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RESUMO

Ciclodextrinas (CD) s&o oligossacarideos ciclicos produzidos pela agéo
enzimatica microbiolégica sobre o amido. As trés ciclodextrinas naturais
disponiveis comercialmente sdo «o-CD, B-CD e y-CD, constituidas por 6, 7 ¢ 8
unidades glicosidicas, respectivamente. Possuem estrutura rigida representada
como um cone truncado oco com cavidade hidrofobica, formada pelos grupos
CH, e éter, e exterior hidrofilico, contendo os grupos hidroxila. Esses
oligossacarideos interagem com uma ampla variedade de moléculas, formando
complexos de inclusdo, e a interacdo com polimeros pode levar a formagao de
estruturas supramoleculares. As ciclodextrinas apresentam uma solubilidade
an6mala em agua, com uma tendéncia irregular, sendo a p-CD aproximadamente
dez vezes menos soluvel que as outras duas ciclodextrinas da série homdloga. O
mesmo comportamento € observado quando D,O é o solvente, mas, neste caso, a
solubilidade é ainda menor para as trés ciclodextrinas. Pode-se explicar esse
comportamento em termos do efeito causado pelas ciclodextrinas na estrutura do
solvente e pela solvatagcdo destas moléculas. A solvatagdo pode ser estudada por
Ressonancia Magnética Nuclear, RMN, através de medidas do tempo de
relaxagao transversal T, do solvente. Os valores de T, sao diferentes para
moléculas de solvente livres e ligadas a superficie do soluto, devido a processos
dindmicos, como a rotacdo molecular. O T, € muito sensivel a interacdo do
solvente com o soluto, de forma que a presenca de um soluto diminui o T, das
moléculas do solvente diretamente ligadas ao soluto. Este trabalho fez o estudo da
solubilidade e solvatagdo das ciclodextrinas considerando também o equilibrio
entre o estado solido e a solugdo saturada. Os cristais de ciclodextrinas foram
estudados por Difragdo de Raios-X e Analise Termogravimétrica. A estrutura
molecular dos oligbmeros afetam sua flexibilidade, solvatacdo e acomodagao no

meio liquido, resultando na anomalia na solubilidade em H,O e D,0.
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ABSTRACT

Cyclodextrins (CD) are cyclic oligomers produced by the action of certain
microbial enzymes on starch. The commercially available members of this series
are o-CD, B-CD and y-CD, having 6, 7 and 8 glucose units, respectively. They
have a rigid structure pictorially represented as a truncated cone with a
hydrophobic cavity, which are formed by CH, and ether groups, and a hydrophilic
exterior with hydroxyl groups at the rims. The cyclodextrins are known to interact
with different types of molecules, including polymers, forming supramolecular
inclusion compounds. The cyclodextrins molecules present an anomalous solubility
in water and an irregular trend is observed in the series. 3-CD is almost ten times
less soluble than the others two cyclodextrins. The same behavior is observed
when D,O is the solvent, however, in this solvent the solubility of three
cyclodextrins is much lower. This behavior is explained in terms of the effect
caused by cyclodextrins on the water lattice structure and by the solvation of these
molecules. The cyclodextrins solvation was studied using transversal relaxation
time (T,) of water in Nuclear Magnetic Resonance experiments. The T, of free
water and the water bounded on the surface of a solute are different due to the
differences in their molecular dynamics (mainly the rotation). Hence, T, of the
solvent is very sensitive to interaction between solute and solvent and becomes
lower as the solute concentration increases. In this work, not only the solubility and
solvation of cyclodextrins were studied, but also the solid phase in equilibrium with
the concentrated solution. The solid phase was studied by X-Ray Diffraction and
Thermogravimetric Analysis. The molecular structures of cyclodextrins influence
their flexibility and solvation, which leads to the anomalous solubility of the three

cyclic oligomers in H,O and D,0.

viil



INDICE

Lista de ADreVviaturas..........oooiiiiiiiii et Xi
Lista de Tabelas. ..o Xiii
LiSta d@ FIQUIAS.......oeiiiiiiiiiiiiiii ettt nnnnne Xiv
Capitulo 1. IntrodUGA0 € ObJEtiVOS........ccceiiiiiiiice e 1
1.1 As CiclodeXxtrinas..........cooviiiiiiiii e 1
P S N o 1] (o T TR 1
1.1.2 Estrutura e Propriedades............cooovviiiiiiiiiiieiieecee e 2
1.2 As Ciclodextrinas na Quimica Supramolecular..............cccccccceiiinnnnns 4
1.2.1 A Quimica Supramolecular.............ccccooiiiiiiiiiiiiee 4
1.2.2 Complexos de Inclusdo com Ciclodextrinas...........cccoeoeeeeveeeennes 6
1.2.3 Ciclodextrinas Como Hospedeiros Poliméricos............cccccuuunnn... 8
1.3 A Relaxacio do Solvente...........coooeieiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeee e 10
1.4 ODJELIVOS...coeeeeece e 11
Capitulo 2. A Solubilidade das Ciclodextrinas.............ccooeeiviiiiiiiiiiiieeeeeecee e, 12
2.1 MetodolOgia......cceeeeiieeiei e 12
2.1.1 Purificagao das Ciclodextrinas..........cccccccceeeiiiiiiiiiiiiiiieee e 12
2.1.2 Medidas de Solubilidade a 25 °C..........ccccuuvmmmmieiiniiiiiiiiinnnens 13
2.1.3 Sorgao das Ciclodextrinas com H,O e com D,0..................... 15
2.1.4 Ciclodextrinas Recristalizadas..............ccccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiienenns 16
2.1.5 Glicose Recristalizada...........cccoooiiiiiiiiiiis 17
2.2 Resultados € DiSCUSSOES........cceveiiuuuiiiieeeeeeeeeeeeiee e 17
2.2.1 Estudos da SOIUGAO...........cuuuuiiieiieeeeeeecee e 17
2.2.2 Termodinamica de Solubilizagd0............ccccceevveiieiiiiiiieeeeeinnnn. 20
2.2.3 O Efeito HidrofobiCo............uuuuuuiiiiiiiiiiiiee 25
2.2.4 As Estruturas Cristalinas.............cooovviviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 31

X



Capitulo 3. Ressonancia Magnética Nuclear — A Relaxacao do Solvente

no Estudo da Solvatag&o............cooeeiveiiiiiii 44
K Tt I U o F= T 0 1= | (o 1 SRR 44
3.1.1 A Relaxacao de Spins Nucleares.............ccceeeeeveiviieeeiiiieeeennn, 44
3.1.2 Os Tempos de Relaxagao...........cccoovvveiiiiiiiiiiieicceeeee e 49
3.1.3 A Relaxagao e a Dinamica de Liquidos..........ccccoeeieiiieeeiinnnnnnn. 52
3.1.4 Medidas de T, — A Sequéncia de Pulsos CPMG..................... 54
3.1.5 T, e Dindmica Molecular do Solvente...........cccccvvvvvieiievieeennnen. 59
I I8 |V, =3 (oo (o] (oo = H PPN 62
3.2.1 Solugdes de Ciclodextring...........cooeeeveieiiiiiiiiee e 62
3.2.2 Complexacdo com Poli (etilenoglicol)..........cccovvviiiiiiiiiiiiiinnnnn. 62
3.3 Resultados € DISCUSSOES. .......uuiiiiieieeiieiiiiiee et e s 63
Capitulo 4. CONCIUSDOES........cceeeeeeicee ettt e e e e e e e e e eeanans 70
Y 011 L Lo 72
A. Curvas de Calibracdo Para Solucdes de Glicose em H,O e
€M D20 72
B. Estimativa da Solubilidade da Glicose em H,O a 25 °C...................... 74
C. Parémetros Otimizados Utilizados nas Medidas de T, Para
a Sequéncia de Pulsos CPMG..........cooouviiiiiiiiiceeeeeceeee e 75
D. Estimativa do Erro nas Medidas de R2 a Partir Dos Valores
Obtidos Para a AQUa PUra............coovoueeieeeeeeeeeeeeeeee e, 76
BIDlOGrafia. .. oo e e e e aa————- 77



LISTA DE ABREVIATURAS

Simbolo Conceito

E: campo magnético externo

E: campo magnético associado a radiagao de radiofrequéncia
CD ciclodextrina

DRX Difratometria de Raios-X

FID Free Induction Decay

T vetor momento angular de spin

k constante de Boltzmann

Kacu linha Ko do cobre utilizada em Difratometria de Raios-X
mj isocromata de spin
_“7 magnetizagéo total da amostra

My componente x da magnetizacédo M

My componente y da magnetizagédo M

M., componente z da magnetizagado M

PEG poli (etilenoglicol)

PPG poli (propilenoglicol)

r.f. radiofrequéncia

R2 taxa de relaxacao transversal

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

b tempo de aplicacao do pulso de radiofrequéncia
T4 tempo de relaxagao longitudinal

Ts tempo de relaxagao transversal

TG Analise Termogravimétrica

a-CD alfa-ciclodextrina

B-CD beta-ciclodextrina

) angulo de nutagao

Y razao magnetogirica

v-CD gama-ciclodextrina

X1



Simbolo

Conceito

<

Vi1

Tc

Q)]

momento magnético nuclear

freqUéncia da radiacao de radiofrequéncia

freqUiéncia de precessao nuclear (frequiéncia de Larmor)
intervalo de tempo entre a aplicacdo do pulso de 90° e 180°
tempo de correlagao

velocidade angular do sistema de spins

xii



LISTA DE TABELAS

Valores de solubilidade, em gsoiuto/Tsolvente, Para a-CD, B-CD e y-CD em

HoO € DO @25 °C..iiiiiiiiii ettt 18
Paréametros termodinamicos de solubilidade de ciclodextrinas hidratadas

em solugdes aquosas saturadas a 25 °C...........oooviiiiiiiiii i, 18

Valores de solubilidade, em gsoluto/Jsolugzo, Para glicose em H,O

nas temperaturas de 25 a 30 °C......oueiiiiii i 19

Valores de solubilidade, em gsoluto/Jsoluczo, Para glicose em DO

nas temperaturas de 25 a 30 °C.......uuciiiiiiiiii e 20

Parametros termodinamicos de solubilizac&o de ciclodextrinas,

a 25 °C — dois estudos comparativos.............coivieeeiiiiiiiiiiie e 21

Valores calculados para o grau de hidratagdo dos cristais de

ciclodextrina submetida a analise termogravimétrica..............ccccceeeiieiienennnns 36

xiil



LISTA DE FIGURAS

1. Estrutura molecular da a-ciclodextrina e sua representacgao pictérica

Na fOrmMa de UM CONE OCO.......iiiieeiiiieiitce et e e et e e e e e e e e eaennn s 3
2. Representacao molecular das CD na forma de um cone truncado,

com as dimensdes aproximadas em angstrons............ccoeeeeiiiiiie e, 3
3. Reacéo de substituicdo nucleofilica aromatica no fenil metil éter

complexado COmM a-CD........oooiiiii e 7
4. Estrutura supramolecular de estequiometria 2:1 formada entre

0-CD € pOli (tileNOGlICOI).......oeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 9
5. Sistema montado para os experimentos de SOrCa0............cceeeeereviiiiieeeiiieeeeees 15
6. Ciclo termodinamico de solubilizagao das ciclodextrinas anidras..................... 22

Grafico de entalpia e entropia de solubilizacdo das ciclodextrinas

nativas, adaptado dos valores de Danil de Namor et al..........cc.....ccoovveeenen. 23
8. Mapas da distribuicdo da agua estruturada ao redor das ciclodextrinas,

segundo estudos de dindmica molecular..............cccovvvvviiiiiiiie e 25
9. Modelo do Iceberg para o efeito hidrofobico................ueeeeiiiiiiiiiiieee e, 27
10. Seccgao da estrutura cristalina da -CD.12D,0 deuterada, onde as

ligacdes de hidrogénio sado indicadas pelas linhas tracejadas e, as

ligagdes de hidrogénio “flip-flop”, pelas setas curvas...........cccccceiiiiiiiiniinnnes 33
11. Termogramas das a-CD anidra, sorvidas com H,O e com D2O....................... 35
12. Termogramas das B-CD anidra, sorvidas com H,O e com D2O....................... 35
13. Termogramas das y-CD anidra, sorvidas com H,O e com D,0O....................... 36
14. Difratogramas de o-CD (a) seca, (b) com H,O adsorvida e

(C) cOM D20 @dSOIVIda.......uiiieeeeeieeece e 38
15. Difratogramas de B-CD (a) seca, (b) com H,O adsorvida e

(C) COM D20 @dSOIVIAA. .....ceeieiiiiiiiiiiiiiiieiee ettt 38
16. Difratogramas de y-CD (a) seca, (b) com H,O adsorvida e

(o) N eoTa gl B @ Jr=To ToT A o [= TP PP 39

X1V



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

DRX de a-CD recristalizada (a) em H2O (b) em H,0 e

seca a vacuo (c) em D20 (d) em D20 e seca @ VaCUO...........cceveeeervnnniieeeennn.

DRX de B-CD recristalizada (a) em H2O (b) em H20 e

seca a vacuo (c) em D20 (d) em D20 € seca @ VACUO...........cccevveevvrvnnneeeennnn.

DRX de y-CD recristalizada (a) em H,O (b) em H,0O e

seca a vacuo (c) em D20 (d) em D20 € seca @ VACUO...........cccevveevvrvnnneeeennnn.

DRX da glicose (a) recristalizada por evaporagao do solvente

(b) anidra (c) recristalizada a partir de solugédo supersaturada

em H,O (d) recristalizada a partir de solu¢do supersaturada em D,0...........

Diagrama de niveis energéticos para nucleos de / = 2 na auséncia

—
e presenca de B, , onde v4 € a frequéncia de precessao nuclear

(freqUéncia de Larmor).........ooouiiiiiii e

Magnetizac&o resultante da diferenga de populagao entre os niveis

de energia de spin nuclear num sistema de spins nucleares em equilibrio....

Agrupamento de momentos magnéticos nuclgares, decorrente da atuagao

do campo oscilatério Bi , comdesviode M da direcado z.........cceuuuen...

Sistemas de spins nucleares em equilibrio e em coeréncia

e a interconversao entre estas situagdes. A relaxacéo ocorre

em tempos caracteristicos dados por T1 € To..ceevvvviieeiiiiiiiieeeiieeeeeeeeee e,

Trajetoria aleatdria tipica de um atomo na superficie de uma

molécula esférica submetida a uma difusao rotacional num liquido...............

Sequéncia de pulsos CPMG utilizada para med_)idas de To:

a) aplicacéo de um pulso de 90° na direcdo x, M se desloca para o
eixo y’; b) isocromatas de spin precessando com velocidades

diferentes, devido a ndo-homogeneidade de By; c) aplicagao de um pulso
de 180° na diregéo y, apés um tempo t; d) inversao das isocromatas no
plano x’y’, mantendo suas velocidades; e) todos os ? entram em fase,
ap6s um tempo 2t, no sentido negativo da diregao y’, o eco é detectado;
f) aplicagdo de um pulso de 180° na diregao y, apés um tempo 3r;

—_—
g) todos os 1 entram em fase, apés um tempo 4r, no sentido

positivo da direcéo y’, e o eco € novamente detectado.............ccoeevvvviieennen.

XV



27. llustracédo do decaimento da altura do pico em fung¢ao do tempo,

cujo ajuste da curva permite a medida de To.....ccooeeiriiiiiiiiiiiii e 58
28. Influéncia de 1% de glicose no decaimento da magnetizagéo

My PAra @ QQUA......ccoiiiiiiiie it 63
29. Comportamento linear comparativo da taxa de relaxagao da agua

em fungdo da concentragéo de agucar para a-CD, B-CD, y-CD,

glicose e dextrina na faixa de concentracdo 0,08 a 1% a 25 °C..........ccccuvvneees 65
30. Comportamento linear comparativo da taxa de relaxagédo da agua

em fungdo da concentragao de acucar para solugdes de o-CD

e y-CD, na faixa de concentracdo 1a 7% (m/m)a 25 °C......oovviviiiiiiiiiiiiiinnnee. 67
31. Dependéncia do T, da agua em solugdes dos complexos de PEG

200 g mol™" com a-CD, B-CD e y-CD (na concentragdo de 1% m/m)

€ em SOIUGOES dO POIIMEIO PUFO......ceeieeeeieieiiiee et e e 69
A.1. Curva de calibragao para solugdes de glicose em H,O, obtida

através de medidas de indice de refraga0............ccoovviiiiiiiiiei i 72
A.2. Curva de calibragao para solugdes de glicose em D,0, obtida

através de medidas de indice de refragao0...........cccevvieeviiiiiii 73

B.1. Regressao linear para estimativa da solubilidade da glicose de 25°C............ 74

Xvi



CAPITULO 1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 AS CICLODEXTRINAS

1.1.1 HISTORICO

As moléculas atualmente conhecidas como ciclodextrinas (CD) foram isoladas,
pela primeira vez, em 1891 por Villiers', a partir da descoberta da formagao de um
oligossacarideo quando o amido sofre uma clivagem enzimatica.

