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RESUMO

ESTUDOS DE RMN APLICADOS A QUIMICA SUPRAMOLECULAR E
DISCRIMINACAO ENANTIOMERICA

Doutorando: Antonio Laverde Junior
Orientadora: Prof. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

Palavras-chave: ciclodextrinas, HR-DOSY, RMN de 31p, excesso enantiomérico.

~ O presente trabalho tem como objetivo principal a aplicagio da espectroscopia de
RMN em estudos de quiralidade.

A primeira parte do mesmo visa a discriminagdo enantiomérica de cicloexanonas
substituidas com o auxilio de agentes quirais de solvatagfo (ciclodextrinas (CDs)
nativas e derivadas), mediante a formagdo de complexos diastereoisomeéricos de
inclusdo avaliados por RMN ('H, titulacdo, 3¢, ROESY1D, HR-DOSY). Os
resultados obtidos mostraram que a B-CD foi o melhor seletor quiral dentre os
avaliados. Constatou-se que a correlagio de alguns pardmetros de RMN, populaggo
_complexada (coeficientes de difusdo - HR-DOSY) e discriminagéo enantiomérica
(SAS¢/ne), podem levar & previsdo do seletor quiral mais apropriado para umé andlise
cromatogréﬁt:a. Mimetizando as condi¢des de RMN, a $-CD foi empregada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia como fase mdvel quiral e, como previsto,
resultou na discriminacéio enantiomérica de alguns dos substratos em questéo.

A segunda parte do trabalho, estendeu-se os estudos sobre a avaliagdo de
excessos enantioméricos (ee) de dlcoois quirais empregando reagentes aquirais de
fosforo. Os produtos desta transformagdo quimica foram analisados por RMN de 3p,
proporcionandb' a avaliagéio de ee através de uma metodologia simples, a qual, apenas
mostrou-se limitada para dlcoois primarios possuindo dois ou mais carbonos entre a
hidroxila e o elemento estereogénico. |

Enfim, a RMN mostrou ser uma ferramenta bastante eficaz quando aplicada em

estudos de complexos supramoleculares e discriminagdo enantiomeérica.
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ABSTRACTS

NMR STUDIES APPLIED TO SUPRAMOLECULAR CHEMISTRY AND
ENANTIOMERIC DISCRIMINATION

Antonio Laverde Junior

Adviser: Prof. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

Keywords: NMR, enantiomeric discrimination, cyclodextrins, HR-DOSY

Application of NMR spectroscopy to chirality problems is the main target of this
present work which was developed in two parts.

The first part focus is on enantiomeric discrimination of substituted racemic
and/or enriched (ee ~ 33%) cyclohexanones with chiral solvating agents (native and
derivatized cyclodextrins - CDs) by NMR (IH, titration, °C, ROESY1D, HR-DOSY).
The results allowed the choice of B-CD as the best chiral selector for the substrates
under investigation. The correlation of some NMR parameters, complexed population
(diffusion coefficients - HR-DOSY) and enantiomeric discrimination (ZAbc/nc), was
applied to forecast the most appropriated chiral selector in a chromatographic analysis.
Mimetizing NMR conditions, this selector was employed in HPLC as a chiral mobile
phase, and as predicted the enantiomeric resolution of some of the selected compounds
occured.

The second part deals with the evaluation of enantiomeric excess of chiral
alcohols by *'P NMR applying achiral derivatizing phosphorus reagents. The products
of this chemical transformation were analyzed by *'P NMR, providing the
enantiomeric excess evaluations by means of a simple methodology, which limited to
alcohols possessing only two or more carbons aways from the distance between
hydroxyl group and the stereogenic element.

Finally, NMR showed be a very effective tool when applied in supramolecular

complexes and enantiomeric discrimination studies.
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Seqiiéncia de pulsos utilizada em RMN para desacoplamento de sinais em

faixa ampla
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“gradient compensated stimulated echo" (seqiiéncia puisos de HR-DOSY
empregada para avaliar coeficientes de difuséo de espécies em solugio)
"gradient compensated stimulated echo spin lock" (seqiiéncia de pulsos de
HR-DOSY empregada para avaliar coeficientes de difusdo de espécies em
solug#o)

"heteronuclear single quantum coherence” (experimento bidimensional de
RMN para avaliar a correlagéio heteronuclear H x C a uma ligagéo)

6xido de hidrogénio e deutério

"high resolution diffusion ordered spectroscopy" (DOSY de alta resolugéo)

" Hertz

infravermelho

constante de acoplamento

constante de associagio

constante de associagio aparente (avaliada por titulagiio, RMN de 'H)
constante de associago aparente (avaliada por HR-DOSY)

constante de Boltzmann )

“"line broadening" - apodizagBio aplicada para diminui¢io da razdo
sinal/ruido

~ "Jow resolution diffusion ordered spectroscopy” (DOSY de baixa resolugéo)

razfio entre a massa do fragmento e sua respectiva carga elétrica

"nuclear Overhauser effect”

"nuclear Overhauser effect spectroscopy” (experimento bidimensional de
RMN empregado para avaliar os incrementos dos sinais devido ao efeito
Overhauser)

percentual de populag@o complexada

fragdo de moléculas livres

fragio de moléculas complexadas

area do gradiente de campo pulsado

raio hidrodindmico

ressonédncia magnética nuclear de carbono 13

ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio
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- ressonfincia magnética nuclear de fosforo

-efeito similar ao nOe observado nas coordenadas girantes.

"rotating frame Overhauser effect spectroscopy” (experimento
bidimensional de RMN empregado para avaliar os incrementos dos sinais
devido ao efeito Overhauser nas coordenadas girantes)

"rotating  frame

unidimensional de RMN empregado para avaliar os incrementos dos sinais

Overhauser effect spectroscopy" (experimento
devido ao efeito Overhauser nas coordenadas girantes)
substrato, molécula hospede

racemato

fungdo seno sino usada para apodizagdo de espectros
largura de varredura (espectral)

tesla

tempo de relaxacgdo spin-rede do nucleo (longitudinal)
tempo de relaxagdo spin-spin do ntcleo (transversal)
temperatura ambiente

"testing adjacent nuclei a gyration operator" (seqiiéncia de pulsos

' empregada em RMN como filtro dentro de uma seqiiéncia mais complexa)

tetrametilsilano

largura do pico & meia altura

fregiiéncia de Larmor para o nucleo

Seqiiéncia de pulsos utilizada em RMN para desacoplamento heteronuclear

de sinais
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E021: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D,0; 8nop 4,67) da mistura equimolar (15
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(15 MmOl L) de ct-CD € (F)-Lruuiererercenorieistessrssens s ssesssssssssssssssesssssnsessesssessesssssnns
'E023: Especiro de HSQC (500 MHz; D,0; uop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol
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£035: Espectro de RMN de >C (125,5 MHz; D;0; 8ccu 96,00) da mistura equimolar
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mmol L) de B-CDPM € ()-2 (€€ ~ 33%0)... vvuermrecermrrecmmmmsamsensesessnsssssssrenssssasssssssssssssees

KXXIX

192
193
194
194
195
196
197
198
198
199
200

201

200



xl

E049: Espectros a) total e b) parcial de RMN de *C (125,5 MHz; D;0; 8ccws 96,00) da
mistura equimolar (15 mmol L) de B-CD € ()2 (€€ ~ 33%).ecvuvrererererreerererereeseesressenn
E050: Espectro de g-COSY (500 MHz; D,0O; duop 4,67) da mistura equimolar (12
(001 L) de B-CDPM € (£)-2..-eeoroeeoeee e sesssseessesoeseesseessesseeee oo
E051: Espectro de HSQC (500 MHz; D,0; 81op 4,67) da mistura equimolar (12 mmol
L) de B-CDPM € (£)-2u..oovuveeereoveeiemsenessoseomsesssssssesseseesessssesessesessesssssesseesseseessesesens
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E056: Espectros a) total e b) parcial d¢ RMN de 'H (500 MHz; D,0; 84op 4,67) da
mistura equimolar (15 mmol L) de 0-CD € (+)-3 (€€ ~ 33%).-euuveeeeerreemeeeesreseeesreessrenn.
E057: Espectros a) total e b) parcial de RMN de *C (125,5 MHz; D;0; 8ccu 96,00) da
mistura equimolar (15 mmol L") de 0-CD € ()3 (68 ~ 33%)-.vureverermmeerercrreneneresenennes
E058: Espectro de HSQC (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol
L) 48 G-CD € (1)-3uunceveeesereeeneeseeresaeeecsessssssessssrsssssesmsssssssssssasssanssssssessesseneesessessmesmnesens
E059: Espectros a) total e b) parcial d¢ RMN de 'H (500 MHz; D,0; dnop 4,67) da
mistura equimolar (12 mmol L") de a-CDPM € (+)-3 (€€ ~ 33%)..u.cvrrvceerecreernrirererenns
E060: Espectros a) total e b) parcial de RMN de 3C (125,5 MHz; D,0; 8ccis 96,00) da
mistura equimolar (12 mmol L") de a-CDPM € (+)-3 (€€ ~ 33%).c..ceueemcmreerrerrmrerereenne
E061: Espectro de HSQC (500 MHz; D,O; dxop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol
L) e 0-CDPM € (2)-3.uuuurvevrvenerseessnasesssssssonssesmsesesssssaseesassesesessessesesesesesesoseeseseresease
E062: Espectros a) total e b) parcial de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8op 4,67) da
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E063: Espectros a) total e b) parcial de RMN de B¢ (125,5 MHz; D;0; 8ccig 96,00) da
mistura equimolar (15 mmol L") de B-CD € (+)-3 (26 ~ 33%).....oceccmsmmsrrsssssrsesseenns
E064; Espectro de HSQC (500 MHz; D;0; duop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol
L) de B-CD € (£)-3..cvmumrmmmirmsvssssissnmseersssesssssssssssssmmsssmsssssssssssssssssssssss s s

E065: Espectros a) total e b) parcial d&¢ RMN de 'H (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da
mistura equimolar (12 mmol L) de B-CDPM € (+)-3 (€8 ~ 33%0).cccreereerceiecriisirunisrnans
E066: Espectros a) total e b) parcial de RMN de "*C (125,5 MHz; D,0; 8cci 96,00) da
mistura equimolar (12 mmol L) de B-CDPM € (+)-3 (€ ~ 33%)...vvvumrrvrenseenrsssersesenns
E067: Espectro de HSQC (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol
LY de B-CDPM € (£)-3.cuceeeeeereeeessvosessnessaesssessssessseessssssssssssassessessossssssssssasssssssssssssens

E068: Espectros a) total e b) parcial de RMN de 'H (500 MHz; D;0; Snop 4,67) da
mistura equimolar (15 mmol L) de y-CD € ()-3 (€€ ~ 33%).....uurveerrerremreereraerisessisrnses

E069: Espectros a) total e b) parcial de RMN de C (125,5 MHz; D,0; 8¢ccu 96,00) da
mistura equimolar (15 mmol L) de y-CD € (+)-3 (€€ ~ 33% ). .e.cvervricrrersreenrrmsecernesenes

E070: Espectros a) total e b) parcial de RMN de 'H (500 MHz; D>0; 8yop 4,67) da
miétura equimolar (12 mmol L) de y-CDPM ¢ (i)-3 .......................................................

E071: Espectros a) total € b) parcial de RMN de °C (125,5 MHz; D,0; 8cci 96,00) da
mistura equimolar (12 mmol L) de y-CDPM € ()=3..c.vomeecrirrieireenesesiesesssssssnssannens

E072: Titulagdo (Método de Job): espectros parciais de RMN de 'H de (a) (+)-1 (15
mmol L) e dos éomplexos B-CD/(£)-1 nas razdes (b) 3:12; (¢) 6:9; (d) 7,5:7,5;' (e)
9265 (£) 12:3..ceet e e s
E073: Titulagio (Método de Job): espectros parciais de RMN de H de (a) (2)-2 (15
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E075: Titulagio (Método de Scott): espectros parciais de¢ RMN de 'H de (a) ()-1 (15
mmol L") e dos complexos B-CD/(+)-1 nas razdes (b) 3:3 (¢) 6:3; (d) 9:3; (e) 12:3; ()
LSttt ettt e b e e eSSt er e e be et et beban s e saansnennesenne
E076: Txtulag:ao (Método de Scott): espectros parciais de RMN de 'H de (a) (*)-2 (15
mmol L) e dos complexos B-CD/(+)-2 nas razdes (b) 3:2 (¢) 6:2; (d) 9:2; (e) 12:2; ()

.
15-2 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

E077: Titulagdo (Método de Scott): espectros parciais de RMN de 'H de (a) (1)-3 (15
mmo} L) ¢ dos complexos B-CD/()-3 nas razdes (b) 3:3; (c) 6:3; (d) 9:3; (e) 12:3; ()
LS e e bbbt e s st s a b e s e st peebnatobe -
E078a: Espectro de CYCLENOE (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mistura equimolar
(15 MMOI LY 0-CD € (F)-Lourroerecoereereereeosieasereereseereessssessessseeeeeeesssssssessesesssessess e
E078b: .Espectro de CYCLENOE (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mistura equimolar
(15 0L L™ B-CD € (5)-Lerrrreooeooooeoese oo es e e
- E079: Espectro de ROESY (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mistura equimolar (15
MMOI L) A B-CD € (H)-Lu..oorreeecvecerereereseeeeeeeesoresesssssssssesssssesesssssesssesesesssiosesss s
E080: .Espectros parciais de (a) ROESY1D da mistura equimolar B~CD/(+)-1 (15 mmol
L") (espectros supenores) e (b) de RMN de 'H (500 MHz; D,0; Spop 4,67) da mesma
(primeira parte) ...................................................................................................................
E081: Espectros parciais de (a) ROESY1D da mistura equimolar B-CD/(x)-1 (15
mmol L (espectros superiores) & (b) de RMN de 'H (500 MHz; D,0; Suop 4,67) da
mesma (segunda parte) ......................................................... e res b e s esas e s
E082: Espectros parciais de (2) ROESY1D da mistura equimolar y-CD/(#)-1 (15 mmol
L") (espectros superiores) e (b) de RMN de 'H (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mesma
(PTIMEITA DAITE)...cveveerererernererasrenreersesnsearsrsserassosssorsssosessaesesssassrsssssserssesessssossesssssesossnssacas
E083: Espectros parciaié de () ROESY1D da mistura equimolar y-CD/(z)-1 (15 mmol
- L) (espectros superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D20; Suop 4,67) da mesma
(segunda parté) ...................................................................................................................

E084: Espectros de (a) ROESY1D da mistura equimolar B-CD/(1)-2 (15 mmol L)

(espectros superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D,0; Snop 4 ,67) da mesma
(PIIMEITA PATLE).....cvitiererieritrrerererereeinaeerescoetsnsssesasrasseasarsnsassessassssasssssnssnesisnsnesnshossess
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E085: Espectros de (2) ROESY1D da mistura equimolar B-CD/(+)-2 (15 mmel L)
(espectros superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8uop 4,67) da mesma
(SERUNAA PATE)...........oriricrircercsereernse et ses e eseesees s e s e e e seess st es et eeee e
E086: Espectros de (a) ROESYID da mistura equimolar y-CD/(£)-2 (15 mmol L)
(espectros superiores) e (b) d¢ RMN de 'H (500 MHz; D,O; Suop 4,67) da mesma
(PIMEITA PATLE)......cvoitieeencereiecrrasssenianssess e sses s sssessbeeseseeeseseseseessesseeee s sesee s s s s s eenes 3
E087: Espectros de (a) ROESY1D da mistura equimolar y-CD/(+)-2 (15 mmol L)
(espectros superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D,0; Suop 4,67) da mesma
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_ Introdugdo !

INTRODUCAO

A espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) é hoje uma das
ferramentas analiticas, ndo destrutivas, mais poderosas e verséteis. Esta técnica estd
solidamente embasada pelas leis da fisica e tem contribuido nfio somente para
- investigacBes de estruturas no nivel molecular ¢ dindmico, importantes na quimica e
biologia modernas, mas também para o estudo de imagens de ressonéncia magnética
resultantes da distribui¢do macroscopica de materiais, com aplica¢des diretas na
medicina, geologia etc.

Desde seu surgimento em 1945, a RMN tem sofrido inimeros
aperfeicoamentos: o uso de campos magnéticos cada vez mais altos, a aplicaééo de
- principios da transformada de Fourier, técnicas para a obtengdo de imagens, o
estabelecimento de métodos multinucleares e multidimensionais e o surgimento de
uma variedade de técnicas espectrais de alta resolugdo, juntamente com a incorporagédo
de pulsos de gradientes de campo, tudo isso combinado com o sofisticado crescimento
da instrumentagcéio e dos softwares."

Na quimica, essas inova¢des encontraram amplas aplicagBes em estudos
estruturais, conformacionais, estereoquimicos e de dindmica molecular. Um destaque
particular cabe aos estudos de difusdo molecular por RMN, os quais, atraves de
seqiiénéias de pulsos e pulsos de gradientes de campo, permitem a obtengdo de
deslocamentos quimicos de componentes de misturas sem a prévia separagdo dos
mesmos, bastando para isto que possuam coeficientes de difuso distintos. Além disso,
a associagdio da RMN as técnicas de separagdo, como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC), estd ampliando a aplicagdo da RMN
para as andlises de misturas complexas (fluidos bioldgicos, quimica combinatorial,
etc.), com ou sem a necessidade de separagdo prévia.2

Tamanho avango tecnoldgico mudou dramaticamente o conceito do que € rotina
de. RMN para os quimicos. Um exemplo disso ¢ a introdugdo de métodos

-

espectroscopicos de RMN para a determinagéo da composi¢do isomérica e excesso



enantiomérico de medicamentos por parte de alguns érgos governamentais europeus ¢
da Comissdo Européia de Farmacopéias, por serem considerados superiores aos
metodos de rotagdo 6tica especifica usados em todas as farmacopéias.’ Varios métodos
de RMN tém sido descritos como apropriados para esta finalidade, como por exemplo,
o uso de lantanideos quirais como reagentes de deslocamento, agentes quirais de
solvatagdo e procedimentos de derivagfo.”

Outra 4rea que tem evoluido vertiginosamente € a aplicagdo da espectroscopia
de RMN em estudos de quimica supramolecular. Neste campo em especial, a RMN
tem sido utilizada como uma poderosa técnica experimental para a investigacdo de
interagdes intermoleculares, providenciando evidéncias sobre a formagio de
complexos, podendo inclusive elucidar mecanismos de discriminagdo quiral. As
maiores vantagens da aplicagio de RMN neste tipo de estudos sdo:’

- fomecer informagdes individuais sobre o ambiente dos atomos de um

complexo;

- permitir a diferenciacdo entre inclusdo e outras intera¢des;

-  distinguir sinais enantiotépicos num meio quiral;

- providenciar informagBes sobre a estrutura ¢ a dindmica de complexos
intermoleculares.

Conscientes da abrangéncia e importancia da Ressonancia Magnética Nuclear

nos tépicos abordados acima, escolhemos focalizar nossa pesquisa em: '

- discrimina¢do enantiomérica de misturas racémicas e/ou enriquecidas
através de agentes quirais de solvatagio (complexos supramoleculares com
ciclodextrinas - Parte I);

- processos de derivagio para avaliagdo de excessos enantioméricos de

misturas quirais através de RMN de *'P (Parte II).
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PARTE I

DISCRIMINACAO ENANTIOMERICA COM
CICLODEXTRINAS NATURAIS E DERIVADAS
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1. CONSIDERACOES GERAIS

1.1. QUIMICA SUPRAMOLECULAR

J-M. Lehn? ganhador do Prémio Nobel em 1987, define a quimica
supramolecular como o estudo das estruturas e fungdes de supermoléculas que
resultam da ligagdo de substratos a receptores moleculares através de interacGes
intermoleculares (interagdes de van der Waals, dipolo-dipolo, transferéncia de carga,
eletrostaticas, forcas dispersivas, ligagdes de hidrogénio, efeitos entrépicos, etc.)
estendendo os efeitos cooperativos entre moléculas para as interagdes entre duas ou
mais diferentes espécies (moléculas, ions). Segundo ele, "supramoléculas estio para
moléculas e suas ligagdes intermoleculares assim como moléculas estdo para 4tomos e

suas ligacbes covalentes" (Figura 1).

QUIMICA
MOLECULAR SUPRAMOLECULAR
_ A
B\ /
s,i"tese [ RECEPTOR
(ligagdes TRANSPORTE
covalentes) /
C \ complexagiio ,
D - SUPERMOLECULA | —» CATALISE
(ligagbes
intermoleculares) "\ RECONHECIMENTO
SUBSTRATO

Figufa 1: Da quimica molecular para a supramolecular.®

Em contraste & quimica molecular, a qual esta predominantemente baseada em
ligagdes covalentes entre dtomos, a quimica supramolecular repousa em interagdes
intermoleculares, isto €, associagGes de duas ou mais estruturas, &s quais s3o unidas
por forgas intermoleculares. Essas interagdes sio o fundamento' de processos

biologicos altamente especificos, tais como a ligacdo de substratos a enzimas ou
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receptores, a formacgf@io de proteinas complexas, complexos intercalados de 4cidos
nucléicos, a descodificagdio do codigo genético, processos de neurotransmissdo e
reconhecimento celular (imunologia).’

A caracterizagdo precisa das energias e topologias das interagcBes
intermoleculares, ndo covalentes, dentro de uma arquitetura molecular definida,
permite o désenvolvimento de moléculas artificiais receptoras capazes de se ligarem
fortemente e seletivamente a substratos, formando espécies supramoleculares,
supermoléculas, de estrutura e fungdes bem definidas.’

Em adigdo aos sitios ligantes, o receptor pode apresentar sitios que transformam
0s substratos que a eles se ligam, assim o receptor se transformaria num reagente
molecular ou catalisador. Logo, as propriedades funcionais de uma supermolécula
abrangem reconhecimento molecular, cafélise (transformag@io) e transporte
(translocagdio). O reconhecimento molecular requer que um receptor e seus substratos
~ estejam em contato seguindo uma topologia  adequada e distribuida por uma grande
superficie. Dessa forma, receptores artificiais precisam conter cavidades
intramoleculares suficientemente grandes para permitir a inclusdo dos substratos, os
quais se ligariam por interagSes multiplas ndo covalentes (quimica de substrato-
receptor').6

Os estudos sobre o comportamento da inclusdo e intera¢Ses intermoleculares
entre hospedes e hospedeiros propiciam a sintese de enzimas artificiais, as quais
podem transformar eficientemente substratos em produtos diastéreo e/ou
enantiomericamente puros. As ciclodextrinas tém sido muito empregadas como
protdtipos. de novos hospedeiros e catalisadores (enzimas artificiais), devido a sua
habilidade de alojar compostos orgénicos (reconhecimento molecular) dentro de sua
cavidade quiral.® Esta habilidade conferiu a estes macrociclos um espago nobre dentro
da quimica- supramolecular, uma srea relativamente recente e em pleno

desenvolvimento.
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1.2. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) séio oligossacarideos ciclicos semi-naturais, compostos
por 6 ou mais unidades de D-glucopiranose unidas entre si por ligagdes do tipo
a(1—>4) (Figura 2). '

Figura 2: Estruturas moleculares de ciclodextrinas.

A nomenclatura proposta pela [UPAC para elas normalmente ndo é usada,
devido & sua complexidade:.8 Por exemplo, o nome oficial da B-CD ¢€ 5,10,15,20,25,30,
35-hepta-kis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,27,29,32,34-tetradecanooxaocta-
ciclo[31,2.2.238 2811 513.16 51821 923,26 528311 onatetracontano-36,37,38,39,40,41,42,43,
44,45,46,47,48,49-tetradecol. Uma nomenclatura mais especifica para os
cicloligossacarideos foi proposta por Lichtentaler e¢ Immel’ Basicamente, as
ciclodextrinas apresentam este nome genérico por serem formadas por unidades de
dextrose, antigo sindnimo de glucose, e 0 uso da letra grega € para diferenciar entre os
membros de uma série homoéloga, sendo padréo para as ciclodextrinas. Assim, a-, B-,
¥-, 0-, &-, ..., correspondem as ciclodextrinas com 6, 7, 8, 9, 10, ..., unidades de D-
glucopiranose, respectivamente (Figura 2). | ' |

A descoberta das CDs, estruturas, propriedades, produgdo e suas principais

aplica¢des podem ser conferidas nos topicos que seguem.
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'1.2.1. HISTORICO

As ciclodextrinas foram isoladas pela primeira vez em 1891, por Villiers, como
subprodutos da degradagdo do amido pelo Bacillus amylobacter. Os produtos
~ resultantes desta degradagdo foram denominados de celulosinas, porque lembravam a
celulose devido 4 sua resisténcia a hidrélise acida e propriedades ndo-redutoras.'®! "2

Em 1903, Schardinger e col. verificaram que o Bacillus mascerans, ao degradar
o amido, formava pequenas quantidades de dois produtos cristalinos, os quais eram
idénticos a duas das celulosinas de Villiers. Schardinger desempenhou um papel muito
importante na sua época, pois foi o primeiro a descrever detalhadamente sobre a
preparagdo ¢ as propriedades destes compostos, os quais passou a2 denominar de - ¢
B-dextrinas.'!

Apbs trés décadas sem avangos significativos nesta area, Freudenberg e col.'*!!
(1936-1938) fizeram importantes descobertas relacionadas as estruturas das CDs. Eles

propuseram que as dextrinas de Schardinger” eram formadas por unidades de maltose
‘ q g

contendo apenas ligagdes glicosidicas do tipo a(1¥+4) ¢ ainda descreveram o primeiro
esquema para o isolamento de fragdes puras e homogéneas. Além disso, Freudenberg
postulou que estas dextrinas cristalinas apresentavam uma estrutura ciclica.'® #

Na década de 50, uma série de trabathos de Freudenberg e French ampliaram os
conhecimentos das CDs no que se refere & produgio enzimatica, fracionamento e
caracterizagdio de suas propriedades fisicas e quimicas.'®'? Cramer e col. deram
especial énfase aos estudos sistematicos de formagio de complexos de inclusdo entre
CDs e moléculas hdéspedes, resultando na descoberta da agdo catalitica das mesmas em
algumas reacdes,’® na resolugfo de racematos’® ¢ em reactes estereoespecificas com
CDs.'®

Além disso, em 1953, Freudenberg ¢ Cramer'~ obtiveram a primeira patente

para a aplicagdo de CDs em formulagbes de farmacos, demonstrando que a

* Dextrinas de Schardinger era como os autores denominavam as ciclodextrinas na literatura do infcio do século.

¥ "The ;mthors therefore accept, reluctantly and with all reserve, the possibility of large rings"(Chem. Abst.
30:5567")
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complexag¢dio com CDs protegia substdncias facilmente oxidaveis contra a oxidagio
atmosférica, aumentavam a solubilidade de farmacos pouco soliveis e reduziam a
volatilidade de algumas substéncias.

As décadas seguintes foram marcadas por um niimero crescente de trabalhos
relacionados principalmente a capacidade de complexacdo molecular das CDs. Fatores
como a diminuigdo do custo de produgdio e a baixa toxicidade das mesmas
alavancaram exponencialmente o desenvolvimento de novas tecnologias empregando

estes macrociclos.

Hoje sdo mais de 15000 trabalhos publicados, entre resumos, artigos, livros e

~ patentes.

1.2.2. ESTRUTURA DAS CICLODEXTRINAS

Cada uma das unidades de D-glucopiranose das CDs possui uma conformacéo
cadeira rigida C-1,C-4 (Figura 2). As ciclodextrinas cristalinas agregam de 6 a 13%
de ‘4gua em sua estrutura, dependendo do tamanho do anel. As estruturas de o-
CD.7,57H,0, B-CD.12H,0 e y-CD.13,3H,0 foram determinadas por difracdo de
néutrons ¢ raios-X.!* Tanto no estado sélido como em solugdo, a conformacgéo
macrociclica das CDs corresponde a uma estrutura conica invertida, mais precisamente
toroidal. Nesta estrutura, as hidroxilas secundarias situadas nos carbonos C-2 e C-3
estdo localizadas na base superior, também conhecida como base secundéria, enquanto
as hidroxilas primérias em C-6, na base inferior ou primaria. O nimero de unidades de
glucose determina a dimens#o e o tipo de cavidade (Figura 3). A cavidade ¢ delineada
por atomos de hidrogénio (H-3 ¢ H-5) e oxigénios glucosidicos. Os pares de elétrons
ndo-ligantes dos oxigénios glucosidicos estéo direcionados para ¢ interior da cavidade,
produzindo uma alta densidade eletrdnica, conferindo assim um cardter de base de
Lewis.®'" Esse arranjo especial de grupos funcionais e a auséncia de hidroxilas livres
orientadas para o interior da cavidade faz com que esta apresente um carater

hidrofébico, enquanto a face externa um carater hidrofilico.*'"" A rigidez da estrutura
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das CDs € decorrente da formagio de ligagdes de hidrogénio intramoleculares entre as
hidroxilas secundarias das unidades adjacentes. Embora esta estrutura seja estabilizada
por ligagdes de hidrogénio intramoleculares, ela é flexivel o bastante para permitir
consideraveis desvios da sua estrutura regular, numa série de conformagdes
intercambiaveis (equilibrio rapido) por barreiras de ativagdo de baixa energia, cuja
estrutura média da estrutura apresenta simetria C, constatada através da equivaléncia
quimica dos sinais de RMN de 'H e "°C das unidades de D-glucopiranose.'® A rotaggo
completa de uma dessas unidades sobre a ligagdo C(1)-O-C(4") ndo é possivel por
razdes estéreas. Logo, os hidrogénios H-3 e H-5 encontram-se sempre situados no
interior da cavidade, enquanto os hidrogénios H-1, H-2 e H-4, voltados para o exterior
da mesma.'® Cada unidade de glucopiranose contém cinco atomos de carbono quirais e
nehhum plano de simetria, eixo imprdprio ou centro de inversdo, resultando num
macrociclo quiral. As propriedades mais importantes das CDs encontram-se

sumarizadas na Tabela 1.311-1220-21

Tabela 1: Principais caracteristicas das ciclodextrinas.

CARACTERISTICAS a-CD B-CD 7-CD
N° de unidades de glicose 6 7 8
Férmula empirica (CD anidra) CasHgoO10 CyHq035 CagHgpOs
Massa molecular (CD anidra) 972.8 1134.9 1297.1
N° de centros estereogénicos 30 35 40
Didmetro da cavidade (nm) - 0,47-0,53 0,60-0,65 0,75-0,83
Diémetro periférico (nm) 14,6 + 0,4 ' 154+ 04 17,5+ 0,4
Volume da cavidade (nm?) 0,176 0,346 0,510
Altura da cavidade (nm?) 79+ 1 79+ 1 79+ 1
Simetria C, Cs C, Cs
Forma cristalina Pratos hexagonais Paralelogramas Prismas quadraticos

monoclinicos
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Figura 3: Estrutura da B-CD e dimensdes geométricas aproximadas de a-, B- e y-CDs.

1.2.3. PROPRIEDADES DAS CICLODEXTRINAS

Como conseqiiéncia dos fatores estruturais das CDs, elas apresentam
propriedades quimicas e fisicas Unicas. Algumas das propriedades mais importantes

estdo listadas na Tabela 2.5''1%1%2!

Tabela 2: Propriedades quimicas e fisicas das ciclodextrinas.

PROPRIEDADES a-CD B-CD v-CD
Solubilidade em dgua (g/100 ml, 25 °C) 14,5 _ 1,85 23,2
Valores de pK, (25 °C) 12,33 12,20 12,08
Ponto de fusio 275 280 275

AHPGonizacan) (keal/mol) 8,36 9,98 11,22

- {alp 25°C (deg) 150,0 £ 0,5 162,5+0,5 177,4 £ 0,5

AS®ionizagaoy (kcal/mol K) -28,3 22,4 -17,6
AH®o1uca0y (kcal/motl) 7,67 8,31 7,73

»

ASsolugao) (keal/mol K) 13,8 11,7 14,7
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- As CDs sdo moderadamente ou pouco soliveis em Agua, metanol, etanol e
facilmente soliveis em solventes polares apréticos, como dimetil sulféxido (DMSO),
dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilamina e piridina, ¢ a mistura destes.
Curiosamente, a B-CD apresenta solubilidade em solugdes aquosas (1,85 g/mL) bem
inferior que as outras duas CDs (14,5 e 23,2 g/mL)."® Segundo Szejtli,'! isso ocorre
devido as ligagdes de hidrogénio interunidades (C(2)-OH -- C(3")-OH) formarem um
cinturdo secundério, deixando a estrutura mais rigida. Na molécula de a-CD, este
cinturdo formado por estas ligagdes de hidrogénio intramoleculares encontra-se
incompleto, porque uma das unidades de D-glucopiranose encontra-se torcida.
Consequentemente, das seis ligagdes de hidrogénio possiveis, apenas quatro podem
ocorrer plenamente. Ja a y-CD € a mais flexivel, logo a mais solivel das trés CDs.

Elas sdo estaveis em solugdes alcalinas. Entretanto, sdo suscetiveis & hidrolise
acida (temperatura acima de 60 °C e pH menor que 3,3), resultando em glucose e
glicosideos aciclicos.** |

A propriedade mais importante das CDs ¢ sua habilidade de formar
complexos de inclusio com uma larga variedade de moléculas héspedes
(compostos orgdnicos ou inorgdnicos, de natureza neutra ou idnica) em solugio,
discriminando n&o s6 moléculas de diferentes tamanhos como também isGmeros,
inclusive enantiémeros.'''>'*%® Esta capacidade é o resultado da unidio de todas as
suas propriedades intrinsecas: estabilidade quimica, solubilidade em meio aquoso,
hidrofobicidade da cavidade, estrutura rigida e quiralidade.

Na maioria dos casos, a formagdo dos complexos de inclusdo em solugdo é
regida por um processo de equilibrio dindmico (Figura 4), o qual pode ser

representado pela Equagdio 1, que segue abaixo:2*?

CD + S _— CD-S | (Eq. 1)



Figura 4: Representagio esquematica da formag@o de um complexo de inclusio de uma ciclodextrina
com p-xileno em solugdo aquosa (os circulos representam moléculas de agua).

A estabilidade destes complexos de inclusdo pode ser descrita em termos de

uma constante de associagdo (K,) ou dissociagdo (K4), como definido nas Equacdes 2
el

K. = [CD-S]A[CDI[S]) (Eq. 2)

Kq = 1/K, = (ICD][S])/[CD-§] | (Eq. 3)

Geralmente as forcas ligantes mais importantes envolvidas na formacgdo de
complexos, durante o equilibrio dindmico, séo:*'!

a) interacdes de van der Waals (ou interagdes hidrofobicas) entre as moléculas

héspedes e as cavidades das CDs;

b) ligagSes de hidrogénio entre grupos funcionais polares de moléculas

héspede ¢ hidroxilas das CDs.

Independente da forga das intera¢des envolvidas, a topologia ¢ a polaridade das
moléculas héspedes, o meio e a temperatura, sdo fatores determinantes para a
estabilidade do complexo de inclusdo. As conseqiiéncias das interagbes entre um
substrato (hospede) pouco solivel ¢ uma CD em uma solugdo aquosa sdo as
seguintes:’

a) a concentragdo do substrato dissolvido aumenta significativamente,

enquanto a da CD diminui;
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" b) as propriedades espectrais (RMN, UV, dicroismo circular, etc.) do substrato
s80 modificadas;

¢) areatividade do héspede encapsulado € modificada. Na maioria dos casos a

reatividade diminui, pois o substrato é estabilizado, mas em muitos casos,
as CDs se comportam como enzimas artificiais, acelerando ou modificando
rotas de reagles; |

d) a difusdo e volatilidade (no caso de substincias voldteis) do hospede

encapsulado diminuem fortemente;

€) o hospede antes hidrofébico, apds complexagdo, torna-se hidrofilico;

portanto sua mobilidade cromatografica também & modificada.

E no estado sélido, substratos complexados s3o:

a) dispersos molecularmente na matriz do carboidrato, formando um pé

microcristalino ou amorfo; _

b) protegidos efetivamente contra algum tipo de reagdo, exceto aquelas com as

hidroxilas da CD ou reages catalisadas por elas; |

¢) apresentam sublimagéo e volatilidade reduzidas & niveis muito baixos;

d) solubilizados facilmente, pois o complexo é hidrofiiico.

Enfim, como resultado da formag#o de complexos com CDs, as propriedades
caracteristicas da substdncia incluida, tais como solubilidade, reatividade quimica,
valores de pK,, difusdo, propriedades eletroquimicas e espectrais serfo modificadas.

A habilidade complexante pode também ser melhorada modificando
quimicamente as moléculas de CD.* Os grupos hidroxilicos primérios e secundarios
podem sofrer modificagdes especificas alterando as propriedades originais das CDs
nativas (solubilidade el outras). A estratégia para modificagio da CD depende da
proposta para o produto final (mono-, di-, tri- ou polissubstitui¢&o).
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1.2.4. PRODUCAO DE CICLODEXTRINAS

Como foi comentado anteriormente, as CDs s#o produtos resultantes da
degradagio enzimética do amido, um polissacarideo linear consistindo de unidades de
glucose interligadas por ligagBes glucosidicas do tipo o(l—4) e conhecido como
amilose.'"'* Esse processo ocorre devido a agdo da ciclodextrina glucosil transferase
(CGTase), um tipo de amilase capaz de romper um segmento do amido hélice e unir as

duas porgdes terminais deste fragmento resultando numa molécula ciclica (Figura
5).12

enzima CGTase ~
——— Ny

amido oligossacarideos ciclicos e aciclicos

Figura 5: Degradagdo do amido por enzimas CGTases resultando numa mistura de oligossacarideos
ciclicos € aciclicos.

Atualmente, a engenharia genética tem providenciado enzimas mais ativas, ¢
provavelmente, no futuro, a maioria destas enzimas deverdo ser usadas na produgéo
industrial de CDs. Os principais microrganismos conhecidos contendo CGTases sdo o
Baccillus mascerans, B. megaterium, B. stereothermophilus, B. circulans, Krebsiella
pneumoniae M5, K. oxytoca e Alkalophylic bacillus N° 38-2.""12

A preparagdo das ciclodextrinas compreendem as principais fases:>*

a) cultivo do microrganismo que produz a enzima CGTase;

b) separagdo da enzima do meio de cultura, concentragdo e puriﬁcagﬁo;
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¢) . preparagdo do amido: liquefagio a temperatura elevada e pré-hidrdlise para

reduzir sua viscosidade;

d) conversdo enzimatica do amido pré-hidrolisado para uma mistura de

oligossacarideos ciclicos e aciclicos;

e) separaciio das CDs da mistura, purificacdo e cristalizagéo.

Como as enzimas nunca separam fragmentos especificos durante a conversido
do amido, as CDs resultantes contém entre 6 e 12 unidades de D-glucopiranose por
anel. No entanto, as principais fragdes contém o-, B- € y-CDs, sendo que, a quantidade
relativa das mesmas depende do tipo de enzima empregada ¢ também pode ser
influenciada pela adigfio de compostos orgénicos.'® O isolamento de uma ciclodextrina
particular ¢ conseguido pela adigéo seletiva de agentes de precipitagdo. Uma vez que
véarias CDs sdo interconvertidas por CGTases, o produto final principal serd aquele
continuamente removido por precipitagéo seletiva. Assim, por exemplo, a adigfio de 1-
| decanol, tolueno e cicloexadec-8-en-1-ona favorecem a obtencgio de a-, B- e y-CD,
respectivamente. |

Apesar de existirem relatos de sinteses de CDs,” esses processos de obtengdo
sd0 invidveis diante do sucesso dos processos de biotransformagfo (nimero de etapas,
custo, rendimento). Menos comum ainda € o isolamento de ciclodextrinas naturais. No
entanto, ha um caso na literatura®® de trés derivados exéticos de CD, isolados de uma
alga azul-esverdeada, a Tolypothrix byssoidea, consistindo numa mistura de 2:1:1 de

varias O-acetil-O-butinil-O-carbamoil-0,0-dimetil-a-CDs.

1.2.5. APLICACOES DAS CICLODEXTRINAS

Praticamente todas as aplicagdes das CDs estdo relacionadas a sua capacidade
de complexagd@o. Aliados a esta propriedade Unica de complexagfio, o baixo custo
(obtengdo a partir de fonte renovavel, o amido) e a biodegradabilidade destes
cicloligossacarideos, térh estimulado muito a pesquisa, levando a utilizagdo dos

28.-29

mesmos em quimica analitica,”**’ biomimética®®?’ e na industria'>* (Figura 6).
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CH,0
volatilidade solubilidade
estabilizacfio
compatibilizacio catdlise

Figura 6: Espectro de aplicabilidade das ciclodextrinas correlacionado com suas propriedades.

1.2.5.1. APLICACOES ANALITICAS

As CDs ¢ seus derivados t€m sido muito utilizados em varios campos da
quimica analitica, principalmente em separa¢des analiticas 27’ A influéncia que as
CDs exercem sobre as propriedades espectrais das moléculas hospedes complexadas,
devido a alté densidade eletronica existente dentro da cavidade das CDs, que pode
mobilizar os elétrons das moléculas hospedes inclusas, levou-as a serem aplicadas
como reagente em varias analises espectroscopicas no UV-visivel, de fluorescéncia e
fosforescéncia e RMN.?

