagao de hidratagao,
tornando-se o processo determinante da constante de velocidade da 22 etapa. A Figura 2.2a mostra as
variagdes espectrais da oenina apés um salto direto de pH para pH = 5,0.
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Figura 2.2. a) AlteragGes espectrais na solugdo aquosa de oenina 1.0x10-°M ap6s um salto direto de pH de

pH=1,0 para pH=5,0; a curva azul corresponde ao espectro de absorgao apos o final da reagao de hidratagéo

(pseudo-equilibrio), e a curva vermelha ao espectro de absor¢éo no equilibrio (ver abaixo); b) Constantes de

velocidade de isomerizagdo em meio acido. O ajuste foi feito de acordo com a Eq. 2.2 para as constantes acido-

base calculadas na segdo 2.1.1 e kv=0,08 s, kn= 47 M-'s"!, Ki=0,52 (calculado por saltos inversos de pH, veja

abaixo; c¢) Constantes de velocidade da malvina apos saltos diretos de pH monitorizados por fluxo interrompido.

O ajuste foi alcangado por meio da Eq. 2.2, para ky=0,33 s™' e kn=25 M-'s™".

Além das constantes de equilibrio, os saltos diretos de pH permitem a determinag¢ao das constantes da

Tabela 2.2. A expressdo matematica para calcular a constante de velocidade do segundo passo em

meio acido é dada pela Eq. 2.1.[1], [13]
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k29passo = XAH+kh+XBk—h[H+] Eq 21
Onde XaH* e XB s3o, respectivamente, a fragdo molar do catido flavilio em equilibrio com as bases

quinoidais e o hemicetal em equilibrio com a cis-chalcona.

[H*]? 1
k29passo = khidrata(;éo = [HT2 + K,[HT] + KaKA/A— ky + 14K k—h[H+] Eq. 2.2

O ajuste da Eq. 2.2 utilizando os dados da Tabela 2.2 permite a determinagdo das constantes de
velocidade kn e kn e, consequentemente, a constante de equilibrio Kn respetiva, que deve ser coerente
com o valor obtido por meio dos saltos inversos de pHs, Tabela 2.2.

Tabela 2.2. (2° passo). Constantes de velocidade da oenina e malvina em meio acido. Erro estimado 10%

kn(s™) kn (M's) Ki
Oenina 0.08 47 0.52
Malvina 0.33 25 0.45

A constante de velocidade do segundo passo tende a zero e é muito lenta em valores altos de pH. No
entanto, em meio basico, um novo canal de reatividade é aberto por meio da adicdo nucleofilica de OH"
J11]

O estudo dos processos cinéticos em meio basico é mais complexo do que no meio acido porque a
degradacao das antocianinas € mais rapida no primeiro. Os processos quimicos resultantes do ataque
de OH- sao resumidos no Figura 2.3.

1° passo 2° passo 3° passo
) A e kiso )
- K.
AH* Ei A2+ oH-é (B2'/3'):_& Cc2 /3 A;“W) Cit2-3-
Muito k4 Ko lk Kiso l P
rapido degr.1 degr.2

Figura 2.3. Esquema cinético proposto apds um salto direto de pH em meio basico.

Assim como no meio acido, € possivel identificar trés etapas: a primeira etapa corresponde a
transferéncia de protdes e ja foi relatada e discutida na Figura 2.1. A segunda etapa é devida ao ataque
de OH- (equivalente a hidratagdo seguida pela tautomerizagdo em meio acido) e a terceira etapa
corresponde a isomerizagao cis-trans. Diferentemente do meio acido, a degradagao pode competir no
processo cinético em diregédo ao equilibrio. O estudo da segunda etapa em meio basico requer o uso
do equipamento de fluxo interrompido, exemplo apresentado na Figura 2.4.
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Figura 2.4. a) Variacdes espectrais apos um salto direto de pH da malvidin-3-O-glucésido para pH=13,1
monitorizado por fluxo interrompido sem filtro; b) Tragos de fluxo interrompido apés saltos diretos de pH na
auséncia e presenca de um filtro de corte de 410 nm em dois valores de pH basico representativos; ¢) Variagbes
espectrais da malvina ap6s um salto direto de pH para pH=10.1 monitorizado por fluxo interrompido usando um
filtro de corte de 410 nm; d) o mesmo que c) para pH=12; e) Constantes de velocidade da adig&o nucleofilica de
OH" na malvina medidas por fluxo interrompido (etapa mais rapida). A constante de velocidade é diretamente

proporcional & concentragéo de hidréxido de acordo com 140[OH] s™.

Uma série de saltos diretos de pH da oenina foram monitorizados por fluxo interrompido para
10,5<pH<13,5, Figura 2.4. Devido a alta intensidade da lampada de analise do fluxo interrompido, foi
necessario usar um filtro para evitar a reagéo fotoquimica. As variagdes espectrais a pH=13,1 na
auséncia do filtro de corte (410 nm) sdo apresentadas na Figura 2.4a, mostrando que apos 100 s a
base quinoidal (A%) praticamente desaparece. A comparagdo dos tragos de fluxo interrompido na
auséncia e presencga de um filtro em dois valores de pH basico representativos € mostrada na Figura

2.4b. Em ambos os casos (na auséncia do filtro), é evidente a existéncia de uma reagéo fotoinduzida
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que consome a base quinoidal aniénica A%. No entanto, o trago obtido a pH=10,5 na presenga do filtro
indica que A% nao é responsavel pela fotoquimica (ainda absorve luz com este filtro e sua absorvancia
ndo muda em 100 s). Na presenga do filtro, o trago, para pH=13,1, pode ser ajustado com uma
exponencial Gnica com velocidade de 5x103s™, Figura 2.4b. Uma vez que tanto hemiacetal quanto cis-
chalcona sdo esperados para exibir abertura do anel fotoinduzida e isomerizagdo cis-trans,
respetivamente, a explicagdo mais simples € atribuir a reagéo fotoquimica a uma destas duas espécies.
Isso implicaria que o hemicetal e/ou cis-chalcona ja estdo formados durante o tempo de mistura do
fluxo interrompido. Os dados da segunda etapa em meio basico podem, portanto, ser explicados por
um controle cinético da adicdo nucleofilica de OH". Na presenca do filtro, a cinética observada é o
processo em diregao ao equilibrio.

Para a malvina, os dados relatados na Figura 2.4d e Figura 2.4e mostram que ao final dessa cinética
€ alcangcado um equilibrio (pseudo-equilibrio) envolvendo A", B- e Cc'. Este equilibrio favorece as
espécies B~ e Cc” em valores de pH mais altos. A isomerizagéo cis-trans é excluida, pois ocorre de
maneira muito mais lenta, veja abaixo. O efeito da luz pode ser na abertura do anel ou isomerizagéo
cis-trans. A representagdo da constante de velocidade desse processo foi ajustada para 140[OH7] s™.
A dependéncia da concentragao de hidroxido e o desvio do pseudo-equilibrio com o pH indicam um
controle da segunda etapa pela adi¢do nucleofilica de OH". Ao contrario da oenina, a segunda etapa
nao conduz ao equilibrio, mas, como em meio acido, ha um pseudo-equilibrio. Os resultados sao

resumidos na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. (22 etapa). Constantes de velocidade do ataque de OH" aos monoglucésidos e diglucésidos de

malvidina em meio basico. Erro estimado de 10%.

Ataque de

OH- (M's™)
Oenina 0,045[0OH1]
Malvina 140[OH1]

2.1.3 Terceira etapa (3° passo)

Em meio acido, o sistema alcanca o equilibrio a partir do pseudo-equilibrio através da isomerizacao

cis-trans.

KiK:
k39passo =Xecki +k_; = [H] + K, + K, + K, K, ki+k_; Eq. 2.3

onde x . €a fracdo molar de Cc no pseudo-equilibrio. Apesar das pequenas variagdes espectrais do

pseudo-equilibrio ao equilibrio, como mostrado acima na Figura 2.2a, as respetivas constantes de
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velocidade podem ser calculadas e representadas como uma fungdo do pH para a oenina[l] e
malvina[72], conforme Figura 2.5.

0.0012 R
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= : 0.8 i
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X . 1 A
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0.0006 | i \
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Figura 2.5. a) Constantes de velocidade de isomerizacéo cis-trans da oenina e malvina em meio acido; b)
Variagbes espectrais da oenina apds um salto direto de pH para pH=12.8, seguido por um espectrofotdmetro.
Neste caso, o equilibrio é alcangado antes de uma degradagao significativa, ver abaixo; ¢) Constantes de

velocidade de isomerizag&o da oenina em meio basico. O ajuste foi obtido para 0.045[0H] s™.

Mais informagdes da oenina foram obtidas por meio de uma série de saltos diretos de pH monitorizados
por fluxo interrompido para 10,5<pH<13,4, resultados apresentados em Figura 2.5c. Em todo esse
intervalo de pH, a base quinoidal di-aniénica (A%) é a espécie que ¢ formada durante o tempo de mistura
do fluxo interrompido. Na Figura 2.5c estdo apresentadas as constantes de velocidades da
isomerizagao cis-trans em fungao do pH. O fato de que um platdé nao ser alcangado em valores de pH
elevados, como observado na Figura 2.6 para malvina, esta de acordo com um processo controlado
pelo ataque de OH" nucleofilico.

Uma série de saltos diretos de pH da malvina foram monitorizados por um espectrofotometro. Neste
caso, a degradacdo compete com a cinética em dire¢do ao equilibrio. As variagbes espectrais da
malvina apds um salto direto de pH=1 para pH=10.0 sdo mostradas na Figura 2.6. Como mostrado na
22 etapa, neste pH, o catido flavilio é transformado na base quinoidal aniénica (A%) em sub-
microssegundos e um pseudo-equilibrio é alcangado, Figura 2.4d. Os resultados relatados na Figura
2.6a mostram que apos cerca de 1 min (espectro inicial), uma absorgao que pode ser atribuida a uma
cis-chalcona anidnica ja € observada. O crescimento da absorvancia a 399 nm corresponde a formagéo
de trans-chalcona anidnica, seguido de uma diminuigdo que pode ser atribuida isomerizagao cis-frans.
A constante de velocidade observada mais rapida poderia ser atribuida a tautomerizacéo, enquanto a
mais lenta a isomerizagdo cis-trans. Em conclusdo, as constantes de velocidade em direcdo ao
equilibrio sdo mais rapidas do que a velocidade de degradagdo. Na Figura 2.6d, as velocidades de

isomerizagéo sao representadas em fungdo do pH. O ajuste da isomerizagao foi obtido considerando
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que pKctricto-=10,5, a contante de velocidade de isomerizagdo de Ct ndo pdde ser determinada com
precisdo e a de Ct* ¢ igual a 3,5x102 s™'. Mais informagdes podem ser obtidas realizando um salto
inverso de pH de volta para pH=1 apés a solug¢éo do salto direto de pH durante 160 min, Figura 2.6¢),
como sera detalhado nas préximas secdes. Apds o salto para pH=1, observa-se que todas as espécies
presentes se convertem rapidamente em catido flavilio. Tanto o hemicetal (se presente) quanto a cis-
chalcona evoluem para o catido flavilio em poucos segundos, um processo que requer a aplicagao do
método de fluxo interrompido para monitorizar a cinética. Em contraste, a conversao da trans-chalcona
em catido flavilio ocorre de forma consideravelmente mais lenta. As evidéncias obtidas indicam que a
pH=9.8 ndo ha presenca de hemicetal. Portanto, a absor¢ao inicial observada pode ser atribuida a cis-
chalcona, enquanto a amplitude do passo mais lento reflete a transformagao da trans-chalcona e a
diferenga em relagao ao catido flavilio inicial fornece uma estimativa da fragao de degradagéo durante

O processo.
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Figura 2.6. a) Variagbes espectrais da malvina ap6s um salto direto de pH para pH=10.0; b) Traco em 615 nm e
399 nm. O ajuste foi realizado com uma fung&o bi-exponencial com constantes de velocidade 4x10* s e
7.5x10°% s°'; ¢) Sequéncia de saltos de pH: i) direto para pH=9.8, ii) 160 min a este pH, iii) salto inverso de pH de

volta para pH=1; d) Constantes de velocidade da etapa de isomerizagéo versus pH.

42



Na Tabela 2.4, sdo apresentadas as constantes de isomerizagédo da oenina e a malvidina em diferentes
condigcdes de pH, destacando suas respostas distintas a variagdes de pH.

Tabela 2.4. (32 etapa). Constantes de isomerizagdo da oenina e malvina.

ki (s™)™ ki (s™)™ ki (s)®@ ki(s™)®@
Oenina 9.8x10° 7.9x10° Mais rapido Mais rapido
Malvina 1.0x10°3 5.9x10* 3.5x103 <10°

* Erro estimado 10%; (1) Meio acido; (2) Meio basico.

2.2 Saltos inversos de pH

A adicdo de acido em solucdes equilibradas com valores de pH mais altos, forcando o sistema a
retornar ao catido flavilio, € chamada de salto inverso de pH. Os saltos inversos de pH (monitorizados
por fluxo interrompido e por meio de um espectrofotémetro) sdo uma ferramenta poderosa para calcular
as constantes de equilibrio envolvendo todas as espécies do Esquema 2.1. A curva de um salto inverso
de pH monitorizado pelo fluxo interrompido, a partir de pH=5,5, € mostrado na Figura 2.7a. A amplitude
inicial pertence a transformagao das bases quinoidais em catido flavilio durante o tempo de mistura. A
amplitude da primeira curva corresponde ao catido flavilio que é formado a partir dos hemicetais. Isso
ocorre porque a pH=<1, a hidratagdo se torna mais rapida do que a tautomerizagdo (mudanga de
regime)[73]. A amplitude da segunda curva é atribuida a converséo da cis-chalcona em mais catido
flavilio, via hemicetal. A normalizagéo das trés amplitudes da a respetiva fragdo molar a pH=5,5[1],
[74], [75] Resumindo, os saltos inversos de pH monitorizados pelo fluxo interrompido sdo um método
analitico que permite medir a fragdo molar das espécies envolvidas em qualquer faixa de pH. Esses
experimentos dizem respeito as espécies no pseudo-equilibrio, a contribuigdo das frans-chalconas
requer o uso de um espectrofotdmetro.
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Figura 2.7. a) Tragos do salto inverso de pH da oenina monitorizado pelo fluxo interrompido a pH=5,5; A
amplitude A corresponde ao catido flavilio obtido de todas as bases quinoidais e catido flavilio presentes antes
do salto; a amplitude B ao cati&o flavilio que aparece devido as espécies hemicetais; a amplitude C ao catido
flavilio resultante das espécies cis-chalconas; b) representacdo das amplitudes calculadas como em (a) versus
pH apds deixar as solugdes durante 4 horas; c) representacdo da amplitude total dos saltos inversos de pH das
solugdes em equilibrio na Figura 2.1a; d) tragos dos saltos inversos de pH monitorizados pelo fluxo interrompido

de volta para pH=1 apés deixar as solugbes durante 4 horas ap6s um salto direto de pH.

A distribuicdo da fragdo molar de todas as espécies e as constantes de equilibrio respetivas, excluindo
as trans-chalconas, sido obtidas estendendo os saltos inversos de pH para todos os valores de pH,
conforme mostrado na Figura 2.7b. Vale ressaltar que os saltos inversos de pH monitorizados pelo
fluxo interrompido dizem respeito a todas as espécies do chamado pseudo-equilibrio, excluindo as
trans-chalconas. Para considerar essas Ultimas espécies, & necessario um espectrofotémetro, como
mostrado na Figura 2.8. A amplitude total dos experimentos de saltos inversos de pH também fornece
algumas informagdes sobre o sistema. Apesar de alguma dispersdo dos valores devido a incerteza
intrinseca das medigdes pelo fluxo interrompido, a concentragéo total de cis-chalconas diminui em

valores de pH mais altos. Consequentemente, a amplitude das cis-chalconas obtidas em experimentos
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de saltos inversos de pH deve ser corrigida. A diminuigdo de Cc?> e Cc* pode ser explicada pela
formagédo das respetivas trans-chalconas e/ou produtos de degradagdo. Vale ressaltar que a
normalizagdo dos dados na Figura 2.7a exclui a dependéncia da absorvancia total e a precisdo dos
dados da Figura 2.7b € muito alta. Um comportamento singular dos monoglucésidos é a existéncia de
uma faixa de pH marcada pela banda vermelha onde a velocidade de degradagao da base quinoidal &
maior do que a reacdo de hidratagdo em meio acido e a adigdo nucleofilica em meio basico, isso pode
ser observado na Figura 2.7b e Figura 2.7d. Em 4 horas, a absorvancia das bases quinoidais aniénicas
ndo muda significativamente. Enquanto a curva a partir de pH=7,02 & bi-exponencial, mostrando que
tanto o hemicetal quanto a cis-chalcona estavam presentes (e a hidratagéo ocorreu). Na faixa de pH
8,26 < pH < 9,75, a absorvancia ndo muda. Para valores de pH mais altos, apenas um processo cinético
foi observado, o que leva a cis-chalcona (falta de hemicetal). Para obter mais informagdes sobre o
comportamento da oenina em meio basico, uma série de saltos diretos de pHs para a regido basica,
mantendo as solugbes por 4 horas, seguida por um salto inverso de pH para pH=1, foi realizada,

conforme mostrado na Figura 2.8.
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Figura 2.8. a) Salto inverso de pH da oenina apos 4 horas a pH=10,8, seguido por um espectrofotdmetro.

b) Extenséo dos experimentos para uma faixa de pH na regido basica; c¢) Absorvancia total normalizada para
toda faixa de pH; d) Representagao das fragdes o equilibrio ndo é alcangado na zona vermelha e apenas bases

quinoidais anidnicas estao presentes.
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Na Figura 2.8a, a absorvancia inicial corresponde a todas as bases quinoidais, hemicetal e cis-
chalconas independentemente de seu estado de protonagdo. A amplitude da curva é devido a
converséao da trans-chalcona em catido flavilio via hemicetal e cis-chalcona. Estendendo o experimento
relatado na Figura 2.8a para outros valores de pH basicos, fornece a distribuigdo da fragdo molar
dessas espécies no equilibrio, Figura 2.8b. O ajuste foi realizado para uma constante acido-base
pKisome=11. O equilibrio para valores de pH mais altos é atingido para 63% de Ct* e 37% de
Cc?¥. Os dados relatados na Figura 2.8b sdo compativeis com um equilibrio entre Cc? e Ct*. Em outras
palavras, em meio menos basico, Cc® € a espécie dominante, enquanto em solugdes mais basicas €
Ct*>. A prevaléncia das chalconas e, em particular, das trans-chalconas em meio basico é observada
comumente em alguns compostos flavilicos sintéticos[1]. A Figura 2.8c diz respeito a amplitude total
das espécies envolvidas nos experimentos de saltos inversos de pH. Nao ha sinal de degradagéo, pois
a amplitude total é constante. Vale ressaltar a representacdo das frans-chalconas apds 4 horas, Figura
2.8d. Na regido de pH entre 8 < pH < 10, nenhuma trans-chalcona é observada, pois o equilibrio ndo é
alcancado. Além disso, apenas bases quinoidais anidnicas sao observadas, como relatado
anteriormente[11].

