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Abreviaturas

A Base quinonoidal

Abs Absorvancia

ADN Acido desoxirribonucleico

ATP Adenosina trifosfato

B Hemicetal

Car Carotenoides

Chl Clorofilas

(O Chalcona Cis

Cirans Chalcona Trans

E; Energia do estado tripleto

HA" Catido flavilio

HOMO Orbital molecular ocupada de mais alta energia

I, Intensidade de luz incidente

K Graus Kelvin

K, Constante de equilibrio da reacgio de desprotonagao

K, Constante de equilibrio da reac¢ao de acidez (hidratagao)
K, Constante de equilibrio da reacgao de isomerizacio

K, Constante de equilibrio da reacgao de tautomerizagao

k, Constante de velocidade de desprotonagao

k, Constante de velocidade de hidratacao do catiao flavilio
k, Constante de velocidade de desidratacio do hemicetal
k, Constante de velocidade de isomerizacao da chalcona #rans
k, Constante de velocidade de isomerizacao da chalcona s
k.. Constante de velocidade da conversio interna

k. Constante de velocidade do cruzamento intersistemas
k. Constante de velocidade do processo nao radiativo

Ko ps Constante de velocidade observada

k, Constante de velocidade de protonagio

k, Constante de velocidade de fosforescéncia

=
=

MO Orbital molecular vazio de mais baixa energia

M Espécie atémica ou molecular

M* Espécie excitada

N,.. Numero de fotdes absorvidos

N.. Numero de fotdes emitidos

NADPH Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato oxidase
PAR Radiacao fotossintética activa

PSA Aparelho fotossintético

PS1 Fotossistema [

PS1II Fotossistema 11

Phe Compostos fenolicos

ROS Espécies reactivas com o oxigénio

S, Estado singuleto fundamental

S, Primeiro estado singuleto excitado

S, Segundo estado singuleto excitado

S, Transi¢ao de um estado singuleto n para um estado vibracional v
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UV-A
UVv-B
uv-C
UV-Vis
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Ay A A

Primeiro estado tripleto excitado

Segundo estado tripleto excitado

Regiao de ultravioleta A

Regido de ultravioleta B

Regido de ultravioleta C

Ultravioleta-Visivel

Numero de particulas excitadas num dado instante

Transicao entre orbitais moleculares niao-ligante e sigma antiligante
Transicao entre orbitais moleculares niao-ligante e pi anti-ligante

Coeficiente de absortividade molar

Orbital pi

Transicao entre orbitais moleculares pi e pi anti-ligante
Orbital sigma

Transicao entre orbitais moleculares sigma e sigma anti-ligante
Tempo de vida de uma espécie

Tempo de vida do estado S;; Tempo de vida de fluorescéncia
Rendimento quantico de fluorescéncia

Intensidade de fluorescéncia, expressa em unidades arbitrarias
Comprimento de onda

Comprimento de onda da transicao 0-0

Comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia
Comprimento de onda de excitagao

Comprimento de onda de absor¢do electronica maxima

Constantes de velocidade



Resumo

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides e estio amplamente distribuidas na
natureza estando relacionadas com importantes actividades biolégicas. Constituem uma frac¢ao nao
energética da dieta do ser humano e estao relacionadas com importantes actividades biologicas. O
estudo de corantes naturais, tais como as antocianinas, ¢ uma ampla e activa area de investigagao,
devido as particulares caracteristicas destas moléculas. A absor¢ao da luz por estes compostos,
responsaveis pelas cores vermelha, azul e roxa da maioria das frutas, flores e folhas, ¢ produto da
combinac¢ao de varios factores tais como: o nimero de substituintes, a presenca ou nao de outras
moléculas capazes de estabilizar a cor (“co-pigmentos”), o pH local do meio e a natureza do
microambiente em que a antocianina se encontra.

Neste trabalho, procedeu-se ao estudo aprofundado da fotoquimica e fotofisica da forma
hemicetal B de trés antocianinas naturais: Pelargonina, Cianina e Malvina.

O catido flavilio (AH"), estrutura bésica das antocianinas, em solugio aquosa, sofre um
ataque nucleofilico por parte da agua, a pH moderadamente acido (pH= 4.5 - reac¢ao de hidratagao)
dando origem ao hemicetal B (que absorve na regido do ultravioleta), que ira sofrer uma
tautomerizacao seguida de uma isomerizagao originando as chalconas s (C.) e #trans (C,,,)-
Paralelamente ao processo de hidratacio podera ocorrer um processo de transferéncia de protao
para o solvente, originando a base quinoidal A, termodinamicamente menos estavel. A irradiagao de

B (um cromeno) induz a abertura do anel levando a C, e C_,... Os decaimentos de fluorescéncia de

trans®
B sao multi-exponencial revelando que a abertura do anel ocorre em aproximadamente 14-16
picosegundos, onde se verificou haver reversibilidade do sistema - presenca de componentes mais
longas nos factores pré-exponenciais. Os espectros de absorcao transiente confirmam o
desaparecimento desta espécie na zona do UV, originando outras fotoquimicamente estaveis, nao se
verificando formacao de estados tripletos ou espécies reactivas.

Porque B ¢ a principal forma das antocianinas a pH dos vactolos das células das plantas, os

resultados indicam que a tautomerizacao do estado excitado de B pode ser um mecanismo

importante para proteger as plantas contra a radiacao UV.






Abstract

Anthocyanins are components of the group of flavonoids and they are widely distributed in
nature. The study of natural pigments, such as anthocyanins, is a large active area of research due the
particular features of these molecules. The absorption of light by these compounds, responsible for
the colors red, blue and purple of most fruits, flowers and leaves, is the product of combinations of
various factors, such as the number of substituents, the presence or absence of other molecules able

to stabilize the color (“co-pigments"), the local pH of the medium and the nature of the

microenvironment of anthocyanin.

In this work, we preceded the study of the photochemistry and photophysics of the
hemiketal B from of three natural anthocyanins: Pelargonin, Cyanin and Malvin.

The flavylium cation (AH"), the basic structure of anthocyanins, in aqueous solution
undergoes nucleophilic attack by water, at moderately acid pH (pH= 4.5 - hydration reaction) to give
the hemiketal form B (which absorbs in the UV region) which will suffer a tautomerization followed

by an isomerization resulting the s (C,) and #rans (C chalcones. Parallel to the hydration

trans)
process, can occur a proton transfer process to the solvent, yielding the quinonoidal base A,
thermodynamically less stable. The irradiation of B (a chromene) promotes the ring opening, leading
the C_, and C

opening occurs at approximately 14-16 picoseconds and there is reversibility - presence of the

wans fOorms. The fluorescence decay of B is multi-exponential and showing the ring
longer components in the pre-exponential constants. The transiente absorption spectra confirm the
disappearance of this species in the UV region, resulting other stable photochemical products and
there were no triplet state formation or reactive species.

Because B is the primary form at pH in the cells vacuoles plants of anthocyanins, the results
indicate that tautomerization of the excited state of B, may be an important mechanism for

protecting plants against UV radiation.
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Capitulo 1

Introdugao

1.1 Historico

O termo antocianina, derivado das palavras gregas anthos (flor) e gyanos (azul), foi introduzido
em 1835 por Ludwig Clamor Marquart, em seu livro Dze Farben der Bliithen, para designar substancias
azuis extraidas de algumas flores [1,2]. Actualmente, o termo ¢é usado para indicar genericamente
toda esta familia de pigmentos naturais, independentemente da coloragao que possam apresentar. O
estudo sistematico de antocianinas comecou na metade do século XIX. A cianina, uma das
antocianinas mais abundantes, foi isolada em 1854, mas a sua férmula molecular s6 foi estabelecida
em 1913 [3-5].

Os trabalhos genéticos de Mendel sobre a ligacio entre hereditariedade e coloragio de
ervilhas despertaram o interesse na busca de relagdes entre a estrutura quimica de antocianinas e a
evolugao das espécies vegetais. As flores de pétalas azuis atraem especialmente as abelhas,
favorecendo a polinizagio. Em regides de clima temperado, onde a polinizagdo ¢ um factor
dominante, as espécies vegetais aparentemente evoluiram na direccio do azul. Gottlieb (1982)
mostrou que as flores de coloracdo azul, cuja pigmentacao ¢ resultado da presenca de derivados da
delfinidina, estdo restritas as familias mais evoluidas de angiospermas [6], enquanto que as plantas
mais primitivas possuem floracio vermelha/rosa, baseada na cianidina [7]. Em geral, nio se
encontra antocianinas em plantas menos evoluidas como hepaticas, algas, entre outras.

Existe uma evidéncia crescente de que as antocianinas, particularmente quando elas estao
localizadas na superficie superior da folha ou nas células da epiderme, tém um papel importante na
sobrevivéncia fisiologica de plantas. Tem sido descrito que esta acumulagao foliar das antocianinas
na folhagem das plantas mais jovens, vai sofrendo uma expansao chegando ao outono, em espécies
de folha caduca, em resposta a deficiéncia de nutrientes, mudancas de temperatura ou exposi¢ao
excessiva a radiacao ultravioleta (UV), assim como em associacdo na defesa contra herbivoros ou
infecgdes fungicas patogénicas. As funcbes das antocianinas, neste contexto, tém sido
hipoteticamente sugeridas como um soluto compativel contribuindo para o ajuste osmético dentro
das células, fortes reguladores contra stresses ambientais tais como a seca ou baixas temperaturas,

poderosos antioxidantes, e excelentes protectores contra o excesso de UV e luz visivel [8-11].



1.2 Os Polifenois

Os compostos estudados ao longo deste trabalho, as antocianinas, pertencem a extensa
familia dos polifendis. Os polifendis sio substancias caracterizadas por possuirem um ou mais
grupos hidroxilos (-OH), ligados a um ou varios anéis aromaticos (Figura 1). Esta denominac¢io
agrupa todas as moléculas fenodlicas, como por exemplo os derivados do acido cinamico ou do acido
galico, assim como a familia dos flavondides.

Os polifendis tém uma multiplicidade de fungées no mundo vegetal, estando presentes em
muitos vegetais e frutos comestiveis tais como por exemplo: uvas, magcas, cerejas, tomates, ervas

aromaticas, frutos secos entre muitos outros. [12].

OH
a) b) . c)
OH o OH o OH
HO! HO
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Figura 1. Estrutura quimica do fenol (a) e de alguns polifendis presentes em alimentos e plantas —

Quercetina (b); galangina (c); Miricetina (d).

1.3 Os Flavonoides

Os flavondides sao estruturas polifendlicas de baixo peso molecular encontradas
naturalmente nas plantas [13]. Sdo os responsaveis pelo aspecto colorido das folhas e flores,
podendo estar presentes noutras partes das plantas. Segundo Beecher (2003) ja foram identificados
mais de 8000 componentes da familia dos flavonodides [14]. Este grande nimero de compostos surge
da ampla variagao de combinagoes de grupos metilo (-CH;) e hidroxilo (-OH) como substituintes na

estrutura quimica bésica dos flavonoéides [15].



Devido a esta grande diversidade, muitos investigadores e grande parte da industria alimentar
tém vindo a demonstrar, nos ultimos dez anos, bastante interesse no estudo de tais estruturas e
respectivas fungdes e aplicagoes. Os flavondides tém uma estrutura quimica que consiste em 15
atomos de carbono distribuidos em 3 anéis aromaticos (A e B e C da figura 2), que podem ser

divididos em classes baseadas na sua estrutura molecular (compostos fendlicos) [16-18].

Figura 2. Estrutura basica dos flavonéides [10].
Conforme o estado de oxidagao da cadeia heterociclica do pirano, obtém-se diferentes
classes de flavondides: antocianinas, flavanas, flavanonas, flavonas, flavondis e isoflavonas ou

isoflavonoéides [15]. Os quatro maiores grupos de flavondides conjuntamente com as suas fontes

alimentares sio mostrados na Tabela 1. A estrutura molecular de cada grupo pode ser vista na

Tabela 1.
_~__OH OH
HO. o~ O bl HO 0 ©/
NP * Ny F~0n _

OH OH O

Flavanas (Catequina) Flavanonas (INaringenina)

Flavonas {Apigenina) Flavonois (Quercetina) Isoflavonoides (Genisteina)

Figura 3. Estrutura molecular das diferentes classes dos flavonoéides [17, 177.



Tabela 1. Grupos de flavonoéides, seus componentes individuais e fontes alimentares [18].