Na espectrometria de luminescéncia molecular, 2 maioria dos compostos

apresentam forte fluorescéncia ou fosforescéncia’® em solventes organicos, mas fraca

* fluorescéncia: é a emissdo de radiagdo acompanhando a desativagio de espécies excitadas para um estado de
menor energia de mesma multiplicidade (8, — S;; T = T,; S, significa o estado singleto excitado e S, ©
fundamental; T, o estado triplete excitado de maior energia € T, 0 de menor ) através de um processo spin-
- permitido. A emissdo estd associada a passagem de um estado singlete excitado para um estado singlete
fundamental (~ 10"'% 5).%" '

fosforescéncia: é a emissdo de radiagio acompanhando a desativagiio de espécies excitadas para um estado de
menor energia de diferente multiplicidade (T, — S,) através de um processo spin-proibido. A emissdio esta
associada com a passagem do estado triplete excitado para um estado singlete fundamental (entre 10™ a alguns
segundos).”
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luminescéncia em dgua. Com a adig@o de CDs, a formagiio de complexos em solugdo
aquosa aumenta significativamente as propriedades luminescentes do héspede, devido
a protecdio da cavidade do macrociclo que se comporta similarmente a um solvente
orgdnico, além de proteger o estado singlete fluorescente ou o estado triplete
fosforescente dos substratos contra ligantes externos.”’ Um entre muitos exemplos & o
caso do 1-anilino-8-sulfonato-naftaleno,” fortemente fluorescente em solventes
organicos, mas com fluorescéncia negligivel em solugdes aquosas. No entanto, em
uma solug@o com B-CD, a fluorescéncia do mesmo aumentou cerca de 10 vezes.

Em RMN, as CDs podem ser utilizadas como agentes quirais de solvatacdo. As
andlises de misturas enantioméricas por RMN empregando CDs tém vantagens
distintas sobre métodos de derivagio e de deslocamento quimico com lantanideos
quirais:*

-  sdo soluveis em D,O e podem ser aplicadas diretamente a enantibmeros

soliveis ou parcialmente soluveis;

- ndo provocam efeitos de alargamento de sinais de ressondncia de

hidrogénio;

- possuem faixa de deslocamento quimico de hidrogénio estreita, entre 3,4 e

5,2 ppm, permitindo um fécil estudo de substincias que apresentam
deslocamentos quimicos fora desta faixa.

Em quimica analitica, as CDs e seus derivados tém recebido aten¢o especial no
campo das separagdes cromatograficas.?’ Este interesse deriva do fato delas
constituirem um material cromatografico enantiosseletivo. A parti¢io ¢ a ligagéo de
muitas moléculas orgénicas hidrofébicas e hidrofilicas com a cavidade quiral da CD
podem ser muito mais seletivas do que com um simples solvente ou uma fase
estaciondria tradicional. Por esta razéio, CDs e derivados encontraram ampla utilizagio
em separagdes tipicamente dificeis, como enantidmeros, diastereoisdmeros, isdmeros
estruturais e geométricos, sendo aplicados a todos os tipos de métodos de separagio
(CG, CCD, CLAE, EC).ZO Desta forma, sdo constantemente utilizadas como fases

* Estrutura em anexo.
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‘estaciondrias quirais de colunas para CG* e CLAE™ ou como fases méveis quirais na

forma de solugdo eluente para CLAE® ¢ EC.**%

1.2.5.2. APLICACOES BIOMIMETICAS E CATALITICAS

O conhecimento basico das ligagSes e das catélises enziméticas associado as
propriedades das CDs (cavidade hidrofébica de tamanho apropriado, sitios para a
introdugdo de grupos cataliticos at juxta posig¢des e satisfatoria solubilidade em agua),
tém levado ao desenvolvimento de modelos simples de enzimas artificiais, numa
tentativa de mimetizar reagdes biologicas mais especificas.”®

Ciclodextrinas simples sfo capazes de promover rea¢des de substituigéio
aromatica seletiva, como a cloracio de um substrato aromitico complexado, com
seletividade maior do que a observada para uma enzima que catalisa este mesmo tipo
de reagdo (Figura 7a).%¥ Outro exemplo muito interessante ¢ a complexagdo com dois

tipos de substratos juntos, catalisando uma reag@o de Diels-Alder (Figura 7b).3

Cl—g

_ a) : OH Qa
1 - 1 _
Q \X Z/ \X% @
H,0 ?
' OCH; .\ OCH;

Figura 7: (a) Mecanismo da cloragfo catalisada do anisol dentro da cavidade de «-CD, com controle
geométrico, formando o p-cloroanisol, em contraste & ortho e para cloragio na auséncia de

ciclodextrina; (b) A ligagdo de um dieno com um diendfilo dentro da cavidade de 3-CD promovem a
reagdo de adigéio de Diels-Alder.

-Além disso, existem exemplos de CDs com grupos substituintes ligados a ions
metalicos que promovem reagdes cataliticas.”®*2*° Um deles pode ser o dimero de B-CD
que, complexado com Cu(Il), constitui catalisador eficiente para a hidrdlise de ésteres,

como pode ser avaliado na Figura 8.
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Figura 8: Dimero de B-CD complexado com Cu(II) catalisando efetivamente a hidrélise do éster.

Da mesma forma que muitas enzimas utilizam coenzimas para promoverem
reagdes cataliticas especificas, tais grupos podem ser sintetizados e conectados as CDs,
criando assim enzimas-coenzimas artificiais, onde a cavidade hidrofébica da CD atua
como o sitio ativo da enzima que complexa com o substrato, enquahto a porcdo
funcionalizada age mimetizando uma coenzima. Na literatura,?®*° ha muitos exemplos
destas enzimas-coenzimas artificiais, como o de ciclodextrinas funcionalizadas com
grupos que mimetizam o pirofosfato de tiamin_a‘" (coenzima responsavel pela
descarboxilagfio de o-ceto-4cidos), fosfato de piridoxamina® (coenzima responsavel
pela transaminagéo e outras transformagdes de amino-acidos), vitamina B, (coenzima
B»)* e outras.

As B-CDs funcionalizadas com bis-imidazol mimetizam a enzima ribonuclease
A que cliva RNA através do funcionamento cooperativo de uma base imidazol e o
hidrogénio 4cido de um imidazdlio idnico, atuando como um catalisador 4cido-base
para a enolizagdo de cetonas.* Desta forma, o acetaldeido da Figura 9, na presenga de
uma PB-CD. bis-imidazol, sofreu uma condensagdo ald6lica intramolecular e
subsequente desidratacdo, através de uma catalise bifuncionalizada.

Enfim, a catilise biomimética corresponde a uma das aplicagdes mais nobres

com as CDs.
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Figura 9: Enoclizagdo de cetona catalisada por P-ciclodextrina bis-imidazol. Exemplo de reagdo
~ aldélica intramolecular catalisada pela mesma CD dissubstituida com indugfio assimétrica do centro
quiral seguida de subsequente desidratacéo.

1.2.5.3. APLICACOES NA INDUSTRIA

Na industria, as CDs sédo utilizadas principalmente na alteraé?io da solubilidade
de compostos hospedes, estabilizagio contra os efeitos da luz, calor e oxidagdo,
mascaramento de efeitos fisiolégicos ndo desejados, redugdo de volatilidade e outros.
Erh algumas aplica¢Bes, mais de um beneficio pode ser obtido através da complexagio
do substrato com CDs.

Na industria farmacéutica.,“”46 CDs e seus derivados tém sido utilizados na
formulagdo de farmacos como aditivos auxiliares formando complexos de incluséo
com 0s mesmos ¢ agindo como solubilizantes, diluentes ou ingredientes de
comprimidos, melhorando assim as propriedades fisicas e quimicas ou aumentando a
biodisponibilidade de compostos pouco soldveis.

Elas também tém sido utilizadas nas inddstrias alimenticias e de cosméticos
para a estabilizagio de sabores e fragrincias ou na elimina¢do de odores néo

| desejados.”’
| - Na industria quimica, as CDs sdo utilizadas como catalisadores para melhorar a

seletividade de reagdes e purificagdo de produtos em escala industrial.



22 Parte I: Discriminagio enantiomérica com ciclodextrinas naturais e derivadas
L T e NG

As CDs também podem ser aplicadas na drea de pesticidas em formulagdes de
herbicidas, inseticidas, fungicidas, repelentes e reguladores de crescimento de
plantas.*® A utilizaggo do encapsulamento molecular de pesticidas por CDs usualmente
visa: a modificacio das propriedades fisico-quimicas dos pesticidas (solubilidade,
volatilidade, odores, etc.); melhoramento da estabilidade no sentido fisico e quimico;
aumento da biodisponibilidade de pesticidas pouco soliveis e adsorviveis; reducdo de
polui¢do ambiental causada pela super dosagem de pesticidas nos campos.

Novas aplicagdes das CDs nas 4rea de protegdo ambiental, biotecnologia ¢ em

Varios outros ramos industriais deverdo surgir num futuro préximo.*’

1.3. APLICACAO DE RMN NO ESTUDO DE COMPLEXO0S COM
CICLODEXTRINAS

O estudo de complexos de CDs por RMN*® foi iniciado por Demarco e
Thakkar,”" que observaram variagdes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-
3 e H-5, ambos localizados no interior da cavidade da a-CD, na presenca de substratos
aromaticos, atribuidas ao efeito anisotropico do anel aromético. No entanto, os
hidrogénios localizados na parte externa da cavidade (H-1, H-2 e H-4) praticamente
ndo foram afetados. A partir destas constata¢des eles inferiram a ocorréncia de
inclusdo de moléculas hospedes dentro da cavidade do hospedeiro.

A partir deste trabalho pioneiro, a espectroscopia de RMN se tornou a
ferramenta mais poderosa para o estudo da formagio de complexos de inclusdo entre
ciclodextrinas e uma variedade de moléculas hospedes. Inicialmente, as investigacdes
eram realizadas apenas em solugSes ¢ por RMN de 'H, mas com o advento de
seqiiéncias de pulsos ¢ equipamentos de RMN mais modernos, outros experimentos e
nicleos como °C, F, "N e *'P tém sido utilizados para sondar a formacgdo de
complexos de inclusgo, inclusive RMN no estado s6lido.* O principal motivo para a

utilizac8o de técnicas de RMN para a investigagio de complexos de CDs € o interesse

-
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em entender as forcas dirigentes ¢ os modos de ligaglio destas associagdes ndo
covalentes e entdo fazer o uso destes fatores para novas aplicagdes.

Uma caracteristica estrutural tipica da RMN de 'H ¢ o deslocamento quimico
dos sinais dos hidrogénios induzidos por complexagéo, os quais estdo localizados no
interior da cavidade da ciclodextrina. Quando estes sinais sofrem algum tipo de
variagdo (efeitos de protegdio ou desprote¢do) na presen¢a de uma molécula hospede,
significa que, de alguma forma, este hdospede estd perturbando a regido interna do
macrociclo. Logo, esta anélise pode dar uma
primeira indicagdo sobre a natureza das

interagdes hospede-hospedeiro,” fornecendo _CH,OH

informagdes sobre a natureza da inclusdo e os HOSPEDE

sitios de complexacdo (Figura 10). Segundo —CH,OH

Greatbanks,” quando A8 H-3¢p > Ad H-5¢p

v/

ocorre inclusdo parcial do hospede dentro da

cavidade da CD e no caso inverso, AS H-3cp [Figura 10: Complexagio entre héspede e
hospedeiro
< Ad H-5¢p, a inclusdo ¢ total. Assim, os

~ valores das mudangas (varia¢des) dos deslocamentos quimicos (Ady) observados em
uma série de CDs, ap6s a inclusdo de um mesmo hospede, refletem tanto o grau de
proximidade intermolecular quanto a forga de associagao.

Quando substratos racémicos sdo complexados com CDs, ha a formagdo de
complexos diastereoisoméricos, devido ao ambiente quiral da cavidade hidrofébica.*
Dessa forma, as CDs se comportam como agentes de solvatag@io quiral convertendo
misturas racémicas, cujas ressonancias dos nicleos sdo isécronas, em misturas
diastereoisoméﬁcas, cujas ressonéncias dos nuicleos s@o anisdcronas. As diferencas dos
deslocamentos quimicos dos complexos diastereoisoméricos formados com cada um
dos s‘éus enantidmeros (+) e (—) podem ser utilizadas em andlises quirais e
determinacio de excessos enantioméricos, neste Gltimo caso através da intensidade dos

sinais de ressondncia de cada enantidmero discriminado.**

-
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Uma metodologia muito empregada no estudo de complexos de inclusdo
envolvendo CDs e substratos é a andlise das interagbes dipolares através do efeito
Overhauser nuclear (nOe). Os experimentos de diferenca de nOe, NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy) ou ROESY (Rotating Frame Overhauser Effect
Spectroscopy), aplicados ao estudo de complexos com CDs podem revelar uma
associagdo supramolecular. O principal requerimento para a observagio de um nOe
intermolecular entre duas espécies de um complexo é que a concentragio da espécie
complexada seja suficiente para possibilitar a observagio da relaxagdo cruzada entre
os nicleos de interesse durante o tempo de vida do complexo, uma vez que o nOe ¢
um efeito relativamente pequeno.> Entretanto, a aplicagdo de métodos de diferenca de

- nOe homonuclear convencionais € limitada, pois a razdo de relaxagfo cruzada depende

do produto de T, (tempo de correlagio para reorientagdo molecular) e w, (freqiiéncia

de Larmor do nticleo).>>*

Quando o produto w,7, = 1, os efeitos de nOe sdo muito
pequenos, praticamente nulos (Figura 11a). Isso normalmente ocorre em situagdes
onde as substincias analisadas apresentam tamanhos intermediarios (500 a 2000 Da)
ou mesmo moléculas pequenas em liquidos viscosos.”” No entanto, experimentos com
trava de spin (spin-lock), tais como ROESY (uni e bidimensionais) transpdem esta
barreira, pois a relaxagdio cruzada € positiva para todos os valores do tempo de
correlagdio rotacional, isto ¢, ¢la € praticamente a mesma que aquela encontrada para
pequenas moléculas no experimento de NOESY (Figura 11b).

Outra metodologia importante € a titulag&o por RMN através dos deslocamentos
quimicos induzidos por complexagdio, a qual é freqiientemente utilizada para a
determinacgio de constantes de associagdo e estequiometria de complexos de incluséo
com CDs. Este experimento consiste em medir as mudancas de deslocamentos
quimicos em funcdo da concentragio das espécies (soluto e seletor) em solugfio e tem,
comparado com a maioria dos métodos de determinagio de constantes de equilibrio, a
vantagem de fornecer vérios sinais independentes para a avaliagdo das constantes de
associaic;ﬁ_o (Ko). Segundo Schneider,”® esta metodologia apresenta resultados

confidveis quando o grau de complexagdo situa-se entre 20 e 80%.
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Figura 11: Dependéncia do (a) nOe homonuclear entre hidrogénios em relagdo ao produto da
freqiiéncia de ressonéincia (w,) e o tempo de correlagdo molecular (z.); (b) efeito ROESY para
sistemas homonucleares em relagdo ao produto w,z,

Os métodos mais comuns empregados para a determinacio da estequiometria de
complexagio sdo: a) variagdo continua de um dos componentes®® e b) variagdo
continua de ambos componentes (Método de Job).”*® O primeiro método consiste em
observar o comportamento dos deslocamentos quimicos (A8} dos hidrogénios
internos da CD em solugdes distintas perante a variagdo da razdo molar de soluto em
relagdo ao seletor quiral, cuja concentracdo se mantém constante. Pela observagio de
Ay € possivel avaliar a estequiometria através de um grafico (Adqys versus razio
molar). O ponto estequiométrico € atingido quando A, permanece constante, de
forma anédloga a titulagdo de pH (Figura 12a).>® No método de Job, as concentraces
de ambos componentes (héspede e hospedeiro) variam continuamente enquanto a
soma total das concentra¢des permanece constante e, da mesma forma que no método
anterior, a partir de dados racionalizados em grafico (rAd,,s versus r; onde
r=[soluto]/([soluto} + [CD])) observa-se o ponto estequiométrico, o qual é atingido
quando a variante y (rAd,,) do mesmo atinge o valor maximo. Pelos grificos
representativos  apresentados a seguir pode-se visualizar as principais razdes
estequiome’tricas ([soluto)/{CD] = 1:2; 1:1; 2:1), empregando ambos 0s métodos RMN

mencionados (Figura 12).
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Figura 12: Titulagio por RMN de 'H: (a) método com variagdo continua de um dos componentes e
(b) método de Job.

Um método de titulagdo por RMN muito utilizado para calcular as constantes de
associag@o aparente de complexos em equilibrio € aquele que emprega a equagdo de
Benesi-Hildebrand®' modificada por Scott®® (Equagdo 4), o qual tem sido adaptado
por muitos autores para o estudo de complexos de inclusdo com CDs.>”%° Nesta
equacdo temds:

D] _ _[cD] , _ 1 (Eq. 4
Adops Ad Kap Ad,

onde, [CD] € a concentragio molar do seletor quiral, ASy, € a diferenca de
deslocamento quimico observada para uma dada concentragdo [CD]; A8, ¢ a diferenga
de deslocamento quimico entre uma amostra pura do complexo a saturagio e o
componente livre.

Através da equagio dareta y = ax + b do grafico [CD}/A84, versus [CD] pode-
se estimar o valor da constante de associagfio aparente, K,,, considerando que o
coeficiente angular da reta, a, & igual a 1/AS, € a interseéﬁo da reta com o eixo vertical
(eixo y), ou seja a constante b, igual a (KapASC)'l.

Uma técnica ainda pouco explorada em estudos com CDs, mas que vem

ganhando popularidade na investigag#o de interagdes intermoleculares e determinacdo
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de razdes de ligagdo ¢ a espectroscopia de RMN por difusgo.5>%* Nesta técnica, todas
as medidas de difusdo por RMN sdo baseadas no fato que o coeficiente de difusdo
pode ser calculado a partir da atenuagéo do eco de spin se a amplitude e a durag¢do do
gradiente do campo magnético forem conhecidos. Maiores informagdes sobre a técnica
de difusdo serdo dadas no topico seguinte. Com relagfio a sua aplicagfio para averiguar
a formagéo de complexos de inclusdo ainda ha poucos registros na literatura. Alguns
experimentos de difusdo de complexos com CDs tém sido realizados por Gafni &
Cohen,’ empregando uma versdo unidimensional de spin-eco de gradiente pulsado
para avaliar constantes de associagdo ¢ difus3o de enantidmeros da anfetamina,
efedrina e propanolol” na presenga de derivados de CDs em solugo.* Stilbs e col.®’
também t€m aplicado esta metodologia para investigar as constantes de associagdes de
complexos com CDs. Larive e col.®® utilizaram uma versio bidimensional (DOSY-
Diffusion Ordered Spectroscopy) para examinar o efeito da formagfo de complexos de
inclusdo de B-CD so_bré a constante de equilibrio cis-trans da fenilalanilprolina® em
solugdo aquosa. Eles mediram os coeficientes de difusdio seletivafnente para ambos
isbmeros e também para B-CD, onde verificaram uma preferéncia pela formagdo do
complexo B-CD/isémero cis ¢ ainda determinaram as constantes de dissociagfio dos

isbmeros.

1.4. ESPECTROSCOPIA DE RMN DE DIFUSAO

Os movimentos moleculares e, em particular, a difusdo molecular de liquidos,
podem ser estudados por medidas de tempos de relaxagdo de spin nuclear, uma vez
que estes dependem do tempo de reorientagdo molecular e, portanto, dos seus
processos de difusio.® Os dados de difusdo fornecem informagdes detalhadas e
facilmente interpretadas sobre a organiza¢do molecular ¢ estrutﬁras presentes em fases
(liquida, gasosa, solida). As razdes de difusdo sdo muito sensiveis a mudangas
estruturais ¢ fendmenos relacionados a ligagio e associagdo, em particular para

. . 70
sistemas coloidais ou macromoleculares em solugéo.

* estruturas em anexo.
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1.4.1. PRINCIPIOS DE DIFUSAO POR RMN

Nos experimentos de RMN, os spins nucleares precessam sobre o campo
magnético a uma freqiiéncia definida por sua identidade quimica e seu ambiente
eletrdnico local. Considerando que a n3o homogeneidade do campo magnético pode
ser ignorada, todos os spins experimentam um campo magnético idéntico, apesar de
estarem dispersos por toda a amostra. A aplicagéo de um gradiente de campo tem o
efeito de produzir a forga de um campo magnético linearmente dependente da posicao.
Antes da aplicagdo de um pulso de gradiente, todos os spins tém uma fase coerente.
Sob a influéncia de um pulso de gradiente (eco de spin)®, a fase de spins individuais
torna-se independente de sua posi¢éo transversal ¢ os spins ficam, portanto, com a fase
espacialmente codificada. Considerando que a difuséo translacional nio ocbn'a, esta
fase espacial codificada € totalmente reversivel pela aplicagdo de um segundo
gradiente de polaridade inversa e n3o deverd ocorrer diminui¢do do sinal de RMN.
Entretanto, o segundo pulso de gradiente nfio serad habil para realinhar as fases dos
spins que sofrem difuso translacional e o sinal resultante devera aparecér atenuado. A

intensidade do sinal de RMN no experimento de PFG-NMR ¢ descrito por®%*:
I=1, exp[-D (4 - &3) ¢*] (Eq. 5)

onde / e ], sdo as intensidades do sinal de RMN na presenca e na auséncia de pulsos de
gradiente externos, respectivamente; D € o coeficiente de difuséio; 4 € o tempo sob o
qual € permitido ocorrer a difusdo translacional; g € a area do gradiente de campo (g =
120, sendo y a constante magnetogirica; g ¢ é a amplitude e a dura¢do do gradiente de
pulso, respectivamente.

Para a ressonédncia de sistemas em que néo hé troca quimica, o coeficiente de
difusdo D pode ser obtido diretamente por uma forma exponencial da intensidade / da
equacggo 5.. Se houver troca quimica para uma razio que seja rapida relativa a 4, o
coeﬁcienté de difusdo observado (D) refletird uma méciia ponderada dos coeficientes

das populagbes das espécies em troca, de acordo com a equagfio que segue:*”"!

Dobs =.f;:ompl Dcomp] +.ﬁivre Dlivre f (Eq 6)
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Aqui € assumido que a troca ocorre entre um estado livre e complexado e a
fracdo do ligante em quaisquer dos estados, livre ou complexado, € representada por
Siive OU feompl. A fragdo do ligante complexado (feompt) € a constante de associagio (K)
podem ser calculadas pelas equagdes 7 e 8, respectivamente.5””!

Jeompt = (Dops — Diiyee) (D eompt = Dhiyre) (Eq.7)
K= feomp/(1 = feompt) (IR] — feompi [S)) (Eq. 8)
onde [R] e [S] sdo as concentragdes totais do receptor e do substrato, respectivamente.

Os coeficientes de difusdo (D) tipicos em sistemas liquidos a temperatura
ambiente variam de cerca de 10? (moléculas pequenas em solugdes ndo viscosas) a

102 m%s (polimeros densos em solugdo).”

1.4.2. METODO DE ECO DE SPINS

O experimento de eco de spin ¢ a base das medidas de difusdo por RMN, uma
vez que o mesmo envolve a refocalizagdo da magnetizacio em campos nio
homogéneos, um processo que é extremamente sensivel a0 movimento translacional
de spins.* Os ecos de spin (Figura 13) foram descobertos por Hahn,”* o qual
interpretou varios efeitos a respeito dos mesmos, um deles o efeito de difusdo sobre as

amplitudes de eco em campos magnéticos nio homogéneos.

eco de
spin
90°x 180% P
puisos Jege—— T >I¢ T 7[ \
de RF I : ‘
21 tempo

Figura 13: Seqiiéncia de eco de spin.

Em sua forma bésica, o experimento visava a determinacdo do tempo de
- relaxagfo spin-spin (T,). Entretanto, esta seqiiéncia nem sempre permite determinar
corretamente o valor de T, devido a difusio molecular conjugada com a nio

homogeneidade do campo magnético B,. Na verdade, a perfeita refocalizagio de todos
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0s momentos magnéticos individuais a z segundos apds o pulso de 180° s6 ocorre se

cada nucleo s¢ mantiver sob a agdo de um campo B, constante durante o tempo 27 do

experimento.*’ Se a difusdo molecular provocar o movimento dos niicleos duma regido

~dum campo homogéneo para outra (Figura 14), esta refocaliza¢do ndo € perfeita e a
amplitude 4 do eco obtido ¢ reduzida para

A (27) « exp [-Q4T,) - 2/3 (#G* D)} (Eq. 9)

onde y € a constante magnetogirica, G o gradiente do campo magnético B,

(inomogenidade de campo) e D o coeficiente de difusdo.

1 o)
movimento aleatério ]

, 0 : A
das espécies entre C\ e Regidio do tubo de ressondncia
regiGes homogéneas | exposta a magnetizagdo.
e ndo homogéneas i I

..... AN

Figura 14: [lustrag@o hipotética do movimento molecular das espécies na regido sob magnetizag3o,

Deste modo, devido a difusdo, a amplitude do eco ja ndo decai
exponencialmente com o tempo. Devido 4 dependéncia de 7, o efeito da difusdo é
particularmente pronunciado para valores elevados de 7, afetando principalmente as
medidas de valores de T, longos. Em principio, D pode ser medida pela variagdo de G

e 7. Porém, na prética a gama de valores de D mensuraveis por este método encontra-

se limitada por vérios fatores:*

- ¢ muito dificil obter experimentalmente valores de 7 inferiores a 50 ps;
- o gradiente de campo magnético G, que deverd estar sempre presente, ao

tomar valores muito elevados provoca um grande alargamento do eco
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obtido, com consequente diminui¢do da sua amplitude e da razdo-ruido, e
aumento da dificuldade de deteccio.
Com a finalidade de resolver estas dificuldades e alargar a gama de valores de
D mensuréaveis, o experimento de eco de épin foi melhorado significativamente na

forma de eco de spin com gradientes de campo pulsados. A idéia basica foi relatada

por McCall e col.,”

enquanto que a metodologia, primeiros experimentos e analise
detalhada foram apresentados por Stejskal e Tanner.”* O experimento basico estd
ilustrado na Figura 15. Este método permite registrar as posi¢des dos nucleos com o
primeiro gradiente ¢ medir a extensdo de seus movimentos no intervalo 4 entre os dois
gradientes de campo pulsados, com o segundo gradiente. Como pode-se notar pela
Equacdio 10, apenas a difusdo que ocorre no intervalo A entre os gradientes é

importante na determinagio da amplitude do eco (4(27)).%

AR YAWO)] = - (o2 £ AD)] ~ (Eq.10)
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Figura 15: Seqiiéncia de eco de spin com gradientes de campo pulsado.

Este experimento tem duas grandes vantagens sobre o método de gradiente
constante:
- é possivel medir D em um largo intervalo de valores;
- 0 tempo durante o qual a difus8o € observada € bem definido, portanto os
valores de 7, permanecem constantes, ndo prejudicando a analise.
Todas estas vantagens sdo bem conhecidas e quase todas as medidas de difuséo
por RMN s#o realizadas atualmente com alguma forma de experimento de gradiente

pulsado. Entretanto, uma desvantagem € que experimentos com gradientes pulsados
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precisam de pulsos de corrente que inevitavelmente produzem calor, vibragdes ¢
correntes de voértice, fatores que podem causar variagdes nas medidas dos coeficientes
de difusdo.

Varias modificag3es a técnica de eco de spin com gradientes de campo pulsados
foram sugeridas, testadas e utilizadas para investigagdes de transporte molecular
durante as ultimas quatro décadas.*** Uma delas ¢ o eco de spin estimulado, que
consiste em uma seqiiéncia de trés pulsos de 90° combinando inversio/recuperagio
com o experimento de eco de spin com gradientes de campo pulsado (Figura 16).5%
A vantagém desta seqiiéncia € que o tempo de evolugdo transversa para a
magnetizagdo pode ser reduzido. Isto € especialmente importante quando 7, é
pequeno, mas também pode ser usado para minimizar os efeitos de modulagio de J.
No entanto, quando os tempos de relaxagio T) ¢ T sdo iguais, a amplitude do eco é
diminuida por um fator de 2 em relagio ao eco de spin, constituindo uma desvantagem
neste experimento. Em geral, as vantagens do eco de spin estimulado superam uma
possivel perda de intensidade de amplitude e é considerado um método padrdo para
medidas de difus3o.”

eco de spin
estimulado
90°x 90°x 90°x
pulsos
| Y\
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Figura 16: Seqiiéncia de eco de spin estimulado.

Hé muitas outras modificagdes e adaptagSes nas seqiiéncias basicas, sempre
mantendo a esséncia dos ecos de spin, as quais tornaram possivel a aplicagio desta
metodologia para misturas e sistemas mais i:omplexos.‘53
Experimentos de eco de spin com gradientes de campo pulsado com

transformada de Fourier (FT-PFG) demonstraram que informagdes sobre difusio e
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fluxo podem ser descodificadas dentro de um conjunto de dados de alta resolugdo,
conferindo a técnica o status de ferramenta anali_tica.75 A RMN de alta resolugdo ¢
altamente seletiva porque retrata ambientes locais dos nficleos, isto €, interagdes em
extensbes pequenas (séries, cadeias). Contudo, a RMN néo € sensivel a interacles em
extensdes longas (séries, cadeias grandes) de nticleos e ¢ afetada apenas indiretamente
pelos tamanhos e cargas de macromoléculas e agregados moleculares. Assim, a RMN
ndo ¢ particularmente boa para a andlise de misturas complexas. Entretanto,
propriedades hidrodindmicas dependem do tamanho e carga, e os experimentos de
ecos de spin com alta eficiéncia abrem uma porta para a aplicacfo desta informacio
em andlises de RMN. De um modo especial, a versdo bidimensional deste experimento

(RMN ordenada por difusdo - DOSY) envolve a andlise e a visualizagio dos dados
 obtidos nos experimentos de FT-PFG, correlacionando intensidade de sinais de RMN

com larguras ou 4reas de pulsos de gradiente.**

1.4.3. DOSY

A metodologia de ecos de spin com gradientes de campo pulsados (PFGSE)
vista anteriormente pode ser estendida dentro de um formato multidimensional pelo
incremento da amplitude do gradiente de campo (g) e/ou de sua duragdo (6)°%, onde
o conjunto de dados resultantes pode ser processado e mostrado como uma matriz bi
ou tridimensional, com coeficientes de difusfio locados ao longo de um dos eixos.
Assim, Morris e Johnson’® desenvolveram em 1992 a espectroscopia de RMN
ordenada por difusdo (DOSY - Diffusion Qrdered Spectroscopy), uma metodologia
analiﬁca nfio invasiva, capaz de discriminar e caracterizar simultaneamente
componentes diferentes de uma mistura. Este método combina pulsos de gradiente de
campo (ecos de spin) com esquemas de inversdo de dados gerando um visual
bidimensional em que o espectro de RMN convencional dos deslocamentos quimicos é
mostrado em uma -dimensﬁo enquanto a outra dimensdo mostra o "espectro" dos

coeficientes de difusdo (Figura 17)".
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Figura 17: Espectro de DOSY (‘H, 500MHz, CGSTESL, 30°C) de uma mistura de alcoois (2 =
metanol; 3 = alcool alilico; 4 = isopropanol; 5 = n-butanol; 6 = t-butanol; 7 = élcool benzilico) e
sacarose (8) em agua deuterada (1 = HOD). Projegdo do “espectro de difusdo™ (m?/s) em F1 e projecdo
do espectro de RMN de 'H (ppm) em F2.

Ao contrério da técnica de espalhamento de luz e outros métodos classicos para
a determinaciio dos coeficientes de difusfio, DOSY detecta todos os componentes que
apresentam nucleos ativos em RMN (normalmente 'H), indiferente de seus tipos,
utilizando-se da seletividade de RMN para distinguir espécies moleculares’”’. Além
disso, as intensidades dos sinais s&o proporcionais ao nimero de hidrogénios que
‘contribuem. Este método depende da atenuagdo do comportamento de ressonﬁn;:ias
individuais sob a influéncia de gradientes de campo lineares para medir a difuséio
translacional. Uma vez que a difus&o é uma propriedade da molécula como um todo, a
difusdo por-'DOSY permite a resolugdo espectroscépica de componentes individuais
numa mistura baseada na variagdo de suas razdes de difusdo. Em virtude de sua

habilidade em resolver misturas complexas ¢, simultaneamente permitir a identificacdo
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dos compostos, DOSY vem sendo considerado pelos quimicos como um método de

“cromatografia de spins™’".

1.4.3.1. AQUISICAO

Em DOSY, o conjunto de dados para a dimensfo de difusdo é obtido pela
repeticdio dos experimentos com uma série de valores do parimetro q (4rea do
gradiente de campo)®*”’. O experimento de RMN ¢ adquirido com uma seqiiéncia de

PFGSE e o conjunto de dados obtidos apés a transformagdo de Fourier € descrito pela
Eq.11.%

I(K,v)= ZH[A,, (v).exp[-— D,,[A—-;z)qzﬂ (Eq. 11)

onde q = ygd ¢ a 4rea do gradiente de campo em cm™, sendo y a razéio magnetogirica, g
a amplitude do componente z do gradiente de campo magnético pulsado, no qual B,
déﬁne adiregioz, e Sa amplitude do gradiente de pulso; A,(v) é um espectro de RMN
1D de n espécies (q = 0), incluindo efeitos de relaxagdo transversa e longitudinal no
intervalo de tempo entre os pulsos de radio freqiiéncia; D, € o trago do coeficiente de
difusdo de n espécies; A4 € a duragdo do tempo de difusdo durante o0 qual a mesma esta
sendo monitorada. Para cada ponto do espectro de RMN ¢ obtido um conjunto de
intensidades versus q* e a analise consiste em inverter a dimensdo ¢° através de uma
transformada de Laplace inversa pafa obter assim o "espectro” de difusdo. Em resumo,
0s espectros no dominio da fregiiéncia séo obtidos aplicando transformadas de Fourier
e os conjuntos de dados de cada deslocamento quimico s#o invertidos por
trans'formadas de Laplace inversas aproximadas com respeito a q° gerando os
- espectros bidimensionais de difusdo’®. Desse modo, quando DOSY é aplicado a uma
mistura, o espectro de RMN convencional ¢ mostrado em uma dimens3o enguanto o
"espectro” de difusdo (em m*s™') é mostrado em outra dimensdo (Figura 17). Portanto,
no espectro de DOSY, os sinais de RMN resultantes de componentes discretos séo

- resolvidos com base na variagfo de suas razdes de difusdo e deslocamentos quimicos.
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Assim, as ressonincias associadas as moléculas individuais alinham-se exatamente ao
longo da dimensdo de difusdo, onde as posi¢Ges e larguras dos sinais indicam os

coeficientes de difusio e seus erros estimados, respectivamente®*.

1.4.3.2. LIMITACOES

A maior limitagdo de DOSY € a limitagdo da RMN, a baixa sensibilidade.
Mesmo o experimento sendo capaz de resolver componentes cujos coeficientes de
difusdo diferem por apenas poucos porcentos, se houver sobreposicdo de
deslocamentos quimicos entre diferentes moléculas e os coeficientes de difusdo das
mesmas diferirem por um fator menor do que 2, apenas um simples sinal
representando o coeficiente de difusdo médio aparecerd no espectro de DOSY”*™.
Uma solug@o para este problema seria a utilizagdo de verses tridimensionais de
DOSY. Outra desvantagem desta técnica em relagio a outras metodologias que s#o
| empregadas para medir o coeficiente de difusdo € a disponibilidade de um
espectrometro de RMN com gradientes de campo para implantar a seqﬁéﬂcia de pulsos
‘de DOSY. Por outro lado, a maior vantagem da utilizagio de um experimento répido ¢
acurado como DOSY em relagﬁo as outras técnicas empregadas para avaliar a difuséo
é o fato do mesmo proporcionar uma visdo global da dinimica translacional dos
constituintes de uma mistura, sejam eles moiéculas simples, macromoléculas,
complexos ou agregados moleculares. Além da possibilidade de monitoramento
simultdneo das estruturas na mistura, outras vantagens importantes sdo listadas
abaixo®":

as impurezas podem ser detectadas sem nenhuma interferéncia;

espécies de interesse podem ser selecionadas para analise;

componentes concentrados podem ser acompanhados sem dificuldade;

a presenca de espécies em equilibrio pode ser avaliada e quantificada.

Basicamente, hé dois fatores essenciais para o bom desenvolvimento da técnica
de DOSY®':
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- procedimentos e tecnologia capazes de codificar a informag@io sobre o
movimento translacional de uma vasta extensio de substincias dentro de um
conjunto de dados de RMN;

- a transformac¢do e visualizag8o dos dados codificados de RMN para a
dimensio de difusdo.

O primeiro fator vem sendo alcangado com o desenvolvimento continuo de

seqiténcias de pulsos de gradiente de campo visando principalmente a resolugdo dos

1%2. A estabilidade do sinal é crucial

deslocamentos quimicos ¢ a estabilizagdo do sina
em DOSY e um critério importante para o sucesso da mesma € minimizar as
perturbagbes como queda de tempo nos pulsos de gradientes finitos, correntes de
vortice (“eddy currents”) induzidas na amostra, acoplamento entre a bobina de
gradiente ¢ campo magnético principal, e distirbios do sistema de trava da freqiiéncia
e do campo, que combinados levam a degradar a forma da linha do sinal de RMN®,
Uma forma engenhosa de corrigir o problema de correntes de vértice consiste em se
aplicar pulsos de gradientes com polaridades invertidas, alternadamente, pois um pulso
compensa o efeito do outro. Vérias seqiiéncias de pulsos de RMN foram projetadas
com o intuito de reduzir a0 maximo alguns destes e outros efeitos®?. Entretanto, a
eficiéncia de uma ou outra seqiiéncia depende do tipo de amostra a ser analisada ¢, sob
determinadas circunstincias, o emprego de uma prevalecerd sobre a outra. Assim,
baseado na tecnologia atual, J ohnson® resumiu as melhores situagdes para o emprego
das seqiiéncias de DOSY mais importantes (Figura 18). Na auséncia de efeitos de
troca quimica ou acoplamento de spins e quando pequenos gradientes sdo requeridos,
as seqiiéncias BPPSTE” (Bipolar Pulse Pairs Stimulated Echo) ¢ GCSTE® (Gradient
Compensated Stimulated Echo) sdo escolhas razoaveis. Quando efeitos de troca ndo
estdo presentes ¢ gradientes modestos bastam para a aquisi¢do, a melhor escolha € a
seqiiéncia GCSTESLY (Gradient Compensated Stimulated Echo Spin Lock). Nas
situagdes que requerem refocalizagdo do deslocamento quimico, compensagio de
gradientes basicos ¢ gradientes fortes, a seqiiéncia BPPLED?® (Bipolar Pulse Pairs

Longitudinal Eddy currents Delay) seria a mais indicada. Dessa forma, a escolha de
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uma seqliéncia de pulsos para DOSY depende basicamente da capacidade da

instrumentagéo disponivel e da natureza do sistema sob estudo.
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Figura 18: Algumas das principais seqiiéncias de pulsos utilizadas nos experimentos de DOSY.

O segundo fator € considerado o corag&o do experimento. Para a transformagio
¢ visualizagdo dos sinais sdo necessirios programas computacionais eficientes com
 algoritmos capazes de analisar os conjuntos de dados resultantes das transformadas de
Fourier ¢ Laplace inversa. O maior desafioc mesmo € a conversdo dos decaimentos das
intensidades dos deslocamentos quimicos obtidos pela transformada de Fourier
aplicando a transformada de Laplace inversa®. Programas como CONTIN,

DISCRETE, SPLMOD e MaxEnt tém sido empregados com sucesso®®. Entretanto, ¢
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recomendado que os usudrios destes programas estejam atentos ao surgimento de
artefatos e imprevistos. Com relagio ao processamento dos espectros, um cuidado
especial deve ser tomado com a linha base. A corregdo da mesma minimiza erros
padrdes obtidos, assegurando a exatiddo dos coeficientes de difusdo adquiridos. Se a
correcdo da fase ndo for utilizada, o efeito cumulativo de sobreposi¢do de linhas

distorcera todas as alturas dos picos, comprometendo consequentemente a precisédo da

analise?.

1.4.3.3. VERSOES TRIDIMENSIONAIS

Além da introduc;ﬁb de novas seqiiéncias de pulsos, o que tem proporcionado o
aumento da resolugio de DOSY, uma série de versbes tridimensionais deste
experimento vem sendo desenvolvidas recentemente com o mesmo objetivo. Nos
experimentos de DOSY 3D, a coordenada de difusdo esta associada a um experimento
de RMN 2D convencional, onde as matrizes tridimensionais geradas apresentam duas
dimensdes de deslocamentos quimicos € uma de coeficientes de difusdo. Algumas
destas versdes podem ser conferidas: DOSY-COSY®, DOSY-NOESY®, DOSY-
TOCSY® ¢ DOSY-HMQC®’. Todos estes experimentos tridimensionais foram
desenvolvidos para diminuir a sobreposi¢io espectral de sinais ¢ facilitar a
identificagdo de compostos em misturas. As limitag8es mais significantes dos mesmos
sdo o longo tempo de aquisi¢iio e a necessidade de muita memoria (espago) para
armazenagem dos dados.

