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RESUMO

Silva, C.P. Complexos de Inclusdo de Antocianinas e Analogos Sintéticos
de Antocianinas. 2015, 88p. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs-
Graduacao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo.

As antocianinas compreendem o maior conjunto de pigmentos naturais do
Reino Vegetal. Sdo caracterizadas pelas coloracdes vermelha, roxa e azul de
uma variedade de flores, frutas e folhas. A sua estabilidade é influenciada por
diversos fatores como o pH local do meio, temperatura, luz ou copigmentos.

A inclusdo das antocianinas e analogos sintéticos, os sais de flavilio,
dentro da cavidade da cucurbit[7]uril (CBJ[7]), sistema hdspede-hospedeiro, foi
estudada a partir da espectroscopia de fluorescéncia. As antocianinas sintéticas
utilizadas foram o cloreto de 7-hidroxi-4-metilflavilio (HMF) e o cloreto de 7-
metoxi-4-metilflavilio (MMF) e as antocianinas naturais foram a cianindina-3-
glicosideo, cianidina-3,5-di-O-glicosideo e antocianinas presentes no extrato do
jambolao (Syzygium cumini).

Os complexos de inclusdo das antocianinas e os analogos sintéticos
dentro da cavidade do CBJ[7] apresentaram uma estequiometria de inclusdo do
tipo 1:2, uma molécula héspede e duas moléculas hospedeiras. A estequiometria
de inclusdo e as constantes de incorporacdo foram determinadas a partir de
isotermas da inclusdo pelo método de regressdo nao-linear. Para os ions
flavilios, a determinacado da estequiometria também foi comprovada pelo Método
da Variacdo Continua (MVC) ou método Job.

A primeira constante de incorporacdo Ki1 obtida para as antocianinas e
os ions flavilios foi da ordem de 10° - 10° M. Essa elevada constante de
incorporacao é devida a interacao eletrostatica entre as carbonilas do CB[7] e a
carga positiva do anel pirilio das antocianinas. Entretanto, a segunda constante
de incorporagao, Kiz, apresenta um valor menor por causa da repulséo entre a
primeira e a segunda molécula de CBJ7].

A segunda constante de inclusdo das antocianinas naturais apresentou
um valor muito baixo em relagcdo a segunda constante de incorpora¢cdo do HMF
e MMF. Essa diferenca ocorreu pelo impedimento estérico provocado pelas

unidades glicosidicas presentes nas antocianinas naturais.



A hidratacédo das antocianinas do jamboldo é uma reacdo muito rapida,
ocorrendo em pH acima de 3,0. Quando o CBJ7] foi adicionado as antocianinas
em pH 4,62, a hidratagao foi um pouco menor, mas mesmo assim a hidratagao
ocorreu.

Apoés 24 horas, quando o equilibrio das antocianinas do jambolédo fosse
deslocado na direcdo de formacao das chalconas, o CB[7] foi adicionado ao
meio, em elevadas concentragfes. O equilibrio de hidratacao foi deslocado em
direcdo ao cation flavilio, indicando um aumento na estabilizacdo desses

compostos.

Palavras chaves: antocianinas, inclusdo, héspede-hospedeiro, cucurbiturilas,
estabilidade
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Silva, C.P. Inclusion Complexes of Anthocyanins and Synthetic Anthocyanin
Analogs. 2015. 88p. Masters Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

The anthocyanins, the largest group of natural plant pigments, are

responsible for the red, purple and blue colors of a variety of flowers, fruit and
leaves. Their stability is influenced by several factors, including the local pH of
the medium, temperature, light and copigments.
The inclusion of natural anthocyanins and their synthetic analogs, flavylium
cations, in the cavity of cucurbit[7]uril, CB[7], to form host-guest complexes, was
studied by fluorescence spectroscopy. The synthetic anthocyanin model
compounds utilized were 7-hydroxy-4-methylalavylium (HMF) chloride and 7-
methoxy-4-methylflavylium (MMF) chloride and the naturally-occurring
anthocyanins were cyaniding-3-O-glucoside, cyaniding-3,5-di-O-glucoside and
the anthocyanins extracted from jambol&o (Syzygium cumini) fruit.

The inclusion complexes of the anthocyanins and synthetic anthocyanin
analogs with CB[7] presented a stoichiometry of 1:2, with one molecule of guest
and two molecules of host. The stoichiometry of the inclusion and the
incorporation equilibrium constants were determined from the binding isotherms
by non-linear regression. For the synthetic flavylium ions, the stoichiometry was
also verified using the method of continuous variations or Job plots.

The first binding constant, K11, between the anthocyanins or flavylium ions
and CB[7] was of the order of 10%>-10° M. This large equilibrium constant for
incorporation reflects the electrostatic interaction between the carbonyl groups of
CBJ7] and the positive charge of the pyrilium ring of the anthocyanins. The binding
constant for the second CBJ[7], Ki2, has a smaller value due to the repulsion
between the first and second molecules of CB[7].

The second binding constant for the inclusion of the natural anthocyanins
was much smaller than that of the synthetic anthocyanin analogs HMF and MMF.
This difference was due to the steric hindrance afforded by the sugar residues
present in the natural anthocyanins.

The hydration of the anthocyanins of jambol&o is very rapid above pH 3.
When CB[7] was added to a mixture of jambolao anthocyanins at pH 4.62, the

extent of hydration was diminished, but partial hydration did still occur. After



equilibration at pH 4.62 for 24 hrs to form the chalcones, addition of high
concentrations of CB[7] shifted the equilibrium back in the direction of the
flavylium cation form of the anthocyanins, demonstrating the increase in the

stabilization of this form upon host-guest complexation.

Keywords: anthocyanins, inclusion, host-guest, cucurbiturils, stability
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1. INTRODUCAO

A coloracao apresentada pelo Reino Vegetal € a mais diversa possivel, com
uma enorme variacao de coloracéo assinalada por diversos tipos de pigmentos.
Dentre esses pigmentos encontram-se as clorofilas, pigmento que converte o
diéxido de carbono em glicose na fotossintese através da luz solar. Na via da
pentose-fosfato, a D-glicose € o material percursor para obter a D-eritrose-4-
fosfato, composto primordial para a biossintese do &cido xiquimico. Os
aminoacidos, L-fenilalanina e a L-tirosina, sdo produtos do xiquimato, que em
plantas d&do origem as antocianinas e as betalainas (Goncgalves et.al., 2015)

Antocianinas sao os pigmentos polifendlicos mais importantes e largamente
distribuidos na natureza, responsaveis pela maior parte da diversidade de cor
encontrada na mesma. (Brouillard et al., 2010; Hou et al., 2013; Drabent et al.,
1999). Esses pigmentos, pertencentes a classe dos flavonoides, compreendem
0 maior conjunto de pigmentos solUveis em agua do reino vegetal (Freitas et al.,
2010). O termo antocianina (do Grego antho, flor, e kyano, azul) foi usado pela
primeira vez por Marquat em 1835 para designar a coloracdo azul das flores
encontrada no reino vegetal (Markakis, 1982). Sabe-se que as antocianinas néo
abrangem apenas a coloracdo azul, mas também uma ampla gama de coloragao
como vermelho, rosa e purpura de diversas flores, frutas, vegetais e folnas em
angiospermas (Castfieda-Ovando et al., 2009; Quina et al., 2009; Mateus &
Freitas, 2009).

Quimicamente, esses flavonoides naturais ocorrem na forma glicosilada, ou
seja, consistem de uma aglicona (antocianidina), acucar(es) e em alguns casos
grupo(s) acila(s) (Andersen & Jordheim, 2006). As antocianinas sao derivados
polihidroxi e polimetoxi glicosilados do sal 2-fenilbenzopirilio ou cation flavilio
(flavilio). A sua estrutura basica, Figura 1, inclui um anel aromatico (A) ligado a
um anel heterociclico (C) contendo um oxigénio, que também é ligado por uma
ligacdo carbono-carbono a um terceiro anel aromatico (B) (Castfieda-Ovando et
al., 2009; Markakis, 1982).
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Figura 1: Estrutura do cétion flavilio

As antocianinas encontradas na natureza, ligadas a um acucar (Figura 2),
apresentam substituintes hidroxilas na posicdo 3 (sempre glicosilada, 3-O-
monoglicosideo) e na posicdo 5 (ocasionalmente glicosilada, 3,5-O-
diglicosideo). O anel B tem um ou mais substituinte hidroxila ou metoxila (Quina
et al., 2009; Mateus & Freitas, 2009). As por¢cbes de agucares ligadas as
antocianinas podem variar, mas 0s principais acucares ligados a esses
compostos sdo comumente a glicose, ramnose, galactose ou arabinose. Com
isso, a porcao de aclUcar pode ser uma unidade mono ou dissacaridica e,
portanto, o que diferenciara uma antocianina da outra sera a substituicdo
metoxila e hidroxila, bem como os grupos glicosidicos presente na molécula
(Mateus & Freitas, 2009).

