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RESUMO

As azalactonas sdo compostos heterociclicos bem conhecidos, sendo importantes intermediarios na
sintese de aminoacidos quirais. Mesmo apresentando altas intensidades de emissdo de fluorescéncia, muito
poucos trabalhos foram encontrados na literatura acerca das suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas.
Devido a baixa solubilidade em solugdo aquosa realizou-se o estudo fotofisico e fotoquimico destes compostos
em solucao hidroalcodlica e aquosa na presencga de ciclodextrinas, uma vez que, segundo dados da literatura,
o encapsulamento pode aumentar a estabilidade da molécula encapsulada assim como modificar suas
propriedades fotofisicas. Os resultados mostraram que ocorre encapsulamento da azalactona na cavidade da
B-ciclodextrina (b-CD) em meio hidroalcodlico devido ao aumento a intensidade de absorgéo, entretanto
observa-se a diminuigdo da fotoestabilidade do derivado azalacténico em meio hidroalcodlico.

Palavras-chave: oxazolonas, fotofisica, ciclodextrina, fotoestabilidade

ABSTRACT

The azlactones are well known compounds and are important intermediates in the synthesis of chiral
heterocyclic amino acids. Even with high intensities of fluorescence emission, very few studies were found in
literature about their photophysical and photochemical properties. Due to the low solubility in aqueous solution,
we carried out the photochemical and photophysical study of these compounds in aqueous and hydroalcoholic
solution in the presence of cyclodextrins since, according to literature data, the encapsulation can enhance the
stability of the encapsulated molecule as well as modify its photophysical properties. The results showed
increase of absorption intensity of azlactone after encapsulation in the -cyclodextrin (b-CD) cavity in aqueous-
alcoholic medium, however it is observed the decrease in the photostability azlactone derivative in aqueous-
alcoholic medium.
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INTRODUGAO

As azalactonas, atualmente denominadas
oxazolonas, sédo heterociclos de 5 membros que
possuem em seu anel um atomo de oxigénio, um
de nitrogénio e ainda uma carbonila exociclica
(Figura 1).

Figura 1 — Formula estrutural da azalactonas.

As azalactonas foram primeiramente
sintetizadas por Pléchl (1884) pela condensagéao
do acido hipurico (N-benzoilglicina) com aldeido
aromatico em solugdo de anidrido acético e
acetato de sodio, como mostrado no Esquema
1.
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Esquema 1 — Reacéo descrita por Pléchl

Posteriormente Erlenmeyer (1892)
reestudou esta reagdo propondo a correta
estrutura do produto, assim como o emprego
deste na sintese de derivados de
aminoacidos. Desde entdo esta reacao passou
a ser denominada como “Sintese de Plochl-
Erlenmeyer”.

A utilizagdo dos derivados azalactdnicos
na quimica é bem diversa. Fisk et al. (2007)
apresentaram uma abrangente revisdo do
emprego desta classe de compostos como
intermediarios na sintese de uma série de outros
compostos de interesse bioldgico.

Uma importante caracteristica desta
familia de compostos é alta intensidade de
emissao de fluorescéncia, sendo encontrado na
literatura a utilizagéo de derivados
azalactbnicos como sensores fluorescentes de
glicose (ERTEKIN et al. 2005), indicadores

fluorescentes de pH em filmes poliméricos
(ERTEKIN et al. 2000) ou em matrizes sol-gel
(ERTEKIN et al. 2003), entre outras.