Enfim, hd uma riqueza de informagdes fisico-quimicas disponiveis em
experimentos de PFGSE e a principal proposta de um método como DOSY & estender

as aplicagdes para sistemas complexos.
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2. OBJETIVOS

Nos ultimos anos, nosso eclético grupo de pesquisa tem se dedicado, entre
outros projetos, ao desenvolvimento de rotas sintéticas e transformagdes biocataliticas.
Uma preocupacéo constante do grupo sempre foi a resolucido enantiomérica dos
produtos resultantes destas atividades. A cromatografia quiral tem sido a metodologia
mais utilizada para o acompanhamento de (bio)transformagdes quirais e determinagio
de excessos enantioméricos. E foi baseado em uma observagio experimental, na qual
algumas misturas enantioméricas de alcoois quirais e seus derivados apresentavam um
comportamento cromatogréafico inverso (a ordem de eluigdo dos enantidbmeros se
invertia quando derivatizados), que este trabalho se originou. A partir desta
constatagdo surgiram os primeiros questionamentos sobre os fendmenos envolvidos na
elui¢do diferenciada de enantiémeros. Como explicar este processo? Quais as forgas e
interagdes envolvidas no processo de separagdo? Essas interacdes entre o racemato € a
fase estaciondria quiral das colunas a base de ciclodextrinas seriam externas ou
internas, por inclus@o? Como prever a melhor fase quiral para uma boa
enantiosseparac¢éo?

Estes e outros questionamentos embasaram o desenvolvimento desta pesquisa, a
qual focaliza a aplicagdo de RMN como ferramenta para o estudo dos vdrios aspectos
da discriminacdo enantiomérica, tendo como objetivos:

- estudar os mecanismos quirais de separagdo empregando ciclodextrinas

como agentes quirais de solvatagéo;

- investigar as interagbes intermoleculares entre hodspede-hospedeiro

resultantes da formag&o de complexos de inclusio;

- a partir de pardmetros de RMN, predizer fases quirais cromatograficas

* potenciais a serem empregadas na discriminagiio enantiomérica de misturas

racémicas ou enantiomericamente enriquecidas de compostos especificos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O interesse na maior compreensdo dos fendmenos de discriminagéo
enantiomérica, assim como em novos métodos de determinagdio de excessos
enantiomericos, advém do fato da pureza enantiomérica ter se tornado hoje uma
propriedade essencial para os produtos quimicos aplicados aos mais diversos setores.
Esta questfio estd também muito presente em nosso grupo de pesquisa, principalmente
nas areas de sintese e biocatalise. E, portanto, necessério otimizar metodologias de
precisdo, alta sensibilidade e baixo custo, que permitam o controle da pureza
enantiomérica. Dentro deste contexto, as cromatografias com fases quirais (CG e
CLAE) ocupam um lugar de destaque, assim como a eletroforese capilar. Todas estas
metodologias apresentam um ponto em comum: fases estaciondrias ou méveis quirais
(ciclodextrinas puras ou derivadas, proteinas, éteres de coroa modificados, surfactantes
quirais, amino-acidos, etc.) capazes de interagir com os racematos, resultando na
formagdo de espécies diastereoisoméricas. Dentre os aditivos quirais, as CDs e seus
derivados sdo os mais empregados por causa da sua alta capacidade de resolucdo
frente aos compostos racémicos de diferentes classes quimicas, boa sensibilidade e
baixa absor¢do na regifio de ultravioleta.

Embora a aplicagdo destas técnicas de separagdo resultem na resolugio quiral,
elas ndo fornecem informagdes estruturais sobre o mecanismo de discriminagio.
Entretanto, dados sobre a estrutura dos complexos soluto-seletor e caracteristicas
termodinimicas destas interagdes sdo necessérias para a explicagdo de alguns efeitos
especiais nas separagBes quirais. Procurou-se pois, saber mais sobre as interagSes
soluto-seletor. Para estudar os fendmenos responséaveis pela resolugdo observada
nestas metodologias analiticas, a espectroscopia de RMN € uma ferramenta
-iniguélével, pois permite a investigacdo de interagdes intermoleculares, sendo capaz de
providenciar as primeiras evidéncias da formagdo de complexos de inclusdo por CDs
em fase liquida. Além disso, ela pode ser utilizada para a elucida¢do de mecanismos

quirais de separagdo usando CDs como agentes quirais de solvatagdo. Além das
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vantagens da utilizagio de RMN neste tipo de investigagio expostas na introdugéo
deste trabalho (pag. 2), pode-se acrescentar ainda o fato desta técnica utilizar fase
liquida, similar assim & cromatografia liquida e eletroforese capilar. Estas e outras
vantagens justificariam, ento, a escolha desta técnica para este tipo de estudo, além da
| disponibilidade de um equipamento de RMN a altura para tal.

Como ja foi ressaltado anteriormente, as CDs s&o capazes de formar complexos
diastereoisoméricos com um par de enantidmeros, via equilibrio dindmico (Figlira
19), onde os sinais de RMN dos mesmos que antes eram isécronos, passam a ser

anisécronos.

(CDS+)

(5+)
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(CDS-)

Figura 19: Equilibrio dinimico entre CD e racemato (S): formagio dos complexos
diastereoisoméricos.

Os deslocamentos quimicos anisdcronos resultantes da formago dos complexos
diastereoisoméricos tém duas possiveis causas: a posi¢do relativa de grupos
magneticamente anisotrépicos ou o valor relativo das constantes de formagdo
diastereoisoméricas (K¢ (+) € K¢ (). Com relagio ao equilibrio dindmico, este pode ser
lento ou rapido para a escala de tempo da RMN. Hipoteticamente, em uma situagdo de
equilibrio lénto, esperar-se-ia o surgimento de um conjunto de deslocamentos
quimicos distintos para cada uma das espécies, as livres e as complexadas. Logo,

teriamos os sinais da CD triplicados, correspondendo & mesma nas formas livre (CD) e
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diastercoisomericamente complexadas (CDS, e CDS.)) e, o hdspede (S)
apresentaria, da mesma forma, seus sinais triplicados correspondendo ao mesmo nas
formas livre (S()) e complexado (CDS,) e CDS(,)). Por outro lado, em um regime de
troca réapida, os deslocamentos quimicos observados para cada espécie representariam
apenas valores médios das populagSes consideradas, ou seja, observar-se-ia o
surgimento de dois conjuntos de sinais médios representando os deslocamentos
quimicos da CD livre (CD) e diastereoisomericamente complexada (CDS(, e CDS)).
Da mesma forma, o héspede deveria apresentar dois conjuntos de sinais distintos
representando os deslocamentos anisocronos meédios dos respectivos enantibmeros
livres e diastereoisomericamente complexados (um conjunto de sinais médios
resultante do equilibrio entre S¢) € CDS.), € outro de Sy € CDS,_)). Cabe lembrar aqui
0 seguinte: este conjunto médio de dois sinais de ressonédncia esperado para o
equilibrio rdpido depende da for¢a de associacdo dos complexos e da discriminagio
enantiosseletiva, sendo muito comum para o soluto. Entretanto, para a CD sé
visualiza-se um conjunto de sinais correspondendo a média dos sinais deste seletor
livre e diastereoisomericamente complexado. Alids, os sinais da propria CD em si ja
constituem uma média entre as 6, 7 ou 8 unidades de D-glucopiranose, logo, mesmo
formando complexos diastereoisoméricos, eles ndo sdo diferentes o suficiente para se
apresentarem como dois conjuntos de sinais médios distintos.

A maioria dos complexos formados com CDs seguem um regime de troca
‘répida. No entanto, h4 alguns estudos de RMN na literatura®® que relatam casos em
que o equilibrio destes tipos de complexos seria lento. Entretanto, em todos os casos
aqui estudados, os deslocamentos quimicos das CDs seguiram uma condi¢do de
equilibrio rapido para a escala de tempo da RMN, apresentando apenas um conjunto
de sinais correspondentes aos deslocamentos médios do hospedeiro livre e complexado
e, em- muitos casos, sinais anisocronos médios para os hospedeiros. Apesar dos
deslocamentos quimicos dos enantidmeros diastereoisomericamente complexados
serem médios, a integracdo destes sinais também pérmitc a determinagéo do excesso

. . 55
enantiomérico da mistura.



4 __Parte: Discriminacéio enantiomérica com ciclodextrinas naturais e derivadas _

3.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Neste tdpico discutir-se-d4 brevemente sobre a sintese e caracterizacio dos
compostos empregados neste estudo de discriminag@o enantiomérica. Entretanto, antes
de iniciar estas discussdes, far-se-4 uma pequena observagio sobre a apresentagio dos
valores de deslocamento quimico.

Como todos sabemos, hi uma certa imprecisio no valor representativo do
terceiro digito ap0s a virgula, uma vez que a largura da linha e resolugéo digital dos
sinais de ressonédncia em geral variam entre 0,5 e 0,25 Hz, portanto dentro do limite de
deteccdo do equipamento. Trabalhar considerando este tltimo algarismo
possivelmente poderia levar a incorrer 2 um pequeno erro, principalmente nos casos
em que os experimentos sdo referenciados com base em sinais internos (HOD, neste
caso mais especifico). Entretanto, mesmo conscientes deste risco, decidiu-se relatar em
todo este trabalho os deslocamentos quimicos apresentando o terceiro digito pois, em
se tratando de discriminagdo quiral, muitas vezes ela ocorre com variagdes muito sutis
de A9, as quais correspondem a valores muito pequenos proporcionais justamente as

variagGes relacionadas ao ultimo algarismo posicionado apés a virgula, ou seja, cerca
de 1 Hz.

3.1.1. CICLODEXTRINAS E DERIVADOS

Neste estudo de discriminago enantiomérica, foram utilizadas o-, B-ey-CDse

seus respectivos derivados permetilados (at-, B- € y-CDPMs) como agentes quirais de
solvatagdo. Os derivados foram obtidos sinteticamente através da permetilagio das
ciclodextrinas puras com uma mistura de hidreto de sodio/iodeto de metila em piridina
anidra®® Tanto as CDs quanto seus derivados permetilados (CDPMs) foram
caracterizados através de RMN de 'H ¢ °C (espectros E001-E012, em anexo). Os
deslocamentos quimicos obtidos foram analisados ¢ comparados com dados da
literatura e entéio inferidos.”™*® As atribui¢des encontram-se relacionadas nas Tabelas

3, 4 ¢ 5 que seguem.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e °C de a-CD (15 mmol L") e o-CDPM (12
mmol L),

a-CD a-CDPM
H 3dy(ppm) JHz) m._ Sc(ppm) | Sy(ppm) J(Hz) m.  §.(ppm)
] 5,011 3,5 d 101,046 5,172 3,4 d 97,471
2 3,591 10,0e3,5 dd 71,696 3272  99e34 dd 79,745
3 3,938 10,0e8,7 dd 72,976 ~3,68 # 80,547
4 3,542 9,0 t 80,881 3,670 9.0 t 78,956
5 3,798  9,3;4,5¢19 ddd 71,365 ~3,82 # — 70,389
6a 3,872 -122e¢19 dd 60,106 # # 70,789
6b 3,818  -122e45 dd 3,804 -12,8e¢43 dd
OMe-2 - — — 3,457 — s 57,495
OMe-3 - — — 3,580 s 59,697
OMe-6 = — 3,360 5 58,133

# sinais total ou parciaimente encobertos.

T?bela 4: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H ¢ *C de B-CD (15 mmol L") e B-CDPM (12 mmol
L™).

B-CD B-CDPM
H 5y (ppm) J(Hz) m.  Sc(ppm) | 8y (ppm) J (Hz) m. 3¢ (ppm)
1 5,029 3,7 d 101,493 5247 3,6 d 96,689
2 3,609 99e37 dd 71,735 3,316 9.7¢3,6 dd 79,741
3. 3,920 9,5 t 72,739 3,652 94 =t 80,652
4 3,541 9,1 t 80,792 3,711 9,2 t 76,648
5 ~3,81 # - 71,486 ~3,83 # - 70,097
6a 3,845 -125e23  dd 59,970 3,620 -12,5e2,2 dé 70,521
6b 3,830 -12,5e¢4,0 dd 3,812 -12,5¢3,9 dd
OMe-2  — - 3,482 s 57,803
OMe-3 — - 3,572 - s 59,367
OMe-6 - 3,349 s 58,102

# sinais parcialmente encobertos.

Os espectros de RMN de 'H das CDs foram consistentes com o postulado que,

para a escala de tempo da RMN, todas as unidades glicosidicas possuem conformagdes

~ idénticas e as moléculas apresentam simetrias Cs, C; 0u Cg.so Portanto, foi observado
apenas um conjunto de sinais referentes a uma unidade de D-glucopiranose, ja4 que

todas as unidades sdo simétricas. Além disso, as magnitudes das constantes de
acoplamento vicinais estdo proximas daquelas de unidades 1,4-glicosidicas

mono'méricas, correspondendo a classica conformagdo cadeira rigida *C; do anel D-

glucopiranose.
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e ’C de y-CD (15 mmol L") ¢ y-CDPM (12 mmo}
L.

y-CD v-CDPM
H 54 (ppm) J (Hz) m. ¢ (ppm) | 3y (ppm) J (Hz) m. 5c (ppm)
1 5072 3,9 d 101,303 5,336 3,6 d 95362
2 3,616 99¢e39 dd 71,968 3,332 9,6e3,86 dd 80,002
3 3,893 9,7 t 72,595 3,684 9,0 t 80,274
4 3,549 9.4 t 80,103 3,722 9,0 t 73,867
5 ~3,82 —36el13 dd 71,447 3,888  95;39e¢22 ddd 69,221
6a 3,817 -132e13 dd 59,911 3,644 -11,2e22  dd 70,486
6b 3,851 -13,2e¢3,6 dd - ~ 3,69 # - -
OMe-2 - — - _— 3,501 - [ 38,192
OMe-3 - — —_— -— 3,526 -— s 57,733
0Me-6 —— — o — 3,350 -- s 58,227

? valor de Js 4 n#0 fm resolvido, devido ao encobrimento de parte do sinal;
# valores de Jm, e Js b ndo foram interpretados devide ao encobrimento do sinal.

As CDs se comportam como estruturas relativamente rigidas, onde as principais
liberdades conformacionais sdo rotagdes sobre as ligagdes glicosidicas C(1)-O(4) e
C(4)-O(4) e sobre a ligaggo C(5)-C(6).*! Em geral, a conformacio pela rotagdo sobre a
'ligagﬁo C(5)-C(6) de uma glucose pode ser discutida em termos das contribuicdes
relativas de rotdmeros, os quais adotam varias conformagdes ao longo desta ligagdo.”
Os trés rotdmeros alternados (ndo eclipsados) podem ser considerados os mais

importantes (Figura 20).

gauche/trans gauche/gauche © trans/gauche
(gt | (g2) (tg)
R=0H, OMe

Figul"a 20: Principais rotdmeros para a ligagdo C(5)-C(6) das unidades de D-glucopiranose

Os sinais de deslocamentos quimicos e as constantes de acoplamento dos
hidrogénios H-6a e H-6b das CDs resultam da média ponderada de cada constante de

acoplamento de cada rotdmero e suas populagdes. Assim, as constantes de
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" acoplamento vicinais Js ¢, € Js g, destes sinais podem ser expressas em fragdes molares

_ ny, nz e nz dos trés rotdmeros, levando as seguintes ecguag:fies;:gj1

Ts6a = m(Ts 61 + 12(Js60)2 + 13(Js 60)3 (Eq. 12)
Jsgb = ni(Jsgp)1 + n2(Jsen)z + n3(Js ) (Eq. 13)
n oy ny=1 (Eq. 14)

Para o célculo dos valores de Js ¢, € Js g, nos rotdmeros, foi aplicada a equagéo
modificada de Karplus: Jyy = (6,6 — cos ¢ + 5,6 cos 2¢) (1 — T f,Ax;), assumindo os
dngulos diedros no equilibrio como sendo 65° e 185°, conforme literatura.”? Assim,
temos as equagoes:

J56a = 1,6 gy + 2,0 nyqq + 11,1 n3y (Eq. 15)
Js.60 = 1,6 Byge) + 11,1 my g + 2,0 n34g (Eq. 16)

A partir destas equagdes e dos valores experimentais de Js ¢, € Js g, (Tabelas 3,
4 e¢ 5) foi calculada a contribuicdo percentual dos trés principais rotdmeros
responsdveis pelos sinais anisécronos médios da porgdo metilénica das unidades de D-

glucopiranose. Os resultados obtidos encontram-se relacionados na Tabela 6 que
segue.

Tabela 6: Contribuigdo percentual calculada para os rotdmeros das CDs em solugdes aquosas, a 30°C.

cD gg (%) gt (%) tg (%)
a-CD 67,5 30,6 1.9
B-CD 68,5 25,2 6,3
B-CDPM 70,6 24,1 53
-CD 74,8 21,2 4,0
+-CDPM 70,6 24,1 53

Esta andlise nfo foi realizada para a o-CDPM, devido a mesma apresentar
alguns sinais de RMN de 'H encobertos, impossibilitando assim a determinagdo da
constante de acoplamento Js g,. |

Os resultados obtidos mostraram que o rotdmero gg contribuiu com o maior
percentual (67 a 75%), seguido de uma contribui¢do menor por parte do rotdmero gt

(21 a 30%) e mais modesta ainda por parte do rotdmero tg, o qual é mais
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desfavorecido devido a repulsdo 1,3-syrn entre O(4) e O(6)R. Estes dados estio

préximos aos observados na literatura.’%

3.1.2. SUBSTRATOS

Os substratos avaliados neste estudo de discriminag&o quiral foram escothidos,
primeiro, por se tratarem de substincias disponiveis em nosso laboratério; segundo,
porque representam modelos de compostos sintéticos pouco avaliados junto as CDs,
uma vez que a maioria dos trabalhos descritos na literatura utiliza substincias com
estruturas arométicas (por causa do efeito anisotrdpico, o qual facilita as andlises de
Ad) ou compostos comerciais comuns; ¢ finalmente porque sdo similares a outros
compostos - sintetizados no laboratdério que necessitam de avaliagdo quiral. Estes
compostos apresentam uma nomenclatura um tanto complexa para ser citada a todo
momento, por isso, para facilitar resolvemos designa-los no texto em referéncia as suas
reépectivas fungdes quimicas. Assim, o composto 3-hidroxi-2,2-dimetilcicloexanona
(1) passou a ser chamado como cetol 1, enquanto que o 3-acetoxi-2,2-
dimetilcicloexanona (2) e  3-hidroxi-2-metil-2-(2-propinil)-cicloexanona  (3)
correspondem simplesmente a cetoacetato 2 e cetinol 3, reSpéctivamente. Os mesmos
foram sintetizados em nosso laboratério, nas formas racémica e quiral, a partir da 2-
metil-1,3-cicloexanodiona comercial, conforme Esquema 1. As amostras quirais
foram obtidas em nosso laboratério de biocatilise, empregando-se a levedura
Saccharomyces cerevisiae® ¢ a bactéria Serratia rubidaea CCT5732 (etapas iii e vi do
Esquema 1, respectivamente), sendo que este Gltimo microrganismo foi isolado de
uma colonia pura de bactérias encontrada na polpa de um coco-da-baja e identificada
na Fundagdo de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”, onde faz parte da colegdo de
microrganismos tropicais. A maioria destes substratos, resultado do projeto de trabalho

495 estava disponivel em nosso laboratério, os

de outros cbmpanheiros de nosso grupo,
quais foram gentilmente cedidos pelos mesmos para este estudo de discriminagdo

quiral.



_Partel: Discriminagio enantiomérica com ciclodextrinas haturais e derivadas _ 5!

iv
I I —_—
HO ° AcO
iv
4]
<O

0

27 en

ii
jii
———— —.
HO A 0

- ) o
7
. (8)-(H)-1 S)-(+)-2
o (o} \ (ee = 97%) (ee = 97%)

o 0

%
-

“‘ (285,38)-(x)-3 (2R,35)-(x )-3a

(2838)-(+)-3  (QR3S)-(+)-3a
(ee =99 %) (ee =86 %)

Es.q uema 1: Sintese dos substratos.

Condicdes reacionais: (i) Mel, 1-BuOK/s-BuOH, 3-4 dias, 60 °C (85%); (ii) NaBH,, MeOH, 0 °C (98%); (iii)
Saccharomyces cerevisiae (72%); (iv) Ac,0, Piridina, ta (99%); (v) NaOH, Br-propargil (98%); (vi) Serratia
rubidea CCT5732, células em repouso, 2 dias.

Os substratos 1, 2 e 3 foram inicialmente caracterizados por espectrometria de
massas e experimentos de RMN uni ('H, '°C, DEPT e ROESY1D) e bidimensionais
(COSY, HSQC) em solugdes aquosas (D20). Os sinais dos deslocamentos quimicos
foram analisados (espectros E013-E020, em anexo), comparados com a literatura,

 atribufdos e registrados nas Tabelas 7, 8 e 9 que seguem.

‘A estereoquimica dos mesmos foi inferida com base nos valores de [a]p

- observados, 0s quais foram comparados com valores da literatura, %
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Tabela 7: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '*C do cetol 1 (15 mmol L',

H 3y (ppm) J (Hz) Multiplic. 5 (ppm)
] — — — 221,770
2 50,872
3 3,752 7.5¢€3,4 dd 77,289 0
4 1,788 — m 27,392 Z
4y 2,049 m —
5« 1,683 m 19,987
5 1,920 — m
6 2,456 m 36,783 HO
6o 2,394 m . 1
Me, 1,036 —_ s 19,024
Me,, 1,106 s 22,147

Tabela 8: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '*C do cetoacetato 2 (15 mmol L)

H &4 (ppm) J (Hz) Multiplic. 3. (ppm)
1 220,341
2 49,135
3 4,935 6,0;3,1¢1,1 ddd 80,547 0
4, ~186 m 24,578 7
4 2,045 - m —
5, ~1,80 m 20,143
Se  ~1.92 m
6o 2,592  151:98e6,1 ddd 36,724 o
6ed 2366  151;5,7e12 dtd 2 /¥~0
Me, 1,018 s 19,314
Me,, 1,160 - 5 22,488
C=0 - 173,453
Me 2,045 — 5 20,103

Tabela 9: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e *C do cetinol 3 (15 mmol L™).

H 5, (ppm) J (Hiz) Multiplic. 8¢ (ppm)
1 218,952
2 - 52,982
3 4,049 58€2,9 dd 75,394
4y ~1,81 - m 26,982 0
4q 2,102 - m 7
56 ~1,78 - m 20,206
Seq 1,932 m
6 2593  147:10,1e59  ddd 37,106
6eq 2325  14,7;54¢l,5 dtd
7, 2,432 17,02,7 dd 22,151
7 2,543 17,0 €2,7 dd
8 81,254
9 2,346 2,7 t 71,445
Mey 1255 s 19,700
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i

3.1.3. FORMACAO DOS COMPLEXOS

Os complexos analisados neste trabalho foram obtidos através da mistura
equimolar das CDs (15 mmol L") e CDPMs (12 mmol L) com os respectivos
substratos 1, 2 e 3, nas formas racémicas e er_lantiomericamente enriquecidas (2:1, ee =
33%). Estes complexos foram analisados em solu¢des aguosas (D,O, 0,6 mL, 30 °C)
por técnicas de RMN uni (‘H, °C, DEPT ¢ ROESYID) ¢ bidimensionais (COSY,
HSQC, ROESY". A atribuicio dos deslocamentos quimicos induzidos pela
complexagdio foi baseada nos espectros uni ¢ bidimensionais e também nos dados de
RMN das substancias puras. Os dados foram reunidos em tabelas (A1-A18), as quais
encontram-se em anexo. Nestas tabelas, os sinais dos substratos que foram
discriminados  pelos respectivos seletores quirais (deslocamentos quimicos

anisocronos) estdio duplicados ¢ o valor com asterisco (*) corresponde ao sinal do

enantidmero em excesso.

3.2. ANALISE DA VARIACAO DOS SINAIS DE RMN DE 'H DOS
COMPLEXOS

‘Através de RMN de 'H pode-se observar as primeiras evidéncias sobre a
formacdo de complexos de inclusdo entre CDs e substratos. Para isto, basta verificar o
comportamento dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios localizados no interior

~ da cavidade dos seletores. Assim, a modifica¢do das freqiiéncias de RMN dos sinais de
ambos, hdspede e hospedeiro, dardA uma primeira indicagdo sobre a natureza das
interagGes entre eles. Sob esta Otica, os sinais dos hidrogénios localizados no exterior e
interior da cavidade das CDs e derivados foram entfo analisados na presenga dos
héspedes 1, 2 € 3 (Tabela 10).
-1niciar-se-é entdo esta analise preliminar com o cetol (¥)-1. Este substrato

apresentou discrimina¢io enantiomérica apenas na presenga de B-CD (Tabela A3,

* este experimento foi empregado apenas na analise de um complexo.
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espectro E027, ambos em anexo). Avaliando a regidio dos deslocamentos quimicos de
H-3 e H-5 da -CD (Tabela 10), verificou-se a variagdo dos mesmos na presenca de
(+)-1 (ee ~ 33%), uma clara indicagdo de inclusio total, j4 que Ady.s € um pouco maior
que Ady;. Entretanto, (1)-1 na presenca das demais CDs, apenas levou a pequenas
variagbes nas freqiiéncias de ressondncia das mesmas, sugerindo assim a auséncia de
complexos ou ainda sua formagdo, no entanto, complexos mais fracos. Uma outra
andlise que pode ser feita aqui & a observagiio do comportamento do substrato através
da variagdo dos sinais de RMN de 'H do mesmo na presenga da série de seletores
quirais em questdo. Através da Figura 21, a qual mostra um perfil parcial dos
hidrogénios de (£)-1 na presenca de cada CD, pode-se verificar claramente que 0s
sinais de (+)-1 sofreram maior variagdo na presenca de B-CD (Fig. 21d), fato que
fornece, ainda que de maneira preliminar, um forte indicio de que este seletor ndo s6
formaria os melhores complexos de inclusdo com (+)-1, como também seria o mais

indicado, entre os demais, para uma analise quiral.

Tabela 10: Variagio de deslocamento quimico (ppm) dos hidrogénios de CD induzidos por um

héseede (SCD livie = 8CDcomEIexndn)-

Complexo Hidrogénios da Ciclodextrina
: H-1 H-2 H-3 H-4 H-5

a-CD/(+)-1 -0,001 -0,002 -0,002 0,000 0,006
a-CDPM/(1)-1 0,000 -0,004 # 0,005 ~ 0,02
B-CD/(+)-1* -0,005 0,006 0,045 -0,001 0,049
B-CDPM/(%)-1 0,009 0,010 0,018 0,011 0,008
y-CD/(z)-1 0,001 -0,004 0,010 0,007 #
y-CDPM/(£)-1 0,003 0,005 0,002 0,006 0,007
a-CD/(£)-2 0,001 -0,002 0,005 0,002 0,007
a-CDPM/(+)-2° 0,010 0,016 ~ 0,01 0,024 #
B-CD/(+)-2* 0,004 0,009 0,059 0,007 0,102
B-CDPM/(+)-2* 0,022 0,022 0,042 0,022 #
Y-CD/(+)-2* 0,015 0,002 0,050 0,003 0,074
y-CDPM/(%)-2 0,004 0,004 0,005 - 0,003 0,005
o-CD/(+)-3* 0,005 0,007 -0,016 -0,004 -0,009
a-CDPM/(+)-3* 0,000 0,011 # # ~ 0,01
B-CD/(+)-3* 0,008 -0,001 0,020 0,000 0,009
B-CDPM/(+)-3? 0,018 - 0,018 0,024 0,015 0,008
y-CD/(+)-3* 0,002 0,002 0,020 0,002 #
y-CDPM/(+)-3 0,004 0,003 0,004 0,001 0,003

a: mistura enriquecida (2:1); #: sinais encobertos, ndo permitindo o calculo de Ady.
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Figura 21: Espectros parciais de RMN de 'H (D,0; 5Hoo 4.67; 30 °C) de (£)-1 (15 mmol LY (a) na
ausencna de CD e na presenga de (b) a-CD (15 mmol L™'); (c) a-CDPM (12 mmol L™); (d} B-CD (15
mmol L); (e) B-CDPM (12 mmol L™); (f) y-CD (15 mmol L); (g) y-CDPM (12 mmol LY.

O substrato (+)-2 (ee ~ 33%) por sua vez, teve alguns dos sinais dos
enantiémeros discriminados na presenga de B-, y-CDs ¢ B-CDPM (Tabelas e espectros
A9, E045; All, E052; ¢ A10, E048, respectivamente, todos em anexo). Porém, tal
discriminagdo foi mais acentuada na presencga de f-CD. Também € evidente, como no
caso anterior, a formacgio de complexos de incluséo total com B- e y-CDs, uma vez
que, ambos apresentaram Ady.; < Ady.s (Tabela 19). O mesmo ndo pdde ser concluido
para o complexo B-CDPM/(+)-2, pois o sinal de H-5 se encontra encoberto,
impossibilitando tal analise preliminar (espectro E048, em anexo). Através da Figura

22, podemos observar o comportamento dos hidrogénios de (+)-2 na presenga de todas
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as CDs. Mais uma vez verificou-se que a §-CD foi o seletor que proporcionou maior

varia¢io aos deslocamentos quimicos do héspede (Figura 22d).
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Figura 22: Espectros parciais de RMN'H (D,0; 8yop 4,67; 30 °C) de (+)-2 (15 mmol L") (a) na
auséncia de CD e na presenca de (b) a-CD (15 mmol L™); (¢) a-CDPM (12 mmol L™'); (d) B-CD (15
mmol L™'); (¢) B-CDPM (12 mmol L™); (f) y-CD (15 mmol L™); (g) y-CDPM (12 mmol L™).

Apesar de (+)-3 (ee ~ 33%) ndo apresentar dados conclusivos sobre Ady
(inclusGes parcial ou total a partir dos valores de Ady; e Ady.s), este composto
apresentou boa discriminagdo quiral na presenga de todas as CDs avaliadas (Tabelas
A13-A17, espectros E056, E059, E062, E065, E068, todos em anexo), com excecdo

da y-CDPM -(Tabela A-18, espectro E070, em anexo). Este composto na presenga de
a-CD causou um efeito de desprotec@o sobre os hidrogénios internos da cavidade da
mesma, provavelmente devido 4 incluséo da cadeia lateral propargilica deste substrato

e ao efeito anisotropico do grupo etilénico. O fato de Ady.3 > Ady.s levou-nos a sugerir
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que o héspede tenha provavelmente se ligado em um sitio secundério, com inclusdo
parcial. O mesmg aconteée quando (+)-3 (ee ~ 33%) estd na presenca de B-CD. A
andlise de (+)-3 (ee ~ 33%) na presenca de y-CD, no entanto, foi prejudicada pois o
sinal de H-5 encontra-se encoberto pelos sinais de H-6. A Figura 23 mostra um perfil
claro do comportamento dos hidrogénios de (+)-3 (ee ~ 33%) mediante a presenca de
cada CD aqui avaliada. Sem duvida, este composto foi o que apresentou um
comportamento, tanto em relagdo & discriminagfo quiral, quanto a variagio dos
deslocamentos. quimicos, mais diversificado diante dos seletores. Entretanto,

novamente a f-CD pareceu-nos exercer major influéncia sobre os sinais deste hospede.
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Figura 23: Espectros parciais de RMN'H (Dy0; 8uop 4,67; 30 °C) de (3)-3 (15 mmol L") (a) na
auséncia de CD e na presenga de (b) o-CD (15 mmol L); (¢) o-CDPM (12 mmol L™); (d) B-CD (15
mmol L™); (¢) B-CDPM (12 mmol L™); () y-CD (15 mmol L™); (g) y-CDPM (12 mmol LY.



Esta analise preliminar de RMN de 'H foi importante pois proporcionou uma
primeira avaliagfio da Série de seletores quirais diante das moléculas héspedes. Sob
todos os aspectos analisados, a B-CD foi o hospedeiro que mostrou melhor

desempenho: sofreu maior perturbagfio nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
| internos da cévidade durante a inclusdo; causou maior perturbagio nos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios das moléculas héspedes; proporcionou maior discriminaggo.
Estas primeiras observagdes nos induziram a considerd-la como o seletor quiral mais
indicado para alcangar nossos propositos de previsio da discriminacéio quiral. Todavia,
outros experimentos de RMN forneceram resultados mais contundentes.

Uma dltima observagéo ainda sobre este topico consiste na constatagio de que a
B-CDPM apresentou variagdo nos deslocamentos quimicos de praticamente todos os
hidrogénios (externos e internos) na presenga de 1, 2 e 3. Este comportamento ocorre

provavelmente devido ao fato do seletor quiral sofrer uma pequena modificacdo
| (deformagdo) na sua estrutura durante a inclusdo dos respectivos hospedes, por isso
todos os sinais se modificariam. A flexibilidade da estrutura da B~-CDPM ¢€ o resultado
da ruptura das liga¢des de hidrogénio devido a permetilagdo das hidroxilas, as quais

s#0 as principais responséveis pela rigidez do macrociclo.*?

3.2.1. TITULACAO
 Uma questdo importante no estudo destes complexos de incluso ébnhecer a
estequiometria de complexagdo, informagio crucial para o célculo das constantes de
associagdo e propostas de topologia de complexagao.
A titulagdo por RMN através da variagio de deslocamentos quimicos tem sido
um dos métodos mais freqiientemente utilizados para a determinagdo de constantes de |

. associagdo e estequiometria de complexos de inclusdo com CDs.

3.2.1.1. DETERMINACAO DA ESTEQUIOMETRIA

Para verificar a estequiometria da complexagdo por RMN, inicialmente foi

empregado o método de variagdo continua de um dos componentes, como descrito nos
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trabalhos de Botsi ¢ col.” Em todos os experimentos, foi acompanhado somente a
variagdo do H-3 das CDs, pois o sinal de H-5 das mesmas, também presente no
. interior da cavidade, apresentou-se encoberto, na maioria dos casos, por outros sinais,
impedindo assim sua avalia¢3o.

Inicialmente foram realizados alguns experimentos para averiguar a
estequiometria dos complexos de (£)-1 ¢ (#)-3 com - ¢ B-CDs, a- ¢ B-CDPMs,
Primeiramente foram preparados os complexos com a-CD ¢ seu 'derivado (a-CDPM),
mantendo constantes as concentracdes do seletor quiral (15 mmol L™ e 12 mmol L™,
respectivamente) ¢ variando apenas as concentragBes do soluto de 0,2 a 1,0
equivalentes a de CD. Esta relagdo de razdes estequiométricas foi escolhida porque a
o~-CD e seu derivado apresentam cavidades menores, o que possibilitaria uma
estequiometria de complexaco 2:1. Todos os experimentos foram realizados a
temperatura constante (30°C) e referenciados internamente através do sinal de HOD (&
4,67).

As Figuras 24-27 ddo um claro perfil de como os hidrogénios da o-CD e -
CDPM sio afetados mediante a adigfio sucessiva dos respectivos hoéspedes. Nas
Figuras 24 e 25, verificou-se que a variagdo dos deslocamentos quimicos do H-3 ¢
muito pequena (Tabela 11), enquanto na Figura 27 ambos os sinais de¢ H-3 e H-5
encontram-se encobertos, impossibilitando qualquer tipo de analise neste sentido.
Entretanto, na Figura 26 podemos observar que o H-3 da o-CD exibiu uma constante
desprotecdo, em felag:ﬁo ao sinal da CD pura. Isso provavelmente ocorreu devido a
inclusdo da cadeia propargilica do soluto no interior da cavidade da a-CD, conforme
mencionado anteriormente. Os dados foram entdio racionalizados em um grafico
(Figura 28), onde a estequiometria 2:1, apesar de inicialmente esperada, ndo foi

confirmada, alias, pelo perfil do mesmo, trata-se de um complexo 1:1.
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Figura 24: Titulagdo: espectros parciais de RMN de 'H (D,0; 8yop 4,67; 30 °C) da (a) o-CD (15
mmol L") e dos complexos a~CD/(+)-1 nas razdes (b) 1:0,2; (¢) 1:0,4; (d) 1:0,6; (e) 1:0,8; (f) 1:1.
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Figura 25: Titulag3o: espectros parciais de RMN de 'H (D,0; 8xop 4,67;.30 °C) da (a) «-CDPM (12
mmol L) e dos complexos a-CDPM/(£)-1 nas razdes (b) 1:0,2; (c) 1:0,4; (d) 1:0,6; (e) 1:0,8; (D) 1:1.
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Figura 26.: Titulagdo: espectros parciais de RMN de 'H (D;0O; dxop 4,67; 30°C) da (a) a-CD (15
mmol L) e dos complexos o-CD/(£)-3 nas razdes (b) 1:0,2; (c) 1:0,4; (d) 1:0,6; (e) 1:0,8; () 1:1.
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Figura 27: Titulagiio: espectros parciais de RMN de 'H (D,0; 8yop 4,67; 30°C) da (a) «-CDPM (12
mmol L) e dos complexos a-CDPM/(£)-3 nas razdes (b) 1:0,2; (¢) 1:0,4; (d) 1:0,6; (e) 1:0,8; (D) 1:1.
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Tabela 11: Variacio dos deslocamentos quimicos de H-3 dos seletores quirais em experimentos de

titulagdo por RMN de 'H para averiguacio da estequiometria dos complexos.

Complexos ABCD (livre - compiex) - 10° (ppm) (razio molar = substrato/CD)"
a-CD/(£)-1 0,0 (0,26) 1,7 (0,40) 0,5 (0,73) -4,1(0.99) 1,3 (1,08)
o-CDPM/(3)-1 1,0 (0,16) 1,5 (0,36) 2,5 (0,68) 2,5 (0,84) 3,5(1,20)
B-CD/(x)-1 10,5 (0,33) 27,0 (0,68) 40,0 (1,01) 445(1,41) 45,5 (1,53)
B-CDPM/(£)-1 11,0 (0,41) 14,0 (0,66) 21,0 (0,96) 22,0 (1,06) 23,0 (*1,40)
a-CD-/(£)-3 -4,3 (0,23) -8,7 (0,44) -11,8 (0,66) -14,8 (0,81) -15,6 (0,98)
B-CD/(£)-3 9.9 (0,44) 17,5 (0,73) 20,7 (1,01) 22,7(1,31) 23,5(1,89)
B-CDPM/(£)-3 10,5 (0,28) 21,5 (0,82) 21,5 (1,01) 39,0 (1,52) 46,0 (2,23)

a) os valores das razdes molares foram dados através da integragiio dos sinais das espécies

A8 H-3_, (107 ppm)
&
1

00 02 0.4 08 08 10
[3)/[o-CD]

Figura 28: Grafico de titulagéo para verificagdo da estequiometria do complexo a-CD/(+)-3.

Os complexos de (1)-1 € ()-3 com os seletores quirais B-CD (15 mmol L) ¢
B-CDPM (12 mmol L), foram preparados variando apenas as concentragdes dos
solutos de 0,3 a 1,5 equivalentes, enquanto as dos hospedeiros foram mantidas
constantes. O comportamerito (protecdo, desprotegdo) dos hidrogénios dos seletores
quirais em-questdo podem ser observados nas Figuras 29-32. A partir destes conjuntos
de espectros, tentou-se avaliar a estequiometria dos complexos através de gréficos
(Figuras 33 e 34). Analisando estes graficos, foi proposta a estequiometria 1:1 para
(#)-1 com ambos seletores. O mesmo pbde-se deduzir do complexo B-CD/(1)-3. No
entanto, no caso do complexo B-CDPM/(£)-3, observou-se um comportamento
diferente, onde a estequiometria parece ser do tipo 1:2, entretanto, o grafico (Figura

33b) ndo € claro o suficiente para mantermos tal avalia¢io.
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Figura 29: Titulagio: espectros parciais de RMN de 'H (D,0; Syop 4,67; 30 °C) da (a) B-CD (15
mmol L) e dos complexos B-CD/(x)-1 nas razdes (b) 1:0,3; (¢) 1:0,7; (d) 1:1; (e} 1:1,2; (f) 1:1,5.
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Figura 30: Titulag3o: espectros parciais de RMN de 'H (D,0; Syep 4,67; 30 °C) da (a) B-CDPM (12
mmol L') e dos complexos B-CDPM/(x)-1 nas razdes (b) 1:0,3; (¢) 1:0,7; (d) 1:1; (e) 1:1,2; (f) 1:1,5.
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Figura 31: Titulagéo: espectros parciais de RMN de 'H (D,0; Suop 4,67; 30 °C) da (a) B-CD (13
mmol L) e dos complexos B-CD/(+)-3 nas razdes (b) 1:0,3; (¢) 1:0,7; (d) 1:1; (e) 1:1,2; (B 1:1,5.
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Figura 32: Titulagfo: espectros parciais de RMN de *H (D;0; Suop 4,67; 30 °C) da (a) B-CDPM (12
mmol L") e dos complexos B-CDPM/()-3 nas razdes (b) 1:0,3; (¢} 1:0,7; (d) 1:1; (e) 1:1,2; (f) 1:1,5.
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Figura 33: Graficos representando as titulagdes dos complexos (a) B-CD/(2)-1 ¢ (b) B-CDPM/(+)-1.
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~ Figura 34: Gréaficos representando as titulagBes dos complexos (a) B-CD/(1)-3 e (b) B-CDPM/(+)-3.