Figura 2: Antocianina tipica natural

Na natureza, mais de 90% de todas as antocianinas sdo baseadas em
apenas 6 antocianidinas: perlargonidina (Pg), cianidina (Cy), peonidina (Pn),
delfinidina (Dp), petunidina (Pt) e malvidina (Mv) (Andersen & Jordheim, 2006).
A distribuicdo dessas seis antocianidinas em frutas e vegetais sdo: cianidina
50%, delfinidina 12%, perlargonidina 12%, peonidina 12%, petunidina 7% e
malvidina 7% (Castfieda-Ovando et al., 2009). Na tabela abaixo sdo mostrados

0s substituintes de cada antocianidina.
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Tabela 1: Estrutura das seis principais antocianidinas. Essas antocianidinas

apresentam o substituinte OH nas posicdes 3 e 5.

Antocianidina R’s R’s

Perlagonidina H H
Cianidina OH H
Peonidina OCHs H
Delfinidina OH OH
Petunidina OCHs OH
Malvidina OCHs OCHs

7z

A coloracdo apresentada pelas antocianinas é influenciada por diversos
fatores como a substituicdo no anel B, na qual um aumento no padrdo de
hidroxilagdo provoca um deslocamento batocrémico, mudando a coloracdo da
vermelha para violeta. A natureza do acUcar (arabinose, glicose), acilado ou néo,
e a sua posicdo no esqueleto da antocianidina sdo fatores estruturais que
influenciam na tonalidade da cor das antocianinas. Logo, esses fatores
estruturais variam de espécie para espécie (Mateus & Freitas, 2009). As cores
exibidas por essa classe de compostos também sdo influenciadas pela
temperatura, pH do meio, luz, co-pigmentos, presenca de ions metdlicos
(Castfieda-Ovando et al., 2009; Mercadante & Bobbio, 2008).

Em meio aquoso, as antocianinas e também os seus analogos sintéticos, os
sais de flavilios, apresentam uma elevada reatividade dependente do pH do
meio, que provoca grandes mudancas na sua coloracdo e estrutura devido a

uma série de reagdes reversiveis, mostrada no Esquema 1.
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Esquema 1: Reacdes de equilibrio de antocianinas em meio aquoso

As antocianinas apresentam uma maior estabilidade em solucdes acidas do
gue em solu¢Bes neutras e alcalinas. Em meio acido, em valores de pH inferiores
a 2, a espécie predominante € o cation flavilio, AH*. A desprotonacao desse
cation produz a base quinonoidal, A, por um equilibrio &cido-base. Porém,
quando o pH do meio € elevado, acima de 3, ocorre também uma reacédo de
hidratacéo do cétion flavilio. A reacdo de hidratacdo ocorre porgue as posicdes
C2 e C4 do anel C séo as que apresentam maior densidade de carga positiva,
possibilitando um ataque nucleofilico pela molécula de agua. Nessa etapa, ha
um equilibrio de hidratacdo, dando origem ao hemiacetal, B. O hemiacetal
formado entra em equilibrio tautomérico com as chalconas (Freitas et al, 2011;
Quina et al, 2011; Freitas, 2005; Brouillard, 1982).
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A coloracdo das solucdes, em diferentes pH, contendo antocianinas sao
bastante distintas. Em meio fortemente acido as antocianinas apresentam uma
coloragcédo vermelha bastante intensa e, a medida que o pH é aumentado, essa
coloracdo vai perdendo intensidade, mudando a coloracdo de vermelho para
violeta, pois o cétion flavilio é desprotonado e ocorre a formacédo da base
quinonoidal (produto cinético). Quando o equilibrio termodindmico € obtido
solugéo torna-se incolor (Freitas, 2005).

Como a estrutura quimica das antocianinas naturais é bastante complexa,
pois ha unidades glicolisadas na sua estrutura, compostos modelos desses
pigmentos estdo sendo bastante utilizado, no estudo da sua estabilidade. Esses
compostos modelos sintéticos, analogos as antocianinas, conhecidos como sais
de flavilios, apresentam o cromoéforo basico das antocianinas (o ion 2-
fenilbenzopirilio) e sdo susceptiveis aos mesmos fatores de estabilidade, ou
seja, as transformacgfes estruturais dos sais de flavilios sintéticos seguem o
mesmo padrdo das antocianinas naturais (Pina, 1998; Amic & Trinajstic, 1991).

Diante dos fatores que afetam a estabilidade desses compostos
(antocianinas naturais e sais de flavilio), o estudo dessa classe de pigmentos
torna-se um grande desafio, sendo que a busca por um ambiente que aumente
a sua estabilidade ainda é bastante limitada. Uma possivel estratégia para
aumentar a estabilidade das antocianinas e dos sais de flavilio poderia ser a
inclusdo e a encapsulacdo dessas moléculas em hospedeiros como
ciclodextrinas ou cucurbiturilas

As ciclodextrinas (CD) sao oligossacarideos ciclicos consistindo de unidades
de D-(+)-glicopiranose (Park, 2006). As CDs mais comum sao a-, B- e y-
ciclodextrinas que tem seis, sete e oito unidades de glicose, respectivamente.
Apresentam uma estrutura tipo um cone truncado com uma cavidade hidrofébica
oca de diametro e volume especifico e superficie externa relativamente
hidrofilica (Fernandes et al., 2013). De acordo com essas caracteristicas, essas
macromoléculas formam complexos de inclusdo com uma variedade de espécies
hidrofilicas ou anfifilicas, como muitos compostos organicos, frequentemente
substéancias fenolicas, de tamanho apropriado admitindo-os para dentro da
cavidade (Christoff et al., 2000; Fernandes et al., 2013; Park 2006). CDs tém sido
bastante utilizadas como moléculas hospedeira com o intuito de proteger

(estabilizar, no caso das antocianinas e seus analogos) moléculas hdspede da
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degradacéo (Christoff et al., 2000). A formacao de complexo do tipo hospedeiro-
héspede pode ser facilmente monitorada usando técnicas como ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia UV-visivel (UV-vis), espectroscopia
de fluorescéncia, espectroscopia no infra-vermelho, abordagens eletroquimicas
e medidas de solubilidade (Fernandes et al., 2013). Destas, a espectroscopia de
fluorescéncia tem sido bastante usada para a caracterizacdo do tipo de
complexacdo entre a molécula hospedeira e a molécula héspede dentro da
cavidade das ciclodextrinas (Singh et al., 2004).

Uma outra classe de macromoléculas que vem ganhando bastante destaque
no estudo de complexagdo hospedeiro-hdspede séo as cucurbit[n]urilas (CBn).
Essas macromoléculas, assim como as ciclodextrinas, podem formar complexos
de inclusdo. Porém, as CBns apresentam uma maior e melhor afinidade do que
as ciclodextrinas, especialmente para moléculas hospede com carga positiva,
como as antocianinas e seus analogos, que apresentam uma carga positiva no
anel pirilio (Zhang, 2012).

As cucurbit[n]urilas sao oligbmeros ciclicos constituidos de um ndamero
variavel de unidades de glicoluril ligados por grupos de metileno para formar uma
estrutura ciclica altamente simétrica, lembrando o formato de uma abdbora ou
de uma gaiola (Apurba & Nau, 2007; Chakraborty & Basu, 2011; Koner et al.,
2011). Dependendo do numero de unidades de glicoluril (n), alguns homélogos
de cucurbit[n]urilas sdo conhecidos com diferentes dimensdes do portal e da
cavidade. Esses homologos sdo: CB[5], CB[6] CB[7], CB[8] e CB[10], sendo 5,
6, 7, 8 e 10 unidades de glicoluril.
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Figura 3: Estrutura do glicoluril e a forma da CB, com 0s seus respectivos
diametros em A, das principais CBS. Todas as CBs apresentam a mesma
altura, 9,1 A.

A estrutura simétrica das cucurbiturilas possui dois portais idénticos com
grupos carbonila altamente polarizados, conferindo a molécula um caréater basico
de Lewis, e uma cavidade hidrofébica (Chakraborty & Basu, 2011; Demets,
2007). Os portais de carbonila possibilitam um estabelecimento de uma
interacao ion-dipolo e ligacédo de hidrogénio, enquanto que o interior da cavidade
permite uma interacdo hidrofébica, promovendo a estabilidade do complexo
hospedeiro-hGspede com uma ampla gama de moléculas héspede (Chakraborty
& Basu, 2011; Zhou et al., 2010).

