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Resumo

NAKASHIMA, K. K. Estudo do mecanismo de aciao antirradicalar de betalainas.
2015. 137 f. Dissertagdo (Mestrado) — Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo, 2015.

Foi preparada uma série de quatro betalainas com o objetivo de determinar o efeito da
metilagdo do nitrogénio iminico e da presenca de uma hidroxila fendlica na posicao 3
do anel aromadtico sobre a estabilidade e propriedades antirradicalares, fotofisicas e
redox desta classe de pigmentos vegetais. O estudo destes compostos, chamados de m-
betalainofenol, N-metil-m-betalainofenol, fenilbetalaina e N-metil-fenilbetalaina,
revelou que os derivados metilados apresentam um deslocamento hipsocromico sutil
dos maximos de absorcao e fluorescéncia em relagao aos compostos nao metilados. Os
deslocamentos de Stokes sdo maiores em cerca de 4 kJ mol™ para os derivados
metilados e os rendimentos quanticos de fluorescéncia cerca de trés vezes menores. A
hidrolise destas betalainas foi investigada na faixa de pH entre 3 e 7. Todas as
betalainas sdo mais persistentes em pH = 6 e a metilagdo da por¢do iminica aumenta
significativamente a estabilidade da betalaina em meio aquoso. A presenca da por¢ao
fendlica, em comparagdo a um grupo fenila, ndo afeta as propriedades fotofisicas dos
compostos e tem um efeito menos pronunciado do que o da metilagdo sobre a
estabilidade destes em meio aquoso. O comportamento eletroquimico dos compostos foi
estudado por voltametria ciclica, nas mesmas condi¢gdes de pH. A N-metilagdo foi
novamente mais significativa do que a hidroxilagdo, provocando aumento de até¢ 200
mV no potencial de pico anddico. O aumento do pH diminuiu o potencial de pico
anddico dos quatro compostos, com uma razao entre protons e elétrons igual a 1 para a

maioria dos picos. A capacidade antirradicalar foi quantificada pelo ensaio
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colorimétrico TEAC baseado na reducio de ABTS™. Os dois derivados N-metilados
apresentaram, em média, o mesmo valor de TEAC, apesar de um ser fendlico e o outro
ndo. Ja entre os nao metilados, que t€ém TEAC de 2 a 3 unidades inferior a dos outros, a
presenca do fenol provoca elevacao da capacidade antirradicalar. Os resultados sugerem
a participacao dos elétrons do anel 1,2,3,4-tetraidropiridinico, acoplados ao proton do

nitrogénio iminico, na a¢do antirradicalar de betalainas.

Palavras-chave: betalainas, capacidade antirradicalar, ensaio TEAC, relagdes estrutura-

propriedade
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Abstract

NAKASHIMA, K. K. Study of the mechanism of antiradical action of betalains.
2015. 137 p. Dissertation (Master's degree) — Instituto de Quimica, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo, 2015.

A series of four artificial betalains was prepared in order to determine the effect of
imine nitrogen methylation and phenyl hydroxylation (position 3) over stability and
antiradical, photophysical and redox properties of this class of natural pigments. The
study of m-betalainophenol, N-methyl-m-betalainophenol, phenylbetalain and N-
methylbetalain, revealed that the methylated compounds present a small hypsochromic
shift of both absorption and fluorescence maxima when compared to the others. The
Stokes shifts are around 4 kJ mol™' higher for methylated betalains, whereas the
quantum yields are approximately three times lower. The hydrolysis was investigated
between pH 3 and 7. All compounds are more persistent in pH = 6, and imine
methylation increases the overall stability in aqueous medium. The presence of a phenol
group, in comparison with a phenyl substituent, has a minor effect on the photophysical
properties of betalains and has a less pronounced effect over stability than that of
methylation. The electrochemical behavior was studied by cyclic voltammetry, in the
same pH range, and is also more significantly affected by methylation, rather than by
hydroxylation. Methylation increases anodic peak potential up to 200 mV, and the
potential is also much higher in more acidic media for all compounds. The number of
protons involved in the electrochemical oxidation is the same as the number of electrons

for most peaks. The antiradical capacity was quantified using the TEAC assay, and



ABTS™ as radical. The methylated betalains presented, in average, the same TEAC
value, although only one of them is phenolic. Among the non methylated, which are 2
to 3 units more efficient than the others, the phenolic one has a greater TEAC. These
results suggest a participation of the 1,2,3,4-tetraidropiridinic ring electrons in the
oxidation by ABTS™, coupled to the imine nitrogen proton.

Keywords: betalains, antiradical capacity, TEAC assay, structure-property relationships
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Heteronuclear multiple bond correlation spectroscopy, espectroscopia de
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1. Introducao

1.1. Oxidantes, antioxidantes e a importéncia do balan¢o redox in vivo

A exposicao de organismos vivos ao oxigénio molecular resultou na evolugao da
fotossintese ¢ da respiracio aerdbia.l'! Apesar de essencial para a respiragio, a
exposi¢ao ao O, em concentragdo atmosférica acima de 21% danifica os neurdnios,
alvéolos pulmonares e pode induzir a morte celular. Inicialmente, pensava-se que a
toxicidade estivesse relacionada a inativagdo oxidativa de enzimas, mas nao foi possivel
encontrar evidéncias de tal fendmeno. Os efeitos deletérios de altas pressdes de
oxigénio foram entdo atribuidos a espécies reativas de oxigénio, EROs, compostos
radicalares ou ndo, capazes de reagir com biomoléculas devido aos seus baixos
potenciais de reducdo. Esta hipotese ganhou forca com a descoberta de uma classe de
metaloenzimas especificas para dismutar o dnion-radical superoxido (O, ) em perdxido
de hidrogénio, as superoxido dismutases (SODs). Agora se sabe que EROs sado
constantemente geradas em sistemas bioldgicos, € que o vazamento de elétrons na
cadeia respiratéria mitocondrial produz O, ~ como produto lateral.!**!

O desequilibrio entre a concentragdo de espécies oxidantes e antioxidantes nas
células vivas pode levar a um quadro de estresse oxidativo.') Entretanto, espécies
reativas sao importantes para diversas funcdes biologicas. Por exemplo, células do
sistema imunologico passam pelo chamado burst respiratorio e liberam grandes
quantidades de O, ™ e H,0, para combater patogenos.¥ Oxido nitrico (NO") atua como
neurotransmissor ¢ segundo mensageiro de vias de sinalizagdo redox dependentes de

c¢GMP, muitas relacionadas a senescéncia celular.”’ Nio obstante, mesmo nessas vias,

ha o risco da geracdao descontrolada de espécies reativas em geral (ERs), e, por isso, a
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evolucdo de organismos fotossintetizantes e seres aerdbios requereu o surgimento de
mecanismos de controle sobre o nivel de espécies reativas e de reparo do dano
oxidativo. A Figura 1 resume as principais fontes e destinos das espécies reativas na

c€lula, incluindo alguns mecanismos de defesa.

Fontes
mitocondrias
citocromo P450
peroxissomos
Xantina-oxidase
radiagdoionizante

Fungoes fisiologicas
sinalizagdo celular
inflamacdo, respostaimune
fagocitose

senescéncia, apoptose

e A
Espécies reativas (ERs) Antioxidantes
de oxigénio (EROs)  de nitrogénio (ERNs) enzimaticos nado-enzimaticos
0, H,0, NO* SoD endégenos exdégenos
HO* RO°* ROO® OONO- catalase GSH acido ascoérbico (vit. C)
HOCI O, NO,* glutationaredutase 4cidoUrico  a-tocoferol (vit. E)
enzimasdereparo  quelantes  flavonoides
. J
Dano oxidativo
lipidios proteinas DNA
peroxidagao, carbonilagao, depurinagao,
aldeidose agregacao, desaminacao,
isoprostanas perdade dimerizagao,
carcinogénicos atividade mutagdo

Figura 1. Resumo dos componentes do balango redox da célula.”*

Entre os antioxidantes endogenos, como a glutationa, a acdo muitas vezes ¢
antirradical, baseada na prevencao da iniciagdo e propagagdo da cadeia radicalar de
EROs, ou na sua terminagdo precoce. Essa habilidade tem sido quantificada em termos
de capacidade antirradicalar e atividade antirradicalar, i.e., o nimero de radicais

sequestrados por molécula de antioxidante e a velocidade da reagdo, respectivamente.
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1.2. Eficiéncia e variedade de antioxidantes naturais

Muitos estudos procuram relacionar a suplementacao da dieta com antioxidantes
a prevengao e eficacia do tratamento de doencas. Por exemplo, N-acetilcisteina (NAC)
retarda a tumorigénese de linfomas em ratos,m e a suplementacdo com antioxidantes,
como NAC, vitamina C e betalainas, diminuiu o nivel de biomarcadores de dano
oxidativo em humanos.”®*! Entretanto, existe o chamado paradoxo dos antioxidantes:
ratos portadores de genes indutores de cancer de pulmdo alimentados com um
combinacdo de NAC e vitamina E apresentaram tumores maiores, mais agressivos e
mais fatais do que ratos em dieta normal, e o crescimento de células humanas de cancer
de pulmdo foi acelerado pelos mesmos antioxidantes.”! Ainda, alguns oncogenes
promovem a eliminacao de espécies reativas antes da iniciagdo do tumor, e células
tumorais sem o fator de transcricdo Nrf2, que entram em senescéncia na presenca de
altas concentracdes de EROs, voltam a proliferar quando tratadas com antioxidantes.!"”

E possivel inferir, portanto, que a atua¢do de antioxidantes deva ser altamente
dependente do contexto celular, porquanto a forma como o potencial antioxidante ¢
determinado pode explicar o paradoxo. A eficiéncia de um antioxidante in vitro
geralmente ¢ medida como a habilidade de reduzir radicais estaveis, que ndo tém
nenhuma relagdo com as espécies altamente reativas dos sistemas bioldgicos. O método
TEAC (do inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) quantifica
colorimetricamente o numero de radicais (ABTS™ ou DPPH") que sdo consumidos por
molécula de antioxidante ao longo de um intervalo de reacdo definido e relata o
resultado em equivalentes de Trolox, derivado hidrossoliivel de vitamina E. O método

TRAP, muito usado para determinar niveis séricos totais de antioxidantes antes e depois

da ingestdo, consiste em medir a concorréncia entre antioxidantes e compostos
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fluorescentes ou quimiluminescentes por radicais de oxigénio, tipicamente HOO", HO e
0," .1 Tais métodos, além de serem dependentes do radical usado e das condi¢des do
ensaio, implicam a introducdo de radicais ou de sondas no sistema de estudo que ndo
existem in vivo. Ademais, fatores cruciais da acdo antioxidante in vivo nao sao
contemplados: o antirradical deve ser atoxico, seus metabolitos e seus produtos de
oxidagdo devem ser biocompativeis, e a cinética de oxidacdo e a acumulacao celular
devem ser compativeis com os tempos de vida e a localiza¢do dos radicais, para nao
comprometerem processos metabodlicos essenciais.

Alguns compostos de origem natural satisfazem os requisitos acima e estdo
representados no Esquema 1. Flavonoides sdao polifenois cuja capacidade de sequestrar
radicais ¢ atribuida a formag¢do de produtos de oxidacdo estaveis. Na classe das
antocianinas, por exemplo, o nucleo catecdlico ¢ crucial para a capacidade
antirradicalar, pois produz uma semiquinona pela oxidagdo em 1 ¢ e uma quinona pela

(3] Além disso, esses compostos inibem a xantina oxidase, produtora

oxidacdo em 2 ¢ .
de O,"", e quelam cations Fe" que podem participar da reacio de Fenton.!'" H4 também
antioxidantes naturais ndo-fenolicos. Exemplos incluem os carotenoides — que tém
sistemas © conjugados que reagem com oxigénio molecular e espécies radicalares —, o

, . y g . . . ;. roe 1
acido ascorbico (vitamina C) e o 4cido urico.!"
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Esquema 1. Estruturas de alguns antioxidantes naturais. Cianidina ¢é representante de

flavonoides da classe das antocianinas e B-caroteno, de carotenoides.

A oxidacao de fenois ¢ relativamente bem estabelecida na literatura, e envolve a

16,1 ’
6.17] Betalainas, classe dos

transferéncia de elétrons e protons para os radicais.!
compostos deste projeto, podem ser antioxidantes nitrogenados fenodlicos ou ndo
fendlicos, o que sugere relagdes estrutura-propriedade complexas. Estabelecé-las para

direcionar o desenvolvimento de antioxidantes potentes ¢ o que se buscou neste

trabalho.

1.3. Betalainas

Pigmentos vegetais desempenham importantes fungdes na planta, que vao muito
além da atracdo de insetos polinizadores. Do ponto de vista energético, a captagdo de
luz solar para a fotossintese pelas clorofilas e a protecdo do aparato fotossintetizante
pelos carotenoides sdo as mais relevantes. Contudo, antocianinas e betalainas parecem
ter fungdes adicionais na planta que estdo ligadas a inativagdo de espécies reativas.!'™

Betalainas sao uma classe de pigmentos naturais de ocorréncia restrita a algumas
familias de plantas da ordem Caryophyllales (e.g. Beta vulgaris, beterraba) e a alguns
fungos basidiomicetos dos géneros Amanita Dill. Ex Boehm., Hygrocybe (Fr.) P.

[19,20]

Kumm e Hygrophorus Fr. , nos quais elas substituem completamente as
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antocianinas (i.e., tratam-se de classes mutuamente exclusivas). Curiosamente, estes
pigmentos conferem fluorescéncia a algumas flores (Mirabilis jalapa e Portulaca
grandiflora) e pigmentam raizes que crescem sob a terra, ndo tendo, portanto, funcao
evolutiva 6bvia.

As betalainas naturais se dividem em duas classes que possuem um nucleo
cromoférico comum oriundo de seu aldeido precursor, o acido betalamico (HBt).
Dependendo da amina da qual derivam, betalainas sdo classificadas em betacianinas ou
betaxantinas. Betacianinas (kyaneos, azul) sdo iminas betalainicas formadas a partir de
ciclo-DOPA com diferentes graus de glicosilagdo; betaxantinas (xanthos, amarelo) sao

os derivados de outros aminoacidos (Esquema 2).”

R'O
R2
RZO’Q_)\ !
{7 ~COOH RGN,

I Il\l COOH 0]
H
I I I
HOOC H COOH HOOC H COOH HOOC H COOH
Betacianinas Betaxantinas Acido betalamico

Esquema 2. As duas classes de betalainas e a origem de seu cromoéforo comum: acido

betalamico.

As duas classes tém propriedades diferentes. Por exemplo, betanina, a
betacianina majoritaria na beterraba vermelha (Beta vulgaris), tem maximo de absor¢ao
(A™) em 535 nm, ndo ¢ fluorescente ¢ ¢ um antioxidante comparavel ao galato de
epicatequina, ou seja, quase cinco vezes mais eficiente que Trolox. Por sua vez, a

indicaxantina, betaxantina também presente na beterraba, tem A™* em 485 nm, é

a . ~ . A . . ’ . .. . . . .
Esta classificagdo se aplica as betalainas naturais; betalainas artificiais derivadas de aminas, que seriam classificadas como
betaxantinas, podem apresentar coloragdo variada (laranja, rosa, vermelho).
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fracamente fluorescente (rendimento quéntico de fluorescéncia (®p) de 4 x 10~ em
agua®'), e & um antioxidante 1,6 vezes mais eficiente que Trolox (Esquema 3).*

A biossintese de betalainas depende da oxidacdo enzimatica de L-tirosina ao
acido betalamico, que ocorre em duas etapas dependentes de tirosinases e

23,24 . . . .
(23241 Estudos in vitro e in vivo observaram que, uma vez formado o

dioxigenases.
aldeido, seu acoplamento com aminodcidos ¢ ndo estereoespecifico, i.e., ambas as
formas S e R dos aminoacidos podem ser incorporadas ao HBt, e ndo estereosseletivo,

i.e., o produto ¢ uma mistura de estercoisomeros (E/Z nas ligagdes C-4—C-7 e

C-8—C-9). 1%

+~~COOH

—Z

HOOC H COOH

Betanina Indicaxantina

Esquema 3. Estrutura de duas betalainas representantes das betacianinas e das betaxantinas.
Betanina e indicaxantina sdo representadas sem a configuragdo do carbono quiral C-2 porque

geralmente s3o isoladas como misturas dos dois epimeros ou ocorre epimerizacao.

Desta forma, ¢ possivel semissintetizar in vitro, i.e., obter a partir de sintese
parcial, betalainas naturais e artificiais empregando-se acido betaldmico como material
de partida. Ele ¢ obtido por meio da extracdo e hidrdlise alcalina de betalainas naturais,
ja que a sintese total desse aldeido requer métodos pouco ecoldgicos e rendimento
global abaixo de 20%.1*°** Betalainas com propriedades de interesse podem ser obtidas

pela escolha de aminas adequadas para o acoplamento com HBt.*"]
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1.4. Desenvolvimento de betalainas semissintéticas antioxidantes

A capacidade antirradicalar de betalainas ¢ uma das caracteristicas que podem
ser moduladas de acordo com a escolha da amina precursora. Betanina, uma betacianina
fenolica encontrada na beterraba e utilizada como corante alimenticio (E162), ¢ um
antioxidante potente, com TEAC de 4,7 + 0,3.[29] A titulo de comparacdo, galato de
epicatequina, presente no cha verde, € um dos antioxidantes naturais de maior TEAC de
que se tem conhecimento, medida em 4,90 + O,OZ.BO] Indicaxantina, o derivado da L-
prolina, difere da betanina pela auséncia do anel catecol monoglicosilado e apresenta
TEAC igual a 1,6 £ 0,1, que s6 pode estar associado a oxidacao do nucleo betalainico,
seja via sistema 1,7-diazaeptametinico (1,7-dHm, Esquema 4), seja pela oxidagdo
resultante de descarboxilago.*'

Estudos com o objetivo de estabelecer relagdes estrutura-propriedade
antioxidante de betalainas sdo escassos. Alguns autores ja estudaram implicagdes da
estrutura sobre a cor, fluorescéncia e atividade antirradicalar de betalainas derivadas de
15 aminas diferentes.””? Nosso grupo preparou e estudou as propriedades de trés
betalainas fenolicas isoméricas, chamadas de betalainofendis (Esquema 4). Todas se

. .. . 2
mostraram antirradicais mais potentes do que Trolox.!*”!

OH HO

3

HOOC N COOH HOOC N COOH HOOC N COOH

o-Betalainofenol m-Betalainofenol p-Betalainofenol
TEAC 3,8+0,1 51+0,3 3,0£0,1

Esquema 4. Betalainas-modelo monofendlicas preparadas em nosso grupo e estudadas quanto a
acdo antioxidante. TEAC ¢ a capacidade antirradicalar relativa a Trolox. Os adtomos e ligacdes

em negrito compdem o sistema 1,7-diazaeptametinico (1,7-dHm), caracteristico de betalainas.
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O estudo revelou que o regioisomero meta tem TEAC igual a 5,1,
significativamente maior do que o orto € o para (3,8 e 3,0, respectivamente), € maior do
que TEAC da betanina (4,7).””) O aumento de TEAC em relacio & indicaxantina, no-
fenolica, ¢ de aproximadamente trés vezes, o que € surpreendente considerando-se que a
molécula tem apenas um grupo fenol. Além disso, o isdmero meta se diferenciava pelo
aumento do valor de TEAC com o aumento do pH na regido entre 4 e 6, de forma

(29341 A explicagio para a dependéncia do pH ndo ¢

analoga ao que ocorre com betanina.
obvia, j4 que TEAC ¢, em ultima andlise, uma medida estequiométrica, que nao deveria
depender de estados de protonacdo. Nesse contexto, surgiu a necessidade de
compreender a capacidade antirradicalar de betalainas em termos dos efeitos de pH e da

estrutura, de modo a direcionar o desenvolvimento de betalainas artificiais com

propriedades antioxidantes.
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2. Objetivos

Entender a importancia da oxidacdo da porcdo fendlica e do sistema
1,7-diazaeptametinico para a capacidade antirradicalar de betalainas-modelo, e como a

estrutura de antioxidantes betalainicos se relaciona a sua propriedade antirradicalar.