Em 1904, Schardinger confirmou os resultados de Villiers identificando as
estruturas de trés ciclodextrinas de ocorréncia natural (a-, p- e y-CD) e da enzinma
responsavel pela sintese destes oligossacarideos ciclicos. Devido a estas
descobertas, as ciclodextrinas eram conhecidas como agucares ou dextrinas de
Schardinger.

Entre 1911 e 1935, Pringsheim, na Alemanha, foi o principal pesquisador
nessa area, demonstrando que estes oligossacarideos sdo capazes de formar
complexos estaveis com outras moléculas em meio aquoso.

Porém, apenas em 1938 a estrutura quimica correta das ciclodextrinas foi
publicada. Freudenberg observou que as unidades de glicose, nesses agucares,
sdo conectadas por ligagdes glicosidicas a-1,4.

Em 1953, Freudenberg, Cramer e Plieninger registraram a primeira patente
sobre as ciclodextrinas e seus complexos de inclusdo, tendo estudado as
possiveis aplicacdes para estes complexos.?

Em meados dos anos 70, cada uma das ciclodextrinas naturais foi
caracterizada quimica e estruturalmente e os estudos com seus complexos de

inclusdo foram intensificados.>*



1.1.2 ESTRUTURA E PROPRIEDADES

As ciclodextrinas, CD, sdo uma familia de oligossacarideos ciclicos
constituidos por unidades de a-D-glicose, opticamente ativas®, conectadas por
ligagdes glicosidicas a-1,4. Sdo produzidas a partir da amilose do amido pela agao
da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), qual € produzida por varios
microorganismos, como o Bacillus macerans. Dessa familia de agucares, as trés
ciclodextrinas que apresentam maior disponibilidade sédo: a-CD (ciclohexaamilose
ou ciclomaltohexose), B-CD (cicloheptaamilose ou ciclomaltoheptose) e y-CD
(ciclooctaamilose ou ciclomaltooctaose). Essas substancias sdo conhecidas como
ciclodextrinas nativas e constituidas por seis, sete e oito unidades de glicose,
respectivamente.

A ciclizagdao do amido, para produzir as ciclodextrinas, faz estas moléculas
adquirirem a forma de um cone truncado oco. Sendo n o0 numero de unidades
glicosidicas das ciclodextrinas em suas estruturas, as n hidroxilas primarias se
situam na borda menor do cone e, as 2n hidroxilas secundarias, ocupam a borda
maior. A cavidade que se forma, nessas estruturas, contém uma sequéncia de
grupos CH dos carbonos C3 e C5 e uma sequéncia dos oxigénios glicosidicos, ou
seja, a cavidade é relativamente hidrofébica, comparada com o exterior
hidrofilico.® Uma representagao da estrutura da o-CD, e sua correspondente forma
pictérica de um cone oco € mostrada na Figura 1.

As ciclodextrinas, por apresentarem uma cavidade apolar, em solugdo aquosa
sdo capazes de interagir com diversas classes de moléculas, formando complexos
estabilizados por ligagbes nédo covalentes, denominados compostos de inclusao.
Estes complexos sdo caracterizados pela penetracéo parcial ou total de moléculas
na cavidade das ciclodextrinas, e esta propriedade tem sido principalmente
explorada no que diz respeito ao encapsulagdo de farmacos e na quimica
supramolecular.>® A Figura 2 fornece as dimensdes, em angstrons, das

ciclodextrinas, representadas na forma de um cone oco.



cavidade hidrofébica

exterior hidrofilico

Figura 1. Estrutura molecular da a-ciclodextrina e sua representacéao pictérica na

forma de um cone OCO.7

co | b | d4 | H
o 13.7 5.7 1.8
g 15.3 7.8 1.8
¥ 16.9 95 7.8

Figura 2. Representagcdo molecular das CD na forma de um cone truncado, com

as dimensdes aproximadas em angstrons.



Contrastando com as diversas aplicagdes das ciclodextrinas, uma propriedade
basica destas espécies, e de grande interesse na fisico-quimica, ainda n&o esta
completamente elucidada: sua solubilidade em agua. A solubilidade das
ciclodextrinas nativas, em agua, apresenta uma tendéncia irregular, crescente na
ordem: B-CD, a-CD e y-CD, sendo a -CD uma ordem de grandeza menos soluvel
que as demais. Esse comportamento andmalo é atribuido a diferente estruturacao
das moléculas de agua na cavidade e no exterior das moléculas de -CD, ou seja,
na forma como estas moléculas sdo solvatadas e € principalmente regido pela
entropia desfavoravel de dissolugdo da B-CD, relacionado ao efeito hidrofébico, e
a formacao de ligagdes de hidrogénio intramoleculares nas CD.%1%12

O estudo, por tanto, da forma como o solvente se estrutura na superficie
das ciclodextrinas para solvata-las podera ajudar a esclarecer o comportamento
an6malo de suas solubilidades em agua, considerando o equilibrio entre a fase

so6lida e a solugao.

1.2 AS CICLODEXTRINAS NA QUIMICA SUPRAMOLECULAR

1.2.1 A QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A quimica supramolecular esta relacionada com a organizagdo molecular e
envolve ndo apenas os conceitos da quimica molecular, estrutura e energia, mas
também o conceito de informacdo. As substancias supramoleculares sao
caracterizadas por se formarem espontaneamente. Os componentes da quimica
supramolecular se “comunicam”, formam associagdes, possuem preferéncias e
aversdes, obedecem a instrugdes e passam as informagdes. Ou seja, a quimica
supramolecular trata dos arranjos moleculares e das ligagdes intermoleculares. No
centro destas estratégias esta o conceito de reconhecimento molecular, isto é,
uma molécula é capaz de reconhecer outra de acordo com a forma ou as
propriedades que esta apresenta. A interagao e associagao entre essas moléculas

€ uma consequéncia desse reconhecimento.



Os sistemas supramoleculares diferem dos sistemas da quimica molecular em
varios aspectos, como na estrutura e nos tipos de interacbes. Sdo essas
diferencas que permitem a transferéncia das informagbes. A organizagao
estrutural tem um papel fundamental nos sistemas supramoleculares, onde grupos
de duas ou mais moléculas distintas interagem especificamente para formar um
agregado organizado. Esses sistemas podem ser menores que algumas das
moléculas orgénicas mais primorosas sintetizadas atualmente, porém apresentam
alto grau de organizagao estrutural.

Enquanto as moléculas consistem em uma rede continua de atomos mantidos
unidos por ligagdes covalentes, as supramoléculas compreendem a unidao de ions
e/ou moléculas através de ligagdes fracas ndo-covalentes numa unidade discreta
com estrutura e dindmica bem definidas. As forgas intermoleculares que levam a
formagdo de estruturas supramoleculares podem ser ligagdes de hidrogénio,
interacdes de van der Waals, interagdes doador-receptor (por exemplo, acido-base
de Lewis) ou interagdes ibnicas. Esses tipos de forgas sdo importantes na
formagdo de complexos de inclusdo e no controle de estados de agregacgao.
Existem varios campos de aplicacdo para a quimica supramolecular, como na
construcédo de receptores, agentes de transportes, modelagem enzimatica,
liberagdo controlada de farmacos, sensores quimicos e circuitos elétricos
moleculares, dentre outros.

Os compostos supramoleculares apresentam trés niveis distintos de
organizacao estrutural: a estrutura primaria (a nivel molecular); a estrutura
secundaria que consiste da associagao de moléculas (entidades supramoleculares
que resultam das interagdes intermoleculares); a estrutura terciaria (o
empacotamento cristalino das entidades supramoleculares). Essa hierarquia de
niveis estruturais, do molecular ao supramolecular, pode ser facilmente
encontrada em sistemas complexos da natureza, como os virus, as células e os

tecidos. '8



1.2.2 COMPLEXOS DE INCLUSAO COM CICLODEXTRINAS

Nos estudos de reconhecimento molecular, os compostos macrociclicos, como
éteres de coroa, criptanos, ciclofanos e calixarenos foram extensivamente
utilizados como hospedeiros moleculares, devido a presenga de uma cavidade
intramolecular. Entretanto, em muitos casos, os hdspedes moleculares ficavam
limitados a moléculas pequenas e ions simples. Tornou-se necessario encontrar
hospedeiros moleculares que pudessem reconhecer e responder sensivelmente a
moléculas maiores e mais complexas.

Desde sua descoberta, as ciclodextrinas tém sido amplamente empregadas
com essa finalidade. Além de se complexarem com varios compostos de baixa
massa molar, como hidrocarbonetos e aminas, essas moléculas sao capazes de
formar complexos de inclusdo, com alto grau de seletividade, com uma ampla
faixa de moléculas hdspedes através de interacbes nao covalentes em suas
cavidades hidrofébicas.'”?

Os complexos de ciclodextrina e moléculas pequenas, nédo poliméricas, sao
soluveis em agua, quirais, apresentam baixa toxicidade e precos, relativamente,
baixos, tornando-os de grande interesse para o desenvolvimento de analogos
enzimaticos e importancia industrial, principalmente na encapsulacio, liberagao
controlada e direcionamento de farmacos.'®#

E sabido que muitos farmacos apresentam problemas de biodisponibilidade
devido a baixa solubilidade em agua, baixa taxa de dissolugao e instabilidade no
trato gastrointestinal. As ciclodextrinas, através da encapsulagdo desses
farmacos, exibiram alta performance em solucionar esses problemas. A dimensao
da cavidade da pB-ciclodextrina (B-CD) é apropriada para sua interacdo com
farmacos de massa molar entre 200 e 800 g mol™". E mais comum utilizar a p-CD
substituida, pois desta forma sua solubilidade em agua é aumentada.?%

As ciclodextrinas tém também um papel importante como catalisadores em
reacdes quimicas, como hidrélise, oxidagcao e substituicdo, onde se observa a
ocorréncia de estereosseletividade. A o-ciclodextrina (a-CD) acelera em 100

vezes a hidrolise do isbmero meta de ésteres fenilicos dissubstituidos, comparada



a hidrélise dos isbmeros orto e para, por exemplo. Essa estereoespecificidade é
atribuida aos diferentes modos de interagdo dos isémeros com a a-CD.®

Um exemplo muito interessante, ilustrado na Figura 3, € da reacdo do anel
benzénico do fenil metil éter. A substituicdo nucleofilica por cloro ocorre,
exclusivamente, na posicao para quando esta molécula é complexada com a-CD,
pois a unica parte do anel aromatico que fica exposta para esta reacdo é o

hidrogénio para do anel (oposto ao grupo metil éter)."

Figura 3. Reagdo de substituicdo nucleofilica aromatica no fenil metil éter

complexado com a-CD."

Ciclodextrinas e ciclodextrinas substituidas sdo comercializadas como fases
estacionarias quirais para eletrocromatografia capilar, permitindo a analise
enantiosseletiva de farmacos. Essa € uma técnica hibrida entre eletroforese
capilar e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Dos varios seletores quirais
empregados, as ciclodextrinas e seus derivados sdo os mais importantes e
utilizados em cerca de 80% das separagdes enantioméricas através dessa
técnica. Para que ocorra o reconhecimento quiral, ao menos uma parte do
enantidmero deve entrar na cavidade da ciclodextrina e o complexo de inclusao

deve ser estavel.?®



1.2.3 CICLODEXTRINAS COMO HOSPEDEIROS POLIMERICOS

Desde a descoberta das ciclodextrinas nativas, foi preparado e caracterizado
um numero muito grande de complexos de inclusdao com CD e compostos
organicos e inorganicos de baixa massa molar. Em 1990, Harada e Kamachi®
publicaram, pela primeira vez, estudos sobre a formagdo de complexos de
inclusdo em meios aquosos, com a-CD e poli (etinoglicol) (PEG) de massas
molares entre 400 e 10000 g mol™, quais produziram complexos estequiométricos,
com alto rendimento, no estado sdlido. Atualmente um grande numero de
complexos envolvendo ciclodextrinas e polimeros sdo conhecidos.

Os complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e macromoléculas lineares,
como os polimeros, designados polipseudorotaxana, vém sendo muito estudados
por serem precursores para a sintese de tubos de ciclodextrinas ndo-covalentes e
por formarem, em alguns casos, hidrogéis supramoleculares.?'*?'2 Nesse tipo de
estrutura, a cadeia polimérica penetra na cavidade de varias moléculas de
ciclodextrina e o complexo se mantém estabilizado devido a formagcao de varios
tipos de ligagdes nao-covalentes: van der Waals entre o polimero e as CD; e
ligacbes de H entre os grupos hidroxilas das moléculas de ciclodextrina vizinhas,
mediadas por moléculas de agua. S&o, na verdade, os mesmos tipos de ligagdes
que envolvem toda a quimica supramolecular.?®3°

A Figura 4 exemplifica a estrutura de uma polipseudorotaxana formada entre a-
CD e poli(etilenoglicol), onde observa-se a estequiometria 2:1 (dois mondmeros da

molécula hospede para cada molécula hospedeira de a-CD)."



Figura 4. Estrutura supramolecular de estequiometria 2:1 formada entre a-CD e

poli (etilenoglicol)"’

O didmetro da cavidade das ciclodextrinas desempenha um papel fundamental
na producdo das polipseudorotaxanas. Enquanto o poli (etiloglicol) se complexa
com a a-CD, o processo ndo ocorre com a B-CD devido a cavidade deste
oligossacarideo ser muito grande para manter o polimero nela, pois as interagoes
fracas nao-covalentes ndo sao capazes de manter a cadeia inserida na cavidade
maior da B-CD.

Entretanto, o PEG é capaz de se complexar com a y-CD, produzindo um sdlido
cristalino com alto rendimento, como no caso da o-CD, onde a razao
estequiométrica é de quatro unidades monoméricas para cada molécula de y-CD.
Esse resultado indica que duas cadeias poliméricas conseguem penetrar na
cavidade dessa ciclodextrina.?”*!

As polipseudorotaxanas formadas com p-CD envolvem polimeros mais
volumosos, como o poli (propilenoglicol) (PPG), que possui grupos metila ligados a
cadeia principal. A presenca desses grupos torna as interagdes nao-covalentes
efetivas para a ocorréncia da complexagao, que também possui estequiometria
2:1. Porém, o PPG nao se complexa com a a-CD, devido a area seccional do
polimero ser maior que a cavidade desta ciclodextrina.®*? Da mesma forma, o poli
(isobutileno), que possui dois grupos metila ligados ao carbono quaternario da

cadeia principal, complexa com a y-CD com rendimento de 90% e com a -CD em

apenas 8%, enquanto ndo ocorre a complexagdo deste polimero com a a-CD.%"



1.3 A RELAXACAO DO SOLVENTE

Apesar do enorme interesse pelas ciclodextrinas, como substancias
encapsuladoras e como componentes importantes na quimica supramolecular,
propriedades elementares, tal como a solubilidade em agua, sdo ainda de grande
interesse dentro da fisico-quimica. Dentre as forgas motrizes que levam a
formagdo de compostos de inclusdo, as interagdes das ciclodextrinas com
moléculas de agua desempenham um papel fundamental, embora ainda tenha
sido pouco investigada. Diante disso, é de fundamental interesse cientifico o
estudo da solubilidade das ciclodextrinas, bem como suas caracteristicas de
solvatacgao.

A solvatacdo de um soluto pode ser estudada por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) através de medidas do tempo de relaxacdo transversal (T,) do
solvente, também chamado de tempo de relaxacdo spin-spin. Os valores de T,
sao diferentes para moléculas de solvente livres e ligadas a superficie do soluto,
devido a processos dinamicos, principalmente a difusao rotacional.

O T, é proporcional ao inverso do tempo de correlagédo (t¢), que € o tempo
caracteristico da funcdo de autocorrelacdo que caracteriza as flutuagcdes dos
campos magnéticos locais, devido a processos dinamicos.

Moléculas livres do solvente apresentam valores pequenos de t., devido ao
alto grau de mobilidade. Porém, quando o solvente esta ligado a uma superficie, o
movimento molecular se torna mais anisotrépico e mais restrito, aumentando t. e
diminuindo T».

Em sistemas onde ocorra troca rapida entre as moléculas de solvente, livres e
ligadas ao soluto, o tempo de relaxagdo pode ser descrito pelo T, médio do
solvente. Assim, o T, € muito sensivel a interacdo do solvente com o soluto, de
forma que a presenca de um soluto diminui o T, das moléculas do solvente

diretamente ligadas ao soluto.®**
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1.4 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho envolveu o desenvolvimento de um estudo
sistematico sobre a solubilidade de ciclodextrinas em &agua. Neste sentido,
pretendeu-se investigar a anomalia na solubilidade das ciclodextrinas nativas em
agua leve e deuterada, sendo, o ultimo, um solvente capaz de formar pontes de
hidrogénio mais intensas entre suas moléculas, produzindo um maior efeito
hidrofébico.