A formacao de complexo de inclusdo com as cucurbiturilas é influenciada por
alguns fatores. O primeiro fator, mencionado acima, € com relacao a cavidade
hidrofébica desses macrociclos, sendo que esses compostos procuram
acomodar espécie com essa mesma caracteristica. As dimensdes dos portais
das CBs determinam a seletividade por tamanho, capazes de formar complexos
de inclusdo com uma variedade de espécies quimica, como aminas, compostos
aromaticos, corantes, farmacos e muitas outras. As interacdes ion-dipolo sdo
responsaveis pela formacéo de complexo entre cation e as carbonilas (Demets,
2007). O efeito eletrostatico pode desempenhar um papel crucial na formacgéo
de complexos de inclusdo. Uma vez que o potencial eletrostatico nos portais e
dentro da cavidade das cucurbiturilas € significativamente negativo, logo, elas
exibem uma preferéncia mais pronunciada para interagir com espécies

cationicas do que com espécies neutra ou anionica (Lee et al., 2003). O
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confinamento de moléculas hospedeiras no macrociclo cucurbit[n]uril pode
alterar as propriedades quimicas e espectroscopicas dessas moléculas, bem
como aumentar a fotoestabilidade ou facilitar a fotodimerizacéo estereoseletiva
(Li et al., 2010).

Com isso, 0 crescente interesse na familia de cucurbit[n]urila como novos
hospedeiros em quimica supramolecular pode ser atribuida a suas excelentes
propriedades de reconhecimento molecular (Khedkar et al., 2012). Portanto, as
antocianinas e os sais de flavilios, com a sua carga positiva no anel benzopirilio

sao excelentes candidatos para serem inclusos pelas cucurbiturilas.
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2. OBJETIVO

Neste trabalho, estudou-se as reagdes de inclusdo de compostos modelos
de antocianinas (sais de flavilios), o cloreto de 7-hidroxi-4-metilflavilio (HMF) e o
cloreto de 7-metoxi-4-metilflavilio (MMF), e das antocianinas naturais, cianidina-
3-glicosideo, cianidina-3,5-di-O-glicosideo e antocianinas presentes no extrato
do jambolao (Syzygium cumini) em cucurbi[7]turila (CB[7]), através da reacéo do
tipo hdspede-hospedeiro. E, verificou-se também a eficiéncia da CB[7] na
estabilizacdo das antocianinas presentes no extrato do jambol&o frente a reacéo
de hidratagao.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados foram: metanol (Vetec Quimica), benzoilacetona
(Sigma-Aldrich), 3-metoxifenol (Aldrich), resorcinol (Sigma-Aldrich), cloreto de
sédio (CAQ Ind. e Com. Ltda.), acido sulfurico (Merck), éter dietilico (Vetec
Quimica) acido acético (Merck), acido formico (Grupo Quimica) (Aldrich),
hidréxido de potassio (Merck), acido cloridrico (Synth), &cido perclérico (Vetec
Quimica), acetato de sddio (Merck), acetato de etila (Vetec Quimica), butanol
(Aldrich), cloreto de cianidina-3-glicosideo (Aldrich) e cloreto de cianidina-3,5-
diglicosideo (Aldrich), Cobaltoceno (Aldrich) As solucdes aquosas foram
preparadas com agua purificada por sistema Milli-Q.

A cucurbit[7]uril (CB[7]) foi gentilmente fornecida pela Professor Dr2 Cornelia
Bohne, do Departamento de Quimica da Universidade de Vitéria, Canada.

Os frutos do jamboldo (Syzygium cumini) foram adquiridos em &rvores da

Cidade Universitaria.

3.2 Equipamentos

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro
Diode Array 8452A da Hewlett Packard. As medidas cinéticas foram feitas em
espectrofotometro UV-Vis Cary 50 Bio da Varian acoplado a um banho
termostatico da Lauda Brinkmann. As medidas de fluorescéncia no estado
estacionario foram feitas em um fluorimetro Hitachi Modelo F-4500, acoplado
com um banho termostatico da Lauda Brinkmann.

O pH das solugdes aquosas foram determinados com um medidor de
pH/ORP/temperatura DM-22 da Digimed.

Para uma melhor solubilizacdo dos flavilios foi utilizado um banho

ultrassonico Fisher Scientific.
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3.3 Sintese de sais de flavilios

Os sais de flavilios utilizados foram sintetizados a partir da condensacao de
fendis com B-dicetonas, baseado na metodologia descrita por Roque (2001).

3.3.1 Cloreto de 7-hidroxi-4-metilflavilio (HMF)

Foram pesados e transferidos para um baldo de fundo redondo, contendo
aproximadamente 12,0 mL de acido acético glacial, 1 mmol de resorcinol e 1
mmol de benzoialcetona, respectivamente. Nessa solucdo foi borbulhado
durante 2 horas &cido cloridrico gasoso produzido in situ (NaCl + acido sulfarico).
Ao final dessa reacao, adicionou-se éter etilico, precipitando um sélido amarelo.

O solido foi filtrado a vacuo e lavado com éter etilico, obtendo-se 95,45 mg, com

rendimento reacional de 34,9%.
HO o
+N
L
CHg
Figura 4: Estrutura do HMF

3.3.2 Cloreto de 7-metoxi-4-metilflavilio (MMF)

A sintese do MMF é similar a sintese do HMF. Adicionou-se 2 mmol de
benzoialcetona, 2 mmol de 3-metoxifenol e 17,0 mL de &cido acético em um
baldo de fundo redondo. Nessa solucao foi borbulhado acido cloridrico gasoso
por um periodo de 3 horas. O flavilio foi precipitado com éter etilico. Por fim, o
produto foi filtrado, obtendo uma massa de 99,89 mg, 19,92 % de rendimento.

H5CO o) O
FREN

=

CHs,

Figura 5: Estrutura do MMF
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3.4lsoterma de Ligacdo por Espectroscopia de Fluorescéncia -
Determinacdo das Constantes de Incorporacédo e Estequiometria de

Incorporacao

Primeiramente, foram preparadas solu¢des contendo os ions flavilios com
concentracdo de 0,2 uM em pH 3,0, a partir de solucfes estoques. As solucdes
estoques foram preparadas em metanol acidificado com duas gotas de &cido
perclorico.

Uma solucéo estoque de CB[7] com concentracao de 0,879 mM foi também
obtida em pH 3,0, para manter o pH das misturas préximo de 3,0.

Adicionou-se 2,7 mL do flavilio, com concentracdo de 0,2 uM, em uma
cubeta, na qual foram adicionadas aliquotas de CB[7], variando em volume de
1pL a 50 pL. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos a 25,0 °C.

As estequiometrias da incorporacdo dos ions flavilios também foram
determinadas pelo método da variacdo continua (MVC ou Método de Job)
utilizando a espectroscopia de fluorescéncia. As concentracdes dos flavilios e do
CBJ7] foram de 100 uM e suas proporc¢des relativas foram alteradas (Renny et
al., 2013).

A inclusdo das antocianinas naturais com CBJ[7] foi realizada em pH 1,96, a
25,0 °C. A cianidina-3-glicosideo apresenta um valor de pKan de 2,72 + 0,35. As
concentracbes da cianidina-3-glicosideo e da cianidina-3,5-di-O-glicosideo
foram de 4,12 uM e 3,09 uM. A inclusdo das antocianinas presentes no extrato
do jambol&o foi realizada adicionando 1 pL do extrato em 1,5 mL de solug&o

aguosa de pH 1,96.

3.5 Extrac&o de antocianinas do jambol&o

O extrato contendo as antocianinas presentes nas frutas do jambolao foi
obtido pelo tratamento das cascas das frutas, por 24 horas, com metanol

acidificado com &cido cloridrico 0,01% na proporgéo de 1:3 m/v.
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Figura 6: Fruto do jambolao (Syzygium cumini)

3.6Purificacdo do extrato antocianico

As antocianinas presentes no extrato metandlico do jamboldo foram
purificadas por meio da técnica de extracdo em fase solida (SPE) com cartucho
C18 de 500 mg da Applied Separations, de acordo com a metodologia descrita
por Longo e colaboradores (2006). A purificagdo do extrato bruto ocorreu em
cinco etapas: (1) ativacdo da coluna C-18 com a percolacdo de 3,0 mL de
metanol, seguido por 3,0 mL de uma solucdo aquosa de HCI 0,01%; (2) adicéo
de 3,0 mL do extrato bruto ao cartucho C-18; (3) eluicdo de acucares e acidos
organicos com 6,0 mL de HCI 0,01%; (4) eluicdo dos compostos fendlicos com
3,0 mL de acetato de etila; (5) eluicdo das antocianinas com 3,0 mL de metanol
contendo HCI 0,01% (v/v).