Os valores de equilibrio da malvina foram estudados por saltos inversos de pHs monitorizados por fluxo
interrompido, Figura 2.9a e Figura 2.9b, bem como por um espectrofotometro, Figura 2.9c. As solugdes
sdo mantidas no escuro por 4 horas antes do salto inverso de pH. Este é o tempo suficiente para

alcancar o pseudo-equilibrio e no meio basico o equilibrio.
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Figura 2.9. a) Distribui¢gdo da fragdo molar no pseudo-equilibrio; b) Representacéo das fragbes de frans-
chalconas e todas as bases quinoidais, hemicetais e cis-chalconas; c) Distribuicdo da fragdo molar no equilibrio.
As constantes de equilibrio estdo relatadas na Tabela 2.1; d) Cinética do salto inverso de pH apds um salto

direto de pH para uma série de valores de pH ao permanecer por 4 horas.

Comparando a amplitude da base quinoidal na Figura 2.7a e Figura 2.7b com a Figura 2.9d, pode-se
concluir que a fragdo molar da base quinoidal € menor no diglucésido quando comparada com o
monoglucésido. Na Figura 2.9d, apenas as cis-chalconas sdo observadas, pois ndo ha tempo para
observar a isomerizagéo cis-trans. Na verdade, no equilibrio em meio basico, a frans-chalcona anionica
€ a principal espécie em seu equilibrio com a cis-chalcona aniénica. Esta € a mesma tendéncia do
monoglucosido. Os dados da Figura 2.9d confirmam que para 9,5<pH<12 a pHs mais basicos as cis e

trans-chalconas anidnicas s&o as espécies de equilibrio.
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2.3 Processos irreversiveis

O processo irreversivel que conduz a degradagao das antocianinas em soluges acidas ou basicas
pode ser estudado por uma sequéncia de saltos de pH da seguinte forma: i) salto direto de pH a partir
de solugdes equilibradas do catido flavilio para o pH desejado, ii) deixar a solugdo por um tempo
determinado (tempo de espera); iii) realizar um salto inverso de pH para pH<1 e esperar o tempo
necessario para que o catido flavilio atinja o equilibrio. A degradagdo para cada tempo de espera é
medida por meio da Eq. 2.4, onde A inicial € a absorvancia inicial do catido flavilio, antes do passo i) e

A apos o atraso é a absorvancia apds o passo iii).

Xdeg =1 — XaH" rec = 1-— Eq 24

Na Figura 2.10, sdo apresentadas as constantes de velocidade de degradagao (kdeg.) da oenina e
malvina em fungdo do pH. Estas constantes sdo determinadas através de uma monitorizagdo em
diferentes tempos de espera. Os pHs de transigao, incluem o pH fisiolégico, no contexto deste trabalho
pH=7,4, sdo delimitados pela reacdo de hidratacdo e pela adigdo nucleofilica de OH, 22 etapa,
respetivamente em meio acido e basico, Figura 2.10b e Figura 2.10c. Nesta regido de faixa de pH, o
equilibrio ndo é alcangado, apenas bases quinoidais anionicas estdo presentes (juntamente com os
produtos irreversiveis respetivos, alguns deles absorvendo na regido visivel, ver abaixo) e nenhum cis-
chalcona é detetado, nos saltos inversos de pHs de volta para pH<1. O fato de, nos pHs de transicéo
da oenina, as constantes de velocidade de degradagéo seguirem a distribuigdo da fragao molar da
especie A", Figura 2.10b, sugere que as vias de degradacgdo sdo essencialmente iniciadas a partir desta
espécie. Em meio basico (fora dos pHs de transi¢do), a constante de velocidade de degradagao segue
a distribuigéo da fragdo molar das chalconas anidnicas (as Unicas espécies observadas), sugerindo um
ataque de OH" a essas espécies, que € menos eficiente para as chalconas aniénicas mais carregadas
negativamente devido a maior repulséo eletrostatica.

A malvina se comporta de maneira diferente, Figura 2.10c. Os pHs de transigéo, também delimitados
pela reacéo de hidratagéo e pela adigdo nucleofilica de OH-, sdo mais estreitos em comparagédo com a
oenina. Fora dos pHs de transicdo, a cinética em direcdo ao equilibrio € sempre mais rapida do que a
degradacao, Figura 2.10c, seguindo a mesma tendéncia da oenina. Também deve ser enfatizado que
a cinética de degradacéo do diglucésido em meio basico é mais rapida do que a do monoglucésido.
Uma explicagcao provavel € a menor estabilidade das espécies anidnicas.
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Figura 2.10. a) Fragdo molar dos processos de degradagdo apos um salto de pH de oenina 2x10° M
a pH=6,3 calculada em 520 nm por meio da Eq. 2.4 em funcdo do tempo de espera. A cinética é
mono-exponencial com a constante de velocidade de degradagao kae, =1,5x10° s7¥;

b) (®) Representagdo das constantes de velocidade de degradagéo da oenina em fungdo do pH, pK
do equilibrio entre chalconas dianidnicas e trianidénicas =11; (B) Constante de velocidade para a
cinética do desaparecimento da base quinoidal; c) (®) Constantes de velocidade de degradagéo da

malvina 1,3x10° M.

2.4 Conclusoes

Apesar da presenca de um equilibrio reversivel, como demonstrado no Esquema 2.1, as antocianinas
sdo intrinsecamente instaveis, especialmente a pH neutro a basico, com tempos de degradacgéo

variando de horas a varios dias, dependendo do pH.
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Esta abordagem holistica permitiu revelar uma faixa de pH (pHs de transigao), que inclui o pH
fisiolégico, na fronteira entre os paradigmas acido e basico, onde a hidratagdo e a adi¢cdo nuclecfilica
de OH sdo muito lentas. Nesta faixa de pH, as bases quinoidais aniénicas sao as principais espécies

reversiveis e processos complexos de degradacgéo controlam seu desaparecimento.

Estudos cinéticos detalhados em meio basico permitem concluir que a adi¢cdo nucleofilica de OH é o
passo controlador em direcédo ao equilibrio e, em contraste com o meio acido, a isomerizagao cis-trans
€ muito rapida. Apesar do passo limitante da constante de velocidade em direcdo ao equilibrio
reversivel ser comum a oenina e malvina, este ultimo apresenta um pré-equilibrio envolvendo a base
quinoidal aniénica e uma nova espécie transitéria resultante do ataque OH" na posicdo 4, levando a
espécie B4? identificado por '"H RMN.

Aidentidade e as concentragdes de bases quinoidais, hemicetais e cis-chalconas sao obtidas para toda
a faixa de pH a partir de saltos inversos de pH monitorizados por fluxo interrompido, enquanto as trans-
chalconas requerem um espectrofotémetro. A velocidade de aparecimento do catido flavilio nestes
experimentos constitui uma assinatura cinética, que permite a identificagdo precisa das espécies e

concentragoes relativas a partir da amplitude das respetivas curvas cinéticas.

Além disso, as assinaturas cinéticas também sao Uteis para detetar a existéncia de outras espécies
n&o observadas a pHs acidos, como foi o caso do B4? para a malvina em meio basico. Ndo ha nenhuma
evidéncia espectral, a partir de saltos inversos de pH monitorizados por experimentos de fluxo

interrompido, para formas anionicas hemicetais.

2.5 Metodologia experimental

A metodologia experimental consistiu em varias técnicas analiticas para investigar a degradacao das
antocianinas em diferentes condigdes de pH:

Espectrofotometria UV-Vis: Utilizada para monitorizar os saltos de pH e as mudangas espectrais ao
longo do tempo.

HPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Array de Diodos): Empregada
para acompanhar a degradagéo das antocianinas em diferentes concentragbes e pH. A degradagao de
OENINA foi monitorizada ao longo do tempo em diferentes concentragdes (3,33x10-5 M, 2x10-4 M e
1x10-3 M) a pH 8,12. A analise foi realizada num cromatoégrafo liquido Thermo Ultimate 3000, utilizando
uma coluna C18 de fase reversa Poroshell 120. Os eluentes utilizados foram acido férmico em agua e
acetonitrila, com deteccéo realizada por um detector Thermo Accela PHA.

Analise LC-MS (Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massa): Realizada para identificar produtos
de degradagao. Utilizou-se um cromatografo liquido da série Finnigan Surveyor, equipado com uma
coluna C18 de fase reversa Poroshell 120. Os eluentes foram acido féormico em agua e acetonitrila. A
detecgao de massa foi realizada no modo ido positivo num detector de massa Finnigan LCQ DECA XP
MAX.
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RMN (Ressonancia Magnética Nuclear): Empregada para estudar o processo de degradagéo e
identificar espécies intermediarias. Utilizou-se um espectrometro Bruker Ascend 600 operando a uma
frequéncia de 'H de 600,13 MHz. Os espectros 'H foram registados ao longo do tempo a 25,00 * 0,01
°C. O pH de todas as solugdes foi determinado com um elétrodo de vidro previamente calibrado.

Essas técnicas analiticas forneceram informagdes abrangentes sobre a degradagéo das antocianinas
em diferentes condi¢des de pH, permitindo uma compreensdo mais detalhada dos processos

envolvidos.
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3
REACOES TERMICAS E FOTOQUIMICAS DE
N-PIRIDINABENZOPIRILIO

A introdugao de heterociclicos de nitrogénio no nucleo do flavilio pode resultar em multiestados com
diferentes constituicdes. Neste contexto, trés derivados de 2-piridil-1-benzopirilio foram sintetizados e
caracterizados por RMN, HPLC-MS e cristalografia de raios X. Esses compostos demonstraram uma
rede de reacdes dependente do pH, semelhante as antocianinas e compostos relacionados. As
diversas espécies presentes no equilibrio de multiestado foram totalmente caracterizadas por '"H RMN
e °C RMN. Além disso, a termodinamica e a cinética do multiestado foram estudadas por meio de
saltos de pH seguidos por 'H RMN e absorgdo UV-vis, incluindo fluxo interrompido para os passos

cinéticos mais rapidos.

Neste capitulo serdo apresentados os estudos de trés novos compostos, pertencentes a uma nova
familia de derivados de 2-piridil-1-benzopirilio, fruto de um trabalho que teve inicio com o estudo da 4'-
piridinochalcona,[71] nos quais o grupo fenilo é substituido por uma piridina.[39], [71], [76] Esses
compostos representam uma extensao significativa da pesquisa anterior e prometem contribuir para o

entendimento mais amplo das propriedades e aplicacdes dos flavilios modificados.

Os resultados apresentados e discutidos neste capitulo sdo fruto da colaboragdo entre diversos
pesquisadores e resultaram na publicagéo de dois artigos cientificos.*

3 Camuenho A., et al “Thermal and photochemical reactions of n-pyridinebenzopyrylium multistate of species (n

=2',3',4"). Exploring the synthetic potentialities from the unique reactivity of position 2" J. Photochem. Photobio.,
2023, 440,114658.

4 Camuenho A., et al “A model compound for pyridinechalcone-based multistate systems. Ring opening-closure
as the slowest kinetic step of the multistate”, New J. Chem., 2019, 43, 18229.
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3.1 Novos compostos da familia das piridinochalconas

Ha alguns anos, foi publicado o composto 4'-piridinochalnoca,[71] o qual, em comparagdo com as 2-
hidroxichalconas, apresentou uma variagao drastica na rede de reagdes quimicas. Este composto deu
origem a trés espécies distintas: trans-chalcona (Ct), cis-chalcona (Cc) e hemicetal b), além de suas
formas protonadas. No entanto, mesmo em valores de pH muito acidos, néo foi detetada a presencga
do catido flavilio. NaFigura 3.1, junto com a 4'-piridinochalcona, sdo apresentados os novos compostos

sintetizados, os quais serdo detalhados e discutidos nos subcapitulos a seguir.

OH OH
! ~'N ! ~N
~ z, 7 ’,
N
(0] (0]
4’-piridinochalcona (Py4) 2'-piridinochalcona (Py2)
OH S rN OH N
7~ ~N 7 I 7z
o o

3'-piridinochalcona (Py3) 7-dietilamino-4'-piridinochalcona (7NPy4)

Figura 3.1. Piridinochalconas.

3.2 Sistema multiestado do composto

2’-piridinochalcona (Py2)

Os espectros de absorgdo dependentes do pH das solu¢des de frans-chalcona (Ct) de Py2 (recém-
preparadas) registados imediatamente apos os saltos de pH s&o mostrados na Figura 3.2. As variagdes
espectrais observadas sdo compativeis com a existéncia de dois valores de pKa, indicando a presenca
das espécies Ct*, Ct e Ct. Na Figura 3.2a, o equilibrio entre a espécie protonada e a forma neutra é
evidenciado por um ponto isosbéstico claro, e um comportamento semelhante é observado na Figura
3.2b para o equilibrio envolvendo as formas neutra e anionica. A analise da absorvancia em fungéo do
pH em trés comprimentos de onda representativos permite calcular os valores de pKa como pKct+ct=1,9

e pKcyet-=9,4, conforme apresentado na Figura 3.2c.
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Figura 3.2. a) e b) variagGes espectrais do composto Py2 1,3x10“ M (H,O/MeOH 1:1) os espectros foram
tragados imediatamente apos o salto de pH; ¢) curvas de titulagéo. O ajuste foi alcangado para pKci+ct=1,9 e
pKeyct-=9,4.

Os resultados da Figura 3.2 foram confirmados pela analise de '"H RMN, conforme demonstrado na
Figura 3.3. Valores representativos de pH foram selecionados com base nos dados de espectroscopia
de absorgao UV-vis apresentados anteriormente na Figura 3.2. Os espectros de 'H RMN obtidos apos

os saltos de pH a partir de solugdes recém-preparadas a pH=6,5 com ~100% de Ct sdo mostrados na
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Figura 3.3, correspondendo as formas catiénica (Figura 3.3a), neutra (Figura 3.3b) e anionica (Figura
3.3c) das trans-chalconas. A identificagcdo do isémero trans foi realizada com base nas constantes de
acoplamento dos protdes 3 e 4, as quais foram medidas como a) 15,6 Hz; b) 16,2 Hz; c) 16,6 Hz,

respetivamente.

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
f1 (ppm)
Figura 3.3. Espectros de "H RMN (400 MHz, CD30D/D;0 1:1), Py2 1,7x10® M; a) pH=0,5, ~100% Ct*;
b) pH=6,5, ~100% Ct; c¢) pH=12, ~100% Ct-. (A numeracéo foi feita de acordo com a estrutura do catiéo flavilio)

Os espectros apresentados na Figura 3.3 foram adquiridos através da preparagdo de uma amostra
fresca (recém-preparada) a pH=6,5, conforme mostrado na Figura 3.3b. Posteriormente, foram
realizados dois saltos de pH: para pH=0,5 (Figura 3.3a) e para pH=12 (Figura 3.3c). A evolugao térmica
da absorgao da trans-chalcona foi monitorizada por absor¢ao UV-vis em meio acido e neutro, conforme

mostrado na Figura 3.4.
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Figura 3.4. a) Variagbes espectrais de uma solugdo de Py2 1,3x10* M, a pH=6,2; b) A cinética desta solugao foi
ajustada com uma mono-exponencial com constantes de velocidade 1,3x10 s*; ¢) Variagbes espectrais apos
um salto de pH de solugdes recém-preparadas de Py2, para pH=1,3; d) O ajuste dos dados de c) foi obtido com

um bi-exponencial com constantes de velocidade 5x10%s™; e 2,3x10%s™.

As variagdes espectrais relatadas na Figura 3.4 indicam que a frans-chalcona desaparece tanto a
pH=6,2 quanto a pH=1,3. Isso ocorre com uma cinética de decaimento mono-exponencial, com uma
constante de velocidade de 1,3x10%s™!, e uma cinética de decaimento bi-exponencial, com constantes
de velocidade de 5x10°s™ e 2,3x10%s™, respetivamente. Para obter mais informagbes sobre este
sistema, foi realizado um experimento de HPLC ao longo do tempo usando as mesmas misturas de
solventes a pH=6,0 e em solugdes acidas contendo 0,48 M de HCI, conforme mostrado na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Cromatogramas de HPLC a 280 nm de Py2, 1,1x10 #M em H,O/MeOH (1:1 v/v): a) a pH=6,0: |
inicial; Il apos 5 dias; lll apds 7 dias. Picos detetados: 1 (Ct ; rt = 27,0 min) e pico 5 (rt = 28,7 min); b) a 0,48 M
em HCI: linicial; Il apos 6 horas; lll apos 22 horas; IV apos 5 dias; V apés 8 dias. Picos detetados: Pico 3 (B ; rt =
22,5 min) (o respectivo tempo de retencgao € coincidente com um hemicetal puro obtido na Fig. 3.10b e pico 4 ( rt

= 15,7 min) que exibe am/z=224 (modo positivo) , consulte o esquema 3.2 para a estrutura proposta.

Os resultados de HPLC apresentados na Figura 3.5 confirmam que a frans-chalcona (1) n&o é estavel
em misturas de solventes de H2O/MeOH, nem préximo do neutro, nem em solugdes muito acidas. Este
comportamento contrasta com o observado para Py3 (conforme apresentado mais abaixo) e Py4,[71]
sendo uma consequéncia da peculiaridade do nitrogénio na posi¢ao 2. A evolugao da frans-chalcona a
pH=6,0 para formar o produto final (5) ocorre em duas etapas distintas: ( i ) ocorre a adigdo de Michael
do atomo de nitrogénio da chalcona de piridina a C4; ( ii ) oxidagao. Uma estrutura proposta para este
produto térmico é apresentada no Esquema 3.1.

H, o
| j;, |
N N\_N__
® ®
OH OH
trans-chalcona (1) 5 (ceto)

Esquema 3.1. Proposta mecanistica da formagdo do composto 5 em condi¢des neutras.
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Em valores de pH neutro (Figura 3.5a e Esquema 3.1), a frans-chalcona (1, m/z=226 no modo positivo)
esta na sua forma neutra. Nesse contexto, o par solitario do atomo de nitrogénio no anel de piridina
esta disponivel como nucledfilo, capaz de realizar um ataque intramolecular a dupla ligagéo eletrofilica
(posigéo 4). O intermediario formado, embora nao detetado por HPLC ou MS, é oxidado rapidamente
para recuperar a aromaticidade do sistema, resultando no composto 5 (m/z=224 no modo positivo).

No Esquema 3.2 é apresentada a proposta de mecanismo da evolugao da trans-chalcona em meio
acido para formar o composto 5. Este processo ocorre em quatro etapas: (i) Isomerizagao cis-trans e
tautomerizagao; (ii) dupla ciclizagdo nuclecfilica ocorre pela adigdo do grupo hidroxilo em C3' e
subsequente adi¢cdo de Michael do atomo de nitrogénio da piridina chalcona em C4; (iii) oxidagao para

formar o composto 4; (iv) rearomatizagédo do anel de piridina para formar o composto 5.

H

5
/=7

N™

Z

O

—Z@ |

N
4 5 (enol)

Ct* (1Y)

Esquema 3.2. Mecanismo de formagédo do composto 5 em condi¢des acidas.