Embora a proposta original deste método de titulagio consiste em avaliar ndo s6

" a estequiometria como também as constantes de associagdo dos complexos, foi dificil
- determinar com seguranca a estequiometria de alguns complexos, pior ainda calcular
| as constantes de associagdo através das curvas obtidas pelos graficos. Os problemas
observados em relagdo ao método foram atribuidos aos baixos valores observados para

Ady (< 0,1 ppm) e possivelmente a preparagio das amostras que ndo foi ideal (ndo
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foram preparadas a partir de solugdes estoques padrdes, com micropipetas analiticas,
balan¢a analitica de alta precisfo). Estes fatores podem levar 4 uma margem de erros
grande e resultados incoerentes. Diante desta situagio de incerteza decidiu-se avaliar a
estequiometria e as constantes de associag@io através de experimentos mais especificos.

Para a determinagdio da estequiometria foi empregado o Método de Job***

e das
constantes de dissociagio a titulagdo aplicando a equagfio de Benesi-Hildebrand
modificada por Scott.!

Com relacdo ao Método de Job, foram preparadas solugbes estoques padrdes
(22,5 mmol L") de hospedes e hospedeiros, as quais foram diluidas de tal maneira que
resultassem em solugdes onde a combinagdo de ambas espécies variasse
constantemente ([héspede] + [hospedeiro] = 15 mmol L), conforme especificado na
parte experimental. Um cuidado todo especial foi tomado na preparagio das solugdes
para titulag@io: elas foram devidamente diluidas a partir de solugdes estoques das
espécies, com auxilio de micropipeta volumétrica, para minimizar ao maximo
possiveis erros de concentragdo das amostras. Além disso, todos os exi)erimentos de
RMN de 'H foram realizados seguindo os mesmos parimetros operacionais, com
temperatura constante, sendo todos referenciados externamente com TMS (3 0,0).

Na Figura 35 pode-se verificar os deslocamentos quimicos de hidrogénio de
(3¥)-1 na presenga de concentragdes crescentes de B-CD. Foram escolhidos alguns
sinais (Me,,: & 0,868; e Megy: & 0,938) para andlise € a partir dos valores de A8, dos
mesmos péde-se entio avaliar a estequiometria através de um grafico rAdyps versus r
(r = [hospede]/([hospede] + [hospedeiro])), onde a razéo estequiométrica foi obtida no
ponto de variacdo maxima (Figura 36), que neste caso corresponde a r = 0,5, logo,
" tratando-se de uma razio de 1:1. Este resultado confirma analise anterior.

A estequiometria do complexo 3-CD/(1)-2 foi avaliada da mesma maneira. Na
Figura 37 'bode ser observado o comportamento do substrato na presenca do seletor
quiral, onde fica clara a influéncia do seletor sobre o héspede, enquanto na Figura 38

temos o grafico com os dados ja racionalizados. Foram avaliados quatro sinais (Me,y,
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& 0,853; Megg, 6 0,996; H-6,, & 2,201; H-6¢4, & 2,427), os quais apresentaram o

mesmo pefﬁl, sendo que a razdo estequiométrica observada aqui novamente foi de 1:1.
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Figura 35: Titulag3io: espectros parciais de RMN de 'H (D,0; 3y 0; 30 °C) de (a) (£)-1 (15 mmol
L") e dos complexos B-CD/(x)-1 nas razdes (b) 3:12; (¢) 6:9; (d) 7,5:7,5; (e) 9:6; () 12:3.
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- Figura 36: Gréfico representando a titulagio do complexo B-CD/(x)-1 através do Método de Job.
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a) Me,, Me,, Me,,
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Flgura 37: Titulagdo: espectros parciais de RMN de 'H (D;0; S1ys 0; 30 °C) de (a) (+)-2 (15 mmol
L") e dos complexos B- CD/(£)-2 nas razdes (b) 3:12; (c) 6:9; (d) 7,5:7,5; (e) 9:6; (f) 12:3.

(121 A8, )/([2] + [B-CD}) (10° ppm)

[2412] + [B-CD))

Figura 38: Gréfico representando a titulagdo do complexo B-CD/(x)-2 através do Método de Job.

Por fim, foi analisado o complexo B-CD/(+)-3. A Figura 39 mostra os
espectros parciais de RMN de 'H de (+)-3 em diferentes combinagfes com o seletor

quifal. Os valores de Ad,p, de alguns sinais (Me, & 1,081; H-9, § 2,172; H-6, & 2,449) e
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r obtidos encontram-se correlacionados no grafico da Figura 40, no qual pode-se
observar que o ponto estequiométrico foi atingido para uma razéo de 1:1, confirmando

mais uma vez os resultados obtidos pela metodologia anterior.

a) H-9 Me

L I B D L B L 2 L L LI L L BB B

2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 FPR

Figura 39: Titulagio: espectros parciais de RMN'H de (a) (£)-3 (15 mmol L) e dos complexos
B-CD/(+)-3 nas razdes (b) 3:12; (c) 6:9; (d) 7,5:7.5; (€) 9:6; (f) 12:3.
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Figura 40: Grafico representando a titulagéo do complexo B-CD/(+)-3 através do Método de Job.
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3.2.1.2. DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE ASSOCIACAO

Uma vez conhecida a estequiometria de complexacéio pode-se entdo calcular as
coirstantes de associagdo. Uma maneira de calcula-las € através da titulagio de RMN
de 'H, seguida da correlagio dos valores de A8, com a equagio de Benesi-Hildebrand
wnudificada por Scott (Eq. 4).°!

Vérias solugdes foram preparadas para o célculo das constantes de associagéo
de 1, 2 ¢ 3 na presenca de P-CD, variando sempre a concentragdo do seletor a
waturagdo, enquanto a dos solutos (bem menor que a do seletor) permanecia sempre
constante. Os mesmos cuidados na preparacdo das amostras para titulacdo tomados
para 0 método de Job também foram aplicados aqui.

Inicialmente, foram calculadas as constantes de associagdo aparentes (K,,) de
(£)-1 (3 mmol L") na presenca de B-CD (3 a 15 mmol L"), com base nas diferencas de

-deslocamentos quimicos de ambos enantidmeros & saturagio (Espectro E075, em
artexo). Os sinais de hidrogénio de (+)-1 escolhidos para o célculo destas constantes
foram o hidrogénio carbindlico (H-3, & 3,537) ¢ a metila axial (6 0,824), pois ambos
foram discriminados na presenga do seletor quiral, fornecendo assim subsidios (ASyps(+)
¢ Adgny-)) para a andlise. Dessa forma, os dados (Tabela 12, 1° coluna) foram
vavionalizados em um gréafico [B-CDJ/ASqs versus [B-CD] (Figura 41). As constantes

| de associagdo foram calculadas para cada sinal dos respectivos enantidbmeros a partir
~dos valores obtidos para o coeficiente angular da reta (a = 1/A3,) e o ponto y de
intersecdo da reta (b = l/(K,,,ASc)) do grafico. O valor das constantes de associagéo
aparentes de cada enantiomero foi dado através da média das duas constantes obtidas

para cada um deles (Kgp(ﬂMe e Kapyn-s 3 Kapoyme € Kapoyno3)-
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Tabela 12: Valores de Adg,s (em Hz) de (£)-1 (3 mmol L") obtidos através de titulagiio com diferentes

concentra¢des ({[CD],) e valores corrigidos de [B-CD]; a partir do método de aproximacdes sucessivas.

H-3 Meax
ICD]na [CD]lc [CD] Ic {CD];c [CD];C ASobs A&,bs [CD]blc [CD]lc [CDhc [CD]Z: Asubs Aad:nbs
(GO o I o AT o M 5 R o Nl B 62, oo I 0 R o M 0 BT 0 e

3 2,10 2,04 2,00 1,94 1227 1556 | 1,91 1,89 1,80 1,77 2432 2542
6 4,58 4,51 443 435 1929 24,113 435 433 4,18 4,16 3687 38,19
9 725 7,17 707 699 23,77 2948 | 704 7,01 684 6,81 4377 4536
12 10,03 9% 983 975 26,74 3293 | 987 985 965 9,63 4762 49,16
15 12,97 1291 12,76 12,69 27,58 33,73 | 12,78 12,76 12,56 12,53 49,59 51,12

a) concentragdo inicial da B-CD (mmol L); b) concentragio da B-CD (mmol L") apés 1* corregso; c)
concentragio da B-CD (mmol L™') apés 2° corregdo; d) variagdo dos deslocamentos quimicos (em Hz) de
(£)-1 na auséncia e presenca de B3-CD.
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Figura 41: Grafico de Scott de (+)-1 (#) e (~)-1 (¢) em solugdes com B-CD.

Entretanto, as constantes de associacdo foram determinadas para complexos em
equilibrio dindmico, o que implica que os valores de [CD] ndo sio exatos. Por isso, foi
necessario realizar a corregdo destes valores de [CD] através do metodo de
aproximagoes sucessivas,”’ empregando a seguinte equaggo:

[CD] = {CD}, — ((Adqns [s0luto]) (A3 (Eq.17)
onde [CD], é a concentragio molar do soluto na solugdo e Ad; ¢ a diferenga de

deslocamento quimico de uma amostra pura do complexo € um componente livre no
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putito de saturagdo (AS, foi calculado inicialmente a partir do coeficiente angular da
1eta do grafico [CD)/AS,y, versus [CD] da Figura 41). A partir dos valores de [CD]
‘corrigidos e Ads, novamente obteve-se o grafico [CD]/AS s versus [CD]. Assim, se o
valor de A8, obtido a partir do coeficiente angular da reta deste grafico for igual ao
observado para Ad. do grifico anterior, pode-se entdo calcular o valor de Kap
(intersegdo da reta com o eixo y). Caso contrario. deve-se repetir o procedimento até
obter um valor proximo de A8, (quantas corregdes forem necessarias). No nosso caso,
foi neéessério uma segunda correcdo de [CD], a partir do Gltimo valor de Ad,
corrigido. Apés a organizagiio deste novo grafico (Figura 42), verificou-se que o
ultimo valor de A8, corrigido era bem préximo ao da primeira corre¢do, permitindo
entdo o calculo de K,, (Tabela 12). Procedeu-se dessa maneira para calcular os valores
de Ky cbrrespondentes a cada sinal escolhido dos enantidmeros (aqueles
~discriminados enantiomericamente) (Tabela 13). A partir da média dos valores de Kap
de cada enantibmero, chegou-se finalmente ao valor médio das constantes de

associa¢o para o (+)-1 e para (-)-1.

[6-CDV/as,,, (10° meol L) Hz
.§ g
\
\

{8-CD] (mmol L")

_ Figura 42: Gréﬁco de Scott de (+)-1 (#) e (-)-1 (») em solugdes com B-CD (apds corregdes de [CD]).
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Tabela 13: Valores de Ad. (valores inicial e corrigidos) e constantes de associagio aparentes (K,,) dos

hidrogénios de (£)-1 enantiomericamente discriminados por 3-CD.

hidrogénio A8, (Hz) Ady. (Hz) A8y (Hz) Kap(M7)
H3(H) 40,78 36,89 36,47 £ 1,00 2582 16,5
"H-3 (-) 48,43 43,90 43,42+ 1,21 2938 +21,2
Me., (+) 67,04 60,86 60,26 + 0,50 380,4 £9,9
Me () 68,52 62,18 61.61 +0.50 399.2 = 10.4

Os valores de K,, para (£)-3 (espectros E077) foram calculados da mesma
maneira. Para os cdlculos, foram escolhidos os seguintes sinais (todos discriminados
efittiiomericamente): hidrogénio acetilénico (H-9, 6 2,129) e a metila (6 1,038). Os
valores de [CD] sofreram duas corregdes (Tabela 14) € a partir daqueles resultantes da
wepuiida corregdo foi possivel a execugdo do grafico [CD}/Ads versus [CD] (Figura

43) e, posteriormente, o calculo de K,; para cada enantidmero de 3 (Tabela 15).
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Figura 43: Grafico de Scott de (+)-3 (¢) e (—)-3 (*) em solugdes com B-CD (apds corregdes de[CD]).
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Tabela 14: Valores de ASs, (em Hz) de (+)-3 (3 mmol L) obtidos através de titulagdo com

diferentes concentragdes ([CD],) e valores corrigidos de [B-CD]. a partir do método de aproximacfes

sucessivas.
H-9 Me

{CD} | ICPhe [CDhic [CDLc ICDla A8y ABons ICD|;c (CDlic |CD: |CDL AS‘,,? ABqps
B S0 R o IO 5 RN o RN ) R o L N S I o R .0 I o R o N o

3 1,48 1.39 1.35 1,26 24,54 27,17 1.46 1,31 1,33 1,18 20,60 20,60

(3 3,87 3,83 3.70 364 3426 36,89 | 3.8 3,73 3,65 3,55 2010 29,69

9 6,62 6.57 6.42 6,38 38,38 41,01 6,58 6,51 6,38 6,32 32.34 30,37

12 9,52 947 9,32 9,27 3992 42771 950 9,42 9,29 9,22 3344 3146

15 1248 1244 1227 12,24 40,67 4321 12,47 1240 1226 1220 3388 31,68

a) concentra¢do inicial da B-CD (mmol L'); b) concentragiio da B-CD (mmol L) apos 1* corregdo; c)
cuncentragdo da B-CD (mmol L) apés 2° corregdo; d) variaglio dos deslocamentos quimicos (em Hz) de ()-3
na auséncia e presenga de 3-CD.

Tabela 15: Valores de A3, (valor inicial e corrigido) e constantes de associag@o aparentes (K,, ) dos

hidrogénios de (+)-3 enantiomericamente discriminados por B-CD.

hidrogénio A8, (Hz) A8, (Hz) ASy (Hz) Kap (M)
H-9 (+) 48,36 44,66 4429+ 031 9445+ 472
H-9 (-) 50,73 46,93 46,61 + 0,33 1104,7 £ 70.0
Me (+) 40,19 37,06 36,81 £0,37 1019.4 + 79.4
Me (-) 36,56 33,96 33,77+ 0,24 13443 + 94,8
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‘Figura 44: Grafico de Scott de (+)-2 (¢) e (-)-2 (¢) em solugSes com B-CD (apds corregdes de[CD)).



_Parte I: Dlscnmmagao enantlomerlcacomclclodextnna;naturals e derivadas 75

E finalmente, os valores de K, para (+)-2 (2 mmol L espectros E076, em
amexo) foram calculados de forma andloga aos exeniplos anteriores. Os sinais
emantiomericamente discriminados pela B-CD escolhidos para a analise foram: a
metila equatorial (3 0,950) e a metila do grupo acetato (8 1,836). Novamente foram
necessérias duas correcdes para os valores de [CD] (Tabela 16) que resultaram nos
dados necessérios para a confecgdo do grafico [CD}/AS,p, versus [CD] (Figura 44), a

pariir dos quais foram calculados todos os valores de Kqp (Tabela 17).

Tabela 16: Valores de Adq,s (em Hz) de (1)-2 (2 mmol L") obtidos através de titulagdo com diferentes

cuirceatragdes ([CD),) € valores corrigidos de [B-CD. a partir do método de aproximagdes sucessivas.

Meeq MeAc
ey, | [CPLe [CD}ic 1CDL [CDlz A8y,  A3up, |ICDle (CDLie |CDjse [CDlae ABus  ASons
@' @O ® O @ 9 ® 0 B 0 ® o
3 170 175 165 169 3207 26291 206 246 200 211 -1000 -7.00
6 427 440 420 433 4264 3367} 475 485 467 478 -1335 -9.60
9 723 727 706 119 4358 3636 | 7.59 769 750 760 -1505 -10.96
2 10,19 1023 10,12 10,15 44,55 3723|1045 1053 1036 1044 -1651 -12.26
L 17 10 T "1 7 1N 1 17 A4 N Ll B 43 177 17 AA 1% M0 17 %4 B B Ry | T NA

1 . 1

mp  mearmwsaesmegawa  seemste mewm e S jessefeis s gy W weesmoclliiagese e g wes A mrems  mw g g - PR el BT ]

winmeenitragdo da B-CD (mmol L 1y apés 2 correcio: d) variagio dos deslocamentos quimicos (em Hz) de (£)-2
Tauséncia e presenca de B-CD.

Tabela 17: Valores de A8, (valor inicial e corrigido) e constantes de associago aparentes (Kqp) dos

hidrogénios de (+)-2 enantiomericamente discriminados por 3-CD.

hidrogénio A, (Hz) A8, (Hz) Ady (Hz) Kap (M)
Meg (+) 49,29 47,41 4734 +£0.71 1566.4 + 305,0
Meq (-) 42,02 40,26 40,18 + 0,32 1191,6 £ 94,0
Mex. (+) 2132 20,13 20,05 0,50 448.6 + 45,0
Meae (-) 16,70 15,72 15,67 £ 0,53 3454 £ 36,7

Analisando as constantes de associa¢@io aparentes calculadas, verificamos que,

- para cada sinal avaliado de um mesmo enantidmero, elas apresentaram magnitudes

TAAWLWAINWO s AU ML ALLA LW W b WA et At LALLM A AL WAL WAL M lls WALARE P A RRAR LR A
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diferente durante o equilibrio dindmico envolvido no processo de complexagio. Logo,
para se ter uma idéia geral da dimensdo da K,; utiliza-se o valor médio. Obviamente,
quanto maior o nimero de sinais avaliados de um dado composto, mais fidedigna sera
a magnitude da constante de associagio da molécula. Numa tentativa entio de
transformar nossos dados em valores mais expressivos, calculamos o valor de K,,

médio para cada enantidmero. Os resultados encontram-se listados na Tabela 18.

Tabela 18: Constantes de associagéo aparentes médias (K,,) para os complexos com B-CD.

Complexo Kapsy (M) Kap oy (M) o

B-CD/()-1 320+ 19 350+ 24 1.10°
B-CD/()-2 1010 = 308 770 £ 100 1.31°
B-CD/(+)-3 980 + 92 1225+ 118 1.25°

2) & = Kep (-yKep 13 b) & = Kop oy Kip (0

As magnitudes das constantes de associacio aparentes s3o diretamente
proporcionais as interagSes entre 0s substratos € os seletores quirais. Assim, como os
compostos 2 ¢ 3 apresentaram valores de K,, maiores, provavelmente eles formardo
complexos mais fortes com B-CD do que 1 (Tabela 18). Analisando-se cada
enantidmero em particular, aquele que apresenta maior K,, ligar-se-4 mais fortemente
ao seletor quiral. Logo, numa separagdo cromatogréafica utilizando este seletor quiral
como fase estaciondria, esperar-se-4 que © primeiro composto e¢luido seja o
enantidmero com K,, menor, pois seu antipoda apresenta maior afinidade por aquela
fase quiral. Numa situag@o em que o seletor quiral estd na fase mével, o inverso devera
ocorrer, ou seja, 0 primeiro e¢nantibmero a ser eluido serd aquele com K,, maior,
devido & sua maior afinidade com esta fase. Seguindo entfio este raciocinio, numa
separacao cromatogréﬁca pode-se entdo prever qual dos enantidmeros serd eluido
primeiramente (caso haja discriminagdo), de acordo com a fase quiral empregada
(mével ou e‘sfacionéria) e condi¢des semelhantes aquelas utilizadas em RMN (seletor
quiral, solvente, temperatura). Assim, numa analise de CLAE dos substratos avaliados

separadamente, utilizando uma coluna quiral com fase estacionaria contendo B-CD,
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provavelmente a ordem de eluigfo seria: (+)-1, (-)-2 ¢ (+)-3. E, com uma fase movel &
base de B-CD esperar-se-ia justamente a ordem inversa de separagio.

A razio entre as constantes de associagio aparentes médias de ambos
enantidmeros (o) também € um pardmetro importante. Ela pode fornecer um indicio de
maior ou menor probabilidade de separago cromatogrifica para determinado
substrato racémico ou enriquecido, sob condi¢Bes semelhantes as da RMN.
Obviamente, quanto maior o valor de o, maior a probabilidade de separac#io, pois a
esta diretamente relacionado as constantes de associag@o de cada enantiémero e quanto
maior a diferenca entre elas, significa que o processo de associagio dos enantiémeros
envolve diferentes energias de ligagdo, fato considerado pré-requisito para a
discriminag8o. Dessa forma, ha de se esperar que entre os substratos analisados, o
composto 2 apresentaria melhor discriminagfo enantiomérica utilizando B-CD como

agente de separaglo quiral, seguido por 3 e 1, este ultimo seguramente com o pior

desempenho.

3.3. EXPERIMENTOS PARA AVALIACAO DE NOE
INTERMOLECULAR

Como jé foi discutido em tépico anterior, as medidas de nOe constituem o
método mais promissor para a anélise da formagio de complexos supramoleculares de
inclusdo envolvendo CDs e substratos. Estes experimentos aplicados ao estudo de
complexos com CDs podem revelar a relagio miitua entre pares de uma associagéo
supramolecular, onde as diferencas de nOe propiciam informac¢des sobre interagdes
intermoleculares através do espago (interagbes dipolares intermoleculares entre
héspede ¢ hospedeiro), contribuindo com dados mais conclusivos sobre os diferentes
modos de comple:»ca_g:ﬁo.5 0,58

Os primeiros experimentos de diferenga de nOe homonuciear foram realizados
utiliz_ando as seqiiéncias de pulsos uni e bidimensionais CYCLENOQE (Cycled nOe

Difference Experiment)’® ¢ NOESY, respectivamente, ¢ ambos apresentaram nOe = 0.
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De fato, em experimentos convencionais deste tipo, o incremento de sinal observado
depende da razdo da relaxaco cruzada e do produto de w,t,, sendo que quando este
produto € w,7, =1, os efeitos de nOe sfo muito pequenos, praticamente nulos.*® Dessa

forma, como as CDs apresentam o produto w, 7, 51,99

optou-se entdo por observar os
incrementos de nOe nas coordenadas giratérias com trava de spin (ROESY). Utilizou-
se principalmente a versdo unidimensional, com pulsos seletivos, fato que levou 4 uma
andlise mais direta, rdpida e de facil quantificagio relativa. Embora com a
desgaseificagdo das amostras pudéssemos observar intensidades de rOe mais intensas,
as mesmas ndo foram desgaseificadas. A Tabela 19 mostra as interagdes dipolares
intermoleculares observadas entre os hidrogénios da CD e dos héspedes irradiados.

Analisando os espectros € os incrementos de rQOe observados, pode-se verificar
inicialmente que, no complexo B-CD/(+)-1 (espectros E080-E081, em anexo), tanto
H-3 quanto H-5 da B-CD mostraram interagdes intermoleculares quando alguns dos
hidrogénios do héspede (+)-1 foram irradiados seletivamente (Figura 45). Avaliando
estas interagdes, sugeriu-se que o substrato esteja incluido dentro da cavidade da 8-CD
(Figura 45), resultado que vem ao encontro da analise dos dados de RMN de 'H
realizada em segfo anterior, na qual os hidrogénios internos do macrociclo sofreram
variagdo de deslocamento quimico dando evidéncias da inclusdo do hospede. O
mesmo ocorreu para o complexo y-CD/(£)-1 (espectros E082-E083, em anexo), onde
os hidrogénios internos do hospedeiro também mostraram interagdes intermoleculares
com o héspede. Embora as intensidades de rOe (%) observadas sejam menores que no
exemplo anterior, a inclusdio de (1)-1 neste caso provavelmente também foi total
(Figura 46).
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"Tabela 19: Incrementos de ROe intermoleculares observados para os complexos CD/héspede.

complexo Posicbes incrementos de rQe intermoleculares nos hidrogénios da CD
Irradiadas’ H-2 H-3 H-4 H-5§ H-6
B-CD/(x)-1 H-dy 2,8% - 0,9%
H-5, - 3.8% - - -
H-64xccq T e 3,5% 0,6%
Me,, 0,6% 1,7% 0,5% 0,7% -
Megg 0,7% 2% 0,6% 0,9%
y-CD/(z)-1  H-dg 1,7% 0,8%
H-5, 1,4% 0,8%
H-641 ¢ q 0,7% 0,6% —
Mea 0,8% 1,1%
Me,, — 0% 0,8%
B-CD/(+)2 H-3 0,8% 2,% 1,4% 1,6%
H-4,, 2,7% - 0,5%
H-6,, —— 2.4% e 0,4% ——
Me,, - 3,0% - 0,9% -~
‘Me, 2,0% 0,8%
Me,, 0,4% 0,7% —
y-CD/(2)2 H-3 03% = - 0,4% 0,5% 0,8%
H-4,, - 1,1%
H-64, - - - - 1,2%
Me,, - - - 0,5% 0,9%
Me., - 0,5% 0,9%
Meac - 0,3% 0,6%
a-CD/(2)-3 H-3 0,5% -
H-9 0,9%** 0,3% 0,5%** 2,2%* 2,2%*
Me 0,8%** 1,4% 0,8%"** 0,7%* 0,7%*
8-CD/(+)-3 H-3 - 1,0% : -
- H-5 - 4,3% 1,7% -
H-7 - 5,0% - 3,1% -
H-9 - 0,7% - 2,2%* 2,2%*
Me 0,6% 4.4% 0,7% 3,4% -
y-CD/()-3  H-5¢ 1,0% 1,6%* 1,6%*
H-7 - 2,6% - 3,9%* 3,9%*
H-9 -— 6,0%
Me -—- 1,1% - 1,1%* 1,1%*

*hidrogénios saturados do substrato; *percetagem de rOe integrada para ambos hidrogénios H-5 ¢ H-6 da CD;
*¥ para H-2 ¢ H4.

No caso do complexo B-CD/(+)-2 (espectros E084-E085j, verificou-se que ao
irradiar varios pontos do hospede, as correlagdes intermoleculares com os hidrogénios
internos do hospedeiro observadas se apresentaram mais intensas para H-3 (B-CD).
Apenas a metila do grupo acetil de (+)-2 apresentou rOe% mais intensa para H-5 (B-
CD). Irradiando o H-5 da §-CD observou-se que justamente esta metila apresentou
rOe% maior que as outras posi¢des do hospede. Logo, provavelmente esta porgdo da

molécula se encontra mais incluida na cavidade do seletor. Portanto, a partir destes
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dados, sugeriu-se que o composto tenha sofrido inclusdo total, com os hidrogénios da
porgdo cicloexanona posicionados mais ao meio da cavidade enquanto o grupo acetil

estaria mais ao fundo da mesma, conforme topologia proposta na Figura 47.

2,8%(b)
0.9% (d)

3 8% (b}
0,7% (a)
2,0% (b)

0,6% (¢}
/V 1,1% (d)
3,5% (b) 5
0.6% (d) %o
1.7% (b)

0,5% (c)
1 07%(d)

CH,OH
6 6
B-CD/1

Figura 45: Posigdes irradiadas de (+)-1 e incrementos de % rOe intermolecular observados para os
hidrogénios (a) H-2, (b) H-3, (¢) H-4; (d) H-5 e (e) H-6 da B-CD. Topologias propostas para a
complexagio de ambos enantidmeros.

1,7% (b}
0.8% (d) 1,4% (b)
0 8% (d) 0.9% (b)

0,8% (d)
0,7% (b)
0,6% (d) 0.8%
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1,1% (d)

6
y-CD/1

\
HO,HC CH,CH
6

Figura 46: PosigGes irradiadas de (£)-1 e incrementos de % rOe intermolecular observados para os

hidrogénios (b) H-3 e (d) H-5 da y-CD. Topologias propostas para a complexagdio de ambos
enantidmeros.
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0,7%(a)
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Figura 47: Posicdes irradiadas de (+)-2 ¢ incrementos de % rOe intermolecular observados para os
hidrogénios (b) H-3 e (d) H-5 da B-CD. Topologia proposta para a complexagdo de ambos
enantidmeros.

No complexo y-CD/(+)-2 (espectros E086-E087, em anexo), verificou-se que
os hidrogénios irradiados apresentaram maior correlagdo intermolecular com o H-3 do
hospedeiro do que com H-3. Como a y-CD apresenta uma cavidade maior, € justo
imaginar que o hdspede encontra-se mais incluido dentro desta cavidade, ou seja,
esteja localizado mais ao fundo quando complexado (Figura 48), o que néo significa

necessariamente que esteja mais fortemente ligado a este seletor em relagdo ao

anterior.
0.3% (&)
0.4% (¢)
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1,1% (e) /\/ 0,9% (&)
0,6% (d)

[.0% (e)

y-CD/2

Figura 48: Posigdes irradiadas de (£)-2 ¢ incrementos de % rOe intermolecular observados para os
hidrogénios (a) H-2; (¢} H-4; (d) H-5 e (¢) H-6 da v-CD. Topologia proposta para a complexagéio de
ambos enantidmeros.
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No caso do complexo a-CD/(+)-3 (espectros E088-E089, em anexo), a analise
das correlagﬁe_s intermoleculares levou-nos a propor que a inclusio seja parcial, onde
H-5 ¢ H-6 da o-CD apresentaram correlages intermoleculares mais intensas que H-3
para com o hidrogénio terminal H-9' da cadeia lateral acetilénica do héspede (Figura
49). Entretanto, 0 H-3' de (+)-3 apresentou correlagdo apenas com H-3 da a-CD, mais
um indicio que nos induziu a propor que a incluso deste composto dentro da cavidade

da a-CD fosse apenas parcial, conforme modelo proposto na Figura 49.

OH 0,9% (a+¢)
0,8% (b)
O 22%(d+e)

ANH x 4V
0.5% (b)

0,8% (a)
1,4% (b)
0,8% (d)

a-CD/3

Figura 49: Posicdes irradiadas de (£)-3 e incrementos de % rOe intermolecular observados para os
hidrogénios (a) H-2, (b) H-3, (¢) H-4; (d) H-5 e (¢) H-6 da a-CD. Topologia proposta para a
complexagdo de ambos enantiGmeros.

Os espectros unidimensionais de ROESY do complexo B-CD/(#)-3 (espectros
E090-E091, em anexo) mostraram correlagBes entre os hidrogénios internos do
macrociclo e os hidrogénios irradiados do héspede. Como anteriormente, H-9' do
substrato apresentou maior interagdo com H-5 e H-6 da B-CD, o que nos levou a
sugerir o posicionamento do mesmo junto & parte inferior da cavidade, enquanto o
restante dos hidrogénios irradiados estaria localizado mais ao centro ou a superficie da
mesma, uma vez que se observou uma diferenca de rOe maior para H-3 (B-CD). A
partir destes dados, foi sugerido que o composto (£)-3 tenha sofrido inclusio conforme
topologia proposta na Figura 50.

E ﬁnélmente, 0 compiexo y-CD/(x)-3 (espectros E092-E093, em anexo)
mostrou correlagdes semelhantes aquelas do exemplo anterior quando irradiados

seletivamente. No entanto, o hidrogénio propargilico terminal do héspede (+)-3
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apresentou interag#io apenas com H-6 da y-CD. Desta forma, novamente sugerimos sua

localizagdo na parte mais inferior da cavidade da y-CD, bem como sua incluséo total
(Figura 51).

4,3% (b)
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! ok 3.1% (d)
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0,6% (a)
4,4% (b) HO,HC CH,OH
0,7% (c) 6 6
3,4% (d)

B-CD/3

- Figura 50: Posigdes irradiadas de (£)-3 e incrementos de % rOe intermolecular observados para os

hidrogénios (a) H-2, (b) H-3, (c) H-4; (d) H-5 e (e) H-6 da B-CD. Topologia proposta para a
complexacfio de ambos enantidmeros.
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1,1% (d+e)

v-CD/3

Figura 51: Posicdes irradiadas de (+)-3 e incrementos de %ROE intermolecular observados para os

hidrogénios (b} H-3; (d) H-5 e (e) H-6 da y-CD. Topologia proposta para a complexagéo de ambos
enantidmeros.

Os baixos incrementos de rOe observados entre H-2 ¢ H-4 das CDs e seus

reSpectivos hdspedes (Tabela 19) podem ser atribuidos & uma possivel associagdo

externa a cavidade dos seletores.
"Em geral, a magnitude dos incrementos de rOe observados foi mais acentuada
com B-CD do que com y-CD. No caso da B-CD, o hidrogénio interno H-3 apresentou

major perturbagdo enquanto que, nos complexos com y-CD, H-5 sofreu maior
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incremento de rOe. Embora tais resultados pudessem revelar outras informagdes sobre
estas associages supramoleculares, os mesmos foram empregados apenas para
confirmar a inclusdo dos hospedes avaliados.
Contudo, as diferengas de rOe observadas forneceram subsidios importantes
| quanto a complexacfo (confirmando algumas evidéncias preliminares da analise de
RMN de 'H) e ao possivel posicionamento do hospede dentro da cavidade hospedeira
(topologia da inclusdo). Entretanto, néio obtivemos informacBes mais contundentes
sobre a inclusdo diferenciada dos enantiémeros, pois os sinais discriminados por RMN
de 'H destes ‘estdo muito préximos (Ady muito pequeno), sendo impossivel uma
irradiagéio seletiva dos mesmos para uma avaliagdo mais refinada das topologias de

complexacdo.

3.4. EXPERIMENTOS DE DIFUSAQ: HR-DOSY

Como comentado no tépico 1.4.3, a espectroscopia ordenada.por difusio
(DOSY) procura separar os sinais de RMN de diferentes espécies de acordo com seus
coeficientes de difusio.”® Neste experimento foi adquirida uma série de espectros de
ecos de spin, 25 ao todo, empregando-se gradientes de campo com amplitudes que
variaram entre 0,068 ¢ 0,35 T m’'. Os decaimentos exponenciais dos sinais foram
analisados para se extrair um conjunto de coeficientes de difusdo com os quais se
sintetizou o dominio de difusio do espectro de DOSY (Figura 52).”

Antes de entrar na discussdio dos resultados propriamente ditos, cabe lembrar
que para se obter espectros de difuséo de alta resolugfio foi necessirio empregar
Seqﬁéncias de pulsos mais elaboradas. Inicialmente, utilizamos a seqiiéncia de pulsos
BPPSTE (Bipolar Puise Pairs Stimulated Echo),” a qual era a Unica instalada no
espectrometro de RMN. Os primeiros resultados foram promissores, tanto que nos
incentivaram a continuar utilizando a técnica. Entretanto, conjuntos de sinais
representantes de uma mesma espécie em difusio nem sempre mantinham-se

alinhados, dificultando assim a atribui¢@o do valor do coeficiente de difusio (Figura
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53a). Mesmo corrigindo a fase e a linha de base dos espectros antes do processamento
dos dados para a obtengdo dos coeficientes de difusdo, conforme recomenda a
literatura,®? nem sempre foi possivel a obtengdo de bons espectros. Recentemente
(1999) foi instalado em nosso equipamento de RMN uma nova seqliéncia de pulsos, a
GCSTESL (Gradient Compensated Stimulated Echo Spin Lock),* ¢ a mesma foi
testada ¢ aprovada. Esta seqiiéncia proporcionou bons espectros de difusdo, muito
mais limpos, simétricos, com valores de desvio padrdo muito menores (cerca de 10-20
vezes) aos observados utilizando a seqtiéncia BPPSTE (Figura 53b). Com isso, todos
os experimentos foram refeitos utilizando a seqiiéncia GCSTESL, garantindo
resultados mais coerentes e condizentes com aqueles observados por outras técnicas de
RMN (RMN de H, ROESY) até entiio empregadas. Segundo o relato de Morris €
col.,?? em um excelente trabalho no qual foram testadas as principais seqiiéncias de
pulsos utilizadas em HR-DOSY até¢ o momento, a seqiiéncia GCSTESL foi a que
apresentou melhor desempenho em relaglo as demais para aquele sistema avaliado
(mistura de quinina, geraniol e canfeno® em metanol deuterado), inclusive melhor que
a BPPSTE.

H H At 1Id uﬂ ull\niJJ,Ll..J.;l ..,l l | I IR

Figura 52: Decaimento exponencial da intensidade dos espectros devido a variagdo das amplitudes
dos gradientes.

¥ Estruturas em anexo.
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Figura 53: Espectros de DOSY do complexo a-CD/(1)-3 empregando as seqiiéncias de pulsos (a)
BBPSTE e (b) GCSTESL.
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Toda a discussdo a seguir estd baseada nos resultados obtidos utilizando a
seqiiéncia de pulsos GCSTESL. Os coeficientes de difusdo obtidos apos
processamento automatico pelo software do espectrometro de RMN foram listados
(coeficientes e desvios padrdes) para todos os pontos previamente escolhidos. O valor
do coeficiente de difusdo atribuido foi o resultado de uma média entre todos os
coeficientes listados para uma mesma espécie¢ juntamente com seus respectivos
desvios padrdes. Todos os espectros de HR-DOSY encontram-se¢ em anexo.

Analisando superficialmente os coeficientes de difusdo das espécies (Tabela
20, espectros E095-E101, em anexo), podemos verificar que HOD, o cetol (£)-1 ¢ as
CDs, apresentaram coeficientes em faixas bem distintas. Ao considerar 0 tamanho das
espécies em solugdo, os valores destes coeficientes foram coerentes, uma vez que,
HOD, espécie de menor raio hidrodindmico, apresentou maior difusdo no meio,
enquanto as ciclodextrinas, com suas estruturas avantajadas, difundiram menos. QOutro
fato, com certeza o mais importante a se considerar, foi o comportamento do substrato
()-1. Ele apresentou coeficientes de difusdo menores na presenga de todas as CDs e
derivados em relagdo ao mesmo livre, um indicio claro de interagdo com estes
seletores. Os menores coeficientes observados foram aqueles justamente na presenca
de B- € v-CD (Tabela 20). Na realidade, isso ja era esperado pois, como observado
através das outras técnicas de RMN (‘H e ROE), (+)-1 tem mostrado maior
complexagio na presenca de B-CD. Assim, o fato de estar mais complexado explicaria
o coeficiente de difusdo inferior ao da espécie livre, € quanto mais complexado, menor
seria sua difusdo.

Com relagio a difusdo de (+)-2 na presenga das CDs e dos respectivos
derivados em estudo, verificou-se 0 mesmo comportamento de (+)-1, ou seja, este
soluto também apresentou coeficientes de difusio diferentes conforme o tipo de seletor
(Tabéla 21, espectros E102-E108, em anexo). Assim como no caso anterior, a maior
complexagio com B-CD justificaria novamente o menor coeficiente observado para a

série, corroborando com dados anteriores de RMN de 'H e ROESY1D.
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Tabela 20: Coeficientes de difus&o de (+)-1 na presenca das CDs e derivados.

complexo Dyop (10 m’/s) Decwt 100 m's)  Dcp (10 m'ls)
(£)-1 livre 17,049 £ 0,088 5,896 + 0,027 -—
o-CD/(£)-1 15,240 £ 0,150 5,350 £ 0,030 2,450 £ 0,009
a-CDPM/(£)-1 15,495 £ 0,149 5,643 £ 0,034 2,358+ 0,015
B-CD/(£)-1 15,511 £ 0,148 3,820 + 0,027 2,359+0,013
B-CDPM/(1)-1 15,230+ 0,162 5,189 £ 0,061 2,056 + 0,008
y-CD/(z)-1 15,057 £ 0,131 4,338 £0,029 2,140 £ 0,011
y-CDPM/(2)-1 15,808 + 0,225 5,634 + 0,098 2,101 0,011
Tabela 21: Coeficientes de difusdo de (£)-2 livre e na presenca das CDs e derivados.

complexo Drop (107 mY/s) Dectone. (107 m/s) __ Dcp (100 m/s)
(2)-2 livre 16,927 + 0,082 5,600 £ 0,029 —
a-CD/(£)-2 16,081 £ 0,143 5,226 £ 0,046 2,637 £ 0,015
o-CDPM/(£)-2 15,974 £ 0,259 5,316 £ 0,034 2,297 £0,003
B-CD/(£)-2 15,899 £ 0,162 3,268 £ 0,022 2,362 £ 0,011
B-CDPM/(+)-2 15,577 £ 0,251 4,890 = 0,049 2,131 £0,008
y-CD/()-2 16,390 0,182 4,017 + 0,034 2,220 0,010
y-CDPM/(£)-2 16,137 £ 0,138 5,326 £ 0,023 1,998 £ 0,007

A esta altura, como ja era de se esperar para esta discussio, o cetinol (£)-3, da
mesma forma que os outros substratos avaliados, também apresentou coeficientes de
difusdo diferentes na presenca dos seletores quirais em estudo, culminando novamente

na menor difusdo quando complexado com B-CD (Tabela 22, espectros E109-E115,

em anexo).

Tabela 22: Coeficientes de difusdo de (+)-3 livre e na presenga de CDs e derivados.

complexo Dyop (10'"’ m!/s) Deetinol (10'10 m!/s) Dcp (10'"’ mzls)
()-3 livre 16,145 + 0,160 5,621 + 0,032
a-CD/(£)-3 15,789+ 0,185 4,717 £ 0,049 2,465 +£ 0,013
a-CDPM/(1)-3 15,378 £ 0,161 4,762 £ 0,024 2,200 + 0,006
B-CD/(£)-3 15,022 £ 0,147 3,436 £ 0,019 2,270 £ 0,009
B-CDPM/(£)-3 15,410+ 0,169 4,890 0,049 2,131 £ 0,008
¥-CD/(£)-3 16,244 £ 0,217 4,138 + 0,081 2,205 £ 0,009
v-CDPM/()-3 14,931 £ 0,131 5,171 +£ 0,042 2,003 £ 0,009

A avaliagdo do desempenho da difusfo destes compostos na presenca de
seletores quirais pode levar a algumas dividas, como: até que ponto o substrato esta
sendo realmente complexado ou simplesmente obstruido de difundir pelo meio, uma

vez que os macrociclos poderiam constituir grandes obstaculos para sua mobilidade?
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Se observarmos atentamente os dados (Tabelas 20, 21 ¢ 22), podemos verificar que
todos os substratos na presenca de y-CDPM apresentaram os maiores coeficientes de
difusdo da série e, portanto, os valores mais préximos aos das respectivas espécies
livres, ou seja, maior difusdo. Logo, como a y-CDPM € o maior seletor avaliado e
portanto, seria a espécie que contribuiria como maior obstaculo para a difusio no
meio, ndo foi a sua simples presenca que resultou na menor difusdo dos candidatos a
héspede, mas o fato que, no processo de difusdo, de alguma forma os substratos
interagem internaniente, por inclus@io (complexagdo), ou externamente com o seletor
hospedeiro. Assim, quanto menor a difusfo da espécie no meio em relagfio a uma série
de CDs diferentes, maior sua interagfio com o seletor.