2.1. Objetivos especificos
1. Semissintetizar e caracterizar a estrutura e as propriedades fotofisicas e
eletroquimicas de quatro betalainas aromadticas: m-betalainofenol, N-metil-m-

betalainofenol, fenilbetalaina e N-metil-fenilbetalaina;

+ _Me _Me
HOOCPj\COOH HOOC/‘E”j\COOH HOOCPj\COOH HOOC/PS\COOH
m-Betalainofenol N-Metil-m-betalainofenol Fenilbetalaina N-Metil- fenllbetalaina
(1) (2) (3) (4)

1. Investigar como o pH afeta estas propriedades e sua capacidade antirradicalar;
1.  Racionalizar os resultados em termos do grupo -OH fendlico e sistema

conjugado 1,7-diazaeptametinico.
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3. Material e Métodos

3.1. Reagentes e solventes

As substancias quimicas usadas neste trabalho e suas caracteristicas sdo listadas
na Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes usados no trabalho, seus fornecedores, pureza e método de purificacao.

Reaiente Form/Abrev Fornecedor Pureza Purificacio

acetato de etila AcOEt Synth

etanol EtOH

metanol deuterado MeOH-d, S-A

anilina

2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolino-6- ABTS S-A
sulfonato) de amonio

acido acético AcOH

iodeto de metila CH;l
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acido borico H;BO; S-A

acido fosforico H;PO, S-A

fosfato dissodico Na,HPO, S-A

fosfato monossodico NaH,PO, S-A

acido cloridrico HCl S-A 37%
hidréoxido de sédio NaOH Synth

hidroxido de amoénio NH,OH S-A 27%
carbonato de potassio K,CO;3 S-A

cloreto de potassio KCl S-A

cloreto de s6dio NaCl S-A

persulfato de potassio K,S,04 S-A

ferricianeto de potéssio K;3[Fe(CN)s] S-A

S-A: Sigma-Aldrich.
3.2. Solucodes-estoque e tampoes

Todas as solucdes aquosas foram preparadas em agua deionizada com

resistividade em temperatura ambiente > 18,2 MQ cm ™.

3.2.1. Gerais
—  Solu¢do aquosa de cloreto de potdssio (KCI, 0,1 mol L™'): o sal (0,746 g) foi
dissolvido em agua (100 mL) em um baldao volumétrico e a solugdo foi
armazenada em temperatura ambiente.
—  Solu¢do aquosa de ferricianeto de potdssio (K3[Fe(CN)sJ, 0,1 mol L™): o sal
(0,329 g) foi dissolvido em solucio aquosa de KC1 0,1 mol L™ (100 mL) em um
baldo volumétrico e a solugdo foi armazenada em temperatura ambiente,

protegida da luz.
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Solugdo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH, 0,2 mol L™): pastilhas da base
(0,8 g) foram dissolvidas em agua (100 mL) em um baldo volumétrico e a
solucao foi armazenada em frasco plastico.

Tampao fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline, 10 mmol L™, pH = 7,4):
NaH,PO4 (0,240 g) e Na,HPO,4 (0,284 g) foram separadamente dissolvidos em
agua (200 mL cada) em baldes volumétricos. Um estoque de 300 mL de PBS 10
mmol L (forga ibnica (1) = 22 mmol L) foi preparado misturando as duas
solucdes na proporcao aproximada de 3:2 v/v ou até que o pH atingisse o valor
de 7.4.

Tampao fosfato salino (PBS, pH = 7,4, varias concentragoes). a solugdo estoque
de PBS (10 mL e 50 mL) foi diluida em 4gua (100 mL) em um baldo
volumétrico para preparar, respectivamente, o tampao nas concentracdes de 1
mmol L' ¢ 5 mmol L™".

Tampao fosfato salino (PBS, 50 mmol L', pH = 7,4, vdrias forcas idnicas): a
solucao estoque de PBS (50 mL) foi diluida em agua (100 mL) em um baldo
volumétrico. Para ajuste de forga i6nica, NaCl (0,028; 0,078; 0,178 g) foi
dissolvido no tampao (100 mL cada), obtendo-se respectivamente forgas ionicas
de 2,5,5,0 e 10 mmol L.

Tampdo Britton-Robinson (acetato-fosfato-borato, tpBR, 40 mmol L™, vdrios
pHs): H3BOs (0,247 g), CH;COOH (231 pL) e H3PO4 (274 pl) foram todos
dissolvidos ou diluidos em 4gua (100 mL) em um baldo volumétrico. Uma
solucdo de NaOH (0,2 mol L) foi gotejada ajustando-se o pH para valores que
variaram entre 3 ¢ 7. O pH de solucdes tamponadas com tpBR foi aferido antes e

depois do uso com um pHmetro.
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3.2.2.

3.2.3.

Método TEAC

2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) de aménio (ABTS, 7 mmol L™):
o sal (0,384 g) foi dissolvido em agua (100 mL) em um baldo volumétrico. A
solucao foi mantida a 5 °C, protegida da luz e sem agitacdo, e renovada a cada
semana.

Solugdo de persulfato de potdssio (K»S:0s, 140 mmol L™): o sal (0,038 g) foi
dissolvido em dgua (10 mL) em um baldo volumétrico. A solu¢do foi mantida
por no maximo um més em temperatura ambiente e protegida da luz.
Solucdo-estoque de ABTS™": a solugdo de ABTS (5 mL, 7 mmol), adicionaram-
se 88 uL da solugdo-estoque de K,S,0g (140 mmol). A mistura azulada foi
mantida protegida da luz e em temperatura ambiente por 16 h até seu uso.
Solucdo de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox,
0,1 mmol L™*): o antioxidante de referéncia (0,001 g) foi dissolvido em EtOH (50
mL) no momento do ensaio. A solucdo foi mantida refrigerada.

Solug¢do aquosa de betalaina: uma quantidade de betalaina purificada e
liofilizada foi dissolvida em tampao Britton-Robinson com pH = 6. Esta solugao
foi diluida (10x%), o espectro de absorcao foi registrado e a concentracao foi
determinada com base nas respectivas absortividades molares. A solu¢do foi

mantida refrigerada durante o ensaio e descartada em seguida.

Rendimento quantico de fluorescéncia
Solucgdo estoque de rodamina B: rodamina B (1 mg) foi dissolvida em EtOH (1

mL) e diluida para fornecer um valor méximo de absor¢ao de ~ 0,5.
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3.2.4. Cromatografia

— Solvente A 0,05% HCO,H/H,O: HCO,H (125 pL) foi diluido em agua
deonizada (250 mL). A solu¢do foi agitada em banho ultrassonico por 15 min
antes do uso.

— Solvente A 0,1% HCO,H/H,O: HCO,H (1 mL) foi diluido em agua deonizada
(1 L). A solugdo foi agitada em banho ultrassonico por 15 min antes do uso.

— Solvente B 0,05% HCO,H e 90% MeCN/H,O: HCO,H (125 pL) foi diluido em
uma mistura de MeCN (225 mL) e agua deionizada (25 mL) avolumadas
separadamente. A solu¢do foi agitada em banho ultrassonico por 15 min antes
do uso.

— Solvente B 0,1% HCO,H e 90% MeCN/H,O: HCO,H (500 pL) foi diluido em
uma mistura de MeCN (450 mL) e agua deionizada (50 mL) avolumadas
separadamente. A solu¢do foi agitada em banho ultrassonico por 15 min antes

do uso.

3.3. Semissintese de betalainas
3.3.1. Extracao de acido betalamico

Beterrabas frescas (em média 10 unidades) foram lavadas e processadas em uma
centrifuga de alimentos tipo juicer (Philips-Walita, modelo RI1855). A suspensdo (ca.
500 mL) foi filtrada em um coador de pano, mantida sob agitagdo mecanica (ca. 500
rpm) e resfriada a 10 °C. O pH da suspensdo foi levado a 11,4 com a adicdo de
hidroxido de amodnio concentrado (NH4OH 28%). A reacdo (Esquema 5) foi deixada até
que a coloracao mudasse de vinho para amarelo-esverdeado (ca. 60 min). Em seguida, a
suspensdo foi resfriada a 5 °C com um banho de CO,(s)/EtOH, e acido cloridrico

concentrado (HCI 37%) foi adicionado até¢ que o pH atingisse o valor de 1,5 a 2. Duas
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extragdes com acetato de etila (ca. 50 mL, ou 10% do volume inicial), foram feitas; a
fase organica formou uma emulsdo (ca. 90 mL), que foi centrifugada em tubos conicos
de poli(propileno) (7000 xg, 5 °C, 2 min). A fase organica de cor amarela recolhida foi

levada a —80 °C e filtrada a vacuo rapidamente para remog¢ao de excesso de dgua e sais..

=H, Glc 1
1 R'O
R O R2 = R%= H, alquil
R? HO
R+ o) + A ~C00"
COOH \N*COOH N
H
ﬂ 2 + ciclo-DOPA
l l R3

HOOC” "N “COOH  R%_
N (PN

HOOC N COOH HOOC H COOH COO-

Acido betalamico 2
Betacianinas Betaxantinas Aminoacidos

Esquema 5. Equilibrio de hidrdlise da mistura de betalainas oriundas de Beta vulgaris. Os

contraions ndo sdo mostrados para maior clareza.

3.3.2. N-Metilacao de m-aminofenol

(351 yma mistura de m-aminofenol

Conforme procedimento descrito na literatura,
(2 mmol, 0,218 g) e carbonato de potassio (2 mmol, 0,276 g) foi adicionada a um baldo
flambado e saturado com N,. Por ultimo, foram adicionados DMF seco (20 mL) e
iodeto de metila (1,1 mmol, 132 pL) (Esquema 6). A reacdo foi mantida sob agitagcdo
magnética, temperatura ambiente e fluxo de Ny, e foi acompanhada por cromatografia
em camada delgada (silica gel, heptanos/AcOEt 2:1 v/v). Ao final de 12 h, o DMF foi
evaporado a pressdo reduzida (10 mmHg, 50 °C); agua (20 mL) foi adicionada e o
produto foi extraido com AcOEt (2 x 20 mL). As fases organicas foram reunidas e secas
com MgSO4 e o produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel,

(heptanos/AcOEt 2:1 v/v). O rendimento da preparagao foi de 46% (0,91 mmol,

0,998 g) apos a purificagao.
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HO NH DMF, K,CO;  HO
+ CHy —25° ~
Tamb

Esquema 6. Metilagdo do m-aminofenol.””

3.3.3. Acoplamento aldiminico

A solugao de HBt em acetato de etila obtida (item 3.3.1) foi evaporada a pressao
reduzida até que sua concentracio se aproximasse de 1 mmol L™'. A amina desejada foi
adicionada ¢ a rea¢dao foi submetida a irradiacdo com ultrassom até solubilizacdo da
amina. A mistura foi mantida a —20 °C durante 12 h para precipitagdo. A suspensao
resultante foi centrifugada em tubos de vidro (5.000 xg, 5 °C, 5 min) e lavada com
AcOEt duas vezes, descartando-se o sobrenadante. O solvente residual foi removido
com um fluxo de N; e o solido resultante foi armazenado a —20 °C. O Esquema 7
apresenta uma visao geral dos compostos preparados. O rendimento apds purificacao foi
de ~ 20%, estimado considerando as quantidades molares de HBt e de produto isolado
apos a liofilizacdo. A massa molar da betalaina em sua forma neutra e livre de
contraions foi a usada para calcular o nimero de mols, uma vez que a natureza dos

contraions ¢ desconhecida.

0 LU«
R' N

2
H HN’R H*
+ —— H + Hy0
o | o AcOEt, 15 min
N R o I o
OH OH N
oH " oH
R' = H, R? = CHj3, N-metilanilina R' = OH, R? = H, m-betalainofenol (1)
HBt R' = OH, R? = CH3, N-metil-m-aminofenol R' = OH, R? = CH3, N-metil-m-betalainofenol (2)

R'=H, R? = H: anilina R' = H, R? = H: fenilbetalaina (3)
R' = OH, R? = H: m-aminofenol R' = H, R? = CHj: N-metil-fenilbetalaina (4)

Esquema 7. Acoplamento aldiminico entre acido betalamico e as diferentes anilinas (10 equiv.)

em aceto de etila.
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3.4. Purificagcao das betalainas

Empregou-se um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala
semi-preparativa (Agilent 1260 Infinity) e uma coluna Luna C18 fase reversa (25 cm x
10 mm, 5 pm, Phenomenex®), na seguinte condi¢io: corrida isocratica com 20-30% de
B (0,1% HCO;H e 90% MeCN/H,0O) em A (0,1% HCO,H/H,0), dependendo da
betalaina; fluxo de 3 mL min'. A corrida foi acompanhada por deteccio
espectrofotométrica com grade de diodo em 254, 400 e 500 nm e a fracdao de interesse
foi coletada manualmente e congelada imediatamente, para entdo ser liofilizada e o

solido resultante, armazenado a —20 °C.

3.5. Caracterizacao estrutural

3.5.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas

Empregou-se um cromatdgrafo Prominence LC-20AD (Shimadzu) acoplado a
um espectrometro de massas Esquire HCT Plus Bruker Daltonics operando em modo
alternado e a um detector Prominence SPD-M20A (Shimadzu). Condicdes da corrida:
coluna Kinetex EVO CI18 de fase reversa (150 x 4,6 mm, 5 pm, Phenomenex®),
gradiente de 5 - 20% B (0 - 8 min) e 20-50% B (8 - 10 min); solvente A: 0,05% HCO,H
em agua; solvente B: 90% MeCN e 0,05% HCO,H em agua; fluxo de 0,3 mL min' . A

temperatura do vaporizador foi de 325 °C e a voltagem foi estabelecida em 4 kV.

3.5.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
As betalainas purificadas e liofilizadas (~3 mg) foram dissolvidas em metanol-d
(700 pL) e analisadas por experimentos de ressondncia magnética nuclear ('H,

"H,'H-COSY e 1H,13C-HMBC), realizados na Central Analitica do 1Q-USP em um

espectrometro Bruker AIII500 operando a uma frequéncia de 500 MHz para 'H-RMN
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(campo de 11,7 T). O deslocamento quimico foi determinado em relagdo ao sinal de
TMS. Oito experimentos foram conduzidos em sequéncia, ao longo de 10 h, a partir da
mesma amostra, ¢ espectros de 'H foram obtidos antes e depois de cada um dos

experimentos bidimensionais para verificar o estado da amostra.

3.6. Caracterizagao fotofisica
3.6.1. Espectroscopia de absorcao e emissao

Espectros de absorcdo e emissdao foram obtidos em meio aquoso tamponado
(tampao BR, pH = 6) empregando-se celas de quartzo (caminho otico de 10 mm, 1,5
mL), com o auxilio de um espectrofotometro Varian Cary 50Bio e de um
espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse, respectivamente. Os espectros foram usados
para calcular os deslocamentos de Stokes (AA, diferenca entre os maximos de
fluorescéncia e absor¢do) e as energias singlete (Ego, comprimento de onda em que

ocorre interseccao entre os espectros de absor¢ao e emissao).

3.6.2. Coeficiente de atenuagcao molar
O coeficiente de atenuagdao molar (€) ¢ a constante que relaciona absorcao de
uma solucdo a sua concentragdo na Lei de Beer-Lambert (Eq. 1).

A*=¢"bc (1)
onde A" ¢ absor¢do num comprimento de onda, € ¢ o coeficiente de atenuagdo molar
nesse mesmo comprimento, b ¢ o caminho 6tico da cubeta e ¢ ¢ a concentracdo de
cromoéforo em solugao.

O coeficiente de atenuagdo molar pode ser calculado medindo-se a absorcao de
uma solu¢do de concentragdo conhecida. Solugdes de betalainas preparadas a partir da
dissolugcdo de uma quantidade de p6 ndo tém concentracdo conhecida porque a massa

molar exata do sal de iminio depende dos contraions. Alternativamente, € pode ser
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determinado por um método de ponto final, em que a concentragdo inicial da solucao de
betalaina ¢ inferida a partir da sua transformacao (hidrdlise) em outro composto (HBt)
cuja concentracao pode ser determinada. A Figura 2 ilustra a conversao de betalaina em
acido betalamico, evidenciando as variagdes de concentragdo ao longo do tempo. A
concentracdo de HBt formado ¢ estequiométrica em relagdo a concentragao de betalaina

8424 nm -

consumida (1:1) e pode ser determinada porque seu ¢ conhecido.

Concentragéo

Figura 2. Curva ilustrativa da evolu¢do da concentracdo das espécies na reagdo de hidrdlise. A

concentracdo de betalaina e a de HBt variam na mesma proporgao.

Como a concentracdo de betalaina ndo ¢ conhecida, a curva da Figura 2 foi
construida substituindo-se concentragio por absorgio em A™, ja que sdo grandezas
proporcionais. Primeiro, uma solugdo de betalaina foi preparada em tpBR de pH =6 ¢
teve seu espectro de absor¢do registrado. Depois, essa solugdo foi reproduzida em agua,
mas com o pH levado a 11 com NaOH antes da adi¢dao de aliquota da solugdo estoque
de betalaina. Nos casos em que em pH = 11 a reacdo de hidrolise foi muito rapida para
ser monitorada, usou-se a condi¢cao mais branda de pH = 7. A cinética de hidrélise até
HBt foi acompanhada no espectrofotometro. A linha base foi corrigida pela absor¢ao
em 700 nm e curvas de absor¢io no A™* da betalaina e da absorcdo em 424 nm (Xmé" de

HBt) versus tempo foram construidas. Os dados foram ajustados por uma equagdo
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mono-exponencial da forma y = yo + Ae™. O coeficiente de atenuagio molar foi

calculado pela Equagao 2.

A, A,

A 424 Abet,O_ bet o0 o)
Epe = (2)
bet — “HBt  pa24

HBt oo

onde AMyo ¢ a absor¢do inicial da solugdo de betalaina em seu A™, AMy. ¢ a

~ . . ros r 424 4 ~
absor¢do em "tempo infinito" no maximo da betalaina e A" 'ypi € a absorcdo em
tempo infinito no maximo de HBt; Os dois ultimos valors foram obtidos como o offset

yo dos ajustes mono-exponenciais e Exp = 26500 L mol™ cm™.

3.6.3. Rendimento quantico de fluorescéncia

Trés solucdes de betalaina em tampao foram preparadas e tiveram sua absor¢ao
em A™ aferida (ca. 0,5). Cada solugdo foi diluida 10x e excitada em 490 nm (fenda de
emissdo e fenda de excitacdo em 20 nm, tensdo da fotomultiplicadora em 600 V). O
padrdo de fluorescéncia escolhido foi uma solugdo alcdolica de rodamina B, compativel
com as bandas de absorcdo e emissdo das betalainas estudadas. Sua absor¢io em A™*
também foi ajustada para ca. 0,5 e a solugdo foi diluida 1000x antes de ser excitada em
490 nm. O rendimento quantico de fluorescéncia da betalaina ((Di]:]) foi calculado como
uma média das trés medidas, considerando a é4rea de emissdo normalizada pela

intensidade de absor¢do, conforme descrito na Equagao 3.1

F'f

— 3)
F

onde F' ¢ F* denotam a intensidade de emissdo integrada da amostra e do padrao,
respectivamente; f e /° denotam a absorc¢do da solugdo de betalaina e do padrdo em ey
(calculada a partir da dilui¢do); n'p e n’p sdo os indices de refracdo dos solventes e, por

fim, ®%; é o rendimento quantico de fluorescéncia do padrdo. Considerou-se um indice
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de refragdo de 1,3325 para a solugdo de amostra, e de 1,3616 para o padrao de rodamina
B em etanol. O rendimento quantico de fluorescéncia do padrdao ¢ de 0,5 em etanol,

Tamb = 25 °C € Aexe = 450 a 565 nm.B"!