Grupos Componentes Fonte alimentar
Ry . . ~
l' Apigenina Cascas de magas
R.I-“\-\. '_.':'-‘-H"‘-\.\_ .-":‘ . . .
R ~F I’ Chrisina Cerejas
£ |
R ,f'an% N Kaempferol Bréculos
A i .
I ,]: [ Luteolina Peles de frutas
P
Ry™ 2 .. . ..
\” Miricetina Mirtilhos
s [n]
Rutina Uvas
Flavonas o
Sibelina Alfaces
Quercetina Azeitonas
Ry’ /pJ—“ R, . .
R “I-:-’ ““T’ Fisetina
]
R J,L% e NN Hesperetina Citrinos
I g I ' I Narigina Peles de frutas de citrinos
~ "‘..,,-'fd"-; S . .
* ‘l’ T[ : Naringenina
R = Taxifolina
Flavanonas
Ry
Ryt ',L R .
R S “‘HJ:’ Catequina
l B . . . .
N N P Epicatequina Vinho tinto
- g
ﬂ i 1 ¢ ] Epigalocatequina galate Cha
) - n_\]_',:_':-"' H“"\-\.—ﬂ - Hh‘-(
Fs
Catequinas
=8
,,;.—:LH -~ Cianidina Uvas
+ [ . |I Delfinidina Framboesas
I rj-\‘"‘ .-"';}:cl‘u P ‘Q‘:‘:“ -~ -Hh\l
- s - , .
I| A l 0 l ¥ Malvidina Uvas vermelhas
ok .1
“‘\r’ T o Pelargonidina Morangos
o Peonidina Cha
Antocianinas Petunidina Peles de frutas com pigmentos escuros

Os polifendis sao efectivos dadores de hidrogénio e essa capacidade antioxidante é
dependente do numero e da posicao dos grupos hidroxilos (-OH) e da sua conjugacio [19]. As

antocianinas também possuem uma estrutura quimica adequada para a ac¢dao antioxidante, sendo
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capaz de doar electroes ou atomos de hidrogénio para radicais livres [20]. Uma optima actividade
antioxidante esta relacionada com a presenga de grupos hidroxilos na posi¢ao 3 e 4 do anel B, os
quais conferem uma elevada estabilidade ao radical formado (Tabela 1). Os grupos hidroxilos livres
na posi¢cao 3 do anel C e 5 do anel A, junto com o grupo carbonilo na posi¢ao 4 sio dadores de
electroes. Além disso, a presenca de agucares na molécula reduz a actividade oxidante [19].

Nos dltimos anos, devido a varias razées, houve um crescente interesse na investigagao das fungoes
dos flavondides nas plantas. Primeiro, os avangos na biologia molecular, juntamente com um melhor
conhecimento da via para a biossintese de flavonoéide, levaram-se a produgdao de mutantes de plantas
que sdo deficientes ou superabundantes em um ou mais pigmentos de flavonoéides.

Em segundo lugar, as melhorias nas técnicas analiticas (por exemplo, cromatografia liquida
de alta performance, espectrometria de massa, e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear)
para os compostos de flavonoides tém estimulado a pesquisa de novos compostos Uteis para a
manipulagio da cor na flor. Estes, por sua vez, levaram a descoberta de fungoes até agora
desconhecidas dos flavonoéides na reprodugao das plantas.

Em terceiro lugar, preocupagdes com o buraco do ozono e consequente aumento da
exposicdo da bio-vegetacdo, aos raios ultravioleta (UV), levaram a investigacio de potenciais
protectores solares e como consequéncia ao conhecimento de que alguns flavonéides desempenham
um importante papel na protecgao das plantas contra prejudiciais raios UV-B.

Em quarto lugar, tem havido um crescente interesse em flavonoides, particularmente as
antocianinas, como potenciais suplementos nutricionais para os seres humanos. Isso contribuiu para
a descoberta do seu poder antioxidantes 7 planta. As propriedades das antocianinas para absorver a
luz verde, por exemplo, proporcionam capacidades tnicas, tais como a protec¢ao dos cloroplastos
contra os efeitos prejudiciais da forte irradiacdo solar. Flavonoéis e Flavonas (Figura 3), por outro
lado, nao afectam directamente a fotossintese, mas eles podem actuar como sinais quimicos ou guias
de UV para atrair ou dissuadir insectos, e sdo filtros UV altamente eficazes [21].

Com base nestes aspectos, a compreensio destes mecanismos conjuntos na fotoprotec¢ao

das plantas tera grande impacto no estudo das antocianinas neste trabalho.

1.4 As Antocianinas

O termo antocianina ¢ de origem grega (anthos, uma flor, e kyanos, azul escuro). Apods a
clorofila, as antocianinas sio o mais importante grupo de pigmentos de origem vegetal [22].
Compodem o maior grupo de pigmentos soluveis em agua do reino vegetal e sio encontradas em
maior quantidade nas angiospermas (figura 4 e 5). Diferentemente das clorofilas (Chl) e dos

carotenoides (Car), a absorcdo electrénica das antocianinas esta distribuida por toda a regidao UV e
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visivel do espectro electronico (200 nm — 700 nm). Além de serem responsaveis pelas fantasticas
cores, vermelha, azul e roxa da maioria das frutas e flores de uma enorme diversidade de plantas [23-
25], as mais de 450 antocianinas ja isoladas e caracterizadas também estio presentes em folhas,

raizes, bolbos, tubérculos, sementes, caules, cereais e legumes.

Figura 4. Cores tipicas das antocianinas em frutos.

As moléculas das antocianinas sao encontradas nas plantas no interior dos vactolos de
células epidérmicas (ver secgao 1.6 Figura 11), tanto na forma de cristais como dissolvidas, dando

origem a ides com carga positiva, o catido flavilio, que pode desprotonar e formar uma estrutura

electricamente neutra, denominada base quinonoidal A, ou hemicetal em solu¢ao aquosa.

e \ \\ : 1/
Figura 5. Cores tipicas das antocianinas em caules, flores, folhas, raizes, bolbos, tubérculos e

legumes.



A estrutura central das antocianinas, também chamada de aglicona, tem como croméforo
basico o 2-fenilbenzopirilio, também conhecido como catido flavilio, representada na Figura 6. O
cromoéforo é formado por 15 atomos de carbono e 1 de oxigénio como heteroatomo, todos em
hibridiza¢ao sp2 [26].

As antocianinas sio classificadas de acordo com o nimero de moléculas de hidratos de

carbono (ou glicosideos) ligadas ao cromoéforo em monoglicosiladas, diglicosiladas e triglicosiladas.

Antocianina  Substitui¢do

Pelargonina  R;;R.=H; R;=Glicosil

Cianina R;=0H; R;S=H; R,=Glicosil

Malvina R;;R=0OCH;; R;=Glicosil
OGiicosil Oenina R);R,=0OCH;; R;=H

Peonina R;;Ry=H; R;=Glicosil

Delfinina R;;R=0H; R;=Glicosil

Figura 6. Cromodforo basico das antocianinas e exemplos de antocianinas monoglicosideas e
diglicosideas [267].

Em geral, esta glicosilagao esta situada na posi¢ao C3 ou entao simultaneamente em C3 e C5 (Figura
0), mas sio conhecidos casos de antocianinas com unidades de hidratos de carbono nas posi¢oes C7,

C3, C4 e C5 [27].

Quando as antocianinas em meio acido sdo sujeitas a um aumento de temperatura, ocorre a
hidrélise das unidades de hidratos de carbono ligados ao cromoéforo. Esta aglicona livre dos
segmentos glicosideos é conhecida como antocianidina e também é encontrada eventualmente em
alguns tecidos vegetais. Na Tabela 2 estao descritas as 6 antocianidinas mais comuns desta classe de
pigmentos, entre as mais de 25 conhecidas.

A infinidade de cores observadas nas antocianinas e antocianidinas ¢é produto de
combinagdes de varios factores, como o nimero de substituintes, a presenca ou niao de outras
moléculas capazes de estabilizar a cor (“co-pigmentos”), a associagao com outros flavonoides, a
complexag¢ao, a autoassociagao, o pH local do meio e a natureza do microambiente em que a

antocianina se encontra [24,25,28-33].



Tabela 2. Estrutura das seis antocianidinas maioritarias encontradas na natureza. Todas estas

antocianidinas possuem grupos OH nas posicoes C3, C5, C7 e C4’.

Antocianidina C3’ C5’ Cores
Delfinidina OH OH Azul e roxo
Cianidina OH H Vermelho e carmim

Pelargonidina H H Laranja e salmao
Peonidina OCHjs H Roxo
Petunidina OCHjs OH Vermelho
Malvidina OCHjs OCHjs Vermelho

As antocianinas e antocianidinas estao sujeitas a transformagoes quimicas em meio aquoso
no estado fundamental, envolvendo uma série de equilibrios reversiveis e dependentes do pH do
meio, representadas no Esquema 1. Todas estas transformagées provocam profundas mudangas na
coloragdo das antocianinas. A desprotonacio do catido flavilio (HA") resulta na formacio da base
quinoidal (A) que, dependendo do nimero de grupos OH presentes na molécula, pode estar em
equilibrio de tautomerizagao com as demais formas. O catido flavilio e a base quinoidal sdao as unicas
espécies que absorvem na regidao visivel, sendo que o catido absorve sempre em comprimentos de
onda menores que a base.

Em meios moderadamente acidos é observada a hidratacio do catido flavilio. A carga
positiva do catidao esta deslocalizada por todo o anel pirilio (anéis A e C), mas as posi¢des C2 e C4
sao as que apresentam a maior densidade de carga positiva, tornando-as susceptiveis a um ataque
nucleofilico pela molécula de agua [34]. Entretanto, o aducto cineticamente formado pela adi¢ao
nucleofilica em C4 ¢é convertido via catido flavilio no produto de hidratagao na posi¢ao C2, dando
origem a dois hemicetais enantioméricos (B2 e B4) [35]. Os hemicetais formados absorvem em
torno dos 260 nm, resultado da diminui¢ao no tamanho do sistema 7T conjugado com o ataque da
agua ao carbono C2. Através da abertura do anel pirflio os hemicetais estio em equilibrio
tautomérico com a espécie chalcona, que existe em solu¢io como isémeros cis e frans. A trans-
chalcona absorve entre 320 nm e 360 nm, enquanto que o maximo de absor¢ao da forma cis situa-se
ao redor de 300 nm, pois sua conformagao nao é planar [35]. A diferenciagao de ambos os isbmeros
através de absorcido electronica ¢é dificultada pela sobreposicao espectral das espécies.
Adicionalmente, em meios basicos ocorte a ioniza¢io do hemicetal, dos dois isémeros da chalcona e
de bases quinoidais que eventualmente tenham varios grupos OH. No estado excitado, sao
observados processos de transferéncia de protdao ultra-rapida no estado singleto do catiao flavilio
[36], fotocromismo #rans-chalcona/cis-chalcona [37-47] e degradacio fotoquimica do catiio. Em

geral, as antocianinas naturais nao fluorescem ou sao muito pouco fluorescentes, possuindo
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rendimentos quanticos de fluorescéncia, ¢y, na ordem dos 4 x 10~ (ver tabela 4, sec¢io 2.3.1) [47,48].
Cada um dos processos quimicos e fotoquimicos descritos acima ocorre em faixas de tempo
distintas. As transferéncias de protdo nos estados excitado e fundamental sio os processos mais
rapidos observados para as antocianinas, demorando alguns picossegundos no primeiro caso e
microsegundos no estado fundamental. A hidratagio do catidlo pode demorar de alguns
milissegundos a minutos e a isomerizagao das chalconas dura de minutos a horas. Esta amplitude na
escala temporal das reac¢Oes torna necessario o uso de diversas técnicas para se estudar as
transformagoes quimicas das antocianinas. A transferéncia de protio, por exemplo, no estado
excitado, ¢ examinada por fluorescéncia resolvida no tempo gerada com pulso de laser de
picossegundos e a transferéncia de protdes no estado fundamental é acompanhada por fotélise de
laser com pulso de nanossegundos [49-52]. As reacgdes de hidratacio do catido flavilio e
tautomerizagao do hemicetal sdo estudadas por salto de pH, salto de temperatura e por fotolise de
relampago convencional [53]. Os processos mais lentos como a formacao da chalcona #ans podem
ser seguidos pela variag¢ao dos espectros de absorcio electronica e por ressonancia magnética nuclear

em funcdo do tempo [54].
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Esquema 1. Transformag¢oes quimicas das antocianinas em solu¢ao aquosa numa escala temporal
em segundos, representadas para a cianidina-3,5-di-O-glucosideo (Cianina).
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O catiao flavilio das antocianinas, entretanto, s6 é termodinamicamente estavel em solucoes

fortemente 4cidas, com pH <2. Em solu¢des com menor concentracio de H", a coloragio tende a
desaparecer em fung¢ao do tempo, com a conversio do catido em hemicetal e posterior formagao das
chalconas.
Macroscopicamente, quando o pH de uma solu¢ao acida de antocianina ¢ deslocado rapidamente
para proximo da neutralidade, a cor da solugao passa de vermelha para violeta/azul, pois ocotre a
desprotonagao do catido e formagdao da base quinoidal como produto cinético. Apos atingir o
equilibrio termodinamico, as solu¢des de antocianinas siao incolores ou apresentam um amarelo
palido muito ténue. A faixa de pH encontrada nos vacuolos celulares das plantas nio é favoravel
termodinamicamente a presenca do catiao flavilio, o que levou a natureza a empregar varias técnicas
para estabilizar as espécies responsaveis pela coloracao das antocianinas. Em pétalas de rosas e no
tecido epidérmico de uvas, por exemplo, o pH vacuolar situa-se entre 3,70 — 4,15 e¢ 2,6 — 3,2
respectivamente [55]. Um dos casos mais ilustrativos é o da horténsia (Hydrangea macrophylla), cujo
pigmento encontrado tanto nas flores azuis como nas rosas ¢ a delfinidina 3-glicosideo. Nas plantas
de floragio azul, o maximo de absor¢ao situa-se em 589 nm e o pH dos vactolos celulares é 4,1. Ja
nas horténsias de pétalas rosas, a absor¢ao maxima é em 537 nm e o pH vacuolar é 3,3.