Em valores de pH acido (Figura 3.5b e Esquema 3.2), o atomo de nitrogénio da piridina esta protonado
e, como resultado, o seu efeito nucleofilico € totalmente reduzido. No entanto, o composto 5 também é
produzido como produto termodinamico, mas sua formacgao é alcangada por uma via diferente na qual
o0 composto 4 desempenha um papel fundamental. Nesse caso, a protonagéo do atomo de nitrogénio
na piridina aumenta o seu efeito eletrofilico no C3' que é atacado pelo grupo hidroxilo do anel benzénico
quando é realizada a isomerizagao cis-frans da trans-chalcona. Este ataque nucleofilico promove a
adigao de Michael do atomo de nitrogénio ao C4 numa etapa concertada, alcangando a formagéo de
um intermediario instavel (ndo detetado) que é oxidado mais rapidamente para produzir o composto 4
(m/z=224 (modo positivo)). A Ultima etapa é uma reagdo de abertura do anel para recuperar a
aromatizacdo no anel da piridina que permite a formacao do composto 5. Mais informacdes sobre a

evolugao térmica da trans-chalcona protonada (1), foi obtido por '"H RMN, apresentado na Figura 3.6.

60



H8
H3’ H4 H3 H6

H5| H6’ H7

H4' H5
1 i |

11 N "

L 4 P L 2

(@)
o © o =l
111
H7
' H5' He' He H8

H3 » s H3

1V

o (ppm)

Figura 3.6. Espectros de 'H RMN de Py2 (1,7x10 2M em D,0O/MeOD (1:1 v/v), 0,48 M DCI): I inicial ; I) 7h; 1lI)
30h; IV) 54h; compostos representativos (3* (B*(m)), 2* (Cc* (), 1* (Ct* (O)) e 4 (#).

Os dados apresentados na Figura 3.6 corroboram os experimentos de HPLC. Pdde-se observar a
formacao de B* e Cc * mantendo a proporcdo, o que é uma indicagdo de que a tautomerizacdo é a
etapa cinética mais rapida e essas duas espécies podem ser consideradas em equilibrio durante todas
as outras etapas cinéticas. Ap6s 7 h (Figura 3.611) o composto 4 comegca a aparecer. E possivel concluir
que este composto é formado a partir do equilibrio B*/Cc* e apdés 54 h (Figura 3.61V) é o produto
majoritario em solugéo. A formagao do composto 5 a partir do composto 4 € muito mais lenta conforme
mostrado na Figura 3.5b e vérios dias sdo necessarios para observar a presenga deste composto. De
fato, o composto 5 pode ser isolado por HPLC semipreparativa (ver segdo experimental) e totalmente
caracterizado a partir de uma solugéo de dois meses de 1 em metanol/agua (0,2M HCI) e foi totalmente
caracterizado por RMN e MS. 'H-RMN mostra 9 sinais aromaticos agrupados em trés sistemas: dois
sistemas A2B2 e um singleto isolado a 7,42 ppm atribuido a H3 (consulte as informagdes de suporte,
tabela C1-5). > C RMN também mostra 14 sinais, 9 CH aromaticos e 5 sinais quaternarios entre os
quais podemos destacar o sinal em 180,8 ppm atribuido a um grupo ceto. Por analises de HMBC, foi
possivel atribuir a posigéo do grupo ceto em C9 devido a sua correlagdo com os sinais aromaticos Az
B2 no campo inferior. Os outros sinais aromaticos A2B2 no campo ascendente foram atribuidos ao
sistema de anel de piridina que esta correlacionado com o sinal em 140,3 ppm associado ao carbono

endlico em C2 (consulte as informagdes de suporte para uma atribuicdo completa, tabela C1-5). De

61



forma resumida, os processos irreversiveis da py2 estao ilustrados no Esquema 3.3. A trans-chalcona
(1) é transformada no composto 5 por dois mecanismos diferentes, dependendo do pH. A pH neutro,
Ct é transformada diretamente no composto 5. No entanto, em valores de pH acido, essa transformacéao

ocorre via composto 4.

pH=6
17=93 h
Ct mmm) Peak 5
A
pH=1.3
—_ ©=5.6 h =121 Peak 5
Ctt = Cct 7 Peak 4 7

Esquema 3.3. Resumo do comportamento térmico do composto Py2 em solugbes de H,O/MeOH (1:1 v/v).

3.2.1 Fotoquimica

As variagdes espectrais apoés a irradiagdo a 365 nm de solugdes do composto Py2 recém-preparados
s&o mostradas na Figura 3.7.

25 1.5
a) b)
t=0
15
14
A
; A
0.5
0.5
t=14 min =33 min
"3 4o s e 0 O s 4 sk ok 7%
A (nm) A (nm)
Figura 3.7. Solugdes de Py2 (1,1x10*M, agua/metanos(1:1 v/v)) irradiadas a 365 nm. a) A pH=6,5;
b) A pH=1,3.
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Os espectros de absorgdo UV-vis apresentados na Figura 3.7 mostram as irradiagdes em intervalos
curtos da conversao da Ct em Cc para avaliar as reagdes termodinamicas que ocorrem ao ultrapassar
a barreira de isomerizacao cis-trans, o que nao é alcangado por meio da evolugéo térmica a pH=6. O
HPLC foi empregado para monitorar as reagdes que se desenrolam no escuro, conforme demonstrado
na Figura 3.8.

Com o objetivo de avaliar as reagbes termodindmicas que ocorrem ao superar a barreira de
isomerizagao cis-trans, o que nao é possivel através da evolucdo térmica a pH=6. O HPLC foi utilizado

para acompanhar as reagdes que ocorrem no escuro, conforme mostrado na Figura 3.8.
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Figura 3.8. Cromatogramas de HPLC a 280 nm relativos a recuperacéo térmica no escuro apos a irradiagéo a
365 nm da ct 1x10*M em MeOH/H,O(1:1 v/v): a) a pH=6; | - estado fotoestacionario alcangado ap6s 15 min de
irradiacao; Il — a solucdo | apds 2 dias de recuperacao térmica escura; Il - a solugéo | apés 6 dias de
recuperagao térmica escura; picos identificados: 1 (Ct, rt = 27,0 min); 3 (B, rt = 22,5 min) e 5 ( rt = 28,7 min).
b) com 0,48M de HCI; | - apdés 15 min de irradiagao; Il - A solugdo | apés 2 dias de recuperagao térmica escura;
lll - a solucdo | apds 6 dias de recuperacéo térmica escura; picos identificados: 1 (Ct*, rt = 27,0 min); 3 (B*, rt =
22,5 min), 4 (rt= 15,7 min) e 5 ( rt = 28,7 min); *pico n&o identificado.

Num ambiente neutro, ao comparar a evolugdo termodindmica a pH neutro (Figura 3.5a) com a
evolugdo no escuro apos a irradiagéo, superagao da barreira de isomerizagao cis-trans (Figura 3.8a),
a diferenga mais significativa € a formagéo de um pico largo atribuido ao hemicetal, identificado como
pico 3. Esse pico evolui para a mistura esperada de 1 e 5. O composto 4 novamente ndo é detetado
em valores de pH neutros. A comparagao idéntica em meio acido (Figura 3.5b e Figura 3.8b) mostra
que apdés 15 min de irradiagéo a fragdo molar de chalconas e hemicetal € muito pequena e o composto
4 é a espécie principal. Como esperado, a evolugdo termodinamica corresponde a lenta transformacao
do composto 4 em composto 5. A recuperagdo térmica dos produtos fotoquimicos também foi
acompanhada por absorgao UV-vis, conforme mostrado na Figura 3.9, e os dados obtidos estédo de

acordo com as observagdes feitas por HPLC.
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Figura 3.9. a) R recuperacéo da reagao fotoquimica a pH=6,5 apds irradiagdo a 365 nm como na Fig. 6a. O
ajuste da recuperacao de Ct foi obtido com um mono-exponencial com constante de velocidade 1,9x10 s -;
b) O mesmo a pH=1,3 na irradiagéo relatada na Fig. 6b. O ajuste foi obtido para um processo bi-exponencial

com constantes de velocidade 6x10 s 1e 1,3x10 5s .

A pH = 6,2 (Figura 3.9a), a recuperagao térmica da trans-chalcona (1) compete com a formagéo do
composto 5. No entanto, em meio acido, é evidente a formacao dos espectros de absorgéo atribuidos
ao composto 4 ap6s 10 horas (conforme visto na Figura 3.12a), e do composto 5 apds 61 horas

(comparando com a Figura 3.12b).

3.2.2 O efeito do solvente

Foram realizados estudos em metanol monitorizados por RMN e UV-vis. A Figura 3.10 mostra a reacao
fotoquimica da trans-chalcona em d-metanol monitorizada por 'H RMN. Apds 90 minutos de irradiagéo
a 365 nm, a frans-chalcona (1, tr = 27,0 minutos) desaparece completamente, dando lugar a uma
mistura de cis-chalcona (2, tr = 29,1 minutos) e hemicetal (3, tr = 22,5 minutos). Essa solug&o evolui no
escuro para o produto final, identificado por 'H RMN como hemicetal (Figura 3.10a). O HPLC (Figura
3.10b) corrobora os dados de "H RMN e permite obter os espectros de absorgédo do hemicetal isolado
(Figura 3.12b).
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Figura 3.10. a) 'HRMN em d -metanol. | - Composto Py2, 1,7x10 -* M, apds 90 min de irradiag&o a 365 nm; Il - a

mesma amostra del apds 90 min no escuro; lll — a mesma amostra de | apds 20 horas no escuro; hemicetal ( W);
cis -chalcona( O); b) Cromatogramas de HPLC a 280 nm das solugdes | e lll ; picos identificados: 1 (Ct, rt = 27,0
min); 2s (Cc, rt = 29,1 min) e 3 (B, rt = 22,5 min).

Para estudar o efeito da agua no multiestado, foi realizado um estudo a partir da amostra em metanol
com ~100% de hemicetal equilibrado (Figura 3.10). Foi adicionado 20 pyL de DCI 12 M a solugéo
equilibrada de B, Figura 3.11a)l, levando a formagao de B, Figura 3.11a)ll. Posteriormente, a adigéo
de D20 para obter uma solugao final com metanol/agua(1:1 v/v), Figura 3.11a)lll, apés 48 horas é
observada uma mistura de produtos, onde o composto majoritario é atribuido ao composto 4 por HPLC
(Figura 3.11a)lV e Figura 3.11b)IL.
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Figura 3.11. Espectro de ' H RMN e cromatogramas de HPLC a 280 nm de Py2 1,7x102M em d-metanol: a)
Espectro de 'H RMN; I - apés 90 min de irradiagéo a 365 nm e 20 horas de recuperagao térmica no escuro
(composto 3 ); Il - o mesmo de | apds adigéo de 20 pl de DCI 12 M. Esta solugéo néo se altera apos 5 dias

(mistura de B* e Cc*); Il - o mesmo de Il apos adigéo de D20, final d-metanol:agua(1:1 ); IV - o mesmo de lli

apos 48 horas no escuro; hemicetal (B, 3); cis-chalcona (O, 2); composto 4 (). b) cromatogramas de HPLC a
280 nm; 1) solugéo a)l; Il) solugado a)lll apos 85 horas de equilibrio no escuro. Pico identificados: pico 1 (Ct, rt =
27,0 min) ; 2 (Cc, rt = 29,1 min), 3 (B, rt = 22,5 min), 4 (rt = 15,7 min) e 5 ( rt = 28,7 min).
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Na Figura 3.12 sdo apresentados os espectros de absorgdo dos compostos 4 e 5. Quando esses
espectros sdo comparados com o da Figura 3.7, percebe-se que o composto 4 tem alguma semelhancga
na regiao do visivel. Isso permite concluir que um dos principais produtos obtidos na reagao fotoquimica

em meio acido é definitivamente o composto identificado como o pico 4.

05
85 horas a) b)
0.6
0.4
03 0.4
A
A
0.2-
0.2] 3
1 5
0 T 1 | 1 | | L 0 T T T T |
300 400 500 600 700 280 300 320 340 360
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Figura 3.12. a) Espectros de absorgéo de Py2 4x10*M em H,O/MeOH (1:1 v/v) e HC 0,48 MI. Espectro inicial
(preto) obtido apés 2 horas de irradiagéo a 365 nm (hemicetal, composto 3) e sua evolugéo no escuro até 85h

(espectro vermelho, composto 4); b) Espectros de absorgao de hemicetal e composto 5 do mesmo experimento.

Resumindo, Py2 pode adicionar dois novos compostos ao respetivo multiestado, destacando a
importancia da posigdo 2 para uma interagéo intramolecular, conforme mostrado na Figura 3.13. A
formagao desses dois novos picos depende da concentragdo de agua, que desempenha um papel

importante na estabilizagdo de ambas as espécies.
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Figura 3.13. Resumo do comportamento do composto Py2 em misturas de metanol puro e

metanol:agua (1:1 v/v).

3.3 Sistema
3’-piridinochalcona (Py3)

multiestados do composto

A Figura 3.14 apresenta a dependéncia do pH nos espectros de absorgdo do composto Py3, obtidos
imediatamente apds o salto de pH de solugdes recém-preparadas a pH = 6,6. Observa-se que a forma
e a posigcao dos espectros de absorcao de Ct*, Ct e Ct- assemelham-se aos do composto Py2, indicando
similaridades estruturais e propriedades fotofisicas compartilhadas entre essas espécies. Por meio das
curvas de titulagao, foram calculadas as constantes de acidez, sendo pKa1=2,7 e pKa1=9,3.
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Figura 3.14. a) e b) espectros de absorgdo dependentes de pH de Py3 (1,2x104 M, MeOH/H20 (1:1 v/v)); c)

curvas de titulagdo. O ajuste foi alcangado para pKa1=2,7 e pKa1=9,3.

Comparando as constantes de acidez de Py2 e Py3, como mostrado nas Figura 3.2 e Figura 3.14,
respetivamente, observamos que a segunda constante de acidez correspondente a desprotonacéo da
hidroxilo do Py2 e Py3 sdo semelhantes dentro do erro experimental. No entanto, a protonagéao do anel
de piridina parece ser mais favoravel em Py3. Isso se deve a deslocalizagao mais favoravel da carga

positiva no anel de piridina em Py3, como ilustrado na Figura 3.15.
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Figura 3.15. Estabilizagéo da carga positiva em Py2 e Py3 protonado.

A estabilidade do Py3 é mostrada na Figura 3.16. O espectro de absorgdo de Ct apds 4 dias nado
apresenta qualquer modificagao a pH neutro. No ambiente acido a Ct* apresenta uma ligeira diminuigao

no espectro de absorgéo.
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Figura 3.16. Variagbes espectrais do composto Py3 1,2 x10-4 M em MeOH/H20 (1:1 v/v) apos 96 horas: a)
pH=6,5; b) pH = 1,5.
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As informagbes obtidas por absorgdo nao foram suficientes para esclarecer completamente o
comportamento do Py3, portanto, foram realizados mais estudos por 1H RMN, como mostrado na
Figura 3.17.

H2' H3

H4
He' H5 7
H5'

H8 H6
H4'

LSS SR NN SR S SN S I SN NN BN S NN SN S SR SN N SRR N BN S SN NN SN SN SRS RN S S B L LA BN S SN |
94 93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1 60 59 58
1 (ppm)

Figura 3.17. Espectros de 'H RMN de Py3 1,7 x102 M em CDs0D/D,0O(1:1 v/v). I) imediatamente apos um salto
de pH de pH=6,6 para pH=1,0, 100% de Ct*; Il) a mesma solugéo de a) mantida no escuro por 5 dias, 14,5% Cc*
(O); 14,5% B* (W); 71% Ct+ (O); lll) solugéo a pH = 6,6, Ct (pureza superior a 95%).

Os espectros de "H RMN da Figura 3.17 confirmam a estabilidade da espécie Ct a pH = 6,6. Entretanto,
em valores de pH acidos, um equilibrio é alcangado entre hemicetal protonado, cis-chalcona protonada
e trans-chalcona protonada. Da mesma forma que Py2, com o Py3 também nao foi observado o catido

flavilio.
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3.3.1 Fotoquimica

A fotoquimica do Py3 foi explorada em dois ambientes quimicos, meio neutro e acido, respetivamente.

As variagbes espectrais sdo mostradas na Figura 3.18.
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Figura 3.18. Irradiag&o a 365 nm do composto Py3, 1,2 x10* M em metanol:agua (1:1 v/v). a) A pH=6,5;

b) ApH =1,5.

Maiores informagdes sobre o sistema foram obtidas por recuperagéo termodinamica monitorizada por

'"H RMN apos a irradiagdo a 365 nm, conforme ilustrado na Figura 3.19. Foi possivel os produtos

formados e entender as mudancas estruturais que ocorrem durante o processo de recuperagao térmica.

Como esperado, a irradiagao de Ct resulta na formacao de Cc. Esta Ultima espécie apresenta duas vias
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competitivas para evoluir, as quais dependem do valor relativo das respetivas constantes: i) retornar a

Ct e ii) formar B.

II

Ly e

k3

IVJ .t=51h

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58
1 (ppm)

Figura 3.19. Espectros de'H RMN, recuperacdo termodinamica de Py3 (1,7x102 M em CD3OD/D,0 (1:1 ) a

pH=6,95: | - espectro inicial apds 1 hora de irradia¢do continua a 365 nm; Il — apds 5 horas de repouso no
escuro, B (W), Cc (O) e Ct (O); lll — apds 27 horas de repouso no escuro; IV — apds 51 horas de repouso no
escuro.

3.3.2 Efeito do solvente

Para avaliar o efeito do solvente, foram conduzidos estudos apenas em metanol. Inicialmente, a
irradiacao foi realizada em MeOD 100%, e a recuperacgao térmica foi acompanhada por 1H RMN. Este
processo € consideravelmente mais simples do que numa mistura de agua e metanol. A recuperacao

térmica apos 2 horas de irradiagao de Ct a 365 nm é mostrada na Figura 3.20.
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Figura 3.20. a) Espectros de "H RMN de Py3 1,7x102 M em CD30D: I - Apo¢s irradiagdo a 365 nm durante 2 h
75% Cc(O) e 25% B (M); Il - apos equilibrio no escuro 2h 50% Cc () e 50% B (®); 1ll - apés 20 h 100% B (W). O
espectro ndo muda apods 5 dias apds a adicdo de DCI (concentragéo final de acido 0,48 M). b) Diagrama

qualitativo de energia de Py3 em MeOD.

A irradiagdo de Ct de Py3 em MeOH permite superar facilmente a barreira de isomerizagéo cis-trans,
e o sistema evolui termodinamicamente para formar o hemicetal, que é o produto termodinamico mais
estavel em MeOH. Esses resultados destacam a influéncia significativa do solvente nas reagbes
fotoquimicas e na estabilidade dos produtos formados.

3.4 T7-Dietilamino-4’-piridinochalcona (7NPy4)

Foi conduzida uma série de experimentos por meio de saltos de pH do composto 7NPY4 em solugao
de metanol/agua (1:1 v/v), e as variagOes espectrais desse composto no equilibrio, em fungéo do pH,
s&o detalhadas na Figura 3.21.
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Figura 3.21. Espectros de absorcdo de solugdes equilibradas do composto 7NPy4 apds saltos de pH de pH=6,5
trans-chalcona neutra, 1,1x10* M em H20/MeOH(1:1 v/v) para as seguintes faixas de pH: a) ~0,5 (HCI 0,3
M)<pH< 3,1; b) 3,1<pH<7,3; ¢) 7,3<pH<12. d) O ajuste simultdneo dos dados de absorvancia em 330, 472 e 520
nm leva as seguintes constantes globais de acidez: pK's=2,7, pK"2s=4,3, pK"2=9,5, com a correspondente

distribuicdo da fragdo molar das espécies.

