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resumo A utilização combinada de espectroscopia vibracional e de cálculos
envolvendo a teoria do funcional de densidade (DFT) possibilita o estudo de
ligações de hidrogénio em fase condensada, assim como a análise da
estrutura molecular dos sistemas em estudo. Por um lado, a espectroscopia
vibracional permite a detecção de associações moleculares, enquanto os
métodos computacionais auxiliam na obtenção de informação referente aos
mecanismos de associação, nomeadamente no que diz respeito à possível
estrutura de dímeros e compostos de inclusão em ciclodextrinas e às energias
de interacção e de inclusão. 

O estudo que originou a presente dissertação pretende contribuir para o
reforço da aplicação de estudos espectroscópicos e computacionais na
elucidação de diversos fenómenos químicos, com especial destaque para o
papel desempenhado por interacções intermoleculares fracas na estrutura e
propriedades de materiais moleculares. No âmbito desta tese foram
investigados os seguintes tópicos: polimorfismo e pseudopolimorfismo em
sólidos farmacêuticos, transições de fase em misturas binárias de ácidos
gordos, inclusão em ciclodextrinas, interacção de compostos farmacêuticos
com superfícies metálicas e formação de agregados de água em materiais
híbridos orgânicos-inorgânicos. 

Os sistemas foram analisados utilizando a espectroscopia vibracional –
particularmente a espectroscopia de difusão de Raman – como técnica
fundamental. Para uma melhor caracterização de processos envolvendo
transições de fase, foram efectuados estudos com variação de temperatura,
variação de humidade relativa e substituição isotópica. O estudo da interacção
com superfícies metálicas foi realizado por espectroscopia de Raman
intensificada à superfície. 

Dada a complexidade dos sistemas em estudo, a informação obtida por
espectroscopia vibracional foi complementada por resultados de cálculos
mecânico-quânticos. Em particular, os cálculos DFT foram utilizados para a
optimização de geometrias e previsão de frequências vibracionais de
moléculas e associações moleculares, permitindo assim a análise e
interpretação de espectros vibracionais e a caracterização da estrutura de
materiais. 



keywords Hydrogen bonding, vibrational spectroscopy, DFT calculations, cyclodextrins, 
polymorphism, water clusters.

abstract The characterisation of hydrogen bonds in condensed phase and analysis of
molecular structure for several systems is possible combining the use of
vibrational spectroscopy and DFT calculations. While vibrational spectroscopic
techniques allow the detection of molecular associations, computational
methods help assemble information regarding association mechanisms,
especially viable dimer structures and inclusion compounds in cyclodextrins
(interaction and inclusion energies). 

The research work developed throughout the course of the present thesis aims
to strengthen the application of spectroscopic and computational studies in the
elucidation of several chemical phenomena, with special emphasis on the role
of weak intermolecular interactions in the structure and properties of molecular
materials. The following topics were explored: polymorphism and
pseudopolymorphism in pharmaceutical solids, phase transitions in binary
mixtures of fatty acids, inclusion compounds in cyclodextrins, interaction of
pharmaceutical drugs with metal surfaces and formation of water clusters in
hybrid organic-inorganic materials.  

The aforementioned systems were analysed using vibrational spectroscopy –
mainly Raman spectroscopy – as a fundamental tool. In order to improve global
understanding of processes involving phase transition, several studies were
performed with temperature variation, relative humidity variation and isotopic
substitution. The study of the interaction with metal surfaces was performed
using surface-enhanced Raman spectroscopy. 

Due to the complexity of the systems, the information obtained from vibrational
spectroscopy was complemented by results provided by mechanical-quantum
methods. In particular, DFT calculations were used in order to optimise
geometries and predict vibrational frequencies of molecules and molecular
associations, promoting the analysis and interpretation of vibrational spectra
and the structural characterisation of materials. 
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RESUMO

As interacções intermoleculares desempenham um papel central em domínios como a Química

Supramolecular, a Ciência dos Materiais e a Biologia. Neste contexto, a ligação de hidrogénio é

considerada a mais versátil das interacções intermoleculares, revelando se responsável por diversos

fenómenos, entre os quais se destaca a agregação molecular. A presente dissertação reúne alguns

tópicos de pesquisa sobre a relevância da ocorrência de ligações de hidrogénio em sistemas simples,

supramoleculares e em materiais, com particular incidência no estudo da ligação de hidrogénio fraca

do tipo C H O.

Por forma a contextualizar o trabalho de investigação realizado, neste Capítulo pretende se

relacionar os vários tópicos abordados – Ligações de hidrogénio C H O, polimorfismo e

pseudopolimorfismo, compostos de inclusão em ciclodextrinas e agregados de água em materiais

funcionais – e proporcionar uma visão global da pertinência dos estudos efectuados. Após enquadrar

os diversos temas, são descritos os sistemas e métodos utilizados. Por último, são mencionadas as

publicações resultantes do trabalho desenvolvido no âmbito do doutoramento.
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1.1. Contextualização

O reconhecimento da importância do papel desempenhado pelas ligações de hidrogénio na

estrutura e função de moléculas biológicas foi particularmente impulsionado pelo sucesso da teoria do

emparelhamento de bases, proposta por Watson e Crick em 19531 e permitiu a interpretação da

estrutura dos ácidos nucleicos. Anos mais tarde,Watson descreve no seu livro “DNA: the secret of life”

a importância da teoria do emparelhamento de bases na compreensão da estrutura da molécula de

ADN e refere se a um episódio em particular: “The next morning, February 28, 1953, the key features

of the DNA model all fell into place. The two chains were held together by strong hydrogen bonds

between adenine thymine and guanine cytokine base pairs. (…) It was quite a moment. We felt sure

that this was it. Anything that simple, that elegant just had to be right”.
2

Contudo, não é apenas no campo da Biologia que as ligações de hidrogénio se manifestam. É

possível encontrar exemplos da relevância destas interacções em muitas áreas da Química

(supramolecular, organometálica, bioquímica, orgânica, entre outras) assim como da Ciência de

Materiais. A sua importância fundamental reside no papel determinante desempenhado em

associação molecular, o que explica em grande medida o interesse e a investigação desenvolvida em

torno deste tipo de interacção. De entre os vários tipos de ligações de hidrogénio, a interacção fraca

do tipo C H O tem vindo a suscitar cada vez mais interesse. Considerada como um contributo

significativo na formação e previsão de novas e variadas estruturas cristalinas, tem sido identificada

em estruturas de cristais orgânicos e em compostos organometálicos.3, 4

Consequentemente, um bom conhecimento das interacções C H O é de considerável

relevância para a engenharia de cristais. É neste contexto que se enquadra o trabalho de investigação

desenvolvido e apresentado nesta dissertação. Este trabalho envolve essencialmente o estudo

computacional e espectroscópico de ligações de hidrogénio intermoleculares, com especial destaque

para as ligações C H O em alguns sistemas simples, compostos de inclusão e materiais funcionais.

1.2. Interacções Intermoleculares

As interacções que se estabelecem entre moléculas (intermoleculares) são responsáveis pelas

propriedades únicas de substâncias tão simples como a água e tão complexas como os polímeros. De

uma forma geral, pode considerar se a existência de três interacções intermoleculares fundamentais:

electrostática, de indução e de dispersão. Numa interacção do tipo electrostática (mais energética), os

momentos polares eléctricos em interacção podem ser carga carga, carga dipolo e dipolo dipolo.