Para avaliar a populacdo de hospede envolvida neste processo de complexagio,
a partir dos coeficientes de difusdo observados para as espécies nas formas livre e
complexada, considerando o equilibrio dindmico entre as espécies atuantes, uma vez

~que fora observado apenas um conjunto de sinais médios para cada componente,

aplicou-se a Equagéio 6:57"!
D sss. = Prive Do + DPcompl. Dcompl sendo que (Eq. 6)
Pivee + Peompt. =1 0USEA,  Ppre = 1 = Prompi (Eq. 18)

onde D,,, cofresponde ao coeficiente de difus@io observado quando o héspede estd na
presenca de um hospedeiro; pj... € a fragio populacional do hdspede livre; Dy, € ©
coeficiente de difusdo do héspede na auséncia de seletor; peomy é a fracdo
populacional de héspede completamente complexado; D,y € 0 coeficiente de difusdo
- do héspede completamente complexédo.

Substituindo 18 em 6 temos:

Doy = (1 — Poompt)Diivie + Peompt. Deompi | (Eq. 19)

Considerando-se que a difusfio do hospede coﬁlpletamente complexado € igual
ada ciélodextrina completamente complexada (Deompr = Dep compr) € tendo-se em vista
que a difusdo observada para a CD parcialmente complexada é muito préxima da

difusdo da mesma livre, podemos entdo considerar:
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- Dep compt. ZDep ovs, = Dep tivee | (Eq. 20)
Substituindo a equagio 20 em 19, temos:
Dos = (1 = Peompt)Diivre + Peompt. Db ovs (Eq. 21)
a qual pode ser rearranjada para
Peompt = (Diivre = Dops W(Diivre —Dep obs) (Eq. 22)

Assumindo que as ciclodextrinas formam complexos 1:1 com os substratos em
questdo, através de um equilibrio dindmico (Eq. 1) com uma constante de associagio
aparente (K,y) definida pela Equag@o 2, podemos calcular entdo esta constante através
da Equagdo 23, resultado da insergio da Equagio 22 em 2.5

K.y = p/{(1 - p) (ICD] - p [substrato]}” (Eq. 23)

Aplicando os valores dos coeficientes de difusfio obtidos experimentalmente
com as seqiiéncias de pulsos BPPSTE e CGSTESL (Tabelas 20, 21 e 22) a4 Equacio
19, conseguimos entdo calcular os valores percentuais aproximados do héspede
complexado com as CDs e seus respectivos derivados (Tabela 23). A partir destes
resultados também foram calculadas as constantes de associagfo aparentes dos

complexos utilizando a Equacéo 23.

Tabela 23: Valores percentuais de (t)-1, (£)-2 ¢ (i);3 complexados com as CDs e constantes de

associagio aparentes.

complexo _ Pop. complex. (%) Kyp* complexo Pop. complex. (%)  Kyp*

BPPSTE GCSTESL (M") BPPSTE GCSTESL (M)
a-CD/(1)-1 8,6 17,1£0,2 16,6 a-CDPM/(x)-1 3.4 72+1,2 7,0
B-CD/(+)-1 56,3 58,7+1,2 2294 B-CDPM/(¥)-1 23,9 184+ 1,7 23,0
v-CD/(z)-1 1,9 41,5+ 1,1 80,8  y-CDPM/(2)-1 14,5 6,927 6,6
a-CD/(x)-2 39,7 12,6 £1,9 1,0  o-CDPM/(3)-2 283 86+1,7 8.6
B-CD/(x)-2 76,6 72,0+ 1,4 612,2 B-CDPM/(+)-2 22,1 20,5+ 1,7 27,0
y-CD/(£)-2 52,5 - 46,8+14 110,2  y-CDPM/(+)-2 8.8 7.6 £1,1 7.4
‘a-CDA(x)-3 257  28,6+19 374  o-CDPM/()-3 33,3 251+12 373
B-CD/(£)-3 759 65,6+ 1,3 3696 B-CDPM/(3)-3 272 25,6+ 1,3 38,5
y-CD/(£)-3 . 55,9 43,4+£27 90,3  y-CDPM/(#)-3 39,7 124 1,5 13,4

a) valores calculados a partir dos dados de p.,m, obtidos através da seqiiéncia GCSTESL

Os resultados observados confirmaram as expectativas: os trés substratos em

questdo apresentaram complexacdo razoavel com - e y-CDs, sendo mais efetiva com
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a primeira. E ainda por difusdo, (z)-2 na presenga de B-CD mostrou ser o composto
com maior percentual de espécie complexada, implicando assim que este seria
provavelmente o substrato com maior separa¢io em uma analise cromatografica sob as
mesmas condigSes (seletor quiral, solubilidade, temperatura). Reforcando o que ja foi
discutido anteriormente, estes resultados vém de encontro com as andlises de RMN
anteriores (RMN de 'H e ROESY), levando-nos a concluir que os hdéspedes avaliados
sofreram melhor inclus@o na cavidade da B-CD. Outro comentario pertinente a partir
destes resultados € que alguns dos percentuais de populacdio complexada utilizando a
seqiéncia de pulsos BPPSTE foram contraditérios, como por exemplo, o bom
desempenho da y-CDPM com (£)-3 (p% = 39,7%) ¢ a fraquissima complexagdo entre
y-CD e (3)-1, sendo que, neste tiltimo caso, foi observado claramente por ROESY 1D
que hé interagbes intermoleculares entre estas duas espécies. Por causa destes
resultados e do desempenho questiondvel de outras difusdes, justifica-se a preferéncia
em adotar a seqiiéncia de pulsos GCSTESL para estes experimentos por apresentar
resultados aparentemente mais concordantes com aquilo que ja fora analisado até
entio (RMN de 'H e ROESY). Logo, as constantes de associagdio aparentes foram
calculadas a partir de valores de coeficientes médios de difusdo baseadas no percentual
das populag:fies complexadas obtidos aplicando a seqiiéncia GCSTESL. As constantes
também refletem o grau de complexagio e confirmam mais uma vez o que até entdo
vinha-se observando: todos os substratos apresentam melhor complexag¢do com a j-
CD, seguido da y-CD, sendo que o (+)-2 foi quem apresentou maior constante de
associacdo, seguido de ()-3 ¢ (3)-1.

Embora desde o inicio deste trabalho toda nossa expectativa em relagéo a esta
técnica era a obtengdo de coeficientes de difusdo diferenciados para o par de
complexos diastereoisoméricos que permitissem uma avaliagdo da discriminagio
~quiral 'dos enantidmeros em solucdo na presenca dos respectivos seletores, verificou-se
- que a resolug@io dos espectros niio foi suficiente para observa-los. Entretanto, mesmo

ndo apresentando a diferenciagfio diastereoisomérica esperada, a analise dos sinais
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médios dos coeficientes de difusdio das espécies livre ¢ complexada possibilitou a
avaliagdo do grau de complexagdo entre as espécies (hospede e hospedeiro) em
equilibrio dindmico e o célculo das constantes de associacdio aparentes envolvidas.

Desta forma, esta técnica mostrou-se como uma importante aplicagfo para a RMN

3.5. EXPERIMENTOS DE RMN DE *C

A andlise dos espectros de RMN de 'H dos substratos 1, 2 e 3, complexados
com as respectivas CDs e derivados, tém mostrado que estes compostos apenas
sofreram variagSes discretas, comparando-se com os espectros dos mesmos na
auséncia de seletor quiral, tanto com relagdo aos efeitos de proteciio/desprotecio
quanto & discriminagdo quiral. Como os atomos de >C sdo muito sensiveis ao efeito
estereoeletrdnico, resolvemos, através de experimentos de RMN de 1*C, utilizé-los
~como uma sonda fisica, de maneira que, a diferenca entre os deslocamentos quimicos
dos substratos diastereoisomericamente complexados seja mais um pardmetro
importante para diferenciar as relagbes de cada enantidmero com nossa série de
ciclodextrinas.

Os espectros de RMN de 13C dos complexos foram analisados sob vérios
aspectos: comparagio dos sinais dos seletores quirais livres com os complexados; da
mesma forma, o comportamento dos substratos livres e complexados; ¢ discriminagdo
quiral.

Primeiramente, avaliou-se entdo o comportamento dos dtomos de B¢ das CDs,
através da variagdo dos deslocamentos quimicos (Ad¢) dos mesmos na presenca ¢
auséncia dos respectivos héspedes. Os dados obtidos encontram-se na Tabela 24.
Como pode-se verificar, as variagbes mais significativas foram observadas para os
carbonos C-1, C-3 € C-4 dos seletores. A desprotegio dos carbonos C-1 e C-4, 0s quais
estdo localizados nas ligagdes interglicoses, & explicada na literatura como decorrente
da mudanga nos angulos de ligagéo entre os dtomos C;-O-C,,>® devido a pequenas

deformagdes ocorridas na estrutura do macrociclo conseqiientes da complexagdo. Estas
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deformag¢des sdo mais acentuadas para as CDs permetiladas que apresentam uma
estrutura menos rigida se comparadas com a das CDs nativas, pois, como ja foi
mencionado anteriormente, com a derivacdo ha a ruptura das ligagdes de hidrogénio
interglicosidicas, as quais séo as principais responsaveis pela rigidez do macrociclo.”®
Este seria o argumento mais plausivel para explicar a causa da maior variagéo destes

sinais de carbono.

Tabela 24: Variagbes de deslocamentos quimicos (ppm) dos carbonos de CD induzidos por um

héspede (8cp ivee - 8CDc,n:smplmcada)-

complexo Carbonos da ciclodextrina
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

a-CD/1 -0,019 -0,008 -0,012 -0,020 -0,004 0,004
o-CDPM/1 -0,077 -0,028 0,003 -0,128 -0,007 -0,015
B-CD/1 -0,777 -0,494 -0,609 -0,771 -0,642 -0,471
B-CDPM/1 -0,237 -0,086 -0,019 -0,405 -0,050 0,020
y-CD/1 -0,062 -0,012 -0,046 -0,047 -0,189 0,027
v-CDPM/1 -0,031 -0,008 -0,012 -0,058 -0,020 -0,004
a-CD2 -0,054 0,015 -0,039 -0,067 -0,008 0,012
o-CDPM/2 -0,151 -0,086 -0,052 -0,266 -0,011 0,033
B-CD/2 -0,345 -0,002 -0,187 . -0,287 -0,189 0,080
B-CDPM/2 -0,408 -0,117 0,008 -0,681 -0,078 0,047
y-CD2 - -0,183 -0,022 -0,107 -0,133 -0,169 0,089
y-CDPM/2 -0,054 -0,014 -0,014 -0,101 -0,032 0,008
a-CD/3 -0,163 -0,284 -0,082 -0,055 -0,319 0,062
a-CDPM/3 -0,541 -0,158 0,099 -0,640 0,018 0,006
B-CD/3 -0,351 -0,062 -0,167 -0,319 -0,085 0,042
B-CDPM/3 -0,556 0,166 0,033 -0,948 -0,044 0,069
y-CD/3 -0,140 -0,031 -0,097 -0,094 -0,120 0,066
y-CDPM/3 -0,066 -0,014 -0,018 -0,118 -0,033 0,003

Analisando agora o comportamento dos hdspedes na presenca e auséncia de um
hospedeiro, averiguou-se que eles também sofreram modificagGes em seus
deslocamentos quimicos, possivelmente devido a formacgéo de complexos. Nas tabelas
seguintes (Tabelas 25, 26 e¢ 27) sio apresentados os valores das varia¢des de
deslocamento quimico de carbono (em ppm) dos substratos livre e complexado (Spsp.
livie = Ohésp. compl.)» € ENtre paréntesis, o valor da variagdo (em Hz) entre os enantibmeros

discriminados para cada carbono (Adc = [Bhssp+) — Onssp(-)l)- E, na ultima linha,
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encontra-se¢ o valor médio do somatério da variagio de deslocamentos (em Hz) entre
os enantiémeros discriminados pelo respectivo seletor quiral, isto €, Z Ad¢/nc.
Tabela 25: Diferencas de deslocamentos quimicos de RMN de BC entre (1)1 livre e

diastereoisomericamente complexado com CDs (Syyre — Scompl, dado em ppm) e, entre paréntesis, a
~ diferenga de deslocamentos entre os enantidmeros discriminados ( |31 — 81/, dado em Hz).

C a-CD a-CDPM B-CD ~ 8-CDPM 7-CD y-CDPM
1 0,191 (0,0) 0,187(1,5)  1,985% (4,8) 0,386(0,0) 1,036 (0,0) 0,090 (0,0)
0,199 2,020
2 0,006(0,0) 0,002(0,0) -0,107(4,8) -0,013(0,0) -0,036(1,0) -0,006(0,0)
- 0,069* - 0,029
3 0,010(0,0) 0,022(0,0) 0,053*(3,8) 0053(0,00 0,096(0,0) 0,022 (0,0)
0,096
4 0,000(1,0) -0018(0,0) -0392(3,8) -0,055(1,6) -0,162(0,0) 0,009 (0,0)
0,008 - -0,361% - 0,037
5 -0015(0,0) -0015(0,0) -0261*(3,9) -0,050(1,5) -0,148(0,0) 0,011 (0,0)
- 0,231 - 0,039
6 -0015(0,0) -0,015(0,0) -0,005%(4,7) -0,019(0,0)  0,035(0,0) -0,003 (0,0)
+0,033
7 -0,053(0,0) -0,035(1,0) -0,534*(6,7) -0,100(0,0) -0,260(1,5) -0,015(0,0)
- 0,029 - 0,481 - 0,249
8  -0,060(0,0) -0,060(0,00 -0,559*(4,7) -0,115(1,5) -0243(0,0) -0,021(0,0)
- -0,521 -0,103 '
ZABc/nc’ 0,1 0,3 4,6 0,6 03 0,0

a) valor médio do somatdrio das diferencas entre os deslocamentos quimicos dos enantidmeros |3 ¢4 — 8 oyl
em Hz; * Ad¢ do enantibmero (+).

De um modo geral, verificou-se que os maiores valores de A8¢ dos hospedes
variaram principalmente na presenga de B-CD, seguido de y-CD. Curiosamente, 0s
carbonos carbonilicos dos substratos foram os sinais que sofreram maior prote¢éo em
relagio aos outros carbonos do mesmo substrato, fato ocorrido na presenga de todos os
seletores, sem excegdo. As metilas posicionadas sobre C-2, dos trés substratos
avaliados, apresentaram efeito inverso, séo 0s sinais que sofreram maior desprote¢éo
na presenga de praticamente todos os hospedeiros. Fazendo uma analogia da aplicagéo
de CDs a espectroscopia de luminescéncia talvez seja possivel explicar este
comportamento de prote¢do do sinal da carbonila. A luminescéncia de certas
substdncias em solugfio aquosa ¢ realgada na presenca de CDs.? Isto ocorre porque o
croméforo encontra no interior da cavidade do seletor um microambiente com

polaridade favoravel protegendo-o dos efeitos comuns da solvatagdo, melhorando
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assim os limites de detecgdo dos estados singlete de fluorescéncia ou triplete de
fosforescéncia, os quais s3o extremamente limitados na fase aquosa.?’ Mantendo este
raciocinio, a carbonila também sofre forte solvatagdo na fase aquosa. Com a inclusdo
da carbonila na cavidade do seletor, essa solvatagio diminui devido ao ambiente
hidrofobico, similar a uma fase orgdnica, situagio que promoveria a protecio da
carbonila dos substratos 1, 2 € 3 (Figura 54). Analisando bem os valores de Adc nas
Tabelas 25, 26 ¢ 27, verificou-se que a carbonila dos respectivos substratos sofre
protecdo diferenciada conforme o seletor presente na solugo. Seguramente estes
valores estdo diretamente relacionados & percentagem de populagio complexada, de tal
forma que a carbonila mais desprotegida, na presenga desta série de CDs, representaria
possivelmente o composto mais complexado.

Tabela 26: Diferencas de deslocamentos quimicos de RMN de °C entre (£)-2 livre e

diastereoisomericamente complexado com CDs (Sjye — ScompL, dado em ppm) e, entre paréntesis, a
diferenca dos deslocamentos entre os enantiémeros discriminados ( 8.3 — 8-y, dado em Hz).

C a-CD? a-CDPM B-CD B-CDPM y-CD y-CDPM?
1 0,I51°(14)°  0,357(3,2)  2,671*(5,1) 0,228(8,1) 1,578 (5,7) 0,124 (0,0)
0,163 0,373* 2,711 0,294* 1,623*
2 -0031(00) -0,007(0,00 -0,015(132) -0576(2,4) 0,035%(2,4) 0,005 (0,0)
+0,092* -0,557* 0,054
3 0,097 (1,00  0,115(1,2)  0,403*(19,2) -0,198* (2,0) # 0,030 (0,0)
0,105 0,125* 0,556 -0,214
4 -0,097(1,0) -0,082(0,0) -0,625*(2,2) -0,721(0,0) -0,229*(2,2) -0,016(0,0)
- 0,089 - 0,622 -0,212
> -0,046(2,0) -0,039(0,0) -0,522%(29,3) -0,624*(1,1) -0,241*(1,2) -0,015 (0,0)
- 0,031 -0,252 - 0,606 -0,231
6 0,004 (0,0)  0,015*(1,2) 0,196*(10,4) 0,532*(1,1) -0,008(1,0) - 0,002 (0,0)
0,025 0,274 0,524 +0,004*
Me,, -0,101(1,4) -0,094* (1,2) -1,187*(13,3) -0,822%(4,4) -0,350(0,0) - 0,031 (0,0)
- 0,089 - 0,083 -1,075 - 0,787
Meq 0,003 (0,0) -0,044*(1,1) -0,849*(10,6) -0,761*(3,2) -0,347*(3,9) -0,024 (0,0)
, - 0,034 - 0,764 -0,741 -0,316
C= 0,347(1,5)  0,217(3,4)  0,815(6,7) 0,323*(1,9) 0,594 (1,1) 0,032 (0,0)
0,354 0,244* © 0,868* 0,308 0,604*
Me  0,055(0,0) -0,075(0,0) -0,019(1,4) 0,535(0,0) -0,028(0,0) -0,009 (0,0)
: - 0,009*
ZA8¢/nc’ 0,8 1,1 11,1 2.4 1,9 0,0

a) valor médio do somatério das diferengas entre os deslocamentos quimicos dos enantiémeros 18 (2 = 8 ()a2ls
em Hz; * Ad¢ do enantidmero (+); # sinal encoberto.
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Tabela 27: Diferengas de deslocamentos quimicos de RMN de “C entre (£)-3 livre e
diastereoisomericamente complexado com CDs (Sjwe ~ Scompl, dado em ppm) e, entre paréntesis, a
diferenca de deslocamentos entre os enantidmeros discriminados ( [543 — 83|, dado em Hz).

C a-CD a-CDPM B-CD B-CDPM v-CD y-CDPM?
1 0,902° (39,1 0,412 (4,7) 2,202*% (6,9) 1,088* (15,7)  1,200* (6,4) 0,182 (1,0)
0,591* 0,452* 2,264 1,171 1,245 0,190
2 0,074 (4,4) 0,109 (7,5) 0,101* (1,0) -0,101(14,1) -0,039* (4,0) -0,016(1,0)
0,093* - 0,159* 0,112 0,00* - 0,008 - 0,008
3 0,162%(3,5  0218(11,3)  0,290*(9,9) 0,066 (0,0) 0,364* (3,9) 0,031 (1,0)
0,193 0,292* 0,360 0,395 0,047
4 -0,105%(10,5) -0,145(14,0) -0,478(6,4) -0,281*(2,4) -0,334*(2,4) -0,048(0,0)
- 0,035 -0,052* -0,432* - 0,260 -0,314

5  0,005(2,4)  -0015(49) -0,096*(4,5) -0,005(0,0) -0,159(3,8) -0,030(0,0)
0,021* +0,024* - 0,061 -0,128*

6  0,020(8,2) 0,049 (6,6) 0,024* (0,9) -0,025(0,0)  -0,038*(1,9) -0,009 (0,0)
0,075* 0,096* 0,028 -0,022

7 -0,170*(8,7) -0,171*(3,4) -0,365*(5,1) -0,179*(2,5) -0,158(2,9) -0,042(1,5)
-0,112 -0,147 -0,334 - 0,160 - 0,135* - 0,029

g8 017035  -0,402*(16,1) # 0,024* (2,5) - 0,283*(1,5) 0,004 (0,0)
0,198* -0,273 0,074 0,291

9 -0,115*(3,9) -0,147%(3,0) -0,550(5,4) -0,248(2,5) -0274(4,0) 0,058 (0,0)
- 0,091 -0,124 -0,512¢% - 0,229* -0,239*

Me -0,388*(7,3) -0,622%(23,0) -0,719(1,5) -0,283*(13,2) -0,232(3,0) -0,030(2,4)
-0,330 - 0,443 - 0,707+ - 0,190 -0,209* . -0,019

ZASc/nc’ 9,1 9,5 4,6 53 3.4 0,7

a) valor médio do somatdrio das diferencas entre os deslocamentos quimicos dos enantidmeros [8 wy.; ~ & (-3,
em Hz; * Ab¢ do enantidbmero (+); # sinal encoberto.

H
ot
. .n H\ /H
;O'\H :O:I-]\ H
T o 0f
H  "H
.‘—
R' S

R'= CH3 ou CH;CCH
R" =H ou COCH;

Figura 54: Es;querna hipotético de solvatagdo e "dessolvatagéo” da carbonila em solugdes aquosas.

A discriminagdo quiral foi melhor evidenciada nos espectros de RMN de °C do

que nos de RMN de 'H, através da duplicagdio de vérios sinais dos hospedes em fungéo



... Parte I: Discrimina¢do enantiomérica com ciclodextrinas naturais e derivadas 97

da formagio de complexos diastereoisoméricos com os seletores quirais. Foram
empregadas amostras enantioméricamente enriquecidas (ee ~ 33%) para examinar o
comportamento distinto de cada enantimero na presenga das CDs em situagdes de
discriminagdo quiral. Os substratos (+)-1 e (+)-2 s6 nio foram discriminados por
y-CDPM. Ambos apresentaram maior discriminagio enantiomérica na presenca de [3-
CD (ZAd¢/nc = 4,6 ¢ 11,1 Hz, respectivamente). Segundo a variagdo média dos
deslocamentos de ambos enantidmeros de 2 (Tabela 26, Gltima linha), esté composto
'apresentou a seguinte ordem de discriminagfo na presenga desta série de seletores
quirais: B-CD >> B-CDPM> y-CD > a-CDPM > o-CD. E finalmente, (1)-3 foi
diferenciado por todas as CDs e CDPMs pesquisadas, porém, a a-CDPM foi o seletor
que apresentou melhor desempenho: ZASc/ne = 9,5 Hz (Tabela 27, dltima linha).
Entre os substratos avaliados, o composto (1)-3 foi o que apresentou discriminagdo
enantiomérica mais regular com um bom niimero de seletores, observando a seguinte
ordem: a-CDPM > a-CD>> B-CDPM> B-CD > y-CD > y-CDPM. -

Entre todas as técnicas de RMN avaliadas, esta foi a que apresentou o melhor

resultado relacionado & discriminagdo enantiomérica propriamente dita.

3.6. APLICACAO DE RMN A SISTEMAS CROMATOGRAFICOS
QUIRAIS

Alguns trabalhos da literatura®®’

tém mostrado que a espectroscopia de RMN
de 'H é uma poderosa técnica para a investigagdo dos mecanismos de reconhecimento
quir'al em cromatografia liquida e eletroforese capilar, providenciando dados sobre as
habilidades inerentes de diferenciagfio quiral de alguns seletores quirais e permitindo a
escolha das melhores condigBes para enantiosseparagdes. Neste sentido, conduzimos
toda nossa investigacdo até aqui, com o objetivo de obter, através de RMN, subsidios
suficientes para a predicdo das melhores fases quirais cromatograficas a base de

ciclodextrinas para a resolugio de misturas racémicas.
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Para mimetizar as condi¢des de RMN, realizamos testes em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) variando as fases quirais, ora a fase estacionaria ora -

a fase movel.

3.6.1. FASE ESTACIONARIA QUIRAL

Nos primeiros experimentos empregou-se uma coluna quiral com y-CD como
fase estaciondria.®* As anlises com esta coluna quiral foram realizadas 4 temperatura
baixa (mantendo a coluna sob um banho de gelo) e 4 30 £ 1 °C (como em RMN). Os
tempos de retengdo (t; e t, min.) obtidos nestas anilises encontram-se na Tabela 28,
enquanto os cromatogramas estdo em anexo (C01-C06).

Como pode-se verificar, dos trés compostos avaliados com esta coluna, apenas
(£)-3 apresentou leve discrimina¢do quiral. De certa forma, este resultado vem de
encontro com aqueles observados em RMN, pois foi justamente (#)-3 quem
apresentou melhor desempenho na presenga de y-CD, tanto em ROESY1D quanto em
RMN de BC (ZA8/n¢c = 3,4 Hz contra 1,9 Hz e 0,6 Hz dos outros dois compostos;
Tabelas 27, 26 ¢ 25, respectivamente), com exce¢do da andlise de difusio, onde ()-2
mostrou melhor resultado (46,8 = 1,4 % contra 43,4 + 2,7 % de populagio complexada

de (+)-3 com y-CD, Tabela 23).

Tabela 28: Enantiosseparagdes de 1, 2 ¢ 3 em CLAE quiral com coluna de y-CD.

Compostos® t; (min)® t; (min)® af cromatogramas
®-1? 9,20 - - Co1

- (#)2 19,52 - - Co2
-3¢ 16,87 (+) 17,45 (<) 1,03 C03
+H-1° : 27,84 - - Co4
2 35,36 - - cos
+)-3 36,80 (+) 38,30 (-) 1,04 C06

(a) ee =~ 33%: (b) t, e t; sfo os tempos de retengio dos enantidmeros; (c) o = ty/ty; (d) T =30 £ 1 °C; (e}
tempertura baixa (3-8°C) ‘
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Com relagdo as temperaturas empregadas, as analises a baixa temperatura ndo
levaram a uma melhor separagdo dos enantidmeros, apenas retardaram a elui¢do

aumentando o tempo de retengfo dos compostos na coluna.

3.6.2. FASE MOVEL QUIRAL

As andlises empregando fases méveis quirais (solugdes de a-, B- e v-CD [15
mmol L™']) foram realizadas utilizando uma coluna de fase reversa C-18 como fase
estaciondria. Os valores dos tempos de retengdo dos enantidmeros (t; ¢ t;) encontram-
se relacionados na Tabela 29 (cromatogramas em anexo: C07-C12). Os resultados
mostraram que tanto (£)-2 quanto (£)-3 foram discriminados com solugéo de B-CD (15
mmol.L™"). No entanto, (+)-2 apresentou melhor desempenho conforme os valores de o.
e R, calculados (ver experimental, tépico 9.2). Estes resultados corroboram com

aqueles observados por RMN (constantes de associagdo, RMN de 3¢ e DOSY), os
quais indicavam que, dos compostos avaliados, (+)-2 provavelmente seria o que

apresentaria melhor discriminagao, € esta ocorreria na presenca de B-CD.

Tabela 29. Enantiosseparagdes de 1,2 e 3 em CLAE com coluna de fase reversa e fase mével quiral.

Fase mével® compostos  t; (min)®  t; (min) Olrei’. R cromatog.
B-CD #)-1° 13,69 - - - C07
B-CD (+)-2° 9,27 (+f 11,57 (=) 1,33 1,10 Co08
a-CD (*)-3 62,40 - - - C10
B-CD (+)-3° 2319 (<) 24,76 (+) 1,08 0,86 C09
y-CD (2)-3 30,99 - . - Cl2

(a) (15 mmol L") (b) t; e t; s¥o os tempos de retenglio dos enantidmeros; (¢) e, = 12/ ; (d) Fator de Resolugdo
dos enarntidmeros; () ee ~ 33%; (f) sinal do enantiémero discriminado.

Com rela¢do & eluicdo dos enantidmeros discriminados, verificou-se que o

enantiémero (+)-2 (ee ~ 33%) apresentou tempo de retenciio menor que (—)-2, isso
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significa que (+)-2 estaria mais fortemente associado & B-CD do que seu antipoda, por
isso eluiu primeiro. Verificando as constantes de associa¢fio calculadas por RMN de
'H (titulagdo), observou-se que justamente o enantiémero (+)-2 apresentou K,p +) > K,y
~ (-» corroborando assim com o resultado obtido por CLAE. Da mesma maneira, o
enantidmero (—)-3, que apresentou tempo de retengio menor do que (+)-3, possui
major constante de associagdo (Kyp () > Kyp +9), justificando assim novamente a ordem
de elui¢do dos enantidmeros.

Apesar da coeréncia dos valores das constantes de associagdo médias (Kyp ) €
Kap ) calculadas por RMN de 'H em relagdo & ordem de elui¢@o dos enantidmeros, os
valores correspondentes & enantiosseletividade (o) ndo foram tdo coerentes assim.
Com relag@o ao substrato (1+)-2, os valores de o avaliados tanto por RMN quanto por
CLAE foram muito préximos (1,31 (Kqip) € 1,33 (CLAE)). Entretanto, para (+)-3 foram
- muito diferentes (1,25 (Kgp) é 1,08 (CLAE)). Isto torna questionavel a utilizagdo do
coeficiente de enantiosseparagdo obtido por RMN para inferir sobre a escolha de fase
quiral 'para CLAE.

Por outro lado, correlacionando os valores médios de £ A8¢ e percentagem de
populacio complexada, provavelmente chegar-se-ia a uma relagdo mais confidvel.
Colocando isso em prética, ou seja, extrapolando os resultados de RMN de *C e HR-
DOSY para um grafico, teriamos o diagrama da Figura 55.

Confrontando os resultados cromatograficos obtidos com o0s mesmos
correlacionados no diagrama, observou-se que o reconhecimento enantiomérico
ocorreu apenas em situages onde a populagio complexada foi maior que 65% ¢ a
difereng:a média de discriminagdo por RMN de C foi superior a 4,5 Hz. Assim, o
substrato (1)-1, que apresentou X Ad¢/m¢ proximo ao minimo estipulado (4,6 Hz) e
abaixo de 60%. néo foi separado. No caso em que (+)-3 foi eluido com fase mével
quiral de a—CD (15 mmol L") também n#io houve separagdio, apesar do complexo a-
CD/(+)-3 apresentar 6tima discriminago quiral em RMN de °C (T Ad¢/nc = 9,1 Hz),

sua complexagfo (28,6 % e K,y = 37,4 M") foi muito baixa, razéo pela qual ndo fora
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separado por CLAE nestas condigdes. Estes resultados levaram a manter a faixa de

valores de T A8¢/nc e percentual de populagdo complexada estipulada anteriormente,

pois uma coisa parece certa, ambos os pardmetros devem ser expressivos, ou seja, ndo

basta que apenas um deles seja igual ou superior ao valor estipulado.
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Figura 55: Diagrama da diferenga média dos deslocamentos quimicos de 13C entre ambas as espécies

diastereoisoméricas complexadas (A8¢c/nc) como uma fungdio da populagdo complexada. Complexos:

() CD(PM)/1; () CD(PM)/2; (v) CD(PM)/3.
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4. CONCLUSOES

Todo o esforgo deste trabalho foi concentrado na obtengdo de dados de RMN
que servissem de pardmetros para inferir qual seria o melhor seletor quiral em uma
analise de discriminagio de misturas racémicas ou enantiomericamente enriquecidas a
ser aplicado a cromatografia.

Os resultados obtidos isoladamente por uma ou outra técnica de RMN nio
levariam a concretizar estes objetivos, pois cada experimento forneceu informagdes
importantes, mas nada que pudesse ser tomado como um parametro padrio tinico. O
retrospecto dos resultados obtidos levaram a algumas observagdes com relacdo a
escolha dos melhores pardmetros de RMN. A primeira delas foi que os dados de
discriminagéo quiral por RMN de 'H foram muito timidos. Adicionalmente, constatou-
s¢ que ROESY forneceu excelentes informagbes sobre a inclusdo, inclusive
confirmando-a, mas nada sobre discriminagdo ou inclusdio diferenciado de um

- enantidmero em relagio ao seu antipoda. Por outro lado, as constantes de associagio
aparentes (K,,) permitiram a obtencéo de o, um fator de discriminagio correlacionado
com a razdo entre as constantes aparentes médias dos enantidmeros envolvidos.
Entretanto, como estas constantes foram calculadas baseando-se apenas nos
deslocamentos quimicos de alguns sinais de hidrogénio discriminados, as mesmas ndo
representam um valor global. Mesmo assim, trata-se de um pardmetro importante, mas
que deve ser encarado como restrito e nio conclusivo. Quanto aos dados obtidos
através de HR-DOSY, eles foram muito importantes do ponto de vista da complexacdo
em si, pois deram uma nogio do percentual das espécies envolvidas no processo.
Encarando a pfemissa de que, quanto maior a complexagfo, maior a discriminacao,
este pardmetro seria o ideal. No entanto, compiexacio e discriminag¢dio ndo estdo
necesﬁariamente correlacionadas entre si, embora possa haver grande afinidade entre
ambas. J4 as constantes calculadas a partir dos coeficientes de difusdo s&o importantes
do ponto de vista que representam as espécies como um todo, mas em relagdo a

discriminagfo quiral, ficam muito aquém do esperado, pois nfio foi possivel verificar a
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difusdo diferenciada dos complexos diastereoisoméricos. Considerando apenas a
discriminagdo quiral, os resultados observados por RMN de 3C foram os mais
importantes, principalmente quando todas os A8¢ da mesma espécie foram
correlacionadas para a obtengdo de um tnico pardmetro: T Adc/nc. Este parimetro
poderia entdo ser empregado juntamente com outro(s) para a predigdo de seletores
quirais convenientes para uma separagdo enantiosseletiva em cromatografia.
Associando os dados de ¥ Ad¢ e coeficientes de difusio de misturas
enantioméricas na presenga de CDs, estabeleceu-se valores minimos para a escolha de
seletores quirais nas anélises cromatogréficas: valores de & Ad: médios superiores a
4,5 Hz e populagdo complexada superior a 65%.
Embora todo nosso trabalho de previsiio de fases quirais por RMN tenha sido
direcionado para a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a mesma filosofia
certamente podera ser estendida a outros sistemas de separagdo, como eletroforese
capilar, desde que as condigdes do sistema investigado por RMN (seletor quiral,

solubilidade, temperatura, pH, etc.) sejam mimetizadas.



Parte II: Obtengiio de ee de derivados de fosforo por RMN DE *'P 105

PARTE II

OBTENCAO DE EXCESSOS ENANTIOMERICOS DE
DERIVADOS DE FOSFORO POR RMN DE °'P
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5. CONSIDERACOES GERAIS

A segunda parte deste trabalho foi dedicada 4 obtengdo de excessos
enantioméricos através de espectroscopia de RMN.

Até meados de 1960, o excesso enantiomérico de um composto era
exclusivamente avaliado através de métodos quirdticos, envolvendo medidas de
rotacfio Otica empregando um polarimetro sob condigdes definidas de temperatura,
solvente e concentragio para um dado comprimento de luz incidente plano
polarizada.*® Esta medida era entio comparada com a rotagdo conhecida de uma
amostra enantiomericamente pura do mesmo 'composto, medida sob condiq:ées.
idénticas, ¢ equacionada para a obtengio do excesso enantiomérico. No entanto, ha
dois grandes problemas que limitam este método de andlise: pureza Otica e excesso
enantiomérico ndo sio necessariamente equivalentes, pois a rotagéo 6tica nem sempre
varia linearmente com a composicéo enantiomérica;'® e a literatura esta infestada com
muifos exemplos de rotagdo oOtica incorretos.®® Além disso, a utilizag:ﬁo da rotag#o
dtica para a determinagio de excessos enantioméricos estd sujeita & incertezas sobre
contaminagio com uma impureza opticamente ativa. Isto ¢ particularmente sério se as
impurezas tiverem alta rotagio ou rotagdio de sinal oposto daquele do substrato
analisado.* Dadas estas limitagdes, hd a necessidade de se empregar metodologias
independentes que realmente assegurem a pureza enantiomérica. Embora nos ultimos
anos tenham ocorrido progressos rapidos em relagéio ao desenvolvimento de métodos
- de analises cromatograficas quirais (CG, CLAE) sensiveis e acuradas, muitos quimicos
organicos utilizam métodos de RMN para determinar excessos enantioméricos.

Como ja foi mencionado anteriormente, esta determinagdo através de RMN
| requer a utilizagdo de um auxiliar quiral que converta uma mistura enantiomérica em
diastereoisomérica. Contanto que haja um deslocamento quimico ndo equivalente
grande o bastante para dar resolugdo & linha base dos sinais apropriados da
composigdo diastereoisomérica, a composi¢do enantiomérica da mistura original pode

ser relatada diretamente. Basicamente, hé trés tipos de auxiliares quirais: lantanideos
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quirais como reagentes de deslocamento quimico, agentes quirais de solvatagdo e
agentes quirais de derivagdo.® Os dois primeiros formam complexos in situ com
substratos enantioméricos e podem ser utilizados diretamente.

Os reagentes de deslocamento quimico a base de lantanideos se complexam
reversivelmente com compostos‘ orgénicos de tal forma que os hidrogénios da
vizinhanga do centro de ligagdo sofrem deslocamentos de pseudo contato que podem
chegar a alguns ppm. Os principais lantanideos quirais s3o derivados de canfora
natural (Figura 56), sendo muitos dos quais disponiveis comercialmente.** A base de
utilizagdo destes reagentes de deslocamento depende das diferencas nas constantes de
estabilidade dos complexos diastereoisoméricos formados com os enantidmeros (+) e
(=) dos substratos, que levam a diferentes deslocamentos quimicos entre as
ressonancias dos antipodas correspondentes. E paradoxal que avangos técnicos em
RMN tenham militado contra a aplicag&o do que, hd um tempo, era considerado uma
 promessa para as andlises quirais. Isto decorre devido ao fato que, efeitos de
alargamento de linha dos lantanideos (um resultado da relaxacdo paramﬁgnética) sdo
observados em campos magnéticos maijores, uma vez que a resolugdio é geralmente
menor em espectros adquiridos acima de 100 MHz.* Sob condicdes de troca rapida, as
quais normalmente prevalecem, o alargamento de linha é proporcional a B, ¢ para
substratos que mostram deslocamentos quimicos induzidos grandes (4lcoois, por
exemplo) € preferivel adquirir espectros sob campos de 100 MHz do que 500 MHz,

onde o alargamento de linha dever4 ser 25 vezes maior.**

1 L
0 R ='Bu, CF;, C3F;
* 3 L =Eu, Pr, Yb

Figura 56: Alguns exemplos de reagentes quirais de deslocamento a base de lantanideos.
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Os -agentes quirais de solvatagdo formam complexos diastereoisoméricos de
solvatag#o com enantidmeros via um equilibrio rapidamente reversivel em competi¢io
. com o solvente. A troca entre solvatantes quirais e aquirais € rdpida para a escala de
tempo da RMN e os sinais de ressonéncia observados para cada enantidmero 8 € &
representam deslocamentos quimicos para as médias ponderadas das espécies em
equilibrio.* _

Os principais tipos de agentes quirais de solvatagio utilizados em RMN sédo
uma série de perfluoroarilcarbinéis ¢ alquilarilaminas (Figura 57). As ciclodextrinas e
seus derivados em geral também atuam como agentes quirais de solvatagéo devido a
sua capacidade de formar complexos diastereoisoméricos de inclusdo com misturas
enantioméricas (tema exclusivamente abordado na primeira parte deste trabalho).
Solventes quirais também podem ser utilizados como agentes quirais de solvatagdo,

promovendo a discriminago de racematos.**

OH NH; .
CF39\ CHsnﬂ\
Ar H Ar H Ar = fenil, 9-antril, 1-naftil
perfluoroarilcarbinol alquilarilamina

Figura 57: Alguns exemplos de agentes quirais de solvatagéo.

As vantagens deste método sobre os outros séo a simplicidade e a rapidez com

que se preparam as amostras, sem problemas de resolugio cinética ou racemizagio. A

principal desvantagem € que os valores de Ad tendem a ser pequenos, 0 que pode ser
driblado utilizando instrumentac@io de RMN de alta resolugao.**?

Uma alternativa aos reagentes de deslocamento e agentes de solvatagdo sdo 0s

'. reagentes quirais de derivagdo, os quais reagem com enantibmeros para formar

produtoé diastereoisoméricos que exibam propriedades fisicas e espectrais diferentes.

Os derivados diastereoisoméricos chegam a apresentar AS até cinco vezes maior que

um complexo diastereoisomérico de solVatagio.“ Um cuidado importante que deve ser

tomado ¢ a formacgdo de diastereoisdbmeros sob condi¢des nas quais se exclua a
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possibilidade de racemizagfio ou resolugio cinética devido as reagdes diferenciadas
dos enantidmeros.* Estes fatores levariam a descaracterizagdo da analise.