Ozturk; Alp e Ertekin (2005) utilizaram o
derivado azalactonico 4-(2-furiimetileno)-2-fenil-
5-oxazolona suportado em uma matriz
polimérica de PVC como sensor fluorimétrico

+
de Fe3. Os autores observaram a
supressao da fluorescéncia em funcdo do

aumento da concentragdo de Fe3+ na faixa de
6x10% a6x10™ 1

mol L™ .
Ozturk; Alp; Timur (2008) investigaram a
utilizacdo de derivados azalacténicos fixados em
matrizes poliméricas de PVC como sensores
fluorescentes de acetilcolina e inibidores da
acetilcolinesterase. Foi observado que quando
expostos a concentragcbes crescentes de
donepezil, um inibidor da acetilcolinesterase,
ocorre a supressao de fluorescéncia do sensor
fluorimétrico na faixa linear de 7,99x107 a
443,86x107 mol L' para o CPO-l, 7,99x107 a
412,43x107 mol L' para CPO-ll e 7,99 a
317,88x107 mol L™ para CPO-IlI (Figura 2).

Ar
CPO-I 3,5-dinitrofenil
CPO-II 4-nitrofenil
CPO-III 4-toluil

Figura 2 - Estruturas dos derivados 2-(aril)-4-[4-
(1,4,7,10-tetraoxa-13-azaciclopentadecil)benzilideno]-
5-oxazolona. (Fonte: Ozturk; Alp; Timur 2008)

Koczan et al.  (2001) utilizaram
derivados azalacténicos como fluoréforos no
reconhecimento de peptideos, aminoacidos e
aminas. Este reconhecimento ocorre pela
alteracdo da estrutura das moléculas de um
derivado de aminoacido através da reacdo com
um derivado azalactbnico, consequentemente
alterando tanto a fluorescéncia como a
absorcdo do composto, ocorrendo um
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deslocamento batocrémico e ou redugado da
emissao/absorcao do derivado azalactonico.

Foram observadas propriedades
Opticas nao-lineares de derivados
azalacténicos em solugdo (KITAZAWA et al.,
1995) ou em estruturas poliméricas (SMOKAL
et al., 2007). Em optica nado-linear alguns
derivados azalactdnicos apresentam a geragao
de harménicas, absorvendo o féton em um
determinado comprimento de onda e emitindo
o féton em um multiplo da onda absorvida.
Segundo os autores isto oferece uma
promessa para a utilizacido destes compostos
em optoeletrénica.

As ciclodextrinas (CD) sao
oligossacarideos ciclicos, constituido por
unidades de glicose (D-(+)-glucopiranose)

unidas através de ligacdes glicosidicas (a1,4).
Schardinger (1903) identificou as ciclodextrinas
como produtos resultantes da degradacdo do
amido pela acdo da enzima amilase
ciclodextrina glicosil transferase (CGTase),
produzida pelo microorganismo  Bacillus
macerans. Este € capaz de romper um
segmento da hélice do amido e unir as duas
porcdes terminais deste fragmento numa unica
molécula  ciclica  (SAENGER,1980). Por
modificagdo enzimatica é possivel obter a
ciclizagdo de seis, sete ou oito unidades de
glicose dando origem a a, B e y-CD,
respectivamente.

Do ponto de vista estrutural, as CD's
apresentam-se na forma de cones truncados.
Os diametros das cavidades da face mais
estreita e da mais larga sdo respectivamente
4.7 e 5,3 A para uma a-CD, 6,0 e 6,5A para a
B-CDe7,5¢ 8,3 A para y-CD.

A presenga das hidroxilas livres na
parte externa das CD's confere a essas
moléculas um carater hidrofilico. Esse arranjo
estrutural das moléculas de glicose nas CD’s
possibilita a formacdo de complexos de
inclusdo com uma variedade de espécies
hidrofébicas ou anfifilicas de tamanho
adequado, admitindo-as, pelo menos
parcialmente dentro da cavidade, permitindo
assim a “dissolugdo” em meio aquoso de
compostos que apresentam baixa solubilidade
neste solvente (KURKOV & LOFTSSON,
2013).

O espaco restrito e a relativamente

reduzida polaridade da cavidade da CD podem
influenciar as propriedades das moléculas
hospedes incluidas na cavidade.

As  propriedades  fotofisicas, @ como
intensidade de absorcao/emissao e
deslocamento no maximo absorcao/emissao dos
hospedes, sdo notavelmente alteradas mediante
a complexag¢ao com CD.