Nas interacções de indução destacam se as interacções entre carga dipolo induzido e entre dipolo
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dipolo induzido, ambas de natureza atractiva. Por último, as interacções entre dipolo induzido dipolo

induzido designam se por interacções de dispersão e são igualmente atractivas.

Na análise de processos biológicos, para além da especificidade, uma das características mais

relevantes das interacções envolvidas é a reversibilidade, uma vez que interacções fracas podem ser

estabelecidas e quebradas mais facilmente que as interacções mais fortes. É precisamente nas

características de reversibilidade, selectividade e direccionalidade apresentadas pela ligação de

hidrogénio que reside a sua relevância em áreas científicas tão diversas.4, 5

1.2.1. Ligação de Hidrogénio

O interesse suscitado à volta do estudo das ligações de hidrogénio deve se à importância deste

tipo de interacção para a estrutura, função e dinâmica de um grande número de sistemas químicos. Os

ramos científicos envolvidos são muito diversificados e incluem mineralogia, ciência dos materiais,

química orgânica e inorgânica, química supramolecular, bioquímica, medicina molecular e farmácia.

Este tipo de ligação tem uma influência tão omnipresente em química do estado sólido, líquido

e gasoso que as suas consequências foram observadas muito antes de ter sido convenientemente

identificada e classificada.6

DESCRIÇÃO

O termo ligação de hidrogénio emergiu lentamente no decurso do século XX e demorou algum

tempo a ser completamente aceite. Werner
7 parece ter sido o primeiro a descrever uma interacção

que agora se classificaria como ligação de hidrogénio (em 1902 sugeriu que NH4OH deveria antes ser

escrito na forma H O H NH3). Mais tarde, em 1910, Hantzsch8 descreveu a presença de uma ligação

semelhante no acetoacetato de etilo, enquanto em 1912, Moore e Winmill
9 descreveram uma união

fraca para as aminas em água e Pfeiffer (1914)10 descobriu a estrutura de dímeros do ácido acético no

estado gasoso (foi provavelmente o primeiro a identificar uma ligação de hidrogénio em química

orgânica). Em 1920, Latimer e Rodebush
11 postularam que se um átomo de hidrogénio se encontra

entre dois octetos electrónicos, aparece uma ligação fraca. Esta foi uma das primeiras falhas da, até

então, sagrada regra do octeto, tendo sido durante este mesmo período que a ligação de hidrogénio

foi reconhecida como responsável pelas propriedades anómalas da água líquida. O conceito em si e a

denominação de “ligação de hidrogénio” foram desenvolvidos após 1930 e o famoso livro de Pauling12

“Nature of the chemical bond” foi o primeiro a dar a conhecer o termo ligação de hidrogénio aos

químicos.13 De acordo com a definição de Pauling, as ligações de hidrogénio são formadas quando a

electronegatividade de A, relativamente a H numa ligação covalente A H, é tal que remove os
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electrões deixando o protão parcialmente desprotegido. Para interagir com este doador A H, o

aceitador B deve ter um par de electrões não partilhado ou electrões polarizáveis, restringindo os

átomos A e B a elementos como F, O, Cl, N, Br e I.

Todas estas ideias foram sendo refinadas, culminando na definição mais abrangente de ligação

de hidrogénio dada por Pimentel e McClellan em 1960, na qual se considera que uma ligação de

hidrogénio existe entre o grupo funcional A H e um átomo ou grupo de átomos B na mesma molécula

ou em moléculas diferentes se a) houver evidência de formação de ligação e se b) existe evidência de

que esta nova ligação que une A H e B envolve especificamente um átomo de hidrogénio previamente

ligado a A.

O aperfeiçoamento da última descrição deu origem à classificação de Steiner e Saenger
14 que

consideraram uma ligação de hidrogénio como “uma interacção coesiva A H B na qual o átomo de

hidrogénio possui carga positiva, B uma carga negativa (parcial ou inteira) e a carga em A é mais

negativa que no átomo de hidrogénio”. Esta definição é incompleta uma vez que apenas dá ênfase ao

carácter electrostático das ligações de hidrogénio e é restritiva no que diz respeito a casos limite. No

entanto, continua a ser uma definição útil para muitos tipos de ligações de hidrogénio estudadas

actualmente.15

As características atractivas e de direccionalidade da ligação de hidrogénio envolvendo um

átomo de hidrogénio deficiente em electrões e uma região de elevada densidade electrónica têm sido

revistas cuidadosamente na literatura da especialidade.5, 16 Em geral, a ligação de hidrogénio é

definida como um sistema no qual o átomo de hidrogénio se encontra entre dois átomos A e B –

idealmente na forma linear A H B – com a distância entre o núcleo de A e B consideravelmente mais

pequena que a soma dos raios de van der Waals de A e B e o diâmetro do protão (isto é, a formação

de uma ligação de hidrogénio leva à contracção do sistema A H B).

Uma diferença fundamental entre as ligações de hidrogénio e as interacções de van der Waals

reside nas características de direccionalidade. As ligações de hidrogénio são inerentemente

direccionais, com as geometrias lineares ou muito próximo da linearidade a serem favorecidas

energeticamente em detrimento das geometrias não lineares. Em contraste, os contactos de van der

Waals são isotrópicos, com energias de interacção independentes do ângulo de contacto 17 (ângulo

formado pelos átomos envolvidos na ligação A H B).

As interacções que combinam força e direccionalidade permitem um melhor controlo do

processo de agregação e são requisitos essenciais para formar estruturas supramoleculares estáveis.

Força é sinónimo de coesão e estabilidade, enquanto direccionalidade implica controlo e selectividade

topológica. A interacção intermolecular que melhor combina força e direccionalidade é a ligação de

hidrogénio.18 Por este motivo, a ligação de hidrogénio é considerada a mais importante de todas as

interacções intermoleculares direccionais, revelando se fundamental na determinação da
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conformação molecular, agregação molecular, e da função de um vasto número de sistemas químicos,

desde os inorgânicos aos biológicos.

Para além das definições químicas gerais do termo ligação de hidrogénio, existem muitas outras

definições mais específicas, normalmente baseadas num conjunto de propriedades que são estudadas

através de uma determinada técnica. Por exemplo, as ligações de hidrogénio têm sido definidas com

base em geometrias de interacção em estruturas cristalinas (distâncias pequenas, ângulos quase

lineares), certos efeitos em espectros de absorção de infravermelho (desvio para o vermelho e

intensificação do modo A H, etc.) ou mesmo algumas propriedades evidenciadas nas distribuições

experimentais de densidade electrónica (existência de um “ponto crítico da ligação” entre H e A, com

parâmetros numéricos dentro de certos limites).19

CLASSIFICAÇÃO

A natureza da ligação de hidrogénio depende da natureza dos grupos aceitadores e doadores

nela envolvidos. Todos os tipos desta ligação podem ser intramoleculares quando os grupos doador e

aceitador estão na mesma molécula e intermoleculares quando estão em moléculas diferentes.

Quando A e B são iguais, são conhecidas como ligações de hidrogénio homonucleares.

As ligações de hidrogénio existem num espectro contínuo de energias. São conhecidas

interacções muito fortes que se assemelham a ligações covalentes na maioria das suas propriedades, e

também são conhecidas outras tão fracas que se torna difícil distingui las das interacções de van der

Waals. Dependendo de algumas propriedades (geométricas, energéticas, termodinâmicas e

funcionais) as ligações de hidrogénio podem ser classificadas como muito fortes, fortes e fracas (ou,

segundo outros autores, como fortes, moderadas e fracas). Algumas das características e exemplos

decorrentes desta classificação encontram se ilustrados na Tabela 1.1.