Um dos agentes derivatizantes mais conhecidos é o 4cido a-metoxi-o-
(trifluorometil)fenilacético (MTPA), mais conhecido como reagente de Mosher.* Este
reagente se encontra disponivel comercialmente como 4cido ou cloreto de 4cido
enantiomericamente puro e reage facilmente com 4lcoois primdarios e secundérios ou
-aminas quirais formando ésteres ou amidas diastereoisoméricas, os quais podem ser
analisados tanto por RMN de 'H quanto de 'F. Este e outros reagentes quirais de
derivagdio, normalmente empregados para avaliagdo de configuracio absoluta e

excessos enantioméricos, podem ser visualizados na Figura 58.

Ph Ph Ph
RJ("'COOH AcO/l("'COOH HJ\"'COOMe
OMe H OH
R =CF;3: (§)-MTPA ac. (R)-O-acetilmandélico (S)-mandelato
R =H: ac. (5)-O-metilmandélico de metila
Mo z-05 Me
Me N Ph N
I ‘prt j’ ‘pr?
/N gy g?
pr” O " "N C
Me
éc. canfanico ' Derivatizantes quirais de fésforo

Figura 58: Alguns exemplos de agentes quirais de derivagéo.

Reagentes de derivagdo como cloretos de fosforila ou tiofosforila quirais
fornecem ‘derivados dlasteremsomencos que podem ser analisados por RMN de *'P
{(acoplado ou desacoplado), através de espectros simples com sinais dispersos numa
faixa ampla de deslocamentos quimicos.®®

Denti'b desf_e contexto de derivagiio com reagentes quirais de fosforo surgiu uma
proposta original de andlise: a utilizagdo de reagentes de derivag#o aquirais de fésforo,

cujo acoplamento com dois enantiémeros resulta na formagdo de um par de



_ Parte II: Obtenciio de ee de derivados

de fosforo por ‘p N

enantidmeros e um par aquiral de diastereoisdmeros (meso), sendo que a quantidade
relativa dos mesmos permite o célculo do excesso enantiomérico.*® Esta proposta foi

implementada por Feringa'®! como veremos no tépico a seguir.

5.1. METODO DE FERINGA

O conceito do uso de derivados aquirais para determinar o €xcesso
enantiomérico por cromatografia e RMN foi introduzido primeiramente por Horeau.'®
Ele reconheceu o potencial da utilizagiio de diferengas intrinsecas na quiralidade de
uma substincia enantiomericamente pura ou enriquecida para a determinagdo de
excessos enantioméricos. O método depende basicamente do acoplamento dos
enantidmeros via um agente aquiral, resultando num par de diastereoisdmeros meso e
threo (Esquema 2). Assim, pela derivago de 4lcoois racémicos com agentes de
derivagdo aquirais, Horeau observou, tanto por cromatografia gasosa como por RMN
de 'H, que a razdo entre os derivados obtidos (carbonatos, alcoxissilanos, ftalatos,

malonatos) era proporcional ao excesso enantiomérico.'”

*R-OH + A —> *RO-A-OR* + *RO-A-OR*

(R,S) (reagente aquirai) (RR,SS) (RS,SR)

(threo) (meso)

Esquema 2: Formagao dos derivados de alcool meso e threo usando reagentes aquirais.

Este conceito foi entdo adaptado por Feringa'”! para experimentos de RMN de
3'p, Utilizando PCl; ou POCl; como agentes de dimerizago, alcoois quirais foram
- convertidos em fosfonatos em uma rea¢do rapida e quantitativa, resultando numa
mistura de diastereoisémeros: um par enantiomérico (R,R e S,5) e dois compostos
‘meso tR,S e S,R), numa razio de 2:1:1, respectivamente (ESquema 3). Estes

diastereoisdmeros foram detectados por RMN de *'P como trés sinais distintos na
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regido espectral de 0-10 ppm. A aplicagio da equagdo de Houreau'® (Equagiio 24)

permitiu o calculo da pureza 6tica'®* de misturas.
P’ = (K-D/AK+D) | (Eq. 24)

onde K = (4rea do pico threo / area do pico meso 1 + meso 2) e p ¢ a pureza Gtica.

=

2 R, R, 2

'i'H RZ—I—H Rl—',—H R, H

R

1
(782, () (), (GH,
R;iCHzﬁ-OH p—.PEE’ H--II’=0 + I-I—II’=0 + H—1|’=0 + 0=§|’)—H
n iridina 5
|

f P P ?

(¢H2) (CH,), (CHy), (CHy),
S s =g

=

R, R; R; R,

L & y
L4

par d,l meso 1 meso 2
(threo)

Esquema 3: Diastereoisdmeros obtidos pela derivagdo de misturas enantioméricas de alcoois com
tricloreto de fosforo.

Enfim, este método proporciona um caminho facil para se determinar excessos
enantioméricos fazendo uso de RMN de *!P, tendo a praticidade como principal
vantagem. Embora tenha uma baixa sensibilidade de detecgfio em relacio ao 'H
(6.63.10%), o nucleo de 'P apresenta abundéncia de 100%.'"* Outro fator que torna a
metodologia extremamente atraente € a possibilidade de avaliar o excesso
enantiomérico da mistura reacional bruta, sem nenhuma purificagio prévia, uma vez
que apenas os sinais de 3P sdo observados, simplificando muito a analise. Desta

forma, o método de Feringa € especialmente indicado para compostos quirais que

*Em deferéncia ao termo ~pureza 6tica” empregado originalmente na equago sugerida por Horeau'® (Eq. 21)
ter se tornado obsoleto,'” o mesmo foi substituido por excesso enantiomérico e a equacdo foi adequada
tornando-se entio ee = [(K-1)/(K+1)]"*x 100.



Parte II: Obtengiio de ee de derivados de fosforo por RMN DE *'P 113

apresentem espectros de RMN 'H ¢ °C complexos. Ainda, segundo Feringa,” o
" método também tolera grandes variagdes estruturais dos 4lcoois, isto €&, &lcoois
benzilicos primarios e secundarios, alcoois alilicos, o-hidroxi ésteres e o-hidroxi
amidas. Feringa ainda examinou outros reagentes aquirais de fésforo'® para a
derivagio e estendeu esta metodologia para o estudo de aminas'® e ti6is' ' quirais,
Outra alternativa a esta técnica foi proposta por Welch.'” Empregando o
mesmo raciocinio da formagfio de diastereoisdmeros via derivagiio de alcoois quirais
com reagente aquiral de fosforo, ele simplesmente modificou as condigdes reacionais.
Submetendo a reagéio de derivagdo com PCl; em condi¢Ges de atmosfera inerte, ele
observou a formagdo de fosfitos, cujos sinais recaem sobre a regifio de 140-180 ppm, e
através da multiplicidade dos sinais de RMN de *'P acoplado, pdde atribui-los aos
- derivados de triésteres de fosfitos e, consequentemente, determinar o excesso

enantiomérico das misturas.
6. OBJETIVOS

A necessidade de metodologias eficazes para a determinagfio de excessos
enantioméricos € hoje uma realidade constante dentro da quimica orgénica. Diante de
tal perspectiva, foi tracado como objetivo a implementagio de uma metodologia
simples e de baixo custo, aplicando a RMN de *'P para a determinagio de excessos

enantioméricos de 4lcoois através de derivados de fésforo.
A RESULTADOS E DISCUSSOES

Dentro das reagdes enantiosseletivas realizadas no laboratério, foi observado
que © excesso enantiomérico de alguns alcoois (1, 5-7, Figura 59) era dificilmente
avaliado por CG ¢ CLAE quiral devido & baixa disériminagﬁo enantiomérica dos

mesmos, 0 que levou entdo a investigacdo de outros métodos, através de RMN, para
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avaliar o ee de misturas enantiomericamente enriquecidas. Desta forma, como a
proposta de andlise pelo Método de Feringa'®! era atraente, principalmente devido a
sua simplicidade (derivagdo rdpida in sifu, sem necessidade de purificagio prévia;
espectros de RMN de *'P mais simples que os de 'H e '*C) e a0 baixo custo do mesmo,
esta metodologia foi escolhida para determina¢io de excessos enantioméricos destes

alcoois.

OH i Ol OI oH
OH
/\/'\/k g/\ ---- W~ OH
5 6 7 8

Figura 59: Alcoois avaliados pelo Método de Feringa.

O composto (+)-1, obtido via redugfio enantiosseletiva usando Saccharomyces
cerevisiae,” teve 0 excesso enantiomérico inferido somente por rotacdo Otica
especifica, através de comparagéo com a literatura. Aplicando o método de Feringa ao
material racémico (Figura 60), observou-se trés sinais no espectro desacoplado de
RMN de.>'P dos derivados dialquilfosfonatos do racemato (Espectros E116b e E116¢,
em anexo), com valor de K (Eq. 24) proximo a 1 (Tabela 30), indicando que o
reconhecimento quiral foi negligencidvel durante a reacdo de acoplamento, enquanto
que o excesso enantiomérico pdde ser obtido via a razdo dos diasteoisbmeros threo e
meso (foi aplicado um procedimento de desconvolugdo ao espectro E116¢, em anexo,
para melhorar a proposta de integragdo). Os deslocamentos quimicos dos derivados
dialquilfosfonatos foram confirmados pelo espectro acoplado de RMN de *'P (E116a,
em anexo), através da anélise da multiplicidade dos sinais (Tabela 30).

Procedimento idéntico foi aplicado ao composto enantiomericamente
enriquecido (+)-1 para a avaliagdo de sua pureza enantiomérica. O excesso
enantiomérico obtido pelb método de Feringa foi de 97,0%, assumindo que a razédo

meso 1/meso 2 no espectro (E116d) seguiu o mesmo valor observado para a mistura

Bl

T S e 4



racémica (Tabela 30, E116c¢). Esta estratégia foi necesséria porque o sinal do meso 2,

neste espectro em particular, estd encoberto pelo sinal do derivado
monoalquilfosfonato (Tabela 30, espectros E116d ¢ E116e, em anexo). Este resultado
foi .cornpativel com O excesso enantiomérico obtido por comparagﬁo com a rotagéo
tica especifica e a literatura® (excesso calculado de 97 %). Embora menos exato que
os métodos de CLAE/UV ou CG/FID, o excesso enantiomérico foi estimado sem o uso
de reagentes ou colunas quirais. Numa tentativa de melhorar a precisdo da
determinag8o do excesso enantiomérico ¢ inspirados pelo trabalho pioneiro de Horeau,
o derivado fosfonado bruto de (%)-1 foi analisado por CG/FID ¢ CG/EM. A anilise
cromatografica revelou que a mistura era muito complexa e, portanto, 0 excesso
enantiomérico muito dificil de ser determinado. Tentativas empregando POCl; como
- agente de derivac3o ndo foram bem sucedidas (espectros de RMN de 1P mostraram

auséncia de diastereoisdmeros).

0O o
_PCh I I
OH pmdma ta O o~ T\O 0/1|) SR
H
_ Cl

dla!qualfosfonatos R=0Hou
diastereoisoméricos

Figura 60: Derivagdo do 4lcool 1 com formagdo de mono e dialquilfosfonatos diastereoisoméricos.

A aplicag@io da mesma metodologia para o lcool (+)-5 forneceu vérios sinais
no espectro de RMN de *'P (E117, em anexo) devido a presenca de derivados mono e
dialquilfosfonatos na mistura reacional (Figura 61). A utilizagdo da multiplicidade
espérada do fésforo para derivados dialquilfosfonatos em um espectro acoplado com
hidrogénio, permitiu o reconhecimento dos trés sinais anisécronos corretos, os quais
foram integrados no espectro desacoplado, fornecendo K ~ 1 (Eq. 24, Tabela 30).
Diante deste resultado concluiu-se que o método foi vélido para a aplicagdo geral da

determinagdo de excesso enantiomérico de (+)-5.
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Tabela 30: Dados de RMN®'P dos derivados fosfonatos obtidos da reagio entre alcoois e PCls.

alcool Soaras’ Sumgzo 1"  Speos” razio’

)1 6,75 (dt, 703,5e9,0; 7,74 (dt, 703,0 € 9,0; 4,80 (dt, 704,0 ¢ 9,0; 50,3:49,7
805,5) 553,2) 262,2)

(+)-1 6,75 (dt, 703,5¢9,0; 7,74 (dt, 704,0 € 9,0; 4,80 (dt, 703,0 e 9,0; ee=97,0%"

~ 8004,3) 165,0) 78.2)
()4 5,89 (dtt,692,8,0e  6,27(dtt, 692, 8,0 ¢ 5,46 (dtt,692, 8,0 ¢ 49,4:50,6
2,2, 370,9) 2,2;180,6) 2,2; 166,8)

{£)-6 8,37 (dquint.; 691,0 8,37 (dquint.; 691,0e 8,37 (dquint.; 691,0 e d
€9,0) 9,0) 9,0)

(-)-6 8,37 (dquint.; 690,0 8,37 (dquint.; 690,0e 8,37 {dquint.; 690,0 e d
e 9,0) 9,0) 9,0)

(2)-7 8,40 (dquint.; 689,0 8,40 (dquint.; 689,0 ¢ 8,40 (dquint.; 689,0 ¢ d
e87) 8,7 8.7

(=)-7 8,40 (dquint.; 690,0 8,40 (dquint.; 690,0 e 8,40 (dquint.; 690,0 e d
e8,7) 8,7) 8,7)

(a) & (multiplicidade, "Jpy; em Hz; rea do pico); (b) razéio meso (1 +2) : threo; (c) 0 excesso enantiomérico (ee)
foi calculado a partir das dreas dos picos integrados do isbmero threo (par d/) e dos isémeros meso,
respectivamente, utilizando a férmula de Horeau modificada ee =[ (K-D/(K+1)]'" x 100, onde K=(érea do pico
threo / 4reas dos picos meso 1 + meso 2); (d) ndo avaliado devido aos deslocamentos quimicos de *'P dos
diastereoisdmeros serem isécronos.

OH > ﬂ < ﬁ
' PCl3 _P_ P
R PR AN
/’\ | piriding, ta 0 Ill 0] + 0] IEI R

R=0Hou(Cl

dialquilfosfonatos
diastereoisoméricos

Figura 61: Derivagio do lcool 5 com formacgo de mono e dialquilfosfonatos diastereoisoméricos.

A versatilidade desta metodologia ndo apresentava limite aparente, mas alcoois
primérios sempre foram conhecidos como substratos de dificil discriminagéo por
cromatografia quiral, embora Feringa reportasse a aplicagio com sucesso desse
método para o &lcool (+)-8 (Figura 59).”° Entdo, foram selecionados para o teste final
os dlcoois 'primérios (2)-6 ¢ (£)-7 (Figura 59), que apresentam dois e trés grupos
metilenos, respectivarneﬁte, entre o grupo hidroxila e o centro estereogénico e que,

também, néo mostraram separacdo em cromatografia quiral. Em ambos os €asos, 0s
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‘sinais de fésforo dos derivados dialquilfosfonatos (Figura 62) foram isdcronos
(espectros E118 ¢ E119, em anexo). Desta forma, a discriminaciio nfio efetiva dos
sinais mostrou que o método de Feringa é principalmente limitado para os &lcoois

primarios possuindo mais de um grupo metileno posicionado entre a hidroxila e o

centro estereogénico.

0
i;
PCl o OuR
piridina, ta R=0H ouClI
dialquilfosfonatos

6 diastereoisoméricos
] | | |
0.C 0__0 0 .
5, O_I_R
lrldma ta “ E
(]
dlalqullfosfonatos R=OHouCt

diastereoisoméricos

Figura 62: Derivagdo dos alcoois 6 ¢ 7 com formacdo de mono - ¢ dialquilfosfonatos
diastereoisoméricos.

8. CONCLUSOES

A utilizagdo do método de Feringa para a determinagdo do excesso
enantiomérico de alcoois se mostrou muito atrativa devido sua simplicidade. No
entanto, a partir dos resultados observados aqui foi proposto que o eniprego do rnésmo
¢ recomendado quando:

- acromatografia quiral ndo ¢ eficiente;

- houver disponibilidade de alcool em quantidades de 20 ¢ 30 mg (caso seja

' menor, maior tempo para aquisi¢io deverd ser empregado);
- ¢ finalmente, houver a proximidade do grupo hidroxila ¢ o centro

estereogénico de, no maximo, uma unidade metilénica.
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Observou-se adicionalmente, que foi importante obter os espectros acoplados e
desacoplados para a correta certificagdo dos picos correspondentes aos derivados

dialquilfosfonatos.

Outros elementos estereogénicos ndo foram testados nem por Feringa nem por

nosso grupo de pesquisa.
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9. INSTRUMENTACAO E CONDICOES

9.1. Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear
Todos os experimentos uni e bidimensionais de RMN foram realizados em um
espectrémetro VARIAN INOVA-500 (B, = 11 T), operando a 499,885 MHz para 'H,
202.135 MHz para *'P ¢ 125.695 MHz para Bee equipado com sondas de 5 mm para
deteccdo direta e indireta (ambas com acessorios de gradiente de campo retangulares
localizados na coordenada z), formatador de pulsos e estagdes de trabalho Sun para
processamento de espectros via rede. Para desacoplamentos de 'H em faixa larga,
foram utilizados métodos de pulsos compostos (seqiténcias WALTZ, GARP).*61%
Todos os experimentos uni e bidimensionais de RMN foram adquiridoé a30,0t
0,1°C, com excegdo dos experimentos de RMN de 3’IP, realizados a 25,0 = 0,1°C. Os
deslocamentos quimicos observados nestes experimentos foram dados em ppm, com
excecdo dos experimentos de difusdo, dados em Hz, e as constantes de acoplamento
(/) também em Hz. Os deslocamentos quimicos de 'H foram referenciados
internamente através do sinal de ressondncia de HOD residual (8 4,67) ou
externamente com CCly/TMS 0,5% (31us 0,0)* e 1°C foi referenciado com o mesmo
padrio externo, CCl/TMS 0,5% (Sccie 96,00). Os deslocamentos quimicos de *'P
foram referenciados externamente através do sinal de ressondncia de H;PO, (5 0,0). A
multiplicidade dos sinais de ressonincia foi caracterizada como: s = singleto; d =
dubleto; t = tripleto; q = quarteto; quint. = quinteto; m = multipleto; dd = duplo
- dubleto; ddd = duplo dubleto de dubleto; dddd = duplo dubleto de dubleto de dubleto;
dt = duplo tripleto; dquint. = duplo quinteto; dtd = duplo tripleto de dubleto; dtt =
duplo tripleto de tripleto. As amostras foram analisadas em tubos de ressonincia de 5

mm de didmetro.

* O padrio externo usado em RMN normalmente é um capilar de vidro selado contendo um solvente, o qual
apresenta deslocamento conhecido e serve para referenciar o experimento.
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~Os experimentos uni ¢ bidimensionais foram adquiridos utilizando softwares
padrSes Varian sob condigdes tipicas, como seguem. Os espectros foram processados

nas estagdes de dados utilizando o programa VNMR do equipamento.
9.1.1. TECNICAS UNIDIMENSIONAIS

RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos com pulsos de 30° (duracdo: 2,5-
4,0 pus), largura de varredura de 8 KHz (nimero de dados de 32K pontos), tempos de
aquisicdo (at) e espera de reciclagem (di) de 4,0 se 1,0 s, respectivamente. Foram
acumulados cerca de 32-64 transientes, cuja resolucio digital média foi de 0,25
Hz/ponto.

Os experimentos de titulagio (métodos de Job e Benesi-Hildebrand modificado)

 foram adquiridos empregando recurso de pré saturacio do sinal de HOD.

CYCLENOE

Os espectros CYCLENOE® foram obtidos com largura espectral de 8 KHz
(nﬁmero'de dados: 64K pontos), tempos de aquisi¢do e de reciclagem de 4 ¢ 3 s,
respeétivamente. Foram adquiridos entre 256 e 512 transientes. Os FIDs foram
apodizados para diminui¢&o da razéo sinal/ruido através de multiplicagéo exponenc1al

(lb 3,0), antes do processamento por transformada de Fourier.

ROESY1D

Os experimentos de ROESY1D* foram obtidos subtraindo os FIDs aplicando
ﬁma' seqiiéncia de pulsos 180°%- 90°% o -trancagem de spin-FID, com tempo de
mistura de 500 ms, de FIDs adquiridos através da seqiiéncia de pulsos 90% -

- trancagem de spin-FID. Os pulsos seletivos foram gerados por um moduiador de

* Esta seqtléncna de pulsos foi adaptada pelo Dr. Bruce Adans (VARIAN Associates) a partir do experimento de
ROESY bidimensional.
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pulsos, o qual automaticamente atenuou a poténcia e a dura¢do do pulso para obter a
seletividade requerida. Os pardmetros e condi¢@es utilizados seguem abaixo: at = 2,0 s;
largura de varredura (sw) = 4 KHz; d1 = 3,0 s; nt = 256-512 scans; alargamento de

linha (Ib) = 3,0 Hz. As amostras nio foram desgaseificadas.

RMN de >C
Os espectros de RMN de "°C foram adquiridos com pulsos de 45° (duragéo: 4-6
ps), empregando desacoplamento de 'H em faixa larga (seqiiéncia de WALTZ),'® sob
uma janela espectral de 32 KHz, com varredura de 64 K pontos (tempo de aquisi¢go:
1,024 s) e tempo de espera para reciclagem (d1) de 2,0 s. Nestes experimentos foram
acumulados entre 15-20K transientes, com resolugéio digital média de 0,5 Hz/ponto.
Antes da transformacdo por Fourier dos FIDs, eles foram preenchidos com zeros (até
128K). Eventualmente, alguns espectros sofreram apodizagdio com fungdes
exponenciais (alargamento de linha), ou gaussianas e/ou "sine—bell"' (seno sino) antes
| do processamento, visando exclusivamente a leitura de informages, principalmente
sinais levemente discriminados (A8¢c =~ 1,0 Hz), que porventura ndo tenham sido

evidenciados no processamento normal.

DEPT

A diferenciagdo entre os carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e carbonos
ndo ligados a hidrogénio, foi estabelecida via a aquisi¢go de espectros de DEPT'™, Os
. parametros empregados na aquisi¢do dos espectros de DEPT foram praticamente os
mesmos de RMN de B¢, com exce¢do do nimero de transientes (nt = 7-10K scans). A
resolugo digital média foi de 1,0 Hz/ponto, para um nimero de dados de cerca de
30K pontos.

RMN de *'P
Os experimentos de RMN de *'P foram adquiridos com pulsos de 45° (duracéo:

4,5 us), sob uma janela espectral de 5,25 KHz, com tempos de aquisicfio € espera de
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reciclagem de 0,5 e 2,0 s, respectivamente. Foram acumulados cerca de 512 transientes
por espectro. Os espectros desacoplados foram obtidos empregando seqtiéncia de

WALTZ'? (desacoplamento de 'H em faixa larga).

9.1.2. TECNICAS BIDIMENSIONAIS

g-COSY

Os experimentos de g-COSY'® foram adquiridos com uma seqiléncia de pulsos
padréo 90°-90° e gradientes de campo pulsados. Os espectros foram obtidos sob janela
espectral de 4 KHz em ambas as dimensdes, com um conjunto de pontos de 1K e 128
incrementos (FIDs). Foram adquiridos entre 16 e 32 transientes para cada bloco de 128
FIDs, com tempos de aquisi¢io e espera para reciclagem de 0,1-0,2 e 1,0 s,
respectivamente. Antes da transformada de Fourier, ambos dominios (F) e F;) foram
multiplicados por uma fungZo seno sino e preenchidos com zeros para 1K, produzindo
' uma matriz quadrada de dados (1K x 1K). A transformada de Fourier foi aplicada ¢ os

dados transformados foram entdo simetrizados.

ROESY

o experimento de ROESY' foi realizado com uma largura espectral de 4KHz
(numero de dados: 1K pontos), com blocos de 200 incrementos e um conjunto de 16
transientes para cada FID. Os tempos de aquisi¢do ¢ reciclagem foram de 0,13 € 3,0 s,
respectivamente. A largura do pulso de 90° foi de 12,4 us e o tempo de mistura de
0,5s. Antes do processamento dos dados através da transformada de Fourier, os
mesmos sofreram previsdo linear, foram muttiplicados por uma fungiio gaussiana e

preenchidos com zeros, resultando numa matriz de dados 2K x 2K.

g-HSQC
Os experimentos de correlagdes heteronucleares foram obtidos através da
seqiiéncia de g-HSQC'” com auxilio de gradientes de campo pulsados. O

desacoplamento dos atomos de carbono durante a aquisigéio foi realizado com uma
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seqiiéncia GARP.1% Os sinais de hidrogénios ligados a °C foram filtrados (separados)

daqueles ligados a '’C através da seqiiéncia TANGO.'® O tempo de mistura para a

" transferéncia de polarizacdo foi calculado a partir de ’JC,H = 140 Hz. Foram

empregadas larguras espectrais de 4 KHz em F, (nimero de dados: 1K pontos) ¢ 14
KHz em F;. Para cada bloco de 128 incrementos foram adquiridos entre 48 ¢ 64
transientes. Os tempos de aquisicdo e espera para reciclagem foram de 0,15-0,20 ¢ 1,5
s, respectivamente. Antes de aplicar a transformada de Fourier, os dados foram
multiplicados em ambas dimensdes por uma func@io do tipo semo sino e sofreram

previsdo linear em F, para 256 pontos, seguida de preenchimento com zeros para 1K

pontos.

9.1.3. TECNICAS DE DIFUSAO

Os coeficientes de difusdo foram extraidos de uma série de espectros de 'H
como fungdo da amplitude do gradiente, empregando ambas as seqii€ncias de pulsos
BPPSTE” ¢ GCSTESL.” Em todas as anlises foram utilizados 25 diferentes
amplitudes de gradiente de pulsos para cada experimento. As amplitudes dos
gradientes variaram entre 0,068 e 0,35 Tm™, com uma diminui¢Zo na intensidade de
ressondncia de aproximadamente 100% nos gradientes de maior amplitude. Os
experimentos foram realizados sob uma janela espectral média de 8 KHz (nimero de
dados: 1 K pontos), com tempos de aquisicio e reciclagem de 4 e 1,5 s,
respectivamente. Foram adquiridos entre 32 € 64 transientes. As linhas de base de

todos os espectros de cada experimento foram corrigidas antes do processamento dos

-~ dados. O programa de processamento de dados (macro DOSY no espectrdbmetro

'VARIAN) envolve a determinacdo da altura dos picos de todos os sinais previamente

selecionados para a analise, onde cada pico apresenta um decaimento exponencial
especifico. Os coeficientes calculados para cada sinal selecionado foram listados,
jun_tamente com os respectivos desvios padrio. O valor do coeficiente de difusdo e do
desvio padrio de cada espécie envolvida na andlise foi dado através da média

aritmética de todos os coeficientes da mesma espécie. Coeficientes com valores
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diferentes daqueles apresentados pela maioria de uma mesma espécie foram
descartados.

9.1.4. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

9.1.4.1. COMPLEXOS COM CICLODEXTRINAS
Os complexos entre as ciclodextrinas nativas (a-CD, B-CD e y-CD) ¢ os solutos
- em questdo (compostos 1-3, nas formas racémica e enantiomericamente enriquecidas -
ee ~ 33%) foram preparados solubilizando quantidades equimeolares (15 mmol L™') dos
mesmos em 0,6 mL de 4gua deuterada. Os complexos equimolares com ciclodextrinas
permetiladas (CDPMs) foram preparados da mesma maneira, apenas alterando
levemente a concentragéo (12,0 mmol L'l) das amostras.

Os complexos formados foram transferidos para tubos de ressonancia de 5,0

mm e analisados.

9.1.4.2. EXPERIMENTOS DE TITULACAO

ESTEQUIOMETRIA
~ Método de variacio continua de um dos componentes

As solugles aquosas para a titulagdo foram preparadas mantendo sempre as
concentragdes de CD (15 mmol L") e CDPM (12 mmol L") constantes e variando as
do substrato, de tal maneira que se mantivesse as seguintes razdes molares: 0,0; 0,2;
0,4;...1,0 para os complexos com a-CD e a-CDPM; e 0,0; 0,3; 0,7; 1,0; 1,2; 1,5 para
os complexos com B-CD e 8-CDPM.

As amostras foram tituladas por RMN de 'H e os espectros referenciados pelo
sinal interno de HOD (3 4,67). Os dados de A8y para o H-3 das CDs foram
- correlacionados com a razdo molar das respectivas frages tituladas através de graficos

(Adqps versus razdo molar).
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Método de Job

As solugdes a serem tituladas foram preparadas a partir de solugdes estoques de
B-CD (22,5 mmol L) e dos solutos 1-3 (22,5 mmol L), diluindo-as através da
variagdo continua das concentrages das espécies, de tal forma que a soma das
concentragbes das mesmas se mantivesse constante ([p-CD] + [soluto] = 15 mmol L),

conforme Tabela 31 que segue:

Tabela 31: Dilui¢Ges para preparagdo das solucdes para titulagio

Razdo molar (mOl L-l) VB-CD 22,5 mM) (mL) Vsubstrnto (22,5 mM) (mL) VD20 (mL)
15:0 0,0 0,40 0,20
12:3 0,08 0,32 0,20
9:6 0,16 0,24 0,20
7,5:7,5 0,20 0,20 0,20
6:9 0,24 0,16 0,20
3:12 0,32 0,08 0,20

Todas as solugdes foram preparadas com o auxilio de micropipeta volumétrica
(Gilson Medical Electronics P1000) para evitar ao méaximo possiveis erros de diluigdo.
Os espectros das amostras tituladas por RMN de 'H foram referenciados com o mesmo
padrio externo (capilar contendo TMS). Os valores de Ad,, de alguns sinais dos
solutos foram correlacionados com as concentragdes das espécies tituladas através de

graficos (A8 s [soluto]/([B-CD] + [soluto]) versus [soluto]/([B-CD] + [soluto])).

Determinacio das constantes de associacao

 As amostras foram preparadas a partir de solugSes aquosas estoques dos
substratos e B-CD (22,5 mmol L). Aliquotas dessas solugdes (medidas com
~ micropipeta) foram reunidas mantendo concentragéo do substrato sempre constante
([1] = {3] = 3 mmol L"'; [2] = 2 mmol L") enquanto a concentragdo de B-CD variou
crescentemente (3, 6, ...15 mmol L™). O conjunto de solugdes obtidas foi titulado por
RMN de 'H (referéncia externa - TMS) e a partir dos valores de A8, 0s dados foram

correlacionados em graficos ([$-CD)/A8qs versus [B-CD]).



9.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

As andlises de CLAE foram realizadas em cromatégrafo liquido Hewlett
Packard, modelo 1090, série II/'M HPLC, equipado com detetor por arranjos de diodos,
utilizando uma coluna quiral LiChroCART 250-4 Chira-Dex GAMMA (Sum, 250 mm
X 4mm i.d) eluida com 4gua deionizada ou uma coluna de fase reversa Waters Nova
Pack ODS (4um, 150 mm x 3,9 mm i.d) eluida com fase mével quiral (solugdes de a-,
B- e y-CD (15 mmol LY respectivamente), com um fluxo de 0,4 ml min"' e
temperatura de colunade 30 £ 1 °C.

A seletividade relativa da enantiosseparaggo (o) foi calculada através da razio

Ol = ko/k;, onde k, = (t, - ty) (tM)'l, sendo que t, corresponde aos tempos de retengéio

(t; e t,) dos respectivos enantibmeros e ty € o tempo de analise de um componente nao

retido.'?®

A resolug@o dos enantidmeros (R,) para cada analise foi dada aplicando a
equaglo Ry = 1,177(t; ~ t;) (W + whz)'l, onde wy, corresponde a largura do pico de

cada enantidmero n 4 meia altura.!”®

9.3, CROMATOGRAFIA GASOSA CONJUGADA COM
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As andlises por CG/EM foram realizadas em cromatégrafo a gis Hewlet
Packard - VCD 5990 conectado a espectrometro de massas Hewlet Packard 5970-
MSD. No cromatégrafo, equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5J & W
Scientific (25 m X 0,2 mm X 0,33 pm), as temperaturas para injeciio foram
programadas para inicio em 60 °C, aumentando gradativamente até 240 °C (3 °C/min).
As temperaturas do injetor e detetor foram 220° e 250 °C, respectivamente, para um
fluxo de 1,16 mL/min. As solugdes (10 mg/mL em acetato de etila) foram injetadas em
aliquotas de 0,2 plL. A fase mével utilizada foi o gas hélio (gas de arraste). Os
espectros de massas foram adquiridos a 70eV, com velocidade de 0,84 scan/s para uma
faixa de m/z de 40 a 550.
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- 9.4. CROMATOGRAFIA GASOSA

As andlises por CG foram realizadas em cromatdgrafo a gas Hewlet Packard -
: 'VCD 5890 A, equipado com detector de ionizagdo de chama (FID), utilizando uma
coluna capilar quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-CD (25 m x 0,25 mm x 0,25
- um), com temperaturas programadas: 90°C(5 min)-3°C/min-180°C(5 min). As
temperaturas do injetor e detetor foram mantidas em 200°C. As solugdes (10 mg/mL
em acetato de ctila) foram injetadas em aliquotas de 0,2 pL. O hidrogénio foi utilizado

como gas de arraste.

9.5. CROMATOGRAFIA EM COLUNA E CAMADA DELGADA

As cromatograﬁas em coluna (CC) foram realizadas utilizando-se silica gel 60
da Merck, com granulometria 70-230 mesh e gradientes de solventes purificados como
eluentes. As fragSes coletadas foram controladas por cromatografia em placa delgada
(C'CD), utilizando placas prontas de silica sobre aluminio (Merck). A visualizaggo dos
compostos em CCD foi verificada apds irradiagio de luz ultravioleta (UV) no
comprimento de onda 254 nm e, ou pulverizagdo com revelador de terpenos (p-
anisaldeido/H,SO4HOACc (0,5 : 1,0 : 0,5)), seguida de aquecimento.

9.6. ROTACAO OTICA ESPECIFICA

Os valores de rotagdio Otica foram determinados em um polarimetro LEP A2
(Carlzeiss), equipado com lémpada de sédio (precisdo de 0,005°), empregando-se
cloroférmio como solvente, em temperatura ambiente. A rotagdo Otica especifica, em
fungdo da raia D do sddio, foi obtida conforme as seguintes conversdes recomendadas
pelo fabricante, e expressas como [c]p (concentragdes ¢ em gramas/100 mL,
solvente):

- conversdo da temperatura (T) para 20 °C:
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oa®® =’ /[1 + 0,000143(T - 20)] , onde o corresponde & rotagdo observada a
temperatura ambiente.

- rotagdo dtica especifica:

[a]p® =a?/ comprimento da cela (dm) x concentragéo (g/mL)

10. SOLVENTES E REAGENTES

Todos os reagentes foram utilizados como adquiridos é os solventes purificados
conforme procedimentos da literatura.'® As ciclodextrinas empregadas como agentes
quirais de solvatacdo foram adquiridas comercialmente (a-CD: Acros Organics (98%);
B-CD: Merck (98%); y-CD: Wacker Chemicals). Como as ciclodextrinas sdo muito
hidratadas, o material cristalino passou por um processo de secagem prévia,

permanecendo 3 horas sob aquecimento em banho de areia (~ 100 °C) e vacuo (1,5
| mmHg), seguido de liofilizagdo por 24 horas. Apés este processo de secagem, as
amoétras foram mantidas em dissecadores contendo silica anidra. |

A maior parte dos substratos empregados neste trabalho de RMN estava
disponivel em nosso laboratério ((+)-3-hidroxi-2,2-dimetilcicloexan-1-ona, (£)-1; (S)-
(+)—3-hidroxi-2,2-dimetilcicloexan—l-ona, (+)-1; (¥)-3-hidroxi-2-metil-2(2-propinil}-
cicloexan-1-ona, (+)-3; (1)-2-metil-5-hepten-4-ol, (+)-5;* cetal de (+)-2-metil-2(3-
propanol)cicloexan-1-ona, (1)-6; cetal de (R)-(-)-2-metil-2(3-propanol)cicloexan-1-
ona, (-)-6). Os demais foram adquiridos ou comercialmente ((R)-(+)-citronelol
(Aldrich, 98%) e (S)-(—)-citronelol, (Aldrich, 95%)) ou através de modificagdes
quimicas | ((x)-3-acetoxi-2,2-dimetilcicloexan-1-ona;  (S)-(+)-3-acetoxi-2,2-dimetil-

cicloexan-1-ona; (S,S)-(+)-3-hidroxi-2-metil-2(2-propinil)cicloexan-1-ona.

¥ Composto sintetizado no laboratério do Prof. Dr. Ronaldo A. Pilli.



10.1. MODIFICACOES QUIMICAS DOS SUBSTRATOS

10.1.1. PERMETILACAO DAS CICLODEXTRINAS®

HO

OH

CD

1. NaH, DMF, 30 min, ta

[

2. Mel, 0 °C, 40 min; ta, 24 h. (

n=6 (a-CD}
n=7(p-CD)
n=8 (v-CD)

OMe

e0

CDPM

n=6 (a-CDPM)
n =7 (3-CDPM)
n =8 (v-CHPM)

A uma solugdo anidra de B-CD (0,916 g; 8,0 mmol) em DMF destilada e anidra
(25,0 ml) foi adicionado hidreto de sédio (2,12 g, 60 %), permanecendo sob agitacdo
magnética por 30 min, & temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada a 0 °C
¢ tratada lenfamente com Mel (6,75 mL) por 40 min. Apés este periodo, a solugio
retornou a temperatura ambiente, permanecendo sob agitagdo magnética por mais 20
horas. O excesso de hidreto de sodio foi entdo decomposto, pela adi¢do de metanol
(15,0 mL). A mistura foi adicionado gelo picado e a fase aquosa extraida com
clorofoérmio (2 X 50,0 mL). Adicionou-se um secante (Na,SO, anidro) 4 fase organica,
que em seguida foi filtrada € concentrada em aparelho rotavaporador é, mantida sob
vacuo (1,5 mmHg), por 3 horas, até completa secagem, resultando num residuo
amarelo. Este residuo foi cromatografado em coluna de silica gel, inicialmente com
clui¢do de diclorometano, seguida do aumento gradativo da polaridade da fase mével
com metanol. Ao final do processo foram isolados 910 mg de B-CDPM (6,37 mmol),
com um rendimento final de 79,6%.

Tanto a «-CD como a y-CD foram permetiladas de maneira analoga & B-CD,

- apresentando rendimentos finais de 80,1% e 77,8%, respectivamente.



- Dados espectroscépicos:
o-CDPM: RMN de 'H (500 MHz; D,0; HOD): 8y (integragéo, multiplicidade, |
cte. acoplamento (Hz), atribui¢do); 3,272 (1H, dd, 9,7 ¢ 3,4, H-2); 3,360 (3H, s, OMe-

6); 3,457 (3H, s, OMe-2); 3,580 (3H, s, OMe-3); 3,670 (1-H, dd, J 9,0, H-4), 3,68 (1H,
enc., H-3), --(1H, enc, H-6a); 3,804 (H-6b, dd, J 12,8 ¢ 4,3, 1H); 3,82 (1H, enc., H-5);
5,172 (1H, 4, J 3,4, H-1).

RMN de P°C (125 MHz; D,0; CCly): 8¢ (atribuigo); 57,495 (OMe-2); 58,133
(OMe-6); 59,697 (OMe-3); 70,389 (C-5); 70,789 (C-6), 78,956 (C-4), 79,745 (C-2);
80,547 (C-3); 97,471 (C-1).

B-CDPM: RMN de 'H (500 MHz; D,0; HOD): 8y (integracdo, multiplicidade,
cte acoplamento (Hz), atribui¢fo); 3,316 (1H, dd, J 9,6 e 3.5, H-2); 3,349 (3H, s,
OMe-6); 3,482 (3H, s, OMe-2); 3,572 (3H, s, OMe-3); 3,620 (1H, J 12,3 ¢ 2,2, H-6a);
3,652 (1H, dd, J 9,5, H-3), 3,711 (1H, dd, J 9,2, H-4), 3,812 (1H, dd, J 12,3 ¢ 3,9 Hz,
* H-6b); 3,830 (1H, enc., H-5); 5,247 (1H, d, J 3.5, H-1).

RMN de °C (125 MHz; D,0; CCLy): §¢ (atribuigdo); 57,803 (OMe-2); 58,102
(OMe-6); 59,367 (OMe-3); 70,097 (C-5); 70,521 (C-6), 76,648 (C-4), 79,741 (C-2);
80,652 (C-3); 96,689 (C-1).

y-CDPM: RMN de 'H (500 MHz; D,0; HOD): 8y (integragdo, multiplicidade,
cte acoplamento (Hz), atribuigdio); 3,332 (1H, dd, J 9,7 e 3.6, H-2); 3,350 (3H, s,
OMe-6); 3,501 (3H, s, OMe-2); 3,526 (3H, s, OMe-3); 3,644 (1H, dd, J 11,7 ¢ 2,2, H-
6a); 3,684 (1H, dd, J 9,0, H-3), 3,694 (1H, enc., H-6b); 3,722 (1H, dd, J 8.9, H-4),
3,888 (1H, ddd, J9,5; 3,9 € 2,2, H-5); 5,336 (1H, d, J 3,6, H-1).