Krishnamoorty & Dogra (1999), estudando
o efeito da presengca de b-CD sobre o
comportamento  fotofisico da  2-(4-N,N-
dimetilaminofenil)benzimidazola (DMAPBI),
observaram o efeito hipercrémico, ou seja, o
aumento da intensidade de absorgdo, da
banda mais deslocada para maiores
comprimentos de onda, com o aumento da
concentracdo de b-CD, assim como um
deslocamento batocromico de 328 para 333 nm,
desta mesma banda associado ao aumento da
concentracdo de b-CD no meio. Os autores
justificam este aumento da absorbancia devido
ao encapsulamento da DMAPBI na cavidade da
b-CD.

Estas propriedades tém sido utilizadas
nos estudos de equilibrios de complexagao de
inclusdo entre CD e fluoréforos e a dindmica do
fluoréforo na cavidade CD.

Devido a essas caracteristicas, CD e seus
derivados tém sido amplamente utilizados para
estudos fotoquimicos e fotofisicos de estruturas
supramoleculares, (REICHARDT, 1988).
Geralmente CDs nativas absorvem abaixo de
300nm, porém, quando grandes cromoforos
aromaticos estdo ligados a CD ou inclusos
nesta, o sistema exibe significante alteragdo do
comportamento espectral. Assim a medicao
espectrofotométrica torna-se ndo s6 um método
conveniente, mas também eficiente para
investigar o comportamento de complexagao de
sistemas CD (REICHARDT, 1988).

O termo solvatocromismo descreve as
mudangas relevantes nas caracteristicas
(posicao, intensidade e forma) de bandas de
absorcdo e/ou emissdo eletrbnica com a
variagdo da polaridade do meio. 0]
solvatocromismo negativo é definido pelo
deslocamento hipsocromico do Amax de uma
banda de absorcdo/emissao eletrdbnica com o
aumento da polaridade do solvente. Ja o
deslocamento batocréomico define o]
solvatocromismo positivo.
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O solvatocromismo €& produzido pela
diferenca na solvatagcdo do estado fundamental
e do primeiro estado excitado da molécula que
absorve a luz (ou o seu cromdforo). Além de
importantes para descrever as energias relativas
dos estados eletrbnicos de moléculas, as
mudangas solvatocrOmicas sado uteis também
para a determinagdo experimental de algumas
propriedades fisicas importantes, tais como os
momentos de dipolo, a polarizabilidade e os
momentos de multipolo de moléculas. Deste
modo, os efeitos do solvente sobre o espectro
de absorcao eletrbnica e de emissao podem ser
usados para fornecer informagdes acerca das
interacdes soluto-solvente (CARDOSO, 2002).

Com interesse de estudar as propriedades
fotofisicas, a fotoestabilidade assim como
também aumentar a solubilidade desses
derivados azalactdnicos em solugdo aquosa,
pensou-se em trabalhar com estruturas
supramoleculares que possuam nanocavidades,
visando a utilizagcdo destes derivados como
corantes para lasers ou sensores fluorescentes
do ambiente.

Neste trabalho foi estudado o]
comportamento fotofisico e da fotoestabilidade
de um derivado azalacténico em solugdo de n-
propanol (nPrOH) e misturas de hidroalcoolicas
de n-PrOH/agua na presenca ou nao de b-CD.

MATERIAL E METODOS

O derivado azalacténico utilizado neste
trabalho foi o 4-[4-(dimetilamino)benzilideno]-2-
fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona, daqui para frente
denominado somente como AZA2 (Figura 3).
Este derivado foi sintetizado em laboratério pelo
método classico de Pléchl-Erlenmeyer e sua
sintese estad descrita na literatura (ROSA &
SAVARIZ, 2005).