Embora as ligações de hidrogénio fracas possuam baixa energia de ligação, os efeitos que

produzem na estrutura cristalina podem ser tão determinantes como os efeitos das ligações de

hidrogénio mais fortes.20
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Tabela 1.1 – Classificação, energia, exemplos e algumas particularidades dos diversos tipos de ligações de

hidrogénio.

Tipo de ligação
Energia

(kJ/mol) 21
Exemplos Observações

Muito forte 63 167
[F H F]

[N H N]+

Ocorrem quando os doadores e

aceitadores estão activados devido a

factores intermoleculares (elevado

carácter iónico, átomos muito

electronegativos, entre outros).

Forte 17 63

O H O=C

N H O=C

O H O H

Igualmente designadas de convencionais,

são capazes de controlar efectivamente a

estrutura supramolecular e cristalina e

possuem geralmente grupos doadores e

aceitadores neutros.

Fraca < 17

doador fraco aceitador forte

C H O=C, P H O, C H N

doador forte aceitador fraco

N H Ph, O H F C, O H Se

doador fraco aceitador fraco

C C H C=C, C H Pt, C H F C

Possuem uma influência variável na

estrutura cristalina e no empacotamento

molecular.

LIGAÇÃO DE HIDROGÉNIO FRACA

É ao nível funcional e não geométrico, energético ou espectroscópico que todas as ligações de

hidrogénio são semelhantes e, previsivelmente, é no campo da engenharia de cristais e da química

supramolecular que a ligação de hidrogénio é claramente identificada como uma interacção sem

fronteiras internas.

Uma ligação de hidrogénio fraca pode ser definida como uma interacção do tipo A H B em que

o átomo de hidrogénio forma uma ligação entre duas entidades A e B, das quais uma ou mesmo as

duas possuem electronegatividade moderada ou baixa.15 A mais antiga e certamente a interacção

protótipo das ligações de hidrogénio fracas é a C H O, mas também devem ser incluídas interacções

tais como P H O, C H N eM H O (em queM representa um metal).
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Todas estas ligações envolvem um doador fraco que se associa a um aceitador forte. A situação

alternativa é quando um doador forte se associa a um aceitador fraco, que é exemplificado pelas

interacções O H , N H , O H M e O H S. Finalmente, e no limite do fenómeno, também é

necessário considerar a associação de um doador fraco com um aceitador fraco. Nesta categoria os

membros mais controversos são C H F C e C H Cl C.

As ligações de hidrogénio fracas com o grupo C H como doador têm sido objecto de inúmeros

estudos. Anteriormente consideradas de “não usuais” ou “não convencionais”, são agora bastante

discutidas em muitos campos da química estrutural e da biologia. As energias de dissociação

encontram se no intervalo 1.7 – 16.7 kJ mol 1, com a maioria a apresentar valores inferiores a 8.4 kJ

mol 1.19 O potencial significado das ligações C H O em moléculas biológicas foi impulsionado pela

descoberta de interacções C H O específicas em nucleótidos (C8 H O5’ em purinas e C6 H O5’ em

pirimidinas) que são responsáveis pela sua estereoquímica única.22 24 Diversos dados espectroscópicos

e cristalográficos, conjugados com cálculos teóricos, apoiaram o conceito de ligações de hidrogénio do

tipo C H O.25 Finalmente, a natureza electrostática e direccional das interacções C H O foi

demonstrada conclusivamente por Taylor e Kennard
20 que analisaram 113 estruturas orgânicas

determinadas por métodos de difracção de neutrões que forneceram coordenadas precisas para os

átomos de hidrogénio.26

NATUREZA DAS LIGAÇÕES DE HIDROGÉNIO

A ligação de hidrogénio é considerada uma interacção complexa que não pode ser descrita

apenas por factores electrostáticos ou de dispersão, sendo constituída por diversos componentes

fundamentais, diferentes na sua natureza.27 A separação nestes componentes tem sido amplamente

investigada28 sendo um dos modelos de partição mais popular o método de decomposição de

Umeyama e Morokuma.28 Este método decompõe a energia total da ligação de hidrogénio (Etot) em

várias componentes que representam interacções individuais de magnitude similar: a energia

electrostática (Eel), energia de polarização (Epol), energia de troca (Eex), energia de transferência de

carga (Ect), e energia de dispersão (Edis). Todas as componentes são atractivas, à excepção da energia

de troca que é uma interacção repulsiva.

As contribuições electrostáticas, de polarização e de transferência de carga são altamente

variáveis entre diferentes tipos de ligações de hidrogénio, e definem as suas identidades específicas e

direccionais sendo o termo electrostático dominante na maioria das ligações de hidrogénio.15 O termo

correspondente à energia de troca contribui para manter as moléculas afastadas umas das outras e a

componente de dispersão é a “cola” universal que conduz à formação de fases condensadas. É

possível agrupar estas interacções de uma forma global em termos direccionais e não direccionais
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(isotrópicos). Os termos isotrópicos são a energia de troca e de dispersão, cuja soma é

frequentemente denominada de “interacção de van der Waals” e os termos direccionais são a energia

electrostática, de polarização e de transferência de carga.

Em alguns casos, é possível que a ligação de hidrogénio se transforme noutro tipo de

interacção, devido a variações químicas, quer do doador e/ou aceitador, quer do próprio ambiente

circundante. No caso da transição para uma interacção de van der Waals pura, a polaridade do doador

A H e do aceitador B ao ser reduzida, pela variação quer de A quer de B, provoca a redução da

componente electrostática da interacção sendo a componente de van der Waals muito menos

afectada, possibilitando desta forma a transição. Este comportamento foi demonstrado na

direccionalidade da interacção C H O=C,17 que diminui com a polarização do doador C H,

desaparecendo gradualmente quando o doador de protão varia ao longo da série C C H, C=CH2, C CH3.

PARÂMETROS GEOMÉTRICOS E ENERGÉTICOS

São necessárias três quantidades escalares para definir a geometria de uma ligação de

hidrogénio. O comprimento da ligação covalente A H (r), o comprimento da ligação de hidrogénio

H B (d) e a distância A B (D). Estas quantidades definem o ângulo A H B ( ) e estão representadas

na Figura 1.1. Um parâmetro adicional que também poderá revelar se útil na descrição do arranjo

espacial das ligações de hidrogénio é o ângulo entre os átomos H, B e C ( ).

Para além de definirem a geometria de uma ligação de hidrogénio, os parâmetros d, r e

(directamente relacionados com o átomo de hidrogénio), podem auxiliar na classificação das

interacções em muito fortes, fortes e fracas. Assim sendo, nas ligações de hidrogénio muito fortes, r e

d têm aproximadamente o mesmo valor e é normalmente próximo de 180 .21 No caso das ligações

de hidrogénio fortes, d > r, e os valores de variam entre 130 e 180 .21 Por último, nas ligações de

hidrogénio fracas, d >> r, e assume valores entre 90 e 180 .21

Figura 1.1 – Definição dos parâmetros geométricos d, D, r, e para uma ligação de hidrogénio.21

d

D

A H

B C

r
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A distância D de uma ligação de hidrogénio é um dos atributos característicos mais importantes.