Em meio muito acido, o cati&o flavilio protonado AH?* é a espécie principal, em equilibrio com as
espécies duplamente protonadas B2*, Cc?* e Ct?*. Evidéncias para a existéncia dessas espécies, bem
como para a carga positiva na porgéo dietilaminobenzopirilio sendo preferencialmente localizada no
nitrogénio da amina na posigéo 7, em vez de no oxigénio do pirilio, sdo fornecidas abaixo através dos
dados de "H RMN. O espectro de absorgdo de AH?* (trago vermelho, na Figura 3.21a) é desviado para

o vermelho em comparagéo com o espectro de AH* que aparece em valores de pH mais altos (trago
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azul, na Figura 3.21b). Isso é semelhante ao observado em bases quinoidais, também deslocadas para
o vermelho em relagao aos respetivos catides flavilio, e reflete a deslocalizagao de carga mais extensa
nessas espécies. Em solugdes menos acidas (pH=3,1), o catido falvilio AH" esta em equilibrio com a
trans-chalcona protonada Ct *, cis - chalcona Cc* e hemicetal B*. O préximo equilibrio é ilustrado na na
Figura 3.21b) e reflete a existéncia de trans-chalcona neutra como Unica espécie em torno de pH=6,5
(trago laranja). Finalmente, em meio basico a trans-chalcona Ct desprotonada é a Unica espécie
observada, na Figura 3.21c). A Figura 3.21d apresenta o ajuste dos dados da Figura 3.21a - Figura
3.21c, apresenta a distribuicdo das fragbes molares que foram determinadas com trés valores de pKa,
pK’a1 =2,7, pK”a2=4,3, pK'”a3 =9,5. Estes valores de pKa correspondem aos equilibrios entre as formas
biprotonadas, monoprotonadas, neutras e espécies desprotonodas. Essa informacgao foi sintetizada e
resumida na Figura 3.22, proporcionando uma compreensdo clara dos processos de protonagéo e
desprotonacdo da frans-chalcona em diferentes condicbes de pH, além de todas as espécies

envolvidas no equilibrio.

Equilibrio
(agua/metanol)
PKa1=2,7 pK”:p=4,3 pK”,3=9,45
D > N N

N OH > NH+ ~oN OH N N OH ™N ~ N o N
| e | = | = |
~Z Z T ~ z) ~ ~ Z
H* H* H*

Ct2+ o) t+o (@] o
M (6% pD=0,5) i (16% pD=3,0) Ct Ct
SN R Sl
N on, I U PHo A
P H* ~Z
+
Cc2* 9% pD=0,5) CC” <39 B*+Cc* pD=3,0)
N “HO K +H\ ”HO 1 N
\+|/'|N (0] Z \/N o -z
~ :+ -z
H B+
: +

AH2* AH*
(80% pD=0,5) (81% pD=3,0)

Figura 3.22. O multiestado de espécies observado no composto 7NPy4.

Uma série de experimentos de fluxo interrompido foi realizada para acompanhar a cinética do sistema
apos saltos de pH especificos. A primeira série consistiu em saltos de pH de uma solugao com pH=6,4
contendo apenas Ct para valores de pH mais acidos. Na Figura 3.23a), as variagdes espectrais

ocorridas apés um salto de pH para pH=0,6, onde prevalecem espécies duplamente protonadas,
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mostram a existéncia de dois processos cinéticos. A protonagdo da Ct ocorre durante o tempo de
mistura para formar a Ct?*. A primeira etapa cinética termina apos 5 s e deve corresponder ao
desaparecimento de Ct?* para dar Cc?*. O processo mais lento é caracterizado pelo surgimento de uma
banda de absorgao estruturada centrada em 525 nm, indicando a formacéo do catido flavilio protonado,
AH?*. As constantes de velocidade das duas etapas cinéticas k1=0,5 s e k> =0,003 s™' foram obtidas
ajustando a absorgao em 365 nm, Figura 3.23a). A cinética do mesmo salto de pH também foi
monitorizada por um espectrofotometro comum, Figura 3.23b). As variagdes espectrais mostram a
formagdo de mais espécies de AH?* com uma constante de velocidade de 0,003 s -, igual ao passo

mais lento da Figura 3.23a).
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Figura 3.23. Variagbes espectrais depois de um salto de pH de uma solugao de 7NPy4 a pH=6,4 em
H20/MeOH(1:1 v/v), para pH=0,6, a) monitorizado por fluxo interrompido, [7NPy4]=9,0x10 -® M; inserg&o: o ajuste
foi obtido com umaequag&o bi-exponencial com constantes de velocidade de 0,5 s 'e 0,003 s ' ; b) monitorizado

por espectrofotémetro comum, [7NPy4]=1,8x10 “ M; inserg&o: o ajuste foi obtido com uma equag&o mono-

exponencial com constante de velocidade de 0,003 s™'.

Dado o comportamento observado das antocianinas e compostos relacionados, o processo mais lento,
com uma constante de velocidade de 0,003 s-1, poderia ser explicado por uma rapida tautomerizacao
seguida por uma hidratagdo mais lenta, que controlaria cineticamente esta etapa. No entanto, outra
explicacao viavel seria o controle cinético pela tautomerizagéo, seguido por uma reagéo de hidratagao
mais rapida. Os resultados do salto de pH de solugbes equilibradas em valores de pH acidos para
pH=6,4 sdo apresentados na Figura 3.24. Estes resultados, juntamente com os dados de RMN

(relatados abaixo), sugerem que o segundo cenario discutido anteriormente é o caso neste composto.
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Figura 3.24. Variagbes espectrais apos um salto de pH de uma solugao equilibrada de 7NPy4 (9,0x10° M em
agua/metanol (1:1 v/v) a pH=0,6) para pH=6,4 (seguido de fluxo interrompido: a) durante os primeiros 0,4
segundos; b) entre 0,4 s e 200 s; ¢) absorvancia em 501 nm ajustada com uma equagéao bi-exponencial com
constantes de velocidade de 9,9 s e 0,004 s™'. d) O mesmo salto de pH seguido de um espectrofotémetro

comum, [7NPy4] =1,8x10 *M; o ajuste foi obtido com uma equagdo mono-exponencial com Kops =3,4x104 s,

Ao realizar o salto de pH de solugdes equilibradas a pH=0,6 para pH=6,4, foram observadas trés etapas
cinéticas distintas, com constantes de velocidade de 9,9 s, 4,0x103s" e 3,4x10*s™'. Além disso, a
absorvancia no visivel aumenta na primeira etapa, diminui na segunda e aumenta novamente na

terceira. Imediatamente apds o salto de pH, todas as espécies que estavam presentes a pH=0,6 ficam
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desprotonadas, “congeladas” em suas fragbes molares no pH inicial do salto de pH.
Consequentemente, os espectros iniciais a pH=6,4 correspondem as absorcdes de Ct, Cc, Be AH *
nas fragbes molares de Ct?*, Cc?*, B%* e AH?* inicialmente presentes a pH=0,6. Considerando que em
solugdes equilibradas a pH=6,4 Ct é a Unica espécie, todas as outras devem evoluir para Ct . O
comportamento peculiar € a diminuicdo da absorvancia no visivel na segunda etapa. A formagéo
sequencial de Ct a partir da conversao de Cc, entdo B (via Cc) e AH * (via B e Cc) ndo é observada.
Tal processo daria origem a um aumento gradual na absor¢do de Ct. Nossa interpretagdo é que a
primeira etapa cinética é a conversdo de Cc em Ct. A préxima etapa cinética é a hidratagdo de AH *
para dar B, com a correspondente diminuigdo da absorvancia no visivel. A etapa cinética mais lenta é
atribuida a conversao de B em Ct (via Cc), afirmando a reagéo de tautomerizagdo como etapa limitante
da velocidade. Na Figura 3.25 é apresentado o resultado do salto de pH de pH=6,4 para pH=3,4.
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Figura 3.25. Variagdes espectrais apés um salto de pH de uma solugdo equilibrada de 7NPy4 (9,0x10°M em
agua/metanol (1:1 v/v) a pH=6,4) para pH=3,4 seguido por: a) fluxo interrompido; inser¢éo: dois processos foram
observados com constantes de velocidade 0,9 s ' (pequena amplitude) e 0,003 s ' ; b) espectrofotometro,
[7NPy4]=1,8x10* M; inserg&o: ajuste com equagdo mono-exponencial com constante de velocidade
0,003 s .

Os resultados apresentados na figura anterior sdo qualitativamente semelhantes aos apresentados na
Figura 3.23 e as respetivas constantes de velocidade sdo 0,9 s e 0,003 s, a amplitude do primeiro
processo, aquele que corresponde a formagao de Cc* a partir de Ct*, € muito pequena indicando que
o equilibrio entre essas duas espécies € deslocado para o isdbmero frans. A Ultima etapa corresponde
a formagéo do catido flavilio via Cc e B *, o que foi confirmado pelo préximo conjunto de saltos de pH

apresentado na Figura 3.26.
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Figura 3.26. Variagdes espectrais apds um salto de pH de uma solugdo equilibrada de 7NPy4 (9,0x10 *M em
agua/metanol (1:1 v/v) a pH=3,4) para pH=6,4; a) os dois primeiros passos cinéticos, seguidos de fluxo

interrompido; b) o processo mais lento, seguido por um espectrofotometro.

Foi realizado um conjunto de saltos de pH de solugbes equilibradas de 7NPy4 a pH = 3,4 para pH =
6,4. O salto de pH monitorizado por fluxo interrompido mostra a existéncia de dois processos com
constantes de velocidade 9,9 s e 0,004 s, Figura 3.26a. O mesmo experimento seguido por um
espectrofotdbmetro mostra um Unico processo com constante de velocidade 3,4x10*s™, Figura 3.26b
que é idéntico ao mais lento observado no conjunto anterior de saltos de pH, Figura 3.24d. No entanto,
a amplitude das curvas é diferente. A amplitude do primeiro processo no salto de pH de 0,6 a 6,4 (Figura
3.24c) é maior do que no salto de pH de 3,4 a 6,4 (Figura 3.26a). Isso significa que ha mais Cc?* no
equilibrio a pH=0,6 do que Cc*a pH=3,4, conforme corroborado por ' H-RMN (ver abaixo, Figura 3.29).
O resumo dos conjuntos de saltos diretos de pHs e inversos é apresentado na Figura 3.27, descreve

as velocidades de conversao e a composicdo do multiestado em valores de pH 0,6, 3,4 € 6,4.
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Figura 3.27. Resumo da composi¢do multiestado de 7NPy4 e taxas de converséo a pH 0,6, 3,4 € 6,4.

Estendendo os saltos de pH de pH = 6,4 para outros valores de pH mais baixos leva a resultados
semelhantes aos da Figura 3.23 e Figura 3.25. As duas constantes de velocidade resultantes dos
respetivos ajustes sdo representadas na Figura 3.28. O processo mais rapido, atribuido a isomerizagéo
cis-trans, diminui na ordem Ct = Ct* > Ct?*. Com relag&o ao processo mais lento, atribuido a reacdo de
tautomerizagao, as espécies mono e diprotonadas de B e Cc tautomerizam com a mesma constante
de velocidade dentro do erro experimental. No entanto, a velocidade do processo de tautomerizagao
para as espécies neutras, avaliada a partir de saltos de pH acidos para pH=6,4, é significativamente
mais lenta (Figura 3.28b). A determinagdo das constantes de acidez das frans -chalconas protonadas
nos nitrogénios de amina e piridina foi realizada por fluxo interrompido para obter pKct+ct+ =2,2 e
pKct +ict =3,8 (apéndices, figura C3-1). A constante de acidez para a desprotonagdo do fenol em Ct,
pKctict- =9,5, € obtida da Figura 3.21c.
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Figura 3.28. a) Dependéncia do pH das constantes de velocidade do processo mais rapido apds o pH saltar de
pH=6,4 para valores de pH mais baixos. O ajuste foi obtido com constantes de isomerizagdo de 0,5s",0,3s"e
23 s 'para Ct 2*, Ct *e Ct, respectivamente, levando em considerag&o 0s vaioresde p K a p K covict: =2,2 € p K ot
+ct=3,8. O erro associado a essas constantes de taxa é de aproximadamente 30%. b ) Constantes de velocidade
do processo mais lento em fungao do pH; ( @) salto de pH=6,4 para pH mais baixos; ( O) O pH salta de pH=3,4

(ou 0,6) para 6,4.

A Figura 3.29 mostra os espectros de ' H RMN de solugbes equilibradas em trés valores de pD

representativos, o menor (pD = 0,5) correspondendo a espécies diprotonadas, o médio a espécies

monoprotonadas e o maior a espécies neutras.
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Figura 3.29. Zona aromatica do espectro de ' H-RMN de solugdes de 7NPy4 (1,7x10* M, CD3 OD/D, O(1:1 v/v))
equilibrado no escuro: a) pD =0,5; 80% AH?* ( #); 6% Ct?*( ©); 9% Cc?* (U); 5% B2*( W); b) pD =3; 81% AH*
(), 16% Ct* (O), ~ 3% B* + Cc* ([1); c) pD =6,5; o sistema n&o evolui neste pH (100% Ct ).

Em pD =6,5, a Unica espécie em solugao € a forma trans-chalcona de 7NPy4 , conforme revelado pelo
espectro c¢) na Figura 3.29 (consulte IS para atribuigdo completa de Ct, AH*e AH?*, Tabelas C3-1, C3-
2 e C3-3, respectivamente). A pD =3, a presenga de Ct* (16%) é indicada pela grande constante de
acoplamento (15,3 Hz) dos protdes 3 e 4 em equilibrio com uma espécie maioritaria, atribuida ao catido
flavilio AH* . As espécies intermediarias Cc* e B* representam ca. 3%. No valor de pD mais acido (0,5),
o sistema multiestado é novamente dominado por uma espécie de flavilio, AH?* (80%), em equilibrio
com as espécies diprotonadas Ct?*, Cc?* e B?*. A espécie AH?* é protonada no nitrogénio da piridina,
conforme revelado pelo deslocamento quimico de baixo campo dos protdes do anel de piridina (Figura
3.29a). Além disso, a multiplicidade dos grupos metileno e metil da porgéo dietilamino observada no
espectro ' H RMN de AH?*, Figura 3.30, mostra que os dois grupos etil sdo magneticamente nao
equivalentes. Isso indica que a carga positiva na porgdo de benzopirilio, impulsionada pela carga
positiva do grupo piridinio, esta localizada principalmente no nitrogénio da amina e ndo no oxigénio do
pirilio. Essa divisdo de sinal dos picos de dietilamino n&o € tao evidente para a espécie AH* (pD =3),
sugerindo que a carga positiva nesta espécie esta muito mais localizada no oxigénio do pirilio. Isso
implica que a formagao de AH" a partir de B* envolve um processo prototrdpico rearranjo onde o protéo
amonio é transferido para o grupo hidroxilo hemicetal em B* seguido de desidratagéo.
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Estrutura de ressonancia mais estavel
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Figura 3.30. a) Deslocalizagéo de carga positiva na porgdo benzopirilio da espécie AH?* de 7NPy4; b) detalhe

dos espectros de "H RMN cobrindo os picos de dietilamino.

Para cada salto de pH, os espectros de 'H RMN foram adquiridos ao longo do tempo até que o equilibrio
fosse estabelecido (apéndice C, FiguraC3.6 e C3.11). A integragdo de picos selecionados permite

tragar curvas cinéticos para cada espécie, conforme mostrado na Figura 3.31.
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Figura 3.31. Evolugao temporal da distribuicdo da fragdo molar da espécie durante a etapa cinética mais lenta
apo6s um salto de pD de pD=6,4 (100 % Ct ) para: a) pD =0,5; b) pD =3,0; dados obtidos por integracédo dos picos
de "H RMN ([7NPy4]=1,7x10-3 M, CD30D/D,0(1:1 Vv/v)).
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O espectro '"H RMN mostrado na Figura 3.31 corrobora a interpretagéo dada a partir dos dados de UV-
vis acima relatados. Como o primeiro espectro de "H RMN termina 10-15 min apds o salto de pH e a
primeira etapa cinética leva apenas alguns segundos (ver Figura 3.23a e Figura 3.25a), as curvas
cinéticas na Figura 3.31 descrevem o processo mais lento, apds ocorreu a isomerizagao inicial das
chalconas. Com efeito, a pD =0,5, estas duas espécies mantém-se desde o inicio em equilibrio com
uma relagédo [Ct?*)/[Cc?*]= 0,7= K?* . Da mesma forma, AH?* e B%* evoluem simultaneamente e mantém
uma relagido constante [B%']/[AH?*]=0,05. Ao contrario, a relagdo [Cc?*]/[B?*] diminui até atingir o
equilibrio com [Cc?*]/[B?* ]=1,8=K+. Esses dados conduzem o processo de tautomerizagdo como a
etapa limitante da constante de velocidade, conforme antecipado acima a partir dos dados de absorcao
UV-Vis. Vale ressaltar que, neste caso, as constantes de velocidade k" =1,9x10°s" e k#*=1,1x103s
" podem ser calculadas a partir de k?*+k2*=0,003 s' e K#*=1,8; da mesma forma, k?* =0,21 s' e k

#*=0,29 s' podem ser calculados a partir de k?*+k.?*=0,5 s e K" =0,7.

3.5 Estudos de difragao de raios X

Os compostos Py2, Py3, Py4 e 7NPy4 foram cristalizados a partir de MeOH, MeOH/Et20 (2:1),
MeOH/Et20 (1:1) e MeOH/Et20 (2:1), respectivamente. Esses cristais foram observados como placas
verdes (Py2), amarelas (Py3 e Py4) e roxo-castanho (7NPy4), sendo adequados para difragédo de raios
X de cristal Unico. Suas estruturas moleculares foram inequivocamente estabelecidas por meio dessa

técnica. Um diagrama de Mercurio das unidades assimétricas esta representado na Figura 3.32.
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Figura 3.32. Desenhos de Mercurio das estruturas moleculares dos compostos a) Py2, b) Py3, c) Py4; d)
TNPy4.

3.6 Conclusoes

Quando o anel fenilo na posigéo 2 é substituido por uma piridina, nenhum catido flavilio é observado
devido a protonagdo da piridina. A introdu¢cdo de um substituinte dietilamino na posicdo 7 da
piridinochalcona, que é facilmente protonado quando comparado a piridina, permite o surgimento de
uma nova familia de derivados de piridinoflavilio.

Neste sistema especifico, ndo apenas a piridinoflavilio € formada entre pH 2 e 4, mas também uma
espécie duplamente carregada positivamente, protonada nos grupos amino e piridina, é formada para
pH menor que 1.

A caracterizacdo completa da cinética e termodindmica desse sistema multiestado mostra que,
diferentemente das antocianinas e compostos relacionados, a reacdo de abertura e fecho do anel entre

hemicetal e cis-chalcona torna-se muito mais lenta do que a isomerizagao cis-trans da chalcona.