3.7 ldentificacdo de antocianinas presente no extrato do jambolé&o

A identificacdo preliminar das antocianinas presentes no extrato do jambol&o
foi realizada através das técnicas de espectrofotometria ultravioleta visivel (UV-
Vis), sendo que essa classe de composto apresenta, em meio acido, uma
absorcdo maxima entre 465 e 550 nm e uma absor¢cdo menos intensa por volta
de 280 nm; para cromatografia em camada delgada (CCD), utilizou-se como fase
movel mistura de butanol, acido acético e agua (BAW) nas proporcdes de 4:1:5
v/viv (Margco 2008; Harbone 1966).
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3.8 Determinacéao do teor total de antocianinas

O teor total de antocianinas presentes foi determinado pelo método do pH
diferencial. Aliquotas de 10 pL do extrato purificado foram diluidas em baldes
volumétricos de 10 mL contendo solucées de pH 0,82 e 4,62. Medidas
espectrofotomeétricas foram realizadas e a quantificacéo foi expressa em g/L de
cianidina-3,5-di-O-glicosideo (Cui et. al., 2013; Denev et.al.,, 2010; Fuleki &
Francis, 1968; Lee et. al., 2005).

_ AxMxFD
B exbh

sendo A:

A= (A517 - A700)pH 1,0 — (A517 - A700)pH 4,5

onde A é a absorbancia, M a massa molar da cianidina-3,5-di-O-glicosideo
(611,52 g/mol), FD é o fator de diluigao, € é o coeficiente de absortividade molar

da cianidina-3,5-di-O-glicosideo (39476 M-*cm), e b o caminho 6tico (1 cm).
3.9 Incluséo de antocianinas presentes no jamboldo em CB[7]

1 mL do extrato antocianico foi adicionado em 1,5 mL da solu¢cdo com pH
1,92 e aliguotas de solucdo aquosa de CBJ[7], variando em volume de 1 a 100
uL, foram adicionados. Os espectros de fluorescéncia foram registrados a 25,0
°C.

3.10 Cinética de hidratacao e desidratacdo de antocianinas presentes no

jambolao por espectroscopia de absorcao

A estabilidade das antocianinas presentes no jamboléo foi avaliada em pH
4,62. Quatro amostras foram analisadas: antocianinas livres (sem a presenca de
CBJ7]), antocianinas na presenca 10 uM de CB[7], antocianinas na presenca de
100 uM de CBJ7] e antocianinas na presenca de 500 uM de CBJ7]. Os espectros
foram registrados imediatamente apos a adi¢cdo da CB[7], por um periodo de 90

minutos.
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As antocianinas permaneceram em pH 4,42 por 24 horas para garantir que a
hidratacéo ocorresse completamente. Apos esse periodo, a CB[7] foi adicionado,
sendo preparadas as mesmas quatro amostras descritas anteriormente, e 0s

espectros foram registrados durante 75 minutos.

3.11 Titulagdo UV-Vis do CB[7] com cobaltoceno—- determinacao

da porcentagem de pureza

Uma solucao estoque de hexafluorfosfato de bis(ciclopentadienil)cobalto(lll)
(Cob*) 1 mM foi preparado em metanol. Uma solucdo de 15 uM de Cob™* foi
preparada por diluicdo da solucdo estoque. Uma solucdo de CB[7] com
concentracdo por volta de 1 mM foi preparada em 2 mM de cloreto de sodio.

3 mL da solucdo de Cob* 15 uM foram transferido para uma cubeta. A
titulacéo foi realizada adicionando aliquotas de 9 pL da solug&o de CB[7] 1 mM
e 0s espectros de absorcédo foram registrados apos cada adicdo de CB[7]. A
absorbancia do Cob* em 261 nm é reduzida com a adicao de CBJ[7]. A titulacédo
foi finalizada quando houve uma saturacdo de CB[7], ponto onde nao ha
nenhuma mudanca no espectro de absorcdo do Cob* com a adi¢cdo do CBJ7].
Pelo menos trés espectros mais foram registrados apos a saturacao.

A pureza foi determinada a partir da intersecédo das regressoes lineares da
absorcao do cobaltocento em fung¢édo da concentracédo do CB[7].
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A estabilidade e a coloracao das antocianinas e 0s seus analogos sintéticos,
os sais de flavilios, em meio aquoso dependem do equilibrio de quatro espécies
devido a mudancas no pH, protonacéo ou reacao de hidratagédo. As antocianinas
existem principalmente na forma do cétion flavilio em pH menor que 3. Com o
aumento no pH, duas reacdes podem acontecer, dependendo do padréo de
substituicdo. Com o aumento do pH o céation flavilio € convertido para a base
guinonoidal através de uma reacao de transferéncia de protons e/ou pode sofrer
um ataque nucleofilico da agua na posicao 2, formando o hemiacetal através de
uma reacao de hidratagcdo, conforme mostrado no esquema 1 (p.20) . Esse por
sua vez sofre reagéo de tautomerizagdo com a abertura do anel C, formando as
chalconas. A Figura 7 mostra a coloracdo das antocianinas sintéticas, HMF, e
naturais, cianidina-3-glicosideo, em fun¢éo do pH do meio.

Figura 7: Coloracao apresentada pelas antocianinas em diferentes valores de
pH (variagdo de 1,81 a 6,96): antocianina sintética, HMF, (A); antocianina
natural, cianidina-3-glicosideo (B)

As antocianinas naturais, em meio acido, apresentam uma coloracao

vermelha referente ao cétion flavilio, e com uma banda de absor¢do com méaximo
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por volta de 510 nm. Ja a coloracdo das antocianinas sintéticas, os sais de
flavilio, vai depende do padrédo de substituicdo (Sweeny & lacobucci, 1983). No
caso do HMF em meio acido o cétion flavilio apresenta uma coloragdo amarela
com um maximo de absorcao por volta de 415 nm. A Figura 8 mostra o peffil
espectrofotométrico do HMF e da cianidina-3-glicosideo. As antocianinas
apresentam duas bandas de absorcao e, dependo do padréo de substituicao, o
méaximo da banda mais intensa pode variar de 400 a 530 nm e a banda menos
intensa centrada por volta de 260 a 280 nm. Uma maior hidroxilacdo do anel B
causa um deslocamento da banda de absor¢cdo mais intensa para maiores

comprimentos de onda, deslocamento batocromico (Harbone, 1958).
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Figura 8: Espectro de absor¢cao do HMF (A) e da cianidina-3-
glicosideo (B) em fung&o do pH do meio

Como se pode notar, a cor das antocianinas tem uma forte dependéncia com
o pH do meio, ou seja, o0 pH influencia consideravelmente a estabilizacdo da cor

desses com postos.
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A inclusdo de pigmentos em moléculas hospedeiras, como as cucubiturilas,
pode aumentar significativamente a estabilidade de pigmentos contra diversos
fatores. As cucurbiturilas apresentam uma rigidez em sua estrutura molecular
capaz de acomodar diversos pigmentos. A molécula do CB[7] apresenta sitios
de ligacao hidrofilicos e hidrofébicos que servem para a inclusdo de moléculas,
principalmente moléculas catiénicas, como as antocianinas, formando complexo
do tipo hospede-hospedeiro, tipico das cucubiturilas.

Quando a CBJ[7] foi adicionado na cela contendo os flavilios, com
concentragdo de 3,44x10° M para o HMF e 1,7x10° M para o MMF, houve um
aumento da intensidade de fluorescéncia. Esse aumento observado na
fluorescéncia do HMF e do MMF deve-se a inclusdo desses compostos dentro

da cavidade do CBJ7], a qual produz um complexo fluorescente.
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Figura 9: Espectro de fluorescéncia do MMF e HMF

em diferentes concentracdes de CBJ[7]
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4.1 Isoterma de Inclus&o dos lons Flavilios, HMF e MMF, por

Espectroscopia de Fluorescéncia

Como ja foi demonstrado anteriormente, quando CB[7] € adicionado aos sais
de flavilios um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia € verificado
devido a uma possivel inclusdo dos pigmentos dentro da cavidade do macrociclo,
sendo que as cucurbiturilas apresentam uma rigidez molecular causando um
aumento na intensidade de florescéncia dos flavilios. Os espectros de

fluorescéncia do HMF com subsequentes adicdes de CB[7] é mostrado na figura

a sequir.
Adicdo de CB[7]
300 — 0 L 20 ub
. =———lpL =——25puL

@ —2uL 30 L
() =—=3puL =——40puL
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©
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n
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—
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Figura 10: Espectros de fluorescéncia do HMF (0,2 M) em solucdo aquosa

na presenca de varias concentracdes de CBJ[7] (0 - 79,5 xM), em pH 3,0.