Para ligações fortes, as distâncias O O e N O rondam os 275 e 285 pm, respectivamente. Estas

distâncias entre átomos que não se encontram ligados são significativamente inferiores às separações

convencionais de van der Waals. O valor de D é mais sensível ao ambiente químico do átomo de

hidrogénio do que à natureza do aceitador: quanto mais acídico for o hidrogénio, mais curta será a

ligação. Para ligações C H O, a situação não é tão evidente. Pelo facto de serem interacções fracas, as

ligações C H O podem ser distorcidas por outras forças do cristal e as distâncias C O estão

normalmente dentro do intervalo 300 < D < 400 pm.29 As características relativamente fixas dos

ângulos das ligações C H O são impressionantes, uma vez que os ângulos intermoleculares são

normalmente mais facilmente deformáveis que as distâncias.29

A curva de energia potencial de uma ligação de hidrogénio em função da distância internuclear

d, esquematizada na Figura 1.2, mostra que uma interacção estabilizante (com E < 0) está associada a

uma força repulsiva se d for inferior à distância de equilíbrio d0.

Figura 1.2 – Representação esquemática da energia potencial de uma ligação de hidrogénio em função da

distância internuclear d.

Verifica se que a energia é mínima no ponto da distância de equilíbrio d0, é negativa para todas

as distâncias d > d0 e também para distâncias pouco menores que d0, e é positiva apenas para

distâncias muito pequenas. As regiões que apresentam energias positivas são consideradas

destabilizantes e aquelas que possuem energias negativas são denominadas estabilizantes. Em relação

às forças, verifica se que na distância de equilíbrio a força é nula e para distâncias d d0, aparece uma

Energia da
ligação

Distância

En
er
gi
a

d0

0
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força que tenta estabelecer uma geometria óptima para o sistema. Para todas as distâncias d > d0, esta

força é atractiva e para todas as distâncias d < d0 é repulsiva. A força atractiva mais forte ocorre no

ponto de inflexão da curva. Por outro lado, a força repulsiva torna se superior à medida que a

distância d se torna mais pequena.

Nas ligações de hidrogénio, cada combinação de doador aceitador apresenta a sua própria

curva de energia potencial, uma vez que quanto mais estreito for o mínimo, maior será a constante de

força. Ligações de hidrogénio fracas, tais como as C H O, são caracterizadas por curvas de energia

potencial pouco profundas e distâncias de equilíbrio d0 elevadas. Por sua vez, para as ligações de

hidrogénio fortes, como por exemplo as O H O, a curva de energia potencial é bastante profunda e a

distância de equilíbrio d0 é reduzida.
15

CARACTERIZAÇÃO

As ligações de hidrogénio A H B são interacções localizadas que podem ser detectadas de

diversas formas, através de:30

a) Associação molecular em líquidos e soluções, dando origem a pesos moleculares e

propriedades de transporte pouco normais;

b) Determinação da estrutura cristalina, particularmente por difracção de neutrões, na qual um

protão é encontrado perto dos átomos electronegativos A e B;

c) Calores de vaporização de sólidos e líquidos anormalmente elevados;

d) Um desvio na frequência e um eventual alargamento da banda de elongação da ligação A H;

e) Um desvio para o azul no espectro electrónico associado a transições * n;

f) Um desvio para maiores frequências (desvios químicos mais elevados) no espectro de

ressonância magnética de protão.

Sendo assim, os métodos experimentais mais vulgarmente utilizados na caracterização das

ligações de hidrogénio são:

Difracção de raios X ou de neutrões (em cristais);

Espectroscopia de Infravermelho e Raman (pode fornecer informação relativa às deformações

e elongações das ligações A H e dos grupos aceitadores);

Espectroscopia electrónica de absorção e fluorescência na zona do ultravioleta;

Espectroscopia RMN em líquidos e sólidos;

Espectroscopia Fotoelectrónica de raios X (em inglês, sigla XPS);
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A determinação da estrutura cristalina de um composto nem sempre é evidente após a

identificação de uma importante interacção intermolecular, uma vez que a mesma interacção pode ser

usada na construção de padrões muito distintos. Como exemplo (Figura 1.3), geralmente o grupo

carboxilo ( CO2H) forma arquitecturas cristalinas baseadas em ligações O H O.43 No entanto, em

ácidos cubanocarboxílicos, os grupos carboxilo formam padrões que contêm os dois tipos de

interacção O H O e C H O.

Apesar de já ser conhecido há algum tempo que os grupos C H podem formar ligações de

hidrogénio fracas, as características deste tipo de interacção foram apenas exploradas recentemente.5,

6, 29, 45 Como regra, a acidez do grupo doador C H (e por consequência a sua potencial força como

doador de ligações de hidrogénio) aumenta quando passamos de uma hibridação dos átomos de

carbono de sp
3 para sp

2 e sp. Esta acidez também aumenta quando o grupo doador está rodeado de

átomos electrofílicos.29, 45 Depois de algumas propostas iniciais de contactos do tipo C H O,22, 23, 46

estes foram positivamente identificados em componentes como os açúcares.20 Actualmente, sabe se

que estas ligações fracas ocorrem frequentemente em sistemas biológicos importantes, dos quais são

exemplo os hidratos de carbono,14, 47 os ácidos nucleicos5, 48 51 e também as proteínas26, 52 podendo ser

determinantes para a especificidade do emparelhamento de bases53 ou enovelamento de proteínas de

um modo geral.54 Apesar de individualmente fracas (com energias entre 4.2 8.4 kJ mol 1), a presença

de um elevado número de ligações C H O exerce uma enorme influência na estrutura e função de

uma proteína48, 50, 52 e pode ter efeitos estruturais muito relevantes.29, 55, 56 A ligação C H O

desempenha um papel igualmente importante nas interacções de ácidos nucleicos com proteinas57, 58

e com compostos farmacêuticos.59 61

Representando cerca de 20 25% do total de ligações de hidrogénio no contexto biológico, as

interacções do tipo C H O constituem o segundo grupo mais importante de ligações de hidrogénio62 e

são actualmente consideradas como um componente essencial da estrutura e função de moléculas

biológicas. As ligações de hidrogénio mais fortes não são tão abundantes neste tipo de sistemas por

serem demasiado rígidas e difíceis de quebrar.

A participação de ligações intermoleculares C H O em vários processos biológicos,

nomeadamente em conformação molecular,63, 64 em processos de reconhecimento molecular,65 67 na

formação e estabilização de estruturas secundárias,68 enovelamento de proteínas e estabilidade,69, 70

reacções enzimáticas envolvendo a transferência de protões segundo trajectórias muito específicas71,

72 e na estabilidade de sistemas biológicos,26 tem sido assunto de discussão em vários trabalhos de

investigação.26, 47 51, 73 80

Grande parte da evidência experimental da presença de ligações C H O provém da observação

de contactos próximos C O em estruturas cristalinas,20 tendo sido pioneiros os trabalhos de Sutor.81,

82 Embora estas interacções tenham sido observadas com uma variedade de possíveis doadores C H e
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aceitadores oxigénio,20, 29, 47, 82 incluindo aminoácidos,83 apenas recentemente foram observadas

ligações C H O na estrutura cristalina de proteínas. A maioria dos contactos observados envolve

átomos de hidrogénio ligados a carbonos na cadeia peptídica, o que é consistente com o carácter

polarizável da ligação C H, que se encontra em posição adjacente a grupos electrofílicos do tipo N H e

C=O. Os aceitadores de protão mais observados são os oxigénios carbonílicos existentes nos

filamentos adjacentes de folhas .26, 74 Nestes casos, um dos pares de electrões não ligantes do

oxigénio interage com o protão C H e o outro par de electrões não ligantes interage com o protão

N H. Este padrão de ligações de hidrogénio bifurcadas foi igualmente observado em estruturas de

proteínas helicoidais.74 Adicionalmente, a presença de uma topologia de ligações de hidrogénio

bifurcada diferente da referida anteriormente pode ser observada na tripla hélice do colagénio (Figura

1.4)74 na qual a formação destas ligações pode mesmo representar um papel crítico na determinação

da estrutura de enovelamento.77 Nesta situação, verifica se que os pares de electrões do oxigénio

interagem com protões C H e um dos átomos de hidrogénio é dividido entre dois oxigénios.