A posigado do dtomo de nitrogénio no anel B é crucial para a reatividade do multiestado. Um atomo de
nitrogénio na posi¢cdo 3' ou 4' das piridinochalconas permite alcangar um multiestado comum de
espécies em que os compostos esperados B, Cc e Ct estdo presentes. No entanto, se o atomo de
nitrogénio estiver na posicéo 2', dois novos compostos de um processo irreversivel aparecem no

multiestado.

85



3.7 Metodologia experimental

3.7.1 Materiais e métodos

Os solventes e produtos quimicos utilizados para a sintese e preparagéo das amostras foram de grau
analitico e utilizados como obtidos do fornecedor; agua grau Millipore foi utilizada. Todos os reagentes
e solventes foram adquiridos da Sigma-Aldrich e eram de grau analitico (297%), incluindo aqueles
utilizados na preparacao das solugdes tampao.

A purificagéo por cromatografia flash foi realizada com gel de silica Carlo Erba de 40-60 um, 60 A.

As analises elementares (AE) foram realizadas utilizando um instrumento da série Thermofinnigan
Flash EA 1112, com um erro de * 0,4%. Os espectros de massa foram obtidos num Orbitrap XLTM LTL
(ESI-MS) controlado por LTQ Tune Plus 2.5.5 e Xcalibur 2.1.0.

Os espectros de RMN foram obtidos num espectrometro Bruker Advance IIl 400 (400 MHz para 'H, 100
MHz para '*C) a 298 K. As atribuigbes de RMN foram realizadas com base nos espectros de RMN 1D
("H, 3C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC).

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada num instrumento Merck-
Hitachi equipado com um detector de matriz de diodos (DAD), faixa de varrimento: 200—800 nm
(Detector de Matriz de Diodos Merck-Hitachi L-4500) e operando a 25 °C. As analises HPLC analiticas
foram realizadas por uma coluna analitica de fase reversa (RPHPLC, coluna Purosphere® Star, 250
mm x 3 mm i.d., 5 ym). As amostras foram preparadas em MeOH e o volume de injegéo foi de 20 pL.
A melhor separagao de picos foi obtida com H20:HCIO4, 99,7:0,3, v/v (solvente A) e MeOH puro
(solvente B) a uma taxa de fluxo de 1 mL/min: 7% B por 2 min; gradiente linear de 7% para 15% B por
6 min; gradiente linear de 15% para 75% B por 17 min; gradiente linear de 75% para 80% B por 2 min;
gradiente linear de 80% para 100% B por mais 2 min; 100% B por 11 min e 5 min para retornar a
condicao inicial. O tempo total de execucgao, excluindo a equilibragéo, foi de 40 min. As analises HPLC
semipreparativa foram realizadas numa coluna analitica de fase reversa (Phenomenex® Onyx
Monolithic C18, 100 mm x 10 mm). As amostras foram preparadas em MeOH e o volume de injegéo foi
de 200 pL. A melhor separagéo de picos foi obtida com H20/HCIO4, 99,7:0,3, v/v (solvente A) e MeOH
puro (solvente B) a uma taxa de fluxo de 4 mL/min usando o mesmo gradiente de eluicdo descrito
anteriormente. As analises de HPLC/MS foram realizadas num equipamento da Série 1200 da Agilent
acoplado a um detetor de quadrupolo Unico Agilent 6130B com fonte API-ES. As analises elementares
foram realizadas usando um instrumento da série Thermofinnigan Flash EA 1112 com um erro de *
0,4%. Os espectros de massa foram obtidos num Orbitrap XLTM LTL (ESI-MS) controlado pelo LTQ
Tune Plus 2.5.5 e Xcalibur 2.1.0.

3.7.2 Estudos termodinamicos e cinéticos

Os saltos de pH foram realizados adicionando uma solugéo estoque de trans-chalcona: para Py2 e Py3
(1 mL em metanol/agua(1:1 v/v) a pH 5,9 (Py2) e 6,5 (Py3)) a uma cuvete de quartzo de 3 mL contendo
metanol (1 mL) e tampao universal de Theorell e Stenhagen (1 mL) no pH final desejado, e para 7NPy4
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a solugao estoque de trans-chalcona em MeOH (1.5 mL) a uma cuvete de quartzo de 3 mL contendo
1.5 mL de tampé&o universal de Theorell e Stenhagen (1.5 mL) no pH final desejado. O pH final das
solugdes foi medido num medidor de pH basico Crison 20+. Medidas espectroscépicas foram realizadas
usando agua Milli-Q e metanol grau HPLC, com temperatura constante de 20+1 °C, com
espectrofotdmetros Varian-Cary 100 Bio ou Varian-Cary 5000. Os experimentos de fluxo interrompido
foram realizados num espectrémetro de fluxo interrompido Applied Photophysics SX20 fornecido com
um detector de matriz de fotodiodo PDA.1/UV.

3.7.3 Estudos fotoquimicos

Os estudos fotoquimicos foram realizados com irradiagdo a 365 nm, seguidos por RMN e UV-Vis.
Solugbes de trans-chalcona (Py2 ou Py3) com concentragdes de 1,7x102 M e 4,0x10° M em misturas
de MeOH ou MeOH/H20 (1:1 v/v) foram preparadas para RMN e UV-Vis, respectivamente. As
irradiacdes foram feitas em cubetas de quartzo de 3 mL com 1 cm de percurso 6tico. As solugdes foram
irradiadas a 365 nm com uma lampada de xenbnio e mercurio de 200 W, controlada por uma unidade
Newport 69,907, e usando um filtro de passagem de banda Semrock-MaxLampTM para isolar o
comprimento de onda de 365 nm, até que o estado fotossaturado fosse alcangado. A recuperagéo
termodinamica no escuro foi acompanhada por RMN e UV-Vis.

3.7.4 Sintese

Sintese de (E)-3-(2-hidroxifenil)-1-(piridin-2-il)prop-2-en-1-ona (Py2)
(o] (0] OH

'
N EtOH |
H / ~
I ; + JJID KOH > N
HO )

A sintese do composto Py2 foi realizada de acordo com o procedimento experimental previamente
descrito na sintese do Py4.[71] Uma solugao de 1,1 mL de 2-acetilpiridina (10 mmol) e 1 mL de
salicilaldeido (10 mmol) em 15 mL de etanol foi desgaseificada. Em seguida, 1 mL de uma solugéo
aquosa de KOH (1 g mL™") foi adicionada gota a gota a temperatura ambiente, sob nitrogénio. A mistura
reacional foi desgaseificada novamente e agitada a temperatura ambiente durante a noite, sob
atmosfera inerte. A solugdo foi neutralizada e concentrada sob pressao reduzida para fornecer um
residuo bruto, que foi primeiro purificado por cromatografia em coluna flash (DCM/Et20, 8:2, v/v) e
depois recristalizado em MeOH aquecido para fornecer cristais verdes (0,788 g, 3,5 mmol, 35%). 1H
RMN (400 MHz, MeOD-d4) & 8,76 (ov, 1H, H-6"), 8,29 (t, J = 16 Hz, 2H, H-3 e H-4), 8,16 (d, J = 7,8,
1H, H-3'), 8,01 (td, J = 7,7 Hz, 1H, H-4"), 7,72 (ov, 1H, H-5), 7,62 (ddd, J = 7,6 Hz, 1H, H-5'), 7,28 (td, J
=7,8 Hz, 1H, H-7), 6,91 (dd, J = 8,1, 6,7 Hz, 1H, H-6 e H-8); RMN de 13C (100 MHz, MeOD-d4) & 190,1
(C-2), 157,6 (C-9), 154,3 (C-1), 148,7 (C-6"), 140,8 (C-4), 137,3 (C-4"), 131,8 (C-7), 128,6 (C-5), 127,0
(C-5"), 122,5 (C-3'), 121,9 (C-10), 119,9 (C-3), 119,5 (C-6), 115,7 (C-8). MS (ESI-MS, modo positivo):
m/z calculado para [M + H]+ 226,086; encontrado [C14H12NO2]+ 226,100. AE calculada para
C14H11NO2: % C 74,65; % H 4,92; % N 6,22; encontrado: % C 74,46, % H 5,09, % N 6,19.
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Sintese de (Z)-1-hidroxi-3-(6-oxociclohexa-2,4-dien-1-ilideno)-3H-indolizin-4-ium (5)

OH
> /I MeOH ®
e Z NS
s N —_—
N HCI I
o o

O composto Py2 (33 mg, 0,146 mmol) foi dissolvido em 50 mL de metanol e entdo 50 mL de solugéo
aquosa de HCI 0,2 M foram adicionados gota a gota a temperatura ambiente. A reagao foi monitorizada
por HPLC. Apos 60 dias, o composto 5 era o composto majoritario e foi purificado por HPLC
semipreparativo, resultando no composto 5 como um pé branco (10 mg; 0,045 mmol, 31%). '"H RMN
(400 MHz, MeOD-d4) & 8,87 (brd, J = 5,7 Hz, 1H), 8,67 (ov, 1H), 8,65 (ov, 1H), 8,19 (ov, 1H), 8,17 (br
d, J=8,2 Hz, 1H), 8.01 (t, J =8.0 Hz, 1H), 7.94 (br d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.70 (ov, 1H), 7.61 (s, 1H). RMN
de 13C (100 MHz, MeOD-d4) 5 180,8, 157,3, 157,1, 148,6, 143,7, 140,3, 139,4, 130,8, 128,8, 127,0,
125,3, 120,1, 119,0, 108,7. HPLC-MS (ESI-MS, modo positivo): m/z calculado para [M + H]+ 224,070;
encontrado [C14H10NO2]* 224,100.

Sintese de (E)-3-(2-hidroxifenil)-1-(piridin-3-il)prop-2-en-1-ona (Py3)
o o OH

EtOH “
! 7
HO o)

A sintese do composto Py3 foi realizada de acordo com o procedimento experimental previamente
descrito na sintese do Py4.[71] Uma solugdo de 0,5 mL de 3-acetilpiridina (4,5 mmol) e 0,45 mL de
salicilaldeido (4,5 mmol) em 7,5 mL de etanol foi desgaseificada. Em seguida, 0,5 mL de uma solugéo
aquosa de KOH (1 g mL™") foi adicionada gota a gota a temperatura ambiente, sob nitrogénio. A mistura
reacional foi desgaseificada novamente e agitada a temperatura ambiente durante a noite sob
atmosfera inerte. A solugdo foi neutralizada e concentrada sob pressao reduzida para fornecer um
residuo bruto, que foi primeiro purificado por cromatografia em coluna flash (DCM/Et20, 8:2, v/v) e
depois recristalizado em MeOH/Et20 (2:1, v/v) para fornecer cristais verdes (0,48 g, 2,11 mmol, 47%).
RMN de *MH (400 MHz, MeOD-d4) 8 9,19 (s, J = 2,3 Hz, 1H, H-2"), 8,77 (dd, J = 4,9, 1,7 Hz, 1H, H-6'
), 8,46 (dt, J = 8,0, 2,0 Hz, 1H, H-4"), 8,18 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-4), 7,81 (d, J = 15,7 Hz, 1H, H-3), 7,72
(dd, J = 8,0, 1,7 Hz, 1H, H-5), 7,63 (dd, J = 8,0, 4,9 Hz, 1H, H-5"), 7,28 (dd, J = 7,8, 1,7 Hz, 1H, H-7),
6,92 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H-8 e H-6). RMN de #13C (100 MHz, MeOD-d4) & = 189,80 (C-2), 157,72 (C-9),
152,03 (C-6'), 148,80 (C-2'), 142,23 (C-4), 136,42 (C-4'), 134,16 (C-1"), 132,08 (C-7), 129,26 (C-5),
124,00 (C-5"), 121,45 (C-10), 120,66 (C-3), 119,51 (C-6), 115,75 (C-8). MS (ESI-MS, modo positivo):
m/z calculado para [M + H]* 226,086; encontrado [C14H12NOz2]* 226,100. AE calculada para C14H11NOz2:
%C 74,6; %H 4,6; %N 6,2; encontrado: %C 74,75, %H 5,40, %N 6,21.
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Sintese e caracterizagdo de (E)-3-(4-(dietilamino)-2-hidroxifenil)-1-(piridin-4-il)prop-2-en-1-ona
(7NPy4)

o o N
X 4 H N~ EtOH ~-N OH 2NN
N_~ HO KOH Z S

Uma solugéo de 0,55 mL de 4-acetilpiridina (5 mmol) e 0,984 g de 4-dietilaminossalicialdeido (5,1 mmol)
em 7,5 mL de etanol foi degasificada. Em seguida, 0,45 mL de uma solugdo aquosa de KOH (1 g mL"
) foi adicionada gota a gota a temperatura ambiente, sob nitrogénio. A mistura reacional foi
degasificada novamente e agitada a temperatura ambiente durante a noite, sob atmosfera inerte. A
solugao foi neutralizada e concentrada sob pressao reduzida para fornecer um residuo bruto, que foi
primeiramente purificado por cromatografia em coluna flash (DCM/EtOAc, 8:2, v/v) e depois
recristalizado em MeOH/E#20 (2:1 v/v) para fornecer cristais marrons-arroxeados (0,100 g, 14%). 1H
RMN (400 MHz, acetona-d6) © 9,02 (s, 1H, OH), 8,80 (d, 2H, H30 + H50), 8,18 (d, J = 16 Hz, 1H, H4),
7,86 (D, J = 8,9 Hz, 1H, H5), 7,53 (d, J = 16 Hz, 1H, H3), 6,37 (dd, J = 8,9, 2,5 Hz, 1H, 1,44 (t, J=7,0
Hz, 6H, 2CH3); RMN de 13C (101 MHz, acetona-d6) 6 188,3 (C2), 157,6 (C10), 151,7 (C9), 150,5 (C30
+ C50), 145,7 (C10), 142,6 (C4), 131,1 (C5), 121,3 (C20 + C60), 114,4 (C3), 110,0 (C7), 104,8 (C6),
97,5 (C8), 44,2 (2 CH2),12,0 (2 CH3). MS (ESI-MS, modo positivo): m/z calculado para [M + H]*
297,159; encontrado [C1sH21N202]" 297,160. AE calculada para C1sH20N202: % C 72,95; % H 6,80; %
N 9,45; encontrado: % C 72,97, % H 6,49, % N 9,52.

3.7.5 Difracao de raios X de monocristal

Cristais adequados para analise de difragao de raios-X de monocristal dos compostos Py2, Py3, Py4 e
7NPy4 foram selecionados e cobertos com Fomblin (6leo de polifluoreto de éter) e montados num lago
de nylon. Os dados foram coletados a temperatura ambiente num difratbmetro Bruker D8 Venture
equipado com um detector Photon 100, utilizando radiagao Mo-Ka monocromatizada por grafite (A =
0,71073 A). Os dados foram processados utilizando o pacote de software APEX2, que inclui integragéo
e escalonamento (SAINT), corregbes de absorgao (SADABS) e determinagdo do grupo espacial
(XPREP). A solugéo da estrutura e a refinamento foram realizados usando métodos diretos com os
programas SHELXT 2014/5 e SHELXL (versdo 2018/3), embutidos nos pacotes de software APEX e
WinGX-Versao 2018. Todos os atomos nao hidrogénio foram refinados anisotropicamente. Exceto para
o OH em Py3 e 7NPy4, todos os atomos de hidrogénio foram inseridos em posi¢des idealizadas e
permitidos para refinamento sobre o atomo de carbono ou oxigénio original, com distancias C-H de
0.93 A, 0.96 A e 0.97 A, para atomos de hidrogénio aromaticos, metil e metileno, respectivamente, e
distancia O—H de 0.82 A. Os diagramas moleculares foram desenhados com ORTEP-3 (vers&o 2014.1)
e Mercury incluidos no pacote de software. Os dados foram depositados no CCDC sob os nimeros de
depdsito 2,207,218 para Py2; 2,207,219 para Py3; 2,207,220 para Py4 e 1920050 para 7NPy4
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‘4
FLUIDOS FOTOREOLOGICOS
SUPRAMOLECULARES

As propriedades fotoquimicas de um sistema multiestado 2-fenil-1-benzopirilio foram utilizadas na
preparagao de um fluido fotoreolégico, que permite controlar a viscosidade de solugbes aquosas
através da luz e/ou o pH. O sistema fotocromico de tetra(frans-chalcona 7-metoxi-4'-O-metileno-triazol-
PEG) e o seu respetivo catido flavilio (produto fotoquimico), na presenga de cucurbit[8]urilo (CB[8])
pode formar complexos supramoleculares homoternarios numa proporg¢éo molar de 1:2 CBJ[8]/flavilio.
Estes complexos servem para interligar as cadeias poliméricas através de ligagdes cruzadas

supramoleculares, levando a um aumento significativo da viscosidade.

Neste capitulo, sera apresentado em detalhe o processo de sintese das unidades estruturais
fotoresponsivas, juntamente com a metodologia para a preparagao de hidrogéis controlaveis pela luz.
Além disso, serdo analisadas as propriedades reolégicas desses hidrogéis, tanto antes quanto apés a
irradiagdo, oferecendo uma compreensdo abrangente de como a luz afeta a viscosidade e o

comportamento mecanico do material.
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4.1 Definicdo do método matematico (composto modelo)

Para a construgdo do sistema fotoreologico, foi projetado um sistema supramolecular no qual o
substrato interage com a luz, formando a espécie que, na presenga do recetor (CB[8]), forma um
complexo homoternario para realizar interligagdes cruzadas. Espera-se que, a medida que ocorrem as
interligagcbes cruzadas, as cadeias supramoleculares cres¢gam, resultando num aumento da
viscosidade do sistema. Antes de avangarmos para o composto polimérico selecionado como substrato
(apresentado na Figura 4.3), optou-se por iniciar a pesquisa com um composto modelo (ET3G-Ct,
Esquema 4.1). O composto modelo utilizado para elaboragdo do método de calculo da constante de
complexagdo foi o trietilenoglicol(frans-chalcona 7-metoxi-4’-O-metileno-triazol), semelhante ao
substrato principal em estrutura terminal e propriedades quimicas.
N\
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Esquema 4.1. Processo reversivel do composto modelo controlado por estimulos externos.

Na Figura 4.1, sdo apresentados os espectros de absorgdo do composto ET3G-Ct que variam em
fungdo do pH. Essa anadlise tem como objetivo determinar o pKa e identificar a faixa de pH na qual
ocorre a formacgao do catido flavilio, que é a espécie preferencial para a formacdo do complexo com o
CBI[8].
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Figura 4.1. Variagdo dos espectros de absorg&o da solugio aquosa de ET3G-Ct (5,4x10-°M) com tamp3o citrato

(0,1 M) em funcéo do pH.
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Sabendo a faixa de pH em que o flavilio predomina, as constantes de complexagéo para o ET3G-Ct
foram determinadas a pH=1, como apresentado na Figura 4.2. Nessa figura, € mostrada a variagdo dos

espectros de emissao em fungéo da concentragédo de CB[8] a pH=1.
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Figura 4.2. Espectros de emiss&o do composto ET3G-Ct (5,3x10¢ M, pH=1, irradiado a 478 nm), em fung&o da
concentragao de CB[8]: a) [CB[8]] varia de 0 — 5,8 uM; b) [CB[8]] varia de 5,8 - 60 uM.