N(CH,),

Figura 3 - Estrutura da AZA2

As solucbes-mae e de analise foram
preparadas utilizando-se agua destilada, n-
propanol (nPrOH) e N,N-dimetilformamida
(DMF), ambos grau P.A., sem qualquer tipo de
tratamento.

A b-CD (99%) foi fornecida pela Aldrich
e também foi empregada sem qualquer tipo de
purificagao.

A preparacao da solugao-mae de AZA2
em nPrOH foi realizada solubilizando-se 0,0290
g (0,1 mmol) de AZA2 em 3mL de DMF e
completando-se o volume do baldo para 100mL
com nPrOH. A solugdao foi submetida ao
ultrassom por 30 min para completa
solubilizacdo e degasagem (retirada do
oxigénio molecular), obtendo-se uma solugao

3

de concentragéo de 1x10™ mol L1,

A solugdo mae de b-CD foi preparada

solubilizando-se 0,283 g (2,5x10°% mol) em
50mL de agua destilada obtendo-se uma solugéo

-3

de concentragao final 5,0 x 10™ mol L'1.

Para o preparo das amostras sem a
presenca de b-CD foram utilizados cinco balbes
de 10 mL para os quais foram transferidas
aliquotas de 0,1 mL da solugdo-mée de
AZA2/nPrOH adicionando-se em seguida 1, 2,
3,4,5e7 mL de agua e completando-se o
volume com nPrOH.

Para outros cinco baldes de 10 mL foram
transferidos aliquotas de 0,1 mL da solucéo-
mae de AZA2/nPrOH adicionando-se em
sequida 1, 3,5e7 mL da solugdo- mae de b-
CD/H20 para cada um dos respectivos baldes,
sendo entdo o volume completado com nPrOH.
A concentragdao de AZA2 em todos os balbes foi

de 1x10° mol L1 e as concentragdes de b-CD

3

variaram de 0,5 a 3,5x10™ mol L'1.

Todas as solugbes preparadas foram
submetidas ao ultrassom por 15 min para
completa solubilizagédo e retirada de O2 da
solugdo. Em seguida foi realizado o estudo
fotodegradativo pela irradiagdo em fotorreator
(Rayonet RPR-100 - Southern New England
Co) equipado com oito (8) lampadas com
maximo de emissao em 300 nm.

A evolugdo da degradacdo foi
acompanhada pela variagdo espectral da
amostra verificada pelos espectros de absor¢ao
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obtidos em um espectrofotdbmetro de varredura
UV-vis Shimadzu 1601-PC. Os espectros foram
tracados e tratados matematicamente em
planilha eletronica (Excel).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A Figura 4 mostra o espectro de absorcao
da AZA2 em solugao de nPrOH. Nesta pode ser
observado a presenca de uma banda de baixa
intensidade em torno de 307 nm e outra mais
intensa em torno de 470 nm. A primeira banda
apresenta-se muito pouco estruturada e a
segunda sem qualquer tipo de estruturacgéo.

Os espectros de absorcdo da AZA2 obtidos
em solventes de diferentes polaridades
apresentaram comportamento solvatécromico,
como pode ser observado na Figura 5 abaixo,
na qual o derivado AZA2 sofreu deslocamento
batocrobmico de cerca de 70 nm quando a
polaridade do solvente foi aumentada.

Nas solugcbes de AZA2 em nPrOH
contendo quantidades crescentes de agua, o
principal efeito observado foi o deslocamento
batocrémico da banda mais deslocada para o
vermelho (Figura 6). No detalhe desta Figura é
apresentado o grafico de AA vs % H,O no qual
possivel se observar que este deslocamento
ocorre linearmente ao aumento da quantidade
de agua no meio.