Para o desenvolvimento desse estudo, foi também necessario considerar o
equilibrio entre a fase sdlida e a solugao saturada. Procurou-se estudar a estrutura
cristalina das fases formadas em H,0 e D,O usando Difracdo de Raios-X (DRX). A
determinacdo do numero de moléculas de agua de hidratagdo foi obtida por
Analise Termogravimétrica (TG). Estudos sobre a fase liquida sdo de fundamental
importancia para compreender a solubilidade das ciclodextrinas. Neste caso,
procurou-se utilizar a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), através
de medidas de Tempo de Relaxagdo Transversal (T2) das moléculas de agua em
solugbdes de a-CD, B-CD e y-CD. Investigou-se o efeito que a cavidade desses
oligossacarideos podem causar na estruturagdo da agua, e comparou-se 0s
resultados de T, da agua obtidos com solugbes de glicose e de dextrina, um

polimero linear de glicose.
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CAPITULO 2. A SOLUBILIDADE DAS CICLODEXTRINAS

Conforme apresentado no Capitulo anterior, existe enorme interesse pelas
ciclodextrinas como substancias encapsuladoras e como componentes
importantes na quimica supramolecular. Dentre as for¢as motrizes que levam a
formacdo de compostos de inclusdo, as interagdes das ciclodextrinas com
moléculas de agua desempenham um papel fundamental, embora ainda tenha
sido pouco investigada. Em alguns casos, como a formagao do complexo entre
poli (etilenoglicol) e a-CD, existe certa polémica se de fato a cadeia polimérica é
encapsulada em solugdo, ou se quantitativamente o processo somente ocorre
durante a separacdo de fase (precipitagdo do complexo).35 Diante disso, € de
fundamental interesse cientifico o estudo da solubilidade das ciclodextrinas, bem
como suas caracteristicas em solugdo aquosa. As ligagdes de hidrogénio entre as
moléculas de D,O sdo mais intensas que em H;O. Assim, estudos sobre a
solubilidade das ciclodextrinas nos dois solventes podem permitir a correlagao das
estruturas dos oligossacarideos com a intensidade do efeito hidrofobico. Neste
caso, considerando o equilibrio entre a fase soélida e solugao saturada, torna-se
necessario conhecer a estrutura cristalina dos hidratos das ciclodextrinas
formados em H,O e em D,O para entender seus comportamentos em solugao.

Estudos sobre as duas fases em equilibrio serdo tratados neste Capitulo.

21 METODOLOGIA
2.1.1 PURIFICACAO DAS CICLODEXTRINAS

Foram preparadas solugdes supersaturadas [25% (m/m)] de a-CD (Wacker
Cavamax® W6 lote 60T005) e y-CD (Wacker Cavamax® W8 lote 80P200) em H,O
deionizada, as quais foram levadas, em frascos vedados, a estufa a 70 C. Apos

24 horas na estufa, as solugbes foram centrifugadas, a quente, por 10 minutos a
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3000 rpm. Aos sobrenadantes foram adicionadanas quantidades calculadas de
etanol p.a. (Merck lote K29673283 136) para formar solugdes 34% (m/m) do
alcool. Estas solugcbes permaneceram em repouso por 24 horas e os sélidos
formados foram filtrados a vacuo e levados a estufa, a 70 'C, até completa
secagem. O processo foi realizado em ftriplicata e a ultima secagem levou 5 dias.
Para os estudos em D,O, a metade de cada amostra seca, apdos as trés
recristalizagées, foram adicionadas quantidades minimas necessarias de agua
deuterada, D0, (Goss Scientific Instruments Ltd lote CatDM-4) para o
enriquecimento destas amostras com este solvente, isto &, até que todo o sdlido
ficasse ligeiramente recoberto pelo solvente. As solugcdes foram levadas a estufa a
70 °C até a completa secagem dos solidos. Este procedimento foi realizado pelo
fato de que é experimentalmente dificil obter as ciclodextrinas completamente
secas.

A B-CD (Wacker Cavamax® W7 Pharma lote 70P229) foi recristalizada uma
unica vez preparando-se solugdes 7% (m/m) do agucar em H,O deionizada e em
D,0. Estas solugbes foram levadas, em frascos vedados, a estufa a 70 °C, por 24
horas e centrifugadas, a quente, por 10 minutos a 10000 rpm. Os sobrenadantes
foram mantidos em geladeira para a recristalizagdo. As fases liquidas foram
removidas e os soélidos lavados com um minimo dos respectivos solventes e
levados & estufa a 70 C até a secagem completa.

Em todos os experimentos foram utilizadas as ciclodextrinas purificadas.

2.1.2 MEDIDAS DE SOLUBILIDADE A 25 °C

Foram preparadas, em tubos de ensaio com tampas, solu¢des supersaturadas
das ciclodextrinas e de glicose (B-D-glicose, Calbiochem lote B36911, usada como
recebida) em H,O deionizada e em DO [15% (m/m) para a a-CD, 4% (m/m) para
a B-CD, 28% (m/m) para a y-CD e 60% (m/m) para a glicose]. Os tubos foram
devidamente vedados e as solugdes mantidas, sob agitagdo lenta por 10 dias, em

banho a 25,00 + 0,01 °C, para atingir o equilibrio de solubilizag&o.
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Num ambiente termostatizado a 25 °C, 0s sobrenadantes das solugdes de
ciclodextrinas foram filtrados em filtros descartaveis com poros de 0,45 um de
didmetro (Milli-Q membrane filters). As solugdes filtradas foram colocadas em
ependorfs tarados e as massas das mesmas anotadas. Os ependorfs foram
levados a estufa, a 60 °C por um dia, e a 70 'C por mais quatro dias, para a
evaporacgao do solvente. Pesaram-se os ependorfs, até as massas permanecerem
constantes, e as massas de sélidos foram anotadas.

A solubilidade da glicose foi determinada a partir de uma curva de calibragéao
baseada no indice de refracdo em funcdo da concentracao, a temperatura de 25,0
+ 0,2 °C, num refratbmetro Carl-Zeiss Jena. Para tanto, foram feitas curvas de
calibracdo, indice de refracdo versus concentragao, para solugdes na faixa de 1 a
10% (m/m) de glicose em H,O e em D,O. Medidas do indice de refracdo dos
solventes puros também foram realizadas. Tais medidas e as curvas de calibragao
encontram-se no Apéndice A.

Duas aliquotas da solugéo de glicose em agua, em equilibrio, foram retiradas e
diluidas a, aproximadamente, 10% da concentragdo original, para que a
concentragcao final estivesse dentro da faixa de concentragdo da curva de
calibracdo. Os indices de refragdo destas aliquotas diluidas foram medidos e as
concentragbes das solugdes originais (solubilidade) foram calculadas. Para a
solugdo de glicose em D,O nao foi possivel determinar a solubilidade, pois,
durante o periodo em que as amostras foram mantidas no banho, ocorreu
recristalizacdo da amostra com a formac&o de uma estrutura semelhante a um gel.
Em um segundo experimento, utilizando uma concentracdo inicial de 65 % (m/m)
de glicose em H,O e em D0, ocorreu a recristalizagdo nas duas solugoes. Estas
estruturas foram, posteriormente, analisadas por difratometria de raios-X.

Tornou-se necessario, portanto, utilizar outra metodologia para determinar a
solubilidade da glicose, em H,O e em D,O. O procedimento utilizado foi o
seguinte.

Foram preparadas solugdes de glicose 40% (m/m) nos dois solventes. Os
frascos vedados foram mantidos em banho termostatizado a 35,00 + 0,01 °C e

adicoes diarias de glicose, cerca de 0,2 g, foram feitas até observar que nao
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houve solubilizagdo completa da quantidade adicionada. A temperatura do banho
foi diminuida para 30,00 + 0,01 °C e as amostras mantidas nesta temperatura por
dois dias, garantindo a supersaturagcado das solugdes. Aliquotas das duas solugdes
foram retiradas e diluidas a, aproximadamente, 10% da concentragao original para
as medidas do indice de refracdo. As medidas foram realizadas em duplicata. A
partir deste ponto, a temperatura do banho foi diminuida de 1 °C, as amostras
foram mantidas nesta temperatura por sete dias e as medidas foram novamente

realizadas. Esse procedimento foi repetido até atingir a temperatura de 25 °C.

2.1.3 SORCAO DAS CICLODEXTRINAS COM H,0 E COM D,0

Com cada uma das trés ciclodextrinas, secas em estufa a 70 °C, foram

montados sistemas como o da Figura 5 para dgua e para agua deuterada.

_ _ H,0o0u
D,0

CD

25°C

Figura 5. Sistema montado para os experimentos de sorgao.
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Os acgucares foram colocados em frascos abertos, quais foram inseridos em
frascos maiores contendo agua ou agua deuterada. Os sistemas foram vedados e
mantidos em banho termostatizado a 25,00 + 0,01 °C por 20 dias, para sor¢éo de
moléculas do vapor do liquido nas ciclodextrinas. Apds este periodo, realizou-se a
analise termogravimétrica no Termogravimetro TA Instruments modelo 2950 com
0s agucares que sofreram sorgdo e com amostras de cada ciclodextrina, secas em
estufa a 70 °C por cinco dias. As condi¢cdes experimentais utilizadas foram: taxa
de aquecimento de 10 °C/min, faixa de temperatura 25 a 600 °C e atmosfera
oxidante. Com essas nove amostras, foram feitas, também, analises por
difratometria de raios-X no Difratdmetro de Raios-X Shimadzu XRD7000 (K,cu =
1,5406 A, 40,0 kV, 30,0 mA).

2.1.4 CICLODEXTRINAS RECRISTALIZADAS

Com amostras das ciclodextrinas nativas, foram preparadas solucdes
supersaturadas em H,O e D,0O, como para purificagdo (item 2.1.1). Essas
solugdes foram mantidas em estufa a 70 °C por um dia e centrifugadas. Os
sobrenadantes foram colocados em ependorfs (em duplicatas), quais foram
mantidos em banho termostatizado a 25,00 + 0,01 °C, para que os acgucares
recristalizassem. Apos a recristalizacdo, os sobrenadantes foram removidos para
a secagem dos cristais. Uma das duplicatas de cada ciclodextrina foi seca
naturalmente a temperatura ambiente (25 a 27 °C) por 12 dias, a outra duplicata
foi seca a vacuo por 24 h, a 25 °C, para evitar que os cristais sofressem alguma
modificagdo estrutural devido a possiveis efeitos térmicos decorrentes da
secagem. Com essas amostras foram realizadas analises por difratometria de
raios-X no Difratdmetro de Raios-X Shimadzu XRD7000 (K,cu = 1,5406 A, 40,0
kV, 30,0 mA).
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2.1.5 GLICOSE RECRISTALIZADA

Foram obtidos os difratogramas de Raios-X das amostras de glicose que
sofreram recristalizacao, durante a etapa de determinagao da solubilidade em H,O
e em D,0. Os difratogramas foram comparados com os das amostras de glicose:
i) nao recristalizada e anidra e ii) recristalizada em um sistema aberto, a
temperatura ambiente (25 a 27 °C), a partir da evaporagdo da agua de uma
solugdo saturada, sem promover a secagem desta amostra. Para as medidas,
utilizou-se o Difratdmetro de Raios-X Shimadzu XRD7000 (K,c, = 1,5406 A, 40,0
kV, 30,0 mA).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.2.1 ESTUDOS DA SOLUGAO

Os valores encontrados para a solubilidade das ciclodextrinas nativas, em
gramas de soluto por grama de solugdo, para a agua e agua deuterada,
encontram-se na Tabela 1, onde a diferenga relativa entre a solubilidade em H,0 e
em D,0O também esta expressa, bem como a solubilidade da glicose em H,O para
o primeiro experimento realizado. A medida de solubilidade da glicose em D0,
nesse primeiro experimento, ndo pdde ser realizada, devido a recristalizagdo da
amostra com a formagdo de uma estrutura semelhante a um gel na solugéo
saturada. Os estudos com a glicose foram realizados para que se pudesse
verificar, comparativamente com aqueles realizados com as ciclodextrinas, o efeito

da cavidade do macrociclo na solubilidade em ambos os solventes.
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Tabela 1. Valores de solubilidade, em gsouto/Jsolvente, Para a-CD, B-CD e y-CD em
Hzo e DZO a 25 °C.

Soluto H.0 D,O Diferenca relativa (%)
a-CD 0,1147 £ 0,0007 | 0,0705 + 0,0005 41
B-CD 0,0181 + 0,0002 | 0,0107 = 0,0001 41
v-CD 0,1995 + 0,0002 | 0,1658 + 0,0006 20

glicose 0,4908 + 0,0160 - -

A solubilidade da B-CD, em agua, € uma ordem de grandeza menor que para
as demais ciclodextrinas da série homodloga, de acordo com os resultados
encontrados para a solubilidade das ciclodextrinas em H,O sao coerentes com os
valores encontrados na literatura.® O comportamento anémalo da solubilidade das
ciclodextrinas em agua tem sido objeto de intensa pesquisa. Connors et al.*®
mediram precisamente a solubilidade desses oligossacarideos em &agua e
determinaram os parametros termodinamicos relativos a solubilizagdo das
ciclodextrinas nas formas hidratadas, usando o método de vant’ Hoff (Tabela 2). A
partir dos parametros termodinamicos, concluiram que na série das ciclodextrinas,
a entalpia de solugdo nao varia significativamente, entretanto, a entropia de
solugdo é menor (menos favoravel) para a solubilizagdo de B-CD, relativo as
outras duas ciclodextrinas. Portanto, a solubilizagdo da B-CD seria dificultada

entropicamente. Essa questao sera retomada detalhadamente na segéo 2.2.2.

Tabela 2. Parametros termodinamicos de solubilidade de ciclodextrinas hidratadas

em solucdes aquosas saturadas a 25 °C.%3¢

Ciclodextrina Unidades Solubilidade AsoH AsolS
Glicosidicas | (g / gsolugao) (kJ mol™) (J mol’ K*) *

a-CD 6 0,1136 32,06 57,68

B-CD 7 0,0185 34,74 48,91

y-CD 8 0,2038 32,31 61,45

* baseados na fragdo molar do soluto
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Um aspecto interessante, que esta apresentado na Tabela 1, é a diferenca
relativa nas solubilidades das ciclodextrinas em agua e em agua deuterada. A
solubilidade das ciclodextrinas em D,O é muito menor que em H,O e o
comportamento andmalo da série € também observado para aquele solvente.
Porém a diferenga relativa entre a solubilidade da y-CD nos dois solventes é de
20%, enquanto para a o-CD e B-CD é de 41%, de acordo com os dados
experimentais. Do nosso conhecimento, esta € a primeira vez que este resultado
foi observado.

A principio, pode-se explicar este resultado considerando o fato de que a
ligagcdo de hidrogénio é mais intensa entre as moléculas de D,0,"" intensificado o
efeito hidrofébico, levando a menor solubilidade das ciclodextrinas em D,O.

Para a glicose, os valores de solubilidade em H,O e D,0, obtidos quando foi
utilizada a segunda metodologia (que envolveu o acréscimo progressivo de glicose
em temperaturas maiores que 25 °C) estéo, respectivamente, apresentados nas
Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Valores de solubilidade, em gsoiuto/Jsolucso, Para glicose em H,O nas

temperaturas de 25 a 30 °C.

Temperatura (°C) Amostra 1 Amostra 2 Valor Médio
25,00 £+ 0,01 0,49 0,54 0,52
26,00 £ 0,01 0,51 0,55 0,53
27,00 £ 0,01 0,55 0,51 0,53
28,00 £ 0,01 0,50 0,56 0,53
29,00 £ 0,01 0,56 0,57 0,57
30,00 £ 0,01 0,56 0,58 0,57
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Tabela 4. Valores de solubilidade, em gsoluto/Jsolucao, Para glicose em DO nas

temperaturas de 25 a 30 °C.

Temperatura (°C) Amostra 1 Amostra 2 Valor Médio
25,00 + 0,01 0,51 0,48 0,49
26,00 + 0,01 0,48 0,48 0,48
27,00 + 0,01 0,53 0,51 0,52
28,00 + 0,01 0,51 0,52 0,52
29,00 + 0,01 0,55 0,52 0,53
30,00 + 0,01 0,57 0,56 0,56

O que se observa, nos dados das Tabelas 3 e 4, € que a solubilidade aumenta
com a temperatura e que existe uma grande flutuagdo entre os valores das
duplicatas. Isto pode ter ocorrido devido a presenca de pequenos cristais nas
aliquotas analisadas, uma vez que as solu¢cdes eram supersaturadas. Acredita-se
que uma maior exatiddo possa ser alcangada com a centrifugagdo das aliquotas.
Neste caso, deve ser utilizada uma centrifuga com controle de temperatura. De
qualquer forma, considerando os resultados encontrados para a solubilidade de
glicose nos dois solventes (diferenga em torno de 5%), ndo ha duvidas sobre a
correlacdo entre a existéncia de uma cavidade hidrofébica das ciclodextrinas e a

menor solubilidade em D,O.