De acordo com os espectros de fluorescéncia, pode-se notar que a
intensidade da emissdo do HMF aumenta inicialmente com o aumento da
concentracéo de CB[7]. Essa intensidade aumenta até uma certa concentragao

de CBJ7], 15,57 uM; acima dessa concentracdo, nota-se que a intensidade de
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fluorescéncia comeca a estabilizar e depois reduzir, indicando que ha uma
saturacdo de CBJ[7]. Logo, 15,57 uM de CBJ[7] € o valor limite de saturagao,
indicando a incorporagdo da molécula do HMF dentro da cavidade do CB[7].
Esse efeito da saturacdo pode ser melhor visualizado no grafico da intensidade

versus a concentracao de CB[7].
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Figura 11: Intensidade maxima de fluorescéncia do HMF em func¢éo da razédo
molar do CBJ[7].

Para obter a(s) constante(s) de incorporacéo do HMF dentro da cavidade
do CBJ[7] deve-se primeiramente saber a estequiometria de formacdo do
complexo. A constante de ligagcéo para a formacao do complexo HMF/CB[7] foi
determinada, de acordo com Singh e colaboradores (2004), a partir da analise
das mudancas de intensidade no maximo da banda de fluorescéncia com a
concentracdo de CB[7]. Entdo, no caso da estequiometria de formagcao do
complexo hospedeiro-hdspede 1:1, formado entre o HMF e o CBJ7] o equilibrio

pode ser escrito da seguinte forma:
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HMF + CBJ[7] HMF@CB[7]

A constante de equilibrio K11 para a reagdo acima pode ser expressa

como.

_ [HMF@CB|7]]eq
17 [HMFeq[CB[7]]eq

(1)

onde [HMF@CB[7]]eq € a concentragéo no equilibrio do complexo 1:1 para uma
dada concentracdo de CB[7]. Se [HMF]o e [CB[7]]o s&o as concentracgdes iniciais
de HMF e CBJ[7], respectivamente, e, [CB[7]]o >> [HMF@CB[7]]eq, @ equacao 1

torna:

[HMF@CB[7]]eq

((HMF]o- [HMF@CBI7]],)[CB 7], @

K, =

Em qualquer estagio a intensidade de fluorescéncia Ir observada é a soma
das intensidades de fluorescéncia do HMF e HMF@CBJ7], ambos livres. Essas
intensidades de fluorescéncia sdo proporcionais as suas respectivas

concentracdes presentes na solugdo. Com isso, temos:

_ [HMF]eq [HMF@CB[7]]eq
Iy = If T, T lamrecs) ™ e 3)

onde I é a intensidade de fluorescéncia na auséncia de CB[7] e Invracs[7 € a
intensidade de fluorescéncia quando todas as moléculas de HMF estdo
complexadas com CBJ[7] formando um complexo HMF/CBJ[7] 1:1. Uma vez que
[HMFleq € igual a ([HMF]o — [HMF@CB[7]leq), @ equacdo anterior pode ser

rearranjada da seguinte maneira:

[HMF@CB[7]leq _ If—IJ‘Z (4)
[HMF], InmrecB[7]~ If
A partir das equagdes 2 e 4 obtém-se a equacéo 5.
1 1 1 ( 1 ) (5)
Ig=I¢  IumrecB[71—If  Inmrecs(7)— I \K11[CB[7]]o

Com isso, supondo a formagdo do complexo de incluséo com

estequiometria 1:1 HMF@CB[7], foi plotado o grafico do duplo reciproco de
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(2/11° - 1) versus 1/[CBJ7]], como pode ser visto na Figura 12. De acordo com o
esse modelo, para obter uma estequiometria do complexo de inclusdo 1:1 o
grafico do duplo reciproco deveria produzir uma linha reta. Contudo, para esse
complexo de inclusdo esse modelo néo foi adequado, pois 0s pontos desviam

de uma linha reta.

0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10°
1/[CB7]

Figura 12: Método do duplo reciproco para a estequiometria 1:1

Regresséo ndo-linear dos minimos quadrados € uma alternativa, quando
nao é possivel descrever um fenbmeno através de um modelo de regressao
linear, ajustando-se os dados diretamente a equagao desejada. Logo, a equacao

5 foi rearranjada para:

. I}’+ InmrecB[71K11[CB[7]o
If - 1+ K11[CB[7]]o ©)

Usando a equacéo 6, os dados foram ajustados utilizando o programa Origin 9.1,

como pode ser visto na Figura 13.
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Figura 13: Intensidade de fluorescéncia versus [CB[7]] para HMF complexado
com CB[7]. A linha representa o ajuste de regressao nao linear aos dados
experimentais considerando a estequiometria 1:1, HMF@CBJ7], usando a

equacao 6.

A regressao nao- linear dos minimos quadrado mostra claramente que 0s
dados analisados apresentam um grande desvio nos pontos finais e ndo foram
bem ajustados para as concentracbes elevadas de CB[7]. Contudo, esse
resultado também mostra que a estequiometria da formag¢do do complexo de
inclusdo do HMF com CBJ7] nao é inteiramente 1:1.

Para a formacédo sucessiva do complexo 1:2 entre o HMF e CB[7] uma

segunda etapa do equilibrio pode ser levada em conta:

K12

HMF@CBJ[7] + CB[7] HMF@(CBI[7]),

Para essa estequiometria de complexacao, a seguinte equacao € obtida:

I =

12+ Inmrece[71K11[CBI71]o+ InmFe(cBl7)), K11 K12[CBI7113 @)
1+ K11[CB[7]]o+K11K12[CB[7]]3
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Usando a equacdo 7, para uma estequiometria 1:2, os dados

experimentais foram ajustados para obter o seguinte grafico:
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Figura 14: Intensidade de fluorescéncia versus [CB[7]] para HMF
complexado com CBJ[7]. A linha representa o ajuste de regressao néo linear
aos dados experimentais considerando a estequiometria 1:2, HMF@(CB[7])2,

usando a equacgéao 7

De acordo com o grafico acima, € notério que esse modelo apresenta um
melhor ajuste para a formacéo do complexo 1:2, com um valor de R? de 0,9996
para o ajuste ao modelo de complexacao 1:2. Diante disso, as constantes de
equilibrio K11 e K12 foram estimadas em (3,71 + 0,1) x106 e (8,96 + 3,67)x103 M-
1, respectivamente. O maior valor para a primeira constante de ligacéo, K11, em
comparacdo com a segunda constante de ligacdo, Ki2, sugere uma forte
interacdo ion-dipolo entre os portais da carbonila do CBJ[7] e a carga positiva
localizada no anel benzopirilio, na formacdo do complexo 1:1. Ja a o valor
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segunda constante de ligacdo, Ki2, sugere que a segunda interagdo do CB[7] é
principalmente de natureza hidrofébica (Choudhury et al., 2009)

Para o MMF foi realizado o mesmo tratamento descrito para o HMF para
saber que tipo de complexo é formado e encontrar as constantes. O MMF
também forma um complexo do tipo 1:2, ou seja, uma molécula hospedeira e
duas moléculas héspedes, com um R? de 0,99813 para o ajuste ao modelo de
complexacgédo 1:2. Os valores de K11 e K12 foram de (7,29 + 1,41) x10° Mt e (2,16
+ 1,19) x10° M, respectivamente. Todos os graficos para a determinacdo das
constantes do MMF encontram-se no apéndice.

A estequiometria de inclusao 1:2, HMF@(CB[7])2, também foi verificada
pelo método da variacdo continua, ou método Job, como pode ser observado na
figura abaixo, na qual o valor maximo da intensidade corresponde a fracdo molar
do HMF de 0,33, sendo esse valor caracteristico de estequiometria 1:2 (Renny,
2013;Wang, 2012; Zhang, 2012)
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Figura 15: Job plot para a inclusdo do HMF em CB[7], mostrando a
estequiometria 1:2. A concentragéao total de HMF e CBJ[7] foi de 100
UM
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A Figura 16 mostra a possivel estrutura de inclusdo do HMF dentro da
cavidade do CBJ7].

Figura 16: Modelo de inclusdo do HMF em
CBI7].