3.7. Determinacao da estabilidade em solucao aquosa

Solugdes de betalaina em tpBR (pH = 3 a 7, 40 mmol L) tiveram o espectro de
absor¢io registrado até que a absor¢do em A™ caisse para < 25% do valor inicial (i.e.,
duas meia-vidas). O monitoramento foi feito usando um porta cubetas com capacidade
para 18 celas, termostatizado em 25 °C com um acessorio Peltier ou banho termostatico
Lauda RP845, e cubetas de acrilico de 3,5 mL de volume total. A linha base foi
corrigida considerando-se a absor¢do em 700 nm e o valor de absor¢io em A™* em
funcdo do tempo foi ajustado empregando-se um modelo de mono ou biexponencial

com Yy fixo em zero.

3.8. Caracterizagao eletroquimica por voltametria ciclica

Experimentos de voltametria ciclica foram conduzidos empregando-se um
potenciostato/galvanostato AutoLab PGSTATI01 (Metrohm). As medidas foram
realizadas com um sistema de trés eletrodos: eletrodo de trabalho de carbono vitreo
(didmetro do disco = 2 mm); contra-eletrodo de fio de platina e eletrodo de referéncia
Ag/AgCl, KCI sat. A velocidade de varredura foi fixada em 50 mV s~ e o potencial foi
varrido entre —1 e +1 V num primeiro momento e depois entre 0 e +1 V. Quando
necessario, a janela de potencial foi ampliada e brancos de tpBR em cada pH foram
feitos nas condigdes correspondentes. Foram usadas solugdes estoque concentradas de
betalaina (3 x 10~ mol L ™), que eram diluidas em solugio tamp3o para a concentragio

final de 1 x 10™* mol L™, aferida espectrofotometricamente.
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Todas as medidas foram alternadas com o seguinte procedimento: (i) polimento
do eletrodo de trabalho com alumina depositada em um pedago de feltro umedecido —
60 ciclos de movimentos em forma de "8" eram realizados, com particulas de alumina
de 1, 0,3 ¢ 0,05 um de diametro, respectivamente; (ii) enxague do eletrodo com agua e
banho ultrassonico por 1 min; (ii1) voltamograma de solucao "padrao" de K;[Fe(CN)g]
0,1 mol L™ em KCI 0,1 mol L' (velocidade de varredura de 50 mV s, janela de
potencial de 0 a +0,5 V). Antes de prosseguir para o proOXximo composto ou para o
proximo pH, garantiu-se que o eletrodo de trabalho estivesse em condi¢des idénticas as
iniciais, comparando o voltamograma da solugdo de ferricianeto de potdssio com a
medida realizada antes de iniciar os ensaios.

A razdo entre protons e elétrons envolvidos na oxidagdo (v/n) foi determinada a
partir de um grafico de Nernst, construido colocando os potenciais de pico anddicos e
catodicos em funcao do pH. Quando os processos estdo acoplados, a constante de
equilibrio redox embute a concentragdo de protons, e obtém-se uma curva linear, cujo

coeficiente angular ¢ proporcional a v/n (Equagdes 6 e 7).

E=E° - E1nQ 4)
nF
o v\ e VRT :

E=E —Eln(Q [H']')=E —Fln(Q) (5)
onde E € o potencial medido, E° é o potencial padrdo, R é a constante universal dos
gases, T ¢ a temperatura em K e F ¢ a constante de Faraday (RT/F = 59 mV). v ¢é o
numero de protons transferidos; n € o nimero de elétrons e Q designa o quociente de

reacao.
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3.9. Determinacao da capacidade antirradicalar com o método ABTS
3.9.1. Estudos com o método ABTS

Uma solugdo estoque do cation-radical do 4cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS™), preparada com 16 h de antecedéncia, foi
diluida em diversas condi¢des de concentracdo, pH, for¢a i6nica (n) e capacidade do
tampao (Tabela 2), sempre na auséncia de antioxidante externo, € monitorada ao longo
do tempo no espectrofotdometrot®.

Tabela 2. Condic¢des usadas no estudo do decaimento natural do cation-radical.

Exp. Parametro fixado Parametro variado Valores
1 Meio (agua) Absorcao inicial em 734 nm 0,2 0,7 09
2 Concentragdo de Concentragdo do PBS (mmol L™) 1 5 10

ABTS™ (Abs™*"™=0,7)

ao do PBS
3 Concentragdo do Forca ionica do PBS (u, mmol L* 25 50 100
(5 mmol L)
Concentragdo do tpBR
4 H 3a7
(40 mmol L™ P a

a N
Forga i6nica ajustada com NaCl.

3.9.2. Quantificagdo da capacidade antirradicalar

Uma solugdo estoque do cation-radical do 4cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS™), preparada com 16 h de antecedéncia, foi
diluida em tpBR de varios pHs (3 a 7) até atingir 46,7 umol L™, concentragdo aferida
espectrofotometricamente.”® A solugdo resultante foi adicionada em uma microplaca
de 96 pocos (fundo plano, transparente, capacidade de 300 pL), termostatizada a 25 °C,
conforme a Figura 3. O caminho 6tico no pog¢o foi calculado como 8 mm. Programa
cinético de leitura (leitor de microplaca TECAN M200): 1) leitura inicial em 734 nm (e
1000 nm como referéncia), ii) ejecdo da placa e adi¢do do antioxidante nos pocos
(Trolox: 0,5 a 4 umol L™'; betalaina: 0,3 a 1,5 umol L™), iii) mistura dos reagentes e

homogeneiza¢do do menisco, recolhendo e devolvendo o volume do poco com uma
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ponteira limpa 2% e iv) reintroducdo da placa e ciclos de leitura de 3 em 3 min, durante

120 min.

@l JOI 1Ol 101 10l IOIe)E M
O] JO1 Ol 101 1Ol IOIG] Rt
O‘Q.Q.Q'O.QQ 196Ul 4ul
@] JO1 1Ol 0] 10] JOIOI R TRl
O‘Q.Q.O‘Q‘QQ 192Ul 8ulL
O.Q‘Q.O.Q‘QQ 190Ul 10uL
0]0]0]0100]0]0]1001010
0]0)0]0100]0]0]10]01010

Figura 3. Micro-placa utilizada para o ensaio ABTS/TEAC. Os volumes informados sdo de
solugdo de radical ja em tpBR; apos a leitura inicial, eles foram completados para 200 uL. com
adicao do antioxidante (AOx). Cada coluna refere-se a um pH e cada linha, a uma concentragao

final de antioxidante. Os pogos em cinza sdo os utilizados por leitura.

A variacdo relativa da absorcdo em 734 nm antes e apds reagdo com O
antirradical foi determinada sempre em relacdo ao controle sem betalaina com o

emprego da Eq. 8.

rel A)(() B A)L; AS — Az
AA = AO - AO -

X c

Ad (6)

onde A’ ¢ a absorcdo (em 734 nm) inicial da solu¢do de cation-radical, A, é a absor¢do
da solucdo ap6s tempo ¢ de adi¢do do antioxidante, A’ é a absor¢do inicial da solugdo
controle de cation-radical e A' ¢ a absor¢do da solugio apos tempo z. Ad ¢ a variagio de
absor¢ao decorrente da diluicdo quando da adicdo de cada um dos volumes de
antioxidante e foi calculada como Ad = v/200, onde v ¢ o volume adicionado ao pogo

em pL.
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Os valores foram colocados em funcao da concentracdo de antirradical no pogo e
ajustados por regressao linear. O coeficiente angular dessa curva (aaox), dividido pelo
coeficiente angular obtido com Trolox nas mesmas condi¢des (Orrolox), € @ capacidade
antirradicalar em equivalentes de Trolox, TEAC, determinada para cada pH (3 a 7) e
para quatro tempos de reacdo (6 min, como no protocolo original, e também 30, 60 e
120 min) (Eq. 9).

o
TEAC ,, =—42 (7)

Trolox

3.9.3. Caracterizacao dos produtos da reacao com ABTS™*

Misturas reacionais semelhantes as do ensaio TEAC/ABTS foram analisadas por
HPLC-DAD-ESI(+)-MS. Uma solugio estoque 100 pmol L™ de betalaina (20 puL) e um
estoque 400 pmol L' de cation-radical ABTS™ (20 pL) foram preparados e adicionados
a tpBR (200 pL). A inje¢do na coluna cromatografica foi feita apos 6, 30, 60 ¢ 120 min
de mistura. Controles das solu¢des-tampao, das betalainas puras em tpBR e de cation-
radical e seu precursor foram injetados automaticamente.

Empregou-se o mesmo sistema cromatografico da etapa de caracterizacao das
betalainas semissintetizadas. Os produtos detectados foram submetidos a analise por
HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS, realizada nas condi¢des de corrida cromatografica
supracitadas. Condigdes da fragmentagdo: pressdo de gas nebulizante: 35 psi; fluxo de
gas secante: 6 L min ', 220 °C); voltagem do capilar: 4 kV (modo smart frag); detector

no modo positivo (ESI+).
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4. Resultados

Os resultados serdo apresentados na seguinte sequéncia: semissintese,
purificacdo e caracterizacao estrutural das betalainas 1 a 4 (4.1), caracterizagao
fotofisica (4.2), estabilidade em solucdo aquosa (4.3), determinagdo da capacidade

antirradicalar (4.4) e determinacao das propriedades redox (4.5).

4.1. Semissintese de betalainas anilinicas

Foi proposto o estudo de quatro betalainas ndo-naturais que resultam do
acoplamento aldiminico entre o acido betalamico e anilinas (Esquema 8). Destas, N-
metil-m-betalainofenol (2) ¢ inédita, m-betalainofenol (1) foi preparada anteriormente
[27,39]

no grupo e fenilbetalaina e N-metil-fenilbetalaina ja foram descritas na literatura,

embora ndo tenham sido caracterizadas.

+ _Me _Me
HOOCPj\COOH HOOC/‘E”j\COOH HOOCPj\COOH HOOC/PS\COOH
m-Betalainofenol N-Metil-m-betalainofenol Fenilbetalaina N-Metil- fenllbetalaina
(1) (2) (3) (4)

Esquema 8. Série de betalainas semissintéticas proposta que permite o estudo de relagdes

estrutura-propriedade.

Para a semissintese de betalainas ¢ necessario obter acido betalamico (HBt) e
purifica-lo. Para isso, modificamos o método descrito na literatura®™! de forma a
aumentar a sua escala e diminuir as etapas de processamento. Suco de beterraba bruto
(500 g) foi hidrolisado com NH4OH (pH = 11,4) e acidificado at¢ pH = 2 com HCI

concentrado, sob temperatura de 5 °C; em seguida realizou-se extragdo do HBt com
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AcOEt. Acido betalamico foi obtido em concentracdo média proxima a 0,5 mmol L*I,b
perfazendo um rendimento médio de aproximadamente 10%, calculado em relagdo ao
contetido de betanina do suco (€°°™ = 65000 L mol™” cm™)."*") A Figura 4 apresenta a
diferenca entre o perfil de absor¢do do suco de beterraba bruto (A™** = 536 nm com
ombro em 480 nm) e do 4cido betalamico extraido em acetato de etila acidificado (A™**

=380 nm).

1.0 380 nm 536 nm [ syco 101X diluido
—— HBt 42X dilufdo

0.8

0.6

0.4

Abs normalizada

0.2

0.0

T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 4. Perfil de absor¢do de suco de beterrabas vermelhas (apods filtracdo) e do acido

betalamico extraido em acetato de etila.

As reacdes de semissintese foram feitas adicionando-se, sob agitacdo e em
temperatura ambiente, um excesso (10 equiv) das aminas ao acido betalamico em
acetato de etila. A reacdo ¢ praticamente instantanea (menos de 5 min) e ¢ evidenciada
pela mudanca de cor do amarelo caracteristico do acido betalamico para vermelho (2 e
4) ou magenta (1 e 3). Ap6s resfriamento observa-se a formagao de corpo de fundo que
foi centrifugado e lavado com acetato de etila para retirada do excesso de amina. Os
compostos foram purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em condi¢des

de fase reversa e escala semi-preparativa. A andlise cromatografica das amostras

® Estimada considerando-se €™ =24 x 10* L mol™' cm™', valor da literatura para meio aquoso.!””
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(Figura 5) indica que os compostos foram obtidos com alto grau de pureza e que a
ordem de eluicdo nas condicdes empregadas ¢ m-betalainofenol (1), N-metil-m-

betalainofenol (2), fenilbetalaina (3) e N-metil-fenilbetalaina (4).

303.1

HO NH HO' N
! ! " 257.1
291.1
0 - . : b - ;
| I 100 150 200 250 300 350 miz
HOOC” >N~ ~COOH HOOC™ N “COOH
H H Intensy
o N-Metil fenol (2) X105,] 2 3172

Massa exata: 303,10 Massa exata: 317,11 }y

4
3 1 2712
2
tpBR 1 !‘ . |
| g__;—ﬁny 100 150 200 250 300 350 miz
J

. | - - - -
1 1
Intens.
x105_1 4 301.2
] ] :

HOOC H COOH HOOC H COOH

4

3
Fenilbetalaina (3) N-Metil-fenilbetalaina (4) 2 2552
Massa exata: 287,10 Massa exata: 301,12 1 L 289.1
0 g

100 150 200 250 300 350 miz

Figura 5. Estruturas, cromatogramas (254 nm) e espectro de massas de amostras das quatro
betalainas preparadas e purificadas. Coluna C18 de fase reversa Kinetex EVO C18 de fase
reversa (150 x 4,6 mm, 5 pm, Phenomenex™), gradiente de 5-20% B (0-8 min) e 20-50% B (8-
10 min); A: 0,05% HCO,H/agua; B: 60% MeCN e 0,05% HCO,H/agua; 0,3 mL min .

Em seguida, os compostos foram caracterizados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo por elétron-spray em
modo positivo (HPLC-MS(ESI+)), resultados também apresentados no Figura 5. Os
fons quasi-moleculares ([M+H]") de 1 e 3 tém relagdo massa/carga (m/z) esperada,
303,1 (CysH14N2Os, M = 302,09) e 287,1 (CsH14N,0O4, M = 286,10), respectivamente.
Os ions moleculares ([M]") de 2 e 4, as betalainas catidnicas preparadas, tém m/z em
317,2 (Ci6H17N2Os', M = 317,11) e 301,2 (Ci1¢H17N2,04, M = 301,12), também de
acordo com o esperado. Os quatro espectros de massa apresentam fragmentos de m/z 46

unidades abaixo do pico (quasi)molecular.
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Prosseguiu-se com a caracterizacdo dos compostos por espectroscopia de RMN.
Os espectros de 'H foram obtidos em um espectrometro de 500 MHz, com solugdes
contendo cerca de 3 mg em 600 pL. de metanol deuterado que foram centrifugadas antes
da analise para remover o corpo de fundo. Os primeiros espectros registrados,
imediatamente apos a solubilizagdo, sdo apresentados na Figura 6. Os espectros
completos e ampliagdes, bem como os espectros 2D, sdo apresentados nos Anexos 8.1 a

8.16.

S |
L

1: R'=0H; R%=H

2: R'=H; R?=H }L ( L

3: R'=0H, ; R®=CH, 4
4:R'=H, ; R?>=CHj,4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
5 (ppm)

Figura 6. Espectros de '"H-RMN das betalainas purificadas, obtidos em espectrometro Brooker
AIII500, frequéncia de 500 MHz, em metanol-d,. Sinais de solvente: 6 (CH;OH) = 3,34 ppm;
8 (CH;CN) = 2,03 ppm; & (AcOEt, CH;0) = 2,01 ppm; & (AcOEt, CH,CH;) = 1,24 ppm.*"

Todos os espectros, em especial os de 2 e 4, apresentaram sinais alargados, mas
os sinais tipicos de betalainas (H-2, H-3, H-5, H-7 e H-8) foram encontrados.
Observaram-se diferencas sistematicas entre as betalainas metiladas ¢ as ndo metiladas.
O sinal de H-8 ¢ mais desblindado nas betalainas ndo metiladas: deslocamento quimico
(0) de 8,36 ppm para 1 e 8,50 ppm para 3, enquanto para 2 ¢ 4 d ¢ 8,15 e 8,18 ppm,

respectivamente. Os sinais de H-5 e H-7 sdo mais definidos para 1 e 3, mas as
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constantes de acoplamento também nao puderam ser determinadas. As betalainas
metiladas tém H-5 mais desblindado ¢ H-7 mais blindado em relacao as nao-metiladas.

Os hidrogénios H-3a/H-3b sdo ligeiramente desblindados em 1 e 3 (3,23/3,26
ppm em ambos), ficando mais sobrepostos com o sinal do solvente (metanol-ds, 3,34
ppm). Em 2 e 4, H-3a/H-3b estdo em 6 3,17/3,20 ppm (2) e 3,18/3,22 ppm (4). H-2 de 1
produz um sinal tripleto em 4,45 ppm, que se mantém para 2 (4,46 ppm) e 4 (4,45 ppm)
e cai em 4,52 ppm para 3. O sinal de H-2 ndo sofre alteracdes sistematicas nem com a
N-metilagdo, nem com a hidroxilacdo. A regido aromadtica apresenta mais diferencas
entre as betalainas fendlicas (1 e 2) e ndo fendlicas (3 e 4), sendo que os hidrogénios
estio mais desblindados em 3 e 4. As correlagdes detectadas no espectro de 'H,'H-
COSY contribuiram para a atribui¢cao dos sinais.

A Tabela 3 contém um resumo dos resultados da caracterizagdo estrutural.
Algumas constantes de acoplamento que deveriam ser iguais (como 3J2,3 e °J32) sdo
apresentadas com valores diferentes, como foi obtido diretamente do tratamento dos

espectros.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos (8, em relagdo a TMS) e constantes de acoplamento (/) dos

hidrogénios das quatro betalainas.

H 5 (ppm)
1 2 3 4
5' 5' 5 5'
HO3 1 I:I‘H HO3 1 N7 3 1 Q'H 3 1 N7
2| 2| 2| 2|
8 7 8 7 8 7 8 7
3b H 3b H 3bH 3b H
3a H 4|5 3a H 4|5 3a H 4|5 3a H 4|5
HoOC 2N €coom HOOC 2™N ¢cooH HooC 2N €ooH Hooc 2N €ooH
H-2 4,45 (1H, ©) 4,46 (1H, 7) 4,52 (1H, ©) 4,45 (1H, ©)
3J2,3a: 7,9 Hz 3J2,3a: 7,6 Hz 3J2,3a: 7,2 Hz 3J2,3a: 7,5 Hz
3J2,3b: 7,9 Hz 3J2,3b: 7,6 Hz 3J2,3b: 7,2 Hz 3J2,3b: 7,5 Hz
H-3a 3,23 (1H, d) 3,17 (1H, d) 3,23 (1H, d) 3,18 (1H, d)
3J3a,2 = 4,7 Hz 3J3a,2 = 7,6 Hz 3J3a,2 = 5,6 Hz 3J3a,2 = 7,8 Hz
H-3b 3,26 (1H, d) 3,20 (1H, d) 3,26 (1H, d) 3,22 (1H, d)
3J3b,2 = 6,7 Hz 3J3b,2: 7,6 Hz 3J3b,2 = 7,0 Hz 3J3b,2 = 7,5 Hz
H-5 6,35 (1H, bs) 6,47 (1H, bs) 6,36 (1H, bs) 6,49 (1H, bs)
H-7 6,16 (1H, bs) 6,12 (1H, bs) 6,21 (1H, bs) 6,14 (1H, bs)
H-8 8,36 (1H, bs) 8,15 (1H, bs) 8,50 (1H, bs) 8,18 (1H, bs)
N-CH;  ndo se aplica 3,57 (3H, s) ndo se aplica 3,61 (3H, s)
H-2’ H-2" e H-6" H-2" e H-6"
6,76 (1H, ¢ 6,80 (2H, b
76 (11, 1) ,80 (2H, bs) 7,38 (2H, d) 7,42 (2H, d)
34 =2,2Hz sobreposi¢do com R R
37, =22 Hz H-4’ J2’,3’ = 7,9 Hz J2’,3’ = 7,9 Hz
ne e Jes=17,9 Hz 3Jes=17,9 Hz
H-3 H-3’ ¢ H-5"
7,44 2H, ¢
ndo se aplica ndo se aplica 3} (= 3} ) = H-3"¢ H-5-
o o RS 7,51 (2H, bs)
J3’,4’ = Js’,4’ =
7,9 Hz
H-4" 4 (1H
36}6 ( 8,1dIch) b o 7,24 (1H, 1)
r5 =28,1 Hz sobreposig¢do com R B
ya = H 1H
ey = 2.2 Hz oo Jy 3 =6,7 Hz 7,36 (1H, bs)
’ 3J4’,5’ = 6,7 Hz
3J4’,6’ = 1,8 Hz
H-5 7,21 (1H, ©) 7,29 (1H, bs)
3Js 4 =8,1 Hz 3Js 4= 8,0 Hz veja H-3' veja H-3'
s = 8,1 Hz s 6= 8,0 Hz
H-6 6,81 (1H, dd)
*Jos = 8,1 Hz 6,86 (1H, d) . , . ,
’ H-2 H-2
g =22 Hz g s = 8,0 Hz v v
3J6’,4’ = 1,8 Hz
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4.2. Caracterizagao fotofisica
4.2.1. Absorcao no UV-vis e emissao de fluorescéncia

As amostras purificadas foram submetidas a medidas de espectroscopia de
absorgdo na regido UV-vis e emissdo de fluorescéncia. E possivel observar visualmente
que as solugdes aquosas de betalainas ndo metiladas (1 e 3) sdo mais vermelhas do que

as metiladas (2 e 4), que sd@o mais amarelas (Figura 7).