2.2.2 TERMODINAMICA DE SOLUBILIZACAO

Connors et al®® determinaram as entalpias de solubilizacdo para as
ciclodextrinas nativas pelo método de van’t Hoff, as quais ndo apresentaram
diferencgas significativas. Porém a entropia de solubilizagdo calculada da B-CD foi

menor que das demais, como mostram os dados das Tabelas 2 e 5. Esse
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resultado mostra que a entropia desfavoravel € a forca motriz da menor
solubilidade da B-CD e se relaciona com a menor flexibilidade destas moléculas
em solugao, quando comparadas com a a-CD e y-CD.

Entretanto, Danil de Namor et al.37, em estudos calorimétricos mais recentes,
encontraram outros valores para os parametros de solubilizacdo das
ciclodextrinas, como se observa na Tabela 5. Desses parametros, as entropias
negativas de solubilizacdo se destacam, onde o menor valor foi encontrado para a
y-CD, e ndo para a B-CD, como nos valores de Connors et al.*®* Nenhuma

descontinuidade an6mala foi mostrada.

Tabela 5. Parametros termodinamicos de solubilizagao de ciclodextrinas, a 25 °C

— dois estudos comparativos.'2¢-%

Connors™*® a-CD B-CD y-CD
AsoH (kJ mol™) 32,36 34,74 32,31
AsaiS (J mol K™ 57,68 48,91 61,45
AsoiG (kJ mol™) 14,96 20,11 13,96

Danil de Namor®’ a-CD B-CD y-CD
AsoH (kJ mol™) 62,69 -75,52 -96,31
AsaiS (J mol K™ -224,7 -287,5 -337,3
AsolG (kJ mol™) 4,72 10,21 4,26

Os valores discrepantes para entalpia, entropia e energia livre de solubilizagéo
decorrem do fato de que cada estudo partiu de um estado padrao diferente das
ciclodextrinas. Isto €, Connors et al. utilizaram ciclodextrinas recristalizadas a partir
de solugdes supersaturadas, ndo mencionando qualquer secagem para obtengao
dos acgucares anidros, ou seja, o estado padrao estabelecido por eles foi a forma
hidratada de cada oligossacarideo. Entretanto, Danil de Namor et al. secaram as
ciclodextrinas a vacuo, entre 60 e 70 °C, por varios dias antes de realizarem os

estudos, para a obtencao das ciclodextrinas anidras.
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O processo de solubilizagao das ciclodextrinas anidras envolve a formacao dos
respectivos hidratos e a solubilizagdo destes hidratos, como ilustra o ciclo
termodinamico da Figura 6.3 Connors et al., portanto, estudaram apenas uma

etapa desse processo, a solubilizagao dos hidratos.

AgoH (CD anidra)
CD (anidra) > CD (solugao aquosa)

AH (CD.xH,0) AsqH (CD.xH,0)

CD.xH,0

Figura 6. Ciclo termodinamico de solubilizag&o das ciclodextrinas anidras.

Essa afirmacao pode ser justificada pelos estudos calorimétricos de Bastos et
al®®, onde foram medidas as entalpias de solubilizagdo da «-CD anidra e
hidratada. A solubilizagdo da forma hidratada mostrou-se endotérmica (+31 + 1 kJ

1.3 Porém, a solubilizagdo da

mol™), de acordo com o valor obtido por Connors et a
forma anidra apresentou-se exotérmica, com valor préximo ao encontrado por
Danil de Namor et al. (-60 + 1 kJ mol ™). ¥

Em ambos os estudos demonstrados na Tabela 5, a energia livre de Gibbs foi
calculada a partir da solubilidade dos agucares. Obviamente, os valores de
solubilidade sdo concordantes, no entanto, cada autor expressa os valores em
unidades diferentes, implicando em diferentes valores de As,G. Connors et al.
expressam a solubilidade em fracdo molar e, de Namor et al., em mol dm™. Uma

vez que

AsolG = -R T In(solubilidade) [Equacéo 1]
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os valores de A5G serao diferentes. As entropias de solubilizagdo foram, entao,

obtidas a partir da relacdo termodinamica:
A30|G = A30|H - T ASOIS [Equa(}éo 2]

Além das consideracbdes anteriores, deve-se reforgcar que os valores obtidos
por Danil de Namor et al. sdo sem duvida mais confiaveis, considerando que as
medidas calorimétricas sdo muito mais precisas que as determinadas pelo método
de vant’Hoff, por Connors et al.

Enquanto as entalpias de solubilizagdo das ciclodextrinas hidratadas nao
possuem diferengas significativas em seus valores, % as entalpias de solubilizacgo
das ciclodextrinas anidras diminuem com o aumento do numero de unidades
glicosidicas,® como mostra o grafico da Figura 7. O mesmo comportamento &
observado para as entropias de solubilizagdo, confrontando com os valores do

primeiro estudo.

-55

-60 -

65
-70 _-
-75 _-
-80 _-
-85 _-
-90 _-

AH, TS (kd mol™)

-95

-100

-105 T T T T T T T T T
6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
numero de unidades glicosidicas

Figura 7. Grafico de entalpia e entropia de solubilizagdo das ciclodextrinas

nativas, adaptado dos valores de Danil de Namor et al.’
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O grafico da Figura 7, mostra que as entalpias e entropias de solubilizag&o
seguem uma linearidade e que a B-CD é a espécie que apresenta o maior desvio
em relagdo a esse comportamento, possuindo desvios para maior entalpia (menos
negativa) e menor entropia (mais negativa), o que talvez possa estar relacionado
com sua menor solubilidade. Genericamente, os resultados obtidos por Danil de
Namor et al., indicam que, apesar da solubilizagdo das ciclodextrinas em agua ser
entalpicamente favoravel, ocorre intensa compensacado entropica, que acaba
levando a baixa solubilidade dos oligossacarideos.

O decréscimo na solubilidade da B-CD hidratada em agua, relativo as demais
ciclodextrinas, aparenta ser devido a estruturagdo da agua provocada pela
interacédo do oligossacarideo com o solvente, que corresponderia a menor entropia
de solugéo."

Estudos de dindmica molecular'®'?

mostraram que a ciclodextrina menos
soluvel (B-CD) induz mais fortemente a estruturacdo das moléculas de agua ao
seu redor, enquanto a y-CD induz menos e é, portanto, mais soluvel, como
mostrado na Figura 8. Os contornos em azul representam um mapa da
distribuicdo das moléculas de agua estruturadas ao redor das ciclodextrinas. O
mapa foi construido de forma a indicar as moléculas de agua que tenham
probabilidade maior que 50% de se estruturarem diferentemente das moléculas de
agua do meio da solugao, interagindo apenas entre si.

Observa-se que as moléculas de agua estdo mais estruturadas ao redor e no
interior da cavidade da B-CD do que nas outras ciclodextrinas. Desta forma,
estabelece-se uma estreita relagdo entre a solubilidade e o grau de interferéncia
das moléculas de ciclodextrina na estrutura da agua liquida. A flexibilidade dessas
moléculas esta associada ao movimento interno de cada unidade glicosidica e as
distorcbes na estrutura do macrociclo, refletindo em sua acomodagdo no meio
liquido. Ou seja, a estruturagado da agua afeta diretamente o movimento interno e

a acomodac&o das moléculas de ciclodextrina no liquido.®
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a-CD

Figura 8. Mapas da distribuicdo da agua estruturada ao redor das ciclodextrinas,

segundo estudos de dinamica molecular.®

A agua deuterada, por apresentar um efeito hidrofébico mais pronunciado que
a agua leve,"" dificulta essa acomodacéo dos macrociclos, o que reflete na menor
solubilidade dos oligossacarideos em D,0. Faz-se necessario, portanto, discorrer

sobre o efeito hidrofébico.

2.2.3 O EFEITO HIDROFOBICO

As chamadas interagdes hidrofobicas estdo relacionadas com a tendéncia de
moléculas relativamente apolares se manterem unidas em uma solugcdo aquosa.
Essas interacbes sdo de grande importancia em diversas areas da quimica e da
biologia, como as interagdes enzima-substrato, a organizacdo de lipideos em
biomembranas, o reconhecimento molecular e a agregagdao de moléculas de
surfactantes.

A hidratacdo de moléculas apolares e as interagcbes ndo-covalentes entre estas
moléculas, em agua, ainda ndo sao processos bem entendidos. Porém, a forca
motriz para a ocorréncia dessas interagdes esta intimamente relacionada com as

propriedades da agua liquida e também com a hidratagédo do soluto apolar.
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As moléculas apolares s&o pouco soluveis em agua, a temperatura e pressao
moderadas, o que € atribuido a hidrofobicidade das mesmas, embora o termo
hidrofobicidade seja um tanto enganoso, nesta situagédo, pois as forgas de
dispersdo de London, entre a agua e as moléculas apolares, sao favoraveis as
interagcdes destas com o liquido. Em muitos casos, a entalpia de mistura entre
agua e substancias apolares é negativa.

Portanto, para tratar do efeito hidrofébico, € mais apropriado considerar que o
soluto apolar deve ser introduzido em um liquido caracterizado por uma extensa
rede de ligagdes de hidrogénio com energia coesiva muito intensa. As moléculas
de agua tendem a nao “sacrificarem” suas ligagées de hidrogénio, levando a uma
situacao de reorientagcdo das moléculas do solvente na superficie do soluto apolar.
Devido a seu pequeno volume molecular e a sua capacidade de formar uma rede
molecular com coordenagao tetraédrica e compressibilidade isotérmica
extremamente baixa, a agua é unica dentre os solventes. Ou seja, a agua tem a
capacidade de se rearranjar ao redor do soluto apolar de forma a manter parcial
ou totalmente suas ligacbes de hidrogénio, embora seja um solvente ruim para
substancias apolares.>®

Na busca de uma interpretagdo molecular para a hidrofobicidade de moléculas
apolares, varios modelos foram criados. Em 1945, Frank e Evans*® propuseram o
Modelo do Iceberg, o qual explica a incomum perda de entropia das moléculas de
agua apos a solubilizagao de solutos apolares em termos da estruturagao da agua
nas vizinhangas do soluto. Quando um gas nobre, ou uma molécula apolar, é
dissolvido em agua, em torno de 25 °C, ele modifica a estrutura da agua, tendendo
a aumentar sua cristalinidade e fazendo-a construir um iceberg microscopico ao
redor dele. A criagdo dessas regides é sustentada pelo fato dessas estruturas
possuirem um espaco livre maior para a acomodacao das particulas do soluto. A
explicacdo desse processo € baseada na relacdo termodindmica dada pela
Equacéo 2.

Em baixas temperaturas, o processo € conduzido pelas baixas entalpia e
entropia, pois nao ocorre o rompimento das ligagdes de hidrogénio na primeira

camada de solvatacio do soluto. Em temperaturas elevadas, ocorre o aumento da
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distribuicdo orientacional dessas moléculas de agua em detrimento da quebra de
suas ligacbes de hidrogénio, ou seja, o aumento da entalpia e da entropia
direciona o processo de solubilizagdo. A complexidade que resulta da orientacao
da agua na primeira camada de solvatagao nao contribui muito para a energia livre
de formacdo da cavidade, devido a compensacao entre entalpia e entropia do

processo. A Figura 9 ilustra o Modelo do Iceberg.¥4!

o Do
A J'O&! agua fria

agua E jqi agua quente

_J
&

Figura 9. Modelo do Iceberg para o efeito hidrofébico.*’

Um outro modelo surgido foi o Modelo Small-Size, criado por Lucas e Lee
como uma alternativa para o Modelo do Iceberg.41 Esse modelo tenta explicar
apenas a energia livre de Gibbs de solvatagdo, e ndo a entalpia e entropia do
processo separadamente. Nesse modelo, o alto custo energético para inserir um
soluto apolar em agua n&o é devido a estruturagdo da agua na primeira camada
de solvatacdo do soluto, mas pela dificuldade de soluto encontrar uma cavidade
apropriada na agua para se acomodar, devido a pequena dimensao das moléculas
de agua.

Abrir uma cavidade na agua poderia envolver um custo entropico e entalpico,
como no Modelo do /Iceberg, porém Lee afirma que a primeira camada de
solvatagao nao contribui muito para a energia livre de formagéao da cavidade na
agua. Se as moléculas do solvente sao pequenas, seus volumes livres também o

sdo. Mas, se as moléculas do solvente sdo grandes, seus volumes livres serao
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maiores. Desta forma, solutos grandes sao dissolvidos, preferencialmente, em
solventes com moléculas grandes, onde o volume livre, ou a cavidade, do solvente
€ mais adequado.

De acordo com o Modelo Small-Size, a d4gua, por ser um solvente formado por
uma das menores moléculas existentes, envolve um custo em energia livre maior
que em outros solventes para abrir uma cavidade para um soluto de um dado
tamanho.*!

Todos esses conceitos e modelos se estendem a agua deuterada, qual é

42a,42b porém

também um liquido associativo, muito semelhante a agua leve,
apresenta um efeito hidrofébico mais acentuado para solutos grandes, como
proteinas e surfatantes."

A Mecanica Quantica mostra que a frequéncia vibracional fundamental da agua
deuterada é menor que da agua, devido a sua maior massa molecular, o que
reflete em uma maior massa reduzida p (Equagao 3) e em uma menor freqiéncia
vibracional no estado fundamental, resultando no aumento na for¢a das ligacbes

de hidrogénio, ou seja, em uma energia coesiva maior que a da agua.’"*

12

[Equacéo 3]

k é a constante de forga da ligagado O-H e u € a massa reduzida da hidroxila da
agua (-O-H).

De acordo com os dois modelos apresentados, dissolver um soluto grande em
agua requer um custo energético para que este soluto se acomode na malha do
solvente e, portanto, dissolvé-lo em agua deuterada envolve um custo energético
ainda maior.

11 em seus estudos sobre o efeito hidrofobico, utilizando a

Hummer et a
Teoria da Informagao (IT) procuraram explicar a razao da maior solubilidade de
solutos apolares pequenos (como alcanos de pequena massa molecular) em agua

deuterada, em relagdo a agua, e o comportamento inverso para solutos apolares
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grandes (por exemplo a concentragdao micelar critica de surfatantes € menor em
D,0O que em H,0).

Os proprios autores comentam sobre a dificuldade de desenvolver uma teoria
sobre o efeito hidrofébico, que unifique solutos que contenham ampla faixa de
tamanhos, que vao desde atomos como He, até moléculas complexas como
proteinas. A teoria IT se baseia na energia livre (uex) envolvida na formacgao de

cavidades no interior do liquido:

tex = KT In po [Equacéo 4]

onde po é a probabilidade de observar cavidades de um determinado tamanho e
forma no interior do liquido. Na teoria IT, procura-se ao invés de calcular po a partir
de simulagdes computacionais, correlacionar pg com informacgdes do solvente,
como: densidade, funcdo de distribuicdo radial, compressibilidade, etc. Usando a
teoria IT, Hummer et al. procuraram avaliar as diferencas de hidrofobicidade entre
H,O e D,0O. Concluem que a teoria prevé qualitativamente a tendéncia da
transferéncia do soluto entre os dois solventes, no entanto, falham ao explicar a
importancia do tamanho do soluto hidrofébico nas propriedades termodinamicas
do sistema aquoso.

Em um nivel qualitativo, Hummer et al. propdéem que a maior solubilidade de
pequenos solutos apolares em D,0 relativo a H,O, se deve a formagao de pontes
de hidrogénio mais fortes no liquido. Isto pode levar a uma pequena diferenga na
formagdo das estruturas tipo iceberg em D,0O, resultando em uma menor
densidade. Esta estrutura mais aberta acarreta um aumento no numero de
pequenas cavidades e, assim, leva a maior solubilidade do soluto pequeno.

E observado experimentalmente que a energia livre de transferéncia do soluto
hidrofobico da H,O para D,O (A+G H20.020) N@o varia, significativamente, com o
tamanho do soluto e ndo se torna menos negativa (mais favoravel) com o aumento
do tamanho do soluto. Uma possivel explicacdo € que o efeito provocado pelo
tamanho do soluto ndo é tdo importante quanto o efeito atrativo de interacédo entre

o soluto e a agua, pois as interacbes atrativas afetam, qualitativa e
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quantitativamente, a termodinamica de hidratagdo. Tanto a densidade do solvente
no meio da solugdo quanto a densidade local proxima ao soluto s&o menores em
D,O que em H,0, tornando as interacdes de dispersdo menos favoraveis entre
soluto e solvente.

Sendo as ciclodextrinas moléculas grandes e possuidoras de cavidades
hidrofébicas, com a flexibilidade dos macrociclos tendo um papel fundamental em
suas solubilidades, a acomodagao delas em agua deuterada sera mais dificil que
em agua leve. O efeito das interagcbes menos favoraveis de dispersdo também
contribuem para essa menor solubilidade dos macrociclos em D0O.