A adicdo de b-CD tem como efeito no
espectro de UV-vis da AZA2 o deslocamento
batocrdmico da banda na regido do visivel
proporcionalmente ao aumento da concentragao
de b-CD no meio, como mostrado na Figura 7.
Esse deslocamento pode evidenciar a
ocorréncia do encapsulamento da AZA2 na
cavidade da b-CD, como sugerem os trabalhos
encontrados na literatura para outras moléculas.
Entretanto, como neste caso a concentragédo de
agua também esta aumentando, este
deslocamento também pode estar associado ao
aumento da polaridade do meio, visto que este
mesmo comportamento foi observado no
experimento que nao continha b-CD.
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Figura 4 — Espectro de absorcao da AZA2 em
nPrOH

absorbancia
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Figura 5 — Espectros de absor¢do da AZA2 em
diferentes solventes nos quais sdo (HEX)
hexano, (ACN) acetonitrila, (DMF)
dimetilformamida, (DMSQO) dimetilsulfoxido.

Na Figura 8 sdo mostradas as bandas de
absor¢cdo obtidas na amostra contendo 30%
agua e 30% agua + b-CD. Verifica-se que, para
esta proporcao de agua, a adigdo de b-CD néao
resultou no deslocamento batocrémico de Amax,
porém observa-se um pronunciado efeito
hipercrémico.

Este comportamento ¢é idéntico aquele
observado por Rajendiram & Balasubramanian
(2007), e pode ser explicado pela maior
solubilizagdo do derivado azalacténico no meio, 0
que nos sugere que estd ocorrendo
encapsulamento da AZA2 na cavidade da b-CD.
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O estudo da fotoestabilidade da AZA2 em
solugdo de nPrOH e nas misturas nPrOH/H,0 e
nPrOH/H.O/b-CD foi realizado submetendo-se as
amostras a irradiacdo, e acompanhando-se a
degradacao por meio dos espectros de absorgcao
obtidos em intervalos de 15min.

O comportamento observado em todos os
experimentos foi idéntico, ou seja, a diminuigao
da intensidade da banda mais deslocada para o
vermelho (banda 11m*) ao longo do tempo, como
mostrado na Figura 9 para um dos experimentos

0,6

il

0,5 - - = =30% H20

04| ——30%H20+b-cD [

0,3 - p \

0,2 A

absorbancia

0,1 - A

0 4 T T
240 340 440 540
comprimento de onda (nm)

Figura 8 — Espectro de absorcdo da AZA2

( 1x10™° mol L") em agua com e sem b-CD
(1,5x10° mol L)

O estudo cinético da degradacado da AZA2
em meio alcodlico e hidroalcodlico foi realizado
submetendo-se a irradiacdo as amostras com
diferentes propor¢cbes de agua e adquirindo-se
seus espectros de absorcdo em intervalos
regulares de tempo. Com os valores do maximo
de absorcdo foram tracados os graficos de
In(I0/1) vs. tempo para os primeiros 75 minutos
de irradiacdo, intervalo este que apresentou
comportamento relativamente linear para todos
0s experimentos.

A Tabela 1 apresenta os valores de k
(constantes de velocidades relativas) obtidos
pelo ajuste linear dos pontos para cada um dos
experimentos com adi¢cado de H,0.

Tabela 1 - valores das constantes de
velocidade calculadas para os processos de
fotodegradacdo em funcdo da percentagem de
agua.

%H.0 | k x 10°° (min™) R?
0 8,2 0,9801
10 3,4 0,9937
20 2,5 0,9976
30 2,3 0,9993
40 4,3 0,9955
50 5,4 0,9712
70 6,6 0,9812

Observou-se que o0 processo que
apresentou maior constante de velocidade foi
aquele que teve somente o nPrOH como

solvente (k = 8,2x10'3 min'1). Este valor foi
cerca de quatro vezes superior do que aquele
obtido para o processo com 30% de agua (k =

2,3x10°3 min ).