1 2 3 4

Figura 7. Solugdes aquosas das betalainas semissintetizadas no projeto.

As observagoes qualitativas de cor foram quantificadas através do registro dos
espectros de absor¢do na regiao UV-vis; além disso, foram adquiridos os espectros de
fluorescéncia (Figura 8). Observa-se que os compostos nao metilados (1 e 3) t€m
maximo de absor¢do no mesmo comprimento de onda (508 nm) e emissdao bastante
similar (563 nm e 558 nm para 1 e 3, respectivamente). Da mesma forma, os compostos
N-metilados (2 e 4) apresentam maximo de absor¢cao em 492 nm e emissao em 550 nm

e 553 nm, respectivamente.
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Figura 8. Espectros de absor¢do e emissdo das betalainas 1 a 4 em tpBR 40 mmol L', pH = 6.

Condigdes para espectro de emissao: fox. = fo= 20 nm, tensdo da fotomultiplicadora = 600 V.

4.2.2. Determinacao do coeficiente de atenuagcao molar

No solido, as betalainas se encontram na forma de sais de iminio, muito
higroscopicos e com tendéncia de formarem filmes sobre o vidro em que foram
armazenadas. Como ndo se sabe a identidade dos contraions, também nao se conhece a
massa molar exata da betalaina, de modo que a massa pesada ndo pode ser relacionada a
quantidade molar, mas a absorc¢ao da solu¢do, sim. O parametro que relaciona absor¢ao
e concentragdo, coeficiente de atenuacao molar (g), foi quantificado por um método de
ponto final baseado na hidrolise completa de betalaina para a formacao estequiométrica
de acido betalamico, que tem valor de & conhecido. Os espectros de absor¢dao
registrados ao longo da hidrélise dos quatro compostos apresentaram um ponto
1sosbéstico, como pode ser visto nos graficos da Figura 9. Apds correcdo da linha base,

os valores de absorgdo em 424 nm (A" de HBt) e em 508 nm (A™ de 1 e 3) ou 490 nm
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(A™ de 2 e 4) foram extraidos e colocados em fun¢do do tempo (Figura 9): a absor¢o

~ r 424
em 424 nm nio parte de zero e s6 aumenta com o tempo (AbSgipa

); a absor¢do nos
outros A parte de um valor maximo (Absinicia;) € 0 diminui, mas nao chega a zero no
tempo do experimento (Absfina). Devido a maior estabilidade frente a hidrélise de 2 e 4
comparada a 1 e 3, as medida cinéticas foram feitas em dois pHs diferentes para reduzir
o tempo do experimento. Para 2 e 4 empregou-se uma solu¢ao com pH = 11, enquanto

para1le 3 o pH do meio era de 7.

O ajuste exponencial forneceu parametros usados no célculo de €, apresentados

424nm 1

na Tabela 4. O valor de gug: usado como referéncia foi de 26.500 L mol ™' e¢m™ ,

conforme calculado anteriormente no grupo por método de ponto final partindo de

betanina.*”’

Tabela 4. Dados usados na determinagao do coeficiente de atenuagdo molar dos compostos.

Bt Aikmz'lx Aookméx, a AAkméx Aw424, a al, b pHc
1 0,89 0,02 0,87 0,36 64041 7
2 0,82 0,02 0,80 0,35 60571 11
3 0,91 0,03 0,88 0,38 61368 7
4 1,21 0,02 1,19 0,52 60644 11

* Valores obtidos a partir dos ajustes exponenciais das medidas (y,). ° Valor calculado no grupo também
por método de ponto final, partindo de betanina, que tem € conhecido. € em L mol c¢cm™. ¢ pH do
experimento de hidrolise.

m-Betalainofenol (1) foi a que apresentou maior € (64.041 L mol cm™),
seguido da fenilbetalaina (3, 61.368 L mol™' cm™). N-Metil-m-betalainofenol (2) e N-
metil-fenilbetalaina (4) apresentaram coeficientes menores € muito proximos (60.571 e
60.644 L mol™' cm™, respectivamente). E importante ressaltar que os valores de & foram
usados para ajustar a concentragdo das solugdes estoque de betalaina usadas nos demais

ensaios.
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4.2.3. Medida do rendimento quantico de fluorescéncia

Para complementar a caracterizacdo fotofisica, foram determinados os
rendimentos quanticos de fluorescéncia. Solucdes das quatro betalainas foram
preparadas em tpBR e seus espectros de fluorescéncia foram registrados com uma
concentracdo equivalente a A = 0,05, atingida pela dilui¢do de uma solugdao 10x
mais concentrada. A emissdo de 1, 2, 3 e 4, quando irradiadas com 490 nm, ocorre,
respectivamente, em 563, 550, 558 e 553 nm. Esse e outros dados da caracterizacao
fotofisica sao apresentados na Tabela 5.

Observa-se que 1 e 3 tém os maiores valores de ®p, mas ainda sdo pouco
fluorescentes. A energia singlete (Eoo) € o deslocamento de Stokes (AL) das betalainas
ndo metiladas (1 e 3) sdo menores do que para as betalainas metiladas (2 e 4), e
similares entre si. Entretanto, a variacdo nessas propriedades ¢ muito pequena para ser

considerada sistematica e permitir inferir um efeito estrutural.

Tabela 5. Propriedades fotofisicas obtidas a partir dos espectros da Figura 8.

Bt* A" (mm)  hye (M) A (nm) Ak (em™)  ®p/ 107" Egg (kJ mol™)
1 508 490 563 1884 0,85+ 0,03 222
2 492 490 550 2143 0,39+0,02 230
3 508 490 558 1764 1,29+ 0,04 223
4 492 490 553 2242 0,56 + 0,04 228

*Solugdes em tpBR, pH = 6. ®Padrio: solu¢do de rodamina B em etanol (1,3616; O =0,5).
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Figura 9. Cinéticas de hidrdlise utilizadas para determinacdo do coeficiente de atenuacdo molar
das betalainas. As absor¢des em 424 e 508 ou 490 nm foram colocadas em fun¢do do tempo e
ajustadas por mono-exponenciais. m-Betalainofenol e fenilbetalaina: pH = 7; N-metil-m-

betalainofenol e N-metil-fenilbetalaina: pH = 11.
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4.3. Determinacao da estabilidade em solugao aquosa

A constante cinética observada (kobs) para a decomposicao das betalainas 1 a 4
em meio aquoso tamponado (tampao Britton Robinson) foi determinada em fun¢do do
pH para calcular a estabilidade relativa destes compostos. Os espectros de absor¢do das
solucdes das betalainas em tpBR de pH entre 3 e 7 foram registrados ao longo de duas
meias-vidas, quando possivel. Os maximos de absor¢do versus tempo foram ajustados
com uma funcao monoexponencial de forma a determinar os valores de kos para cada
pH. A dependéncia dos valores de kos com o pH em diferentes temperaturas ¢
apresentada na Figura 10.

Observou-se que a curva de kops de hidrélise em funcdo do pH tem um perfil
sistematico para as quatro betalainas: concavidade para cima, com minimo em pH = 6.
Contudo, as betalainas 1 e 3 (ndo metiladas) apresentaram kq,s uma ordem de grandeza
mais altas do que os valores determinados para 2 ¢ 4 (metiladas) e a concavidade da

curva menos acentuada.

—ml— m-Betalainofenol
—O— N-Metil-m-betalainofenol
—A— Fenilbetalaina

—<p— N-Metil-fenilbetalaina

k,,, em 25 °C (min™)

Figura 10. Constantes de decaimento exponencial da absor¢ao das quatro betalainas em fungao
do pH. Quando foi necessario ajuste bi-exponencial, a maior constante ¢ informada. A escala do
eixo y ¢ logaritmica para permitir comparacao direta entre os dados e os pontos estdo

conectados por B-spline; n = 1.
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4.4. Caracterizacao eletroquimica por voltametria ciclica

Conduziu-se um estudo eletroquimico das betalainas preparadas para obter um
parametro fisico-quimico que caracterizasse a oxidacdo dos compostos. Medidas de
voltametria ciclica com eletrodo de carbono vitreo permitiram determinar potenciais de
pico anddico (oxidagdo) e potenciais de pico catddico (redugdo). As betalainas
apresentaram um comportamento eletroquimico complexo. Na maioria dos
voltamogramas, pode-se visualizar mais de um pico de oxidagdo € o aumento ou
diminui¢do de picos ao longo dos ciclos de varredura de potencial e ao longo da faixa
de pH entre 3 e 7 (Figuras 11 e 12).

Em todos os casos, ha duas regides: um sistema reversivel entre =100 ¢ 500 mV,
mais evidente em pH mais baixo, e processos anddicos irreversiveis por volta de 600 a
1000 mV. A variacao do potencial de pico com o pH mantém a mesma tendéncia nas
duas regioes.

As curvas de m-betalainofenol (1) e N-metil-m-betalainofenol (2) sado
apresentadas lado a lado na Figura 11. A betalaina 1 ¢ a oxidada mais facilmente dentre
as quatro. Em pH = 3, seu processo reversivel ocorre em 306 mV (vs. Ag/AgCl, KCl
sat.) e a outra oxidagdo em 831 mV. A partir de pH = 6, aparece um pico de maior
potencial (836 mV). Para 2, esses potenciais sao de 349 e 1020 mV, respectivamente,
sendo que ha um ombro em 765 mV na regido de alto potencial que persiste em pH = 4.

As betalainas 3 e 4 produziram voltamogramas com picos mais definidos,
ilustrados na Figura 12. Em pH = 3, a oxidagdo de fenilbetalaina (3) ocorre em 384
(reversivel), 744 e 894 mV. Na mesma condi¢do, N-Metil-fenilbetalaina (4) possui o
pico anddico reversivel em 490 mV e dois picos anddicos irreversiveis em 823 e 1005

mV que se fundem depois de pH = 5.
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Figura 11. Voltamograma ciclico de m-betalainofenol (1) e N-metil-m-betalainofenol (2) em
tpBR, velocidade de varredura: 50 mV s . Potencial contra referéncia de Ag/AgCl, KCI sat. Sdo
apresentados quatro ciclos de varredura. Em cinza estd o voltamograma do tpBR no pH

correspondente, obtido nas mesmas condigdes.
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Figura 12. Voltamograma ciclico de fenilbetalaina (3) e N-metil-fenilbetalaina (4) em tpBR,
velocidade de varredura: 50 mV s'. Potencial contra referéncia de Ag/AgCl, KCI sat. Sdo
apresentados quatro ciclos de varredura. Em cinza estd o voltamograma do tpBR no pH

correspondente, obtido nas mesmas condigdes.

Os valores dos picos identificados nas figuras Figura 11 e Figura 12 sdo
compilados na Tabela 6. A dependéncia no pH dos potenciais de pico foi quantificada
por um grafico de Nernst (Anexo 8.17), cujo mddulo do coeficiente angular, dividido

por 59 mV, indicou a proporc¢ao v/n (protons/elétrons) envolvida em cada processo.
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Tabela 6. Potenciais de pico anddico e catédico (E,, mV, contra eletrodo de referéncia de

Ag/AgCl, KCI sat) extraidos dos voltamogramas ciclicos das betalinas preparadas.

Picos anodicos i Pico catodico

Os picos anoddicos para os quais foi possivel fazer o ajuste referem-se a
processos de transferéncia de elétron acoplados a transferéncia do mesmo nimero de

prétons envolvidos, exceto pelos picos anddicos I de 2 e 4, que t€m o dobro de prétons
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em relacdo a elétrons e por um dos picos anddicos de 3, para o qual hd duas vezes mais

elétrons do que protons sendo transferidos no eletrodo.

4.5. Determinacao da capacidade antirradicalar com o método ABTS
4.5.1. Estudos com o método ABTS

Antes de aplicar o ensaio TEAC/ABTS para quantificar a capacidade
antirradicalar, conduziu-se um estudo do comportamento do ABTS"" na auséncia de
antioxidante para compreender as possiveis limitagdes e interferéncias do método. O
cation radical estavel do 4acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS™)
foi preparado pela oxidacdo de ABTS com persulfato na propor¢ao de 3:1 m/m, 16 h
antes do experimento. A solugdo passa da coloracdo verde caracteristica do ABTS para
azul escuro,m] pois o ABTS™ apresenta absor¢ao intensa em 414, 645, 734 ¢ 815 nm

em solu¢do aquosa ou alcodlica (Figura 13).1*%!

A diminuicdo dessas bandas ¢
acompanhada pela subida da banda em 340 nm, com um ponto isosbéstico claro entre

340 e 395 nm.

164 343nm
395-414 nm

734 nm
£*=0,015 L mol" cm™

Absorcéo

0.4

0.0 T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900

A (nm)

Figura 13. Exemplo de cinética de decaimento de ABTS™ monitorada
espectrofotometricamente. A banda em 343 nm, caracteristica do precursor ABTS, esté presente
desde o inicio da cinética porque, no preparo do radical, a oxidagdo ¢ propositalmente

incompleta.
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O estudo do comportamento de ABTS™ foi feito variando-se propriedades do

meio e monitorando-se o decaimento da absor¢do em 734 nm; os pontos experimentais

foram ajustados e as constantes cinéticas foram calculadas (Figura 14).
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Figura 14. Efeito das propriedades do meio sobre a redugdo de ABTS™. A esquerda, os pontos

experimentais da cinética de decaimento; no centro, o ajuste exponencial com offset yo= 0; a

direita, as constantes do ajuste exponencial em fun¢do da propriedade variada. A: efeito da

concentracao de cation-radical; B: concentragdo do PBS; C: pH e D: forga idnica.
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Existe uma dependéncia de ks na concentragdo inicial de radical, e solugdes
mais concentradas decaem mais lentamente (A, Figura 14). O aumento da concentragao
do tampao e o aumento do pH aceleram o decaimento (B e C, Figura 14). Nao se
observou efeito sistematico da forga idnica sobre o valor de kops na faixa entre 25 ¢ 100
mmol L™ (D, Figura 14).

4.5.2. Quantificagdo da capacidade antirradicalar

O espectro de ABTS™ ndo se sobrepde com o das betalainas, e 0 \™* do ABTS™

em que ¢ feita a leitura ¢ igual a 734 nm, enquanto o das betalainas ¢ proximo de 500

nm (Figura 15).

—— m-Betalainofenol

—— N-Metil-m-betalainofenol
- - - Fenilbetalaina

- = = N-Metil-fenilbetalaina
—— ABTS"

ABTS

0.84

0.64

Abs normalizada

0.4

0.2+,

0.0

T T T T T T T T T T T T T
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Figura 15. Espectros de absor¢do normalizados das betalainas semissintetizadas e de ABTS e
seu cation-radical. Nao ha sobreposi¢do em 734 nm. A altura relativa das bandas nao reflete as

propor¢des usadas na reacdo entre o radical e a betalaina.

A variacdo da absor¢cao em 734 nm na presenga de antioxidante foi monitorada
ao longo de 120 min e calculada ndo em relacao ao valor inicial, mas em relagdo a um
controle sem antioxidante acompanhado simultaneamente, no mesmo pH. As medidas
foram feitas em tpBR em pH entre 3 e 7 com intervalo de uma unidade. O experimento

inicialmente foi realizado em cubetas de quartzo, lendo-se o espectro de absor¢do de
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seis misturas de reagdo entre ABTS" e o antioxidante ao longo de 120 minutos. A parte
do decaimento da banda caracteristica do radical, nenhuma alteragdo espectral ocorre, e
por isso pdde-se optar por usar uma microplaca, que permitia que leituras nos cinco pHs
fossem feitas simultaneamente, sem mais ou menos tempo decorrido desde a geracao do
ABTS"™.

Determinou-se o efeito do tempo final de medida empregando-se Trolox,
antioxidante de referéncia para a determinagdo de TEAC. A variagcdo da absor¢do em
734 nm apresentou dependéncia linear da concentracao inicial Trolox (Anexo 8.19) e o
coeficiente angular da reta ajustada (o) foi determinado apds 6, 30 e 60 min (Tabela 7).
O coeficiente angular das curvas com Trolox ndo varia muito com o tempo; por isso, se
utilizou sempre o determinado apds 6 min de reagdo como referéncia para calcular
TEAC das betalainas.

Tabela 7. Coeficiente angular (o) das retas ajustadas para a variacdo de absor¢do em 734 nm em

fung¢do da concentragdo de Trolox.

o

pH 6 min 30 min 60 min
3 0,022 + 0,001 0,022 £ 0,001 0,022 £ 0,001
4 0,024 £ 0,001 0,025 + 0,001 0,024 + 0,001
5 0,027 £ 0,001 0,027 £0,001 0,026 + 0,002
6 0,025 £ 0,001 0,026 + 0,001 0,025 £ 0,002
7 0,029 + 0,001 0,028 £0,001 0,025 + 0,001

Quando betalainas foram adicionadas como antioxidantes, também se verificou
dependéncia linear da variagdo de absor¢do com a concentragdo de composto
adicionado. O coeficiente linear da reta ajustada foi dividido por aquele obtido para
Trolox (Tabela 7), resultando na capacidade antirradicalar em equivalentes de Trolox,
TEAC (Trolox equivalent antiradical capacity) apresentada nas curvas da Figura 16 em

funcdo do pH. O valor de TEAC foi determinado empregando-se os dados registrados
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apos 6, 30, 60 e 120 min de reagdo. A partir de 30 min, o perfil das curvas se mantém
relativamente constante. Diferentemente de Trolox (Tabela 7), a capacidade

antirradicalar das betalainas depende do pH (Figura 16).
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Figura 16. Capacidade antirradicalar relativa a Trolox e determinada pelo ensaio ABTS como

funcao do pH, para cada composto, em quatro momentos da reacao.