Figura 1.4 – Padrão de ligações de hidrogénio C H O=C e N H O em cadeia, observado no modelo de Fraser et

al.
84 na molécula de colagénio (Gly – glicina, Pro – prolina, Hyp – Hidroxiprolina).

Os dois átomos de hidrogénio H 1 e H 2 participam numa ligação de hidrogénio bifurcada com o

oxigénio carbonílico da Glicina (Figura 1.4a). Adicionalmente, o hidrogénio H 1 partilha a sua ligação

de hidrogénio com os oxigénios carbonílicos da Prolina, estabelecendo, desta maneira, uma

configuração de ligação de hidrogénio centrada em três átomos. Este padrão é observado em todos os

resíduos de glicina na zona de colagénio da molécula.74 Um segundo padrão de ligações de hidrogénio

a) b)
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C H O=C aparece como uma interacção paralela a cada N H O=C (Figura 1.4b). As ligações de

hidrogénio C H O=C possuem força suficiente para contribuírem fortemente para a estabilização das

estruturas secundárias e terciárias das proteínas.77 A Figura 1.5 – a) e b) – mostra exemplos

representativos de interacções C H O em folhas com orientação paralela e antiparalela.

Figura 1.5 – Exemplos representativos de contactos C H O entre folhas adjacentes e hélices. As linhas a roxo

representam ligações de hidrogénio convencionais N H O=C e as linhas a verde indicam contactos C H O em

a) folhas adjacentes com orientação paralela no dímero da cinesina e b) folhas adjacentes com orientação anti

paralela no gene humano aspartilglucoaminidase (AGA). c) hélices adjacentes em orientação anti paralela no

complexo caboxipeptidase serina e d) hélices de uma orientação quasi vertical na proteassoma (complexo de

proteínas).

Na construção de novas estruturas supramoleculares (“molecular design”) que tenham como

base ligações de hidrogénio fracas (tais como as ligações C H O), a influência que estas exercem no

empacotamento cristalino deve ser conhecida e compreendida antecipadamente.85 Os papéis que

estas interacções desempenham no empacotamento cristalino podem ser classificados como inócuos,

de suporte e intrusos.15 Embora esta categorização possa ser útil, é também considerada um pouco

subjectiva, porque depende do que se pensa que a estrutura cristalina deva ser.86 As interacções

inócuas são fracas e existem simplesmente numa estrutura que seja quase totalmente determinada

por outras interacções. Ligações C H O de suporte não são tão fracas, mas as suas preferências

direccionais são satisfeitas dentro das restrições geométricas de interacções mais fortes, tais como

a)

b)

c)

d)
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ligações de hidrogénio O H O e N H O. Por último, ligações de hidrogénio C H O que

desempenham um papel intrusivo são eficazes o suficiente para perturbar os padrões e as topologias

das interacções mais fortes. Por outras palavras, é essencial que estas ligações sejam consideradas

para uma correcta descrição do empacotamento cristalino de um sistema.29, 55, 86

A Figura 1.6 ilustra um exemplo da manifestação de ligações de hidrogénio fracas do tipo

C H O num complexo de trinitrobenzeno e dibenzantraceno na proporção 1:1 que foi analisado por

Carrell e Glusker.87

Figura 1.6 – Rede bidimensional de ligações de hidrogénio C H O no complexo 1:1 de trinitrobenzeno e

dibenzantraceno.87

As interacções do tipo C H O estão também muito presentes em química organometálica,

nomeadamente nas estruturas cristalinas de complexos com carbonilo contendo simultaneamente

ciclopentadienil, benzeno, carbeno ou qualquer outro fragmento que contenha o grupo C H.16 Na

Figura 1.7 encontra se ilustrada a relevância de interacções do tipo C H O em compostos

organotelúricos associados a iões de halogénio (haletos de telúrio) e na auto organização de unidades

moleculares resultando na estrutura supramolecular.88 De acordo com o padrão de empacotamento

cristalino, observa se que as moléculas de (p MeOC6H4COCH2)2TeBr2 são colocadas em pares de tal

forma que os electrões não ligantes dos átomos de Te encontram se em direcções opostas e o

empacotamento dos anéis benzénicos torna se possível. Desta forma, a formação de ligações

atractivas do tipo C H O e interacções – é facilitada, resultando na estabilização da rede cristalina.
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Figura 1.7 – Moléculas de (p MeOC6H4COCH2)2TeBr2 ligadas por intermédio de ligações de hidrogénio do tipo

C H O.88

1.3.2. Materiais Funcionais Avançados

O desenvolvimento e aplicação de novos materiais tem um efeito significativo em muitas áreas

do quotidiano: utilização de energia, tecnologias da comunicação, saúde e segurança. A área dos

materiais funcionais é considerada representativa de materiais que possuem propriedades ópticas,

electrónicas ou magnéticas e muitas são as indústrias que beneficiam das novas propriedades que os

materiais funcionais podem fornecer, entre as quais a Biotecnologia, Construção e Comunicações. Os

materiais funcionais possuem inúmeras aplicações e englobam um grande número de materiais

orgânicos e inorgânicos sendo por isso muito importante procurar novos caminhos na preparação de

materiais, assim como entender a relação entre a estrutura e as propriedades dos mesmos.

O que distingue um material estrutural de um material funcional é o facto de as suas

propriedades químicas e físicas serem sensíveis a mudanças no ambiente, tais como a temperatura,

pressão, campo eléctrico e magnético, comprimento de onda óptico, existência de moléculas de gás

absorvidas e valores de pH. Como exemplos de materiais funcionais destacam se: o composto

ferroeléctrico BaTiO3,
89 o sensor de campo magnético La1 xCaxMnO3, o sensor acústico LiNbO3,

90 o

sensor gasoso de petróleo líquido constituído por SnO2 dopado com Pd, semicondutores detectores de

luz (CdS, CdTe), materiais piezoeléctricos de alta temperatura Ta2O5, o condutor iónico de

Y2(SnyTi1 y)2O7 entre muitos outros.
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Neste contexto da Ciência dos Materiais, a engenharia de cristais (desenho e concepção de

novos materiais com propriedades pré definidas91) pressupõe a arquitectura de materiais sólidos nos

quais determinados arranjos supramoleculares são associados a propriedades físicas

pré estabelecidas. De particular relevância é a construção de materiais ópticos não lineares (NLO

Non linear Optics), que possuem aplicações baseadas no efeito da geração de 2ª harmónica (SHG –

second harmonic generation) ou a modelação electro óptica (EO – electro optical). Um exemplo

interessante neste contexto é o de um cromóforo bi dimensional de transferência de carga

hiperpolarizável 1,3 dibromo 2,4,6 trinitrobenzeno92 (Figura 1.8) que, pelo facto de cristalizar com um

grupo não centrossimétrico C2, num arranjo perfeitamente polar, proporciona o aumento de

intensidade do sinal SHG.92 Este composto também ilustra a utilização de ligações C H O na

engenharia de cristais. Através da análise da estrutura cristalina, observa se a formação de camadas

paralelas, dentro das quais o composto adopta um empacotamento hexagonal com um arranjo

perfeitamente polar estabelecido por ligações de hidrogénio C H O bifurcadas e interacções

Br2 O2N.