O modelo de inclusdo do HMF em CB[7] foi desenvolvido através do
programa Avogrado. De acordo com a de minimizacdo de energia é observado
que o anel pirilio fica localizado no portal das duas moléculas de CB[7],
mostrando a forte interacdo da carga positiva com as carbonilas dos portais do
macrociclo, refletindo uma forte interacédo ion-dipolo entre as espécies hdspede
(HMF) e hospedeira (CB[7]).
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Figura 17: Modelo de inclusdo do HMF dentro da cavidade do CB[7].
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4.2 Isoterma de Inclusdo de Antocianinas Naturais em CB[7] por

Espectroscopia de Fluorescéncia

A inclusdo das antocianinas naturais, cianidina-3-glicosideo e a cianidina-3,5-
di-glicosideo, e as antocianinas presentes no extrato do jameldo em CBJ[7]
também foram realizadas por espectroscopia de fluorescéncia. Todas as
andlises foram realizadas em pH 1,96 para garantir que a forma catiénica esteja
presente, pois as antocianinas naturais comecam a sofrer reagéo de hidratacao

em pH aproximadamente 3,0.

4.2.1. Isoterma de Inclusdo da cianidina-3-glicosideo
Assim como os ions flavilios estudados, a intensidade de fluorescéncia da
cianidina-3-glicosideo, Figura 18, também aumenta com o0 aumento da

concentracdo do CB[7]. Os espectros de fluorescéncia da cianidina-3-glicosideo

com adi¢cles sequenciais de CB[7] sdo mostrados na Figura 19.

OH

Figura 18: Cianidina-3-glicosideo
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Figura 19: Espectro de fluorescéncia da cianidina-3-glicosideo (4,12 xM) em
solucdo aquosa na presenca de varias concentracoes de CB[7] (0 — 216,35 uM),

em pH 1,96.

A estequiometria de formacdo do complexo, antocianina@CBJ[7], foi
realizada pelo mesmo tratamento mateméatico descrito anteriormente. Pelo
meétodo do duplo reciproco a estequiometria 1:1 ndo se ajusta adequadamente,
ou seja, a formacéo do complexo de inclusdo néo é inteiramente 1:1, como pode

ser visualizado no gréfico do duplo reciproco da Figura 20
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Figura 20: Método do duplo reciproco para a estequiometria 1:1 do complexo
cianidina-3-glicosideo@CBJ[7].

De acordo com método da regressdo nao-linear os seguintes resultados

para a estequiometria de inclusédo foram obtidos.
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Figura 21: Ajuste de regressao nédo-linear para a incluséo da cianidina-3-

glicosideo em CBJ[7]. A linha azul considera a estequiometria 1:1 e a linha

vermelha a estequiometria 1:2.

De acordo com o ajuste realizado pelo programa Oringin 9.1, pode-se
notar que a formacao do complexo com estequiometria 1:2 apresenta um melhor
ajuste. As constantes de incorporacéo obtidas foram de (2,02 + 0,49)x10° M e
(4,64 £ 7,33)x10% M? para K11 e K12, respectivamente. Pode-se perceber que a
primeira constante de incorporacao Ki1 apresenta um valor da mesma ordem de
magnitude dos ions flavilios. Porém, o valor da segunda constante de
incorporacao exibe um valor muito inferior em relagdo a magnitude da segunda
constante de incorporacao dos ions flavilios estudados. Esse valor inferior esta
relacionado com o impedimento estérico causado pela molécula de glicose no
C3 da cianidina-3-glicosideo, possivelmente essa molécula de acucar fica
exposta para fora da molécula hospedeira, sendo que a unidade glicosidica ndo
apresenta uma boa interagdo com o CBJ[7]. O elevado erro da segunda constante
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de incorporacao também é justificado pelo impedimento estérico provocado pela
molécula de aculcar; nesse erro também esta incluido o erro da primeira
constante de incorporac¢do. Uma possivel estrutura do complexo de inclusao é

mostrado nas Figuras 22 e 23.

OH OH

Figura 22: Modelo de inclusdo da

cianidina-3-glicosideo em CB[7]
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Figura 23: Modelo de incluséo da cianidina-3-glicosideo dentro da cavidade do CB[7],
baseado no programa Avogadro.
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4.2.2. Isoterma de Incluséo da cianidina-3,5-di-O-glicosideo

Quando o CB[7] foi adicionado a cianidina-3,5-di-O-glicosideo, Figura 24,
também ocorreu uma aumento da intensidade de fluorescéncia. Os espectros de
fluorescéncia da cianidina-3,5-di-O-glicosideo com as sucessivas adicbes de

CBJ7] sdo mostrados na Figura 25.

OH OH OH
Figura 24: Cianidina-3,5-di-O-glicosideo
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Figura 25: Espectro de fluorescéncia da cianidina-3,5-di-O-glicosideo (3,09 ¢M)
em solucdo aquosa na presenca de varias concentragdes de CB[7] (0 —363 uM),
em pH 1,96.

De acordo com a figura acima, pode-se também notar que ha uma
inclusédo da cianidina-3,5-di-O-glicosideo. De novo, de acordo com o método de
regressao linear, duplo reciproco, a curva obtida ndo segue uma estequiometria

puramente 1:1, como pode ser visualizada abaixo.
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Figura 26: Método do duplo reciproco para a estequiometria 1:1 do complexo
cianidina-3,5-di-O-glicosideo@CBJ7].

Pelo método da regressdo nao-linear o ajuste para estequiometria 1:2

apresentou uma adequacgao maior do que a estequiometria 1:1, Figura 27.
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Figura 27: Ajuste de regresséo nao-linear para a inclusdo da cianidina-3-glicosideo em
CB[7]. A linha azul considera a estequiometria 1:1 e a linha vermelha a estequiometria
1:2.

As constantes de incorporacdo obtidas foram (2,58 + 1,6) x10° M! e
(0,0083 +1,78) x 102 M1 para os complexos 1:1, K11, e 1:2, K12, respectivamente.
O valor extremamente baixo da segunda constante de incorporacdo esta
relacionada com o grande impedimento estérico provocado pelas moléculas de
glicose, especialmente a molécula ligada no anel A da antocianina, na qual ha
uma dificuldade da molécula de CBJ[7] de incorporar essa parte da antocianina.
Essa dificuldade de incorporacédo da segunda molécula de CBJ[7] reflete no valor
do Ki2. No entanto, que esse valor ndo é zero, indicando que hd uma segunda
molécula de CBJ[7] também pode participar do equilibrio de incluséo. A Figura 28

mostra a possivel estrutura do complexo de incluséo.
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OH OH OH
Figura 28: Modelo de inclusdo da cianidina-
3,5-di-O-glicosideo em CBJ[7].

O modelo do complexo de inclusdo obtido pelo Avogadro é mostrado a
seguir. Nesse modelo pode-se notar o elevado impedimento estérico provocada
pelas moléculas de acucares, o que justifica o baixo valor da segunda constante
de incorporacédo. A segunda molécula de CBJ7] inclui praticamente apenas o
grupo hidroxila do anel A e, possivelmente, ndo ha uma interacdo entre as
carbonilas da segunda molécula de CB[7] com o anel pirilio, 0 que caracteriza

um baixo valor da segunda constante.
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Figura 29: Modelo de incluséo da cianidina-3,5-di-O-glicosideo dentro da cavidade do CB[7].
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4.2.3. Isoterma de inclusdo de antocianinas presentes no extrato do
jambolao (Syzygium cumini)

O fruto do jamboldo (Syzygium cumini), um fruto tropical largamente
encontrado no Brasil, pertence a familia das Myrtacea e € originario da Asia
tropical. O fruto apresenta uma forma oval, lembrando uma azeitona, e, quando
maduro, apresenta uma coloracdo roxa. E um fruto rico em pigmentos
antocianicos, principalmente na sua casca. (Faria et al., 2011; Jampani et al.,
2014; Sari et al.; 2012). Esses pigmentos apresentam diversas propriedades
biolégicas como antioxidante, anti-inflamatorio, antitumoral, antidiabética,
anticardiovascular (Faria et al., 2011, Flores et al., 2015, Kruger et al., 2014,
Szymanowska et al., 2015). As antocianinas obtidas a partir de frutas, vegetais,
ervas, tém um grande potencial como nova fonte de corantes naturais utilizadas
em alimentos.

As principais antocianinas encontradas no fruto do jamboldo sdo 3,5-
diglicosideos da malvidina, petunidina, delfinidina, cianidina e peonidina (Faria
et al., 2011; Sharma et al., 2016).

Mv3,5

Figura 30: Estrutura das cinco principais antocianinas presentes no jambolao
(Sharma et al., 2016)
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Antes de realizar a inclusdo das antocianinas presentes no extrato do
jambolao foi realizado a identificagéo preliminar desses compostos.