As interacdes entre o recetor e o substrato em proporgdes conhecidas, como 1:1 e 1:2, podem ser
analisadas em fungdo da variagdo da intensidade de emisséo, conforme mostrado na Figura 4.2.
Observamos que a formagao do complexo com estequiometria 1:2 de recetor/substrato é favorecida
pelo excesso de substrato, como identificado pela variagdo espectral apresentada na Figura 4.2a. Por
outro lado, o excesso de recetor favorece a formagdo do complexo com estequiometria 1:1 de
recetor/substrato, como identificado pela variagado espectral apresentada na Figura 4.2b. Estes dados
facilitaram validagdo do método matematico que é apresentado no apéndice D, que foi utilizado no
tratamento de dados do sistema supramolecular fotoreolégico estudado a seguir. Como se pode
observar, a constante de associacdo para a formagdo do complexo 1:2 apresenta um valor
(KiK2 = 1,9x10"° M") cerca de 5 ordens de grandeza superior ao obtido para o complexo 1:1
(K1 = 3,4x10° M"), demonstrando que a formagdo do complexo homoternario ocorre através de um
processo cooperativo. De forma especulativa, a natureza cooperativa deste fenédmeno pode ser
racionalizada através da existéncia de interacdes atrativas entre as duas moléculas de flavilio dentro
da cavidade do CBI[8].

4.2 Composto fotoresponsivo

Foram necessarias cinco etapas para a sintese do composto fotoresponsivo apresentado na Figura

4.3, um processo que demandou uma série de reagdes quimicas cuidadosamente planejadas. Os
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produtos foram alcangados com rendimentos relativamente elevados, como detalhado na secdo

experimental.
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Figura 4.3. Tetra(trans-chalcona 7-metoxi-4'-O-metileno-triazol-PEG (4-armPEG-Ct).

A escolha da unidade terminal do tetraedro, a frans-chalcona, foi estratégica devido a sua capacidade
de formar um sistema multiestado com duas espécies estaveis, que podem ser ativadas tanto pela luz
quanto por alteracdes de pH, alternando entre a forma de chalcona e o catido flavilio. Notavelmente,
este Ultimo demonstrou uma alta afinidade para o CB[8], resultando na formagédo de complexos com
uma constante de associagao significativa. Tal como se demonstrou anteriormente para o composto
modelo, cada unidade de CB[8] pode acoplar duas unidades do catido flavilio na sua cavidade,
facilitando a formagéo de complexos homoternarios. O tetrapolietileno glicol (4-armPEG) assume um
papel central na estruturagéo do sistema, funcionando como o elemento coeso que assegura a ligagéo
das unidades terminais. A medida que ocorre a formacdo dos complexos homoternarios, o 4-armPEG
desempenha um papel crucial ao permitir o crescimento controlado da rede. Essa capacidade de
estruturagéo proporciona um mecanismo robusto para ajustar as propriedades do material em resposta

a estimulos externos.

4.3 Estudos termodinamicos e fotoquimicos

O processo de interconversao reversivel entre a frans-chalcona e o catido flavilio € alcangado mediante
estimulos externos, como variagdes de pH e luz, como apresentado no Esquema 4.2. Para estudar as
propriedades termodinamicas desse sistema dinamico, uma série de titulacbes e irradiagées foram
conduzidas. Essas titulagbes foram realizadas com o propésito de determinar as constantes de acidez
do composto em solugao, tanto na presenga quanto na auséncia do CB[8]. Além disso, foram realizadas
titulacdes adicionais para determinar as constantes de associagdo entre o composto e o CB[8],

fornecendo uma compreenséo abrangente das interagdes supramoleculares presentes no sistema.
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Esquema 4.2. Processo reversivel Ct/AH".

A conversdo da trans-chalcona em catido flavilio pode ser alcancada de diversas maneiras.
Inicialmente, esse processo pode ser desencadeado por um salto de pH neutro para acido, induzindo
a transigao da chalcona para o catido flavilio. Alternativamente, a irradiagao a 365 nm também é capaz
de promover essa conversao fotoquimica. Por outro lado, o processo inverso, ou seja, a conversao do
catido flavilio de volta para a trans-chalcona, pode ser alcangado por um salto direto de pH, ou a
recuperacao termodindmica também pode induzir essa conversao reversivel, permitindo que o sistema

retorne ao seu estado inicial.

4.3.1 Constantes de acidez

Para determinar as constantes de equilibrio acido-base, a titulagéo foi monitorizada por espectroscopia
UV-vis, com os espectros apresentados na Figura 4.4. O experimento teve inicio com a preparagao da
solucdo mae a um pH inicialmente < 1. A partir desse ponto de partida, foram realizados saltos diretos

de pH até que a solugéo atingisse a faixa moderadamente basica.
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Figura 4.4. Variag&o dos espectros de absorgéo da solugéo aquosa de 4-armPEG-Ct (4,38x10-M) com tamp3o
citrato (10 mM): a) na auséncia de CB[8]; b) com o CBI[8] (2,2x10¢ M).

O sistema reversivel apresentado na Figura 4.4 esta definido na permuta AH*/Ct. No entanto, a rede

multiestado que envolve a interconversao entre a trans-chalcona e o catido flavilio inclui outras espécies
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intermediarias cruciais, como Cc e B, que desempenham papéis significativos nas etapas de
isomerizagao, tautomerizagéo e hidratagdo. Saltos diretos de pH, de pH<1 para valores mais altos,
levam a formacdo de Ct através da hidratagdo do AH* para formar B, que posteriormente sofre
tautomerizagao (abertura do anel) para se transformar em Cc, que por sua vez isomeriza em Ct. Na
Figura 4.4b, observamos o aumento do pKa na presenga de CB[8], o que indica a estabilizagdo do
catido flavilio no complexo. Isso resulta numa fragdo molar maior de AH* em numa faixa de pH alargada
em comparagdo com o composto isolado, por exemplo, 50% a pH=1,9 quando isolado e a mesma
percentagem a pH=4,8 no complexo. Esse fendbmeno destaca o papel do CB[8] como recetor na
estabilizagdo do AH*, que ocorre devido as interagdes ido-dipolo, inclusdo da cavidade hidrofobica e
formagoes de ligagdes de hidrogénio dentro do complexo AH*/CB[8].

4.3.2 Constantes de associagao

As constantes de associagdo para os complexos recetor-substrato foram determinadas por meio de
titulagbes, mantendo uma concentragédo constante de substrato (G, 4-armPEG-Ct) enquanto variava a
concentragao do recetor (H, CB[8]). A analise dessas titulagdes, monitorizada por espectroscopia de
absorgao, esta representada na Figura 7.
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Figura 4.5. Espectros de absorg&o do composto 4-armPEG-AH* (1,1x10¢ M, pH=1), tragados com o aumento da

concentragao de CB[8]: a) [CB[8]] varia de 0 - 3,7 uM; b) [CB[8]] varia de 3,7 - 60 uM.

O comportamento da absorvancia observado na Figura 4.5 com o aumento da concentragao de CB[8]
sugere uma preferéncia pela formagdo do complexo HG: indicado pela curva inicial, Figura 4.5a. A
medida que a concentragdo de CB[8] aumenta, a absorvancia diminui, destacando o menor coeficiente
de extingdo molar do complexo HG2 em comparagéo com G livre. O ligeiro aumento subsequente da
absorvancia com o aumento da concentragdo de H, Figura 4.5b, indica a presenga de mais complexos
HG. No entanto, este aumento da absorvancia de HG nao alcanga a absorvancia do G livre, revelando
a ordem de absortividade molar relativa a 450 nm como G > HG > HGz. O equilibrio entre os complexos
é determinado pelas Eq. 4.1 e Eq. 4.2.
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K, =——x Eq. 4.1

Eq. 4.2

O valor alto de K1=2,7x10° M indica uma forte tendéncia para a formag&o do complexo HG devido a
interagao entre H e G. Por outro lado, uma maior constante de estabilidade Kz (2,7x10® M') comparado
a Ki sugere uma maior estabilidade do complexo HG2 em relagdo ao HG. E importante destacar que
até 4 equivalentes de H, a fragdo molar de HG2 tem um aumento maior em relagdo a fragao molar de
HG. Porém, com um maior excesso de H, a fracdo molar de HG aumenta enquanto a de HG2 diminui
(as dedugdes dos calculos encontram-se nos apéndices D), evidenciando o equilibrio dindmico entre
os dois complexos, conforme apresentado no Esquema 4.3.

o € : -,
NG ,FN(N— Ke=2,7x105 M1
Dot %i + e AT

4-armPEG / G CB[8] /H

Esquema 4.3. Mecanismo de complexagao do composto 4-armPEG-AH* com o CBJ8].

A estequiometria final do complexo é de 1 recetor para 2 substratos (1:2). No entanto, considerando
que cada mol de 4-armPEG-AH* corresponde a 4 unidades terminais (Ct/AH"), no final, temos uma
relagéo de 1 mol de 4-armPEG-AH" para 2 moles de CBI[8].
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4.3.3 Reatividade fotoquimica do complexo

O Esquema 4.4 apresenta os espectros e o esquema de resposta a irradiagdo a 365 nm de uma
solugdo aquosa contendo uma mistura de 4-armPEG-Ct e CB[8] (na propor¢do 1:4) a pH= 4,8
equivalente ao valor de pKa. Sob esta condigédo de equilibrio, 50% do composto é convertido em catido
flavilio disponivel para formar o complexo, enquanto a outra metade permanece na forma de trans-
chalcona. Por irradiagdo, a frans-chalcona é convertida em catido flavilio, obtendo-se assim mais

substrato para a formagao do complexo.
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Esquema 4.4. Fotoindugdo supramolecular H-G (1:2) da mistura 4-armPEG-Ct (7,3x10¢ M) e CB[8] (2,7x10° M)
a pH=4,8 irradiado a 365 nm.

Os espectros de absorgao da mistura em diferentes tempos de irradiagdo revelam um aumento
progressivo na quantidade de complexo formado ao longo do tempo. Quando uma mistura de Ct e AH*
numa proporgao de 50-50% ¢é irradiada, observa-se a formacao de um excesso de AH*. Em presencga
de CB[8], esse excesso de AH* favorece a formacdo de mais complexo, ampliando ainda mais a
propor¢cao de complexo em relagdo ao composto ndao complexado na solugdo. Em solugbes mais
concentradas a fotoindugcdo supramolecular pode ser observada macroscopicamente através da
variagdo da viscosidade da solugdo. A Figura 4.6 apresenta o controle da viscosidade pela irradiagao
da mistura 4-arm PEG-CT/CBJ8] (na proporgéo de 1:4, com uma concentragao de 4% (m/m) em agua
a pH =47), que foi irradiada a 365 nm por um periodo de 1 hora, seguido por um periodo de

recuperacao térmica de 3 dias no escuro.
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Figura 4.6. Controlo da viscosidade pela irradiagdo da mistura 4-arm PEG-CT/CB[8] (1:4, 4% m/m, pH 4,7)
irradiado a 365 nm durante 1 hora. Ampliagdo do fundo da célula mostrando a formagéo de duas fases, com a
cor mais intensa resultante da presencga do substrato ndo dissolvido

Esse fendbmeno ocorre devido ao crescimento das cadeias supramoleculares. Com a irradiagao, a
viscosidade aumenta porque ha uma maior disponibilidade de catido flavilio para complexar, a rede de
complexos homoternarios cresce, o0 que causa uma reorganizacdo dos compostos em solugéo,

aumentando a viscosidade, o que pode ser observado macroscopicamente e medido por reologia.

4.4 Viscoelasticidade

Para o estudo reoldgico, o hidrogel foi preparado a pH=1, conforme mostrado na Figura 4.7. A ideia
inicial era preparar uma suspensao de chalcona e CB[8] em agua com pH igual ao pKa, de modo que
a fragdo molar da chalcona e do flavilio fosse semelhante, e a irradiagdo levasse a um excesso de
flavilio e consequentemente a um aumento da viscosidade, que no escuro voltaria termicamente ao
estado inicial. No entanto, a baixa solubilidade da chalcona e a diferenga de pKa entre o composto livre
(pKa=1,9) e o complexo (pKa=4,8) dificultaram a formagao do hidrogel fotoreoldgico.

N CB[8]

Figura 4.7. Preparacgdo do hidrogel a pH=1 de 4-arm PEG/CBI[8] (1:4, 4% w/w).
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Nessas condigbes, foi possivel realizar medigdes do fluido tanto sem o CB[8] quanto com o CB[8] (que
forma o hidrogel), obtendo os valores dos extremos (menor e maior viscosidade). No entanto, nao foi

possivel acompanhar a formagéo do complexo nem a recuperagao térmica da chalcona por reologia.

4.41 Curvas de viscosidade em funcao da taxa de corte e da tensao de corte

Relativamente as medidas oscilatérias, para baixos valores de frequéncia angular os G">G’, o que
indica que o composto tem um comportamento do tipo liquido viscoelastico. Porém, para maiores
valores de frequéncia angular ha um cruzamento entre os modulos e a partir desse ponto de
cruzamento, composto apresenta um comportamento relativamente comum a um sdélido viscoelastico
(ou seja, a um gel), uma vez que com o aumento da frequéncia angular o G'’>G”. Em baixas frequéncias
angulares, quando G' € menor que G", o composto se comporta como um liquido viscoelastico. Porém,
em frequéncias mais altas, ocorre um ponto de cruzamento onde G' ultrapassa G", indicando uma

transi¢do para um sélido viscoelastico ou comportamento semelhante a gel.
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Figura 4.8. Varrimento de tensao do hidrogel (4% m/m) a 25°C com razao molar 1:4 (4-armPEG-AH*/CB[8]).

As medicdes de viscosidade mostram uma diminuigdo com o aumento da taxa de cisalhamento, o que
indica alteragcbes estruturais que podem ser entendidas com uma variacdo da estequiometria do
complexo, Figura 4.9b. Sob maior tensdo de cisalhamento, as particulas se reorganizam, criando
espagos maiores para o fluxo, levando ao aumento da viscosidade e da resisténcia ao fluxo, Figura
4.9a. Para o substrato isolado (Figuras 4.9c e 4.9d), nao foi observado o mesmo comportamento, o que
demonstra claramente que a adicdo de CB[8] e a consequente formacgdo do sistema supramolecular
que permite o controlo das propriedades reoldgicas. Isso sugere que a presenga do CB8 induz a
reorganizagdo das particulas e a formagdo de uma estrutura que modifica significativamente a

viscosidade e a resisténcia ao fluxo do sistema.
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Figura 4.9. Curva de escoamento a 25°C: a e b) Do hidrogel (4% m/m) com raz&o molar 1:4 (4-armPEG-
AH*/CBI8]): a) Viscosidade versus tensdo. b) viscosidade versus deformag&o. ¢ e d) Do substrato isolado a

pH=1 (4-armPEG-AH"): c) Viscosidade versus tenséo. d) viscosidade versus deformacgéo.

4.5 Conclusoes

Este estudo demonstrou a viabilidade de controlar as propriedades reoldgicas de um fluido usando
estimulos de luz num sistema fotoreoldégico supramolecular. A sintese meticulosa do composto
fotoresponsivo, juntamente com a analise termodindmica e fotoquimica detalhada, revelou uma
interacao estavel entre os componentes. Embora desafios tenham sido enfrentados na formagédo do
hidrogel fotoreoldgico devido a baixa solubilidade da chalcona e diferencas de pKa, as medidas
reolégicas destacaram a capacidade do composto de exibir comportamento viscoelastico de um gel em
resposta a diferentes estimulos.

4.6 Metodologia experimental

Os solventes e produtos quimicos utilizados para a sintese e preparagéo das amostras foram de grau
analitico e utilizados como obtidos do fornecedor; agua grau Millipore foi utilizada. Todos os reagentes
e solventes foram adquiridos da Sigma-Aldrich e eram de grau analitico (297%), incluindo aqueles
utilizados na preparacao das solugdes tampao.
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A purificagéo por cromatografia flash foi realizada com gel de silica Carlo Erba de 40-60 uym, 60 A. As
analises elementares foram realizadas utilizando um instrumento da série Thermofinnigan Flash EA
1112, com um erro de * 0,4%. Os espectros de massa foram obtidos num Orbitrap XLTM LTL (ESI-
MS) controlado por LTQ Tune Plus 2.5.5 e Xcalibur 2.1.0.

Os espectros de RMN foram obtidos num espectrometro Bruker Advance Il 400 (400 MHz para 'H, 100
MHz para '*C) a 298 K. As atribuigbes de RMN foram realizadas com base nos espectros de RMN 1D
("H, 3C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC).

4.6.1 Estudos termodinamicos

Os saltos de pH foram realizados adicionando 1 mL da solugdo aquosa estoque a pH < 1 a uma cuvete
de quartzo de 3 mL contendo tamp&o universal de Theorell e Stenhagen (1 mL) no pH final desejado.
O pH final das solugdes foi medido num medidor de pH basico Crison 20+. Medidas espectroscépicas
foram realizadas usando agua Milli-Q e metanol grau HPLC, com temperatura constante de 201 °C,
com espectrofotdmetros Varian-Cary 100 Bio ou Varian-Cary 5000. Os experimentos de fluxo
interrompido foram realizados num espectrometro de fluxo interrompido Applied Photophysics SX20

fornecido com um detector de matriz de fotodiodo PDA.1/UV.

4.6.2 Estudos fotoquimicos

Os estudos fotoquimicos foram realizados com irradiagéo a 365 nm, seguidos por UV-Vis. Da mistura
aquosa mistura 4-armPEG-Ct (7,3x10® M) e CB[8] (2,7x10° M) em agua a pH=4,8. As irradiagbes
foram feitas em cuvetes de quartzo de 3 mL com 1 cm de percurso 6tico. As solugdes foram irradiadas
a 365 nm com uma lampada de xendnio e mercurio de 200 W, controlada por uma unidade Newport
69,907, e usando um filtro de passagem de banda Semrock-MaxLampTM para isolar o comprimento
de onda de 365 nm, até que o estado fotossaturado fosse alcangado. A recuperagao termodinamica no
escuro foi acompanhada UV-Vis.