RMN de ’C (125 MHz; D,0; CCly): 8¢ (atribuigio); 58,192 (OMe-2); 57,733
(OMe-3); 58,227 (OMe-6); 69,221 (C-5); 70,486 (C-6), 73,367 (C-4), 80,002 (C-2);
80,274 (C-3); 95,362 (C-1).
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* 10.1.2. REDUGCOES REGIOSSELETIVAS: SINTESE DO 3-HIDROXI-2,2-
DIMETILCICLOEXAN-1-ONA, 1

Saccharomyces
NaBH,4, MeOH cerevisiae
- —_—
"HO O 0°C (98%) O 0 (72 %) HO 0O

(*)-1 (8)-(+)-1

.. Tanto o racemato quanto a espécie enantiomericamente pura (§)-(+)-1 estavam
disponiveis em nosso laboratério de sintese. Ambos jé tinham sido preparados por

outros pos-graduandos como parte de seus respectivos trabalhos de sintese.®%’

Dados sobre 1:

IV(filme) vy (cm™): 3440, 2974, 1700, 1122, 1057, 986; |

EM m/z (%): 142 (M, 6), 124 (6), 98 (16), 82 (54), 71 (52),.43 (87), 41(100%);

RMN de 'H (500 MHz; D,0O; HOD): 8y (integracdo, multiplicidade, cte
acoplamento (Hz), atribuicdo); 1,036 (3H, s, Mey); 1,106 (3H, s, Me,,); 1,683 (1H, m,
H-5,); 1,788 (1H, m, H-4,,); 1,920 (1H, m, H-5.,); 2,049 (1H, m, 4.,); 2,394 (1H, ddd,
J 5.8, 7,6 € 14,8, H-6,,); 2,456 (1H, ddd, J 5,8, 8,0 e 14,8, H-6,,); 3,752 (1H, dd, J 3,4
e 7,4, H-3).

RMN de "°C (125 MHz; D,0; CCly): 8¢ (atribuigiio); 19,024 (Me,,); 19,987 (C-
5); 22,147 (Me.y); 27,392 (C-4); 36,783 (C-6); 50,872 (C-2); 77,289 (C-3); 221,770
(C-1).




10.1.3. REACAO DE ACETILACAO: SINTESE DO 3-ACETOXI-2,2-
DIMETILCICLOEXAN-1-ONA, 2

, 0
HO o) )\OQO

()1 Ac,0, piridina (+)-2
ta (98 %)
0
HO 0 | )J\o 0
(8)-(H)-1 (5)-(+)-2

Ao racemato 1 (30,0 mg; 0,16 mmol) foram adicionados piridina anidra (0,5
mL) e anidrido acético (0,5 mL). A mistura reacional permaneceu sob agitagdo
magnética por 20 horas, 4 temperatura ambiente. Apés este periodo, a mistura foi
neutralizada com solug¢do de HC! (10 %) e extraida com diclorometano (2 X 25 mL).
A fase orginica foi entfo lavada com uma solugdo de bicarbonato de s6dio 5 % (25
mL), seguida de lavagem com 4dgua destilada (25 mL). A fase org2nica foi entdo seca
sobre Na,SO, anidro e finalmente evaporada. O residuo obtido foi analisado em CCD
e crorﬁatografado' em CC, utilizando inicialmente como eluente uma mistura de
hexano/acetato de etila (10:1), seguida do aumento gradativo da polaridade da mesma
com o acréscimo de acetato de etila. O produto final puro (38,0 mg) foi concentrado,
apresentando um rendimento total de 98 %. Procedimento idéntico foi utilizado para a
obten¢do do composto ($)-(+)-2, a partir de (S)-(+)-1, com rendimento final de 98%.

Dados sobre (+)-2:

[odp?® =+ 10,7 (¢ 1,87, CHCL);

IV(filme) Vimax (cm™): 2952, 1740, 1713,1374, 1240, 1045, 988;

EM Wz (%): 184 (M", 8), 142 (12), 124 (20), 82 (45), 55 (22), 43 (100);

RMN de 'H (500 MHz; D,0; HOD): 8y (integracio, multiplicidade, cte
acoplamento (Hz), atribui¢@io); 1,027 (3H, s, Me,); 1,169 (3H, s, Me.g); 1,80 (1H, m,
H-5,); 1,86 (1H, m, H-4,,); 1,92 (1H, m, H-5¢4); 2,055 (3H, s, Mex.); 2,109 (1H, m,
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4.); 2,376 (1H, dtd, J 1,2, 5,7 e 15,1, H-6,.); 2,601 (1H, ddd, J 6,1, 9,8 e 15,1, H-6cg);
4,944 (1H, dd, J 3,1 ¢ 6,0, H-3).
RMN de *C (125 MHz; D;0; CCly): 8¢ (atribuigdo); 19,314 (Me,y); 20,103

(Meao); 20,143 (C-5); 22,488 (Me,,); 24,578 (C-4); 36,724 (C-6); 49,135 (C-2); 80,547
(C-3); 173,453 (CO4.); 220,341 (C-1).



10.1.4. REDUCAO ENZIMATICA: SINTESE DO 3-HIDROXI-2-METIL-
2(2-PROPINIL)CICLOEXAN-1-ONA, 3 |

S. rubidaea CCT5732
—_—
0 O células em repouso HO
— 2 dias (60%)

(5,8)-(+)-3 (5,8)-(+)-3a

Foram preparadas culturas da bactéria Serratia rubidea CCT5732, que
cresceram num meio apropriado (caldo nutriente), em erlemmeyers estéreis (125 mL)
dispostos em agitador rotatorio (48h/28°C/120 rpm). As células da bactéria foram
colhidas por centrifugagiio (3000 rpm) e lavadas duas vezes com solugfio estéril de
tampdo de fosfato (pH 7,0). A redugéo enzimatica da 2-metil-2(2-propinil)cicloexano-
1,3-diona foi realizada em frascos estéreis (125 mL) dispostos em agitador rotatorio
(120 rpm). Aos frascos contendo solugéio tamp#o de fosfato estéril a pH 7,0 (Na,HPO,
e KH,PO,, 0,07 mol L', 20 mL) e células integras do microrganismo previamente
lavadas (350 mg, peso imido), adicionou-se a diona (60 mg, 0,36 mmol). A suspensio
resultante foi agitada (120 rpm), mantendo-se a temperatura em 28 °C. As reagdes
foram monitoradas periodicamente através de CG/FID com coluna quiral. Apés a
conversdo enzimatica, as c€lulas foram removidas por filtragdo e a fase aquosa
extraida com acetato de etila (3 X 20 mL). As fases organicas foram reunidas, secas
sobre Na;SO, anidro e concentradas sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi
analisado em CCD e cromatografado em CC, utilizando inicialmente como eluente
uma mistura de hexano/acetato de etila (4:1). O resultado final foi a separaggo de dois
diastereoisdmeros: (S,S)-(+)-3-hidroxi-2-metil-2(2-propinil)cicloexan-1-ona (+)-3 (18
mg, 27% rendimento) € (R,S)-(+)- 3-hidroxi-2-metil-2(2-propinil)cicloexan-1-ona (+)-

3a (21 mg; 32% rendimento)
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Dados sobre (S,8)-(+)-3:

[alp™ =+ 7.2 (¢ 6.0, CHCl;)* |

IV (filme) v mex. (cm’): 3442, 3290, 2945, 2114, 1704, 1456, 1125, 1068, 995;

EM m/z (%): 166 (M™, 8), 122 (14), 109 (80), 95 (50), 91 (55), 55 (47), 43
(100), 41 (95). |

RMN de 'H (500 MHz; D,0; HOD): 8y (integragdo, multiplicidade, cte
acoplamento (Hz), atribui¢do); 1,255 (3H, s, Mey); 1,78 (1H, m, H-5,); 1,81 (1H, m,
© Hedg; 1,932 (1H, m, H-5.); 2,102 (1H, m, 4,5); 2,325 (1H, dtd, J 1,5, 5,4 ¢ 14,6, H-
6w 2,346 (1H, t, J 2.7, H-9); 2,432 (1H, dd, J 2,7 e 17,0, H-7a); 2,543 (1H, dd, J 2,7
e 17,0, H-7b); 2,593 (1H, ddd, J 5,9, 10,1 e 14,7, H-6,,); 4,049 (1H, dd, J 2,9 e 5,8, H-
3). |

RMN de 3C (125 MHz; D,0; CCly): 8¢ (atribui¢io); 19,700 (Me,); 20,206 (C-
' 5); 22,151 (C-7); 26,982 (C-4); 37,106 (C-6); 52,982 (C-2); 71,445 (C-9); 75,394 (C-
3); 81,254 (C-8); 218,952 (C-1).

O composto (£)-3 estava disponivel em nosso laboratdrio de sintese.”
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10.1.5. PROCEDIMENTO GERAL PARA A PREPARACAO DE
DERIVADOS FOSFONADOS DE ALCOOIS.

1. piridina (0,5 mmol), CDCJ; (0,5 mL ) Q
R*-(CHy), - OH > R*(CH)O-P-O(CHy*R
(0,18 mmol) 2. PCl3 (0,06 mmol), CDC; (0,5 mL) H

agit. magn. (10 min), ta.

A uma solugdo de dlcool (0,18 mmol) ¢ piridina (0,5mmol) em de cloroférmio
deuterado (0,5 mL), sob agitagdo magnética, foi adicionado uma solu¢do de PCl; (0,06
mmol), previamente destilado, em cloroférmio deuterado (0,5 mL). Ap6s 10 min. de

agitacdo, a mistura reacional foi transferida para um tubo de RMN (5mm) para analise.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos de RMN empreendidos neste trabalho de pesquisa, levaram-nos a
resultados bastante satisfatérios ¢ em conformidade com nossos objetivos iniciais.

Primeiramente, foram investigadas as intera¢des intermoleculares entre
substrato-CD resultantes da formagao de complexos de inclusdo. Constatou-se que a
correlag@o de alguns pardmetros d¢ RMN, como populagdo complexada (coeficientes
de difusdo - HR-DOSY) e discriminagdo enantiomérica (SA8¢/nc - RMN de °C),
podem levar & previsio do seletor quiral mais apropriado para uma andlise
cromatografica. Dessa forma, sob as mesmas condicdes de RMN, alguns dos
substratos avaliados foram discriminados quando uma solugio de B-CD (15 mmol L)
foi utilizada em CLAE como fase mével quiral, conforme previsto por RMN.

Outro objetivo idealizado neste trabalho foi a implementag3o de técnica de
RMN para avaliagdo de excessos enantioméricos de dlcoois quirais, o qual foi
alcancado aplicando a metodologia de Feringa. Os produtos da derivagéo de alcoois
quirais com reagentes de fésforo analisados por RMN de 3'P_ proporcionaram a
obtencdo de ee de 4lcoois secunddrios. Constatou-se, porém, que esta metodologia é
limitada para é4lcoois primarios contendo mais de um grupo metileno entre a hidroxila
e o elemento estereogénico.

Por fim, a espectroscopia de RMN mostrou ser uma ferramenta eficiente quando
aplicada em estudos de discriminago enantiomérica, via complexos supramoleculares,

¢ obten¢do de excessos enantioméricos.



Referéncias bibliograficas 14

12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- Grant.,, D.M.; Harris, RK. (ed.) Encyclopedia of NMR, John Wiléy & Sons: New
York, 1996, vol. 1.

2- Parella, T. Magn. Reson. Chem. 1998, 36, 467-495.

3- Thunhorst, M.; Holzgrabe, U. Magn. Reson. Chem. 1998, 36, 211-216.

4- (a) Parker, D. Chem. Rev. 1991, 91, 1441-1457. (b) Casy, A. F. Trends Anal. Chem.
1993, 12, 185-189. (c) Aboul-Eneim, H.Y. Anal. Lett. 1988, 2155-2163.

5- Chankvetadze, B.; Schult, G.; Berghenthal, D.; Blaschke, G. J. Chromatog. A 1998,
798, 315-323.

6- Lehn, J.-M. Science 1985, 227, 849-856.

- 7-Vogtle, F. Supramolecular Chemistry, John Wiley & Sons:New York, 1991, p133s.

8- Szejtli, J. In Comprehensive Supramolecular Chemistry; Szejtli, I.; Osa, T., ed.;
Pergamon Press: Oxford, 1996, vol. 3, cap. 2.

9- Lichtenthaler, F. V.; Immel, S. Tetrahedron Asymmetry 1994, 5, 2045-2060.

10- Para revisdo ver: Szejtli, J. Comprehensive Supramolecular Chemistry; Szejtli, J.;
Osa, T., ed.; Pergamon Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 1

11- Szeijtli, J. Chem. Rev. 1998, 98, 1743-1753.

12- Saenger, W. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1980, 19, 344-362.

13- Freudenberg, K.; Blomgqvist, G.; Ewald, L.; Soff, K. Chem. Abst. 30:5567° (ref.
orig.: Ber. 1936, 69B, 1258-1266).

14- Cramer, F.; Dietsche, W. Chem. Abst. 53:12195i (ref. orig.: Chem. & Ind.

- (London) 1958, 892-893. |

15- Cramer, F.; Dietsche, W. Chem. Abst. 53:11245h (ref. orig.: Chem. Ber. 1959, 92,
378-384).

16- Cramer, F.; Dietsche, W. Chem. Abst. 54:4485b (ref. orig.. Chem. Ber. 1939, 92,
1739-1347). |

17.- Freudenberg, K; Cramer, F.; Plieminger, H. Chem. Abst. 54:4485b (ref. orig.: Ger.
Patent 895,769 (1953)).



18- Wenz, G. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1994, 33, 803-814.

19- Chankvetadze, B.; Endresz, G.; Blashke, G. Chem. Soc. Rev. 1996, 141.

20- Li, S.; Purly, W.C. Chem. Rev. 1992, 92, 1457-1470.

21- Silva, E. F.; Ramos, M. C. K. V.; Aquino Neto, F. R. Quimica Nova 1996, 19,

473479,

22- Connors, K. A. Chem. Rev. 1997, 97, 1325-1357.

23- a) Croft, A. P.; Bartsch, R. A. Tetrahedron 1983, 39, 1417-1474. b) Jicsinszky, L.;
Fenyvesi, E.; Hashimoto, H.; Ueno, A. Comprehensive Supramolecular
Chemistry; Szejtli, J.; Osa, T., ed.; Pergamon Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 4.
c) Khan, A. R.; Forgo, P.; Stine, K. J.; D'Souza, V.T. Chem. Rev. 1998, 98, 1977-
1996.

24- Schmid, G. Comprehensive Supramolecular Chemistry; Szejtli, J.; Osa, T., ed.;
Pergamon Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 3.

25- (a) Takahashi, Y.; Ogawa, T. Carbohydr. Res. 1987, 164, 277-296. (b) ibid, 1987,
169, 127-149. ¢) Gattuso, G.; Nepogodiev, S. A.; Stoddart, J. F. Chem. Rev.
1998, 98, 1919-1958.

26- Entzeroth, M.; Moore, R. E.; Niemczura, W. P.; Patterson, G. M. L. J. Org. Chem.
1986, 51, 5307-5310.

27- Snopek, J.; Smolkovéi-Keulemanova, E.; Cserhati, T.; Gahm, K. H.; Stalcup, A.
Comprehénsive Supramolecular Chemistry; Szejtli, J.; Osa, T., ed.; Pergamon
Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 18.

'28- Para revisdo ver: (a) Breslow, R., Acc. Chem. Res., 1995, 28, 146-153. (b)
Breslow, R.; Dong, S.D. Chem. Rev. 1998, 98, 1997-2011.

29- (a) Komiyama, M.; Shigekawa, H. Comprehensive Supramolecular Chemistry;

| Szejtli, J.; Osa, T., ed.; Pergamon Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 12. (b)
Tabushi, I. Acc. Chem. Res. 1982, 15, 66-72. (c) Easton, C. J.; Lincoln, S. F.
Chem. Soc. Rev. 1996, 163-170.

30- Para revisdo ver: Hedges, A. R. Chem. Rev. 1998, 98, 2035-2044.



" 31- Para revisdo ver: (a) Coxon,J. M.; Halton, B. Organic Photochemistry 2ed.,
Cambridge University Press: Cambridge, 1987, pp. 10-11; (b) Cowan, D. O.;
Drisko, R. L. Elements of Organic Photochemistry, Plenum Press: New York,
1976, pp. 8-9; (c) Neckers, D. C. Mechanistic Organic Photochemistry, Reinhold
Pubiishing Corporation: New York, 1967, pp. 23-24.

32- Cramer, F.; Saenger, W.; Spatz, H. C. J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 14-32.

33- (a) Ramig, K.; Krishnaswami, A.; Rozov, L. A. Tetrahedron 1996, 52, 319-330.
(b) Kohler, J. E. H.; Hohla, M.; Richters, M.; Kénig, E. Trends in Analytical
Chemistry 1993, 12, 130-137. (c) Kénig, W.A. Angew. Chem. Int. Ed. Engl 1992,
31, 319-320. (d) Schurig, V.; Nowontny, H.-P. Angew. Chem. Int. Ed. Engl 1990,
29, 939-957.

34- (a) Furuta, R.; Nakazawa, H. Chromatographia 1993, 35, 555-559. (b)
Armonstrong, D. W.; DeMond, W.; Alak, A.; Hinze, W. L.; Riehl, T. E.; Bui, K.
H. Anal. Chem. 1985, 57, 234-237. (c) Hinze, W. L.; Riehl, T. E.; Armonstrong,
D. W.; DeMond, W.; Alak, A. Anal. Chem. 1985, 57, 237-242.

35- (a) Zukowski, J. J High Resol. Chrom. 1991, 14, 361-362. (b) Mularz, E. A.;
Cline-Love, L. JI.; Petersheim, M. Anal. Chem. 1988, 60, 2751-2755.(c)
Debowski, J.; Sybilska, D.; Jurczak, J. J. Chromatog. 1982, 237, 303-306.

36- (a) Liu, J.; Coffey, H.; Detlefsen, D.J.; Li, Y.; Lee, M.S. J Chrom. 41997, 763,
261-269. (b) Atuaki, Z.; Desiderio, C.; Mannina, L.; Fanali, S. J. Chromatog. A
1998, 817, 91-104. (¢) Leliévre, F.; Gareil, F.; Jardy, A. Anal. Chem. 1997, 69,
385-392

37- (a) Endresz, G.; Chankvetadze, B.; Berghenthal, D.; Blashke, G. J. Chrom. 4
1995, 717, 245-253. (b) Endresz, G.; Chankvetadze, B., Berghenthal, D
Blashke, G. J Chrom. A 1996, 732, 133-142; (c) Chankvetadze, B.; Endresz, G.;
Schulte, G.; Berghenthal, D.; Blashke, G. J. Chrom. 41996, 732, 143-150.

38- Breslow, R.; Kohn, H.; Siegel, B. Tetrahedron Lett. 1976, 20, 1645-1646.

39- 'Rideout, D. C.; Breslow, R. J Am. Chem. Soc. 1980, 102, 7817-7818.

40- Bfeslow, R.; Zhang, B. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 7893-7894.



46 Referéncias bibliogrificas

41- Breslow, R.; Kool, E. Tetrahedron Left. 1980, 29, 1635-1638.
42- (a) Breslow, R.; Hammond, M.; Lauver, M. J. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 421-
- 422. (b) Breslow, R.; Canary, J. W.; Varney, M.; Waddell, S. T.; Yang, D. J. 4Am.
Chem. Soc. 1990, 112, 5212-5219.

43- Breslow, R.; Duggan, P. J. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 3982-3983.

44- (a) Breslow, R.; Graff, A. J 4m. Chem. Soc. 1993, 115, 10988-10989. (b)
Breslow, R, Desper, J. J Am. Chem. Soc. 1994, 116, 12081-12082.

45- (a) Nagai, T.; Ueda, H. Comprehensive Supramolecular Chemistry; Szeijtli, J.; Osa,
T., ed.; Pergamon Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 14. (b) Uekama, K.; Irie, T.
Comprehensive Supramolecular Chemistry; Szejtli, J.; Osa, T., ed.; Pergamon
Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap.15.

46.- Uekama, K.; Hirayama, F.; Irie, T. Chem. Rev. 1998, 98, 2045-2076.

47- Hashimoto, H. Comprehensive Supramolecular Chemistry; Szejtli, J.; Osa, T., ed.;
Pergamon Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 16.

48- Szente, L.; Szejtli, J. Comprehensive Supramolecular Chemistry; Szejtli, J.; Osa,
T., ed.; Pergamon Press: Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 17.

49- Szejtli, J. Comprehensive Supramolecular Chemistry, Szejtli, J.; Osa, T., ed.;
Pergamon Press:Oxford, 1996, Vol. 3, cap. 13.

50- Para revisdo ver: Schneider, H.-J.; Hacket, F.; Riidiger, V.; Ikeda, H. Chem. Rev.
1998, 98, 1755-1785.

51- Thakkar, A. L.; Demarco, P. V. J. Pharm. Sc. 1971, 60, 652-653.

52- Harata, K.; Uekama, K.; Otagiri, M.; Hirayama, F. J. Inclusion Phenom. 1984, I,
279. .

53- Greatbanks, D.; Pickford, R. Magn. Reson. Chem. 1987, 25, 208-215.

54- Ucello-Barreta, G.; Balzano, F.; Menicagli, R.; Salvadori, P. J. Org. Chem. 1996,
61, 363-365.

55- Para revisdo ver: Mo, H.; Pochapsky, T. C. Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc.
1997, 30, 1-38.



Referéncias bibliogrdficas 147

56- Para revisio ver: (a) Giinther, H. NMR Spectroscopy, Jonh Wiley & Sons:
Chichester, 2ed., 1994, cap. 6 e 10; (b) Sanders, J. K. M.; Hunter, B. K. Modern
NMR Spectroscopy — a Guide for Chemists, Oxford University Press: Oxford, |
2ed., 1994, cap.4,6 ¢ 8.

57- Bax, A.; Grzesiek, S. Encyclopedia of NMR, John Wiley & Sons: New York,
Grant., D.M.; Harris, RK. (ed.), 1996, vol. 5, p. 4157.

58- (a) Botsi, A.; Yannakopoulou, K.; Perly, B.; Hadjoudis, E. J. Org. Chem. 1995, 60,

| 4017-4023; (b) Botsi, A.; Perly, B.; Hadjoudis, E. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2
1997, 89-94.

59- Job, P. Ann. Chim. 1928, 9, 113-134,

60- Djedaini, F.; Lin, S. Z.; Perly, B.; Wouessidjewe, D. J. Pharm. Sc. 1990, 79, 643-

- 646. '

61- Benesi; H. A.; Hildebrand, J. H. J. Am. Chem. Soc. 1949, 71, 2703-2707.

62- Scott, R. L. Recueil 1956, 75, 787-789.

63- Para revisao ver: Stilbs, P. Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 1987, 19, 1-45.

64- Para revisdo ver: Jobnson, C. S., Jr. Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 1999, 34,
203-256.

65- Gafhi, A.; Cohen, Y. J. Org. Chem. 1997, 62, 120-125.

66- Gafni, A.; Cohen, Y.; Kataky, R.; Palmer, S.; Parker, D. J. Chem. Soc., Perkin
Trans. 2, 1998, 19-23.

67- Rymdén, R.; Carlfors, J.; Stilbs, P. J. Incl. Phenom. 1983, I, 159-167.

68- Lin, M.; Jayawickrama, D. A.; Rose, R. A.; DelViscio, J. A.; Larive, C. K. 4nal.
Chim. Acta 1995, 307, 449-457.

69- Gil, V. M. S.; Geraldes, C. F. G. C. Ressondncia Magnética Nuclear, Fundagdo
Calouste Gulbenkian: Lisboa, 1987, p-549-552.

70- Para revisdo ver: Johnson, C. 8., Jr., Encyclopedia of NMR, John Wiley & Sons:
New York, Grant., D.M.; Harris, R.X. (ed.), 1996, vol. 3, p. 1626-1644.

71- Gounarides, J. S.; Chen, A.; Shapiro, M. J. ; J. Chromat. B 1999, 725, 79-.

72- Hahn, E. L. Phys. Rev. 1950, 80, 580. '



73- McCall, D. W.; Douglass, D. C., Anderson, E. W. Ber. Bunsenges. Phys. Chem.
1963, 67, 366.

74- Stejskal, E. D.; Tanner, J. E. J. Chem Phys. 1965, 42, 288-292.

75- Stilbs, P., Moseley, M. E. Chem. Script. 1980, 15, 176.

76- Morris, K. F.; Johnson, C. S., Jr. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 3139-3141.

77- Hinton, D. P.; Johnson, C. 8., Jr.; Chem. Phys. Lipids 1994, 69, 175.

78- Morris, K. F.; Stilbs, P.; Johnson, C. S., Jr. 4nal. Chem. 1994, 66, 211-215.

79- Wu, D.; Chen, A,; Johnson, C. S., Jr., J Magn. Reson. A 1995, 115, 123-126.

80- Chen, A.; Wu, D.; Johnson, C. S., Jr. J Phys. Chem. 1995, 99, 828-834.

81- Morris, K. F.; Johnson, C. S., Jr.; J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 4291-.

82- Pelta, M. D.; Barjat, H.; Motris, G. A.; Davis, A. L.; Hammond, S. J. Magn.
Reson. Chem. 1998, 36, 706-714.

83- Wu, D.; Chen, A.; Johnson, C. S., Jr.; J. Magn. Reson. A 1995, 115, 260-.

- 84- Wu, D.; Chen, A.; Johnson, C. S., Jjr.; J. Magn. Reson. A 1996, 121, 88-.

85- Gozansky, E. K.; Gorenstein, D. G.; J. Magn. Reson. B 1996, 111, 94-.

86- Birlirakis, N.; Guittet, E.; J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 13083-.

87- Barjat, H.; Morris, G. A.; Swanson, A. G.; J. Magn. Reson. 1998, 131 , 131-,

88- (a) Berg, H.; Gustavsson, M.; Astrdm, N. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 2114-
2115. (b). Hartzell, C.J.; Mente, S.R.; Eastman, N.L.; Beckett, J.L. J. Phys. Chem.
1993, 97, 4887-4890. (¢) Yonemura, H.; Kasahara, M, Saito, H.; Nakamuré, H.;
Matsuo, T. J Phys. Chem. 1992, 96, 5765-5770.

89- Szejtli, J.; Liptdk, A.; Joddl, I; Fugedi, P.; Nanasi, P.; Neszmélyi, A.
Starch/Stdrcke 1980, 32, 165-169. .

90- Johnson, J. R.; Shankland, N.; Sadler, 1. H. Tetrahedron 1985, 41, 3147-3152.

91- Wood, D. J.; Hruska, F. E.; Saenger, W. J. Am. Chem. Soc. 1977, 99, 1735-1740.

92- Streefkerk, D. G.; de Bie, M. J. A.; Vliegenthart, J. F. G. Tetrahedron 1973, 29,
833-844.

93- Kanda, Y.; Yamamoto, Y.; Inoue, Y.; Chij6, R.; Kobayashi, S. Bull. Chem. Soc.

Jpn. 1989, 62, 2002-2008.



Referéncias bibliogrificas 149

94- Miranda, D. S. Tese de Doutorado - UNICAMP - 1999

95- Conceicdo, G. I. A., Tese de Doutorado - UNICAMP - 2000.

96- (a) Mori, K.; Mori, H. Org. Synth. 1989, 68, 56-59; (b) Brooks, D. W.;
Mazdiyasni, H.; Grothaus, P. G. J. Org. Chem. 1997, 52, 3223-3232.

97- Skoog, D. A.; West, D. M.; Holler, F. J. 4nalytical Chemistry - An Introduction,
1ed., Saunders College Publishing: Orlando, 1998, p. 97

98- Welch, J. (ed. téc.) VNMR 6.1B — User Guide: Liquids NMR, VARIAN Associates
Inc.:Boca Raton, 1998, p. 57, 134.

99- Schneider, H.-1.; Blatter, T.; Simova, S. J. Am. Chem. Soc. 1991, 11 3, 1996-2000.

100- Horeau, A.; Guette, J. P. Tetrahedron 1974, 30, 1923.

101- Feringa, B. L.; Smaardijk, A.; Wynberg, H. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 4798-
4799.

102- Vigneron, J.P.; Dhaeneus, M.; Horeau, A. T etrahedron 1973, 29, 1055-1059.

103- Eliel, E. L.; Wilen, S. H.; Mander, L. N. Stereochemistry of Organic Compounds,
John Wiley & Sons: New York, 1994, p.1203.

104- Veloso, D. V.; Seidel, P. R.; Menezes, S. M. C. Quimica Nova, 1999, 2/, 622-
6209.

105- (a) Feringa, B. L.; Smaardijk, A. A.; Wynberg, H. Tetrahedron Lett. 1986, 27,
997-1000. (b) Feringa, B. L. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1987, 695-696.

106- Feringa, B. L.; Strijtveen, B.; Kellogg, R. M. J. Org. Chem. 1986, 51, 5484-5486.

107- Strijtveen, B.; Feringa, B.L.; Kellogg, RM. Tetrahedron 1987, 45, 123-130.

108- Welch, C. J. Tetrahedron: Asymmetry 1991, 2, 1127-1132.

109- Brawn, S.; Kalinowski, H. -O.; Berger, S. 150 and more Basic NMR Experiments
- a practical course, 2ed., 1998, Wiley-VCH Verlag: Weinheim, cap 6. 10 e 12.

110- (a) Bendall, M. R.; Dodrell, D. M.; Pegg, D. T. J. Am. Chem. Soc. 1981, 103,
4603-4605. (b) Doddrell, D. M.; Pegg, D. T ; Bendall, M. R. J. Magn. Reson.
1982, 48, 323-327.

111- (a) Hurd, R. E. J. Magn. Reson. 1990, &7, 422-428. (b) Kienlin, M.; Moonen, C.
T. W.; Torn, A. J. Magn. Reson. 1991, 93, 423-429.



112- (a) Bothner,-By, A. A.; Stephens, R. L.; Lee, 1.-M., Warren, C. D.; Jeanloz, R,

W. J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 811-813. (b) Bax, A.; Davis, D. G. J. Magn.
~ Reson. 1985, 63, 207-213.
113- (a) Bodenhausen, G.; Ruben, D. J. Chem. Phys. Lett. 1980, 69, 185-188. (b)Kay,

| E. L.; Keifer, P. Saarinen, T. J. 4m. Chem. Soc. 1992, 114, 10663-10665.

114- Wimperis, S.; Freeman, R. J. Magn. Reson. 1984, 58, 348-353.

115- Collins, C. H.; Braga, G. L; Bonato, P. S. Introducdo a Métodos
'C’romatagréﬁcos, Editora da UNICAMP: Campinas, 1990, cap. 1.

116- Perrin, D. D.; Armarego, W. L. Purification of Laboratory Chemicals, 3ed.;
Pergamoﬁ Press: New York, 1988.



Anexos 151

ANEXOS



Anexos: estruturas 153

13. ANEXOS

- 13.1. ESTRUTURAS

@N’H SO, © "00C
o+ 4, N + Uy N
H3N Tl’ H3N ‘rr b

Coo

1-anilinonaftaleno-8-sulfonato trans-fenilalanilprolina cis-fenilalanilprolina

o)

e i
H 0/\1/\ NH,Pr

-+ o+
@/\/ NH;Me @\l/ NH3 : : OH

(+)-efedrina {+)-anfetamina (+)-propanolol
HO N OH
MeO :
N
' quinina canfeno geraniol

Estruturas de alguns compostos que apareceram no texto.
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13.2.1. Complexos do composto 1 com ciclodextrinas e derivados.

Tabela Al: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e "*C de o-CD/(+)-1.

(#)-1 (15 mmol L) «-CD (15 mmol L") _
H & (ppm) J (Hz) m' 8¢ (ppm) | &y(ppm)  J(Hz) m__ 3¢ (ppm)
1 - 21,579 5,012 3,5 d 101,065
2 - - 50,866 3,593 10,0e3,5 dd 71,704
3 3,760 7.5 e 3,4 dd 77279 . 3,936 10,0e8,7 dd 72,988
4y 1,799 m 27,392 3,542 9,1 t 80,901
27,384
4y 2,059 - m -
5a 1,692 m 20,002 3,792 9,7;4,7¢2,1 ddd 71,369
54 1,932 — m -
6 ~2,46 - m 36,798 3,873  -124e21 dd 60,102
6eq  ~2:40 — m 3,850° -124e47 dd
Me, 1,052 s 19,084 —
Me., 1,121 s 22,200 -

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2 ordem; b) H-6a; c) H-6b.

Tabela A2: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '°C de o-CDPM/()-1.

(£)-1 (12 mmol LY

a-CDPM (12 mmol L")

H  8(ppm) J(Hz) m'_ dc(ppm) | Su(ppm)  J(Hz) m__ &c (ppm)
1 — 221,583 5,170 3.4 d 97,548
221,571 |
2 — — 50,870 3,268 99e34 dd 79,773
3 3,755 75e34 dd 77,267 3,666 9,6 t 80,543
4, 1,796 m 27,410 3,677 8,8 t 79,084
4 - 2,056 m - -
50 1,686 m 20,002 ~3,80 4 ddd 70,396
5eq 1,927 m — - -
6ur ~2,45 m 36798  ~380° # dd 70,804
6eq ~2,33 m - 3,665  -12,8e44 dd
Me, - 1,048 s 19,084
Meq 1,116 s 22,182 -
22,176
OMe-2 - 3,465 - s 57,476
OMe-3 — — - - 3,580 s 59,725
OMe-6 - 3,360 — s 58,126

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; c¢) H-6b;
* # sinais encobertos



Tabela A3: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '°C de B-CD/(+)-1.

(+)-1* (15 mmol L")

B-CD (15 mmol L)

H  8y(ppm) J(Hz) m' 8¢ (ppm) | &z (ppm)  J(Hz) m__ 8 {ppm)
1T - — — 219,785% 5,033 3,7 d 102,270
219,750
2 - —  50979* 3,612 99¢3,7 dd 72,229
50,941
3 3,704  7,5¢34 dd 77236 3,879 95 t 73,348
3,714% ' 77,193*
4, 1,870 m 27,784 3,540 9,5 t 81,563
27,753*
beg 2,112 - m — -
50 1,682 m  20248* 3767 10,0;44e22 ddd 72,089
20,218
Seq 2,018 m —
64 2,456 6,9 t  36788* 3857 -12,5¢22 dd 60382
36,750
6eq 2,456 6,9 t 3,817° -125e¢44  dd —
Mey, 1,126 - s 19,583* — -
1,128 | 19,545
Me,, 1,182 — s 22,681* - -
22,628

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-62; c) H-6b;

* (8)-(+)-1 enriquecido (2:1).

Tabela A4: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '>C de B-CDPM/(4)-1.

(£)-1 (12 mmol L)

B-CDPM (12 mmol L)

H  3u(ppm) J(Hz) m 8 (ppm) | Su(ppm)  J(Hz) m__ 8 (ppm)
1 — - — 221,384 5,236 3.6 d 96,926
2 — 50,885 3,306 97¢36 dd 79,827
3 3,749 75e3,4 dd 77,236 3,635 97¢8,5 dd 80,671
4y 1,80 m 27,449 3,700 90e85 dd 77,053
27,429
4eq 2,058 m - - -
Sex 1,69 m 20,037 ~3,82 # —-— 70,147
| 20,026
Seq 1,945 m — — -
6 ~2,43 m 36,802 3,624 - 12,2e¢22 dd 70,501
6eg ~2,43 - m — 3,810°  -12,2e¢4,0 dd
Me,, 1,062 — s 19,139 —
_ ' 19,127
Me,, 1,127 — s 22,247 - —
OMe2 - — - 3,477 s 57,799
OMe-3 — - — 3,571 s 59,499
OMe-6 — - 3,347 s 58,008

a) muitos multipletos apresentaram muitiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; c) H-6b;

# sinal gncoberto.
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Tabela AS: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e BC de y-CD/(£)-1.

Cetol (15 mmol L") y-CD (15 mmol L™
H 3y (ppm) J (Hz) m’ 8¢ (ppm) | 8y (ppm) J (Hz) m__ 3¢ (ppm)
1 — — 220,734 4971 3,9 d 101,365
2 — — 50,908 3,520 99¢3,9 dd 71,980
50,901
3 3,642 7.5e3,4 dd 77,193 3,783 9,7 t 72,641
4, 1,706 m 27,554 3,456 9.4 t 80,150
4eq 1,966 m — - - - -
Sax 1,606 m 20,135 3,698  9,7;3,6e2,0 ddd 71,636
 Seq 1,855 - m -
6 ~2,37 — m 36,748 3,751° -123e2,0 dd 59,884
6y  ~2,28 m 3,723° -123e3,6 dd
Me,, 0,958 s 19,267
Me., 1,027 s 22,407 — —
' 22,396

.a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; c) H-6b.

Tabela A6: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e *C de y-CDPM/()-1.

(1)-1 (12 mmol L") y-CDPM (12 mmo! L)
H 8y (ppm) J (Hz) m’ 8¢ (ppm) | 8y (ppm) J (Hz) m__ 8¢ (ppm)
1 — — 221,680 5,333 3,6 d 957393
2 —_— — 50,878 3,332 96¢3,6 dd 80,010
3 3,748 75¢3,4 dd 77,267  3,720% 9,0 t 80,286
4,, 1,788 m 27,383 3,681% 9,0 t 73,925
4eq 2,048 m - -
Sex 1,680 m 19,998 3,884  95:3,6e20 ddd 69,241
5eq 1,920 —- m — — -
B ~2.45 m 36,786  3,694° -112e2,0 dd 70,490
6eq ~2739 m 3,644° -11,2e¢3,6 dd
Me,, 1,041 s 19,045 - -
Me,. -~ 1,110 s 22,162
OMe-2 — — - 3,500 - s 57,768
OMe-3 - _ — - - 3,525 s 58227
OMe-6 — 3348 s 58,192

a) muitos multipletos apresentaram multipticidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; ¢) H-6b;
% sinais podem estar trocados.
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Tabela A7: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e "°C de a-CD/(+)-2.

(£)-2 (15 mmol L) o-CD (15 mmol L)
H dy(ppm) J(H) m®__ 8¢ (ppm) | 8 (ppm) J (Hz) m_ 8¢ (ppm)
1 — 220,190 5,010 3,5 d 101,100
220,178
2 - — 49,166 3,593 10,0e3,5 dd 71,711
3 4,954 6230 dd 80,450 3,933 10,0e87 dd 73,015
80,442
Ay ~1,87 m 24,675 3,540 94¢e8,7 dd 80,948
24,667 ) '
Ay 2,112 m - -
Sax ~1,82 - m 20,189 3,791  9,8;46e2,3 ddd 71,373
' 20,174
Seq ~1,93 - m - -
Bax 2,597 15,1:9,7¢6,0 ddd 36,720 3,873° -122¢2,3  dd 60,094
6eq 2,391 15,1;59e1,2 dtd - 3,818° -12,2e4,6 dd
Me,, 1,042 — s 19,415 -
19,403
Me,, 1,174 s 22,485 - —
c=0 - -~ - 173,106 - -
173,099
Me 2,059 — s 20,158 - —

2) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; ¢) H-6b.



‘Tabela A8: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e °C de o-CDPM/(+)-2.

(+)-2* (12 mmol L™} a-CDPM (12 mmol L)
3y (ppm) J (Hz) m'_ dc(ppm) | 8u(ppm) JHz)  m 5 (ppm)
1 — — 219984 5,162 3,4 d 97,622
219,968+
2 - - — 49,142 3,256 99e34 dd 79,831
3 4938 62e3,0 dd 80,432 3,658 93 - t 80,599
80,422%

4y ~1,86 - m 24,660 3,658 9,3 t 79222

beq 2,106 m — -

5 - ~1,80 - m 20,182 ~ 3,80 # -~ 70,400

Seq ~1,93 — m -

6ax 2,592, 15,1;9,8e59 ddd 36,709 3, 667° -12,8e2,5 dd 70,756

36,699* _
6eq 2375 15,1;59e1,3 did - ~3,80° #
Me,, 1,029 — 5 19,408* - - - -
19,397
Me., 1,165 — s 22,532% - - -
22,522
C=0 — — — 173,236 — —
. 173,200%

Me 2,051 - s 20,178 . — —
OMe-2 — — — 3,460 s 57,453
OMe-3 — — — 3,574 s 59,828
OMe-6 - — — 3,355 - s 58114

&) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; c) H-6b;
# sinais encobertos; * (5)-(+)-2 enriquecido (2:1).
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Tabela A9: Deslocamentos quimicos de RVIN de 'H e °C de B-CD/(+)-2.

(+)-2* (15 mmol L") B-CD (15 mmol L)
H 8y (ppm) J (Hz) m' & (ppm) | 8y (ppm) J (Hz) m__3c (ppm)
1 — — 217,670 5,025 3,7 d 101,838
217,630
2 —- — 49,150 3,618 99e3,7 dd 71,737
49,043*
3 4,944* 73e3,4 dd  80,144* 3,861 9,5 t 72,926
4,942 79,991
4 ~1,95 m  25213* 3,548 9,4 t 81,079
25,200
4eq 2,106 - m — -
Sax ~1,90 m  20,665* 3,714 10,0;4,2e2,5 ddd 71,636
20,395
Seq ~2,01 - m
6ax 2,658* 15,1:9,7e59 ddd 36,528* ~3,83° # - 59,831
2,634 36,450 -
6eq 2,481* 151e€5,7  dt — 3,813° -12,5¢42  dd
2,483
Mey 1,135 s 20,501 * - — -
' 20,389
Me,,  1,244* s 23,337*
1,231 23,252
C= - 172,638 — —
172,585* '
Me 2,036 s 20,121
2,029* 20,110*

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; ¢) H-6b;
# sinal encoberto; * ($)-(+)-2 enriquecido (2:1).
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Tabela A10: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e *C de B-CDPM/(+)-2.