A espécie que apresentar maior flexibilidade conseguira se acomodar com
mais facilidade no fluido mais fortemente associado, ou seja, em D,O. A molécula
de y-CD estrutura mais fracamente moléculas de agua em sua cavidade e ao seu
redor, ou seja, é mais flexivel.'® Portanto, apresenta uma diferenca relativa menor
para a solubilidade em H,O e em D,0O, pois consegue se acomodar melhor em
agua deuterada que as outras duas ciclodextrinas.

Para a glicose, a diferenca relativa entre as solubilidades em agua e agua
deuterada, a 25 °C, é de aproximadamente 5%. Nas solug¢des de glicose, além da
diminuigdo no tamanho do soluto, o efeito da cavidade hidrofdbica foi eliminado e
o resultado foi uma solubilidade maior que para as ciclodextrinas em ambos os
solventes, sendo que o valor encontrado para a solubilidade em agua é coerente
com dados da literatura, 1g dissolve em 1 ml de agua, a 25 °C,* ou tem valor
estimado de 51,1 % (m/m),* cuja estimativa encontra-se no Apéndice B.

No cenario apresentado, mostrou-se que as trés ciclodextrinas possuem
entropias negativas de solubilizagdo, que reduz a solubilidade das mesmas se
comparadas a solubilidade da glicose. O efeito torna-se ainda mais pronunciado
em D,0. Assim, se for possivel a saida das moléculas de ciclodextrina da solugao
aquosa, o sistema experimenta um grande aumento de entropia. Isto pode ocorrer
em uma solugdo aquosa saturada, ou mesmo pela formagdo de um complexo
supramolecular, como ocorre entre a-CD e poli (etilenoglicol). Lo Nostro et al.*
observaram que a cinética de complexagao € mais rapida em D,O. Explicam que

a forca motriz desta complexacdo pode ser a ocupacao da cavidade hidrofébica.
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No entanto, como proposto por Davis®®, ¢ bem possivel que a complexacéo
somente ocorra quantitativamente no momento da separagcdo de fase do
complexo, quando a solucdo torna-se turva. Em outras palavras, a forca motriz da
complexacdo envolve a expulsdo das moléculas de o-CD do interior da solugéo

aquosa, resultando em um aumento significativo de entropia.

2.2.4 AS ESTRUTURAS CRISTALINAS

As ciclodextrinas nativas sdo macrociclos que no estado soélido, apresentam
geometria bem definida, onde os atomos do oxigénio envolvidos nas ligagdes
glicosidicas (04) sdo coplanares, com desvios menores que 0,25 A do plano
meédio formado entre eles. A distancia 04...04’ é aproximadamente constante para
as trés espécies, enquanto o angulo 04...04’...04” aumenta com o numero de
unidades glicosidicas, mas sdo as ligagées de hidrogénio que desempenham o
papel principal para o estabelecimento dessa geometria.

Além das ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas O-H...O-H, é comum
ocorrer em carboidratos ligacdes de hidrogénio do tipo C-H...O-H, quais
representam cerca de 25% do total. Elas ocorrem quando um atomo de oxigénio
nao satisfaz todo seu potencial receptor de ligagbes de hidrogénio e existem
atomos de hidrogénio de grupos —CH com suficiente potencial doador de ligagoes
de hidrogénio.

No caso das ciclodextrinas, esse tipo de ligagdo ndo apenas ajuda a estabilizar
as interacbes no complexo de inclusdao, como também contribui para a
estabilizacao do arranjo cristalino e da conformacgéo do macrociclo.*®

As ligagcbes de hidrogénio intramoleculares entre hidroxilas de unidades
monomeéricas vizinhas, 02...03’, sdo as responsaveis pela estabilidade da
estrutura cristalina das ciclodextrinas, qual nem sempre € um cone truncado
perfeito. A a-CD.6H,O apresenta todas as moléculas de agua extremamente
ordenadas, porém o macrociclo desta ciclodextrina sofre uma pequena distor¢cao

devido a ligeira rotagcdo de uma unidade glicosidica, que se desalinha das outras
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cinco. Esta rotacdo leva a ruptura de duas das seis ligagdes de hidrogénio
02...03'. Dessa forma, a hidroxila primaria desse monémero se aproxima do
centro da o-CD para fazer uma ligacdo de hidrogénio com uma das duas
moléculas de agua contidas na cavidade do acgucar, estabilizando o complexo
aquoso. Esta conformacéao distorcida para a a-CD € observada somente quando a
agua é a molécula héspede. Com outros solventes, os complexos formados
apresentam as seis ligagbes de hidrogénio O2...03’ e ndo ha distorgbes no
macrociclo.

A y-CD também forma uma estrutura circular mantida por ligagbes de
hidrogénio 02...03’ intramoleculares, possuindo a menor distancia 02...03’ dentre
as trés ciclodextrinas e ligagdes de hidrogénio O2...03’ mais efetivas. A geometria
formada pelas oito unidades glicosidicas é semelhante & geometria da B-CD,>*¢
discutida a seguir, porém a estrutura do macrociclo é mais flexivel que as
estruturas da o-CD e pB-CD."°

No anel macrociclico da B-CD, as sete ligagdes de hidrogénio 02...03’ sao
estabelecidas, mantendo a estrutura do macrociclo rigida, pois as unidades
glicosidicas sofrem distor¢gdes muito menores que a a-CD, semelhante a y-CD. A
distancia O2...03’ € menor para a -CD, em relagdo a a-CD, o que torna a ligagéo
de hidrogénio mais efetiva, neste caso, e reduz a liberdade rotacional em torno da
ligacdo glicosidica. Como consequéncia, a complexagdo da B-CD nao afeta
significativamente a conformagao do macrociclo.>*” Uma outra evidéncia da maior

1. *® através

forga das ligagdes de hidrogénio na -CD foi observada por Casu et a
das constantes de equilibrio de troca do hidrogénio por deutério nas hidroxilas
secundarias da a-CD e B-CD (0,65 para a B-CD e 0,75 para a a-CD).

O dodecaidrato de B-CD, B-CD.12H,0, possui sete moléculas de agua em sua
cavidade e, as outras cinco moléculas, em seu exterior. As moléculas de agua na
cavidade sado desordenadas e ocupam parcialmente onze sitios possiveis.
Estudos de difracdo de néutrons com B-CD com todas as hidroxilas deuteradas e
com agua deuterada, mostrou que das 53 ligagdes de hidrogénio da unidade

cristalina, 35 eram do tipo O-(2 D)...(’2 D)-O, que representam o equilibrio
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dinamico D-0O...D-O < O0-D...O-D, denominadas ligagcdes de hidrogénio “flip-
ﬂOp" 49,50

Essas ligagdes de hidrogénio ocorrem devido a uma desordem no cristal -
CD.12H,O e sao encontradas em todas as sete ligagbes de hidrogénio

intramoleculares 02...03’, como mostra a Figura 10.

Figura 10. Seccdo da estrutura cristalina da B-CD.12D,O deuterada, onde as
ligacbes de hidrogénio sao indicadas pelas linhas tracejadas e, as ligagbes de

hidrogénio “flip-flop”, pelas setas curvas.*®

A desordem dos grupos D-O apresenta uma vantagem energética para o cristal
e é um comportamento caracteristico da 3-CD, podendo ocorrer também na y-CD,
mas nao na a-CD. Essa afirmacéo € comprovada por analises de raios-X, as quais
permitem observar a localizagdo dos atomos de hidrogénio das hidroxilas

secundarias apenas no cristal de a-CD, onde eles estdo ordenados. Entretanto, os
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atomos de hidrogénio das hidroxilas secundarias ndo podem ser localizados nos
cristais de B-CD e y-CD, provavelmente devido a desordem destes atomos.

A desordem “flip-flop” esta confinada aos anéis de sete e oito unidades
glicosidicas por causa da geometria entre estas unidades otimizar a estabilizagdo
das ligagdes de hidrogénio 02...03’, uma vez que as distancias 02...03’ sdo
similares para a B-CD e y-CD, enquanto € muito maior para a o-CD. Como a
geometria na a-CD é diferente devido a maior curvatura do macrociclo, as
condicbes para a ocorréncia de desordem “flip-flop” sdo menos adequadas que
para as outras duas ciclodextrinas. Por razbées entropicas, uma rede de desordem
“flip-flop” € mais favoravel que uma rede ligacbes de hidrogénio ordenadas e
permite uma melhor estabilizacdo estrutural do macrociclo.*®

Em solugdo, as ciclodextrinas sdo moléculas bastante flexiveis e abrangem
uma ampla faixa de conformagdes, algumas das quais se afastam
consideravelmente de uma alta simetria.® Em frente disso, assume-se que a
ciclodextrina de estrutura cristalina mais rigida, p-CD, apresentara menor numero
de conformacgdes quando em solugao.

Como todos os estudos de solubilidade foram realizados a partir das
ciclodextrinas recristalizadas, ou seja, dos cristais hidratados, tornou-se
necessario determinar o numero de moléculas de agua que formam os hidratos
estaveis com H,O e com D,0 e analisar suas estruturas cristalinas.

O grau de hidratacéo foi determinado por Analise Termogravimétrica, a partir
de amostras dos oligossacarideos sorvidas com agua e com agua deuterada. Os
termogramas obtidos foram expandidos na regido de interesse e sao
apresentados nas Figuras 11, 12 e 13, para o-CD, B-CD e y-CD, respectivamente.
O grau de hidratacao foi determinado a partir da razdo entre o numero de moles
de H;0O ou de D,O por mol de ciclodextrina e os resultados estdo expressos na
Tabela 6.
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Figura 11. Termogramas das o-CD anidra, sorvidas com H>O e com D,0.
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Figura 12. Termogramas das -CD anidra, sorvidas com H,O e com D,0.
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Figura 13. Termogramas das y-CD anidra, sorvidas com H,O e com DO.

Tabela 6. Valores calculados para o grau de hidratagdo dos cristais de

ciclodextrina submetida a analise termogravimétrica.

Amostra Massa inicial (mg) | Massa solvente (mg) Nsolvente / Ncb
a-CD seca 6,95 0,28 2,3
a-CD / H,0 11,79 1,24 6,3
a-CD / DO 15,03 1,62 5,8
B-CD seca 6,23 0,13 1,4
B-CD / H2O 9,50 1,25 9,6
B-CD / D;O 10,62 1,48 9,2
v-CD seca 9,64 0,33 2,5
v-CD / H,0 11,75 1,94 14,2
v-CD / D,O 17,02 3,08 14,4




Pode-se observar a presengca de agua nas amostras secas, indicando uma
secagem incompleta dos cristais. Para as demais amostras, o0 mesmo grau de
hidratacdo é observado para as amostras de uma mesma ciclodextrina que
sofreram sorcao de agua e de agua deuterada, permitindo supor que a distribuigao
das moléculas de H>O e de D,O é a mesma. Os resultados obtidos s&o coerentes
com o valores dos hidratos estaveis das ciclodextrinas: 1 mol de «a-CD apresenta
6 moles de agua, 1 mol de [-CD apresenta 11 ou 12 moles, dependendo da
umidade relativa, e 1 mol de y-CD pode apresentar de 8 a 17 moles.®

Assumir que a estequiometria dos hidratos estaveis de o-CD se mantém
constante em solucao, para H,O e D,0O, é uma suposicao baseada nos valores de
entalpia de formacéo do hexaidrato de a-CD (- 91 kJ mol™") e de solubilizagcéo do
hexaidrato de a-CD a 25 °C (+ 31 kJ mol™). Ou seja, a formagao de hidratos com
mais de seis moléculas de agua, para a o-CD, é entalpicamente desfavoravel.*®
Esta suposicdo € também assumida para as outras ciclodextrinas, uma vez que
sao desconhecidos estudos calorimétricos para estas.

As estruturas dos hidratos obtidos por sorcdo foram analisadas por
difratometria de Raios-X e comparadas com as estruturas das ciclodextrinas
secas. Os difratogramas sdo mostrados nas Figuras 14, 15 e 16, para o-CD, p-CD
e y-CD, respectivamente.

A presencga de picos caracteristicos da forma hidratada da o-CD (26 = 11,7 ,
13,3,14,0, 15,8, 18,1 e 21,6 °), na amostra seca (Figura 14a), comprovam que a
secagem nao foi completa. A Figura 15a mostra uma estrutura menos cristalina
para a B-CD, em comparagdo com as formas hidratadas. Esta estrutura é
semelhante a da B-CD submetida a um ambiente de umidade relativa 31%. A
amostra seca de y-CD (Figura 16a) apresenta menor cristalinidade que as
amostras hidratadas, mas tem conjuntos de picos semelhantes as ultimas,
indicando umidade nos cristais.’! Estes dados comprovam os valores de
hidratacdo encontrados nas amostras secas por analise térmica.

Deve-se aqui ressaltar que a solubilidade de um determinado soluto depende

apenas da fase liquida. No entanto, procurou-se também investigar o efeito da
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mudanga isotopica nas estruturas cristalinas dos trés hidratos dos
oligossacarideos, de forma a apresentar uma representacdo completa das duas

fases envolvidas no equilibrio de solubilidade das ciclodextrinas.

b

P
S b
C
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

26 (°)

Figura 14. Difratogramas de a-CD (a) seca, (b) com H,0 adsorvida e (c) com DO

adsorvida.

MW\N\”‘WW 4 4 a
2
O b
C
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

260 (°)
Figura 15. Difratogramas de 3-CD (a) seca, (b) com H,O adsorvida e (c) com D,O
adsorvida.
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Figura 16. Difratogramas de y-CD (a) seca, (b) com H,O adsorvida e (c) com D,O

adsorvida.

Os estudos das estruturas cristalinas das ciclodextrinas nativas recristalizadas,
por Difratometria de Raios-X, visam, unicamente, comparar se o hidrato é
modificado quando formado em agua deuterada, em relagdo ao processo
realizado em agua.

Observa-se nos difratogramas Figura 17, obtidos para a a-CD, que os picos
caracteristicos da forma hidratada estdo presentes em todas as amostras (20 =
11,7,13,3,14,0, 15,8, 18,1 e 21,6 °), enquanto os picos caracteristicos da forma
anidra ndo sao observados (26 = 13,0 , 13,7 , 14,7 e 20,5 °). Estes resultados
indicam que, mesmo a vacuo, a secagem dos cristais de a-CD a temperatura de
25 °C nao leva a forma desidratada, qual necessita de temperaturas maiores e
vacuo para ser obtida.’™® A cristalinidade da o-CD recristalizada em agua
(Figuras 17a e 17b) é semelhante a recristalizada em agua deuterada (Figuras 17c

e 17d), porém em agua, aparecem picos melhor definidos.
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Figura 17. DRX de a-CD recristalizada (a) em H,O (b) em H,O e seca a vacuo (c)

em D,0 (d) em D,0O e seca a vacuo.

Na Figura 18 estdo representados os difratogramas obtidos para a p-CD.
Observa-se que as estruturas cristalinas das formas secas sem vacuo sao
similares para o agucar recristalizado em ambos os solventes (Figuras 18a e 18c),
por possuirem conjuntos semelhantes de picos, e apresentam maior cristalinidade
que os cristais secos a vacuo (Figuras 18b e 18d). Sabendo-se que a forma
hidratada dos cristais de B-CD é mais cristalina que a forma anidra, pode-se
afirmar que a secagem a vacuo foi mais eficiente, mas ndo conseguiu eliminar
totalmente o solvente, pois o padréo cristalografico do agucar desidratado nao foi

obtido.>?
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Figura 18. DRX de B-CD recristalizada (a) em H;O (b) em H20 e seca a vacuo (c)

em D,0O (d) em DO e seca a vacuo.

Os picos referentes a forma desidratada dos cristais de y-CD (26 = 12,7 , 17,0
e 22,2°) ndo sao observados nos difratogramas da Figura 19, indicando que a
secagem a temperatura ambiente, mesmo a vacuo, nao foi eficiente para produzir
a forma anidra. As amostras secas sem vacuo, (Figuras 19a e 19c) apresentaram
cristalinidade maior que das amostras secas a vacuo (Figuras 19b e 19d). O

difratograma da Figura 19a segue o padrao cristalografico do agucar hidratado.

| (CPS)
f

Figura 19. DRX de y-CD recristalizada (a) em H,O (b) em H,O e seca a vacuo (c)

em D,0 (d) em D,0 e seca a vacuo.
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A analise comparativa dos difratogramas das Figuras 17, 18 e 19 indica
semelhancgas estruturais entre as respectivas ciclodextrinas recristalizadas em
agua ou em agua deuterada. Pode-se concluir, a partir destes resultados, que a
estrutura cristalina dos hidratos das trés ciclodextrinas € pouco afetada se
formados com H,O ou D,0.