Figura 1.8 – a) Representação esquemática da estrutura molecular do 1,3 dibromo 2,4,6 trinitrobenzeno, b) rede

hexagonal formada no interior das duas camadas paralelas observadas na c) estrutura cristalina do composto na

qual se verifica a existência de ligações C H O ao longo dos eixos polares. As duas camadas são adicionalmente

estabilizadas por uma interacção Br2 O2N.
92

1.3.3. Polimorfos e Pseudopolimorfos

O estudo dos fenómenos de polimorfismo e pseudopolimorfismo enquadra se no contexto

desta tese, uma vez que estes dois conceitos têm por base a existência de diferentes interacções

O2N NO2

NO2

BrBr

a)

b) c)
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intermoleculares, particularmente ligações de hidrogénio.

O polimorfismo93, 94 refere se à situação em que uma determinada molécula existe com

diferentes empacotamentos cristalinos e/ou diferentes conformações moleculares que são estáveis

sob diferentes condições. Pseudopolimorfismo é um termo que se refere a formas cristalinas com

moléculas de solvente como parte integrante da estrutura.95 Sendo assim, os polimorfos podem ser

entendidos como isómeros supramoleculares, espécies nas quais o posicionamento relativo das

mesmas moléculas é distinto e os pseudopolimorfos como um tipo de cocristal.

Figura 1.9 – a) Representação esquemática da estrutura molecular de 4,4 difenil 2,5 ciclohexadienona e b) três

padrões distintos (I, II e II) de ligações de hidrogénio do tipo C H O utilizados na formação dos diferentes

polimorfos.96

Um exemplo interessante de polimorfismo baseado em ligações fracas do tipo C H O é o de

um sistema que exibe polimorfismo conformacional e concomitante, bem como isomorfismo

conformacional. A ocorrência simultânea para a mesma molécula destes fenómenos é rara e foi

descrita para o composto 4,4 difenil 2,5 ciclohexadienona (Figura 1.9a).96

Neste estudo,96 foram identificadas 19 moléculas cristalograficamente independentes em

quatro estruturas cristalinas (A D) que podem ser classificadas como polimorfos conformacionais. No

entanto, as formas A, B e C são também consideradas polimorfos concomitantes uma vez que

cristalizam a partir do mesmo recipiente. As formas B, C e D são ainda consideradas isomorfos

conformacionais pois possuem múltiplas configurações de 4,4 difenilciclohexa 2,5 dienona no mesmo

cristal. Os quatro polimorfos mencionados (A, B, C e D) estão representados nas Figuras 1.10 e 1.11,

nas quais se encontram assinaladas as ligações de hidrogénio fracas do tipo C H O bem como os

diferentes padrões de ligações identificados como I, II e III na Figura 1.9b.

a) b)

I II III



21

Figura 1.10 – Hélices de ligações de hidrogénio C H O entre moléculas da forma A (esquerda) e padrão

centrossimétrico de ligações de hidrogénio C H O (I e II).97

Figura 1.11 – Ligações de hidrogénio C H O nos polimorfos C e D de 4,4 difenil 2,5 ciclohexadienona.97

Os conceitos de polimorfismo/pseudopolimorfismo assumem particular relevância na área

Farmacêutica, uma vez que polimorfos de um composto com características terapêuticas podem ter

propriedades bastante distintas. As suas solubilidades podem ser diferentes, bem como a sua

actividade biológica, nomeadamente no que diz respeito à biodisponibilidade. Em alguns casos, a

forma menos estável cristaliza primeiro e depois transforma se lentamente, com o tempo, no cristal

mais estável. Isto pode constituir um problema se a forma activa do medicamento é o polimorfo

menos estável que se vai transformando na forma mais estável – possivelmente menos activa e/ou

prejudicial à saúde – no decorrer do armazenamento. A carbamazepina é um bom exemplo neste

contexto, uma vez que é um dos principais fármacos utilizados no tratamento da epilepsia, actuando

como bloqueador dos canais de sódio das membranas dos neurónios. Para além do interesse do ponto

de vista farmacológico, este composto tem sido utilizado como modelo no estudo do polimorfismo

cristalino.

A B

C D



Capítu

22

Figura 1.1

de ligaçõe

A

IV – tricl

entre as

grupo ca

nas quat

1.3.4

A

altament

elevada

intermol

lo 1

12 – Diagrama

es de hidrogén

carbamazepi

línica, trigona

quatro form

arboxamida.

ro formas po

4. Sistemas

química su

te interdiscip

complexidad

eculares liga

s de empacota

nio.98

ina cristaliza

al, p monocl

mas cristalina

Este pode se

olimórficas.98

s hóspede

pramolecula

plinar que co

de, que são

ntes (não cov

amento das qu

em quatro fo

ínica e c mo

as residem a

er descrito pe

hospedeiro

r, tal como

obre aspectos

o mantidas u

valentes). As

uatro formas p

ormas polim

onoclínica, re

apenas no em

elo padrão d

o

referido na

s químicos, fí

unidas e org

suas fundaçõ

polimórficas da

órficas anidra

spectivamen

mpacotamen

de interacçõe

a Secção 1.

ísicos e bioló

ganizadas po

ões foram lan

a carbamazepi

as designad

te (Figura 1.

nto das unida

es fracas C H

1.2, é um

ógicos de esp

or interméd

nçadas há me

ina exibindo p

das Forma I,

.12). As difer

ades diméric

O que prev

domínio cie

pécies químic

io de intera

enos de 50 a

adrões

II, III e

renças

cas do

valece

ntífico

cas de

acções

nos e,



23

em 1987, os pioneiros nesta área Pedersen, Cram e Lehn foram galardoados com o Prémio Nobel da

Química. De acordo com uma definição proposta por Lehn, a Química supramolecular é “a Química

para além da molécula”.99 Ao serem colocadas em sistemas organizados, diferentes moléculas podem

actuar de uma forma cooperativa, de tal modo que a sua função expande se para além do plano

individual. Lehn realça ainda o papel de interacções não covalentes em Química supramolecular em

comparação com o papel desempenhado pelas interacções covalentes em química orgânica clássica.

As espécies supramoleculares são caracterizadas tanto pelo arranjo espacial dos seus

componentes, a sua arquitectura ou super estrutura, como pela natureza das ligações

intermoleculares que se estabelecem. Vários tipos de interacções podem ser distinguidos, de acordo

com diferentes graus de força, direccionalidade e dependência angular ou com a distância:

coordenação metal ião, forças electrostáticas, ligações de hidrogénio, interacções de van der Waals,

interacções doador aceitador, entre outras.100

O campo da Química supramolecular tem se diversificado enormemente incluindo complexos

de transferência de carga, mono e policamadas, micelas, vesículas, cristais líquidos, cocristais e

complexos de inclusão.101

Os compostos/complexos de inclusão são estruturas supramoleculares nas quais uma molécula

hóspede, ou pelo menos parte dela, está inserida na cavidade da molécula hospedeiro.

Frequentemente uma mistura entre interacções fracas e fortes determina as características da

inclusão. O hóspede pode ser uma entidade química, atómica ou molecular, desde um simples anião

orgânico até moléculas orgânicas complexas e de grandes dimensões. Por seu lado, o hospedeiro é

frequentemente uma molécula de grandes dimensões ou um agregado molecular que possui uma

abertura central ou cavidade de dimensões consideráveis. São exemplo de moléculas hospedeiras os

calixerenos, fulerenos, esferandos, dendrímeros, zeólitos, éteres em coroa e ciclodextrinas.101

A entidade molecular resultante do processo de inclusão pode ser denominada complexo ou

composto de inclusão, sendo que o termo complexo é mais apropriado para sistemas hóspede

hospedeiro em solução, uma vez que a característica mais importante deste sistema em solução é o

equilíbrio dissociação associação.102 Por sua vez, o sistema hóspede hospedeiro no estado sólido é

descrito por uma estrutura definida, pelo que o termo composto de inclusão é o mais adequado.