Os factores que explicam a existéncia do catiao flavilio em pHs tio elevados e a diferenga de
cores para a mesma antocianina devem-se a actuagiao de outros polifendis como co-pigmentos e a
concentracio de ides de Al;" nos vactolos. A co-pigmentacio de antocianinas é conhecida desde
1916 e é um dos factores mais importantes na variedade e estabilidade de cores no reino vegetal. O
fenémeno ¢ o resultado da associacdo do catido flavilio e da base quinoidal com outros metabolitos
presentes no meio celular, denominados co-pigmentos. Os co-pigmentos sao geralmente polifenois
e flavondides que nao absorvem na regiao visivel, mas ao interagirem com a antocianina provocam
um desvio da absor¢do para comprimentos de onda maiores (efeito batocrémico) e uma diminuigao
do coeficiente de extingao molar (intensidade da cor) da antocianina (efeito hipsocrémico), resultado
das interacgbes T-T entre os orbitais moleculares do co-pigmento e das espécies coradas das
antocianinas [56]. A presenca do co-pigmento diminui consideravelmente a constante de hidratagao
K, do catido flavilio, protegendo os sitios mais propensos ao ataque nucleofilico pela agua e
tornando possivel a existéncia da espécie em meios proximos da neutralidade. Os principais factores
que influenciam a co-pigmentagao sao a temperatura, o solvente, a concentracao salina, o pH e as
concentragoes do co-pigmento e da antocianina. A controvérsia sobre qual é a for¢a motriz por tras
da estabilizacio dos complexos antocianina/co-pigmento é proporcional a grande quantidade de
artigos publicados sobre o assunto, mas as principais candidatas sio o efeito hidrofébico da
antocianina e do co-pigmento, as ligagdes de hidrogénio entre o co-pigmento e a antocianina e a

transferéncia de carga do co-pigmento para o catido flavilio [57,58].
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Recentemente, foi observado que a excitagio electronica dos complexos induz a
transferéncia de electrées do co-pigmento para o catido flavilio, resultando numa total supressio da
fluorescéncia do complexo [59]. Adicionalmente, propriedades redox de antocianinas e co-
pigmentos determinadas experimentalmente (potenciais de ionizagdo e afinidades electronicas) e
calculos computacionais para alguns complexos mostraram que o primeiro estado excitado tem um
caracter de transferéncia de carga (transi¢io pouco intensa e muito deslocada para o vermelho),
resultando da transi¢iao da orbital ocupada de maior energia (HOMO) do co-pigmento para a orbital
vazia de menor energia (LUMO) do catido flavilio [60]. Estes factos indicam que a transferéncia de
cargas exerce um papel central no fenémeno de co-pigmentagao entre antocianinas e polifendis.

Em solucdes de antocianinas com concentracdes maiores que 1 x 10° mol.L.", a absorcio
electronica apresenta um desvio em relagdo a lei de Beer-Lambert, e as moléculas tendem a
agregarem-se através de empilhamento vertical, resultado das interac¢oes hidrofébicas entre os anéis
aromaticos. Este fendmeno, conhecido como auto-associagao, é observado para os catides flavilios e
bases quinoidais, pois a estrutura planar de ambas as espécies favorece este tipo de interacgao, e
provoca uma intensificagdo da absor¢ao, além de diminuir a hidratagdo da forma catiénica. Foi
observado também que em concentragoes elevadas de oenina ocorre a associagao do catido flavilio
com a espécie chalcona #rans. Além da co-pigmentagao intermolecular e da auto-associagao, alguns
catides flavilios de antocianinas cujas unidades de hidratos de carbono sio aciladas apresentam uma
excepcional resisténcia a hidrolise em pH neutro, mesmo em solugoes diluidas e na auséncia de
outras moléculas que possam actuar como co-pigmentos. Uma das explicagdes possiveis para este
efeito de estabilizagao ¢ a interacgdo dos grupos acilantes com o cromoéforo central, formando uma
estrutura empacotada do tipo sanduiche, onde o anel pirilio, fica cercado pelos substituintes e
protegido da hidratacio. A remogao dos grupos acilantes ligados aos hidratos de carbono torna a
antocianina susceptivel a hidrolise [61,62].

Os flavonodides e outros polifenéis formam complexos com todas as antocianinas. Um outro
tipo de complexacdo observado, apenas nas antocianinas que possuem grupos OH simultaneamente
nas posicoes C3’ e C4’, é a formacao de quelatos com ides metalicos como potassio, magnésio, ferro
e aluminio. Estas metalocianinas apresentam um desvio batocrémico no espectro de absorgao e, em
alguns casos, formam complexos com polifendis e flavondides ou estio coordenados com varios
i6es metalicos. Uma das possiveis aplicagdes de quelatos de cianidina-3-glicosideo (cianina) e
delfinidina com TiO, é na construgdo de células foto-electroquimicas, que convertem a luz solar em
corrente eléctrica.

No Esquema 2 estio reunidos os diferentes processos de associagdo que a natureza

encontrou para promover a diversificacao e estabilizacdo de cores das antocianinas [61].
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Esquema 2 Mecanismos de estabilizagao de antocianinas [61].

1.5 Radiagao ultravioleta

As diferentes gamas de comprimento de onda da radiacdo ultravioleta, divididas em
ultravioleta A (UV-A), B (UV-B) e C (UV-C) apresentam diferentes actividades sobre os organismos
vivos, sendo que algumas destas actividades sao benéficas e outras, ndo. A fim de evitar os
maleficios causados por estas radiagoes, existem produtos denominados fotoprotectores. Uma vez
que os flavondides sio considerados um factor importante na protec¢ao contra a radiagdo
ultravioleta, alguns estudos concentram-se na avaliagaio da actividade fotoprotectora que algumas
plantas, compostas por flavonodides, possam apresentatr.

As radiagdes ultravioletas (UV), extremamente energéticas, sio divididas em radiacOes
ultravioleta A (UV-A) longas, ultravioleta B (UV-B) medianas, e ultravioleta C (UV-C) curtas. A
radiagio UV-A, menos energética, estende-se de 320 a 400 nm e ocorre durante todo o dia,
provocando danos mais leves, caracteriza-se por nao produzir irritacao, por apresentar fraca ac¢ao
bactericida e por ser pigmentogénica. e por ser responsavel pelo bronzeamento imediato e de curta
duragao da pele. Ja a radiacaio UV-B, de 290 a 320 nm, e predominante entre as 10 e as 14 horas
diarias, causa danos agudos (queimaduras), promove o bronzeamento tardio e de longa duragao e é
responsavel pela transformacao do ergosterol em vitamina D. No entanto, a radiagio UV-C (mais
energética), que se estende de 100 a 290 nm, ¢ absorvida pela atmosfera, através da camada de
ozono [63].

Os extractos de plantas que contém flavonodides (como, por exemplo, Achillea millefolium,
Hamamelis virginiana, Matricaria chamomilla, Mentha piperita e Salvia offi cinalis), além do
prépolis, sao capazes de absorver a luz ultravioleta, sendo que o espectro de absor¢ao ultravioleta de

um flavonoéide mostra, em geral, dois picos maximos de absor¢ao, um entre 240-280 nm e outro a
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300 e 550 nm, o que mostra a possibilidade de uso destes extractos como filtros solares em
preparagoes fotoprotectoras.

De acordo com a literatura, o teor de flavonoides produzidos por uma planta é considerado
como um factor importante de protecgao para as plantas contra a radiacdo ultravioleta. Por exemplo,
o anel B de orto-dihidroxiflavonas, como a luteolina, em relacao ao anel B de mono-hidroxiflavonas,
como a apigenina, pode ser mais eficaz em anular os efeitos potencialmente nocivos de radicais
livres produzidos no tecido pela radiagao ultravioleta. Esses mesmos autores mostram que o0s

flavonoides também actuam dissipando a energia UV absorvida de uma maneira inofensiva [64].

1.6 Mecanismo de Fotoprotec¢do nas plantas contra a radiagio
visivel e ultravioleta.

A existéncia de plantas como organismos fotoautotréficos é caracterizada pela dependéncia
da absorcio e utilizagdo de energia de radiagdo solar em reacgoes fotossintéticas. Os principais
pigmentos localizados nas membranas dos tilacéides dos cloroplastos, capturam eficientemente a luz
e transferem a sua energia para outros componentes do aparelho fotossintético (PSA) promovendo
a sintese de ATP e NADPH, a fixacdo de CO,, etc. [65,66]. Por outro lado, a fotossintese apenas
pode ser optimizada dentro de um estreito intervalo de irradiagao solar. Por conseguinte, a energia
luminosa absorvida pelo PSA nio pode ser utilizada completamente no decurso das reacgoes
fotoquimicas, mesmo em fluxos de luz relativamente baixos, devido ao desequilibrio entre a
quantidade de energia da luz absorvida e a capacidade da planta para a sua utilizagdo, assim como
aos elevados fluxos de radiagdo solar, temperaturas extremas, seca, deficiéncias nutricionais minerais,
entre outras. Em plantas jovens, o equilibrio do PSA ¢é muitas vezes prejudicado, tornando-o menos
eficiente na utilizacio da luz absorvida e, portanto, propicio a foto-danos [67-69]. Como
consequeéncia, estas situagoes sio acompanhadas por um aumento da produgdo de espécies reactivas
com o oxigénio (ROS), causando danos foto-oxidativos as plantas e, eventualmente, a sua morte
[70].

Além disso, a célula da planta contém, para além de clorofilas (Chl), um grande nimero de
fotossensibilizadores endogenos, tais como porfirinas, proteinas presentes nas mitocondrias, Fe-S,
Flavinas e Pterinas facilitando, apds a absor¢ao de luz, a formagao de ROS [71].

Para além da irradiacdo excessiva na zona de radiacao fotossintética activa (PAR), fotodanos
nas plantas podem ser induzidos por cerca de 7-9% da energia total da radiacdo solar que atinge a
superficie terrestre. Ondas UV curtas (UV-C, comprimentos de onda inferiores a 280 nm) sao
absorvidas quase completamente pela camada de ozono da atmosfera, contudo as mais longas, UV-
B (280-315 nm) e UV-A (315-400 nm), constituem cerca de 5 e 90% do total de radiagao solar no

UV, respectivamente. As radiagoes UV-B de alta energia, sao capazes de danificar as células vegetais
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directamente, a0 passo que os efeitos das de menor energia UV-A sio geralmente controladas por
ROS [72,73].

A essencial necessidade das plantas na protec¢io contra a radiagao solar levou ao
desenvolvimento de certos sistemas adaptativos incluindo os mecanismos de regulacio e
fotoprotec¢ao (Fig. 8) [66,74,75]. Uma vez que os primeiros organismos foto-autotréficos na Terra
foram expostos a fluxos mais elevados de radiagio UV, em comparagio com as espécies
contemporaneas, os sistemas de reparagao enzimaticos dos danos induzidos por UV em acidos
nucleicos e importantes proteinas do PSA, foi descoberto como o primeiro mecanismo
fotoprotector na evolucdo das plantas. Além disso, os sistemas de ROS-desintoxica¢do, tanto
enzimaticos como nio enzimaticos, estao presentes e sio fundamentais para a prevenc¢ao de danos

oxidativos as plantas [76].

Solar radiation

i

Physical nchii

it

Cytoplasmic lipid

Reflection PAR uv
Cuticle
bound phenaolics -
(phenolic acids) 5
-
[
—| Epidermis ﬁ
vacuolar phenaclics g
iflavanols E
Thermal dissipation anthocyanin) 2
Vielaxanthin cycle - Mesophyll cell i
- vacuoles E
ROS-gliminating vacuolar phenolics w
systems :; (flavonols, anthocyanins) |:E
& [T
o
of the excited ": globules E
chloraphyills and 'O, E (carotenes, =
i xanthophylls and =
their fatty acid =
estars) |:
Reparation o
of nucleic acids, re- Plastoglobuli

synthesis if pids and
proteins

(carolenoids)

Figura 8. Os mais importantes mecanismos de foto-dano e fotoprotecgao em plantas [66].

Sob condi¢bes ambientais desfavoraveis e em situagdes em que a regulagdao da fotossintese é
prejudicada, grandes fluxos de radiagao solar induzem a producdo directa ou indirecta de ROS

provocando danos nas plantas. Certos mecanismos sao os responsaveis pela diminui¢ao dos niveis
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de ROS na célula e lidam com as consequéncias dos foto-danos causados pela excessiva radiagdo. Os
pigmentos protectores atenuam a radiagao incidente, removendo assim, a uma extensiao
consideravel, a causa do foto-dano (raios UV nocivos e quantidades excessivamentes absorvidas no
visivel).

Obviamente, outros mecanismos responsaveis pela manutencao da eficiente fotossintese na
ampla gama de comprimentos de onda de radiagao e fluxos surgiram em fases posteriores. Estes
mecanismos incluem transferéncia de energia entre os fotossistemas (PS) I e II, ajustamento da
estequiometria dos componentes antenais e dissipagao térmica (processo nao radiativo) da energia
do estado excitado da Chl [917]. Assim, um papel importante na fotoproteccdo pertence a supressao
do estado (tripleto) excitado da Chl ou a producio de oxigénio singleto ('O,) realizadas
principalmente pelos carotenoides (Car) [66,74].