Os difratogramas apresentados na Figura 20 mostram como o padréao
cristalografico da glicose varia entre o agucar anidro (Figura 20b), usado como
recebido, e o agucar recristalizado por evaporagao do solvente (Figura 20a) ou a
partir de solugbes supersaturadas em agua e em agua deuterada (Figuras 20c e
20d, respectivamente). A estrutura cristalina da glicose também nao é afetada
quando esta é recristalizada em agua ou em agua deuterada. Observa-se que as
estruturas formadas nas solug¢des supersaturadas (com aspecto de gel) possuem
0 mesmo padrao cristalografico, onde as posi¢cdes dos picos sdo as mesmas, mas
as intensidades relativas de alguns picos sao significativamente aumentadas na
glicose recristalizada em D,0O. No segundo procedimento que foi usado para medir
a solubilidade da glicose a 25 °C, ndo ocorreu a recristalizagdo com formacgao da
estrutura com aspecto de gel. Concluimos, portanto, que a cristalizagao observada
no primeiro grupo de experimentos, foi controlada cineticamente, isto é, a alta
viscosidade das solugbes e a grande dispersdo de pequenos cristais, acabaram
induzindo uma intensa cristalizacdo da glicose, dando as amostras um aspecto

gelatinoso.
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Figura 20. DRX da glicose (a) recristalizada por evaporacao do solvente (b) anidra

(c) recristalizada a partir de solugéo supersaturada em H,O (d) recristalizada a

partir de solucéo supersaturada em D0.
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CAPITULO 3. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR - A
RELAXACAO DO SOLVENTE NO ESTUDO DA SOLVATACAO

Os estudos dos hidratos das ciclodextrinas, na fase sélida, mostraram que os
respectivos hidratos estaveis sdo semelhantes se recristalizados ou sorvidos em
agua leve ou em agua deuterada. Estes resultados indicam que a diferenga de
solubilidade nos dois solventes esta relacionada apenas com as propriedades da
fase liquida, ou seja, a solvatagdo desempenha um papel central nesta
propriedade.

Este capitulo é voltado, exclusivamente, para o estudo da solvatacdo das
ciclodextrinas, por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, RMN,
através de medidas do tempo de relaxagao transversal (T;) do solvente, também
chamado de tempo de relaxagao spin-spin.

O estudo é baseado na mobilidade mais restrita das moléculas de solvente
estruturadas na superficie do soluto, em relagcdo as moléculas livres, que afeta
consideravelmente o seu tempo de relaxagao transversal. Portanto, a técnica
possui grande potencial para investigar o comportamento das ciclodextrinas em

agua.

3.1 FUNDAMENTOS

3.1.1 A RELAXACAO DE SPINS NUCLEARES

As técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) se fundamentam na
absorgao seletiva da componente magnética da radiagdo eletromagnética, no
dominio da radiofreqiiéncia, r.f. (10° a 10° Hz), por amostras colocadas num
campo magnético. A amostra € excitada de forma muito ténue, devido a pequena
energia dos fétons de r.f., e regressa ao estado inicial emitindo energia também na

regido de r.f. A determinacao precisa dos valores destas radiofreqiéncias emitidas

44



e da velocidade com que a amostra retorna ao estado inicial de equilibrio
(relaxagao) fornece informagbes tanto sobre a estrutura molecular da amostra
como sobre a dindmica interna e global das respectivas moléculas.

Para uma molécula ser ativa para RMN, ela deve possuir nucleos magnéticos,
quais apresentam numero atdbmico e/ou numero de massa impar e, portanto,
momento angular de spin T e momento magnético nuclear? nao nulos. A
interacdo do campo magnético com ? produz a magnetizacdo total da
amostra, cujo valor corresponde ao somatoério dos momentos magnéticos
nucleares de cada nucleo magnético da amostra. Para que o sistema entre em
ressonancia, € necessario que a frequéncia da radiacédo r.f. (v) seja igual a
frequéncia de precessao nuclear (v4), denominada frequéncia de Larmor.

A relaxacgao pode ser definida, em termos gerais, como o retorno ao equilibrio
de um sistema que tenha sofrido uma perturbacdo em uma de suas variaveis
fisicas de estado por acao externa. Essas podem ser a temperatura, a pressao, o
campo elétrico ou magnético aplicado ao sistema. A inexisténcia do fenémeno de
relaxagao acarretaria, a qualquer sistema, a impossibilidade de atingir novamente
0 equilibrio num universo nao estacionario. —

Na presenca de um campo magnético externo, homogéneo e estatico Bo , 0S
nucleos magnéticos de uma amostra adquirem energias diferentes e se distribuem
entre os estados energéticos quantizados de spin nuclear, com pequeno excesso
de populagédo no nivel de menor energia, de acordo com a agitagao térmica do
meio. A Figura 21 ilustra essa situagdo para o caso de nucleos de numero

quantico de spin nuclear / = %, como o 'H.
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Figura 21. Diagrama de niveis energéticos para nucleos de / = 2 na auséncia e
—_—
presenca de B, , onde v¢ € a frequéncia de precessdo nuclear (freqiéncia de

Larmor).

O excesso de populagdo no nivel a obedece a distribuicdo de Boltzmann,

numa dependéncia da energia térmica do meio:

No/Ng = exp (AE/ kT) =1 + AE / kT [Equacéo 5]

A aproximacao feita se justifica pelo fato de AE ser um valor muito pequeno em
relacdo a energia térmica, a temperatura ambiente, (k € a constante de Boltzmann
e T, a temperatura absoluta). Como os niveis energéticos de spin nuclear sao
muito proximos, AE << KT.

A absorgao de energia, na regido de radiofrequéncia, por nucleos no estado de
spin o, tende a igualar as populagdes nos dois estados. Nesse caso, ocorre a
saturagcdo do estado de maior energia e a absorgdo de energia deixa de ser
observada. Os mecanismos de relaxagdo fazem o sistema de spins nucleares
atingirem novamente o equilibrio, através de troca de energia ou ndo com o0 meio,
retomando o excesso de populagdo no estado o e fornecendo os dados sobre a
amostra analisada.

O processo de relaxacéao trata de transigdes induzidas por campos magnéticos

flutuantes locais, de frequéncia apropriada (v1), que tém origem no movimento
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Browniano do meio, relacionando-se a dinamica molecular, principalmente a
rotacdo. Sdo os mesmos mecanismos que permitem a distribuicdo das populagdes
entre os niveis energéticos quando o campo magnético externo € aplicado. Esses
campos magnéticos flutuantes locais sdo associados a interagdes entre os
momentos magnéticos nucleares de nucleos vizinhos.

Do ponto de vista macroscopico, se uma amostra esta submetida a um campo
magnético externo, a diferenga entre as populagdes dos estados energéticos
determina a magnetizagdo macroscopica total desta amostra, advinda da
interacéo entreE: eﬂ) , como ja mencionado. Essa magnetizacao resultante
se aIi_nDa paralelamente a Eo)na direcdo z, definida como a diregdo de aplicagao
de Bo, porque a distribuicdo dos vetores momento magnético nuclear no cone de
precessao em torno deEo) € aleatodria, como ilustra a Figura 22._)0 sistema de

spins nucleares, nesta situagdo, encontra-se em equilibrio e os M1  precessam

em torno de By com velocidade angular wo.

By, M,

a

Figura 22. Magnetizagéo resultante da diferenga de populagédo entre os niveis de

energia de spin nuclear num sistema de spins nucleares em equilibrio.

A aplicagcdo de um pulso de r.f., na direcdo x, faz alguns nucleos, do estado
menos energético, absorverem energia, alteremgo as populagdes entre os niveis.

Um campo magnético oscilatdrio ou rotativo, B, associado & radiac&o r.f., varia

periodicamente, no plano xy, com frequéncia v e velocidade angular ® = wp. A
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interagdo entre B, e os momentos magnéticos nucleares da amostra altera a

distribuicdo dos nucleos magnéticos entre os estados energéticos. Devido a
natureza coerente da radiagdo, o pulso de r.f. induz os spins nucleares a
precessarem em fase criando uma “coeréncia”. Assim, a magnetizagcao
macroscopica € deslocada da dire¢ao z por um angulo ¢ chamado de angulo de
nutacdo. Essa magnetizagdo precessa ao redor de By, com frequéncia v. Tal

situagao esta ilustrada na Figura 23.

\

Figura 23. Agrupamento de mgnentos magnéticos @fleares, decorrente da

atuacdo do campo oscilatério B; , com desvio de M da direcéo z.

— —

Como o campo magnético oscilatério B; roda na mesma freqliiéncia que M
adota-se um outro referencial cartesiano chamado de referencial rotativo (x’, y’ e
Z’). Esse referencial apresenta z’ﬂeralelo aze, x’ ey, rodando ao redor de z’ com
a mesma velocidade angular de B, (®). Com esta mudanca de referencial, todo o
sistema se movimenta com a mesma velocidade angular, como se o movimento
de precessao deixasse de ocorrer e o sistema estivesse parado.

Quando o sistema entra em coeréncia, ocorre o aparecimento de componentes
da magnetizacdo nos eixos cartesianos, My, My e M, e, consequentemente, a
magnetizagdo deixa de ter valor My na diregdo z’. A presenga da coeréncia é
detectada através da corrente induzida em uma bobina, devido a oscilacdo das

componentes My e M,. A recuperagao da magnetizagéo ao longo do eixo z’ ocorre
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através dos processos de relaxagdo, ou seja, as componentes da magnetizagao

voltam a ter os valores M, = My e M, = M, = 0, como mostra a Figura 24.%

B,, 7’ B,, 7’
M r.f. —
— M
Tl
) — )
y relaxacio y
X) X)
Equilibrio Coeréncia

Figura 24. Sistemas de spins nucleares em equilibrio e em coeréncia, e a
interconversdo entre estas situacbes. A relaxacdo ocorre em tempos

caracteristicos dados por T e To.

3.1.2 OS TEMPOS DE RELAXAGAO

O retorno do sistema de spins nucleares a situagdo de equilibrio ocorre pela
relaxagao deste sistema quando o pulso de r.f. deixa de ser aplicado e, portanto, o
campo magnético oscilatorio _B: é retirado.

Atribui-se um tempo de relaxacdo proprio para cada componente da
magnetizacdo do sistema, T1 e T,, quais podem apresentar valores de ms até
horas, dependendo da amostra analisada.

T4 estda associado a M, e &, por isso, chamado de tempo de relaxacéo
longitudinal, enquanto T, esta associado a My e My e € chamado tempo de
relaxagao transversal. Os processos de relaxagéo longitudinal e transversal séo,

mecanisticamente, muito semelhantes, porém seus significados fisicos sao
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totalmente diferentes. Primeiramente, sera discutido o tempo de relaxagao
longitudinal para, entdo, se discorrer sobre o tempo de relaxagéo transversal.

O processo de relaxagcdo longitudinal, dado pelo tempo T;, tem carater
energético e € descrito pela evolugdo temporal de M., que depende das
populacdes nos niveis de energia. Nesse processo, o0 sistema de spins nucleares
transmite o excesso de energia ao ambiente, descrito genericamente pela palavra
rede, pois os primeiros estudos de relaxagao foram realizados em amostras de
solidos cristalinos, estendendo-se o uso do termo rede para qualquer amostra.
Portanto, T4 também é denominado de tempo de relaxagéo spin-rede.

Essa transferéncia de energia para a rede faz com que esta sofra um aumento
de temperatura para manter a energia total constante. Esse aumento de
temperatura, devido a transformagao da energia potencial magnética em energia
cinética molecular, é extremamente pequeno e nao pode ser determinado
diretamente. Desta forma, a variagdo da temperatura em fungdo do tempo é
medida, indiretamente, pela variagdo da componente M, da magnetizagéo
macroscopica do sistema de spins em funcédo do tempo.

Entretanto, o fendmeno de RMN implica também em variagbes nas
componentes transversais da magnetizagdo My e M. Os valores ndo-nulos dessas
componentes € uma consequéncia da coeréncia de fase na precessao dos
momentos magnéticos individuais em torno da dire¢do z’, ou seja, ocorre o
aumento da ordem no sistema de spins nucleares, fazendo sua entropia diminuir.
Esse estado macroscopico de coeréncia do sistema de spins €, entédo,
caracterizado por menor entropia e maior energia, uma vez que M; < My devido a
tendéncia de igualar as populagbes entre os niveis energéticos de spins
nucleares.

O estado de coeréncia de spins nucleares é induzido, como mencionado
acima, pela interagdo do campo magnético oscilatério, aliado a radiagao r.f., com
0s momentos magnéticos nucleares do sistema. Esse € um estado estacionario
apenas se o sistema de spins e rede permanecer nao isolado, ou seja, com um
fluxo continuo de energia através de E: , mantendo a transferéncia de energia do

sistema de spins para a rede, evitando a saturagéo do nivel mais energético.
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Com a retirada de B,;, o sistema evolui para a situacdo de equilibrio

caracterizada por M, = My e My = My = 0. A evolugdo das componentes da
magnetizagdo segue fungdes temporais dadas pelas Equagdes Diferenciais de
Bloch:

dM M
* =y [M,B, +M,B,; sen (wt)] - —* [Equagao 6]
dt T,
dM M
— =v[M, B, cos (wt) - M, Bj)] - —- [Equacdo 7]
dt T,
dMm, _ (M, — M,) ~
el vy [M, B, sen (wt) - M, B, cos (wt)] - Mz~ Vo) [Equago 8]
T,

A variagdo da magnetizacdo, em funcdo do tempo, para as componentes
transversais My e My € descrita como relaxacéo transversal e caracterizada pelo
tempo T,. Esse processo de relaxacdo €, fundamentalmente, diferente da
relaxagao longitudinal, pois corresponde a perda de coeréncia de fase entre os
momentos magnéticos nucleares individuais na sua precessao e, portanto, a um
aumento de entropia. A recuperagdo de My e M, ndo exige transferéncia de
energia, exigindo apenas uma perda da coeréncia.

E atribuida a esse processo a denominacdo relaxagdo spin-spin, pois, em
muitos casos, a perda da coeréncia de fase € devida a interagcbes diretas entre os
momentos individuais de spin, sem qualquer modificagao na energia do sistema
de spins.

O tempo de relaxagao transversal esta intimamente relacionado ao sinal RMN,
pois este depende diretamente da variacdo de My com o tempo (dM, / dt). A taxa
com que o sinal surge e desaparece, na vizinhanga da condigao de ressonancia,
ou seja, a forma da banda, depende de T,. As Equacgdes de Bloch prevéem uma

banda de forma lorentziana, cuja largura a meia-altura é dada por:

Av v, =1/ Ty" [Equacéo 9]
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onde
1/ T*=1/To+1/T,™ [Equacdo 10]

T,* é um tempo de relaxacao transversal efetivo e T, é a contribuicdo da nao-
homogeneidade do campo magnético aplicado.

A projecao de V no plano x’y’ é a responsavel pelo sinal detectado e decai
exponencialmente para zero com um tempo de relaxagéo proprio T,. Esse sinal,
designado como FID (free induction decay), ao ser tratado matematicamente por
uma Transformada de Fourier, transforma o dominio temporal do sinal para um

dominio de freqiiéncias, fornecendo um espectro de RMN.%?

3.1.3 ARELAXACAO E A DINAMICA DE LiQUIDOS

A relaxagao entre niveis de energia nuclear é muito mais lenta que em outros
processos analisados por espectroscopia, originando tempos de relaxacdo que
podem ser até de segundos. A relaxagdo nuclear consiste em transigdes de spin
nuclear estimuladas por campos magnéticos locais que oscilem com a frequéncia
de Larmor (v4) e possuem uma dependéncia aleatoria com o tempo. Para um
nucleo de uma molécula no meio liquido, esses campos magnéticos locais s&o
devidos ao movimento Browniano das moléculas neste meio. Considerando um
nucleo de spin 2 , este pode sofrer a influéncia de campos magnéticos locais
associados aos momentos magnéticos nucleares de outros nucleos proximos a
ele, na mesma molécula ou em moléculas vizinhas.

Os campos magnéticos flutuantes podem ser resolvidos em varias
componentes, oscilando com diferentes freqléncias. Considerando moléculas,
cujo tempo entre colisbes sucessivas seja de 107'? s, seus movimentos
apresentardo componentes de freqiiéncia entre 0 e 10" Hz, uma vez que, em um
dado instante, algumas moléculas se movem muito rapidamente e outras, muito

lentamente.

52



Uma condigdo necessaria para que ocorra relaxagao € que os movimentos
moleculares tenham uma escala de tempo adequada, a qual para RMN ¢ lenta,
pois é definida pela freqiiéncia de Larmor, cujo valor tipico é da ordem de 10" Hz.
Os movimentos de translagéo e rotagao sdo muito importantes em liquidos, assim
como as vibragdes da rede em sdlidos. Porém, processos muito rapidos, em
relacdo a wo, como as vibragdes moleculares, ndo sao eficientes para a
relaxacdo.>

Em gases a baixa presséo, o livre caminho médio de uma molécula é grande e
esta pode rotacionar varias vezes antes de colidir com outras e alterar seu estado
rotacional. Em liquidos, as colisbes ocorrem com maior freqiéncia e as moléculas
sofrem colisdes de todos os lados, sendo que cada colisdo acelera ou desacelera
seu movimento rotacional e altera seu eixo de rotagao.