4.6.3 Sintese do tetra(trans-chalcona 7-metoxi-4'-O-metileno-triazol)PEG
(4-armPEG-Ct)

A rota sintética apresentada na Figura 4.10 foi adaptado de Zou e Webber[77] e Han[78]. Primeira
etapa, num baldo de fundo redondo equipado com um agitador magnético foi adicionado 1 eq de
4-armPEG-OH e 39 eq de TEA foram dissolvidos em DCM, a solug&o foi arrefecida a 0° C num banho
de gelo. De seguida foi adicionado 39 eq de MsCI. A mistura de reagao foi agitada durante 48 horas a
temperatura ambiente. Depois deste tempo, a mistura reacional foi diluida em DCM e lavada com
salmoura trés vezes. A fase organica foi seca com Na2SOs anidro e concentrada em baixa presséo.
Depois de concentrada a solugéo foi precipitada em éter etilico arrefecido. Filtrou-se um pé branco
(4-armPEG-OMs; 74% de rendimento). Segunda etapa, 1 eq de 4-armPEG-OMs e 42 eq de NaN3

foram dissolvidos em DMF. A mistura reacional foi agitada durante 72 horas. Depois deste tempo foi
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diluida em DCM e lavada com salmoura trés vezes. A fase organica foi seca sobre Na2SO4 anidro e
concentrada, depois fez-se precipitar em éter dietilico frio. Depois de filtrado e seco obteve-se um pé
branco (4-armPEG-Ns; rendimento de 85%). Terceira etapa, 1 eq de 4-hidroxiacetofenona e 1 eq de
K2CO3 foram dissolvidos em DMF, de seguida foi adicionado 1,6 eq de propargilborometo. Deixou-se a
reagir durante a noite, de seguida a mistura reacional foi dissolvida em agua e filtrou-se um po6
esbranquicado (propargilacetofenona; 83% de rendimento). Quarta etapa, em meio acido
(HOAC/H2SOq4; 8:2), 1 eq de propargilacetofenona e 1 eq de 4-metoxisalicilaldeido foram dissolvidos e
deixou-se a mistura reacional durante a noite em agitagdo a temperatura ambiente. Depois foi
adicionado éter etilico para precipitar o catido flavilio (94% de rendimento). Em solugdo aquosa com
pH c.a. de 4 o catido flavilio foi convertido em chalcona. De seguida foi feita a extragdo do produto com
AcOEt (3 x 100mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio. A purificagao foi conseguida por
cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com uma mistura de n-hexano/AcOEt na proporgéo de
6/4. Apos a concentragido e secagem das fragbes, obteve-se um p6 amarelo (propargil-chalcona, 40%
de rendimento). Etapa final, condensacgéo de de 4-armPEG-Ns com propargil-chalcona por uma reagao
clique. Foram dissolvidos 1 eq de 4-armPEG-Ns, 6 eq de propargil-chalcona, 0,4 eq de CuS04.5H20 e
6 eq PMDETA em DMF. Depois da adicdo de DMF foram feitos 3 ciclos de vacuo/nitrogénio e por fim
4 eq de ascorbato de sddio foram adicionados. A mistura de reagéo foi agitada por 72 horas a 55° C.
Depois deste tempo, a mistura reacional foi diluida em diclorometano e purificada numa pequena
coluna Al203 neutra eluida com diclorometano. As fragdes recolhidas foram comncentradas e o DMF
foi removido por destilagéo sob vacuo. O residuo obtido foi dissolvido em diclorometano e precipitado
com éter etilico em banho de nitrogénio liquido, foi filtrado um p6é amarelo-esverdeado (4armPEG-Ct;

50% de rendimento).
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Figura 4.10. Rota seguida para a derivatizacdo de 4armPEG-OH.

4.6.4 Viscoelasticidade

As medigbes reologicas foram realizadas num redmetro controlado por tensédo TA Instruments AR500,

usando uma geometria padréo de placa-placa, com diametro de 20 mm, gap de 500 pm, frequéncia de
1 Hz e a temperatura de 25°C.
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\ 5
CONCLUSOES GERAIS

Os estudos cinéticos e termodinamicos da rede de equilibrio de espécies dependentes do pH geradas
por trés tipos de derivados de 2-fenil-1-benzopirilio levaram as seguintes conclusbes gerais. Em
primeiro lugar, a glicosilagdo da malvidina mostrou que existe uma gama de pH em que o equilibrio ndo
chega a ser alcangado porque a velocidade de degradacgao é superior a velocidade com que se atingiria
o equilibrio. Com uma taxa de degradagdo relativa aglicona>diglucésido>monoglucésido.
Conhecimento importante para o desenvolvimento de estratégias de protegdo que visem estabilizar as
antocianinas em solugdo aquosa. Para estudos futuros, € sugerido explorar o efeito da posi¢cdo da
glucose na molécula para entender melhor como o substituinte influencia a estabilidade e o equilibrio
das espécies. Essa analise mais detalhada fornecer uma percecao valiosa para o desenvolvimento de
métodos mais eficazes de estabilizacdo de antocianinas, tanto para aplicacdes industriais quanto para
potencial aplicagdo em saude e nutri¢cdo.

Os estudos sobre os derivados de 2-piridil-1-benzopirilio (a substituicdo do grupo fenilo pela piridina na
posicao 2) resulta na auséncia do catido flavilio mesmo em solugdes superacidas devido a protonagéo
da piridina. Esta barreira de formacdo do catido flavilio nas piridinochalconas é superada com a
introducdo do substituinte dietilamino na posi¢gao 7 da piridinochalcona. A posicdao do atomo de
nitrogénio no anel B & um fator crucial para a reatividade do multiestado. A presenga de um atomo de
nitrogénio nas posi¢des 3' ou 4' das piridinochalconas permitiu a obtengcdo de um multiestado comum
das antocianinas composto pelas espécies esperadas B, Cc e Ct e respetivas formas protonadas. No
entanto, a presenga do atomo de nitrogénio na posigao 2' resulta na formagdo de dois novos
compostos. Os derivados de 2-piridil-1-benzopirilio que ndo formam o catido flavilio apresentam uma
estabilidade do hemicetal (espécie quiral) em sistemas fotocrémicos (em solugdo alcodlica). Este
conhecimento abre novas perspetivas para a exploragdo de quimica assimétrica, permitindo um
controle seletivo de suas propriedades por meio da irradiagdo. Assim, este tipo de investigacao contribui
ndo apenas para o avango do conhecimento fundamental, mas também para o desenvolvimento de
aplicacbes praticas em areas como a medicina e a quimica organica.

O estudo sobre fotoreologia comegou com a sintese de um composto fotoresponsivo, seguido por uma
analise detalhada de suas propriedades termodindmicas e fotoquimicas. Esta analise revelou uma
interagao supramolecular reversivel entre os compostos envolvidos no sistema supramolecular (um

complexo homoternario constituido por 2 flavilios e 1 CB[8]), permitindo a preparagéo de um hidrogel.
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As medidas reoldgicas demonstraram o comportamento viscoelastico caracteristico de um hidrogel.
Essa abordagem promissora abre novas perspetivas para o desenvolvimento de fluidos fotoreoldgicos,
baseados neste tipo de corantes e recetores. Para estudos futuros, a primeira sugestao é aprimorar a
solubilidade do substrato em solugdes concentradas, sem comprometer sua afinidade com o recetor.
Além disso, é importante obter medidas reoldgicas durante a irradiagdo para a formagao do hidrogel e
durante a recuperacdo térmica. Essas medidas adicionais podem fornecer uma compreensao mais
completa do comportamento do sistema e ajudar a otimizar as condi¢cdes de preparacao e uso dos
hidrogéis fotoreoldgicos.
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‘APENDICE A
CONSTANTES ACIDAS

A.1 Deducgodes das constantes de equilibrio

_ [4][H30%]
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A.2 Contantes no pseudoequilibrio

[cB] = Sela] Eq. A10

113



Krg[AH™]

— +
Co = [AH*] + 2 75

Co = [AH*](1 + 2y

[H30%]

Co _ K'a
[AH*] [H30%]
[AHT] _ 1
- - !

C K'a

° 1+[H30+]

[AH'] _ [H30%]

Co  [H3Ot]+K'g

P U
AH+ — [H30+]+K' 4

__[cB]
Xew =~
Ki1g[AHT]
_ _[H30%]
Xy =2l
Kig  [AH™]
Xes = 07 o
x Kia  [H30%]
€B ™ [H30*] [H30*]+K'4
_ Kiq
Xes = fom w7,

114

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

A11

A12

A13

A14

A15

A16

A17

A18

A19

A20

A21



‘APENDICE B

EFEITO DA GLICOSILACAO

Nota 1
A Eq. (1) é valida quando se considera o equilibrio com as espécies monoanidnicas e a auséncia de B
conforme observado nos saltos inversos de pHs monitorizados por fluxo interrompido. No entanto, o
dominio de pH de Cc tem uma sobreposigdo com a faixa de pH onde as bases quinoidais anidnicas
s&0 as Unicas espécies reversiveis e, portanto, ndo é alcangado. Além disso, a representagao da Eq.
1 versus pH usando valores hipotéticos 7<pKccicc-<9 coincide com a Eq. 2.2 do texto principal em menos
de 1%, justificando seu uso.
P [H'T .\ [H']
waser [HP+K [H 1+ KK, " (I+K)[H ]+ KK

k [H*] Eq. B1

Ce/Cc™

B.1 Assinaturas cinéticas e determinagao das fracoes molares de
todas as espécies em duas dimensodes, pH e tempo.

Os saltos inversos de pHs monitorizados por fluxo interrompido permitem a definicdo das assinaturas
cinéticas do hemicetal e da cis-chalcona, realizando saltos inversos de pHs a partir de solugdes
equilibradas ou pseudo-equilibradas em valores de pH mais altos de volta ao pH do catido flavilio <1.

A assinatura cinética da frans-chalcona requer o uso de um espectrofotometro.
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0.35

Figura B1.1. a) Tragos de um salto inverso de pH de OENINA de pH=5.7 para pH=0.9; b) o0 mesmo seguido por

um espectrofotémetro. Erro estimado de 10%.

Um salto inverso de pH de OENINA de pH=5,1 para pH=0,9 é mostrado na Figura A1. A assinatura
cinética para esta concentracéo de acido ¢ de 6,6 s' e 1,4 s, respetivamente, para a converséo de
hemicetal e cis-chalcona em catido flavilio. Outro salto inverso de pH a partir do mesmo pH inicial foi
monitorizado por um espectrofotometro. A amplitude inicial corresponde a toda a base quinoidal,
hemicetal e cis-chalcona presentes a pH=5,7 antes do salto inverso de pH, e a amplitude do traco
corresponde a fragdo de trans-chalcona e a assinatura cinética € de 1,8x102 s™'. Este procedimento

poderia ser estendido a toda a faixa de pH e poderia fornecer a fragdo molar de todas as espécies em

gy aTarara
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duas dimensoes, pH e tempo (realizando os saltos inversos de pHs varias vezes).
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Figura B1.2. a) Saltos inversos de pHs a partir de solu¢des pseudo-equilibradas a pH=4,2 para [HCI]=0,5 M,
monitorizados por fluxo interrompido; b) o mesmo de pH=12,8; c) salto inverso de pH a partir de solugdes

equilibradas a pH=12,8 monitorizadas por um espectrofotémetro. Erro estimado de 10%.

Na Figura B2a, as curvas cinéticas de um salto inverso de pH de uma solugédo pseudo-equilibrada a
pH=4,2 de volta ao catido flavilio [HCI]=0,5 M, e de pH=12 sdo mostrados. A assinatura cinética do
hemicetal nessas condigbes é de 8.7 s!, enquanto a cis-chalcona é de 2.3 s™'. Vale ressaltar a falta de
assinatura de hemicetal quando o pH inicial do salto inverso de pH é 12,8, indicando a falta de hemicetal
aniénico a pH=12,8. As assinaturas cinéticas da trans-chalcona requerem o uso de um
espectrofotémetro, Figura B2c.

Uma observacao final sobre a precisdo do calculo do pKa a partir de medidas reversas monitorizadas
por fluxo interrompido. E dificil calcular com precis&o a absorvancia no tempo inicial. A melhor estratégia

€ calcular a absorvancia no pseudo-equilibrio € no equilibrio a partir de saltos diretos de pHs
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monitorizados por um espectrofotometro e corrigir nos dados de fluxo interrompido a absorvancia inicial

em t=0.

B.2 Calculo das constantes de acidez das bases quinoidais.

Embora néo seja possivel acompanhar a cinética da transferéncia de protdes por fluxo interrompido,
as respetivas constantes de acidez podem ser calculadas coletando os espectros de absorgdo 10 ms

apo6s a mistura.

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

0.6 0.6
H=0.9
0.4 P
0.4]
A A |
0.2
0.2
oL : : S ol — : : ; 1 2 3 45 6 7 8 9
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura B2.1. a) Curvas de titulago da oenina, 1,2x10-% M, obtidas a partir dos espectros de absorg¢io coletados
10 ms apds um conjunto de saltos diretos de pHs monitorizados por fluxo interrompido. Ajuste foi obtido para
pKs=3,8, pKaa-=6,3 e pKan2-=8,1; b) deconvolugéo dos espectros de absorgao usando as constantes de acido-
base calculadas em a); ¢) variagbes espectrais da malvina, 7,3x10¢ M, obtidas 10 ms ap6s um salto direto de pH
monitorizado por fluxo interrompido para 0,9<pH<4,3; d) o mesmo para 4,3<pH<8,9; e) Curvas de titulagdo em

518 nm e 617 nm. Ajuste foi obtido para pKa=3,8 e pKaa-=7,0. Erro estimado +0,1.
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Na Figura B2.1a, as curvas de titulacdo de sdo apresentadas, assim como a deconvolugao para calcular
os espectros de absorgéo de cada espécie, Figura B2.1b. O ajuste foi obtido para pKa = 3,8 (para dar
base quinoidal), pKaa- = 6,3 (para dar base quinoidal aniénica) e pKa.a2- = 8,5 (para dar base quinoidal
dianiénica). No caso da malvina, apenas duas bases quinoidais podem ser formadas, a neutra e a
aniénica, e & possivel separar os espectros de absor¢do em dois conjuntos exibindo pontos
isosbésticos, Figura B2.1c e Figura B2.1d, a deconvolugédo ndo é necessaria para obter os espectros
de absorgéo dessas espécies. O ajuste da Figura B2.1e permite a determinagédo de pKa=3,8 e pKaa-
=7,0, consulte a Tabela B2.1.

Tabela B2.1. (1° passo). Constantes acido-base da oenina e malvina.

Erro estimado 10%.

pKa pKa/a- pPKa-/a2-
Oenina 3,8 6,3 8,1
Malvina 3,8 7,0 -

B.3 Detalhes nas medigoes de fluxo interrompido.

0.5

Filter 410 nm
(pH=10.5)

'pH=10.5
P 1

Filter 410 nm

A (600 nm)

pH=13.1)

0 \ \ \ \
0 20 40 60 80 100

Time (s)

Figura B3.1. Curvas cinéticas de fluxo interrompido apos saltos diretos de pHs da oenina com e sem um filtro de

comprimento de onda de 410 nm em dois valores representativos de pH basico.
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O nosso aparelho de fluxo interrompido possui uma ldmpada analitica de alta intensidade e é
necessario usar filtros de corte de comprimento de onda curto para evitar reagdes fotoinduzidas que
podem ocorrer a partir da isomerizagao cis-trans ou tautomerizagao. A comparacao dos tracos de fluxo
interrompido com e sem um filtro de corte (410 nm) em dois valores de pH basico representativos &
mostrada na Figura C1. Em ambos os casos (na auséncia do filtro de corte), € evidente a existéncia de
uma reacéo fotoinduzida que consome A%. No entanto, o trago obtido a pH=10,5 na presenca do filtro
de corte de 410 nm indica que A% ndo é responsavel pela fotoquimica (porque A% ainda absorve luz
com este filtro de corte e sua absorvancia ndo muda). A intensidade muito baixa da ldampada de um
espectrofotdmetro torna a interferéncia da reagao fotoquimica negligenciavel.

B.4 Variacdes espectrais da oenina e malvina a pH fisiolégico

0.4 0.35
|
\
Initial
ky=5.9x10"5 1
A ky=5.3x106 51
0.2 A
o ol ‘ : ‘ ‘
300 400 500 600 700 0 50 100 150 200 250
Wavelength (nm) Time (hours)
0.4
0.4 Initial 1 R 3.06105 51

1.1x105 s

02} \

oL -~ NG
300 400 500 600 700 % 0 ™ 30 @ 0 60
Wavelength (nm) Time (hours)

Figura B4.1. a) Variagbes espectrais da oenina apos um salto direto de pH do catido flavilio para pH=7,4; b)
tracos de a) em 580 nm (O) e 495 nm (O); c) variagdes espectrais da malvinA apds um salto direto de pH do

catido flavilio para pH=7.4; d) tragos de c) em 615 nm (O) e 307 nm (O).

A degradacao de oenina no pH fisiolégico mostra o aparecimento de uma nova banda de absorgéo no
visivel que pode ser atribuida aos oligémeros detetados por HPLC e 'H RMN, Fig.B4.2.
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Oligémeros
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Figura B4.2. a) Cromatogramas de HPLC para pHs de transigao representativos de: (a) solugéo de oenina
(1x1073M, pH 8,1) depois de 2 horas; b) 24 horas. O pico 1 corresponde ao dimero de malvidina-3-O-glucosideo,
0 pico 2 corresponde a petunidina-3-O-glucosideo ja presente no padréo de oenina, e o pico 3 corresponde a
malvidina-3-O-glucosideo; ¢) espectros de 'H RMN na regi&o aromética de oenina a 1x10~3M, pH 8.1 ao longo

do tempo. Os espectros foram adquiridos a 25 °C.

A degradagdo pode ser ajustada com uma bi-exponencial com constantes de taxa de 5,9x10° s e
5,3x10% s7'. A degradagdo de malvina segue um padr&o diferente. O desaparecimento da mistura de

bases quinoidais anionicas pode ser explicado por uma bi-exponencial de 3,0x10° s e 1,1x10° s™.
A comparacéo das velocidades de desaparecimento de ambos os compostos indica que o diglucdsido

desaparece muito mais rapido. Uma possivel explicagao é o fato de que a degradagao da malvina

ocorre também a partir de espécies anidnicas B4%.
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‘APENDICE C

PIRIDINOCHALCONAS

C.1 Espectros de RMN e atribuicao dos picos das espécies do

multiestado de Py2

Jk .

S o B Sy 4
$555659905
T T - ﬂ - ‘\_| - \O - \‘\I T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.

f1 (ppm)
Figura C1.1. "H RMN do composto Py2 1,7x10-3 M a pH=6,5 em MeOD (espécie Ct).
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Figura C1.2. '3C RMN do composto Py2 1,7x10* M a pH=6,5 em MeOD (espécie Ct).
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Figura C1.3. 'H-'H-COSY do composto Py2 1,7x10-* M a pH=6,5 em MeOD (espécie Ct).
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Figura C1.4. 'H-"*C-HMBC do composto Py2 1,7x10> M a pH=6,5 em MeOD (espécie Ct)

Tabela C1.1 — Atribuigdo completa de picos de 'H-RMN e '*C-RMN do composto Py2 1,7x10-* M a pH=6,5 em
MeOD (espécie Ct)

1H 13C
Posi¢ao? &/ppm (J/Hz) &/ppm HMBC Ccosy
MeOD MeOD MeOD MeOD
1 - - - -
2 - 190.1 3,4 -
3 8.29 (d, 16.0) 119.9 4,8 4
4 8.29 (d, 16.0) 140.8 3,5 3
5 7.72 (d) 128.6 3,4,7 6
6 6.91 (dd, 8.1) 119.5 3,4,8 57
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7 7.28 (td, 7.8) 131.8 5 6,8
8 6.91 (dd, 6.7) 115.7 6 7
9 - 157.6 3,4,5,7 -
10 - 121.9 3,4,6 -
T - 154.3 46 -
2’ - - - -
3 8.16 (d, 7.8) 122.5 5

7y 8.01 (td, 7.7) 137.3 6 3.5
5 7.62 (ddd, 7.6) 127.0 3,6 46
6 8.76 (d, 8.0) 148.7 g

2Esta numeragcao foi feita de acordo com a estrutura do catido flavilio.