A dependéncia entre os valores de TEAC e o pH para o composto 1 tem pertfil
sigmoidal, e para as outras trés betalainas, o valor de TEAC aumenta com o aumento do
pH. O composto 1 também tem sistematicamente a maior capacidade antirradicalar
dentre todos, seguido por 3. Nos tempos iniciais, 2 e 4 apresentaram efeito pro-oxidante
(representado por valor negativo de TEAC) em pH = 3, nenhum efeito em pH = 5 e
acao antirradical em pH = 7, sendo sempre valores de TEAC abaixo dos calculados para

1 e 3. Os valores de TEAC da Figura 16 sdo reportados em detalhes na Tabela 8.
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Tabela 8. Capacidade antirradicalar medida em relacdo a Trolox (TEAC).

pH 1 2 3 4
6 min
3 2,5+0,2 -0,9+0,1 1,5+0,1 -0,9+0,1
4 2,0+0,1 -1,4+0,1 1,5+0,1 -0,8+0,1
5 2,602 -0,4+0,1 3,1+0,2 -0,4+0,1
6 4,0+0,2 0,5+0,1 2,7+0,2 0,3+0,1
7 3,8+£0,2 1,1+0,1 2,0£0,1 1,2+0,1
30 min
3 3,6 0,3 1,2+0,2 2,3+0,1 -0,2+0,1
4 3,5+0,1 0,5+0,7 2,0+0,3 0,6 £0,1
5 4,24+0,2 1,4+0,1 3,7+0,1 1,0£0,1
6 5,5+0,2 1,4+0,1 3,9+0,2 2,3+0,1
7 5,4+0,2 1,7+0,1 3,0£0,1 2,2+0,1
60 min
3 3,6£0,2 2,3+0,2 2,4+0,1 0,9+0,1
4 43+0,2 1,3+0,2 2,6+0,2 1,5+0,1
5 4.8+0,2 1,8+£0,1 4,0+0,2 1,9+0,1
6 5,3+£0,2 1,7+0,1 3,8+£0,2 3,0£0,1
7 5,6+£0,2 1,8+£0,1 3,2+0,1 2,4+0,1
120 min
3 43+0,2 2,3+0,2 2,5+0,1 1,7+£0,2
4 4,8+0,2 1,8+£0,2 2,7+0,1 2,1+0,1
5 48+0,2 1,9+0,1 3,7+0,2 2,2+0,1
6 5,2+0,2 1,9+0,1 3,5+0,1 3,2+0,1
7 5,1+0,2 2,0£0,1 3,1+0,2 2,7+0,1

4.5.3. Caracterizacao dos produtos da reagcao com ABTS™*

Os quatro momentos da reagdo estudados espectrofotometricamente foram
analisados, nos diferentes pHs, por HPLC-MS. Foram caracterizados dois produtos da
reacdo entre ABTS™ e 1, trés produtos da reagdo com 2, um produto para 3 e trés para 4,
como reportado na Tabela 9. Esses produtos estavam presentes, em proporcoes
diferentes, nos cinco pHs analisados. ABTS e ABTS"" apresentaram tempos de retengio

no periodo de limpeza da coluna.
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Tabela 9. Resumo dos resultados da analise por HPLC-MS dos produtos de oxidagdo das
betalainas no ensaio TEAC/ABTS.

Composto m/z tg (min)
303,1 4,7 [M-H] de 1
1 351,1 (+48) 5,9 1a
379,1 (+76) 7,7 1b
317,1 5,4 M]" de 2
2 305,0 (-12) 4,9 2a
393,1 (+76) 9,1 2b
; 287,1 6,2 [M-H]" de 3
335,1 (+48) 8,1 3a
301,2 6,7 M]" de 4
4 289,1 (-12) 6,1 4a
620,0 (+319) 10,5 4b

A propor¢ao entre os varios produtos detectados variou com o tempo de mistura
dos reagentes, como pode ser visualizado na Figura 17. Em pH = 3, o produto de
oxidagdo de m-betalainofenol (1) em m/z 351 € Unico, mas vai gradativamente sendo
substituido por m/z 379 até pH = 7.

Algo parecido acontece com a betalaina 2 (Figura 18), para a qual um produto
em m/z 393,1 forma-se em maior extensdo a medida que o pH aumenta e apenas até
pH = 5 ¢ possivel detectar um produto em m/z 305,0. O pico da betalaina original nao
zera ao final de 120 min em nenhum pH, ao contrario do que ocorre com 1, € o produto
em m/z 257,8 se repete. Ha mais picos cromatograficos do que na figura anterior, sendo
que nem todos produziram sinal no detector de massas.

A andlise cromatografica da reagdo entre 3 e o cation-radical (Figura 19)
detectou um produto em m/z 335,1, que se forma a partir de 6 min de reacdo em todos
os pHs. Por fim, para 4 a composi¢ao da mistura volta a variar com o pH, sendo que um

produto em m/z 620,1 torna-se predominante com o aumento do pH (Figura 20). Até
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pH = 5 também ¢ possivel identificar um produto em m/z 289,0. Em pH = 7, outros

produtos em m/z 415,1 e 606,1 foram detectados, mas nao puderam ser fragmentados.

=

1 1724 g13q 2501
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204.0 2421 27041
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136.0 215.9 3791
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Figura 17. Cromatogramas (254 nm) das misturas de ABTS™ e m-betalainofenol em vérios
tempos de reagdo (0, 6, 30, 60 ¢ 120 min, do fundo para a frente) e em varios pHs (3,4, 5,6 ¢ 7

de cima para baixo). Os espectros de MS? dos produtos detectados sdo apresentados a direita.
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Figura 18. Cromatogramas (254 nm) das misturas de ABTS™ e N-metil-m-betalainofenol em

varios tempos de reacdo (0, 6, 30, 60 ¢ 120 min, do fundo para a frente) e em varios pHs (3, 4,

5, 6 ¢ 7 de cima para baixo). Os espectros de MS? dos produtos detectados sdo apresentados a

direita.
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Figura 19. Cromatogramas (254 nm) das misturas de ABTS™" ¢ fenilbetalaina em varios tempos
de reagdo (0, 6, 30, 60 e 120 min, do fundo para a frente) e em varios pHs (3,4, 5, 6 ¢ 7 de cima

para baixo). Os espectros de MS? dos produtos detectados sdao apresentados a direita.
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Figura 20. Cromatogramas (254 nm) das misturas de ABTS™ e N-metil-fenilbetalaina em
varios tempos de reacdo (0, 6, 30, 60 ¢ 120 min, do fundo para a frente) e em varios pHs (3, 4,

5, 6 ¢ 7 de cima para baixo). Os espectros de MS? (e MS* quando oportuno) dos produtos

detectados sdo apresentados a direita.
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5. Discussao

Neste trabalho, procurou-se entender como algumas caracteristicas estruturais
das betalainas afetam suas propriedades. Betalainas fenolicas sdo antioxidantes tdo
potentes quanto antocianinas; contudo, betalainas ndo fendlicas, embora menos
eficientes como antioxidantes, ainda t€ém uma capacidade antirradicalar quase duas
vezes mais alta do que &cido ascorbico e Trolox. Considerando-se a estrutura basica das
betalainas, que se origina do acido betalamico, poder-se-ia imaginar que a oxidacao do
sistema 1,7-diazaeptametinico (1,7-dHm) ou do anel 2,6-dicarboxi-1,2,3,4-
tetraidropiridinico € responsavel por tal capacidade sob o ponto de vista molecular.
Decidiu-se, portanto, investigar o papel do sistema 1,7-dHm nas propriedades
antirradicalares de betalainas, bem como na sua estabilidade hidrolitica, potencial redox
e propriedades fotofisicas.

Foram semissintetizadas quatro betalainas analogas que diferem umas das outras
pela presenca e auséncia de um grupo fenol e de um grupo metiliminio (Esquema 9). Os
compostos 1 e 2 diferem do par 3 e 4 pela presenga do grupo -OH fenoélico, enquanto os
compostos 1 e 3 diferem dos compostos 2 ¢ 4 pela metilacio da imina.. A por¢ao
fenodlica dos compostos 1 e 2 estd em meta em relagdo ao atomo de nitrogénio da por¢ao
1,7-dHm. Isso significa que as porcdes fenolica e 1,7-dHm nao estdo conjugadas; por

isso, qualquer efeito de um grupo sobre o outro ¢ puramente indutivo, € as

transformagdes nas duas por¢des podem ser analisadas independentemente.
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Esquema 9. Betalainas anilinicas propostas para estudar efeitos estrutura-propriedade.

A discussdao dos resultados serd feita na seguinte sequéncia: primeiro, as
preparagdes serdo comentadas; a andlise dos sinais de 'H-RMN da caracterizacdo
estrutural dard inicio ao estabelecimento de relagdes estrutura-propriedade, verificando
sempre a importancia da N-metilagdo e da hidroxilagdao. Em seguida, as propriedades
fotofisicas dos quatro compostos serdo comparadas, e efeitos como deslocamento
batocromico e aumento do deslocamento de Stokes serdo interpretados em nivel
molecular, verificando ao final da analise se os efeitos estruturais sdo compativeis com
os encontrados para a propriedade anterior. A estabilidade das betalainas sera discutida
em duas frentes: a diferenca de estabilidade das betalainas em fun¢ao da estrutura ¢ o
perfil da curva de kobs vs. pH. A andlise do comportamento eletroquimico finalizara a
discussdo das propriedades fisico-quimicas. Por fim, a capacidade antirradicalar sera
discutida: primeiro quanto ao efeito estrutural sobre TEAC, depois quanto ao efeito do
pH e de reagdes laterais e por Gltimo em relagdo ao efeito do tempo sobre a medida de
TEAC, de modo a estabelecer um modelo para a oxidacdo das betalainas que seja

compativel com suas propriedades fisico-quimicas e os resultados de TEAC.
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5.1. Semissintese de betalainas

A principal dificuldade no estudo de betalainas ¢ a sua obtengdo. A abordagem
mais comum para a semissintese de betalainas € a hidrolise alcalina de betanina de
beterraba na presenca de excesso de amina, seguida de reacoplamento pela adicao de
acido.*¥) Esta abordagem produz, obviamente, uma mistura entre a betalaina desejada e
betanina, a ultima fruto do reacoplamento entre o acido betalamico e ciclo-DOPA 5-O-
glicosilada — a menos que um grande excesso de amina seja usado. Alguns autores
preferem hidrolisar a betanina em meio aquoso alcalino e extrair o acido betalamico
resultante com AcOEt. A extra¢do deve ser feita em meio acido, no qual o HBt se
encontra em sua forma neutra e sua particdo na fase organica ¢ mais favoravel. Como
resultado, a particio do HBt entre a fase aquosa e a fase organica quando o meio ¢
acidificado (até¢ pH = 2) concorre com o reacoplamento deste acido e aminas presentes
no meio, o que torna o processo intrinsecamente ineficiente.'*”’

Em nosso grupo, optou-se pelo segundo método para minimizar a competi¢dao da
amina com ciclo-DOPA, e favorecer o equilibrio de adicdo nucleofilica pela
precipitacdo do produto e pela escassez de dgua, mas algumas modificacdes foram feitas
para aprimorar essa metodologia. A primeira extragdo com AcOEt foi suprimida,
aumentando a praticidade do procedimento, e a escala foi aumentada para partir de
500 mL de suco bruto de beterraba, mais coerente com a demanda de HBt e betalainas
semissintéticas no laboratério. Ademais, a reagdo entre HBt e as anilinas em AcOEt ¢
conveniente ja que os produtos formados sdo insoluveis e precipitam.

5] mas o

O acoplamento entre HBt e aminas aromadticas ¢ rapido e espontaneo,
uso de 10 equiv de amina € necessario para garantir o deslocamento do equilibrio de

adi¢do no sentido do produto. O excesso de amina ¢ facilmente removido com lavagens
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do sélido com AcOEt. O uso de suco de beterraba, apesar de ser a estratégia mais
eficiente considerando-se disponibilidade e conteido de pigmento, introduz muitas
impurezas no produto final, que também apresentou sinais de degradagdo
(descarboxilacdo e oxidagdo) na andlise cromatografica acoplada a espectrometria de
massas, provavelmente intensificados pelas condigdes acidas da semissintese.

A caracterizagdo por espectroscopia de RMN ¢ dificil e ha poucos relatos na
literatura, em especial dados de *C-NMR. Os resultados disponiveis se originam de
espectros complexos, com picos alargados devido ao baixo grau de protonacdo (e
conseguente alta forca i0Onica) e sobreposi¢do de sinais devido a ocorréncia de
epimerizagdo e isomerizaco da dupla ligacdo.*” Betalainas sdo solaveis em solventes
polares proticos, mas a escolha do solvente para RMN nao ¢ simples: sdo instaveis em
agua e metanol e tém sinais de "H que coincidem com o espectro de trifluoroetanol, um

~ ’ - [21 .y . . 20.4
dos poucos solventes em que sdo estaveis.”') O uso de metanol-dy ja foi descrito®**

e
minimizou — mas nao eliminou — a precipitagdo no tubo, como curiosamente se
observou em dgua. Por conta da precipitagdo, baixa temperatura nao foi uma alternativa,
de modo que a degradacao dos compostos ao longo das anélises foi inevitavel. No lugar
de registrar um espectro de °C, que levaria multiplas meias-vidas dos compostos,
optou-se por tentar atribuir os sinais de carbono por um espectro de correlagio 'H,"*C-
HMBC. Nao obstante, os sinais de carbono ndo puderam ser satisfatoriamente
atribuidos.

Verificou-se o alargamento dos sinais dos hidrogénios ligados ao nitrogénio e
aos carbonos da imina do sistema 1,7-diazaeptametinico, que impediu a determinagdo

de constantes de acoplamento desse grupo. O fenomeno ¢ similar ao relatado para

hidrogénios de amidas e pirrois diretamente ligados a '*N e sujeitos a quadrupole
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broadening."*) Nesse caso, a assimetria do nucleo de nitrogénio provoca o surgimento
de um momento quadrupolar, que pode ou nao acoplar com o spin nuclear, dependendo
de sua magnitude. Como o momento quadrupolar de '*N é moderado, a relaxacio nem ¢é
rapida o suficiente para que o 'H vizinho ndo seja afetado, nem lenta o bastante para que
o acoplamento seja eficiente e diferentes estados de spin possam ser visualizados no
espectro, resultando no alargamento do sinal. Outro fator relevante para a caracterizagao
por RMN ¢ que a solug@o de betalaina provavelmente tem uma forga i0nica elevada, o
que dificulta a medida experimental. Além de a préopria betalaina encontrar-se
desprotonada, em formas carregadas, o processo de semissintese e purificagdo pode
introduzir ions como cloreto, amonio e formiato.

O alargamento e a coalescéncia do sinal sdo mais evidentes nas betalainas N-
metiladas, mas esse ndo foi o Unico efeito de estrutura observado no espectro de 'H-
RMN dos compostos. A numeragdo dos hidrogénios ¢ reapresentada no Esquema 10

para facilitar a leitura.
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Esquema 10. Estruturas das betalainas caracterizadas por 'H-RMN.

A N-metilagdo afeta os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do sistema
conjugado 1,7-dHm. Os nucleos H-8 (préoximos do nitrogénio da imina) de 2 ¢ 4 sdo
mais blindados (8,15 e 8,18 ppm) e t&ém maior coalescéncia do sinal do que aqueles dos

compostos nao metilados 1 ¢ 3 (8,36 ¢ 8,50 ppm). Quando se comparam aminas
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alifaticas protonadas e desprotonadas, a formacdo de carga positiva no nitrogénio
desblinda os nucleos de hidrogénio do grupo alquila devido a ocorréncia de
hiperconjugacio entre o sistema doador 6°(C—H) e aceptor p (N). E o que ocorre, por
exemplo, com os hidrogénios do cation tetractilamonio em relacdo a trietilamina
(Esquema 11). Desta forma, se os compostos 1 e 3 estivessem desprotonados, esperar-
se-1a que os deslocamentos quimicos dos respectivos H-8 estivessem em campo mais
alto (i.e., nicleos mais blindados) do que os determinados para 2 e 4, algo contrario ao
que se observa experimentalmente. Voltando as aminas do Esquema 11, a comparagdo
entre o cation trialquilamoénio e o tetralquilamdnio (protonagdo vs. alquilagdo), sugere
que a desblindagem do nucleo de hidrogénio dos grupos alquila imediatamente ligados
ao nitrogénio ¢ maior no nitrogénio protonado do que no alquilado, provavelmente
devido ao efeito doador de elétron dos grupos alquila substituintes ao nitrogénio. Dessa
forma, o ntcleo H-8 deveria estar menos blindado em 1 e 3 protonados do que em 2 ¢ 4,
exatamente como se observa experimentalmente. Um efeito andlogo, porém mais sutil,
se verifica para H-7: os ntcleos estdo ligeiramente mais blindados nas betalainas N-
metiladas (2 e 4) em comparagdo as nao metiladas (1 e 3). O efeito de blindagem dos
nucleos de H-7 e H-8 resultante da metilagdo do grupo imina esta qualitativamente de
acordo com valores calculados pelo programa Mestrenova considerando-se os
compostos 1 e 3 protonados e os compostos 2 € 4 e tem implicagdes importantes quanto

a reatividade.
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\N \+ H \+ Et
b b rd
S S = S
3 (ppm)
CH, 1,03 1,43 1,27
CH3 2,53 3,17 3,27

Esquema 11. Deslocamentos quimicos de 'H em trietilamina, trietilamonio e tetraetilamonio
retirados de banco de  dados da literatura  disponivel no  endereco

http://www.chem.wisc.edu/areas/reich/chem605/index.htm.

Ja para H-5 (localizado no anel 1,2,3,4-tetraidropiridinico) os nucleos estao
menos blindados em 2 ¢ 4 do que em 1 e 3. Embora sutil, a N-metilacio também
diminui o deslocamento quimico de H-3a e H-3b e aumenta suas constantes de
acoplamento com H-2, o que pode sugerir que a metilacdo introduz uma torsao no
sistema que retira os dois ané¢is do mesmo plano. J4 na regido aromatica, o efeito
mesomérico do fenol ¢ mais acentuado do que o efeito hiperconjugativo do metil (+H) e
as betalainas dividem-se entre fendlicas e ndo-fenolicas. O efeito doador de elétrons
(+M) sobre as posi¢des orto e para blinda H-2', H-4' e H-6' (de 7,38 (H-2' de 3) para
6,76 (H-2' de 1) ppm), enquanto o efeito retirador de elétrons (-M) sobre meta desblinda

H-5', que se desloca para campo baixo (7,44 (3) para 7,21 (1) ppm).

5.2. Propriedades fotofisicas

Sabe-se que o acoplamento de HBt com anilinas estende a conjuga¢do do anel
2,6-dicarboxi-1,2,3,4-tetraidropiridinico, diminuindo a diferenca de energia entre o
estado fundamental e o estado excitado e levando ao deslocamento batocrémico da
banda de absor¢do tanto em relacdo ao seu precursor, o acido betalamico (Xméx =424
nm), quanto a betaxantinas naturais, como a indicaxantina (A™**= 485 nm). Os maximos
de absorcdo de 2 e 4 (\™* = 492 nm) seguem esta mesma tendéncia, mas sdo menos
deslocados para o vermelho (deslocamento batocromico) do que os maximos de

absor¢io de 1 ¢ 3 (A" = 508 nm). Uma possivel explicagdo para este resultado pode ser
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a menor planaridade dos derivados metilados, i.e., o substituinte metil introduz uma
torsdo do anel aromatico em relagdo ao plano do sistema 1,7-diazaeptametinico.*”! Por
outro lado, os resultados de espectrometria de RMN indicam um efeito eletronico
importante da metilagdo sobre o carbono aldiminico ligado ao H-8.

Considerando a hipotese de que os derivados ndao metilados 1 e 3 estdo
protonados, a diferenga entre os compostos pode ser melhor compreendida se o efeito
doador de elétron do metil (que resulta na blindagem de H-8) for levado em conta. A
hiperconjugacdo do orbital 62(C—H) com p'(N) estabiliza a carga positiva do nitrogénio
dos compostos 2 ¢ 4. Em 1 e 3, em que ndo existe efeito hiperconjugativo +H, a
estabilizacdo requer maior delocalizacdo da deficiéncia de carga nos orbitais 7
conjugados do sistema 1,7-dHm; com isso, a energia do sistema m diminui, 0 que se
reflete no espectro UV-Vis como um maior A™*. A mesma tendéncia ¢ observada nos
maximos de fluorescéncia: os maximos de emissdo de 1 e 3 sao mais deslocados para o
vermelho do que os observados para 2 e 4, o que permite inferir que o metil também
tende a diminuir a delocalizagdo de carga no estado eletronicamente excitado destas
betalainas.