Sendo assim, o enquadramento científico deste tema na presente dissertação será feito no âmbito de

compostos de inclusão, uma vez que os sistemas hóspede hospedeiro foram estudados no estado

sólido.

As Ciclodextrinas (CDs) são uma classe importante de moléculas hospedeiras. Estes

oligosacarídeos são constituídos por unidades de D glicose, ligadas entre si por ligações glicosídicas

1,4. As ciclodextrinas mais vulgares possuem 6, 7 e 8 unidades de glicose e são normalmente

designadas por CD, CD e CD, respectivamente (Figura 1.13).
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Figura 1.13 – Fórmula molecular (esquerda) e esquemática (direita) da Ciclodextrina.103

Em consequência da ligação glicosídica 1,4 estabelecida e da conformação adoptada, as CDs

apresentam uma estrutura com a forma de um cone oco truncado (Figura 1.13). Os três grupos

hidroxilo por molécula de glicose estão localizados na parte externa, tornando as ciclodextrinas

solúveis em água. As suas estruturas cristalinas são dominadas por redes extensas de ligações de

hidrogénio cooperativas O H O. A cavidade molecular possui grupos C H e átomos de oxigénio

glicosídicos que unem as unidades de glicose, o que torna a cavidade parcialmente hidrofóbica.15

É reconhecido que as ligações de hidrogénio entre o hóspede e as paredes da cavidade das

ciclodextrinas desempenham um papel relevante na determinação da estrutura e propriedades dos

compostos de inclusão.63, 104 111 Em particular, ligações de hidrogénio do tipo C H O têm sido

observadas em vários compostos de inclusão em ciclodextrinas.14, 47, 56, 112 119

Um caso interessante neste domínio é o do complexo CD (2 Butin 1,4 diol) heptahidratado,114

no qual cada cavidade de CD contém uma molécula de 2 Butin 1,4 diol e duas moléculas de água

que possuem posições ordenadas e bem definidas (Figura 1.14).

Figura 1.14 – Contactos estabelecidos pela molécula hóspede 2 Butin 1,4 diol com a CD. Para além dos

contactos convencionais O O existem algumas interacções fracas: C H O e C H .114
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1.3.5. Agregados de água em materiais funcionais

A água, base da vida, desempenha um papel importante em muitos sistemas químicos e

biológicos.120, 121 Agregados de água e água em geometrias confinadas têm recebido cada vez mais

atenção devido ao avanço nas técnicas de tratamento de sistemas que envolvam ligações de

hidrogénio.122 A exploração das propriedades estruturais de pequenos agregados de água fornece a

chave para entender a água como um todo (“bulk water”), nos seus estados líquido e sólido, bem

como fenómenos de solvatação. Neste contexto, os poros e canais existentes em materiais como

zeólitos microporosos constituem recipientes ideais para estudar a natureza e comportamento das

nanogotas de água. É possível encontrar na literatura diversos exemplos de agregados de água

formados no interior de arranjos supramoleculares de natureza orgânica, inorgânica ou híbrida. A

estabilidade destas estruturas pouco usuais de agregados de água é justificada apenas pela existência

de ligações de hidrogénio entre as moléculas de água e grupos pertencentes ao cristal. Nas Figuras

1.15 e 1.16 encontram se representados dois exemplos de agregados constituídos por oito moléculas

de água encontrados no interior de um complexo supramolecular orgânico123 e do composto

Ce(dipic)2(H2O)3.4H2O (em que dipicH2 é o ácido dipicolínico),
124 respectivamente.

Figura 1.15 – Vista parcial segundo um eixo perpendicular às bicamadas de calix[4]resorcinareno. O agregado de

água é mostrado ao centro, com as ligações de hidrogénio representadas a tracejado.123 (cores: C – cinzento, O –

vermelho, H – branco, acetona – verde, oxigénios da H2O – azul)
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Figura 1.16 – a) rede unidimensional de “cadeiras” de água e b) octâmero centrossimétrico de água que inclui os

contactos por ligações de hidrogénio com os átomos de oxigénio do grupo carboxilato.124

A importância da modelação molecular no campo da química supramolecular é amplamente

reconhecida. Tal como esperado, existem inúmeros trabalhos na literatura relacionados com as

estruturas em fase gasosa de pequenos agregados de água ((H2O)n, geralmente com n<12) estudados

por intermédio de cálculos ab initio.125 127 No entanto, apenas alguns trabalhos tentam racionalizar a

formação de agregados de água em hóspedes orgânicos/inorgânicos/organometálicos cristalinos e em

espaços confinados,128, 129 deixando muito espaço a progresso.

Por seu lado, a espectroscopia vibracional constitui uma ferramenta poderosa no estudo das

propriedades de moléculas de água em espaços confinados.130 132 O confinamento (restrição espacial)

permite que as moléculas de água estejam envolvidas num esquema de ligações supramolecular com

um elevado grau de conectividade e a espectroscopia vibracional é particularmente sensível a

alterações nas ligações de hidrogénio estabelecidas entre as moléculas de água. Os trabalhos de Kim e

colaboradores ilustram bem a associação dos cálculos ab initio com a espectroscopia vibracional na

determinação da estrutura de agregados de água – desde os trabalhos iniciais com dímeros133

passando pelo decâmero134 e mais recentemente para agregados protonados com 21 e 22 moléculas

de água [H(H2O)n]
+.135 Ainda no âmbito deste tópico, de salientar um trabalho de Byl et. al. que avalia a

a)

b)
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estrutura de nanogotas no interior de nanotubos de carbono,136 evidenciando a importância de

métodos espectroscópicos conjugados com modelação computacional no estudo da estrutura e

características energéticas da água em espaços confinados.

1.4. Objectivos da dissertação

O trabalho apresentado pretende contribuir para o conhecimento e interpretação de

interacções intermoleculares fracas existentes em diversos tipos de sistemas, desde os mais simples

(compostos químicos com interesse farmacêutico), passando por compostos de inclusão em

ciclodextrinas e também por agregados de água encontrados nas estruturas cristalinas de materiais

funcionais. Dada a dificuldade em explorar detalhadamente este tipo de interacções em sistemas

muito complexos, procurou se estudar inicialmente sistemas mais simples e, progressivamente,

evoluir para o estudo de sistemas que representam um maior grau de dificuldade no que diz respeito à

investigação das interacções determinantes neles existentes.

Nos estudos realizados no âmbito desta dissertação, a espectroscopia vibracional foi utilizada

como fonte privilegiada de informação, pela sua sensibilidade às interacções em estudo. A análise e

interpretação dos resultados foram efectuadas com o auxílio da simulação computacional por

intermédio de cálculos DFT, os quais permitem a determinação de diversas propriedades afectadas

pela presença de ligações de hidrogénio C H O. Este tipo de cálculos tem desempenhado um papel

muito importante no estudo das interacções intermoleculares, tendo se revelado útil na previsão de

geometrias de complexos moleculares anteriores à sua determinação experimental. Para além destas

previsões geométricas, os cálculos DFT têm fornecido a dependência da distância e dos ângulos das

superfícies de energia potencial das interacções.