Um exemplo disso pode ser dado por uma molécula esférica, como o metano
CH4, com o atomo de C ocupando o centro da esfera de raio igual ao comprimento
da ligacdo C-H. Em solugdo, cada molécula de metano, ao colidir com outra
molécula vizinha, faz com que seus atomos de H percorram, cada um, caminhos

aleatérios na superficie dessa esfera.>*>* A Figura 25 ilustra essa situagao.

Figura 25. Trajetoria aleatoria tipica de um atomo na superficie de uma molécula

esférica submetida a uma difusao rotacional num liquido.

Para esse tipo de movimento, € definido um tempo caracteristico denominado

tempo de correlagao, t.. O tempo de correlacéo pode ser entendido como o tempo
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meédio entre as colisbes moleculares para uma molécula num determinado estado
de movimento, sendo que o eixo de rotacdo desta molécula € constantemente
alterado devido as colisdes. Em outras palavras, o 1. € o tempo caracteristico da
funcdo de autocorrelagao, qual mede o tempo que uma determinada propriedade
de um sistema persiste até ser anulada pelo movimento aleatdrio microscopico
das moléculas deste sistema. Essa fungcdo tem um valor elevado para tempos
muito curtos e decai para zero a medida que o tempo aumenta. No caso da RMN,
a fungcdo de autocorrelagéo caracteriza as flutuagdes dos campos magnéticos
locais devido ao movimento Browniano.

Em tempos muito menores que 1., a maioria das moléculas esta préxima de
suas posigdes originais, enquanto para tempos muito maiores que t., as moléculas
possuem orientacbes completamente randomizadas e toda a “memdria” da
orientagdo original € perdida. Valores tipicos de t. para moléculas em solventes
ndo viscosos, em torno de 25 °C, estdo na faixa de 100 ps.>*%

O tempo de correlagédo esta intimamente associado aos tempos de relaxagao

T4 e Ty, pois a relaxacao esta relacionada com o movimento aleatorio.

3.1.4 MEDIDAS DE T, - A SEQUENCIA DE PULSOS CPMG

Na técnica pulsada de RMN, é aplicado um pulso de radiofrequéncia muito
intenso (By da ordem de 102 T), num intervalo_)de tempo muito curto (¢, entre 1 e
50 us), em relagédo a T e T,. Esse pulso faz M se deslocar de um angulo ¢ da
diregdo z’, denominado angulo de nutacdo. Se a frequéncia do pulso de r.f.
corresponde a situagcao de ressonancia, ou seja, € igual a frequéncia de Lir>mor
(v4), 0 campo magnético efetivo, ao longo do eixo rotativo x’, é equivalente a B; e
a magnetizagao roda_cczm velocidade angular y B+, ao redor do plano y’z, definindo

¢. Se a aplicacédo de B, em ressonancia ocorre durante um tempo t,, a amplitude

de ¢ é dada por:
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b=yBit, [Equacgéo 11]

onde y é a razdo magnetogirica do sistema de spins nucleares, qual é
caracteristica para cada nlcleo magnético.>®

Um campo magnético oscilatérioE:, com amplitude e duragdo adequadas para
produzir uma rotacédo ¢ de n/2 rad, € chamado de pulso de 90°. Se o pulso
ajustado para produzir uma rotagéo de & rad, sera designado como pulso de 180°.
Desta forma, a variagdo da duracdo do pulso de r.f. aplicado permite que a
magnetizacdo seja colocada em qualquer diregcdo escolhida, sem perda da
grandeza de_“; , desde que t, seja muito menor que T4 e T». Portanto, o controle
de ¢ € a base da técnica utilizada, neste trabalho, para as medidas de T, qual
envolve a detecgao de ecos de spin através da aplicagao de sequéncia de pulsos
de radiofreqiiéncia.

As medidas de T, possuem dificuldades experimentais devido, principalmente,
a contribuicdo da ndo-homogeneidade do campo magnético By, ao decaimento do
sinal FID e a largura da banda a meia-altura. O alargamento das linhas mascara o
efeito da relaxagao natural To. -

Na presenca de um campo magnético estatico ndo-homogéneo, o vetor M é
considerado a soma vetorial dos vetores magnetizagao elementares provenientes
de volume suficientemente pequenos da amostra, de forma que nestes volumes o
campo seja homogéneo. Esses vetores sdao denominados isocromatas de spin,
pois todos os momentos magnéticos nucleares que determinam uma isocromata
precessam com a mesma frequéncia de Larmor. Portanto, nesse caso, existem
varias isocromatas de spin m; caracterizadas por freqiéncias de ressonancia v;
ligeiramente diferentes, referentes aos nucleos situados em regides diferentes da
amostra e que, consequentemente, experimentam valores ligeiramente diferentes
do campo magnético estatico. Devido a essa dispersdo de frequéncias de
ressonancia, as isocromatas de spin perdem rapidamente a coeréncia de fase
apo6s um pulso de excitacdo, levando a aceleragdo do desaparecimento da

componente transversal da magnetizagao.
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Entretanto, esse processo de defasagem é reversivel, sendo possivel efetuar a
refocagem das isocromatas de spin utilizando condi¢gdes apropriadas, como o
controle de t,. Assim, obtém-se ecos do sinal FID, que é a base da técnica de
determinacao de T».

Caso a corregao para a hao-homogeneidade do campo nao seja feita, o que se
mede € um tempo de relaxacao transversal efetivo T»*, como mostra a Equacao
10.

A técnica de aplicacdo de sequéncia de pulsos para medir T,, foi desenvolvida
por Hahn*® e aperfeicoada por Carr, Purcell, Meiboom e Gill,*®**" levando o nome
dos quatros ultimos cientistas.

A sequéncia de pulsos CPMG, ilustrada na Figura 26, consiste na aplicagao
primeira de um pulso de 90° na diregéo x (no referencial do laboratério), ou seja, a
magnetizacdo é deslocada para o eixo y’ (Figura 26a). O pulso de r.f. é aplicado
no referencial do laboratério, segundo o eixo x, que criaE: ao longo do eixo x’ do
referencial rotativo. Devido a ndo-homogeneidade do meio, os nucleos magnéticos
da amostra sentem B4 com pequenas diferengas e precessam ao redor de z’ com
velocidade angular maior ou menor que do referencial rotativo e deE:, movendo-
se em sentidos opostos (Figura 26b). O sinal percebido depende da resultante dos
vetores magnetizagdo dos grupos de spin e decai com a constante de tempo T,*,
pois o decaimento combina os efeitos da ndo-homogeneidade do campo e da
relaxagao spin-spin. Apds um tempo t, a aplicagédo de um outro pulso na diregao y,
porém de 180°, faz os nucleos manterem suas respectivas velocidades, mas
inverte seus sentidos no plano x’y’ (Figuras 26c e 26d). Os vetores continuam a
precessar, porém o afastamento das isocromatas comeca a diminuir e o sinal
resultante comegca a crescer para se tornar um eco. Apos um tempo
correspondente a 21, todos ? os da amostra entram em fase, ao longo do
eixo negativo de y’, refocalizando-se o espalhamento angular provocado pela nao-
homogeneidade do campo e obtendo-se um eco de spins (Figura 26e). O sinal do
eco passa a ser atenuado pelo fator exp(-2t/T2), originado exclusivamente da

relaxagao spin-spin. Depois do intervalo 2t, a magnetizagdo continua a precessar

e as isocromatas voltam a se separarem. Apdés um tempo 31, € aplicado
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novamente um pulso de 180°, ao longo de y (Figura 26f), e todos os M entram

em fase, apos 41, ao longo de eixo positivo de y’, quando outro eco de spins é
detectado (Figura 26g). Desse modo, todos os ecos pares tém amplitudes

correlatas e podem ser captados pelo detector.

7' , ’ . — ’
B R e e
(a) (b) (c) (d)
TR, ST P
(e) ® (@

Figura 26. Seqténcia de pulsos CWG utilizada para medidas de T,: a) aplicagao
de um pulso de 90° na dire¢do x, M se desloca pra o eixo y’; b) isocromatas de
spin precessando com velocidades diferentes, devido a ndo-homogeneidade de
Bo; ¢) aplicagdo de um pulso de 180° na diregao y, apds um tempo t; d) inverséo
das isocromatas no plano x’y’, mantendo suas velocidades; e) todos os
? entram em fase, apds um tempo 21, no sentido negativo da diregdo y’, o eco &
detectado; f) aplicagcdo de um pulso de 180° na diregdo y, apds um tempo 3t; g)
todos os ? entram em fase, apds um tempo 4t, no sentido positivo da direcao y’,

e 0 eco € novamente detectado.

A sequéncia de pulsos utilizada pode ser repetida n vezes e representada

por.53,56-58

[90° x — 1 —180° y— 1 — (eco) — 1t — 180° y — t — (eco)]n
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Com aremocdo de Bi, apds a aplicacdo do pulso, a magnetizacéo My retorna

a zero de acordo com o processo de relaxagao. Este retorno ao valor de equilibrio
ocorre na forma de um decaimento exponencial de primeira ordem e a taxa com
que esta relaxagdo evolui € dada pela integracdo de uma das Equacbes

Diferenciais de Bloch, sendo t = 2«:

My (t) = My(0) exp (-t / T2) [Equagao 12]

Desta forma, a transformada de Fourier fornece espectros onde a intensidade
dos picos decai em fungao do tempo e permite a determinagao de T,. A situagéo é
ilustrada na Figura 27. O método utiliza uma regressao nao-linear para determinar
T>.

Altura do pico

tempo /s

Figura 27. llustragdo do decaimento da altura do pico em fungdo do tempo, cujo

ajuste da curva permite a medida de T».

Uma importante caracteristica dessa técnica é a independéncia entre a
intensidade do eco e quaisquer campos locais que tenham permanecido

constantes durante os intervalos de tempo entre as aplicagbes dos pulsos. As

58



isocromatas nao alteram suas velocidades com as aplicagcbes dos pulsos de 90° e
180°, pois um aumento na velocidade, adquirida no primeiro pulso, sera
descontada no segundo. Desta forma, o valor do eco independe da nao-
homogeneidade do campo magnético, pois esta ndo € alterada quando t é
suficientemente curto para que o efeito da difus&o translacional seja desprezivel. A
relaxagao transversal real ocorre devido a flutuagdo dos campos locais, numa
escala de tempo molecular, e ndo ha garantia de um grupo de spins manter sua
velocidade durante a refocalizagdo. Por isso, os spins no interior dos grupos se
espalham, angularmente, com a constante de tempo T,. Ou seja, os efeitos da
verdadeira relaxacéo nao sao refocalizados, porém o valor do eco de spin decai

com o tempo de relaxagao transversal, de acordo com a Equacéo 12.5%%8

3.1.5 T, E DINAMICA MOLECULAR DO SOLVENTE

O tempo de relaxagdo transversal (T;) dos protons da agua, em solugdes
aquosas diluidas contendo carboidratos, €, em geral, menor que o valor obtido

para a agua pura. Os estudos de Halstead et al.>®

mostram que a difusdo de
moléculas da agua e a troca entre prétons da agua e das hidroxilas dos
carboidratos sao extremamente rapidas nessas solugbes, mesmo em regides
proximas a pH=7, garantindo que o decaimento da magnetizagao transversal seja
uma exponencial simples, caracterizada por uma uUnica taxa de relaxacdo spin-
spin, 1/T,, para os protons do solvente. Como consequéncia dessa troca, os
prétons da agua retém uma “memoaria” dos varios meios visitados na escala de
tempo da relaxagcdo (T,) e esta relaxagdo pode servir para monitorar,
indiretamente, a dindmica e outras propriedades do soluto. Os autores utilizaram,
nos experimentos, a sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) para
as medidas de T», discutida na secéo 3.1.4.

Em solugdes aquosas homogéneas de carboidratos pequenos, nas quais essa
troca entre prétons ocorra, a taxa de relaxagao transversal dos protons da agua €

dada por:
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1/To=1/Top+ fCR(Pb, Kp, 0wp, T2, ’C) [Equagéo 13]

Os prétons da agua do meio da solugao sdo designados por a e, os protons
das hidroxilas que podem sofrer a troca, por b. fcr € uma funcédo analitica que
depende de cinco variaveis: P, € a fracdo de protons de hidroxilas que podem
sofrer a troca; k, € a taxa de troca entre os prétons da agua e das hidroxilas; dwy, €
o0 deslocamento quimico da hidroxila em relagdo a agua; Ty, € o tempo de
relaxagao transversal dos protons das hidroxilas (valores baixos de Ty indicam,
geralmente, um movimento lento dos grupos hidroxilas); t € o intervalo de tempo
entre a aplicagdo dos pulsos de 90° e 180° na sequéncia CPMG, ou seja, é a
variavel que pode ser controlada pelo analista.

Segundo esse modelo, a &agua ligada a superficie dos carboidratos,
anisotropicamente orientada, que também participa da solvatacéo do carboidrato e
que apresenta curto tempo de residéncia, ndo € considerada.

Uma vez que a questdo da estruturagdo das moléculas de agua dentro da
cavidade e ao redor das moléculas de ciclodextrinas € um assunto central neste
estudo, o modelo para a dependéncia do tempo de relaxagdo transversal do
solvente foi transposto para o modelo aplicado a solugdes coloidais, que considera
a fragdo de moléculas de agua ao redor da particula.33-34:60

Segundo este modelo, os valores para o tempo de relaxagao transversal T, do
solvente, em uma solugcdo coloidal, dependem da mobilidade relativa das
moléculas livres e ligadas ao soluto. Para moléculas pequenas de solvente, o T, é
proporcional ao inverso do tempo de correlagdo (tc), que esta relacionado a
processos dindmicos moleculares, como a rotagao.

As moléculas livres de solvente se movem isotropicamente na solucéo,
apresentando 1. relativamente pequeno e T, da ordem de segundos. Em
contrapartida, as moléculas de solvente ligadas ao soluto perdem a alta

mobilidade e o movimento molecular se torna mais restrito e anisotropico, o que

aumenta o t. e faz o T, diminuir.
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A difusdo rotacional da agua, que € uma molécula ndo esférica, € sempre
anisotrépica, necessitando de trés tempos de correlagdo para descrever seu
movimento, porém consegue-se medir apenas um valor médio para relacionar
com o tempo de relaxagao transversal.

Em um sistema onde ocorra troca rapida entre as moléculas de solvente, livres
e ligadas, o tempo de relaxagédo € obtido através da taxa de relaxagdo média

destas moléculas, de acordo com a Equagao 14:%%3%

R2=Ra(1-p)+Rxsp [Equacédo 14]

onde R; € a constante da taxa de relaxagao igual ao inverso de T,. Ry e Rys sdo
constantes das taxas de relaxagdo para as moléculas de solvente livres e ligadas
ao soluto, respectivamente, p € definido como a fragdo de solvente ligado a

superficie do soluto relativo & quantidade total do solvente no sistema: 3334

p = k [soluto] / [solvente] [Equacéao 15]

onde k é a concentragdo do solvente ligado a superficie de uma molécula do
soluto.

Em sistemas diluidos, p << 1, pode-se assumir que Ry € independente da
concentragao do soluto e com valor igual ao da taxa de relaxacédo do solvente
puro. Desta forma, pode-se obter uma relagao linear do inverso de R, do solvente

com a concentragdo da solugcdo combinando as Equacdes 14 e 15:3%34

R2 = (k [soluto] / [solvente]) Ras + Ry [Equagéao 16]

61



3.2 METODOLOGIA

3.2.1 SOLUCOES DE CICLODEXTRINAS

Foram preparadas solugdes, na faixa de concentragéo de 0,08 a 1,% (m/m), de
a-CD, B-CD, y-CD, glicose e dextrina (Sigma D-2006 lote 73H0041, usada como
recebida) e, na faixa de 1 a 7% (m/m), de a-CD e y-CD.

Todas as solugdes foram preparadas de trés a quatro dias antes das medidas
de T, serem realizadas e mantidas, durante este periodo, em banho
termostatizado a 25,00 £ 0,01 °C. Foi realizada também a medida do T, da agua
pura.

Para as medidas, foi utilizado um espectrdmetro de Ressonancia Magnética
Nuclear Varian 500 MHz, modelo Inova, e a técnica de ecos de spin através da
seqiiéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)***¢%” com os parametros
otimizados (Apéndice C). Utilizou-se tubo de RMN com 5 mm de didmetro interno
e uma sonda de detecgao indireta. Um capilar de benzeno deuterado contendo
tetrametil-silano (TMS) foi colocado no tubo para fornecer uma referencia e um
sinal de deutério para travar o campo magnético e a radiofrequéncia. A

temperatura foi fixada em 25,0 °C.

3.2.2 COMPLEXACAO COM POLI (ETILENOGLICOL)

Foram preparadas solugdes de a-CD, B-CD e y-CD com poli (etilenoglicol)de
massa molar 200 g mol™!, PEG 200, (Sigma lote 67H1558, usado como recebido),
de forma a fixar concentracdo das ciclodextrinas em 1% (m/m) e variar a
concentragéo do polimero entre 0,05 e 2,5 % (m/m).