(#)-2* (12 mmol L)

8-CDPM (12 mmol L")

H Sy(ppm) J(Hz) m' 8¢ (ppm) | 8y (ppm) J (Hz) m__ 8¢ (ppm)
1 — — — 220,113 5,225 36 d 97,097
220,047*
2 — — 49,711 3,294 9,7¢3,6 dd 79,858
‘ 49,692%
3 4,938 60e2,8 dd  80349* 3,610 9,0 t 80,644
80,333
4, ~1,88 m 25299 3,689 9,0 t 77,329
4, ~2,12 m — - —
Sex ~1,83 m  20,767* ~38 4 — 70,175
20,751
5eq ~1,92 m —
B 2,592% 155;9,8¢6,0 ddd  37,256*  3,620°  -127e3,1 dd 70,474
2,588 37,248
6eq 2,395 15560  dt - 3,804°  -12,7e40 dd
2,392*
Me, 1,062 s 20,136*
20,101
Me,, . 1,127 s 23,249% - — -
23,229
C=0 - 173,776*
173,761
Me 2,045 - s 20,638 —
OMe-2 — — 3,477 s 57,776
OMe-3 — - 3,571 — s 59,569
OMe-6 - - 3,347 - s 58,087

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; c) H-6b;
# sinal encoberto; * (.S}-(+)-2 enriquecido (2:1).
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Tabela A11: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e ’C de y-CD/(+)-2.

(+)-2* (15 mmol L) y-CD (15 mmol L)
H 8y@pm) J(Hz m’ 8¢ (ppm) | 3u (ppm) J (Hz) m__ & (ppm)
1 — — 218,763 5,057 39 d 101,486
218,718*
2 —  49,100* 3,614 97¢3,9  dd 71,990
49,080
3 4,929 66e29  dd # 3,843 9,7 t 72,702
4,923* 80,25
' ~1,85 m  24,807* 3,546 9,4 t 80,236
24,790
4eq ~2,12 m -
50 ~1,81 m  20384* 3748  9,9;37e2,7 ddd 71,616
20,374
Seq ~1,93 m
6ax 2,617 155;98e6,1 ddd 36,732 3,839  -124e27 dd 59,822
36,720*
Beq ~2,36 155e¢58  dt 3,810°  -124e37 dd
Me,, 1,019 s 19,664
Me, 1,180 s 22,835
22,804*

C=0 — 172,859
172,849*

Me 2,061 s 20,131

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; ¢) H-6b;
# sinal encoberto; * (§)-(+)-2 enriquecido (2:1).



Tabela A12: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '°C de y-CDPM/(£)-2.

(£)-2 (12 mmol LY

v-CDPM (12 mmol L)

H  3y(ppm)  J(Hz) m’ 8¢ (ppm) | & (ppm) J (Hz) m__ 8¢ (ppm)

1 - — 220,217 5332 3,6 d 95416

2 — — - 49,130 3,328 9.6e3,6 dd 80,016

3 4,939 57e2,7 dd 80517  3,719% 9,1 t 80,288

4y ~1,86 m 24,594 3,679% 9,1 t 73,968
4eq 2,107 m -

Sax ~1,80 m 20,158 3,883 95;3,9e2,2 ddd 69,253
Seq ~1,93 — m —

6ax 2,597 152;9,8e6,] ddd 36,726 3,694° -11,2e22 dd 70,478
Beq 2,453 15,2;59e1,4 dtd 3,644° -11,2e39  dd
Me,, 1,025 s 19,345
Me,, 1,167 s 22,512
C=0 — - 173,421
Me 2,051 s 20,112

OMe-2 — 3,500 s 57,797

OMe-3 - — 3,526 - s 58219

OMe-6 - 3,349 - s 58,184

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2°* ordem; b) H-6a; c) H-6b;

sinais podem estar trocados.
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Tabela A13: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e °C de a-CD/(+)-3.

(#)-3 (15 mmol L™) «~CD (15 mmol L)
oy (ppm) J (Hz) m' 8¢ (ppm) | 3y (ppm) J (Hz) m__8c (ppm)
1 - - 218361 5,008 3,5 d 101,209
: 218,050*
2 - — 52,908 3,586 10,0e3,5 dd 71,412
52,889*
3 4,093* 62e3,0 dd  75232* 3,955 10,0 e 8,7 dd 73,058
4,080 75,201 _
4, ~1,84 — m  27,087% 3,547 92 t 80,936
27,017
4  ~2,13 - m - - - -
5.  ~1,80 — m 20,201 3,809  10,0;4,5e¢2,0 ddd 71,684
20,185*
5  ~198 - m — - - -
6ax 2,618 14,7;104¢6,0 ddd 37,086 3,874 -124e2,0  dd 60,044
37,031*
6eq 2346  147;55e2,0 dtd 3,826° -124e45 dd -
ST, 2,514 17,0e2,7 dd  22,321* —
' 2,502 22,263 .
T 2,606* 17,0e2,7 dd
2,594
8 . -~ 81,084* .
J 81,056
9 2,391+ 2,7 t  71,560* _ -
2,385 71,536
Me  1,310* - s 20,088* S —
1,307 20,030

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-6a; ¢) H-6b;
* (8,8)-(+)-3 enriquecido (2:1).



Tabela A14: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e °C de a-CDPM/(+)-3.

(+)-3* (12 mmol L")

a-CDPM (12 mmol L)

H 8y (ppm) J (Hz) m  8c(ppm) | Su(ppm) J(Hz) m 8¢ (ppm)
1 - — — 218,540 5,171 3,4 d 98012
218,500*
2 — 52873 3,258 99e¢34 dd 79,903
| 52,823*
3 . 4,089% 58e29 dd 75,176 3,647 9.0 t 80,448
4,083 75,102*
4, ~1,83 — . om 27,127 3,667 9,5 t 79,596
27,034*
deq 2,125 m — — -
Sax ~1,81 m 20,221 3834 95:4le- — 70,371
20,182* -
5eq 1,962 m — — —
6 2,592 37,057 ~3,67° - # -— 70,783
37,010%
6eg -~ 2375 — 3,815° -12,8e4,1 dd
7. 2,542% 17,0 62,7 dd 22,322 -— — — e
2,512 ' 22,298
7, 2,609 17,0e2,7 dd - —
2,590%
8 — — -  81,656* — —
' 81,527
9 2,370 2,7 t 71,592* - -
2,368* 71,569
Me = 1,321* — s 20,322% -
1,303 20,143
OMe-2 — - 3,460 s 57,321
. OMe-3 — - 3,574 — s 59,869
OMe-6 - 3,355 — s 58,087

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2* ordem; b) H-62; ¢) H-6b;

# sinal encoberto; * (S,5)-(+)-3 enriquecido (2:1).
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Tabela A15: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e *C de B-CD/(+)-3.

© (#)-3* (15 mmol L) B-CD (15 mmoil L)
H 8 (ppm) J (Hz) m' 3¢ (ppm) | Sy (ppm) J(Hz) m__ 8¢ (ppm)
1 — - —  216,750* 5,025 3,7 d 101,844
: 216,688
2 - —  52,881*% 3,618 99e3,7 dd 71,797
| 52,870
3 4,028 58e29 dd 75104 3,861 9.9¢e9,3 dd 72,906
4,023* 75,034
4,  ~1,89 - m 27,460 3,548 9,3 t 81,111
27,414*
4y ~2,14 — m - -
5. ~1,84 m 20,302 3,714 92:39¢24 ddd 71,532
20,267
S 2,032 m - —
6o 2,631* 147,10, e59 ddd 37,082* 3,874° -12,1e2,4  dd 59,869
2,623 37,078 "
6  2380% 147;54e12 did '3,826° -12,1e3,9 dd -
2,369 -
7 2,518 17,027 dd  22,516* — - -
o 2,502% 22,485
Ty 2,563* 17,0e2,7 dd —
2,558
8 -— — 4 —
. ~ 81,07
9 2,421 2,7 t 71,995 - —
2,416% 71,957*
‘Me  1,316* - s 20,419 — - - -
1,313 20,407*

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2 ordem; b) H-6a; c) H-6b;
# sinal encoberto por CD; * (S,5)-(+)-3 enriquecido (2:1).
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Tabela A16: Desiocamentos quimicos de RMN de 'H ¢ '*C de B-CDPM/(+)-3.

(+)-3* (12 mmol L) B-CDPM (12 mmol L)
H_  Su(ppm) JMHz) m 8 (ppm) | 8y (ppm) J (Hz) m___ 3¢ (ppm)
1 - - —  217,894% 5227 3,6 d 97,245
217,781
2 - — —~ 53,083 3,207 97e¢3,6 dd 79,907
52,982%
3 4,025  6,1e29 dd 75238 3,623 97¢87 dd 80,619
4,013
4o ~1,82 — m  27,263* 3,694 9,1 t 77,596
, 27,242
deq 2,111 — m - - - -
Sax ~1,79 — m 20,201 3,832  9,1;40e1,7 ddd 70,141
Seq 1,974 — m - - — —
6ax ~2,60 14,7;10,0¢6,0 ddd 37,131 3,616° -10,7¢1,7 dd 70,452
6eq 2,336 14,7;53e1,2 dtd - 3,815° -10,7e¢4,0 dd
7a 2,480 17,0e2,7 dd  22,330* -
22,311 _
7 2,566 17,027 dd -~
8 - - 81,230* —
' 81,180
9 2,375 2,7 t 71,693 -
71,674*
Me 1,282+ s 19,983* — --
1,279 19,890 :
OMe-2 S - 3,474 — s 57,764
OMe-3 - 3,571 s 59,632
OMe-6 — 3,345 - s 58,083

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2° ordem; b) H-6a; ¢) H-6b;
* (S,8)-(+)-3 enriquecido (2:1).
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Tabela A17: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e ’C de y-CD/(+)-3.
(+)-3* (15 mmol L) y-CD (15 mmol L'
H _8(ppm) J (Hz) m'__ 8c(ppm) | 8y (ppm) J (Hz) m__ 8¢ (ppm)
1 -— - - 217,752% 5,061 3,9 d 101,443
217,707
2 - -— -—- 53,021% 3,614 99e3,9 dd 71,999
52,990
3 4,002 6,0e3,0 dd 75,030% 3,873 9,7 t 72,692
74,999
4 ~ 1,80 -—- m 27,316* 3,547 9,3 t 80,197
27,296
4  ~2,08 m -
Sax ~ 1,78 - m 20,365 ~3,79 # - 71,567
20,334%
S ~198 - m
6,4 2,631* 14,7,10,0e59 ddd 37,144* ~3,80-3,82° -— - 59,845
2,552 37,128
6cq 2,345*  14,7;54e1,5 did - ~ 3,80-3,82° — ~e- -
2,327
7. 2,441 17,0e 2,7 dd 22,309 --- - - -—
2,435% ' 22,286*
7y 2,511* 170e 2,7 dd - - - - -
2,500
8 -— - - 80,971* - - - -
80,963
9 2,398 2,7 t 71,719 - - - -—
2,391* 71,684%
Me, 1244 s 19932
19,909*

a) muitos multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2° ordem; b) H-6a; ¢) H-6b;

# sinal encoberto; * (8,8)-(+)-3 enriquecido (2:1).
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Tabela A18: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '*C de y-CDPM/(+)-3.

(£)-3(12 mmol L) y-CDPM (12 mmol L)
H Sy(ppm) J(Hz) m'__ 8c(ppm) | 8 (ppm) J (Hz) m__ 8¢ (ppm)
1 - — 218,770 5,332 3,6 d 95428
- 218,762
2 o — 52,998 3,330 96e3,6 dd 80,016
52,990
3 4,044 5930 dd 75363 3,721% 9,0 t 80,292
. 75,347
4y ~1,80 . m 27,030 3,681% 9,0 t 73,985
4ey 2,102 - m - -
S ~1,78 — m 20,236 3,885 953,820 ddd 69,254
Seq ~ 1,94 e m - - —
Bax 2,590 14,7,10,4;6,0 ddd 37,115 3,698° -11,2€2,0  dd 70,483
6eq 2325 14,7;54e1,5 dtd 3,643° -112¢3,8  dd
Ta - 2,437 17,0e2,7 dd 22,193 -
22,182 ‘
b 2,544 170e2,7 dd — — -
8 - — 81,250 -
9 2,354 2,7 t 71,503 -— - -
Me 1,257 . - s 19,730 — — -
19,719
OMe-2 - - 3,500 s 57,803
OMe-3 - 3,526 s 58223
OMe-6 - 3,349 s 58,177

a) muites multipletos apresentaram multiplicidade complexa, alguns com sinais de 2° ordem; b) H-6a; ¢) H-6b;
& sinais podem estar trocados.
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13.3. ESPECTROS DE RMN
13.3.1. CICLODEXTRINAS E DERIVADOS
HOD o ]
3 OH
( o‘p
~— =6
, a-CD
jL J Yl _J L
5.4 5.2 5:0 7‘;‘éltl‘” 4.6 4:4 . ilé" ;T; 3.8 g 6 3.4 élz“"ppl

E001: Espectro de RMN de ‘H (500 MHz; D,O; 8uop 4,67) da a=CD (15 mmol L™).

CCl,

|||||||||||||||||||||||||

Y T
185 100 95 L1 ] 85 89 75 78 &5 &0

T —
55 ppm

E002: Espectro de RMN de *C (125,5 MHz; D;0; 8ccie 96,00) da -CD (15 mmol L™).
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HOD
- p— -~
JW K JUM
T T A A S IR | T LI L AR SR Sea LI AL I AL T Y ML TT T TR T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.1 .8 3.5 3.4 3.2 ppR
A ————
§.90 18.37 18.4%5 - &.47
12.12 18.48 15.40

E003: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D,0; xop 4,67) da ¢-CDPM (12 mmoi LY.

CCy

A TS a L L i ‘J\JUL‘ L-.““ bt bmﬂl

T T T 1] T
108 100 95 ) a5 0 7% 70 85 5 5§ ppR

E004: Espectro de RMN de °C (125,5 MHz; D20; 8ccu 96,00) da o-CDPM (12 mmol LY
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HOD
i
_
Jt JJLL JW
' 5.4 ' jSiZ l-'SIII I'G:B ‘ 4.'5 ‘ l.l4 ”‘.'ZY 4i0 I 3..817'” 3:5 I 3:4 l B.IZ Ippll

' E£005: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D0, Sucp 4,67) daB-CD (15 mmol L™).

cq,

WWWWW ibelhtyoismetm ] i

= p—— TR ———— ke T T T T T T T T r— T  + | .+ v ° ‘1
T I ] | 1 T 1 1 !

100 95 90 85 [ 75 70 65 ppa

E006: Espectro de RMN de *C (125,5 MHz; D,0; 8ccw 96,00) da 8-CD (15 mmol L™).
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-~ o -
HOD o
5 2 1
MO 3 (4]
( O’Q
~ p-CDPM

b= |
T T T T T 7T T T T T Tr——
5.4 5.2 5.0 4.3 4.8 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.9 3.2 epm
—_ e ————————— et A1t e
.00 21.88 21.20
14.08 20,79 28.04

E007: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D,O; 8uep 4,67) da 8-CDPM (12 mmol L),

cCl,

L T T T I e e e e e e s — T

T —
108 95 90 -1 80 7S 70 LH] L1 55 Ppm

E008: Espectro de RMN de 1°C (125,5 MHz; D:0; 8cci, 96,00) da B-CDPM (12 mmol L™).
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; Mnﬂ
. 7-CD
-
I 1.
o e Do
’ 's.'A.' Y 5.0 as e aa ez e aTTTTIRTTTTRY P
a4.00 l_'_‘z—::;; H‘ﬂ_ﬂ" :
. B.a8 8.09

E009: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D;O; 810p 4,67) da y-CD (15 mmol L™).

cqly

T T T T — Y A j 1

ililS 100 85 20 -1 &0 7S 70 65 60 5% ppm

E010: Espectro de RMN de °C (125,5 MHz; D,O; Sccu 96,00) da y-CD (15 mmol L™).
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HOD 0]

~

A AT "

5.4 5.2 5.0 4.8 a.6 4.4 4.z 4.0 3.8 3.6 3.4 3.z ppm
'RTE T U ERT T T T
7.84 an.7%

E011: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D,O; Sycp 4,67) da v-CDPM (12 mmol L™).

CCl

r T L L S e e T T T T —y T 1

T T T
105 180 95 0 as a0 75 70 1 1] 60 55 POR

E012: Espectro de RMN de °C (125,5 MHz; D,0; ccy 96,00) da y-CDPM (12 mmol L),
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13.3.2. SUBSTRATOS

HOD 7
0 .
N OH
3 ’
(&)1

\

e b

3.76 3.74 ppw

J Lo

)t A.ﬁuM Jul

L T T T T T T T 1 T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.8 3.0 2.5 2.0 1.5 1.9 0.5 ppa
o b s gt ——
1.00 1.05 1.@7 10
2.10 1.08 1.08 3.12

E013: Espectros a) total e b) parcial de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8uop 4,67) de (£)-1 (15 mmol L™).



.
CcC
0 o L
/50w
.
@)1
220 ze0 | asr | tew | 1e0  1me | 1ee er e e 20 pow

E014: Espectro de RMN de "°C (125,5 MHz; D,O; 8ccy 96,00) de (£)-1 (15 mumol LY.
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L
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- R T T —r T D m L e Batite B —t R
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AT 1-:' N 160 -.z_.;s 122 T

E015: Espectro a) total e b) de RMN de 'H (500 MHz, D-0; 8yop 4,67) de (1)-2 (15 mmol L),
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cql,
.
0 l "
o 10
NG
*)-2 0
220 208 180 1s0 1a0 120 1e0 88 sv  a o T opm

E016: Espectro de RMN de *C (125,5 MHz; D0 Scau 96,00) de (+)-2 (15 mmol L™).

“120 98 80 79 50 50 40 30 I 28 19 ppm

E017: Espectro de DEPT (125,5 MHz; D;0; 8cew 96,00) de (£)-2 (15 mmol L),



HOD |

“\
N

PR RS

LS LRI MM A Wit S ELaseiia o

-
4.897 4.04 ppm

. . T T T T T ™ T T T T
5.5 5.8 4.5 4.9 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 PpR
[R— [ o d—— -

1.60 1.16 1.0 2.03
Z.0% L. Ay 1.09 2.38
-

VU

1.‘3 ppml

E018: Espectro a) total e b) de RMN de 'H (500 MHz; D,O;, 8y0p 4,67) de (£)-3 (15 mmol L!).
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E020: Espectro de g-COSY (500 MHz; D,0; 8yqp 4,67) de (+)-3 (15 mmol LY,
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B S T T T T T T T - H T T i T T T
5.8 5.6 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 4.5 ppm
e bt e —— [ S v
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E021: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L") de o-CD e (£)-1

A fome
MV

32 ppm

|

I }
’ |
i
’ i | I
| -
| ‘
. S T 1 14 1 [t

TN T TIPS e e T ey T T
2z 200 180 160 140 120 40 20 ppm

TR T T ——— e
100 an 1]

E022: Espectro de RMN de °C (125,5 MHz; D;0; 8ccu 96,00) da mistura equimolar (15 mmol L) de a-CD e
@)-1,
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E023: Espectro de HSQC (500 MHz; D,O; 8gop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de a-CD e (1
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Pulsa Sequancte: $2pul

-
- . Yyl
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5.5 5.8 4.5 4.0 3.5 a0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
.00 12817 86 17 88 20 1o 1.2 3,03 ‘
117173917 .83 612 103 i.03 3.08

E024: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D;O; 8uop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de a-CDPM e
-1

I TR T T O Fiiid s U el il i Ll
221.57 ppm 22.21 22.16 ppn

Fams e T P T TTTETTT T P TS T 0 rer e Ay e

40 20 ppm

¢ ™ 1 T v T

T v e Y
2zt 200 1a0 160 140 1249 100 ag 60

E025: Espectro de RMN de °C (125,5 MHz; D;0; 8cq. 96,00) da mistura equimolar (12 mmol L") de «-CDPM
e (x)1.
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E026: Espectro de HSQC (500 MHz; D;0; Swop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L") de a-CDPM e (£)-1.
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' T T T T
1.17 1.15 1.13 ppm

T T

T T T
2.4 2.3 2.2 2.1 2.0

At J/\Wﬂu\w\xﬁ JMMU P

M T
1.6 ppm

E027: Espectros a) total e b) de RMN de 'H (500 MHz; D;O; 8xop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de
B-CD e (+)-1 (ee ~ 33%).
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a)
€8]

+)

! 1

! |

b

iy i
-w--m-l- TR
219.82 ppm 77.24 ppm

B e e N it

T T T T b ey t et e PR
220 200 180 169 140 120 100 80

b)

—36.758
-.27.753
—22.681
26.218
19,583

20,248

—50.87%
.41

35 T5R
Y 1 5L

- 27 . 188
19,545

E028: Espectros a) total e b) de RMN de C (125,5 MHz; D,O; ¢, 96,00) da mistura equimolar (15 mmol L)
de p-CD e (+)-1 (ee ~ 33%).
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E029: Espectro de g-COSY (500 MEz; D,0; 3ucp 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de B-CD ¢ (£)-1.

Ji ,L

F1
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= 2B - - -
— -
— - -
30
— -
41
4 5o
— & o
70
=2 27T
e -
1 - -
T T 1 1 T T T 1
4.0 3.5 3.8 z.5 2.0 1.5 1.2
F2 (ppm)

E030: Espectro de HSQC (500 MHz; DO, Syop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de B-CD e (+)-1.
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ﬂm 18

e vy e - — ——1 e r —y s e ey

§.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 . Z.U 1.5 1.0 0.5 ppm
7.00 164 221,287, 36 o oz 0. 290
13.53.230.92 20.84 1.8% 0.95 0.95 2.74

E031: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8ucp 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de B-CDPM e
{#)-1.

J 1 3
Ao d “'ﬂ,\..-. J ! W e e o ot e, )t

TR T T r r porerry

T
27.48 ppm 18.8 19.7 19.5 19.3 ppm

.48
27.42%

20.057

T T 20,826
—11.133
— - tha?

T TTTETY T L S A B e B o B B B i B

T ST T T T T T nat T T T

T T T (SN B i)
220 200 180 1640 140 120 100 -1 68 40 20 PEm

E032: Espectro de RMN de '*C (125,5 MHz; D;0; deci 96,00) da mistura equimolar (12 mmol L) de f-CDPM
e ()-1.
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E033: Espectro de HSQC (500 MHz; D,0O; 8xop 4,67) da mistura equimolar (12 mmoi L) de f-CDPM e (+)-1.
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5.§% 5.0 4.5 4. 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.t 0.5 ppm
e “ler e R IR I
32,21 029 004 0.3 0.93 2.55

E034: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8nop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de y-CD e (#)-1

z
g
H
|

T e ———— T ——————
50.99. 50.92 ppa 22.42 ppm

—_——_50.9

1UET T Tr— T ™ T T TT e

FTTTTLRTU T E T e e

T T T T T 7T T T t
220 200 180 168 148 120 100 &0 60 a0 20 nppm

E035: Espectro de RMN de °C (125,5 MHz; D,0; ccu 96,00) da mistura equimolar (15 mmol L) de y-CD e
&)-1.
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E036: Espectro de HSQC (500 MHz; D;Q; Syop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de y-CD e ()-1.
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0o T aiee il n rer s 525
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E037: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D,O, Sxop 4,67) da mistura equimolar (12 mmoi L) de y-CDPM e
(x)-1.

Ty T sy T T T T e Ty T P T T T T v
2za 200 188 160 148 120 100 a0 68 40 20 [1:1]

E038: Espectro de RMN de "°C (125,5 MHz; D;O; Scci 96,00) da mistura equimolar (12 mmol L) de v-CDPM
e (1)1 ‘
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E039: Espectro de HSQC (500 MHz; D0; 8uon 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de y-CDPM e (+)-1.
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ant B g T T T T T T - T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.§ ppm
[ ——— e —_— e s S
§.00 §.38 6.34 1.0¢ 1.34 .28
1.06 18.48 6.1% 1.07 3.30 J.z22

E040: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D»O; Suop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L dea-CDe (£)2
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s \
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£041: Espectros a) total e b) de RMN de *C (125,5 MHz; D2O; Scow 96,00) da mistura equimelar (15 mmol LY
. de a-CD e (1)-2.
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E042: Espectro de DEPT (125,5 MHz; D,O; cc. 96,00) da mistura equirnolar (15 mmol L) de «-CD e (£)-2.

W ccdl

Pt T—r—T T R e B e e o Y T

I

e T R o T T -

5.5 5.0 a.s 4.0 3.5 3.0 2.8 2.0 1.5 1.0 0.5 ‘ppm
T 12,3 18,58 18,62 e T e e " 2780
0,84 18.72 16.51 6.57 1.086 2.72 2.7

E043: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8uop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de o~CDPM e
(+)-2 (ee ~ 33%).
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E044: Espectros a) total e b) de RMN de ’C (125,5 MHz; D,0O; 8cci 96,00) da mistura equimolar (12 mmol L)
de o-CDPM ¢ (+)-2 (ee ~ 33%),
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E045: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D20 8yop 4,67) da mistura equimolar (15 mmotl LY de p-CD e (+)-2
(ee ~ 33%). JL

T T T T T T T T T T

T
5.0 4.5 4.4 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
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E647: Espectro de HSQC (500 MHz; D-O; 8uop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de p-CD e (1)-2.
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E046: Espectros a) total e by de RMN de °C (125,5 MHz; D,0; 8cci 96,00) da mistura equimolar (15 mmol L™
de B-CD e (+)-2 (ee ~ 33%). ‘ ( )
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6.24 12.3413.088,726 .60 1.7 3.08 i
.00 5.618,5% 18,37 120 1.21 3.5 3.04

E048: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D,O; 8yop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de B-CDPM e
()2 (ee ~33%).
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E050: Espectro de gCOSY (500 MHz; D0; 8yop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de 8-CDPM e ()2
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E049: Espectros a) total ¢ b) de RMN de '°C (125,5 MHz; D;O; 3ccu 96,00) da mistura equimolar (12 mmol L)
de B-CDPM ¢ (+)-2 (ee ~ 33%).
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E051: Espectro de HSQC (500 MHz; D->O;, Syop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de B-CDPM e ()2
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E052: Espectro de RMN de 'H (500 MHz; D0, 8xop 4,67) da mistura equimolar (15 mmot LY dey-CD e (+)-2
(ee ~ 33%).
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E053: Espectros a) total ¢ b) de RMN de *C (125,5 MHz; D:0; 8cci 96.00) da mistura equimolar (15 mmol L™)
de v-CD e (H)-2 (ee ~ 33%).
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E054: Espectro de RMN de "H (500 MHz; DyC; Suep 4,67) da mistura equimolar {12 mmol L'y dey-CDPM e
)-2.
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E055: Espectros a) total e b) de RMN de '°C (125,5 MHz; D,0; 8ccu 96,00) da mistura equimolar (12 mmol LY
de yv-CDPM ¢ (£)-2.



- 208

a)
(+)
‘ i
|
\
I
Y ]
fo
L
b l
e Sgrary !
o I
4.08 ppm i
-
JJxl-_
—e e e T B T E T T— oo : T T 5 T i
5.5 5.0 4.%5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.8 1.0 0.5 ppm
6.0 514 12,35 Tlaran dwm 3.a0
1.25 18.13 2.59 1.17 1.31 2.76
b)
)
——y vy e
2.7 2.6
FRT

E056: Espectros 2) total e b) de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8ycp 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de
a-CD e (+)-3 (ee ~ 33%).
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E057: Espectros a) total e b) de RMN de °C (125,5 MHz; D;0; 8ccu 96,00) da mistura equimolar (15 mmol L)
de a-CD & (+)-3 (ce ~ 33%)).
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E0358: Espectro de HSQC (500 MHz; D,C, 8yon 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de a-CD e )3
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E059: Espectros a) total e b) de RMN de 'H (500 MHz; D
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E060: Espectros 2) total & b) de RMN de "°C (125,5 MHz; D,0; ¢cy 96,00) da mistura equimolar (12 mmot L)
de o-CDPM ¢ (H)-3 (ee ~ 33%).
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E061: Espectro de HSQC (500 MHz; D-O; 8i;0p 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L") de «-CDPM e (+)-3.
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E062: Espectros a) total e b) de RMN de 'H (500 MHz; D,O; 8xop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol LY de
B-CD e (H)-3 (ee ~ 33%).
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E063: Espectros a) total e b) de RMN de *C (125,5 MHz; DO, Scci 96.00) da mistura equimolar (15 mmol L)

de B-CD e (+)-3 (ee ~ 33%).
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E064: Espectro de HSQC (500 MHz; D;O; 8ycp 4,67) da mistura equimolar (15 mmoi L) de B-CD ¢ {x)-3.
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E065: Espectros a) total e b) de RMN de "H (500 MHz; D,0; 8yop 4.67) da mistura equimolar (12 mmot L™) de
B-CDPM e (1)-3 (ee ~ 33%).
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E066: Espectros a) total ¢ b) de RMN de '>C (125,5 MHz; D,0; 5ccy 96,00) da mistura equimolar (12 mmol LY
de B-CDPM ¢ (+)-3 (cc ~ 33%).
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E067: Espectro de HSQC (500 MHz; D0, Suop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de 8-CDPM e (+)-3.
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E068: Espectros a) total e b) de RMN de 'H (500 MHz; D;0; Sop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) de
¥-CD e (+)-3 (ee ~ 33%).
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E069: Espectros 2) total e b) de RMN de *C (125,5 MHz; D;0; 8cci. 96,00) da mistura equimolar (15 mmol L)

de v-CD ¢ (+)-3 (ec ~ 33%).
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EQ70: Espectros a) total ¢ b) de RMN de ‘H (500 MHz; D,O; 8uop 4,67) da mistura equimolar (12 mmol L) de
y-CDPM e (£)-3.
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E071: Espectros a) total € b) de RMN de °C (125,5 MHz; D20, 8ccy 96,00) da mistura equimolar (12 mmol L)
de y-CDPM e (£)-3. '
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E072: Titulagio (Método de Job): espectros parciais de RMN de 'H de (a) ()1 (15 mmolL") e dos complexos
- B-CD/(%)-1 nas raz8es (b) 3:12; (¢) 6:9; (d) 7,5:7,5; () 9:6; (f) 12:3.{1: regifio do seletor; 2: regifio do substrato}
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E073: Titulac3o (Método de Job): espectros parciais de RMN de 'H de (a) (£)-2 (15 mmoi L) e dos complexos
‘ B-CDI(:I:)}-Z nas razbes (b) 3:12; (¢) 6:9; (d) 7,5:7,5; (&) 9:6; (N 12:3. {1: regifio do seletor, 2: regifio do
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E074: Titulacio (Método de Job): espectros parciais de RMN de 'H de (a) (+)-3 (15 mmol L) e dos complexos
B-CD/(£)-3 nas razles (b) 3:12; (¢) 6:9; (d) 7,5:7,5; (e) 9:6; (N 12:3.{1: regiio do seletor; 2: regifo do
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E075: Titulacdio (Método de Scott): espectros parcizis de RMN de 'H de (a) ()1 (3 mmol L) e dos compiexos
" B-CD/{(1)-1 nas razbes (b) 3:3; (¢) 6:3; (d) 9:3; (e} 12:3; (f) 15:3. {1: regido do seletor; 2: regific do substrato}
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E076: Titulagio (Método de Scott): espectros parciais de RMN de 'H de (a) (£)-2 (2 mmol L) e dos complexos
B-CD/(£)-2 nas razdes (b) 3:2; (c) 6:2; (d) 9:2; (e) 12:2; (f) 15:2. .{1: regido do seletor; 2: regifio do substrato}
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E077: Titulaclio (Método de Scott): espectros parciais de RMN de 'H de (a) ()3 (15 mmol L") e dos
oomplexo}s B-CD/()-3 nas razdes (b) 3:3; (c) 6:3; (d) 9:3; () 12:3; () 15:3.{1: regido do seletor; 2: regido do
substrato}.
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E078a: Espectro de CYCLENOE (500 MHz; D0, 8yop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L) a-CD e ()1
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E078b: Espectro de CYCLENOE (500 MHz; D20O; 8uop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L") B-CD e (x)-1
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E079: Espectro de ROESY (500 MHz; D,O; 8yop 4,67) da mistura equimolar (15 mmol L") de 8-CD e ()1
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E080: Espectros parciais de (a) ROESYID da mistura equimolar B-CD{(:I:)-I (15 mmol L") (espectros
superiores) € (b) de RMN de *H (500 MHz; D,O, Suop 4,67) da mesma (primeira parte).
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E081: Espectros parciais de (a) ROESYID da miswra equimolar B-CDV/(3)-1 (15 mmol LY {espectros
superiores) e (b} de RMN de 'H (500 MHz; D,0O; 8uop 4.,67) da mesma (segunda parte).
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E083. Espectros parciais de (a) ROESYID da mistura equimolar y-CDA)-1 (15 mmol L) (espectros
superiores) e (b) de RMN de 'H (500 MHz; D-0; 8yop 4,67) da mesma (segunda parte).
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E084: Espectros de (a) ROESY1D da mistura equimolar 8-CD/(+)-2 (15 mmol L) (espectros superiores) e (b)
de RMN de 'H (500 MHz; D-O; 8yop 4,67) da mesma (primeira parte).
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E08S: Espectros de (a) ROESY1D da mistura equimolar B-CD/(4)-2 (15 mmol L) (espectros superiofs) e ()
de RMN de 'H (500 MHz; D,0; Syop 4,67) da mesma (segunda parte).
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E086. Espectros de (a) ROESY1D da mistura equimolar y-CD/(2)-2 (15 mmol L") (espectros superiores) e (b)
de RMN de 'H (500 MHz; D,0; 8uop 4,67) da mesma (primeira parte).
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E087. Espectros de (a) ROESY1D da mistura equimolar y-CD/(+)-2 (15 mmol L) (espectros superiores) e (b)
de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8uop 4,67) da mesma (segunda parte).
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E088: Espectros parciais de (a) ROESYID da mistura equimolar a-CD/1)-3 {15 mmol LY {espectros
superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D;0; Syop 4,67) da mesma (primeira parte).
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E(089: Espectros parciais de (a) ROESY1ID da mistura equimolar a-CD/(x)-3 (15 mmol L) {espectros
superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D,0; 0p 4,67) da mesma (segunda parte).
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E090: Espectros parciais de (a) ROESY1D da mistura equimolar B-CD/(£)-3 (15 mmol L) (espectros
superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D-O; Suop 4,67) da mesma (primeira parte).
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E091: Espectros parciais de (a) ROESYID da mistura equimolar B-CD/(+)-3 (15 mmol L) (espectros
superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D;0; 8xop 4,67) da mesma (segunda parte).
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E092: Espectros parciais de (a) ROESYID da mistura equimolar y-CDA+)-3 (15 mmol L) (espectros
superiores) ¢ (b) de RMN de 'H (500 MHz; D:0O; Syop 4,67) da mesma (primeira parte). :
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E093: Espectros parciais de (2) ROESYID da mistura equimolar y-CD/(+)-3 (15 mmol L") (espectros
superiores) e (b) de RMN de 'H (500 MHz; D>Q; Suop 4,67) da mesma (segunda parte).



13.3.6. Difus
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E094: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) da B-CD (15 mmol L)
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E095: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) de (+)-1 (12 mmol L™).
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E096: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0O) da mistura equimolar (15 mmol L) de a-CD e ()1,
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E097: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) da mistura equimotar (12 mmoi L") de a.-CDPM e (1)-1.
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E098: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) da mistura equimolar (15 mmol L)y de B-CD e (2)-1.
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E099: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) da mistura equimolar (12 mmol L") de 8-CDPM e ().
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E100: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) da mistura equimolar (15 mmol L") de y-CD & (£)-1.
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E101: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D;0) da mistura equimolar (12 mmol L™} de y-CDPM ¢ (+}1.
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E102: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) de (+)-2 (15 mmoi L™).
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E103: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D;0O) da mistura equimolar (15 mmol L) de a-CD e (+)-2.
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E104: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D;0) da mistura equimolar (12 mmol L) de a-CDPM e )2,

HOD =

*3
SI{
24
14

o

PR
3008

- Lot
- % magH oo
3 "
e ST i e S T Gy U SR .
2500 zeny 1500 1600 i1 1] L]
FZ (Mz)

E105: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) da mistura equimolar (15 mmol L") de -CD e (£)-2.
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E106: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D;0) da mistura equimolar (12 mmol LYy de B-CDPM e (£)-2.
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E107: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D;O) da mistura equimolar (15 mmol LY dey-CD e (£)-2.
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E108: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D,0) da mistura equimolar (12 mmol L) de y-CDPM ¢ (£)-2.
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E109: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D;0) de (+)-3 (15 mmol L')).
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E110: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D;0) da mistura equimolar (15 mmol L") de a-CD e (£)-3.
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E111: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D-O) da mistura equimolar (12 mmol L") de a-CDPM e (£)-3.
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E112: Espectro de HR-DOSY (500 MHz, D-O) da mistura equimolar (15 mmol L") de B-CD e (2)-3.
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E113: Espectro de HR-DOSY (500 MHz; D-O} da mistura equimolar (12 mmol L") de B-CDPM e (+)-2.
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E114: Espectro de HR-DOSY (500 MHz: D;0) da mistura equimolar (15 mmol L") de y-CD e (+)-3.
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E115: Espectro de HR-DOSY (500 MHz: D-O) da mistura equimolar (12 mmol L™} de y-CDPM e (+)-3.
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13.3.7. Derivados fosfonados de dlcoois
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E116: Espectros de RMN de *'P (202 MHz, CDCls, Brspos 0,0, 25 °C): (a) de (+)-1com hidrogénio acoplado; (b)
..de (£)-1 com hidroFénio desacoplado; (c) de (x)-1 com hidrogénio desacoplado - aplicagfio de desconvolucio a0

espectro de RMN®'P; (d) de (+)-1 enantiomericamente enriquecido (2:1) com hidrogénio desacoplado; (e) de
(+)-1 cnantiomericamente enriquecido (2:1) com hidrogénic acoplado.
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E117: Espectros de RMN de *'P (202 MHz, CDCl;, 8:p04 0,0, 25 °C): (a) de (1)-5 com hidrogénio acoplado; (b)
de (£)-S com hidrogénio desacoplado.
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E118: Espectros de RMN de *'P (202 MHz, CDCls, Sgspos 0,0, 25 °C): () de (+)6 com hidrogénio acoplado; (b)
de (3)-6 com hidrogénio desacoplado.
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E119: Espectros de RMN de *'P (202 MHz, CDCls, S1ip0x 0,0, 25 °C): (a) de (1)-7 com hidrogénio acoplado; (b)
de (£)-7 com hidrogénio desacoplado.
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13.4. Espectros de massas
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E120: Espectro de massas de (£)-1.
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E121: Espectro de massas de (+)-2.
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E122: Espectro de massas de (+)-3.
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E124: Espectro de infravermelho de (+)-2.
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E125: Espectro de infravermelho de (1)-3.



13.6. Cromatogramas
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CO1: Cromatograma de CLAE de (+)-1 (¢¢ ~ 33%) utilizando fase estaciondria quiral (coluna y-CD) a 30 + 1°C.
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C02: Cromatograma de CLAE de (+)-2 (e ~ 33%) utilizando fase estacionaria quiral (coluna y-CD) a 30 + 1°C.
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C03: Cromatograma de CLAE de (+)-3 (ee =~ 33%) utilizando fase estaciondria quiral (coluna y-CD) a 30 + 1°C.
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C04: Cromatograma de CLAE de (+)-1 (ee » 33%) utilizando fase estacionsria quiral (coluna y-CD) & baixa
emperatura.
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C0S: Cromatograma de CLAE de (+)-2 (ee ~ 33%) utilizando fase estacionaria quiral (coluna y-CD) a baixa
iemperatura.
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C06: Cromatograma de CLAE de (+)-3 (ee = 33%) empregando fase estaciondria quiral (coluna y-CD) a baixa
temperatura.
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C07: Cromatograma de CLAE de (+)-1 (ee = 33%) utilizando fase mével quiral (B-CD (15 mmol L)) e coluna

de fase reversa C-18,a30 + 1°C.
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C08: Cromatograma de CLAE de (+)-2 (ee = 33%) wiilizando fase mével quiral (B-CD (15 mmol L)) e coluna

de fase reversa C-18,a 30 £ 1°C.
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C09: Cromatograma de CLAE de (+)-3 (ee =~ 33%) utilizando fase mével quiral (B-CD (15 mmol L)) ¢ coluna
de fase reversa C-18,a 30 £ 1°C.
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C10: Cromatograma de CLAE de (t)-3 utilizando fase mével quiral (@-CD (15 mmol L)) e coluna de fase
reversa C-18, a 30 £ 1°C.
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C11: Cromatograma de CLAE de (+)-3 utilizando fase mével quiral (B-CD (15 mmol L)) e coluna de fase
reversa C-18, a 30 £ 1°C.
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C12: Cromatograma de CLAE de ()-3 utilizando fase mével quiral (y-CD (15 mmol L™)) e coluna de fase
reversa C-18, 230 + 1°C,