Os mecanismos fotoprotectores anteriormente mencionados tém certos aspectos em
comum. Em primeiro lugar, todos eles lidam com as consequéncias dos efeitos nocivos da radiagao
UV e PAR: reparagio de macromoléculas danificadas, elimina¢io de ROS e produtos reactivos
formados na célula (Fig. 8) [70]. Em segundo lugar, a operagao eficiente destes mecanismos requer
niveis suficientemente elevados de compostos ricos em energia e equivalentes redutores, que sao
necessarios para a reparagao do ADN, re-sintese da membrana lipidica e proteica, bem como para a
regeneracao dos importantes antioxidantes de baixo peso molecular, os flavondides, incluindo a
glutationa reduzida e o ascorbato.

Recentemente, diferentes mecanismos fotoprotectores, com base na atenuagao da radiacao
nociva UV e do excessivo PAR, tém sido descritos na literatura [76,77]. Estes mecanismos sao
baseados na capacidade que as plantas possuem para responder a forte irradiacao através de sintese e
acumulacdo de compostos, no interior dos diferentes compartimentos celulares e estruturas de

tecidos, seleccionando a absor¢ao no UV ou a parte visivel do espectro (Fig. 9).

16



N

Irradiance, Wim

200 300 400 S00 600 700
T [ ¥ T T 1] 1.5
UV-B - UV-A - Visihle range i IR
l S~ ] ' '
1 ' [}
| ; 6 :
121 | ; § 5 12
- ' '
- 1 ' L)
1 ' '
1 ' L]
1.0 JER ~' 4 -~ %
' 2 [ 3 ]
I 1 4 “ J \ 1
1 1 i 409
. r N "‘ N -
08| / v 3 \ ' -
' s
‘ 1 . ' =
’ ] \ ' S
! ! 1 § —
06l ‘ ' ’ A - 4063
! b 7 7 N \ ] =
\ ’ \ - <
[ A} ]
A | ’ 1 \ '
Y i " 7 \ N
1 f 1 1
1 v 7 \ \ '
' (4 \ 1 ' 403
1 \ '
L A
0.2 L~ - X \ s
g -~ - \ H
| d \ A '
' '
6 A I} 2 e e e 1
0 L L0 i 1 ok ]
200 300 400 500 600 700

Wavelength, nm

Figura 9. Espectro de absor¢ao (em solu¢ao) dos principais fendis e carotendides presentes
nas plantas [73].

(1) Acidos fendlicos, (2) flavondis, (3) antocianinas; (4) carotendides; (5) hemi-carotendides
(thodoxanthin). A absor¢ao maxima da maioria dos compostos fenolicos esta localizada na
regiao do UV-B e UV-A (1, 2); as antocianinas possuem um comprimento de onda maximo
na regido do verde quando se encontram sob a forma de catido flavilio (3), deslocando a sua
banda de absor¢ao para comprimentos de onda mais baixos sob a forma de hemicetal ou
chalconas (1). O maximo de energia do espectro solar encontra-se proximo da banda de
absor¢ao das antocianinas (6). Os carotendides fotoprotectores (4, 5) absorvem na regiao do
azul-verde. Ambos os espectros foram normalizados no seu maximo de absorgao.
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Figura 10. Principais classes dos pigmentos fotoprotectores e respectivas estruturas moleculares

(adaptado de [80]).

Em plantas superiores, estes compostos estdo concentrados nas estruturas superficiais, tais
como cuticula ou epiderme e distribuidos dentro das células e tecidos (Fig. 10). Juntamente com os
carotenoides, a fungao fotoprotectora em plantas é complementada por um grande numero de
compostos fendlicos (Phe) e determinados alcaldides (principalmente betalainas). Classes diferentes,
mas complementares, de pigmentos fotoprotectores diferem na estrutura quimica, propriedades
espectrais e localizagdo, por exemplo os Phe e os Car ou os Phe e as betalainas, presentes
simultaneamente em muitas espécies de plantas. De acordo com o conhecimento actual, pigmentos
fotoprotectores possuem uma foto-estabilidade elevada. Portanto, o "filtro fotoprotector”, uma vez
formado, podera ser mantido com um gasto minimo de valiosos metabolitos e energia [78,79],

proporcionando uma protec¢ao a longo prazo contra o foto-envelhecimento.
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Figura 11. Representacdo esquematica da anatomia das folhas na primavera (a, b) e outono
(c, d) de algumas plantas contendo antocianinas. Os cloroplastos e as antocianinas contidos
nos vactiolos estio representados a verde e vermelho, respectivamente. E de notar que nas
folhas jovens, as antocianinas encontram-se acumuladas na células epidérmicas dos vacuolos,
enquanto que nas folhas de outono estes pigmentos estao localizados predominantemente na
parte mesofilica [80].

Figura 12. Microfotografia dos tecidos da maga (Malus x domestica Borkh) adaptados a uma
situagao de fraca (a, c) e alta (b, d) exposi¢ao solar. A microscopia de “Bright-field” (x400),
mostra a presenga de antocianinas vermelhas no vactolo das células dos tecidos expostos a
radiagao solar (b) e auséncia destas nas células que ndo foram expostas (a). A microscopia de
fluorescéncia (c, d; x200; Aexcitacdo: 365 nm, Aemissio: 450-600 nm) demonstrou um
aumento de flavonois nos vactolos das células iluminadas (parte amarela brilhante) (d)
contrariamente as nao iluminadas (c) [80].
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A eficiéncia desse mecanismo é menos afectada por stresses ambientais (tais como
temperaturas extremas), que dificultam a capacidade dos sistemas enzimaticos em fornecer um nivel
adequado de proteccdo. Ao mesmo tempo, a formagao inicial de compostos fotoprotectores exige
uma consideravel quantidade de foto-assimiladores e energia, levando a indugdao da sintese e
acumulacdo dos pigmentos em quantidades suficientes para realizar a sua fungdo fotoprotectora,
relativamente lenta. Devido a essas circunstancias, os mecanismos basicos de seleccio sao baseados
principalmente sob a acgao prolongada de um determinado factor de stress, sendo estes pigmentos
de grande importancia para adaptagao das plantas a longo prazo [81,82].

Algumas classes de pigmentos fotoprotetores foram encontradas em quase todas as espécies
de plantas conhecidas. Em muitos casos, a sua capacidade para fornecer protecgiao contra o foto-
envelhecimento das células foi provado e documentado. Um conjunto consideravel de evidéncias foi
obtido sobre o funcionamento e as propriedades espectrais 7z vivo de um grande nimero de
compostos foto-protectores. Entre eles, as substancias protectoras de UV foram investigados de
forma mais exaustiva [83]. Os pigmentos fotoprotectores continuam ainda a ser pouco estudados.
Apesar do aumento consideravel no numero de publicagées em antocianinas, durante os tltimos 15
anos, ainda existe muito para descobrir sobre as potencialidades e aplicacGes destas pequenas

moléculas no mundo dos humanos.

1.7 Antocianinas como fotoprotectores naturais

Como ja referido anteriormente, as antocianinas desempenham um papel muito importante na
fisiologia das plantas, como fotoprotectores solares, que as protegem de danos induzidos por
excesso de radiacdo solar, nomeadamente no ultra violeta. [84]

A exposicao prolongada das plantas para fluxos elevados de radiagdao solar, bem como a outros
factores ambientais perturba o equilibrio entre a energia da luz absorvida e a capacidade da sua
utilizacao fotoquimica resultando em foto-inibi¢ao e/ou, eventualmente, em severos danos para as
plantas. Sob tais circunstancias, a limitacao da absorc¢ao de luz pelo aparelho fotossintético de forma
eficaz, aumenta os mecanismos gerais fotoprotectores das células das plantas, tais como a reparagao
de macromoléculas, a eliminacio de espécies reactivas com o oxigénio molecular, e dissipacao
térmica da excessiva energia luminosa absorvida. Sob condicoes de stresse, as plantas acumulam, em
compartimentos celulares diferentes e estruturas de tecidos, pigmentos capazes de atenuar partes da

radiacao UV e visivel do espectro. Até a data, quatro principais grupos de pigmentos fotoprotetores
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sao conhecidos: aminoacidos, compostos fendlicos (incluindo 4acidos fendlicos, flavondis e
antocianinas), alcaldides (betalainas) e carotendides. A acumula¢ao de compostos por absor¢ao UV
(tais como aminoacidos e compostos fendlicos na parte inferior e superior das plantas,
respectivamente) é um mecanismo ubiquo de adaptagdao e proteccio contra os danos causado por
elevados fluxos de radiagiao solar desenvolvidos por organismos fotoautotréficos, nas fases iniciais
de sua evolugao. Carotendides, betalainas, e antocianinas desempenharam um papel importante no
longo processo de adaptagao as condigdes de iluminagdo e na proteccio das plantas contra as

radiacoes nocivas [85].

1.8 O hemicetal

Ao longo destas décadas, uma grande investigacao foi surgindo no dominio da quimica dos
flavonoides e seus derivados tais como as antocianinas. Contudo, a maior parte deste estudo foi
centrado no catido flavilio, espécie representativa das antocianinas a pH 4cido. Em virtude do pH do
meio intracelular se encontrar entre valores compreendidos entre 4.5 e 5, surgiu a necessidade de
entendermos quais ou qual o verdadeiro papel da (s) espécies (s) dominante (s) nessa gama de pH e
qual a sua fun¢iao no papel fotoprotector nas plantas.

No inicio da questao, Leonard Jurd, seguiu a ideia geralmente aceite que o catido flavilio
daria imediatamente origem a base quinoidal A colorida, em condi¢des moderadamente acidas, que
seria entdo posteriormente hidratado para dar origem ao hemicetal B e chalcona C . Além disso,
observou uma grande formacao de hemicetal quando o catido flavilio era substituido na posicao 3
por um grupo metoxilo ou hidroxilo, e quando estes nao existiam, nao mostravam nenhuma
tendéncia para formar o hemicetal. Jurd estudou o composto 4’,7-dihidroxi-3’-metoxiflavilio e
concluiu que as solugdes depois de equilibradas (passado 2 horas), numa gama de pH entre 0.63 —
4.36, eram compostas pelo catido flavilio e chalcona (¢s) com um pKz aparente de 3.17 (esquema 3)

[86].

OCH,
OH
HO. | e D;
e =
AHT

Esquema 3 Sequéncia reaccional proposta por Jurd [87].
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Em complemento, ele obteve também a chalcona ionizada a pH = 12 e o catido flavilio
regenerado pela re-acidificagdio da solu¢do voltando a um pH = 1. Jurd também estudou o
composto 4,8 —dimetoxiflavilio (sem a base quinoidal) e concluiu que a conversao entre o catido
flavilio e a chalcona daria lugar a um intermediario incolor, presumivelmente o hemicetal. Esta
interpretacdo trouxe um grande avango nos estudos da quimica do flavilio apesar da base quinoidal
nao dar directamente o hemicetal. Nao ficou claro a partir do seu trabalho, se ele considerava o
isdbmero frans chalcona como parte integrante no equilibrio, num meio moderadamente acido. Mais
tarde, Jurd juntamente com outros colaboradores viriam a efectuar estudos em sais de flavilio
derivados do 7-hidroxiflavilio, comprovando a existéncia destas chalconas (#7ns), bem como o facto
de que a luz afectava esse equilibrio. O autor concluiu assim que as 2-hidroxichalconas formadas no
equilibrio estariam na sua forma -#7ans e que a fotoisomerizagao seria 0 passo fotoquimico primario

(esquema 4).

WO K, K
22 +H N Iih +H IQ(

Base Quinoidal (A)  Catido flavilio (HA™) Hemicetal (B) Chalcona s (Ceis) Chalcona #rans (Cueans)

Esquema 4. Mecanismo de reac¢ao de formagao do hemicetal em solugao aquosa [86].

Actualmente, ap6s um longo petiodo de investigacio, a existéncia destas espécies/formas,
em solucao aquosa, foi bastante comprovada. Contudo, restam ainda algumas questoes pendentes
relativamente a forma hemicetal B, nomeadamente no processo de desactivagio do seu estado
excitado, ap6s itradiacao de luz na zona do UV /visivel; quais as espécies formadas a partir desse
estado excitado; quais os produtos resultantes desta reac¢ao fotoquimica, e em que sentido se ira
deslocar o equilibrio perante factores exdgenos tais como fortes irradiagdes solares. A produgao de
radicais livres assim como estados tripletos a partir desta molécula terdo de ser investigados para
assegurarmos que o seu papel na fotoproteccao, nio tenha uma fungao prejudicial para o aparelho
fotossintético nas plantas e contribuindo deste modo para a sua protec¢ao. A busca de respostas a

estas questoes, serdo a chave deste trabalho experimental (ver esquema 8).
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Capitulo 2

Resultados e Discussao

2.1 Espectroscopia de absorg¢io electronica e fluorescéncia

A espectroscopia de absor¢io e fluorescéncia pode ser utilizada para quantificar as
propriedades das diferentes amostras tais como concentragdo e propriedades fotofisicas de
pigmentos naturais. A absor¢ao de radiagdo ultravioleta ou visivel por uma espécie atomica ou
molecular M pode ser descrito de acordo com a equagio 1:

M+ hv—>M @
O produto da interacgdo entre M e um fotdo sv ¢ uma espécie electronicamente excitada, M .