A presenca de antocianinas em extratos vegetais pode ser identificada por
diversas técnicas a depender dos estudos que serdo realizados. Dentro dessas
técnicas, a espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-vis) é bastante utilizada
apenas para confirmar a presenca desses pigmentos, pois em meio acido as
antocianinas apresentam duas bandas distintas de absor¢cdo, uma menos
intensa na regido de 260 a 280 nm e outra mais pronunciada na regiao de 480 a
550 nm. Entretanto, nada se pode concluir a respeito da estrutura dessa classe
de compostos apenas analisando o espectro UV-vis (Margo et al., 2008). A
Figura 21 mostra o espectro de absorcdo do extrato purificado do jamboléo. De
acordo com essa figura ha uma banda de absor¢cdo maxima em 520 nm e outra
em 275 nm. Esse resultado, de acordo com Marco e colaboradores, confirma a

presenca de antocianinas no extrato purificado do jamboldo (Marco et al., 2008)

03|

Absorbancia

O’O L | L | L | L 1

300 400 500 600
Comprimento de Onda/nm

Figura 31: Espectro de absorcdo de antocianinas presentes no extrato do

jamboldo em pH 0,82
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Outra técnica utilizada para deteccdo de pigmentos antocianicos € a
cromatografia em camada delgada (CCD), na qual a presenca ou a auséncia de
antocianinas pode ser determinada com base na reacéo que envolve a mudanca
reversivel da coloracdo em funcéo do pH. O aparecimento de manchas coloridas
€ o primeiro indicio da possibilidade de existéncia de antocianinas (Marc¢o, 2008).
A placa cromatogréfica, Figura 22, obtido pela técnica de cromatografia em
camada delgada confirma a presenca de antocianinas no extrato purificado.

Figura 32: Cromatrograma do extrato purificado do jambolao

A presenca das antocianinas no extrato do jamboldo é evidenciada pelo
aparecimento de manchas rosas. A mancha rosa presente no cromatograma
indica que as antocianinas presentes no extrato sao similares, ou seja, esses
pigmentos possuem polaridades semelhantes, resultando em uma dificuldade de
separa-las por cromatografia em camada delgada. Assim como na
espectrofotometria UV-vis, ndo é possivel obter informagdes de quais
antocianinas estao presentes nesse extrato, pois o intuito foi apenas confirmar a
presenca das antocianinas.

As antocianinas apresentam uma alta sensibilidade ao pH, sendo este um
fator determinante da cor e da estabilidade quimica desses pigmentos, ou seja,
o pH provoca intensas alteracdes na coloragédo das antocianinas (Freitas, 2005).
A figura a seguir mostra essa variagdo da coloracdo do extrato do jamboldo em

funcdo do pH do meio.
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Figura 33: Coloracéo apresentada pelas antocianinas presentes

no extrato do jamboldo em diferentes valores de pH (variacao de
1,24 a 7,06)

Espectrofotometricamente, os resultados frente a variacdo do pH indicaram
um perfil espectroscopico variado, Figura 35, ja esperado para essa classe de
composto, em fungédo da sensibilidade ao meio. O perfil observado indica o
favorecimento de uma banda de absorcdo por volta de 515 nm, referente ao
cation flavilio, em meio acido. Essa absor¢do maxima perde intensidade a
medida que o pH do meio aumenta. Em pH superior a 5,0 uma nova banda de
absorcdo surge referente a base quinonoidal. O cétion flavilio e a base

quinonoidal sdo as Unicas espécies coloridas em meio aquoso.
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Figura 34: Espectro de absorcdo do extrato do jamboldo em diferentes pHs.

A avaliacao do efeito do pH comprova a existéncia de antocianinas presente
no extrato do jamboldo. O teor total de antocianinas presentes no extrato é de
3,91 g/L, obtido pelo método do pH diferencial. A isoterma de ligacéo utilizando
o CBJ[7] foi determinada a partir dos espectros de fluorescéncia do extrato do

jambolao com adi¢des subsequentes do CB[7], mostrados na figura abaixo.
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Figura 35: Espectro de fluorescéncia do extrato do jamboldao em solucdo aquosa na

presenca de varias concentracdes de CB[7] (0 —362,83 M), em pH 1,96.

A partir dos espectros de fluorescéncia, pode-se perceber que ha uma
inclusdo de antocianinas presentes no extrato pelo macrociclo. Como as
antocianinas majoritarias presentes no extrato sao derivadas da 3,5-di-
glicosideo, espera-se que o complexo de inclusdo seja aproximadamente
equivalente a inclusédo da cianidina-3,5-di-O-glicosideo dentro da cavidade do
CB[7].

O tratamento matematico pelo duplo reciproco ndo mostra uma
estequiometria puramente 1:1 (figura em anexo). Logo, pelo método da
regressao nao-linear pode-se notar que ha um favorecimento da estequiometria
1:2.
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Antocianinas presentes no jamboléo
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Figura 36: Ajuste de regresséo ndo-linear. A linha azul considera a

estequiometria 1:1 e a linha vermelha a estequiometria 1:2.

A constante de incorporacgao obtida considerando a estequiometria 1:1 foi de
(8,9 + 3,6)x10* M1 e (0,26 + 2,28)x10% M"! para a estequiometria 1:2.
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4.3 Cinética de Hidratacdo-Desidratacdo de Antocianinas Presentes no

Jambolao

A hidratacdo de antocianinas € um grande problema para a estabilidade
desses pigmentos. As antocianinas sofrem ataque nucleofilico da agua, fazendo

com que o anel C sofra uma abertura transforando nas cis e trans chalconas.

HO or
O )
-
/
OR
K”
OH
HO OH
HO OH OH oH O
OR HO \
Ki
-
/ O
I ZNoR
o)

Esquema 2: Reacdo de equilibrio de formacéo das chalconas.

A constante velocidade de hidratacédo foi obtida através do espectro de
absorcdo na qual a banda de absor¢cdo com maximo em 516 nm, referente ao
cation flavilio, foi monitorada em fungéo do tempo num pH de 4,62. A constante
de velocidade de hidratacéo obtida foi de (1,08 + 0,01) min, a partir da funcéo

monoexponencial pelo programa Oringin 9.1.
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Figura 37: Espectro de absorcdo em fungcéo do tempo das antocianinas do

jambolao, mostrando a cinética de hidratacdo em pH 4,62.

A adicao de CB[7] na cela contendo as antocianinas em meio aquoso pH
4,62 provoca um aumento na intensidade no maximo de absorcao, como pode

ser observado na figura abaixo.

66



Antocianina livre

—— Antocianina + 10 uM CBJ[7]
- Antocianina + 100 uM CBJ[7]
Antocianina + 500 uM CB[7]

04

Absorbancia

400 450 500 550 600
Comprimento de Onda/ nm

Figura 38: Espectros de absorcdo das antocianinas presente no jamboldo em

pH 4,62 obtidos imediatamente apos a adicdo de CBJ[7].

A hidratac&do das antocianinas ocorre com uma cinética rapida (kn ~ 1-2
mint), Figura 39 (A). As antocianinas presentes no jamboldo foram mantidas por
24 horas em meio aquoso, pH 4,62, para ter certeza que o equilibrio fosse
deslocado em direcdo de formacdo das chalconas. Apdés esse periodo foi
adicionado CB[7] nas concentracao de 10, 10 e 500 uM.

A Figura 39 (B) mostra o comportamento das antocianinas presentes no
jambolao com e sem a adicdo de CB[7]. Conforme a figura, pode-se notar que a
adicdo da maior concentracdo de CB[7], 500 uM, resulta num aumento da
intensidade de absor¢éo das antocianinas. H4 um deslocamento dos equilibrios
em diregcdo ao cation flavilio, que é a forma colorida das antocianinas. Essa
concentracdo elevada de CB[7] comprova o efeito de incorporacdo das
antocianinas dentro da cavidade do macrociclo, como foi demostrado nos
resultados anteriores. As antocianinas e os ions flavilios em concentracdes

elevadas formam complexo de inclusédo, majoritariamente, 1:2.
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Figura 39: Variacdo da absorbancia das antocianinas do jamboldo em
diferentes concentragfes de CB[7] em pH 4,62. Em (A) a absorbancia foi
monitorada imediatamente apods a adicdo do extrato e em (B) as
antocianinas permaneceram por 24 horas hidratando e depois a CBJ7] foi

adicionada, e os espectros foram registrados.
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Figura 40: Espectro de absorcdo das antocianinas do jamboléo em fase

aquosa, pH 4,6, na presenca de CB[7] 500 uM.
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Esquema 3: Representacao da reacéo de hidratagcéo e da incorporagao das
antocianinas do jamboldo em CBJ[7]

4.4Titulacdo UV-Vis do CB[7] com cobaltoceno — Determinacdo da

Porcentagem de Pureza

As amostras de CBJ[7] frequentemente podem conter certas impurezas como
agua, cloreto de hidrogénio, sais de ambnia e metais alcalinos, introduzidos
durante a sua producéo e purificacdo, prejudicando a sua pureza. Além disso, 0
CB[7] é relativamente higroscopico, podendo facilmente absorver umidade
atmosférica. A remocdo dessas impurezas € bastante dificil e essa remocao
acarreta um longo trabalho. Por outro lado, as impurezas sao relativamente
inertes nos estudos de ligacdo hoéspede-hospedeiro e a sua remocao ndo €
necessario. Porém, é de extrema importancia saber qual é a pureza real do
macrociclo estudado (Yi & Kaifer, 2011).