Os compostos 3 ¢ 4 ja foram descritos na literatura, mas ndo foram
caracterizados adequadamente. Ha dois relatos da preparagdo de 3 e os autores
descrevem a coloracdo rosa/salmao do produto, com méaximo de absor¢ao em 506
nm.*"*! Em um destes estudos, os autores também descrevem a sintese de 4 (A™* =
487 nm). Os valores de coeficiente de atenuacao molar (¢) determinados para 3 e 4 sdo
54.000 e 62.000 L mol™" cm™, respectivamente, ¢ sdo ligeiramente diferentes dos
valores determinados nesse trabalho (61.600 e 60.400 L mol' cm™)."*® Contudo,

considerando-se a incerteza do método de ponto final, este erro ¢ pouco relevante.
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Como as betalainas sdo muito higroscopicas e sdo obtidas em quantidades infimas, ¢
muito dificil determinar os valores de € empregando-se pesagem direta. Por isso, a
betalaina ¢ hidrolisada e o seu valor de € ¢ determinado em relacdo ao valor relatado
para HBt (26.500 L mol' cm™'), que tem o mesmo nivel de incerteza. Embora os
valores relatados na literatura tenham sido determinados empregando-se o mesmo
método de ponto final, neste trabalho procurou-se garantir que a reacao de hidrélise
tivesse atingido o equilibrio, acompanhando a cinética de hidrolise e verificando se a
constante cinética observada para a formagdo de HBt coincidia com o valor
determinado para a decomposicao da betalaina. A racionalizacdo do valor de &€ em
termos da estrutura ¢ dificil, j4 que a incerteza da medida ndo permite diferenciar os
compostos 1 a 4 de forma confidvel. Todavia, parece haver uma tendéncia ténue a
valores de € um pouco mais baixos para os analogos metilados 2 e 4.

Os deslocamentos de Stokes (AL) para 1 a 4 foram calculados a partir dos
maximos de absor¢do e emissdo e os valores obtidos sdo proximos aos relatado para a
betanina e para a indicaxantina (2900 e 1270 cm ', respectivamente).*”? Os derivados
metilados 2 e 4 t€ém maior deslocamento de Stokes de em relacdo a 1 e 3 (2143 > 1884
cm ' e 2242 > 1764 cm ). Entretanto, ao se converter essa diferenca de energia de cm™
para kJ mol ™, nota-se que o efeito da metilagdo ¢ de cerca de 4 kJ mol ™. Esta diferenca
pode estar relacionada ao menor grau de delocalizacdo do sistema 1,7-dHm de 2 ¢ 4
comparado a 1 e 3, o que poderia resultar em um aumento da liberdade torsional destes
derivados. Ainda, a introdu¢do de um substituinte que rotaciona, como metil, implica
um trabalho torsional para a rotacdo do grupo no estado excitado; isso se reflete numa

maior variacdo de energia ao longo da relaxacdo geométrica no estado excitado, e por
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conseguinte, em um maior deslocamento de Stokes.”” Seja qual for a explicagdo, o
efeito ¢ sutil e pouco relevante para a aplicagdo destas betalainas.

Os rendimentos quanticos dos compostos 1 a 4 sdo baixos, mas apenas o valor
determinado para 4 (®g = 5,6 x 10™*) ¢ menor do que o da betanina (®p = 7 x 107)*),
Esta ndao ¢ uma informacgao surpreendente, visto que estes compostos sdo pouco rigidos
e preferem a desativacdo do estado eletronicamente excitado singlete pela via ndo-

o s o~ A s [21,51
radiativa no lugar da emissdo de fluorescéncia.l*'""!

O composto 3 tem o maior @
dentre as quatro betalainas: 1,3 x 107°; porém, este composto ¢ quatro vezes menos
fluorescente do que a indicaxantina."* A diferenca na eficiéncia da fluorescéncia de 3 e
4 foi descrita na literatura e racionalizada pelo aumento dos graus de liberdade
conformacionais introduzidos pelo grupo metil, que aumenta a importancia de vias de
relaxa¢io nio-radiativas.””! O substituinte fenélico em meta ndo afeta A™, nem o
deslocamento de Stokes, mas parece diminuir o rendimento quéntico de fluorescéncia
(@ (1) = 8,4 x 10* e ®p(2) = 3,9 x 107", provavelmente por afetar a diferenca dos
momentos de dipolo dos estados fundamental e excitado singlete da betalaina. A
ocorréncia de um processo de transferéncia de elétron fotoinduzido (PET, photoinduced
electron transfer) que leva a supressao da fluorescéncia, o que também pode explicar o
menor @ das betalainas fendlicas, ndo pode ser descartada.l®¥ Entretanto, a variagao no
deslocamento de Stokes, na energia singlete € no rendimento quantico de fluorescéncia
ndo ¢ significativa para permitir estabelecer relacdes inequivocas entre estrutura e
propriedade.

A maior importancia da N-metilacdo em relagdo a hidroxilacao na fotofisica, de

modo geral, soma-se aos resultados da ressonancia magnética nuclear para indicar que o

substituinte fenol em meta pouco afeta a densidade de carga no nucleo betalamico. Em
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estudo anterior do nosso grupo, o-betalainofenol e p-betalainofenol foram
caracterizadas e apresentaram A™ de absor¢do em 510 e 513 nm, mas AX foi de 1971 e
2162 cm™, valores mais proximos dos obtidos para as betalainas N-metiladas no

presente estudo.”*”!

A fluorescéncia dos dois regioisomeros ¢ inferior a de m-
betalainofenol e a de qualquer um dos compostos preparados neste estudo, de modo que

a posi¢ao do fenol ¢ determinante para sua participacdo na densidade de carga do

sistema 1,7-dHm.

5.3. Estabilidade em solucao aquosa

A densidade eletronica no nucleo betalamico foi avaliada por uma terceira via: a
estabilidade frente a hidrélise, reflexo direto da eletrofilicidade do carbono da imina
(C=N). A determinacao de kops da hidrdlise em pH entre 3 e 7 forneceu dois resultados
interessantes: o perfil de dependéncia de ks em relacdo ao pH e a maior estabilidade
das betalainas N-metiladas. Para iniciar a discussdo, o tempo de meia-vida a 25 °C foi
calculado como o inverso de kobSZS °C ¢ & informado na Tabela 10.

Tabela 10. Tempo de meia-vida a 25 °C das betalainas estudadas, em tpBR.

ti2 (h) em pH:
Composto 3 4 5 6 7
1 1 2 4 5 4
2 11 35 126 201 97
3 1 2 4 6 4
4 12 40 73 92 67

Observa-se que a estabilidade atinge um maximo em pH = 6 (betanina ¢ estavel
entre pH 4 e 6).°°) Valores de meia-vida parecidos foram obtidos em um estudo de
estabilidade em 4gua pura: as betalainas catidonicas betanina e indicaxantina
apresentaram meias-vidas de 130 e 996 h, respectivamente, enquanto o valor para a

betalaina cumarinica artificial (de amina primaria) foi de 4 h.[*"
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Em toda a faixa de pH (e em todas as temperaturas), N-metil-m-betalainofenol
(2) e N-metil-fenilbetalaina (4) sdo pelo menos uma ordem de grandeza mais estaveis do
que as betalainas correspondentes nao metiladas. Apesar da estabilidade de betanina e
indicaxantina, esse resultado ndo € a principio esperado, a menos que os compostos 1 e
3 estejam com a por¢cdo imina protonada, conforme sugerido pelos dados de
espectrometria de RMN.

Um estudo com iminas derivadas de benzofenona e aminas alifaticas (R=NH,,
R=N(H)CH; ¢ R=N(CH3;),") determinou que a imina catiénica (dimetilada) era a mais
estavel das trés na regido entre 2 < pH < 7.°% A dependéncia da constante de hidrdlise
com o pH foi explicada considerando-se que a adicdo de adgua a forma protonada da
imina (i) € a etapa determinante da velocidade de rea¢do (Esquema 12). Sendo assim, a
substitui¢do de H por CHj3 diminui a eletrofilicidade do carbono aldiminico, levando ao
aumento da estabilidade da imina. A esse efeito, soma-se o efeito hidrofoébico do metil,

que contribui para afastar moléculas de 4gua que fariam o ataque nucleofilico.l*®!

¥ T @
: +H* 1 | OH -H* | OH
(i) N R’ —_— NQJR . N 2 N
B H + _— - —_— -
1/2 T{/;\ HR}\R2 HR}\R2
H,O
2 . .
carbinolamina
RS RS
p .\ Ho  R3 0
TN G = S
ii - - =
HR1 R2 HR?S\RZ H R1 R2

carbinolamina

Esquema 12. Mecanismo de hidrolise de iminas em meio aquoso, via intermedidrio

carbinolamina.

Dessa forma, a maior estabilidade de 2 ¢ 4 em relacdo a 1 e 3 protonadas poderia
ser explicada considerando-se o mesmo argumento: a formac¢do da carbinolamina ¢ a
etapa lenta da reacdo e o grupo metil diminui a eletrofilicidade do carbono aldiminico e

aumenta o efeito hidrofébico na periferia do sitio de ataque nucleofilico da agua.
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Embora nao tenha sido possivel determinar o pK,y da por¢do imina das betalainas 1 e 3,
sabe-se que, de forma geral, o pK,n de uma imina ¢ duas a quatro unidades abaixo do
valor determinado para a amina precursora.”’’! Além disso, o valor tedrico de pK,y para
1 e 3 foi determinado em 5,8 e 6,0 respectivamente. O conjunto de resultados
apresentados até o momento corrobora a hipdtese de que em pH entre 3 e 7 a imina
estaria realmente protonada.

Todavia, o estado de protonagdo da imina nao ¢ suficiente para explicar o fato de
o perfil de dependéncia de ks no pH das quatro betalainas ser igual. A decomposi¢ao
das betalainas 1 e 3 esta, a priori, sujeita a catlise acida, pois a protonacao da imina
favorece a hidrolise. Porém, o mesmo comportamento € o observado para 2 ¢ 4, que nao
sdo passiveis de protonacao da imina.

Algo que as quatro betalainas t€ém em comum e poderia explicar o mesmo
comportamento das betalainas 1/3 e 2/4 sdo as carboxilas do sistema
1,7-dHm. O pK, desses grupos foi relatado na literatura para betanina e indicaxantina

como 34 e 3,3, respectivamente.[58’59]

Experimentos preliminares de titulagdo
potenciométrica em nosso grupo detectaram um pK, em 2,6 para betanina, e 3,0 para m-
betalainofenol, mas por limitagdes impostas pela quantidade disponivel de composto,
ndo foram concluidos e realizados com todas as betalainas at¢ o momento. Os pK,s
teoricos dos acidos carboxilicos das betalainas preparadas puderam ser obtidos pela
ferramenta de simulagdo do programa Marvin Suite e sdo apresentados no Esquema 13.
Os valores sao proximos aos da literatura para as betalainas naturais e similares entre as
quatro betalainas. O pK, da amina do anel 1,2,3,4-tetraidropiridinico foi previsto como

maior do que 20, de modo que o grupo deve estar predominantemente protonado nas

condi¢des estudadas.

83



m-Betalainofenol (1)

Q1 o
HO NH

pKaT=9,0
|
HOOC” "N” "COOH
pK,T=3,9 pK,T=32

N-Metil-m-betalainofenol (2)

Q e @ o= 6.0
HO N’ NH

Fenilbetalaina (3)

pK,T=8.2
| |
HOOC” "N” "COOH HOOC” "N” "COOH
pK,T =33 PK.T=37  pK,T=4,0 PK,T=33

aumento da acidez do meio

g\

N-Metil-fenilbetalaina (4)

QL

Me

-

==

I
N“~COOH

pKaT = 4,1

HOOC
pK,T=34

Q. w R
S v 2,
=H, CH;
R2=H, OH | |
HOOC H COOH HOOC ” COO  00C N Ccoo ‘ooc N coo ‘ooc N Ccoo
CARGA +1 0 -1 -2 -3
possivel apenas possivel apenas
parale3 parale 2

Esquema 13. Valores de pK, tedricos (pK,') de grupos ionizaveis das betalainas, calculados com

o programa Marvin Suite, ¢ os estados de protonagdo predominantes em cada faixa de pH.

Em decorréncia dos pK,s, a carga global das betalainas muda com o pH
(Esquema 13).°”) Na faixa de pH em que a hidrélise foi estudada, as quatro betalainas
estdo gradativamente passando da forma zwitterionica (0) para o0 mono-anion (—1), pois
os pK,s dos acidos carboxilicos recaem entre 3 e 4. Essa proposta explica a diminui¢do
do kobs de hidrolise na faixa de pH entre 3 e 6 inclusive para as betalainas N-metiladas,
pois o aumento do carater anionico poderia diminuir a eletrofilicidade do carbono
aldiminico e desfavorecer o ataque nucleofilico da dgua. Nesse modelo, o aumento de
kovs observado de pH 6 a 7 (Figura 10) seria reflexo da diminui¢do da importancia da

catdlise 4cida, ou de um efeito de compensacdo relacionado ao aumento da

concentracio de HO™, ou de uma base geral (e.g., HPO,* do tampio), no meio.
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5.4. Potencial redox

As caracterizacOes estrutural, fotofisica e de estabilidade evidenciaram que a
protonacao/desprotonagao das betalainas € relevante para compreender a quimica destes
pigmentos. Nesse sentido, o estudo eletroquimico buscou, além de determinar a energia
necessaria para a oxidacdo das diferentes betalainas, avaliar se a transferéncia de
elétrons estd acoplada a uma transferéncia de prétons. A escolha da voltametria ciclica
foi porque a técnica tem componentes cinéticos e a termodinamicos da oxidacgao, ja que
a velocidade (corrente) ¢ medida em funcio da for¢a-motriz da reagdo (potencial).!*"!

As betalainas estudadas apresentaram perfil voltamétrico complexo, mas
sistematicamente o aumento do pH facilita a oxidacdo; em outras palavras, a
transferéncia de elétrons esta acoplada a transferéncia de protons. Para a maioria dos
picos anddicos, o potencial varia ~ 59 mV por unidade de pH, de modo que o numero
de elétrons transferidos ¢ igual ao de protons (v/n ~ 1).

Os voltamogramas ciclicos dos quatro compostos apresentaram um processo
reversivel em baixo potencial (0 a 500 mV) e um processo anoddico irreversivel com
maior intensidade de corrente em potencial mais alto (entre 600 ¢ 1000 mV). Numa
primeira andlise, poder-se-ia imaginar que a oxidacdo da betalaina ocorre na regido de
maior potencial. Os potenciais diminuem de pH 3 até 7: de 831 para 631 mV vs.
Ag/AgCl, KCl sat. para 1; de 1020 para 795 mV para 2; de 894 para 766 mV para 3 e de
1005 para 825 mV para 4. Esses valores estdo acima do determinado para betanidina, a
forma deglicosilada de betanina, que apresentou pico anddico entre 300 mV (pH = 8) e
600 mV (pH = 3) na voltametria ciclica.[”

Além disso, embora o potencial de pico anddico medido ndo possa ser

correspondido diretamente ao potencial padrao de reducdo, esperava-se obter valores
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inferiores a 680 mV, o potencial de redu¢io de ABTS/ABTS,'*! supondo que a
oxidagdo da betalaina sobre o eletrodo relaciona-se a oxidagio na presenga de ABTS™.
Os picos na regido de alto potencial estdo quase todos acima de 680 mV (vide item 5.5).
Dessa forma, e considerando sua semelhanga com os valores reportados para betanidina,
¢ mais provavel que o processo reversivel na regido de baixo potencial se refira a
oxidacdo de interesse. Se o produto dessa primeira oxidagdo, ou um derivado
hidrolitico, polimerizar e adsorver sobre o eletrodo, como ja foi proposto para
betanidina,®? o processo acima de 600 mV poderia representar a oxidagio da betalaina
sobre o eletrodo passivado.

O padrao complexo de oxidacdo ndo afeta a interpretacao dos resultados porque
os dois processos anodicos parecem correr em paralelo, e.g., em pH = 3, o composto 1
tem o menor potencial de pico anddico nas duas regides (306 ¢ 831 mV), e sua versao
metilada (2) tem maior potencial (349 e 1020 mV), bem como sua versao sem fenol (3)
(384 e 894 mV). Ou seja, independentemente da identificacdo dos picos do
voltamograma, todos parecem ser influenciados pela estrutura da betalaina e, portanto,
podem ser usados na discussao de relacdes estrutura-propriedade.

Como os picos na regido de menor potencial sio menos definidos e ndo puderam
ser localizados em todos os pHs, o uso da segunda oxidacdo ¢ mais conveniente. De
modo geral, o grupo metiliminio aumenta o potencial de pico anddico, enquanto o fenol
diminui esse valor. Analisando apenas o potencial, em pH = 3, todas as betalainas
preparadas sdo antioxidantes melhores do que betanidina. Entretanto, como sera

discutido adiante, ndo s6 o potencial controla a capacidade antirradicalar medida.
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5.5. Capacidade antirradicalar

A capacidade antirradicalar das betalainas estudadas foi determinada pelo ensaio
TEAC/ABTS. Trata-se de um protocolo descrito para antioxidantes como glutationa e
acido ascorbico que, em linhas gerais, consiste em medir espectrofotometricamente a
redugdo de ABTS™ por um antioxidante ao longo de 6 min.° Os autores do protocolo
recomendam usar no preparo do radical excesso de ABTS para que a oxidagdo seja
incompleta, minimizando assim a interferéncia da reacdo de desproporcionamento dos
radicais.*® Ha mais interferéncias sobre a confiabilidade da medida, que podem vir da
formacdo de adutos covalentes,[*"! de efeitos estéricos na reacdo com o radical''l e do
desconhecimento dos mecanismos de reducdo disponiveis — se via transferéncia de
elétron, ou de atomo de hidrogénio.!''**®* Alguns estudos na literatura verificaram
ainda a dependéncia de TEAC medida em relagdo a concentragao de antioxidante usada

[38,65]

nos ensaios, ao tempo de medicao e ao oxidante escolhido para o preparo do

1.161 Apesar dessas dificuldades, avaliou-se que o ensaio seria uma forma simples

radica
de obter dados comparativos e relacionar a capacidade antirradicalar com a estrutura
dos compostos. Por isso, antes de iniciar os ensaios, julgou-se necessario estudar o
radical separadamente, na auséncia de antioxidante.

A constante de decaimento do radical observada, ks, depende da concentragao
inicial de radical, da presenca e da concentracdo de PBS e do pH. O efeito do PBS
poderia estar relacionado a for¢a idnica, mas essa hipotese foi descartada porque
quantidades crescentes de NaCl adicionadas ao PBS ndo afetaram kops. Quando se

variou o pH de tpBR, que também contém fosfato, k,,s aumentou, o que sugere que o

processo responsavel pelo decaimento da banda em 734 nm € sujeito a catalise basica

¢ Protocolo descrito em um artigo com mais de 8000 citagdes entre 1999 ¢ 2015.
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geral ou catdlise nucleofilica dos ions fosfato, mono-hidrogenofosfato e di-
hidrogenofosfato. ABTS e ABTS™ estdio sujeitos a muitas reagdes, representadas no
Esquema 14.

A oxidacao de ABTS por persulfato (reacao I), na propor¢ao usada no ensaio
TEAC/ABTS, ¢ propositalmente incompleta: isso evita o avanco da oxidacdo até
ABTS”" (reagdo II) e a permanéncia de ABTS em solugio minimiza a reagdo de
desproporcionamento do ABTS™, que também leva a formacio do dication, sobretudo
em meio alcalino (reagdo IIT).**7%*] Alguns autores relataram o aumento da absorgdo
em 287, 279 ¢ 240-260 nm®”, associando-o a produtos de decomposicio de ABTS*"
(reacdo IV) pelos ions fosfato do tamp3o.l”” Vale destacar que qualquer reacdo que leve

ao consumo do ABTS"" levara a um aumento do valor de TEAC medido.