0.981 —=——
—
—

(W A .
S NN MR
S oao~00oQo
: : 1—|‘ - 9 i (‘\I i ‘1—| v—|‘ ‘ : : : : : : : : : : : :
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 O.(

f1 (ppm)
Figura C1.5. '"H RMN do composto Py2 1,7x10-* M a pH=6,5 em MeOD, irradiado 1h a 365 nm e recuperag&o no

escuro por 24h (espécie hemicetal, 3)

126



D83 ITIHIRRAE o
N TR VN B S
SRR BARA s J T B
N
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
f1 (ppm)

Figura C1.6. *C RMN do composto Py2 1,7x10°* M a pH=6,5 em MeOD, irradiado 1h a 365 nm e recuperagio

no escuro por 24h (espécie hemicetal, 3).
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Figura C1.7. 'H-'"H-COSY do composto Py2 1,7x10-* M a pH=6,5 em MeOD, irradiado 1h a 365 nm e

recuperagao no escuro por 24h (espécie hemicetal, 3).
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Figura C1.8. 'H-"*C-HMBC do composto Py2 1,7x10> M a pH=6,5 em MeOD, irradiado 1h a 365 nm e

recuperagao no escuro por 24h (espécie hemicetal, 3).

Tabela C1.2 — Atribuigdo completa dos picos de 'H- RMN e "*C-RMN do composto Py2 1,7x10> M a pH=6,5 em

MeOQD irradiado 1h a 365 nm e recuperag&o no escuro por 24h (espécie hemicetal, 3).

1H 13C
Posi¢ao® &/ppm (J/Hz) &/ppm HMBC Ccosy
MeOD MeOD MeOD MeOD
1 - - - -
2 - 99.5 3,4 -
3 5.98 (d, 9.8) 122.4 - 4
4 6.90 (d, 9.7) 126.3 3
5 7.25 (dd, 7.5, 1.6) 126.8 4,6,7 6
6 7.03 (td, 7.4, 1.1) 129.6 5 57
7 7.30 (td, 7.8, 1.7) 121.5 8 6,8
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8 7.10 (d, 8.1) 115.6 6,7 8
9 - 152.3 4,5,7,8 -
10 - 119.8 3,4,6,8 -
T - 158.9 3,5 -
2’ - - - -
3 8.65 (d, 4.88) 1487 45 7y
7y 7.43 (ov) 1235 3,6 3.5
5 7.94 (ov) 1375 3 46
6 7.84 (dt, 8.0, 1.2) 1215

2Esta numeracao foi feita com base na estrutura do catido flavilio.

7.04
7.02
7.00
7.00

»...L . I J\ e
O»cmmk%\@m\ Vs i . oy g W MM e oy

.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
Figura C1.9. "H RMN do composto Py2 1,7x10-* M em MeOD com 0,24M DCI (espécie Ct*)
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Tabela C1.3 — Atribuigdo completa dos picos de 'H-RMN do Py2 1,7x10-* M em MeOD com 0,24M DCI (espécie
Ct")

8

7 8a OH 6
] 3 5 |
5 4a4 1" No

o

/A
SawS

Iz

H
posi¢ao? O/ppm (J/Hz)
MeOD

7.98 (d, 15.6)
8.42 (d, 15.6)
7.82 (dd, 7.8, 1.4)
6.97 (ov)
7.44 (dd, 8.3, 1.7)
6.97 (ov)

O N| O O | W N =~

o]
O]

N
Q

9.03 (d, 5.6)
8.92 (dd, 8.0, 1.5)
8.36 (df, 8.0, 1.5)
6 8.85 (d, 8.0)

2Esta numeracao foi feita de acordo a estrutura do catido flavilio.

al R @ N =
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Figura C1.10. '"H RMN do composto Py2 1,7x10* M em MeOD com 0,1M NaOD (espécie Ct).
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Tabela C1.4 — Atribuigdo completa dos picos de "H RMN do composto Py2 1,7x10-* M em MeOD com 0,1M
NaOD (espécie Ct).

8 © 5
8 ,

[/ a03 6I\4,

AN 2],

654314 1"N73

o 2

H
Posi¢ao? O/ppm (J/Hz)
MeOD

8.07-7.93 (ov)

8.65 (d, 15.9)

7.67-7.52 (ov)

6.44 (d, 7.0)

7.10 (ddd, 8.6, 7.0, 1.9)

O N| O O | W N =~

6.69 (d, 8.6)

o]
O]

N
Q

8.14 (d, 7.9)

8.07-7.93 (ov)

al R @ N =

7.67-7.52 (ov)

6 8.72 (dd, 5.3, 1.7)

2Esta numeracgao foi feita com base na estrutura do catido flavilio.
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Figura C1.11. '"H RMN do composto 5 purificado em MeOD.
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Figura C1.12. "*C-APT RMN do composto 5 em MeOD.
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Figura C1.13. 'H-'"H-COSY do composto 5 em MeOD.
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Figura C1.14. 'H-"*C-HMBC do composto 5 em MeOD.
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Tabela C1.5 — Atribuicdo completa dos picos 'H-RMN e '3C-RMN do composto 5 em MeOD.

1H 13C
Posigao® &/ppm (J/Hz) &/ppm HMBC Ccosy
MeOD MeOD MeOD MeOD
1 - - - -
2 - 140.3 3,6 -
3 7.42 (s) 108.7 1,2,4,9,10 -
4 - 157.1 3,5 -
5 8.20 (br d, 8.1) 125.3 4,7,9 6,7
6 7.61(t, 7.5) 128.8 8 57,8
7 7.96 (t, 7.9) 139.4 5 5,6,8
8 7.90 (br d, 8.5) 119.0 6,9 6,7
9 - 180.8 3,5,8 -
10 - 120.1 3 -
1 - 157.3 3,3,6 -
2’ - - - -
3 8.82 (ov) 127.0 1,2,4,5 4.5
4 8.81 (ov) 148.6 3,5,6 3,5,6
5 8.28 (g, 5.3) 130.8 3,4,6 3,4,6
6 9.01 (br d, 5.8) 143.7 2,45 4.5

@ Esta numeragéo foi feita de acordo com a estrutura do flavilio. *Este protéo foi parcialmente trocado por deutério.
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C.2 Espectros de RMN e atribuicao dos picos das espécies do

multiestado de Py3

€6°9
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1 (espécie Ct*).

Figura C2.1. Espectro "H RMN do compostO Py3 em MeOD a pD
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Figura C2.2. *C RMN do composto Py3 em MeOD a pD=1 (espécie Ct*).

Tabela C2.1 — Atribuigdo dos picos de 'H-RMN e '*C-RMN do composto Py3 em MeOD a pD=1 (espécie Ct*).

8 5
8 ,
7 3,0H 6 N4

/32 ’I ¢®NH

6
5 4a4 I 1%
1H 13C
Posigao® &/ppm (J/Hz) S/ppm HMBC COosYy
MeOD (pD =1) MeOD (pD=1) | MeOD (pD=1) | MeOD (pD =1)
1 - - - -
2 - 186.9 3,4,2,6 -
3 7.78 (d, 15.7) 119.6 1,2,4,9,10
4 8.19 (d, 15.7) 144.6 3,59
5 7.73 (dd, 7.9, 1.7) 129.8 4,7,9 6,7
6 7.00-6.94 (ov) 120.5* 8,10 5,6,7,8
7 7.37 (m) 133.7 59 5,6,8
8 7.00-6.94 (ov) 116.3* 6, 10 5,6,7,8
8a - 157.4 4,57 -
4a - 121.0 3,6,8 -
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T - 136.6 3,5 -
2 9.38 (d, 2.0) 14138 2,6 6
3’ - - - -
7y 9.04 (m) 1440 6 6
5 8.30 (dd, 8.2, 5.8) 127.8 17 ,
6 9.15 (dt, 8.2, 1.8) 1457 2,2, 4 2,45

2Esta numeracao foi feita de acordo com a estrutura do catido flavilio. *estes sinais podem ser intercambiaveis.
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Figura C2.3. Espectro "H RMN do composto Py3 em MeOH a pD=7 (espécie Ct).
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Figura C2.4. Espectro "3C RMN do composto Py3 em MeOH a pD=7 (espécie Ct).
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Figura C2.5. 'H-'"H-COSY do composto Py3 em MeOH a pD=7 (espécie Ct).
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Figura C2.6. 'H-"*C-HMBC do composto Py3 em MeOH a pD=7 (espécie Ct).

Tabela C2.2 — Atribuigido completa dos picos 'H-RMN e "*C-RMN do composto Py3 em MeOH a pD=7 (espécie

Ct).
7 8 8a.0H 6 5\ 4
o
1H 13C
Posigao® &/ppm (J/Hz) S/ppm HMBC COosYy
MeOD (pD =7) MeOD (pD=7) | MeOD (pD=7) | MeOD (pD =7)
1 - - - -
2 - 189.8 3,4,2',6 -
3 7.81 (d, 15.8) 120.8 1,2,4,9,10 4
4 8.18 (d, 15.8) 142.3 3,59
5 7.72 (dd, 8.1, 1.7) 129.3 4,7,9 6,7
6 6.93-6.89 (ov) 119.5* 8,10 5,6,7,8
7 7.29 (td, 7.7, 1.7) 132.2 509 56,8
8 6.93-6.89 (ov) 115.8* 6, 10 5,6,7,8
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8a - 157.7 4,57 -
4a - 1216 3,6,8 -

T - 134.2 3,5 -

2 9.19 (d, 2.3) 1488 2,6 6

3 - - - -

7y 8.77 (dd, 5.0, 1.8) 152.2 6 5.6
5 7.63 (dd, 8.0, 5.0) 1241 17 46
6 8.46 (dt, 8.0, 2.0) 136.6 2,2, 4 2,45

2Esta numeracao foi feita de acordo com a estrutura do catido flavilio. *estes sinais podem ser intercambiaveis.

] |

f1 (ppm)

Figura C2.7. "H RMN da espécie B em MeOD (pD = 7). Esta espécie é formada através da irradiagdo da Ct a

365 nm durante 2h em MeOD e 20h de recuperagéo térmica no escuro.
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Tabela C2.3 — Atribuigdo completa dos picos de 'H-RMN da espécie B.

Posigao?

&/ppm (J/Hz)
MeOD

5.77 (d, 9.8)

6.92 (d, 9.8)

7.35-7.24 (ov)

7.10-7.00 (ov)

7.36-7.22 (ov)

O N| O O | W N ~

7.10-7.00 (ov)

o]
O]

N
Q

8.72 (d, 2.4)

8.01 (dt, 8.0, 2.1)

al R @ N =

7.51 (dd, 8.0, 4.8)

3

8.72 (d, 2.4)

2Esta numeracao foi feita de acordo com a estrutura do catido flavilio.
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C.3 Espectros de RMN e atribuicao completa dos picos das espécies
do multiestado de 7NPy4

3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 5.(?1 ( 4.5) 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm

Figura C3.2. "H RMN do composto 7Npy4 em (CD3),CO em pD=6,5 (espécie Ct).

190 180 170 160 150 140 130 120 110 f11(00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

Figura C3.3. *C RMN do composto 7Npy4 em (CD3),CO em pD=6,5 (espécie Ct).
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Figura C3.4. 'H-"H- do composto 7Npy4 em (CD3),CO em pD=6,5 (espécie Ct).
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Figura C3.5. 'H-"3C-HMBC do composto 7Npy4 em (CDs3)CO em pD=6,5 (espécie Ct).
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Tabela C3.1 — Atribuigdo complete dos picos de 'H- RMN e 3C- RMN do composto 7Npy4 em (CD3),CO em

pD=6,5 (espécie Ct).

5

\/N78830H PN
3
5 2 ,|/3,
54a4 15
o}

H 3C
Posigao® &/ppm (J/Hz) &/ppm HMBC
(CD3)CO (CD3)CO (CD3)CO
OH 8.86 (s, 1H) - -
2 - 188.3 4,3,2
3 7.39 (d, 16.0) 114.4
4 8.04 (d, 16.0) 142.6 5
5 7.49 (d, 8.9) 131.1
6 6.23 (dd, 8.9, 2.5) 104.8 8
7 - 151.7 5, CHz
8 6.14 (d, 2.6) 97.5 6
8a - 159.6 4,5,6
4a - 110.0 3,6,8
1 - 145.7 3
2 7.73 (d, 7.0) 121.3 2,3
3 8.64 (d, 7.0) 150.5 3,2
7-N-(CH2-CHs3)2 3.30 (g, 7.0) 44.2 CHz, CHs
7-N-(CH2-CHs)2 1.04 (¢, 7.0) 12.0 CH2

2Esta numeracao foi feita de acordo com a numeragéo da estrutura do catido flavilio.

“IH-RMN (400 MHz, Acetone-ds) 3.30 (q, J = 7.0 Hz, 5H), 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 6H).
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Figura C3.6 — Variag&o espectral 'H RMN do compost 7Npy4 apds um salto de pD=6,5 para pD=3 em
CD30D/D20(1:1 viv).
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Figura C3.7. '"H RMN de 7NPy4 em CDs0D/D,0O (1:1 v/v) a pD=3.0 (espécie AH*).
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Figura C3.8. '*C RMN de 7NPy4 em CD3zOD/D;0 (1:1 v/v) a pD=3.0 (espécie AH*).
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Figura C3.9. 'H-'"H-COSY de 7NPy4 em CD30D/D,0 (1:1 v/v) a pD=3.0 (espécie AH*).
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Figura C3.10. 'H-"*C-HMBC de 7NPy4 em CD;0D/D;0 (1:1 v/v) a pD=3.0 (espécie AH*).

Tabela C3-2 — Atribuigdo completa dos picos de 'H-RMN e *C-RMN de 7NPy4 em CD3OD/D;0 (1:1 v/v) a
pD=3.0 (espécie AH*). Composto maioritario (75.8%)

1H 13C
Posicao &/ppm (J/Hz) S&/ppm HMBC
MeOD:D20 (1:1) MeOD:D20 (1:1) MeOD:D20 (1:1)
1 - - -
2 - 160.7 4,2
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3 8.00 (d, ov, 7.5) 132.9 4

4 8.62 (d, 8.9) 146.9

5 8.00 (d, ov, 7.5) 110.5

6 7.59 (dd, 8.9, 2.3) 120.6 8

7 - 160.1 5,8, CH2

8 7.27 (d, 2.3) 95.9

8a - 158.14

4a - 122.7 3,6

T - 139.4 3,3

2 8.28 (m) 121.2 3,2

3 8.84 (m) 149.0 2.3
7-N-(CHz-CHa)s 3.84 (m) 46.9 -
7-N-(CHz-CHa)> 1.39 (m) 11.8 -
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Figura C3.11 — Variagao espectral "H RMN do composto 7NPy4 ap6s um salto de pD=6,5 para pD=0,5 em

CD30D/D20 (1:1 v/v).

150



2 _ Ju

b) JAJ I L AJU\L N .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 O
1 (ppm)

Figura C3.12. a) '"H RMN ddo composto 7NPy4 em DCl a pD=-1 (AH?*); b)'H-RMN do composto 7NPy4 em
CD3OD/D;0 (1:1 viv) a pD=0,5 (AH?* espécie maioritaria 78.1%).
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Figura C3.13. '*C RMN do composto 7NPy4 em CDs0D/D,0O (1:1 v/v) a pD=-1 (AH?*).
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Figura C3.14. 'H-'"H-COSY do composto 7NPy4 em DCI at pD=-1 (AH?*).

Tabela C3.3 — Atribuigdo completa dos picos de 'H-RMN e "*C-RMN de 7NPy4 em DCI at pD=-1 (AH?*)

1 (ppm)

1H 13C
Posicao 8/ppm (J/Hz) o/ppm
DCI DCI
1 -
2 - 159.8*
3 8.02 (dd, 9.5, 4.2) 133.3%
4 8.60 (d, 7.5) 145.4
5 8.19 (d, 7.5) 113.2%
6 7.62 (d, 9.6) 121.8%
7 - 158.5*
8 7.39 (s,) 96.8

152




8a

- 155.8*
4a - 124.6°
T - 146.4°
2 8.84 (d, 6.1)
3 9.06 (d, 5.9) 1425
7-N-(CH2-CHa)s 3.85 ((br m) 48.0
7-N-(CH2-CHa)> 1.38 ((brm) 12.0

$.*# Estes sinais podem ser intercambiaveis
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D.1 Deducgodes

complexagao

‘APENDICE D

FOTOREOLOGIA

matematicas dos peocessos

Equilibrio
1 K,
H+G HG + G HG,
_ IHg] _ HGy]
17 (6 2 ™ [Ha][G]
Balan¢o de massas
[H]o = [H] + Ki[H][G] + K, K, [H][G]?
[G]o = [G] + K, [H][G] + 2K, K,[H][G]?
_ [H]
[H] = 1+K1[G]+1?1K2[G]2
[G], = [G] + K,[G] [H]o + 2K1K2[G]? [H]o

[Glo =

1+K1[G]+K1K,[G]?

1+K1[G]+K1K,[G]?

_ [G1+K1[G1*+K1 K2 [G13+K4 [G][H]o+2K1 K2 [G]? [H]o

Onde, K;K, = a vem:

1+K1[G]+K1K,[G]?
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envolvidos

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

na



_ [61+K4[G1*+a[G]* +K,[G][H]o+2a[G]*[H]o
[61o = 1+K1[G]+a[G]? Eq. D8

[Glo- (1 + K{[G] + a[G]?) = [G] + K,[G]? + a[G]® + K [G][H], + 2a[G]*[H], Eq. D9
[G] + K1 [G)? + a[G]® + K, [G][H], + 2a[G]*[H], — [Glo- (1 + K{[G] + a[G]?) =0 Eq. D10
a[G]? + (K, + 2a[H], — a[G])[G]? + (1 + K, [H]y — K{[G]o)[G] - [G], = O Eq. D11
x = [G]; a = K Ky; b = Ky + 2K K,[H], — K1 K,[Glo; Eq. D12
c=1+K,[H], - K,[Gly; d = —[G], Eq. D13
ax3+bx*+cx+d=0 Eq. D14

Os valores de x sao determinados pelo método numérico de Newton:

f(xn)
Xny1 = X — 5 Eq. D15

Onde xo € uma aproximacao inicial atribuida aleatoriamente “xo = [G] 0", n indica a enésima interagéo

do algoritmo, f(xn) € a derivada da fungéo f no ponto x» e f(xn) € a equagao do terceiro grau.

Conhecendo o valor de x (x=[G]), sdo determinadas as concentragdes de todas espécies no equilibrio.

[H] = — o Eq. D16

T 14K, [G]+K1 K2 [G]?
[HG] = K, [H][G] Eq. D17
[HG,] = K;[HG][G] Eq. D18

Fracoes molares

_ In]

X = Eq. D19
_ [H6]

Xing) = 1o Eq. D20
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0.08

= Eq. D21
18] Eq. D22
[Glo '
D.2 Elucidacgao estrutural do composto fotoresponsivo
CDCl, 1
5*
21
6
3
3 5
_J
é I7 [IS I ; I [ppm]

%T

Figura D3.2. FTIR-ATR do composto 4-armPEG-Ct.
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D.3 Viscoelasticidade do 4-armPEG-AH" isolado a pH=1

t[Pa]

o
T

0 200 400 600 800 1000 1200
Y [1/s]

Figura D3.1. Curva de escoamento do hidrogel: a) tensdo versos tensao. b) viscosidade

versos deformacao
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