Para comparar com o efeito causado pela interagcdo do PEG 200 com as
ciclodextrinas, foram preparadas solugdes do polimero na faixa de concentragao
0,05 a 2,5 % (m/m).
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Essas solugcbes foram preparadas independentemente, ou seja, ndo por
diluigéo, e foram mantidas em banho termostatizado a 25,00 + 0,01 °C por trés a
quatro dias para serem analisadas. As medidas de T, foram feitas no
espectrometro citado no item 3.2.1, utilizando a mesma técnica e o mesmo

procedimento.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A presencga de um soluto afeta o decaimento da magnetizagdo transversal da
agua e a Figura 28 mostra como este decaimento ocorre para a agua pura € para
uma solucéo de glicose 1% (m/m), evidenciando como o T, da agua é afetado
pela presenga do soluto, devido a estruturagdo das moléculas de agua que
solvatam o soluto. A presenca de glicose, na concentracao de 1% (m/m), diminui o

T, da agua de 2,54 segundos para 0,59 segundo.

agua T,=2,54 s
1% glicose T,=0,59 s

Altura do pico

tempo / s

Figura 28. Influéncia de 1% de glicose no decaimento da altura do pico para a

agua.
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Sabendo-se que os processos de relaxagdo nuclear dependem da existéncia
de movimentos moleculares aleatérios geradores de campos magnéticos que
variam ao acaso (B1), é possivel obter informacdes sobre esta dinamica molecular
a partir das velocidades ou dos tempos de relaxagao medidos experimentalmente.
Para tal, € necessario obter relagdes entre os tempos de relaxagcdo e parametros
caracteristicos de movimentos moleculares, como o tempo de correlagdo (t¢).>

Conhecendo-se a eficiéncia das medidas do tempo de relaxagéo transversal,
T, no estudo de adsorgdo de polimeros sobre particulas de silica coloidal,333461-62
utilizou-se esta técnica para o estudo dos sistemas propostos, investigando a
relaxagao das moléculas da agua, solvente das solugdes.

A relaxagédo da agua em solugdes de a-CD, B-CD, y-CD, glicose e de dextrina
(polimero contendo unidades de glicose), na faixa de concentracdo 0,08 a 1 %
(m/m) e 25°C foi estudada e os resultados estdo contidos no grafico da Figura 29,
onde a relacéo linear, dada pela Eq. 13, é observada. O valor de Ry foi obtido pela
extrapolacdo das concentracdes dos solutos para zero e € concordante com o
valor obtido para a 4gua pura, 0,39 s”'. Observa-se que na faixa de concentragdo
estudada, o tempo de relaxagcdo das moléculas de agua € praticamente igual para
as trés ciclodextrinas. Procurou-se, entdo, verificar o efeito da cavidade dessas
moléculas na taxa de relaxacdo R,. Com este objetivo, foram estudadas solugdes
aquosas de glicose e de dextrina, que, intrinsecamente, ndo apresentam cavidade.
Deve-se enfatizar que se optou pelo grafico de R, em fungcédo da concentragao em
massa, de forma a obter a condicdo aproximada de que, em uma dada
concentragédo, o numero de moles de unidades de glicose fosse aproximadamente
0 mesmo para as trés classes de agucar. Nesse caso, pode-se inferir sobre a
influéncia da estrutura molecular do soluto no tempo de relaxagdo das moléculas
de agua diretamente ligadas aos residuos de glicose. Os erros nas medidas foram

estimados a partir dos valores de R, da agua pura (Apéndice D).
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Figura 29. Comportamento linear comparativo da taxa de relaxacdo da agua em
funcdo da concentragdo de acgucar para a-CD, B-CD, y-CD, glicose e dextrina na

faixa de concentracao 0,08 a 1% a 25 °C.

Observou-se uma diferenga significativa na taxa de relaxacdo das moléculas
de agua, que procuraremos explicar com base na interpretacdo de Halstead et

-34,61-62 nos

al.,”® sobre solugdes de aglicares em agua e de Cosgrove et al.®
estudos envolvendo dispersdes de particulas.

A glicose é um acucar simples de alta mobilidade estrutural que pode se
apresentar na forma ciclica ou aberta. Na forma ciclica, a estrutura mais estavel,
existem duas conformacbes possiveis: cadeira e barco, onde a maior ou menor
estabilidade depende da maior ou menor repulsdo entre os substituintes dos
atomos de carbono. Na forma aberta, as rotacbes em torno de suas ligagoes
podem ocorrer mais facilmente.®® O processo de mutarrotacdo, em que um
isémero se transforma em outro, em solucao, através da abertura do anel, também
contribui para a mobilidade da glicose, refletindo no Tap.

As dextrinas sao polimeros de glicose com estrutura quimica semelhante ao
amido, poréem de menor massa molar. 83 A flexibilidade destas moléculas é menor

em relacdo a glicose, pois as rotagbes em torno das ligagdes se tornam mais
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restritas, devido aos anéis de glicose permanecerem fechados. Desta forma, as
rotagcdes em torno das ligagdes glicosidicas devem ser as principais responsaveis
pela mobilidade da cadeia polimérica.

As ciclodextrinas, como discutido nos capitulos anteriores, apresentam rigidez
estrutural decorrente de sua ciclizagdo, ou seja, a mobilidade relativa de cada
unidade glicosidica é dificultada, assim como as rotagdes nos eixos das ligagoes.

Segundo o modelo utilizado por Halstead et al.,>®

a perda da mobilidade
estrutural diminui a taxa de relaxagdo transversal da agua, o que esta
principalmente relacionado com os valores de Ty,

A Equacao 13 mostra que, para esse modelo, a magnitude do efeito depende
da concentragao do agucar, pois quanto maior for esta concentracdo, maior sera o
valor do parametro P,, aumentando a taxa de relaxacdo spin-spin do solvente.
Entretanto, conforme mencionado anteriormente, este modelo n&o considera todas
as moléculas de agua que estao na esfera de solvatagao do soluto.

A analise dos resultados foi também considerada, a partir do modelo de

Cosgrove et al., 33

para a relaxagdo de agua em solugdes coloidais. Segundo
esse modelo, o valor de T, observado, sera ponderado pela fracdo total de
moléculas ligadas ao soluto. Assim, os agucares com menor esfera de hidratacéo,
sem considerar os aspectos intrinsecos do modelo de Halstead et al.*, sado
aqueles nos quais os valores de R, das moléculas de agua sdo menores e,
portanto, as menores inclinagdes da curva de R, em fungdo da concentragdo do
agucar é observada. Na faixa de concentragdo estudada, as populagbes de
moléculas de agua estruturadas ao redor das moléculas de ciclodextrinas s&o
proximas para as trés ciclodextrinas. A configuragao estrutural rigida dessas
moléculas, aliada a presenga da cavidade hidrofdbica, restringe sua solvatacgao.
Para o polimero (dextrina), além da auséncia de cavidade, a rigidez estrutural é
menor e, portanto, a solvatagdo é mais efetiva, resultando em maiores valores
para o Ry da agua. Porém, a configuragdo estrutural do polimero ainda n&o
permite uma solvatacdo tdo ampla como nas moléculas de glicose, que

apresentou os maiores valores para R, da agua, indicando que uma populagao
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maior de moléculas de agua esta estruturada na esfera de solvatagdo das
moléculas de glicose.

1% sobre a

Baseado nos estudos de dindmica molecular de Naidoo et a
estruturacdo das moléculas de agua dentro da cavidade e ao redor das
ciclodextrinas, procurou-se diferenciar as populagdes de agua de solvatagao das
trés ciclodextrinas. Para tanto, realizou-se um estudo a partir dos valores de R, da
agua em solugdes de a-CD e y-CD, na faixa de concentragdo de 1 a 7 % (m/m).
Solugdes de B-CD nao foram estudadas devido a baixa solubilidade deste agucar,
em relagdo aos outros dois. Porém, mesmo em concentragdes mais elevadas, nao

€ possivel distinguir, por esta técnica, qual ciclodextrina € mais efetivamente

solvatada. Os dados podem ser observados no grafico da Figura 30.

o
O o-CD
8 ® +-CD
L]
6 -
°
@
o 4 .
°
2 - &
®
0 T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

C (% m/m)
Figura 30. Comportamento linear comparativo da taxa de relaxagcdo da agua em
funcdo da concentragdo de acgucar para solugdes de o-CD e y-CD, na faixa de

concentragédo 1a 7% (m/m)a 25 °C.

O estudo preliminar sobre complexacdao de ciclodextrinas com poli
(etilenoglicol) de baixa massa molar mostrou como a formagdo das estruturas
supramoleculares afeta o T, do solvente. Esse experimento foi também concebido,

por considerar que a formacao do complexo envolve a liberagdo das moléculas de
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agua do interior da cavidade das ciclodextrinas. Em solugéo, as moléculas de a-,
B— e y-CD podem conter, respectivamente 2, 6,5 e 5,3 moléculas de agua, em
média, no interior de suas cavidades.®

Os dados deste estudo estdo expressos em valores de T,, e ndo de R, como
nas solugdes dos acucares, pois o efeito da complexacdo é pequeno e melhor
visualizado usando o tempo de relaxacdo transversal.

Os resultados obtidos estao apresentados no grafico da Figura 31. Observa-se
que T, da agua também é significativamente afetado pela presenca de PEG 200,
pois o tempo de relaxagdo transversal do solvente € sensivel a interagdo entre
soluto e solvente. Como nas solugdes contendo PEG e os agucares (concentragao
fixa em 1%) a populacéo total de soluto € maior, os valores de T, encontrados sao
menores que para as solugdes contendo apenas polimero.

Como a B-CD nao sofre complexagdo com PEG de nenhuma massa molar,? o
efeito observado deve-se apenas ao efeito aditivo da quantidade de soluto
presente nas solugbes e a curva dessas solugdes localiza-se numa regiao de
maiores valores de T,, em relacdo as demais ciclodextrinas. Por outro lado, a
curva para as solugdes contendo y-CD estd muito proxima daquela para as
solugbes contendo o-CD, pois aquele agucar também se complexa com PEG,
sendo que, neste caso, duas moléculas do polimero conseguem penetrar em uma
molécula de y-CD, devido & maior cavidade desta ciclodextrina.>'

A interpretacao deste resultado € bastante complexa, uma vez que, além da
saida de moléculas de agua da cavidade das ciclodextrinas, ocorre também a
dessorcao das moléculas de agua das cadeias poliméricas. Era esperado que os
dois processos aumentassem o valor do T, da agua, pois aumentaria 0 numero de
moléculas de solvente livres. Entretanto, a formacéo da estrutura supramolecular
pode envolver uma redugcdo da mobilidade molecular e mesmo alterar a populagao

de moléculas de agua que solvatam o complexo.
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Figura 31. Dependéncia do T, da agua em solug¢des dos complexos de PEG 200
g mol™ com a-CD, B-CD e y-CD (na concentracdo de 1% m/m) e em solugdes do

polimero puro.

A diferenga entre o comportamento dos sistemas contendo a-CD e y-CD do da
B-CD ocorre na faixa de concentragdo 0 a 1 % (m/m) de PEG. Porém, nas
concentragbes mais elevadas, observa-se que ocorre a convergéncia para um
dado valor de T,. O efeito de formagao das polipseudorotaxanas é suprimido pelo
efeito causado pelo excesso do soluto polimérico, uma vez que a relagao
estequiométrica entre PEG e ciclodextrina €, teoricamente, obtida na concentracao
de 0,15 % de PEG para a o-CD e, em 0,08%, para a y-CD. Adicionalmente, o

efeito da concentracdo de PEG 200 sobre o T, da agua se torna preponderante.
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CAPITULO 4. CONCLUSOES

A solubilidade anémala da série homdloga de ciclodextrinas, em agua, é
também observada para D,O, porém neste solvente, os oligossacarideos sao
muito menos soluveis. Para os dois solventes, a diferenca relativa na solubilidade
da y-CD é menor que para as outras duas ciclodextrinas, devido a diferenca de
energia envolvida no processo de dissolugdo dos agucares por estes solventes,
pois o efeito hidrofébico € muito mais acentuado em agua deuterada para solutos
apolares grandes. As liga¢des de hidrogénio formadas entre as moléculas de D,0O
sdo mais intensas que nas de H,O.

Os dados obtidos por Difratometria de Raios-X e Analise Termogravimétrica
mostraram que o numero de moléculas de agua presentes nos hidratos das
ciclodextrinas € o mesmo para H,O e D,O e que a estrutura cristalina destes
hidratos € pouco afetada pela diferenga isotopica. Ou seja, a solubilidade e a
solvatagao desses oligossacarideos sao propriedades apenas da solugao.

A solubilidade é diretamente afetada pela forma como as moléculas do
solvente se estruturam na superficie do oligossacarideo e pela flexibilidade relativa
de cada uma das ciclodextrinas. A B-CD é o carboidrato menos flexivel da série
homodloga e o que estrutura maior numero de moléculas de agua. Isto reflete em
sua menor solubilidade, em relagcédo a a-CD e y-CD.

A solvatacao dos agucares pelas moléculas de agua esta intimamente ligada a
configuracao estrutural do soluto e a flexibilidade deste, influenciando no tempo de
relaxacgao transversal, T,, das moléculas deste solvente. Isso advém do fato de as
moléculas de agua estruturadas na superficie do soluto se moverem mais
anisotropicamente que as moléculas livres. Entretanto, através de medidas de
relaxagao transversal, ndo foram observadas diferengas na populagcéo de agua de
solvatagado entre as ciclodextrinas nativas. A estrutura rigida e a presenga de
cavidade hidrofobica restringem a solvatagdo das ciclodextrinas, diminuindo sua
esfera de hidratagao e, portanto, a taxa de relaxagdo da agua nas solug¢des destes

acgucares.
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As medidas de T, das moléculas de agua mostraram-se muito sensiveis a
flexibilidade intrinseca das moléculas do acgucar estudado. Para uma mesma
concentragéo, os valores de T, da agua diminuem conforme o agucar se torna
menos flexivel: T2, glicose aquosa > T2, dextrina aquosa > T2, ciclodextrinas aquosas-

A complexacao da a-CD e da y-CD com PEG pbde ser acompanhada por
medidas do T, do solvente, mostrando um decréscimo nestes valores em relacéo
as solugdes contendo o polimero e B-CD. A formacao da estrutura supramolecular
envolveu uma redugao da mobilidade molecular e, até mesmo, pode ter alterado a

populacdo de moléculas de agua que solvatavam o complexo.
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APENDICES

APENDICE A

CURVAS DE CALIBRACAO PARA SOLUCOES DE GLICOSE EM
H,O E EM D,0O

1,348

1,346—-
1,344—-
1,342—-
1,340—-

1,338

indice de refracao

1,336

1,334 +

1,332 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Concentracao (% m/m)

Figura A.1. Curva de calibragédo para solugdes de glicose em H,O, obtida através

de medidas de indice de refracao.

n=1,3321+0,0015,C

correlacdo = 0,99895

NHzo = 1,3325 (medido experimentalmente)
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Figura A.2. Curva de calibragdo para solugdes de glicose em D,0O, obtida através

de medidas de indice de refracao.

n=1,3274 + 0,0017 « C

correlacao = 0,9984

Np2o = 1,3280 (medido experimentalmente)
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APENDICE B

ESTIMATIVA DA SOLUBILIDADE DA GLICOSE EM H,O A 25 °C

Figura B.1. Regress3o linear para estimativa da solubilidade da glicose de 25°C.*®

C=37,2162 + 0,5556 4 T
Correlagao = 0,9994

A temperatura de 25 °C, a solubilidade estimada da glicose é 51,1 % (m/m).

74



APENDICE C

PARAMETROS OTIMIZADOS UTILIZADOS NAS MEDIDAS DE T,
PARA A SEQUENCIA DE PULSOS CPMG

d; = 5,000 s (tempo para o sistema voltar ao equilibrio apdés a sequéncia de

pulsos)

d, = 0,001 s (tempo entre as aplicagbes dos pulsos de 90° e 180°)

pw = 6,8 us (duragcéo do pulso de 90°)

p1 = 13,6 us (duragao do pulso de 180°)

bt = variavel de acordo com a amostra, com nimero de valores entre 10 e 15. E o

tempo total da relaxagao transversal.

at = 3 s (tempo de aquisi¢ao)

nt = 4 (numero de transientes)
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APENDICE D

ESTIMATIVA DO ERRO NAS MEDIDAS DE R, A PARTIR DOS
VALORES OBTIDOS PARA A AGUA PURA

Numero de medidas = 5

Valores medidos = 0,39; 0,42; 0,40; 0,37; 0,40 s

R, médio =0,40 s™

Desvio padréo = 0,02 s™

Erro = 0,01 s

* valores obtidos a partir de analise estatistica realizada pelo programa

computacional Origin, versdo 5.0.
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