De seguida apresenta-se o esquema 5 da absorc¢ao de fotdes pelas moléculas de pigmentos tais como
as antocianinas e subsequente emissao de fluorescéncia dos fotdes:

Estado excitado Estado excitado

A —o— e

fotdo fotao

Energia

V lf— —_— ——V

Estado Fundamental Estado Fundamental

Esquema 5. Sistema simplificado da absor¢ao de um fotao incidente e emissao de

fluorescéncia de um fluoréforo [88].

» Absor¢do: quando um fotio incidente atinge uma molécula de pigmento no seu estado
fundamental, esta pode ser promovida a um estado excitado. O fotdo ¢ absorvido durante este
processo, assim como a sua energia ¢ utilizada para excitar a molécula. Este processo sé ocorre
se a energia do fotao for igual 4 diferenca entre o estado excitado e fundamental:

E,., = AE )

fotao
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A lei Beer-Lambert descreve o processo de absor¢ao (A) nas moléculas, também designado por

densidade 6ptica (D.O.) que pode ser traduzida através da seguinte expressao:
A=e@). lc 3)

onde A ¢é a absor¢io, ¢ a concentracio da amostra, /o comprimento do petcurso 6ptico e € (A) o
coeficiente de absortividade molar. A absortividade molar pode também ser utilizada para identificar
diferentes compostos ou espécie de um determinado equilibrio em solu¢io de uma amostra. E

normalmente utilizado um espectrometro de absor¢ao como ilustrado na figura seguinte:

Referéncia :
S
N
, H— 1) 3
'._.-. __—i'__ - %0
l."h-.._____‘___ : III'. ‘—I‘
®— 1
Monocromador | <
Lampada () .
Amostra Detectores A (nm)

Figura 12. Espectrémetro de absorc¢ao [88].

A absor¢dao de radiagdo electromagnética na regido UV-Vis envolve os electrdes de valéncia das
moléculas. As transi¢es electronicas sao denominadas de acordo com a orbital de origem e de

destino do electrao (Figura 13), oo*, no*, nr*, n*, etc.
g ) 5 5 ) )

=1 e t 1

mt ——— LUMO 1 1

n(p) Homo —H 3 i "

T L | + +

- T3 4 % e

o ¥ 3 x> 35 T
Estado . . .
Eundamental: S T e o ke o WX

Figura 13. - Niveis de energia das orbitais moleculares do formaldeido e transi¢oes possiveis [89].
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Uma vez que as energias de excitagiao associadas a electroes formando a maior parte das ligacoes o
sao altas, a absor¢ao de radiagdo por estes electrOes esta restrita a chamada regido ultravioleta de

vacuo (A <185 nm), onde componentes da atmosfera também absorvem energia.

A absorcao de radiagdo visivel e ultravioleta de maior comprimento de onda esta associada a um
numero limitado de grupos funcionais (¢romdforos) que contém electrdes de valéncia com energias de
excitacdo relativamente baixas. Estes sao normalmente: (1) aqueles que participam directamente na
formacio de ligacoes m conjugadas, portanto associados a sequéncias de carbonos sp, e/ou electrdes
nao-ligantes (n) que estao normalmente localizados em atomos, como oxigénio, halogéneos, enxofre
e azoto.

As absortividades molares para as transicoes n,n* sio geralmente pequenas (10 a 100 L mol! cm) enquanto
os valores para transi¢oes 7,7, por outro lado, normalmente tém absortividades molares entre 1.000 e 50.000

L mol! cm! [88].

» Fluorescéncia: se uma molécula excitada voltar ao seu estado fundamental, a sua energia AE
tera de ser depositada algures. Uma das possibilidades ¢ a emissao de um fotao (fluorescéncia)
transportando essa energia, ou entdo, essa energia pode ser convertida em calor (conversio
interna) e¢/ou utilizada para dar origem a outra espécie intermedidria que poderd ser ou nio

fluorescente.

A fluorescéncia resulta de trés principais processos que ocorrem na camada de electroes de valéncia:

1. Excitagdo: um fotao de energia hv_, ¢ fornecido através de uma fonte externa tal como
uma lampada incandescente ou um laser e ¢ absorvido pela molécula. A energia ¢
utilizada para “empurar” um electrdo do estado fundamental S, para o estado excitado S,.
A absorcio ocorre em cerca de 1 fs = 107" s.

2. Relaxagdo nao radiativa: o electrdio permanece no estado excitado um determinado
tempo (cerca de 1 — 10 ns). Durante esse tempo o fluoréforo é submetido a alteragoes
conformacionais e estd também sujeito a multiplas interac¢bes com o meio molecular em
que se encontra (solvente), deixando a molécula no estado vibracional de menor energia
do 1° estado excitado S,.

3. Emissio de fluorescéncia: finalmente com uma determinada probabilidade um fotao
de energia hv, ¢ emitido, voltando a molécula para o seu estado fundamental S;. Devido
a dissipa¢ao de energia durante o tempo de vida do estado excitado (relaxacio nio

radiativa), a energia deste fotdo é mais baixa e, por conseguinte, de maior comprimento
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de onda do que o fotiao absorvido hv_. A diferenca de energia esta relacionada com o
desvio de Stokes, que ¢ a diferenca de comprimento de onda entre o maximo de emissio

e o maximo de absor¢io:

A\ Stokes = Amax. Emissao —Amax. Absor¢io 4

Para moléculas com varios anéis aromaticos em solu¢do aquosa, tais como as antocianinas, as
transicoes electronicas representadas por hv, e hvy, sido substituidas por espectros de energia
chamados espectro de excitagdio de fluorescéncia e espectro de emissio de fluorescéncia,
respectivamente (figura 14). A largura das bandas destes espectros tem particular importancia para
aplicacbes em que dois ou mais fluoréforo sio detectados simultaneamente, como no caso das
diferentes espécies (hemicetal e chalconas) encontradas no equilibrio termodinamico das

antocianinas estudas neste trabalho.

'y Espectro de emissdo
. e M
D Espectro de excitagdo -g
=
<« <8
Q
@ 2
g EX 2 EM 2 g
- - g
= =
° =!
v 0
o
= EX 3 Q
18’) - - - - LIy
< (/)]
R 2
< &
© S

Comprimento de onda (nm)

Figura 14. — Espectros de excitagao e emissao de um fluoréforo. Os espectros de emissio foram
obtidos para trés diferentes comprimentos de onda de excitagao (EX1, EX2, EX3) [88].

Sob raras excepgdes, o espectro de excitagao de uma espécie fluorescente numa solu¢ao diluida é
idéntica ao espectro de absorcdo. A intensidade da emissdo é proporcional ao espectro de excitagao
de fluorescéncia no comprimento de onda de excitagao (figura 14).

Os espectros de fluorescéncia podem ser medidos no espectrometro de fluorescéncia (figura
15) que consiste numa fonte de luz de excitagio para o comprimento de onda de excitagdo
pretendido (parecido com o do espectrometro de absorc¢ao, figura 15) e um detector de canais

(fotdes), também com um monocromador. O detector ¢é posicionado perpendicularmente a
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excitagao para suprimir a luz vinda directamente da fonte e assim registar unicamente a fluorescéncia

real da amostra.

Amostra
Monocromador
de emissio
\K =
R=——
R Monocromador
Lampada d s
e excitagao .
I(A)
Detector

Figura 15. — Ilustragao simplificada de um espectrometro de fluorescéncia [88].

A analise dos espectros de absor¢ao UV/Visivel sio da maior importancia no estudo das
propriedades espectroscopicas destes compostos. Na figura 10, apresenta-se os respectivos espectros

de cada uma das antocianinas a pH= 4.5 e pH=1 para o catiao flavilio da pelargonina.

R1

R
OH
o 0% O K o
H 1
R e HO. 0,
1 2 7 = +\| .
3 R3 =

——pH=4.5 (Pelargonina)

——pH=4.5 (Cianina)
pH=4.5 (Malvina)

——pH= 1.0 (Pelargonina)

Absorgio (w.a.)
=)
k=)

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 16. Espectro de absorc¢ao das antocianinas estudadas (Pelargonina, Cianina e Malvina) a

pH=4.5 ¢ pH=1.0 e respectivo equilibrio termodinamico.

27



Os espectros de absor¢iao apresentados na figura 16 foram tracados aguardando tempo suficiente
apos dissolucdo para garantir que as solugdes tivessem atingido o equilibrio. Nesta gama de pH ¢
possivel identificar-se, embora mascarada neste espectro pela absor¢io do segundo singleto do
flavilio, que absorve na mesma zona do espectro, a banda tipica do Hemicetal (B) com maximo de
absor¢do a 275 nm no caso da malvina e 278 nm para a pelargonina e cianina, seguida das bandas de
absorcao das chalconas a 320 nm (C,) < A < 400 nm (C,,) ndo se conseguindo distinguir os
isdbmeros ¢is e frans por absor¢ao electronica. Para pH= 1.0 observamos a banda tipica do catido

flavilio (AH") nos 518 nm ilustrada para o caso da pelargonina.

A pH menos acido, obtemos o somatério das absor¢ées das diferentes espécies em
equilibrio. Considerando uma forma gaussiana para as bandas de absor¢ao do hemicetal e das
chalconas, pode-se obter as respectivas bandas de absor¢ao, por decomposicao espectral da figura
16. Obtém-se assim os espectros da figura 17, em que a banda centrada a 278 nm ¢ atribuida ao

hemicetal enquanto aquela centrada a 325 - 355 nm ¢ atribuida ao somatério das bandas das

chalconas as. e trans.

1.0+
0.8 1
< Hemicetal
=] .
S 06 —— Chalcona (Ccis + Ctrans)
$
o
1%}
Q
< 0.4
0.2
0.0 T T T T T T T 1

250 300 350 400 450
Comprimento de onda (hm)

Figura 17. Decomposicao gaussiana do espectro da figura 16 (pelargonina) a pH = 4.5.

A partir da figura 17, é possivel termos uma ideia mais clara de onde absorvem as espécies hemicetal

e chalconas.
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2.2 Caracterizagdo Fotoquimica
2.2.1 Fotoquimica de antocianinas

Como resultado da sua acumula¢ao nos vaciolos das células epidérmicas, as antocianinas,
tem sido bastante investigados no dominio da protecgiao dos tecidos das plantas contra a radiacdo
solar em excesso. Sob a forma de catides de flavilio de cor vermelha, AH 7, as antocianinas naturais
absorvem fortemente a luz UV e verde sendo estes considerados também como super-photoacidos
[90]. Como ja demonstrado, as antocianinas naturais convertem a radiacdo absorvida em calor em
menos de 10 picosegundos por transferéncia de protao ultra rapida para a agua, seguida de curto
decaimento resultante do estado excitado da base para o seu estado fundamental (A no Esquema 0)
com uma eficiéncia quantica global de conversio da energia absorvida em calor superior a 0,99.
Como consequéncia, para antocianinas livres, a transferéncia de protio no estado excitado servira
como um eficiente mecanismo de fotoprotecgdao. No entanto, em solugdes aquosas, o catido flavilio
AH", tem tendéncia a desaparecer a pH> 2-3, devido a hidratacio. Isto reflecte o facto de valor do
pKa do grupo 7-OH das antocianinas ser de cerca de 4-5, enquanto que os valores pK, para a
hidratagio de AH" sio tipicamente 1-2 unidades de pH inferiores. Assim, numa gama de pH mais
elevado como o encontrado em vactolos vegetais (por exemplo, tdo elevada como pH 5,5), as
antocianinas nao complexadas irdo existir principalmente sob a forma de hemicetal B (Esquema 1) e,
em menores quantidades, nas outras formas, isto é, sob a forma da base quinoidal conjugada A, e

dos isémeros C,, e C,,. Recorde-se que o catido flavilio (vermelho), AH", participa em solucio

tran

aquosa numa série de equilibrios acoplados envolvendo uma hidratagao inicial que produz o incolor

hemicetal B, que tautomeriza em chalconas (C_, e C,,,) amarelo palido. A desprotonag¢ao do catido

trans)

produz a forma basica quinoidal, A, responsavel pela cor azul (Esquema 6).
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AH+* — S— A*

R1

H OH OH
= KO0 C
= Ri1
R4 o

Cc

R3

trans

Esquema 6 — Reactividade do estado fundamental e excitado das antocianinas [90].