AMaX = 340 nm

ABTS _Oss\ij: N_< :©/

/

() AOx “ K,S,05 E% =0,68 Vvs. NHE

AMaX = 734 nm

_038 N +
ABTS™ \(:[ = D/ BT ABTS + ABTS?*

) (1)

(I [H] ﬂ [0] E% =1,09 Vvs. NHE

AMaX = 518 nm

_ 0s8 :©/ . T0sS s SO
= O O
) K {

Esquema 14. Reacdes relevantes envolvendo ABTS e seus radicais. Referéncias das reagdes no

texto.

Os potenciais das espécies trazem uma informagdo importante: apenas

antioxidantes com potencial de reducao inferior a 0,68 V (potencial de reducao do par
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ABTS"/ABTS vs. NHE)"! reagem por vias redox com ABTS™. Antioxidantes com
potencial superior a 0,68 V, mas ainda inferior a 1,09 V (potencial de reducdo de
ABTS*/ABTS )" podem reduzir ABTS*" eventualmente presente no meio, levando a
formacdo de mais ABTS™.

Tendo em vista a complexidade do sistema ABTS/ABTS™, o estudo do cation-
radical foi importante para dar confiabilidade ao ensaio TEAC e reconhecer suas
limitagdes. O sistema ¢ altamente dependente das condi¢des do meio e, mesmo com o
uso de um antioxidante de referéncia, a capacidade antirradicalar esta longe de ser um
valor absoluto, sendo especifico para as condigdes usadas na determinacao. Novamente,
como o0s objetivos deste trabalho dependem da interpretacdo de valores relativos, nao
sao comprometidos pelo método escolhido, que traz a vantagem de ser versatil e ter sido
usado em muitas determinagdes na literatura, inclusive de misturas complexas e
compostos naturais.

As betalainas apresentaram TEAC dependente do pH, do tempo de reacdo com o
radical, e da estrutura. m-Betalainofenol (1) apresentou as maiores capacidades
antirradicalares em todas as condi¢des de pH e tempo, seguida por fenilbetalaina (3). N-
Metil-betalainofenol (2) e N-metil-fenilbetalaina (4) apresentaram os menores valores

de TEAC, ainda superiores a Trolox.

5.5.1. Efeito da estrutura das betalainas

Em um primeiro momento, o efeito estrutural sera discutido, com base em
TEAC medida ap6s 6 min de reacdo. Pode-se considerar que a capacidade antirradicalar
de 4 representa um valor intrinseco a todas as betalainas da série, j& que se trata da

estrutura mais /imitada, em termos de oxidagdo, i.e., ndo possui por¢ao fenolica e nem
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elétrons n livres na aldimina. Para evidenciar a diferenga entre as betalainas, TEAC da
Tabela 11 ¢ reportada relativa a 4 (ATEAC = TEAC(i) — TEAC(4)).

Tabela 11. ATEAC das betalainas preparadas (TEAC de N-metil-fenilbetalaina (4) foi subtraida

de TEAC®™™). A média sobre os cinco pHs é informada na tltima linha.

ATEAC
pH 1 2 3 4
3 +3,5 +0,0 +2,4 0

4 +2,8 0,6 +2,3 0

5 +3,0 -0,0 +3,5 0

6 +3,7 0,2 +2,4 0

7 +2,6 -0,1 +0,8 0
média  +3,1 -0,1 +2,3 0

Alguns aspectos chamam a atencdo na Tabela 11: por um lado, a hidroxilacao de
4 tem pouco efeito sobre a capacidade antirradicalar, o que ¢ inesperado considerando-
se que fenois geralmente estdo associados a altas capacidades antirradicalares. Por outro
lado, 1 tem ATEAC superior a 3, o que s6 pode ser efeito da hidroxilagdo. A
substitui¢do de -CHj3 por -H em 2 e em 4 aumenta a capacidade antirradicalar das
betalainas mais do que a presenca do fenol. A ordem de TEAC ndo reproduz a a
hierarquia dos potenciais de oxidagdo (E;,) determinados por voltametria ciclica, mas o
efeito estrutural e do meio, sim: a metilagio aumenta E,, e diminui TEAC, a
hidroxilag¢do diminui E,, e aumenta TEAC, e o aumento do pH diminui E,, € aumenta
TEAC.

Os principais mecanismos de oxidagcdo de fenois descritos na literatura sao
processos que envolvem transferéncia de elétron e de proton. Sdo pelo menos trés
possibilidades, sem contar vias intermediarias: abstracdo de préton seguida de
transferéncia de elétron (sequential proton loss electron transfer, SPLET), transferéncia

de elétron seguida de transferéncia de préton (electron transfer-proton transfer, ETPT)
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e a via concertada, transferéncia de atomo de hidrogénio (hydrogen atom transfer,
HAT)." ¢ Este ultimo ¢ o principal mecanismo dentro da familia de transferéncias
concertadas de proton e elétron (proton-coupled electron transfer, PCET).[’

O Esquema 15 apresenta as trés possibilidades em termos de uma reagdo entre
um doador HD e um aceptor genérico A (conversio de HD + A" para HA + D’). A
barreira potencial para a ocorréncia de transferéncia de proton (PT) estd relacionada
com a variacdo do pK, (ApK,) entre o reagente e a espécie intermedidria formada. De
forma analoga, a barreira para a transferéncia de elétron (ET) relaciona-se com a
diferenca do potencial redox E (AE) entre reagentes e intermediarios. Em ambos os
casos, 0 passo subsequente ¢ rapido e o mecanismo € sequencial, ou seja, ocorre em
dois processos elementares (SPLET ou ETPT).

Contudo, pensando na via SPLET, a transferéncia do proton provoca um
abaixamento do potencial redox, o que pode iniciar a doagdo do elétron antes de a saida
do proton se completar, i.e., levar a uma transferéncia concertada de préton e elétron
(PCET). Da mesma forma, pensando na via ETPT, a doagdo do elétron leva a
diminuicdo do pK, da espécie, e pode adiantar a desprotonagcdo, que ocorre
concertadamente. No caso particular em que PT e ET ocorrem concertada e
sincronizadamente, trata-se de uma transferéncia de 4&tomo de hidrogénio (HAT), cuja
barreira potencial ¢ controlada pela diferenca entre a energia de dissociagdo (BDE) da
ligacdo H—D (no doador, ou antioxidante) e da ligagdo H—A (no radical, ou aceptor).

Como BDE ¢ uma propriedade termodinamica e pode ser calculada pela soma das

4 A nomenclatura destas vias ainda nio foi padronizada na literatura. HAT é considerada aqui como um
tipo de PCET, mas alguns trabalhos consideram-nas como classes separadas de mecanismos (Truhlar e
colaboradores).™ Ingold e colaboradores consideram a designagio PCET mais adequada para fenois do
que HAT,®" Weinberg considera PCET como qualquer processo que envolva elétrons e protons, nio
necessariamente de forma concertada.!*”)
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energias de Gibbs das etapas ET e PT, pode-se dizer que a barreira potencial do

processo HAT ¢ influenciada por ApK, e AE combinados.

A

D+ HA

D+ HA

PT /

PT /

-+
HD + A~

pPKa,

ETPT

-+
HD +A~

PKa

ETPT

\ET

N ET
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HD + A*

PT/

HD + A’

" pK,

pK,

HA™+ D~
Y ET
E “\
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D +HA
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E
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pK, E
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HAT
\_
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HAT
\—
D + HA

Esquema 15. Diagrama qualitativo dos principais processos de transferéncia de elétron e proton.

No sistema A, a via sequencial SPLET tem menor barreira potencial do que ETPT; B apresenta

a situacdo contraria. Em ambos os casos representados, o mecanismo concertado HAT oferece

uma via de formagao do produto mais favoravel do ponto de vista cinético.

As mesmas vias podem ser representadas para uma betalaina fendlica num

diagrama bidimensional como o do Esquema 16. Nas bordas do diagrama, a

transferéncia de proton (PT) e de elétron (ET) ocorrem de forma sequencial (SPLET ou

ETPT), e existe um intermediario entre os dois processos (espécies nos vértices do

quadrado). No interior do diagrama, a transferéncia ¢ concertada (PCET) —

especificamente na diagonal, tem-se HAT — e um unico estado de transi¢do conecta o

reagente ao produto.
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Esquema 16. Diagrama bidimensional para os possiveis mecanismos de reacdo entre a porgao

fenolica de uma betalaina ¢ um radical genérico X'.

A via concertada tende a ser mais favoravel, como foi representado nos
diagramas do Esquema 15. No sistema fenol/fenoxila, os intermediérios fenolato e
cation-radical fenoxila sdo, por defini¢do, estruturas de alta energia, mais reativas do
que o produto final. Dessa forma, AG” da primeira etapa da via sequencial, seja PT ou
ET, tende a ser maior do que o AG’ da via concertada. Como a energia de ativacio
(A*G) ¢, no minimo, igual a AG’, a via concertada tende a apresentar menor barreira
energética.’?) A vantagem da via concertada nio é regra: depende do meio e s6 ocorre
se proton e elétron sdo termodinamicamente acoplados, i.e., se a desprotonagao provoca
uma grande queda de E, ou se a oxidagdo diminui muito o pK, de pelo menos um dos
reagentes, de modo que os intermediarios sdo tdo energéticos que ficam acima do estado

de transi¢ao para HAT no diagrama de energia.
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Em solventes apolares, HAT ¢ de fato o mecanismo predominante para fenois.
Em meios polares, existe uma contribui¢do significativa de SPLET, porque o solvente
estabiliza o intermediario negativamente carregado.!’””! Ndo obstante & complexidade do
tema, a oxidagdo de fenois ¢ considerada relativamente bem compreendida na literatura.
Ao contrario, o mecanismo de oxidag¢ao do nucleo caracteristico de betalainas nunca foi
estudado. Como o grupo 1,7-dHm tem pares de elétrons livres e protons acidos, €
natural supor que os mesmos mecanismos de fenois estao disponiveis (Esquema 17).
Entretanto, ¢ dificil decidir ndo s6 entre os varios mecanismos da reacdo — o que
requereria um estudo de efeito isotdpico cinético —, como também quais os protons e
elétrons envolvidos.

Pela simulacdo dos pK,s, o grupo imina € muito mais acido do que a amina do
anel 1,2,3,4-tetraidropiridinico e poder-se-ia pensar que a participacdo do seu proton €
mais provavel. No entanto, o pK, s6 ¢ determinante para o mecanismo SPLET. Se o
potencial de oxidagcdo da amina for suficientemente baixo, ou 0o mecanismo concertado
tiver uma barreira potencial pequena, o envolvimento do préton da amina volta a ser

plausivel.
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Esquema 17. Diagrama bidimensional para os possiveis mecanismos de reagdo entre o sistema
1,7-diazaeptametinico de uma betalaina e um radical genérico X'. O sistema A é proposto para

as betalainas ndo metiladas; B esta, a priori, disponivel para as metiladas e ndo-metiladas.

A analise de resultados de TEAC deve se restringir a reagdes que levam a
reducdo de ABTS™. Desta forma, o Esquema 18 ¢ uma tentativa de interpretar os

valores de TEAC determinados para as betalainas 1 a 4 a partir das hipdteses
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mecanisticas apresentadas anteriormente. O valor de TEAC dos compostos 1 ¢ 3 sdo
proximos (em pH = 6: 4,0 e 2,7, respectivamente), assim como ocorre com 2 ¢ 4 (0,5 e
0,3, respectivamente). Isso implica que metilagdo, mais do que a auséncia do fenol,
compromete a formagdo de espécies capazes de reduzir ABTS™.

O composto 1 tem uma imina protonada com pK,y proximo a 7. A sua
desprotonagio leva a formacio de um dianion que pode reduzir ABTS™ convertendo-se
em uma espécie radicalar. Esta espécie ainda pode ter sua por¢ao fenolica desprotonada
e o fenolato resultante também pode reduzir ABTS™. Na espécie radicalar, o pK,y da
amina do anel 1,2,3,4-tetraidropiridinico pode estar tao reduzido, que sua desprotonagao
e oxidagdo também ocorrem, acrescentando uma terceira possibilidade de oxidagao para
o composto 1. O composto 3 nao possui o -OH fenolico, porém a primeira etapa de PT e
ET e a segunda etapa envolvendo o anel, descritas para 1, estdo disponiveis. Isso explica
qualitativamente o efeito reduzido do -OH fenolico sobre a capacidade antirradicalar. O
composto metilado 2 ndo possui um préton acido o suficiente no sistema 1,7-dHm que
permita a sua desprotonacao em agua. Contudo, o fenol pode ser desprotonado e reduzir
ABTS™. A espécie radicalar resultante ainda apresenta restricdes energéticas para a
desprotonacao do sistema 1,7-dHm, j& que, ao contrario do que ocorre com 1 ¢ 3, a
primeira oxida¢do ndo deve afetar significativamente o pK,y da amina do anel. O
composto 4 tem a mesma limitacdo de desprotonacdo do sistema 1,7-dHm, mas
pensando num mecanismo concertado ou ETPT, ndo se pode descartar sua oxidagio. E
importante ressaltar que com os dados apresentados nesse trabalho nao € possivel
definir se as reagdes de transferéncia de préton e transferéncia de elétron ocorrem de
forma acoplada (concertada) ou nao. Apesar disso, a ocorréncia de HAT ou

SPLET/ETPT nao compromete a validade da proposta.
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Esquema 18. Proposta de vias de oxidacdo das betalainas preparadas. Conforme os resultados
obtidos, os potenciais de oxidagdo representados seguem a seguinte relacdo: Eox; (1) < Eox; (2)

< Eox.1 (3) <Eox1 (4). Para justificar a sequéncia dos eventos, Eox 1 < Eox2.
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5.5.2. Possiveis reagoes laterais

Em principio, o método TEAC mede o numero total de radicais ABTS™
consumidos por mol de antirradical. Se a reagdo redox ¢ um equilibrio, a constante de
equilibrio determina as concentracdes finais de produtos e reagentes, € um antioxidante
que tenha um equilibrio mais deslocado para os produtos apresentard maior TEAC. O
aumento do pH do meio aumenta a concentracao das formas desprotonadas do fenol e
da imina, que tém potenciais de oxida¢cdo mais baixos comparados as respectivas formas
protonadas. A diminuicao de Eqx reduz a barreira de energia para a transferéncia de
elétron,m] podendo aumentar TEAC medida. Entretanto, o efeito do pH, embora menos
acentuado, ainda ¢é presente para 4, que ndo tem préton iminico nem fendlico,
refor¢ando a hipotese de que hd outros pontos de oxidacdo na molécula além dos
apresentados na se¢do anterior.

Um estudo da oxidagdo de betanina por ABTS™ detectou 2-decarboxi-2,3-
dihidrobetanina como principal produto de oxidacdo (46 m/z) e um produto
decarboxilado di-hidroxilado (~12 m/z).”*! A reagdo de 2 ¢ 4 com ABTS™ leva a

produtos com m/z compativeis com a ocorréncia de descarboxilacao (Esquema 19).

Ar\ll\j,R Ar\lﬁ,R Ar. +.R Ar\ﬁ,R
| |
-H* -CO, —2e-, —1H*
—_— H —_—
.o | 70 .o | _ .o |
HOOC N~ “COOH N~ “COO H™-"N”~ ~CoO” COO
H o) H H

Esquema 19. Mecanismo de descarboxilagio oxidativa da carboxila ligada a C-sp”.

Esta via se aplica a todas as betalainas e de fato ¢ favorecida em meios alcalinos,
mas ainda ndo ¢ suficiente para justificar quantitativamente os valores de TEAC

determinados. No caso de 1, TEAC chega a 4,8 em pH = 7, o que implica consumo de

quase 10 equivalentes de ABTS™ por mol de antioxidante. Os valores altos de TEAC ja
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foram explicados pelo fato de a medida de capacidade antirradicalar ter contribuicao
ndo s6 de reagdes entre o antioxidante original e ABTS™, mas também de rea¢des com
produtos de oxidagdo que ainda sejam reativos, € que podem ter contribuicdes da
estrutura do radical.’*"!

A caracterizacao dos produtos de reagdo sugere que esse ¢ o caso das betalainas
estudadas. O mesmo valor de diferenca de massa entre as betalainas se manteve entre
seus produtos, indicando que a estrutura do produto carrega a por¢do anilinica da
betalaina.’® Ha espécies de m/z superior 4 das betalainas, que ndo foram detectados em
estudo similar conduzido com betanina e ABTS™ em que se usou excesso de betalaina.
Aqui, reproduziu-se o excesso de radical tal como ¢ usado no ensaio TEAC/ABTS, o
que pode explicar a diferenca nos resultados.*”

Os varios produtos detectados estdo presentes em todos os tempos de reacao e
todos os pHs, mas em proporg¢oes diferentes, o que vai ao encontro da proposta de que
os produtos iniciais continuam reagindo ¢ TEAC medida ¢ na verdade uma soma da
capacidade antirradicalar das betalainas e seus derivados com ABTS. Um padrao
parecido foi verificado para a oxidagdo de polifendis por ABTS™, em que ocorre
formacao de adutos covalentes primarios instaveis, que liberam uma parte da molécula

78] Com base nesses

de ABTS para originar adutos secundarios, estes sim estaveis.
estudos e em padrdes de fragmentacdo, alguns produtos de oxidagdo sdo propostos no

Esquema 20.
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Esquema 20. Possiveis produtos da reagdo entre ABTS™ e as betalainas, segundo resultados da

caracterizagao por espectrometria de massas. Entre parénteses, os valores de m/z detectados.

O Esquema 18 apresentou as reacoes iniciais de betalainas e espécies reativas
batalainicas com ABTS™ sem elaborar sobre eventuais reagdes que levariam aos
produtos apresentados no Esquema 20. Obviamente, a ocorréncia de descarboxilagdo
oxidativa e outras clivagens de mesma natureza levariam a um aumento da capacidade
antirradicalar. Contudo, a reacdo destas espécies com ABTS™ deve ser mais lenta ¢

contribuir menos do que os radicais betalainicos formados na primeira etapa redox.
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Apesar de a distingdo entre o padrdo de reacdo de ABTS™ com betalainas
fenolicas versus nao-fenodlicas, ou N-metiladas versus ndo metiladas ndo ser clara, a
formacao de adutos covalentes redutores explicaria a magnitude de TEAC. Ademais, ela

poderia ser responsavel pelo efeito do tempo sobre a capacidade antirradicalar.

5.56.3. Efeito do tempo

Ainda que a capacidade antirradicalar tenha sido definida como uma propriedade
termodindmica, determinada pela estabilidade relativa entre reagentes e produtos da
reagao redox, fica claro que existe um componente cinético, de atividade antirradicalar,
na medida pelo método TEAC. Os autores que propdem o ensaio com ABTS em 6 min
validam-no com antioxidantes como &cido ascorbico e glutationa, e comparam os
resultados obtidos para tempos de 1 e 3 min de reagdo.”® Entretanto, alguns autores
observaram a diferenga entre antirradicais que consomem ABTS™ instantaneamente,
sem efeito prolongado (Trolox, hidroquinona); antirradicais que tém ac¢do instantinea e
efeito prolongado (catecol) — caso das betalainas 1, 2, 3 e 4 —, e antirradicais que ndo
provocam queda brusca na absor¢do, e sim um decaimento lento e continuo, entre
outros grupos intermediarios./® A Tabela 12 contém a média de TEAC sobre o pH em
quatro momentos do ensaio.

Tabela 12. Média sobre o pH da capacidade antirradicalar em relagdo a Trolox (TEAC).