Inicialmente este resultado nao
surpreende, visto que estudos anteriores (ROSA
& SAVARIZ, 2005) mostram que a presenga de
solventes doadores de hidrogénio, como o
iPrOH, aceleram de forma significativa a
fotodegradagcdo de estruturas azalacténicas.
Desta forma o nPrOH deve estar atuando como
doador de hidrogénio como visto em estudos
anteriores.

min~

Para o experimento realizado com 30% de
agua esperar-se-ia que a presenca desta iria
atuar como doador de hidrogénio acelerando
degradacao do derivado azalactonico, o que de
fato ndo acontece. Uma explicacdo para tal
comportamento pode ser a solvatagéo
preferencial. Como o derivado azalacténico
possui baixa solubilidade em &agua, este deve
estar interagindo principalmente com a porgao
alifatica da estrutura do alcool, enquanto a
porcdo polar deste interage com a agua,
diminuido assim a transferéncia de hidrogénio.

Decidiu-se entdo realizar o processo
fotodegradativo da AZA2 na presenca de b-CD
somente para o experimento que continha 30%
de agua no meio ([b-CD] = 1,5x10-3 mol L-1). O
valor de k calculado pelo método grafico (R2 =
0,9947) foi de 3,7x10-3 min-1, ou seja,
aproximadamente o dobro daquele obtido para
0 processo sem a presenca de b-CD. Este
resultado obtido foi surpreendente, pois
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esperava-se que, com o encapsulamento,
houvesse um aumento na estabilidade do
corante.

Entretanto ha alguns relatos na literatura
sobre este tipo de comportamento. Wang et al.
(2007) investigaram o comportamento de
fotodegradacdo do  bis-(4-hidroxifenil)etano
(BPE) na presenca de a-, B- e y-CD. Os autores
observaram que a presenga de y-CD confere
uma excelente estabilizagdo a molécula quando
exposta a irradiacdo UV. Entretanto o
comportamento oposto €& observado na
presenca de b-CD.

Segundo os autores o processo de foto-
oxidacao do BPE é dependente da profundidade
de inclusdo. Quando na presenca de y-CD a
molécula esta totalmente incluida na cavidade
nao sofrendo degradagdo apreciavel, pois se
encontra afastada dos grupos hidroxilas
secundarios da molécula de y-CD. Entretanto na
presenca de b-CD o BPE nao esta totalmente
incluso na cavidade possuindo proximidade
suficiente aos grupos hidroxilas secundarias da
cavidade. Estes grupos podem ser ativados,
convertendo-se em radicais hidroxila sob
irradiacdo UV, aumentando assim a oxidagao
fotoquimica.

Assim, uma explicacédo para a b-CD atuar
como agente de degradagao seria a ocorréncia
da insergdo parcial da AZA2 na cavidade,
ficando parte da estrutura proxima as hidroxilas
secundarias na cavidade da b-CD, acelerando o
processo de degradagao.

CONCLUSOES:

0] derivado AZA2 apresentou
comportamento solvatocrémico. Foi observado
que ocorre encapsulamento da AZA2 na
cavidade da b-CD quando em solucdo
hidroalcoolica, que foi evidenciado pelo efeito
hipercrbmico da banda absor¢do em meio
contendo agua e b-CD.

Quanto a fotoestabilidade verifica-se uma
maior fotoestabilidade do corante em meio
hidroalcoolico, provavelmente devido a
solvatagao preferencial. Em relagdo ao complexo
AZA2@b-CD verifica-se que a b-CD atua como
agente de degradacdo em meio hidroalcodlico,
diminuindo, assim, a fotoestabilidade da AZA2

quando  encapsulada em b-CD. Este
comportamento pode ser explicado pela inclusdo
parcial da molécula héspede na cavidade do
hospedeiro.
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Figura 6 — Espectros de absor¢do normalizados da AZA2 na banda em 470 nm em funcéo da
quantidade de agua na solugéo.
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Figura 7 — Espectros de absor¢gdo normalizados da AZA2 (banda em 470 nm) em fungéo da [b-
CD]. Os valores [b-CD] encontram-se no grafico.
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Figura 9 - Espectros de absor¢ao da AZA2 em solugao nPrOH/30%H,0 nos tempos de irradiagao.
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