A transferéncia de protdo do estado excitado, ESPT, (K *) ocorre numa escala de tempo na ordem
dos picosegundos e a transferéncia de protao do estado fundamental (K,) na ordem dos micro- aos
nanosegundos. A hidratagio no estado fundamental da forma catiénica AH" para a forma hemicetal
(B) é dependente do pH e moderadamente rapida (fracgao de segundos a minutos) a pH préximo de
3-4. A tautomerizagao (K,) para formar a chalcona as (C,) é mais rapida (milissegundos) e a

subsequente isomeriza¢ao (K;) para a chalcona #ans (C,,) ¢é lenta (horas).

trans)

2.2.2. Fotoquimica do hemicetal

Com base nas publicacbes ja referenciadas e resultados obtidos na caracterizagao
fotoquimica do catido flavilio AH" no papel fotoprotector nas plantas, surgiu a necessidade de
entendermos melhor e completarmos estes estudos centrando a nossa investigagao no intermediario
hemicetal B, maioritariamente presente no vactuolo das plantas a pH 4.5-5, e presentemente muito
pouco estudado. Para tal, foram seleccionadas trés antocianinas naturais: a pelargonina
(pelargonidina-3,5-di-O-glicosideo), a cianina (cianidina-3,5-di-O-glicosideo) e a malvina (malvidina-
3,5-di-O-glicosideo) (figura 18), preparadas em solucdo aquosa a pH = 4.5-5.0, de modo a certificar
de que a espécie hemicetal (B) neste tio complexo multi-equilibrio de formas, fosse a espécie

dominante.
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Para tal, caracterizou-se este equilibrio através de espectroscopia de absor¢do electrénica
UV-Visivel e fluorescéncia no estado estacionario assim como resolvida no tempo (tempos de vida
de fluorescéncia). Foram obtidos os respectivos espectros de absor¢do, excitagio e emissio de
fluorescéncia das diferentes espécies presentes, a valores de pH proximos do encontrado no vacuolo
das plantas. Posteriormente investigou-se a formagao de espécies reactivas ou formagao de tripletos

através da técnica de fotdlise de relampago.

OH

OH

Ol
Ol

OCH,

3) OH
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I

Figura 18. Antocianinas utilizadas neste trabalho experimental: 1) pelargonidina-3,5-di-O-glicosideo,
2) cianidina-3,5-di-O-glicosideo e 3) malvidina-3,5-di-O-glicosideo.
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Esquema 7 — Esquema reaccional proposto para o estado fundamental e excitado da forma B da

malvina em solu¢ao aquosa e pH=4.5.

O esquema reaccional apresentado anteriormente (Esquema 7), foi proposto para clarificar o
objectivo deste trabalho experimental. A excitagio das moléculas de hemicetal B, pela absor¢ao de
um fotdo de luz (1), ira converter parte dessa energia absorvida para promover um electrio do
estado fundamental S, para o primeiro estado excitado S,, formando a espécie B*, que ira existir
durante um curto espago de tempo, que decaird para o estado fundamental com emissio de
fluorescéncia. No entanto, para além da formagiao da espécie B*, podem ocorrer processos
fotoquimicos que déem origem a novas espécies. Por tautomerizagao, B* pode dar origem a C_* (2)
*ouC

e consequentemente por isomerizagao formar-se C Estas duas espécies podem também

trans trans*®

decair para o estado fundamental por fluorescéncia. Para além destes processos fotoquimicos, a
forma excitada do hemicetal B*, podera formar possiveis espécies reactivas (3) ou ainda por
conversao intersistemas pode transitar para o estado tripleto (4) que ao regressar ao estado

fundamental dara origem a um processo chamado fosforescéncia.
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2.2.3. Irradiagdao Continua

Os cromenos, neste caso o hemicetal B, sio moléculas que por ac¢io de um estimulo
externo, podem converter-se noutras formas passiveis de isomerizagao cis-trans fotoinduzida, através
da abertura do seu anel central. De seguida apresentam-se os estudos de irradiagdo continua
efectuados para a espécie B (hemicetal), de forma a entendermos para onde se irda deslocar o
equilibrio em presenca de luz. A figura 19 apresenta a variacio do espectro de absor¢iao para a

pelargonina com excitagao a 278 nm.
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Figura 19. Variacdo do espectro de absor¢ao da pelargonina com irradiagdo continua de B
(hemicetal) durante 5 horas, e consequente formagao de C (chalconas). As solugbes ap6ds irradiagao
foram mantidas no escuro durante 24 horas. Normalizagio dos espectros para o maximos de

absor¢io do hemicetal a A, = 278 nm.

Foi possivel observar o crescimento da banda de absor¢io correspondente as chalconas
(335-350 nm), ¢ o decréscimo da banda de absor¢io do hemicetal (278 nm), durante as 5 horas de
irradiagao continua. Visivelmente, a irradiagio da espécie B induziu a formagao da espécie C. A
solu¢ao aquosa de pelargonina foi guardada no escuro durante 24 h, e através da analise do espectro
de absorcao correspondente podemos considerar que mesmo na auséncia de luz, grande parte da

quantidade de C formada reverteu para a forma B, indicando reversibilidade do sistema.
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Seguiu-se também o equilibrio fotoquimico através dos espectros de absor¢do e emissio de

fluorescéncia, antes e depois da irradiacao (figura 20).
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Figura 20. Espectros de absorc¢do e emissao de fluorescéncia da pelargonina com excitagao
nos 278 nm, antes da irradiagao - Abs (0 horas); Em (0 horas) e depois da irradiacio — Abs (5 horas);
Em (5 horas). Solu¢io aquosa de pelargonina a pH= 4.5. Normalizacao dos espectros para o

maximo de absor¢ao e emissao de fluorescéncia.
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Figura 21. Variagao espectral ap6s irradiacao de B da cianina durante 5 horas. As solu¢ées apos
irradiacao foram mantidas no escuro durante 24 horas.
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Figura 22. Espectros de absor¢ao e emissio de fluorescéncia da cianina com excitagao nos
278 nm, antes da irradiacdo - Abs (0 horas); Em (0 horas) e depois da irradiagao — Abs (5 horas); Em
(5 horas). Solucao aquosa de cianina a pH= 4.5. Normalizacio dos espectros para o maximo de

absor¢iao e emissao de fluorescéncia.
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Figura 23. Variacao espectral apos irradiagao de B da malvina durante 5 horas. As solugdes apos

irradiacao foram mantidas no escuro durante 24 horas.
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Figura 24. Espectros de absor¢do e emissiao de fluorescéncia da malvina com excitagao nos
275 nm, antes da irradiacdo - Abs (0 horas); Em (0 horas) e depois da irradiagao — Abs (5 horas); Em

(5 horas). Solu¢ao aquosa de malvina a pH= 4.5. Normalizagao dos espectros para o maximo de

absorcio e emissao de fluorescéncia.

As figuras 19, 21 e 23 mostram claramente a diminui¢ao da absor¢io de B e o aumento de C
(CCis + C

processo fotoquimico ocorre devido a abertura do anel central de B por ac¢do da luz deslocando o

) ao longo do tempo de irradiacio de B para as diferentes antocianinas estudadas. Este

trans,

equilibrio no sentido da formacao de C, e, subsequentemente, de C,,,..
Através da analise espectral da figura 19 verificou-se que a pelargonina, mais especificamente a
espécie B, reage fotoquimicamente com a luz abrindo o seu anel fotocrémico convertendo-se nas
espécies C, e C,,.., ndo sendo contudo possivel, através de espectroscopia electronica separarmos as

trans>

bandas de absor¢ao destas duas ultimas espécies.

O mesmo se observou para as outras duas antocianinas, cianina e malvina nas figuras 21 e 23
respectivamente. Fica de qualquer modo claro que, efectivamente, sob a ac¢ao de luz num
comprimento de onda de irradiacio a 278 nm para a pelargonina e cianina e 275 nm para a malvina,

da-se a conversdo da espécie B em Cc, + C,,... Nio foi verificado qualquer existéncia de formacao

trans*®
de outras bandas nos espectros para comprimentos de onda superiores a 450 nm.

Ap6s 24 horas guardadas do escuro, verificou-se que o equilibrio recupera substancialmente na
direcgdo de formacio de B, indicando a reversibilidade do sistema. A energia absorvida pela espécie
B foi portanto gasta sob a forma de calor na reac¢ao de tautomerizagdo para formar C_ e na

isomerizagao desta espécie formando C

trans*®
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2.2.4 Emissao de fluorescéncia

Com o objectivo de estudarmos a fluorescéncia das formas presentes em equilibrio a pH préoximo de
4.5, procedeu-se a obtencdo dos espectros de emissao de fluorescéncia para comprimentos de onda

compreendidos entre 250 e 520 nm para as trés antocianinas estudadas:

7x10°
— 250 nm
—— 260 nm
6x10° ——— 270 nm
—— 278 nm
5x10° —— 300 nm
— —— 310 nm
g . ——320 nm
g 4x10" —— 330 nm
=2 — 340 nm
% 3X103 . —— 380 nm
S —— 440 nm
E o 10° 520 nm
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Comprimento de onda (hm)

Figura 25. Emissao de fluorescéncia da pelargonina para comprimentos de onda de excitagao

compreendidos entre 250 e 520 nm. pH=4.5 em solug¢ao aquosa.

Analisando a figura 25 observamos que sempre que excitamos a forma B para comprimentos de
onda préximos de 278 nm obtém-se uma banda de emissiao de fluorescéncia com maximo situado
nos 350 nm, caracteristica do hemicetal (B), que vai diminuindo a sua intensidade para maiores
comprimentos de onda. Através desta caracterizagdo foi possivel verificar que a forma B emite
fluorescéncia, contudo com intensidades bastante baixas em relagdo as outras espécies. Para
comprimentos de onda de excitagio préximos dos 320 nm observamos uma banda de emissao nos
430-440 nm muito pouco definida, devido a sobreposi¢ao da banda de emissao da forma B, com as

duas bandas correspondentes as chalconas C e C Excitando nos 520 nm ainda é possivel

trans*®

identificarmos uma pequena banda de emissao nos 625 nm, correspondente a uma pequena parte de

base quinonoidal que se forma quando se procede a dissolugao dos ides em agua.
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Figura 26. Emissao de fluorescéncia da cianina para comprimentos de onda de excitagao

compreendidos entre 250 e 520 nm. pH=4.5 em solu¢ao aquosa.
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Figura 27. Emissao de fluorescéncia da malvina para comprimentos de onda de excita¢ao

compreendidos entre 250 e 520 nm. pH=4.5 em soluc¢ao aquosa.
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O mesmo se verifica no caso da cianina, na figura 26, onde claramente se identifica uma banda de
emissao nos 350 nm correspondente ao hemicetal e outras duas a 430 e 495 nm da emissao das

chalconas.

No caso da malvina, representada na figura 27, a emissao de fluorescencia é muito baixa na
zona correspondente ao hemicetal, obtendo-se apenas a banda correspondente a emissao da

chalcona (C_,,) nos 495 nm. Nio se observa nenhuma banda caracteristica da base quinoidal A.

trans

Uma vez mais, confirma-se a presenca da forma B numa gama de pH proximo do
encontrado no vaculo das plantas, assim como a emissio desta espécies e dos seus fotoprodutos
associados. Neste caso pratico, a fraca intensidade das bandas associadas a fluorescéncia da forma B
mostrou ser mais um indicio de que a energia luminosa (radiagio UV) absorvida por essa espécie, é
utilizada nas reac¢des quimicas de tautomerizagdo e consequente isomerizagao, utilizando parte

dessa energia para a formacao de chalconas e dissipando o resto sob a forma de calor.
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2.3 Caracterizagao fotofisica

Os processos fotofisicos associados a relaxacdo dos estados excitados de uma molécula apds
absorcao de luz foram exaustivamente estudados no século passado durante a década de 40 e os

caminhos possiveis para a desactivacio do estado excitado de uma molécula organica foram

resumidos por Aleksander Jablonski (Figura 28) [91].
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Figura 28. Diagrama de Jablonski: fendmenos electrénicos intramoleculares
possiveis em moléculas excitadas.

Uma molécula organica com um nimero par de electrées que se encontrem emparelhados no estado
fundamental (§=0 e multiplicidade de spin 2S+1=1, i.e., singuleto) pode apresentar dois conjuntos

de estados electronicos excitados possiveis: os que conservam o spin inicial S (singuletos) e os que

sofrem alteracao de spin T (tripletos) (Figura 29).

Estado Estado excitado Estado excitado
fundamental singulsto tripleto

Figura 29. Representacio do estado fundamental e dos estados excitados singuleto e tripleto de

uma molécula.
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A cada estado electronico, S, ou T, estdo obviamente associados varios estados vibracionais, mas de
acordo com a distribui¢do estatistica de Boltzmann, a grande maioria das moléculas encontra-se nos
niveis vibracionais de menor energia (S, e T ) a temperatura ambiente (Figura 28). Ao absorver um
fotdo, a molécula passa normalmente do estado electronico fundamental S (de menor energia) para
um estado excitado de maior energia (S, S,, S;,...) do mesmo spin, uma vez que a transi¢ao
electronica com alteragdao de spin é proibida. Apés formagao do estado excitado a molécula tem ao

seu dispor diversos mecanismos de desactivagao para o estado fundamental (Figura 30).
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Figura 30. Fenémenos possiveis em moléculas excitadas. (Adaptado [92]).

A molécula excitada pode relaxar por emissao de um fotao (processo radiativo), caracterizada pela
constante de velocidade k.. Pode atingir o estado tripleto mediante a inversio do spin de um dos
electrées (cruzamento intersistemas), caracterizado pela constante de velocidade k;, ou por uma
série de relaxagbes vibracionais, que leva a molécula excitada a decair através dos niveis vibracionais
de estados electronicos de igual multiplicidade, até atingir o nivel vibracional do estado singuleto ou
tripleto de menor energia (conversao interna), caracterizados pela constante de velocidade k. Os

processos que nao dao origem a emissao de luz (k;

1c

e k) sdo classificados como processos nao
radiativos.