O cobaltoceno (Cob*) apresenta uma banda de absor¢édo em 261 nm e forma
um complexo de inclusdo estavel com o CBJ[7], com uma elevada constante de
incorporacgao (Yi & Kaifer, 2011).

Quando o CB[7] é adicionado a solucao do colbaltoceno a banda de absorcao
maxima decresce até uma certa quantidade de CBJ[7] e depois estabiliza, através

do qual é possivel determinar a pureza do macrociclo.
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Figura 41: Espectro de absorcao do cobaltoceno na presenca de varias

concentracfes de CBJ[7]:

A pureza da CB[7] pode ser determinada a partir das equagbes de

regressao linear da isoterma de ligacdo do colbaltocento em 261 nm.
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A pureza total do CB[7] € a razdo entre a concentracdo real e a

concentracdo do CB[7] preparada, considerado que essa concentracao tinha

100% da cucurbiturila. Com isso, a pureza total do CB[7] foi de 70%.
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5. CONCLUSOES

Nos ultimos anos as cucurbiturilas ganharam bastante atencdo em quimica
supramolecular devido a sua habilidade de formar complexos de incluséo
estaveis com diversos tipos de moléculas hdspedes como pigmentos organicos,
cations metélicos, entre outros.

A inclusédo do HMF e do MMF, sais de flavilio, na CB[7] mostrou uma
estequiometria de incorporacdo 1:2, uma molécula héspede e duas moléculas
hospedeiras, com elevadas constantes de incorporacao. A primeira constante de
incorporacdo que corresponde a formacdo de um complexo de inclusdo 1:1,
apresenta um maior valor em relagdo a segunda constante de incorporacéo, para
a formacdo do complexo de inclusdo 1:2. Devido a forte interacdo entre as
carbonilas da CBJ7] e a carga positiva do anel pirilio, o anel fica alocado no portal
da CBJ[7].

A inclusdo das antocianinas naturais também apresentou uma estequiometria
de incluséo 1:2. A cianidina-3-glicosideo apresenta uma segunda constante de
incorporacéo 10 vezes menor em comparacdo com o Kiz dos ions flavilio. Essa
diferenca possivelmente estd relacionada com o impedimento estérico
provocado pela unidade glicosidica da antocianina, que nao é incorporada pelas
moléculas do macrociclo. Ja com relacdo a cianidina-3,5-di-O-glicosideo e as
antocianinas presentes no extrato do jamboldo, essa segunda constante de
incorporacdo apresenta um valor bem inferior, que também é justificado pelo
impedimento estérico provocado pelas moléculas de agucares na posicao 3 e 5
dos anéis C e A da antocianina. Isso sugere que a primeira molécula de
cucurbit[7]uril incorpora o anel B das antocianinas naturais, como pode ser
visualizado nos modelos de inclusdo obtidos pelo programa Avogadro. Nas
figuras nota-se claramente a incluséo do anel B por uma molécula do CBJ[7], com
outra parte da antocianina apenas alocada no portal (“boca”) do macrociclo.

A hidratac&o das antocianinas e dos sais de flavilios sintéticos desimpedidos,
na posicao 4 resulta na abertura do anel do flavilio, deslocando o equilibrio em
direcéo de formacéo das chalconas. O processo de hidratagéo ocorre atraves de
uma cinética muita rapida, o que caracteriza a dificuldade de trabalhar com esses
compostos em meio aquoso. A adicdo de CB[7] as antocianinas em meio

aquoso, pH 4,62, reduz a hidratacdo desses pigmentos, mas mesmo assim
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esses compostos sdo hidratados. Quando as antocianinas séo equilibradas por
24 horas a pH 4,62 e a CBJ[7] é adicionada, o processo de hidratacao é revertido,
deslocando o equilibrio em direcdo ao cétion flavilio. Essa adicdo de CBJ[7] faz
com que as antocianinas desidratadas incorporam dentro da cavidade do
macrociclo, provocando uma maior estabilidade desses compostos.

Portanto, a utilizacdo de cucurbiturilas para a estabilizacdo da cor das
antocianinas e analogos pode ser de extrema importancia para diversas
aplicacdes industriais.Com extensdo do presente trabalho, seria interessante
examinar a incorporacdo de antocianinas naturais e ions flavilios em
cucurbiturilas de tamanho diferentes, como CB[6], CB[8] e CB[10].
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7. APENDICES
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Figura 42: Espectro de fluorescéncia do MMF (0,2 pM) em solucéo aquosa na

presenca de varias concentracdes de CB[7] (0-32,24 uM), em pH 3,0.
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Figura 43: Método do duplo reciproco para a complexacao 1:1, MMF@CBJ7]
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Figura 44: Intensidade de fluorescéncia versus a [CB[7]] do MMF complexado
com CBJ[7]. A linha representa o ajuste de regresséo nao linear aos dados
experimentais considerando a estequiometria 1:1, MMF@CB[7], usando a

equacao 6
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Figura 45: Intensidade de fluorescéncia versus a [CB[7]] do MMF complexado

com CBJ7]. A linha representa o ajuste de regressao néo linear aos dados

experimentais considerando a estequiometria 1:2, MMF@(CB[7])2, usando a
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Figura 46: Espectros de fluorescéncia do MMF para o método da variacao

equacéao 7

100 uM MMF; 0 M CBJ[7]

88,9 uM MMF; 11,1 uM CB[7]
77,8 uM MMF; 22,2 uM CB[7]
66,7 uM MMF; 33,3 uM CB[7]
55,6 uM MMF; 44,4 uM CB[7]
44,4 uM MMF; 55,6 uM CB[7]
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22,2 yM MMF; 77,8 uM CB[7]
11,1 M MMF; 88,9 uM CB[7]
0 M MMF; 100 uM CB[7]
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continua: MMF-CB[7]
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Figura 47: Job plot para a inclusdo do MMF em CB[7], mostrando a

estequiometria 1:2.
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Figura 48: Espectros de fluorescéncia do HMF para o método da variacao
continua: HMF-CBJ7]



pK'a=2,72+0,35

1,20 + *

L —1.32
1,05 F  : —1.81
L2 —2.33
090 | & —2.64

0,75

0,60

Absorbancia

0,45
0,30

0,15

0,00

T T T T T T
300 400 500 600
Comprimento de Onda/nm

Figura 49: Especiacdo da cianidina-3-glicosideo com o seu respectivo pKh.
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Figura 50: Determinagéo da absortividade molar da cianidina-3,5-di-O-

glicosideo.
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Figura 51: Espectros de absor¢éo das antocianinas do jamboldo em pH 0,82 e

pH 4,62 para a quantificacéo pelo método do pH diferencial.
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Figura 52: Espectros de absorgéo das antocianinas do jambolao em meio

400 450 500 550 600
Comprimento de onda/nm

aquoso, pH 4,62, na presenca de 10 uM CB[7]. Os espectros foram registrados

imediatamente apds o preparo da amostra.
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Figura 53: Espectros de absor¢éo das antocianinas do jamboldo em meio

aquoso, pH 4,62, na presenca de 100 uM CBJ7]. Os espectros foram

registrados imediatamente apds o preparo da amostra.
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Figura 54: Espectros de absorcdo das antocianinas do jamboldo em meio

aquoso, pH 4,62, na presenca de 500 uM CBJ7]. Os espectros foram
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Figura 55: Espectros de absor¢éo das antocianinas do jamboldo em meio
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aquoso, pH 4,62. Os espectros foram registrados apos 24 horas de hidratacao.
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Figura 56: Espectros de absor¢cédo das antocianinas do jamboldao em meio

aguoso, pH 4,62, na presenca de CB[7] 10 uM. Os espectros foram registrados

apos 24 horas de hidratacao.
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Figura 57: Espectros de absor¢éo das antocianinas do jamboldo em meio
aguoso, pH 4,62, na presenca de CBJ[7] 100 uM. Os espectros foram

registrados apés 24 horas de hidratagéo.
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Figura 58: Espectros de absor¢cédo das antocianinas do jamboldao em meio
aguoso, pH 4,62, na presenca de CB[7] 500 uM. Os espectros foram

registrados apos 24 horas de hidratacao.
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