TEAC médio
t (min) 1 2 3 4
6 3.0+0,8 02+1,0 22+0,7 —0,1£0,9
30 45410 12404 3.0+0,8 1241,
60 4,7+0,8 1.8+ 0.4 32+0,7 1.9+0.8
120 48403 2,0+0.2 31+0,5 23+0,6

TEAC das betalainas aumenta com o tempo de reagdo, o que poderia, a priori,

ser reflexo da hidrolise a HBt, que ¢ antioxidante potente (TEAC = 2,7 em pH = 7). "]
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Todavia, a variagao ao longo do tempo nao reflete o efeito do pH sobre kqps de hidrolise.
O perfil de reagdo das betalainas 2 e 4 com ABTS™ é claramente mais lento do que o
das betalainas 1 e 3, como pode ser visto nas curvas cinéticas do ensaio ABTS (8.18).
Além disso, 2 e 4 exibem efeito pro-oxidante (TEAC < 0) no inicio do ensaio. Essas
duas observacdes sugerem que existem pelo menos dois processos em curso: um de
consumo de radicais (anti-oxidante) e um de formacao de mais radicais (pro-oxidante),
mas que quando o primeiro ¢ muito rapido (betalainas 1 e 3), seu efeito sobrepde-se ao
do segundo, que ndo ¢ visualizado no ensaio. Quando o consumo de radicais ¢ mais
lento, como com 2 ¢ 4, inicialmente ¢ possivel observar a formagao de mais ABTS™,
mas gradualmente o consumo torna-se mais importante. A formagdo de ABTS™ pode
resultar da presenca de pequenas concentragdes de ABTS®" em solucdo, que seria
reduzido a ABTS"™ pelas betalainas mais facilmente do que ABTS™ é reduzido a ABTS.
A reagdo envolve a oxidagao das betalainas, mas como o ensaio s6 mede concentragcao
de ABTS™, seria computada como efeito pro-oxidante.

Os resultados avaliando o método TEAC indicam que este método nao € o mais
adequado para determinar a capacidade antirradicalar de compostos que podem
consumir o ABTS™ por vias que ndio envolvem processos redox, o que leva a um valor
superestimado de TEAC. Infelizmente, os dados de espectrometria de massas e relatos
da literatura sugerem que ABTS™ ¢ bastante reativo na presenga de espécies
nucleofilicas, bem como sujeito a reagdes acido-base.

Por fim, ¢ interessante notar que o-betalainofenol e p-betalainofenol,
regioisémeros de 1 que motivaram este projeto, apresentavam TEAC inferior & de 1. *”)
Essa diferenga também pode ser resolvida com base na proposta do Esquema 18: no

regioisomero meta, as oxidagdes do fenol e do nucleo 1,7-dHm ocorrem
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independentemente, consumindo pelo menos dois radicais. O produto birradicalar pode
formar adutos e continuar a sua oxidag¢do. Nos isdmeros orto e para, fenol e nucleo 1,7-
dHm estdo conjugados e a via de oxida¢do que leva a iminoquinona estd disponivel
(Esquema 21). "®1 A formagdo da iminoquinona também consome dois radicais, mas
como se trata de estrutura estavel e nao-radicalar, pode constituir um produto final que

interrompe a cadeia radicalar ou que limita a capacidade antirradicalar.

“oocC

Esquema 21. Rota de oxidagdo de p-betalainofenol até a sua iminoquinona correspondente.

Uma via analoga ¢ possivel para o-betalainofenol, mas ndo para m-betalainofenol (3).
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6. Conclusoes

A metilagdo da porcao iminica de betalainas parece aumentar a estabilidade estes
pigmentos frente a hidrolise mas, infelizmente, compromete sua capacidade
antirradicalar. Os efeitos eletronicos resultantes da alteragdo estrutural das betalainas
puderam ser quantificados por meio de espectrometria de ressonancia magnética
nuclear. A presenga de um grupo fendlico tem menor importancia sobre a estabilidade e
propriedades fotofisicas de betalainas do que o metiliminio. O método TEAC baseado
na redugio de ABTS™ ndo foi capaz de quantificar apropriadamente o nimero de
radicais sequestrados por molécula de betalaina. Contudo, a analise dos valores relativos
de TEAC permitiu estabelecer uma relagdo entre a estrutura da betalaina e sua
capacidade antirradicalar. A presenca de uma porcdo iminica permite processos de
transferéncia de elétron vinculados a transferéncia de proton que diminuem a barreira
potencial para a oxidag¢do de betalainas. A metilacdo aumenta esta barreira e, portanto,

compromete o potencial antioxidante destes derivados.
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8. Anexos

8.1. Espectro de '"H-RMN (500 MHz) de 1
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“F1 (ppm)

m-Betalainofenol em metanol-d;.

Aspecto: s6lido magenta.

RMN 'H (500 MHz, CD;OD): & 8,36 (1H, bs, H-8), § 7,21 (1H, t, *Js.4 = 8,1, *Js-s = 8,1 Hz, H-5"), 5
6,81 (1H, dd, *Jg.5 = 8,1, *Jo o = 2.2, Jo 4 = 1,8 Hz, H-6"), § 6,76 (1H, t, *Jp. 4 = 2,2, °J» ¢ = 2,2 Hz, H-
2°),8 6,64 (1H, dd, *Jy 5 = 8,1, *Jp o = 2,2, *Jy ¢ = 1,8 Hz, H-4"), § 6,35 (1H, m, H-5), § 6,16 (1H, bs, H-
7), & 4,45 (1H, t, *Jr3= 7.9, 3= 7.9 Hz, H-2), 5 3,26 (1H, d, *J3, = 6,7 Hz, H-3b), & 3,23 (1H, d,
*Jsao= 4,7 Hz, H-3a).

HPLC-MS: fx=4,7 min, m/z 303,1.

UV-Vis/FL: Ay " = 508 nm (tpBR pH = pH = 6), Aoy = 563 nm (tpBR pH = pH = 6, Aex. = 490 nm),

% =6,4x 10" L mol” cm™ (agua), @ = 8,5 x 10™ (4gua) vs. rodamina B.
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8.2. Espectro de 'H,'H-COSY (500 MHz) de 1
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8.3. Espectro de 'H,"*C-HMBC (500 MHz) de 1
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8.4. Espectro de massas (HPLC-MS e MS?) de 1
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8.5. Espectro de '"H-RMN (500 MHz) de 2
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N-Metil-m-betalainofenol em metanol-d,.

Aspecto: s6lido vermelho.

RMN 'H (500 MHz, CD;OD): & 8,15 (1H, bs, H-8), 5 7,29 (1H, bs, *J5.4 = 8,0, *Js ¢ = 8,0 Hz, H-5"), &
6,86 (1H, d, *Js 5 = 8,0 Hz, H-6"), & 6,80 (2H, bs, H-2" ¢ H-4"), § 6,47 (1H, m, H-5), & 6,12 (1H, bs, H-7),
84,46 (1H, t, °Jo3,= 7,6, *Jo3p= 7,6 Hz, H-2), § 3,57 (3H, s, H-10), & 3,20 (1H, d, *J3,, = 7.6 Hz, H-3b),
3,17 (1H, d, *J3,,= 7,6 Hz, H-3a).

HPLC-MS: tx= 5,4 min, m/z 317,2.

UV-Vis/FL: s = 492 nm (tpBR pH = pH = 6), Aoy = 550 nm (tpBR pH = pH = 6, Aex. = 490 nm),

€ =6,1x 10" L mol” cm™ (4gua), ®p = 3,9 x 10™* (4gua) vs. rodamina B.
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8.6. Espectro de 'H,'H-COSY (500 MHz) de 2
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8.7. Espectro de 'H,"*C -HMBC (500 MHz) de 2
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8.8. Espectro de massas (HPLC-MS e MS?) de 2
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8.9. Espectro de '"H-RMN (500 MHz) de 3
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Fenilbetalaina em metanol-d,.

Aspecto: sélido magenta.

RMN 'H (500 MHz, CD;0D): § 8,50 (1H, bs, H-8), 8 7,44 (2H, t, *Jy0 = Jso = 7,9, "y =54 = 7,9

Hz, H-3’ e H-5"), § 7,38 (2H, d, *J5-5- = *Jg-5- = 7,9 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 8 7,24 (1H, t, *Jy 5 = 6,7, *Jy 5 =

6,7, H-4"), 6,36 (1H, bs, H-5), 8 6,21 (1H, bs, H-7), 8 4,52 (1H, t, *J53,= 7,2, *Jo3= 7,2 Hz, H-2), 8 3,26

(1H, d, *J3,, = 7,0 Hz, H-3b), & 3,23 (1H, d, *J3,,= 5,6 Hz, H-3a).

HPLC-MS: = 6,2 min, m/z 287,1.

UV/FL: Agp™ = 508 nm (tpBR pH = pH = 6), Aep™ = 558 nm (tpBR pH = pH = 6, heye = 490 nm), &% =

6,1 x 10° L mol" em™ (4gua), ®p = 1,3 x 107 (4gua) vs. rodamina B.
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8.10. Espectro de 'H,'H-COSY (500 MHz) de 3
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8.11. Espectro de 'H,"*C -HMBC (500 MHz) de 3
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8.12. Espectro de massas (HPLC-MS e MS?) de 3
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125



8.13. Espectro de '"H-RMN (500 MHz) de 4
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N-Metil-fenilbetalaina em metanol-d;.

Aspecto: s6lido vermelho.

RMN 'H (500 MHz, CD;0D): § 8,18 (1H, bs, H-8), § 7,51 (2H, bs, H-3" ¢ H-5"), § 7,42 (2H, d, *J».5- =
3Jg.s = 7,9 Hz, H-2” ¢ H-6"), 5 7,36 (1H, bs, H-4"), 8 6,49 (1H, bs, H-5), 5 6,14 (1H, bs, H-7), 5 4,45 (1H,
t, 3= 7.5, 3= 7,5 Hz, H-2), § 3,61 3H, s, H-10), § 3,22 (1H, d, *J3, = 7,5 Hz, H-3b), 5 3,18 (1H, d,
*Jsao= 1,8 Hz, H-3a).

HPLC-MS: fx= 6,7 min, m/z 301,2.
UV/FL: Agp™ = 492 nm (tpBR pH = pH = 6), hep™™ = 553 nm (tpBR pH = pH = 6, Aoy = 490 nm), £** =

6,1 x 10° L mol" cm™ (4gua), ®p = 5,6 x 10™ (4gua) vs. rodamina B.
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N-Metil-fenilbetalaina em metanol-ds. Ampliacao da regido o 8,5 - 5,0 ppm.
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N-Metil-fenilbetalaina em metanol-ds. Ampliac¢ao da regido o 5,0 - 2,0 ppm.
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8.14. Espectro de 'H,'H-COSY (500 MHz) de 4
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N-Metil-fenilbetalaina em metanol-d..
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8.15. Espectro de 'H,"*C-HMBC (500 MHz) de 4
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8.16. Espectro de massas (HPLC-MS e MS?) de 4
301.1
302.1
303.0
—_—————e e e e e
2875 290.0 2925 295.0 2975 300.0 3025 305.0 3075 310.0 miz
2551
194.1
108.0 132.0 150.0
03.0 120.1 170.181.0
2722831 ¢
—— —
50 100 150 200 250 300 350 miz

N-Metil-fenilbetalaina.
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8.17. Graficos de Nernst
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Curvas de Nernst para os alguns dos potenciais de pico identificados nos voltamogramas

ciclicos das betalainas.

Dados do ajuste linear: 1-Ia (R? = 0,96, a = -54,3); 1-1I (R>= 0,99, o = -50,1); 1-IIT (R*= 0,96, a = -65,1);
2-Ib (R?= 0,96, o = -61,6); 2-11 (R* = 0,99, a. = -116,5); 2-1II (R? = 0,94, o = -43,0); 3-Ia (R*= 0,85, a. = -
40,7); 3-Ib (R* = 0,98, o. = -30,4); 3-II (R? = 1,00, o = -53,5); 3-1II (R? = 1,00, o = -54,9); 4-Ib (R* = 0,96,
o = -47,8); 4-11 (R? = 0,94, a= - 103,9); 4-IIT (R* = 0,99, a. = -63,2). v/n ¢ a razdo de protons/elétrons nos

processos de oxidagao e redugdo.
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8.18. Curvas cinéticas do método ABTS com as betalainas
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Variagio relativa de absor¢io de misturas de ABTS™
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Variagdo relativa de absor¢ido de misturas de ABTS™ e N-metil-fenilbetalaina.
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8.19. Ajustes lineares do método ABTS
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Concentrag&o de Trolox (umol L)

Curvas de variagdo relativa de absor¢do em 734 nm por uma solugdo de cation-radical ABTSe+
que recebeu diferentes concentracdes de Trolox. A variagao foi calculada apos 6, 30 e 60 min da

adicdo de antioxidante.

Coeficiente angular da regressao linear (o) e coeficiente de determinagdo ajustado (Adj-R?) das curvas. 6
min, pH: 3 (a = 0,022, Adj-R? = 1,00); 4 (a = 0,024, Adj-R?>=1,00); 5 (a = 0,027, Adj-R? = 1,00); 6 (a
0,025, Adj-R? = 1,00); 7 (o = 0,029, Adj-R? = 1,00). 30 min, pH: 3 (a0 = 0,022, Adj-R? = 1,00); 4 (a
0,024, Adj-R? = 1,00); 5 (a = 0,027, Adj-R? = 1,00); 6 (a = 0,026, Adj-R? = 1,00); 7 (a = 0,028, Adj-R? =
1,00). 60 min, pH: 3 (a = 0,022, Adj-R? = 1,00); 4 (o = 0,024, Adj-R? = 1,00); 5 (a0 = 0,026, Adj-R? =
1,00); 6 (0. = 0,025, Adj-R?=1,00); 7 (e = 0,025, Adj-R? = 1,00).
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Curvas de variagdo relativa de absor¢do em 734 nm por uma solugdo de cation-radical ABTSe+

que recebeu diferentes concentragdes de m-betalainofenol. A variagdo foi calculada apos 6, 30,

60 e 120 min da adic¢do de betalaina.

Coeficiente angular da regressao linear (o) e coeficiente de determinagdo ajustado (Adj-R?) das curvas. 6

min, pH: 3 (a = 0,037, Adj-R> = 0,96); 4 (o = 0,052, Adj-R> = 0,99); 5 (o = 0,078, Adj-R> = 1,00); 6 (.
0,082, Adj-R> = 1,00); 7 (o = 0,102, Adj-R> = 1,00). 30 min, pH: 3 (o = 0,071, Adj-R> = 1,00); 4 (at
0,085, Adj-R2 = 1,00); 5 (. = 0,107, Adj-R? = 1,00); 6 (a = 0,122, Adj-R> = 1,00); 7 (o = 0,142, Adj-R>
1,00). 60 min, pH: 3 (o = 0,080, Adj-R> = 1,00); 4 (o = 0,103, Adj-R> = 1,00); 5 (o = 0,114, Adj-R?
1,00); 6 (. = 0,129, Adj-R> = 1,00); 7 (o = 0,140, Adj-R> = 1,00). 120 min, pH: 3 (o = 0,087, Adj-R>
1,00); 4 (o = 0,106, Adj-R> = 1,00); 5 (¢ = 0,117, Adj-R> = 1,00); 6 (o = 0,130, Adj-R> = 1,00); 7 (a

0,125, Adj-R> = 1,00).
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Curvas de variagdo relativa de absor¢do em 734 nm por uma solugdo de cation-radical ABTSe+
que recebeu diferentes concentracdes de N-metil-m-betalainofenol. A variagdo foi calculada

apos 6, 30, 60 e 120 min da adig@o de betalaina.

Coeficiente angular da regressao linear (o) e coeficiente de determinagdo ajustado (Adj-R?) das curvas. 6
min, pH: 3 (o = —0,020, Adj-R?> = 0,91); 4 (o = —0,034, Adj-R? = 1,00); 5 (o = —0,010, Adj-R*>=0,99); 6
(0 =0,013, Adj-R?=0,97); 7 (o = 0,030, Adj-R? = 0,98). 30 min, pH: 3 (a = 0,026, Adj-R?=0,91); 4* (o
=0,013, Adj-R?=0,40); 5 (a = 0,038, Adj-R?>=0,99); 6 (o = 0,035, Adj-R?>=0,98); 7 (o = 0,048, Adj-R?
=0,98). 60 min, pH: 3 (o = 0,051, Adj-R? = 0,98); 4 (o = 0,031, Adj-R?> = 0,94); 5 (a = 0,047, Adj-R> =
0,98); 6 (o = 0,042, Adj-R?> = 0,99); 7 (a = 0,053, Adj-R> = 0,99). 120 min, pH: 3 (a = 0,051, Adj-R? =
0,99); 4 (a0 = 0,045, Adj-R? = 0,95); 5 (a. = 0,051, Adj-R? = 1,00); 6 (o = 0,048, Adj-R? = 1,00); 7 (a0 =
0,058, Adj-R? = 1,00). *Ajuste realizado sem fixar y, = 0.
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Curvas de variagdo relativa de absor¢do em 734 nm por uma solugdo de cation-radical ABTSe+
que recebeu diferentes concentracdes de fenilbetalaina. A variagdo foi calculada apoés 6, 30, 60 ¢

120 min da adic¢do de betalaina.

Coeficiente angular da regressao linear (o) e coeficiente de determinagdo ajustado (Adj-R?) das curvas. 6
min, pH: 3 (a = 0,033, Adj-R?>=0,98); 4 (a = 0,037, Adj-R?>=0,96); 5 (o = 0,082, Adj-R?>=0,98); 6 (0. =
0,068, Adj-R? = 0,97); 7 (o = 0,057, Adj-R? = 1,00). 30 min, pH: 3 (a0 = 0,051, Adj-R? = 1,00); 4 (a. =
0,050, Adj-R? = 0,93); 5 (a = 0,098, Adj-R? = 1,00); 6 (o = 0,098, Adj-R? = 1,00); 7 (o = 0,086, Adj-R? =
1,00). 60 min, pH: 3 (a = 0,053, Adj-R? = 1,00); 4 (o = 0,063, Adj-R? = 0,99); 5 (a0 = 0,105, Adj-R? =
1,00); 6 (a = 0,098, Adj-R? = 1,00); 7 (a = 0,091, Adj-R? = 1,00). 120 min, pH: 3 (a = 0,056, Adj-R? =
1,00); 4 (o = 0,065, Adj-R? = 0,99); 5 (a. = 0,099, Adj-R? = 0,99); 6 (a. = 0,088, Adj-R? = 1,00); 7 (a0 =
0,090, Adj-R?=0,99).
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Curvas de variagdo relativa de absor¢do em 734 nm por uma solugdo de cation-radical ABTSe+
que recebeu diferentes concentragdes de N-metil-fenilbetalaina. A variacao foi calculada apds 6,

30, 60 e 120 min da adi¢do de betalaina.

Coeficiente angular da regressao linear (o) e coeficiente de determinagdo ajustado (Adj-R?) das curvas. 6
min, pH: 3 (o = —0,020, Adj-R?=0,91); 4 (o = —0,019, Adj-R?>=0,91); 5 (o = —0,012, Adj-R> = 1,00); 6
(o= 0,007, Adj-R? = 1,00); 7 (o0 = 0,034, Adj-R? = 1,00). 30 min, pH: 3* (a0 = -0,005, Adj-R> = 0,34); 4
(0 =0,014, Adj-R?=0,98); 5 (o= 0,027, Adj-R? = 0,99); 6 (o = 0,059, Adj-R? = 1,00); 7 (a. = 0,063, Adj-
R?=1,00). 60 min, pH: 3 (o = 0,019, Adj-R?>=0,98); 4 (a = 0,037, Adj-R?> = 1,00); 5 (o = 0,050, Adj-R?
=0,99); 6 (o = 0,077, Adj-R? = 1,00); 7 (o = 0,069, Adj-R? = 1,00). 120 min, pH: 3 (o = 0,036, Adj-R* =
0,97); 4 (o= 0,051, Adj-R? = 1,00); 5 (a. = 0,058, Adj-R? = 1,00); 6 (a. = 0,080, Adj-R? = 1,00); 7 (a0 =
0,077, Adj-R? = 1,00). *Ajuste realizado sem fixar y, = 0.
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