Devido a regra de seleccao de spin, que proibe as transicdes entre estados de diferente
multiplicidade, normalmente a k >>k, . A relaxacdo global do estado excitado S, é expressa pela

soma de todos os processos descritos anteriormente,

dng
dt =" (kr + knr ) nS1 (2)
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dng " Ng 5
ou t=—K,n, =——
dt S

1
sendo ng; o numero de particulas excitadas num dado instante, Ty, o tempo de vida do estado S,,
também chamado tempo de vida de fluorescéncia, normalmente ¢ da ordem dos nanosegundos para
moléculas organicas em solugdes liquidas. O decaimento tem uma lei exponencial relativamente a
populagao do estado S, (equacio 4).

ns () =nge " @

1

O decaimento do estado tripleto ¢ descrito de forma semelhante relativamente aos processos de
desactivagao de T, ,. Os tempos de vida dos tripletos T, para moléculas organicas em solugdes
liquidas sao da ordem dos micro a milissegundos. Pode definir-se um rendimento quantico de
fluorescéncia (), eficiéncia com que a amostra emite fluorescéncia, através da razao entre o niimero

de fotoes emitidos e o nimero total de fotoes absorvidos.

¢f| - (5 )

Tk tk,

O ¢, pode ser relacionado com o tempo de vida de fluorescéncia da seguinte forma:

T,
_’s
Py =— ©)
TI’
Em que — =K, ¢ a constante de velocidade radiativa acima descrita.

Tr

Pode também definir-se a eficiéncia de formagao do estado tripleto a partir do estado singuleto
como sendo a razao da constante de velocidade de cruzamento intersistemas pela soma de todos os

processos que despopulam o estado S,.

k.
[ 7
¢T kr + kir: + kisc ( )
ou
T
¢ =—t ®)
T

IsC
Em resumo, apés uma absor¢ao S,,—S,, (Figura 28), podera ocorrer uma rapida relaxacao

vibracional nao radiativa de S, —S_,, seguida por uma conversio interna S ,—S, . Neste estado
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pode seguir-se uma nova relaxagao vibracional, S, —S§, . No estado S, ;as moléculas podem: relaxar
de volta ao estado fundamental radiativamente (fluorescéncia) ou nao-radiativamente (por conversao

interna S, ;—§,, ou cruzamento intersistemas S, (—T, ). Uma vez populado o estado T, , este pode

v
por sua vez relaxar por conversio interna até ao estado T, a partir do qual pode ocorrer
desactivacdo radiativa (T, ;—S, ), com a emissao de um fotao, processo denominado fosforescéncia
e caractetizado pela constante de velocidade k,. A fluorescéncia ¢ uma transigdo permitida por
multiplicidade de spin, a emissdao de fosforescéncia é proibida. Na tabela seguinte estao indicados os

tempos caracteristicos das transi¢oes.

Tabela 3- Tempos caracteristicos dos processos fotofisicos em moléculas organicas excitadas.

Processo Tempo (s)

Absorcao 1015
Relaxacdo vibracional 1012 - 10-10
Emissio a partir de S; (fluorescéncia) 10-10 - 107
Cruzamento intersistemas 10-10 —10-8
Conversido interna 1011 -10-°
Emissio a partir de T (fosforescéncia) 106 -1

Uma vez que os processos proibidos por multiplicidade de spin sio mais lentos, as moléculas que se
encontram no estado excitado tripleto sio mais susceptiveis de serem desactivadas através de
processos adicionais que envolvem, por exemplo, colisdbes com o oxigénio molecular ou outros
processos fotoquimicos (fofodegradagio). Como o estado electronico fundamental do oxigénio
molecular é também um estado tripleto, quando estas colisdes ocorrem, da-se transferéncia de

energia do tripleto organico para o oxigénio, formando a espécie reactiva oxigénio singuleto [92].

Tipicamente, as flavonas, cumarinas e cromenos absorvem significativamente na regiao do UV-B e
UV-C, e por vezes apresentam também absor¢aio no UV-A (apesar de praticamente toda essa
radiagdo ser absorvida pelo oxigénio molecular). A maioria destes compostos tém rendimentos
quanticos de formagao de tripleto relativamente baixos e rendimentos quanticos de transferéncia de
energia para formar oxigénio singuleto ainda mais baixos. No entanto, tem sido demonstrado para
varios compostos desta familia a existéncia de fotoactividade contra células e virus, [93] e acredita-se
que, tal como outros derivados fendlicos, sao produzidos como forma de resisténcia das plantas a
infecgdes por agentes patogénicos [94]. Becker et. al. foram os primeiros a avaliar as propriedades

fotofisicas de varios compostos aparentados das flavonas e numa tentativa de aumentar a eficiéncia
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fotobiocida (normalmente envolvendo estados tripleto), a analisar o efeito provocado nessas

propriedades pela substitui¢do do grupo carbonilo por um grupo tionilo.

No presente trabalho, seguindo a mesma linha de raciocinio, pretende-se compreender quais os
processos de desactivagao do estado excitado das formas presentes a pH intracelular e de que forma
possam contribuir para a fotoproteccio do sistema fotossintético nas plantas. Deste modo
poderemos entender se apds absorcao da radiagado UV e visivel nociva, estas formas irdo favorecer
quer a formagdo de tripletos de longo tempo de vida quer a formagdo de espécies reactivas de

oxigénio por fotosensibilizagdao, dando origem a fotoprodutos indesejados.

2.3.1 Rendimentos quanticos de fluorescéncia

O rendimento quantico de fluorescéncia em fungio do comprimento de onda @, (A) ¢ definido em

funcao do numero de fotoes absorvidos N, . e do numero de fotdes emitidos N :

abs

Nem
¢f| (/1) = m (9)

Como mencionado anteriormente, este quantifica a relacido entre os decaimentos de fluorescéncia
radiativos ou nao radiativos do estado excitado.

Embora os mais antigos e fundamentais métodos para calcular rendimentos quanticos se baseiam na
medida de luminescéncia absoluta, estes métodos sao dificeis e requerem uma grande precisao.
Certos fluoréforos foram estabelecidos como padrdes para o calculo destes rendimentos quanticos
de fluorescéncia, como por exemplo a N-acetiltirosinamida (NAYA) [95], utilizada neste trabalho.
Os rendimentos quanticos de novos compostos podem assim ser calculados a partir de valores
conhecidos dos padroes através da equagao (10).

N

¢amostra _ Nem,amostra abs, referencia __

N N

I em,amostra Aabs,referencia (1 O)

¢referencia em, referencia abs,amostra em, referencia Aabs,amostra

I.., ¢ o valor da integracdo da banda de emissio de fluorescéncia da amostra e da referéncia
utilizada respectivamente, e A, , o valor da densidade 6ptica no maximo de absor¢ao.
Esta expressao apenas ¢ valida se as intensidades de fluorescéncia e absorvancias forem medidas
para um mesmo comprimento de onda de excitagao.
Escrita de outra forma, podemos obter os rendimentos quanticos de fluorescéncia a partir da
equacao 11.
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2
em,amostra Aabs,referencia namostra (1 1)

.n2

referencia

¢f|,amostra - ¢referencia' | )
em,referencia Aabs,amostra

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia das trés antocianinas a pH= 4.5, medidos em relacdo a

N-acetiltirosinamida (NAYA), (tabela 4), sio semelhantes e da ordem de 10™*.

Tabela 4 — Rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢ obtidos para as diferentes antocianinas a

pH=4.5, temperatura 20°C, com integracdo da banda de emissio de fluorescéncia para cada

composto.
Are Composto Solvente Of
278 nm NAYA DI+20%H,0 0.16817"
278 nm Pelargonina H,O 0.00041
278 nm Cianina H,O 0.00045
275 nm Malvina H,O 0.00041

*Valores obtidos com um erro associado de aproximadamente £0.0001, com base na referéncia bibliografica

[Intramolecular Fluorescence Quenching of Tyrosine by the Peptide a-Carbonyl Group Revisited].

2.3.2 Fluorescéncia resolvida no tempo

A caracterizacdo fotofisica do hemicetal foi obtida através de um sistema de “Single photon
counting’, fluorescéncia resolvida no tempo, obtendo-se os respectivos decaimentos de fluorescéncia
e respectivos tempos de vida. A analise exponencial destes decaimentos foi efectuada através de um
software adaptado obtendo-se os factores pré-exponenciais e os tempos de vida associados a cada
espécie presente em solugao, para o hemicetal das trés antocianinas em estudo, com comprimento
de onda de emissao nos 335 e 350 nm. Posteriormente, para verificarmos se as chalconas sio
formadas como resultado da abertura de anel, foram obtidos os decaimentos para comprimentos de

onda de emissao a 420 nm.

Decaimento do hemicetal - Nas figuras 31 a 33 sido apresentados os decaimentos de
fluorescéncia do hemicetal da pelargonina, cianina e malvina, respectivamente, obtidos com
excitacao a 275e¢ 278 nm e emissao a 335 e 350 nm. Em todos os casos os decaimentos siao

ajustaveis com somas de dois termos exponenciais dos quais o correspondente a0 tempo mais curto
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(t, = 12-16 ps) ¢ largamente dominante, e ¢ portanto atribuido ao tempo de decaimento do
hemicetal. A ordem de grandeza deste tempo ¢ forte indicagdo de que a reaccdo de abertura do anel
C ¢ o processo dominante do decaimento, ou seja, a constante de velocidade de abertura de anel
Kopen = 1/ 7, (aproximadamente 10" s™). De 4 = ¢/ 7; obtém-se £ = 2.5 X 10" s, valor tipico de

transicoes permitidas.
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Figura 31. Analise individual do decaimento de fluorescéncia do hemicetal B da pelargonina com

excitacio a 278 nm e emissao de fluorescéncia a 335 nm, com uso de filtro de A= 295 nm.
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Figura 32. Analise individual do decaimento de fluorescéncia do hemicetal B da cianina com

excitacao a 278 nm e emissao de fluorescéncia a 335 nm, com uso de filtro de A= 295 nm.
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O tempo mais longo (0.5 a 1 ns) pode reflectir emissao residual de chalcona (que também absorve a

278 nm), ou, mais provavelmente, a reversibilidade da reac¢io (também residual).

6-
5-
44 6.0 psich _
g
= . 2
o A335 nm 0.9857 0.0143 1.48
1-
0 T 1
0 100 200
Channels
E‘ 3_ - I._ o A . .ﬁ-"‘\_-'-'u'.'..'. A l'\ A T 'I _— I_ A~ . i o i .III - — .n'l .'\ ~ - __,"". Fal { .‘.\_ ,"'- .'-

Figura 33. Anilise individual do decaimento de fluorescéncia do hemicetal B da malvina com

excitacdo a 275 nm e emissdo de fluorescéncia a 350 nm, com uso de filtro de A= 295 nm.

Decaimento das chalconas - Para verificar se a abertura de anel leva a formacao de
chalconas (ocorréncia de um “rise-time”) foram medidos decaimentos ao comprimento de onda de

emissao das chalconas (490 nm) com excitagao no hemicetal a 278 nm (Figura 34).
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Figura 34. Analise individual do decaimento de fluorescéncia das chalconas da cianina com

excitacio a 278 nm e emissao de fluorescéncia a 490 nm, com uso de filtro de A= 295 nm.
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Verificou-se que nao ha “rise-time”, o que pode resultar de uma das seguintes razoes:

1-

O “rise-time” ser mascarado pela emissao residual do hemicetal ao comprimento de onda de
emissao da chalcona;

A chalcona s, directamente excitada a 278 nm, desprotonar no estado excitado [96] e o
resultante decaimento rapido mascarar o “rise-time””.

A chalcona resultante da abertura do anel do hemicetal estar vibracionalmente excitada mas
no estado electronico fundamental e ndo emitir.

O produto fotoquimico da reac¢io do hemicetal ter a estrutura tipica da forma aberta dos
cromenos, com o carbonilo no anel A (Esquema 8), a qual ndo é emissiva no caso dos
cromenos. Se esta forma intermediaria for formada, rearranjando para dar posteriormente
C, no estado fundamental, entio também nio haverd emissao de fluorescéncia de C

Cis

resultante da reaccao do hemicetal.

Os tempos de vida (7), observados no decaimento da Figura 34 sio atribuidos as emissoes das

chalcona ¢is e frans e das suas reacgdes de fotodespronagao [96] apds excitagao directa das mesmas a

278 nm (ver Figuras 25-27).
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Esquema 8 — Formacio da chalcona ¢, forma emissiva, via estado excitado da forma nao emissiva

resultante da excitacao do hemicetal.

48



2.3.3 Fotolise de relampago

A fotdlise de relampago surgiu na década de 50 por Ronald Norrish e George Porter,
demonstrando ser uma técnica extremamente Gtil para o estudo de espectros de absor¢ao de
espécies transientes, de estados excitados e da dinamica da sua transformacgao na gama temporal dos
nanosegundos a milisegundos. O principio basico de funcionamento é o bombardeamento da
amostra com um pulso curto de luz de grande intensidade, flash ou relampago (mais recentemente
designado pump), em geral utilizando um laser pulsado, a um comprimento de onda ao qual a
amostra absorva. Como consequéncia deste pulso, um numero mensuravel de moléculas ¢
promovido para um estado de maior energia, estado excitado. Os processos decorrentes da
formacdo, relaxacdo ou reacgiao destas moléculas no estado excitado dio origem a mudangas no
espectro de absor¢io que sio medidas por uma segunda fonte de luz (continua ou pulsada) que
incide sobre a amostra a 90° do pulso de excitagao (probe). O fundamento desta técnica consiste em
monitorizar a dependéncia temporal da absor¢io a varios comprimentos de onda. Desta forma
determinam-se espectros, tempos de vida, rendimentos quanticos, niveis de energia e outras
caracteristicas de produtos criados pela absor¢io de luz. O tempo de duragio do pulso ¢é
normalmente de nanosegundos para criar uma perturbagao mais rapida do que os tempos de vida
das espécies que se desejam medir (S, e T, radicais livres, foto-isémeros, etc). O tempo de vida
relativamente longo do estado tripleto T, faz com que esta técnica seja particularmente adequada
para a deteccdo destes estados e dos espectros de absor¢dao correspondentes as transicoes T — T,
(Figura 37) [97].

%‘? T,
(d)

BT,

b
(b) ©

TI
(a)

HII

Figura 37. Este diagrama apresenta o caminho seguido para a absorcio tripleto-tripleto; a) absor¢io, b)

cruzamento intersistemas, ¢) transicdo T1—T>, d) transicio T1—Th.

Com o espectro de absor¢ao do estado tripleto, pode ser estabelecida a cinética de decaimento T'. A
variacdo da absor¢do no comprimento de onda de analise pode ser determinada considerando a

radiacao incidente, absorvida ou transmitida, antes e ap6s o pulso do laser (Figura 38).
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Figura 38. Representacdo grafica da determinacao da variacao da absorvancia em fotélise de

relampago.

Quando uma luz de intensidade I; incide sobre uma amostra, parte da luz ¢ absorvida (AA)), e a
outra parte, I, é transmitida pela amostra. Na presenca do pulso e excitacio sera observada uma
alteracio na absorcio A, com a intensidade transmitida I,. As intensidades de absorciao estao
relacionadas conforme a equagao:

1A _ o (A2A) _ oA

I,

o que permite medir a variagao da absorvancia em fungio do tempo.

Para verificar se o fecho do anel também pode ser induzido pela luz, foram efectuadas medidas de
absorc¢io transiente (ns-flash-fotdlise) da pelargonina (figura 39-41), cianina (figura 42-44) e malvina
(figura 45-47), respectivamente, com excitagdo a 266 nm (absor¢ao maioritariamente devida ao
hemicetal) e a 355 nm (excitacio maiorititia nas chalconas, figuras 48-50)). Através desta técnica os
fenémenos rapidos na gama temporal da ordem dos pico-segundos nio sio visiveis, contudo pode-se obter

informacio sobre a evolugio das espécies formadas a tempos mais longos [98].

Absorgao transiente da Pelargonina com excitagao do hemicetal

No espectro de absorcio transiente da pelargonina resultante de excitagao a 266 nm (figura
39), podemos observar claramente o “bleaching” do hemicetal a ca. 280 nm, assim como a formagao
de novas espécies na gama de comprimentos de onda de 310-390 nm. A figura 40, relacionando o
espectro de absorc¢ao electronica em estado estacionario com o espectro de absor¢ao transiente,

evidencia estas observacdes.
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Figura 39. Espectro de absor¢io transiente para a pelargonina com A = 266 nm (zona do
hemicetal).
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Figura 40. Espectros de absor¢ao estaciondria e transiente da pelargonina com excita¢ao a A, =

266 nm (zona de absor¢io do hemicetal).
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A variagdo da absorvancia da pelargonina aos comprimentos de onda de 280, 310 e 320 nm
apos excitagao a 266 nm (figura 41), mostra uma ligeira recuperacao do “bleaching” do hemicetal a
280 nm e ligeiro decréscimo das absorvancias a 310 e 320 nm durante os primeiros 4 ps. Apos esta
variagao inicial tanto o “bleaching” como as absorvancias mantém-se independentes do tempo. Os
resultados indicam claramente a ocorrencia de uma reac¢ido fotoquimica, da qual resultam

fotoprodutos no estado fundamental que absorvem na regiao das chalconas.
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4= n Rt Gt e 2 + 280 nm
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Tempo (s)

A DO,

320 nm

-3.0E-03 +

-1.0E-02

-1.5E-02 ~

-2.0E-02 -

Figura 41. Variacdo da absorvancia da pelargonina a 280, 310 e 320 nm, nos primeiros 10 us apds

excitacdo a 266 nm.

Absorgao transiente da Cianina com excitagio do hemicetal
Com a cianina foram obtidos espectros transientes semelhantes aos da pelargonina (figuras
42 e 43). No entanto, a variacdo temporal das absorvancias a 310 e 320 nm (figura 44) é mais

pronunciada, especialmente a 320 nm.
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Figura 42. Espectro de absor¢io transiente para a cianina com A = 266 nm (zona do hemicetal).
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Figura 43. Espectros de absor¢ao estacionaria e transiente da cianina com excitacao all . = 266

nm (zona de absor¢ao do hemicetal).
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Figura 44. Variacao da absorvancia da cianina a 280, 310 e 320 nm, nos primeiros 10 us apds

excitacao a 266 nm.

Absor¢ao transiente da Malvina com excitagdo do hemicetal
Nas figuras 45, 46 e 47, sdo apresentados os reultados obtidos para a malvina, os quais sio

qualitativamente idénticos aos da cianina.
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Figura 46. Espectro de absor¢ao transiente para a malvina com A, = 266 nm (zona do hemicetal).
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Figura 47. Espectros de absor¢ao estacionaria e transiente da malvina com excitacio a A = 266
nm (zona de absor¢ao do hemicetal).
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Figura 45. Variacao da absorvancia da malvina a 280, 310 e 320 nm, nos primeiros 10 ps apos

excitacao a 266 nm.

Em conclusao, os resultados mostram que o hemicetal abre o anel C, dai resultando uma forma

aberta, com maior deslocalizacio n. A diferente variacio das absorvancias a 310 e 320 nm,
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especialmente notoéria nos casos da cianina e malvina, sugere que o produto inicial no estado
fundamental ¢ a forma endlica (Esquema 9) que assim absorveria a comprimentos de onda maiores

do que a cis-chalcona [997].

i/\\x/ﬁ\\é"‘-m.
S1 A = O OH Fh
S S
W

N\

o O

S50 = ji :
- OH T Sy \_\3

| Ph Forma endlica

Hemicetal Chalcona Cis

Esquema 9 — Esquema ilustrativo da reac¢ao fotoquimica da abertura de anel originando a forma
enolica a partir do estado S, excitado do hemicetal.

Absorgao transiente da Pelargonina, Cianina e Malvina com excitagao das chalconas

A possibilidade de conversio fotoquimica chalcona — hemicetal foi investigada também
pot flash-fotélise excitando as chalconas a 355 nm. Nas figuras 48-50 sdo apresentados os espectros
de absorcao transiente das trés antocianinas estudadas, obtidos com excitagdao a 355 nm. A qualidade
dos espectros ¢ inferior a dos obtidos com excitagao nos 266 nm, devido a baixa absorvancia destes
isbmeros ao comprimento de onda de excitacao relativamente a do hemicetal, impedindo o aumento
da concentra¢ao da solucido. Esta limitacao experimental reflecte-se na baixa qualidade dos espectros

de absor¢ao transiente, assim como na dificuldade da interpretacao destes.
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Figura 48. Espectro de absor¢ao estacionaria e transiente para a pelargonina com A, = 355 nm
(zona das chalconas).

Para todas as antocianinas, foi possivel identificar a formac¢ao de hemicetal a ca. 280 nm (AD.O.
positiva), mostrando que a reacgdo de fecho do anel pode ser fotoinduzida. Nos casos da cianina
(figura 49) e da malvina (figura 50) foi também possivel identificar o desaparecemento da cis-chlcona
a ca. 320 nm (AD.O. negativa). No entanto, o caso da pelargonina nio ¢ totalmente claro, em
particular o “bleaching” a 400 nm, comprimento de onda ao qual a absorvancia do estado

fundamental é praticamente nula (ver figura 29). Nao foi possivel esclarecer estes resultado em

tempo util.
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Figura 49. Espectro de absorc¢do estaciondria e transiente para a cianina com A, . = 355 nm (zona

das chalconas).
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Figura 50. Espectro de absor¢io estacionaria e transiente para a malvina com A, = 355 nm (zona

das chalconas).

A dltima observagao pertinente destes espectros é a relativa independéncia de AD.O. do
comprimento de onda acima de 350 nm nos casos da cianina e malvina (figuras 49 e 50). A
explicagdo residira provavelmente nos processos de fotoisomerizagao das chalconas (cs e #rans). De
facto, como ambas as espécies absorvem ao comprimento de onda de 355 nm estdo a ser excitadas
simultaneamente, e poderd ocorrer por exemplo o bleaching da #ans-chalcona devido ao flash de
luz, assim como formagao desta mesma espécie por isomerizagao da es-chalcona, isto é, aparecendo
como uma varia¢ao de densidade optica igual a zero ou mesmo negativa. O mesmo se pode concluir
para a malvina (figura 50). Fica assim em aberto para o futuro um estudo mais aprofundado de
como a fotoisomerizagao das duas chalconas e a fototaumerizagao da cis-chalcona para hemiacetal

competem entre si.
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Capitulo 3

Conclusao

Com este trabalho experimental foi possivel caracterizar a fotofisica e fotoquimica do hemicetal de
trés antocianinas naturais, nunca anteriormente estudadas. Deste estudo foi possivel concluir que a
forma hemicetal B destas trés antocianinas reage fotoquimicamente abrindo o anel central em cerca
de 12-16 ps para dar C,. A nio observacao de fluorescéncia de C,, com excitagio do hemicetal
indica que C, é produzida no estado fundamental. Deste modo, praticamente toda a radiagao UV

absorvida por B ¢ despendida na reac¢io fotoquimica.

Os espectros de absorcdo transiente mostraram para as trés antocianinas estudadas que
efectivamente sob a ac¢ao da luz, a sua forma B ird formar transientes na zonas de absor¢ao das
chalconas quando excitado a 266 nm, assim como para um comprimento de onda de excitagdo de

355 nm, foi possivel observar a formacio de um transiente na zona do hemicetal (A=280 nm).

Conclui-se portanto que o hemicetal também protege a planta eficientemente de um eventual
excesso de radiacaio UV. A importancia desta funcdo ¢é 6bvia dado ser o hemicetal a forma
dominante das antocianinas ao pH dos vactolos celulares.

Para completar o objectivo deste estudo (racionalizacao do eventual papel do hemicetal na protec¢ao
das plantas contra excesso de radiagio UV), sera necessario completi-lo com o estudo das reacgoes
subsequentes da C_, e assegurar que estdo ausentes espécies reactivas com biomoléculas (radicais

e/ou tripletos).
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Capitulo 4

Experimental

4.1 Materiais e métodos

Material e reagentes — As antocianinas naturais, de elevado grau de pureza, pelargonidina-3,5-di-
O-glicosideo, cianidina-3,5-di-O-glicosideo e malvidina-3,5-di-O-glicosideo, utilizadas neste trabalho
foram compradas na Extrasynthése. As solugdes foram preparadas em agua milipore e em baldes de
diluicao volumétricos.

A N-acetiltirosinamida (NAYA), foi comprada na Sigma.

Medidor de pH — o pH das solugdes foi controlado através de um medidor de pH CRISON pH
METER BASIC 20.

Absorg¢io e fluorescéncia UV-Visivel - Os espectros de absorc¢ao e fluorescéncia foram medidos
num espectrofotémetro Beckman DU-70 e num fluorimetro SPEX Fluorolog 212I,
respectivamente. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos através de uma geometria de angulo
recto no modo S / R e corrigido para o sistema 6ptico, detector de comprimento de onda de
emissdo (espectros de emissao) e intensidade da lampada (espectros de excita¢ao).

Fluorescéncia resolvida no tempo — Os decaimentos de fluorescéncia foram medidos usando a
técnica de “picosecond time-correlated single-photon counting (TCSPC)”. A fonte de excitagao
utilizada para o pulso (82 MHz) de laser foi um sistema “Ti: Sapphire Tsunami laser (Spectra
Physics) bombeado com um laser de estado solido Millennia Xs (Spectra Physics). As medi¢oes
foram realizadas por excitagdo das amostras com luz polarizada verticalmente, definindo o
polarizador de emissio no angulo magico (54.7°). O sistema de deteccao electronica incluiu um
fotomultiplicador de microcanais (Hamamatsu, R3809u MCP-50-PT) e uma placa de aquisicao SPC-
630 (Becker e Hickl, GmbH). Pulso e da amostra foram recolhidas até 10 kcounts tinha sido
acumulado no maximo. O pulso de excitacdo experimental foi medido por meio de uma solugao de
dispersante de Ludox em agua, cuja transmitancia no comprimento de onda de excitagao foi aferido
com o da amostra. A resolucdo temporal do aparelho ¢é de 2-3 ps [99].

Fotolise de relimpago — Os espectros de absorciao transiente foram obtidos a partir de um laser de
fotdlise de relampago LKG60 usando a 3* harmoénica para excitacao a 355 nm e a 4* harmoénica para

excitacao a 266 nm [100].
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