Assim, esta dissertação reúne estudos envolvendo sistemas simples como a Niclosamida,

Nitrofurantoína, misturas binárias de ácidos gordos (ácidos palmítico, mirístico, láurico, cáprico,

caprílico e esteárico), ácido trans 3 Hidroxicinâmico e 5 Fluorouracilo. Relativamente a sistemas de

maior complexidade, foram preparados diferentes compostos de inclusão em ciclodextrinas, utilizando

derivados do fenol (3 Metoxifenol, 2 Metoxifenol e 3 Metilfenol) como hóspedes e , e CD como

moléculas hospedeiras. Por último, efectuaram se alguns estudos, espectroscópicos e computacionais,

envolvendo materiais híbridos orgânicos inorgânicos com especial ênfase no estudo da natureza e

comportamento de agregados de água existentes nos poros e canais destes materiais.

A presente dissertação consta de nove Capítulos, incluindo este enquadramento científico, no

qual se pretende dar uma visão global do trabalho realizado, bem como descrever os objectivos mais

relevantes.
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Capítulo 2 – É de particular interesse para o enquadramento desta tese a relevância da utilização de

métodos espectroscópicos (nomeadamente as técnicas de espectroscopia de Raman – convencional e

SERS e Infravermelho) e computacionais (particularmente cálculos DFT). Por um lado, a espectroscopia

vibracional, nas suas várias vertentes, apresenta uma elevada sensibilidade no estudo de ligações de

hidrogénio pela capacidade que possui para detectar a associação de moléculas. Complementarmente,

a utilização de cálculos DFT permite obter informação relativa aos processos de auto associação

molecular por ligações de hidrogénio, em termos de energia e geometria.

Capítulo 3 – O sistema niclosamida é conhecido por apresentar transições pseudopolimórficas anidro

hidrato e, neste contexto, foram estudados os mecanismos de hidratação e desidratação destes

sistemas em diferentes condições experimentais, nomeadamente de temperatura e humidade.

Determinaram se igualmente os valores de humidade relativa crítica para os processos de hidratação e

desidratação.

Capítulo 4 – As duas formas anidras da Nitrofurantoína foram estudadas, do ponto de vista das

interacções intermoleculares existentes e foi efectuada a atribuição completa dos seus espectros

vibracionais (FT IR e Raman) usando a metodologia PiMM – Pares em Materiais Moleculares (sigla do

inglês Pairs in Molecular Materials). Adicionalmente, esta metodologia foi também parcialmente

aplicada na investigação dos diagramas de fase sólido líquido de misturas binárias de ácidos gordos

diferindo em 4 e 2 átomos de carbono na cadeia principal.

Capítulo 5 – A utilização combinada da espectroscopia vibracional, análise termogravimétrica e cálculos

DFT foi aplicada ao estudo dos compostos de inclusão de 3 Metoxifenol, 2 Metoxifenol e 3 Metilfenol

com , e CDs. As estequiometrias de inclusão foram determinadas por análise combinada de TG e

DSC e foram propostas possíveis geometrias de inclusão para os compostos em CD com base em

alterações espectroscópicas e em dados recolhidos da CSD (Cambridge Structural Database).

Capítulo 6 – Os compostos farmacêuticos 5 Fluorouracilo e ácido trans 3 Hidroxicinâmico foram

analisados por espectroscopia de Raman intensificada à superfície (SERS). Foram utilizadas duas técnicas

distintas, SERS em colóide e em eléctrodo, e os respectivos espectros analisados e interpretados com

base em cálculos do tipo DFT. Na interpretação dos resultados, foi dado particular ênfase ao mecanismo

de intensificação por transferência de carga e à forte intensificação da vibração 8a ( ring), característica

dos espectros SERS de compostos aromáticos.

Capítulo 7 – Vários materiais porosos híbridos orgânicos inorgânicos foram investigados por

espectroscopia de Raman, com a realização de estudos de deuteração e de baixas temperaturas.
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Adicionalmente, os agregados de água formados no interior do material (H2pip)3[Ge(hedp)2] 14(H2O)

foram investigados por cálculos DFT, por forma a determinar as estruturas mais estáveis e justificar a

invulgar conformação em cadeira centrossimétrica detectada neste composto.

Capítulo 8 – Neste Capítulo foi reunido o conjunto de considerações mais relevantes retiradas de cada

um dos capítulos anteriormente referidos. Foram igualmente sugeridos estudos de aprofundamento de

algumas questões e novas investigações suscitadas pelos trabalhos efectuados.

Capítulo 9 – A execução experimental foi descrita de forma pormenorizada, nomeadamente no que diz

respeito aos compostos e técnicas utilizadas bem como alguns métodos de análise e tratamento dos

dados obtidos.
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RESUMO

As técnicas experimentais que mais contribuem para o estudo das ligações de hidrogénio são a

espectroscopia vibracional, a difracção de raios X e a espectroscopia de ressonância magnética

nuclear. A espectroscopia vibracional apresenta uma elevada sensibilidade no estudo deste tipo de

interacção pela capacidade que possui para detectar a associação de moléculas. Numa perspectiva

complementar, a utilização de cálculos DFT permite obter informação referente aos processos de

auto associação molecular por ligações de hidrogénio, em termos de energia e geometria,

possibilitando assim uma caracterização completa da ligação em estudo.

A simulação computacional proporciona uma ligação estreita entre a teoria e a experiência. É

no entanto essencial reconhecer que a simulação computacional não substitui nem a teoria (em

termos de modelos interpretativos) nem a experiência laboratorial mas contribui em grande medida

para o avanço de ambas.

A utilização combinada de espectroscopias vibracionais e química computacional permite a

atribuição consistente das bandas que se observam no espectro dos compostos em estudo, uma vez

que as frequências calculadas para os modos normais (e intensidades relativas Raman e IV) podem ser

comparadas com os espectros experimentais. No estudo dos compostos de inclusão em ciclodextrinas,

a comparação do espectro vibracional do hóspede puro com o obtido para o composto hóspede

hospedeiro permite obter informações sobre as interacções estabelecidas no processo de inclusão.
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De entre os vários métodos aplicados à caracterização de ligações de hidrogénio, referidos na

Secção 1.2.1 do Capítulo 1, pretendeu se, neste estudo, evidenciar a aplicabilidade da utilização

combinada de espectroscopia vibracional e cálculos DFT. Mais especificamente, foram utilizadas, no

decorrer dos trabalhos de doutoramento que conduziram a esta dissertação, as técnicas de

espectroscopia de difusão de Raman (Raman e SERS), de absorção no Infravermelho, bem como

cálculos envolvendo a teoria do funcional de densidade (DFT).

2.1. Espectroscopia Vibracional

A espectroscopia vibracional permite obter informações detalhadas ao nível molecular e

supramolecular, podendo ser considerada uma fonte de conhecimento fundamental acerca da

estrutura das moléculas e materiais, bem como uma ferramenta analítica para a caracterização da

composição de amostras desconhecidas. De uma forma simples, a espectroscopia vibracional é uma

técnica de análise na qual se utiliza radiação electromagnética para avaliar o comportamento

vibracional das moléculas, observando se a absorção e/ou difusão da radiação incidente. Existem

actualmente três técnicas distintas para obter informações relativas a vibrações moleculares dos

sistemas em estudo: a espectroscopia de absorção no Infravermelho (vulgarmente designada por IR –

Infrared Spectroscopy), a espectroscopia de difusão de Raman e a espectroscopia de difusão inelástica

de neutrões (vulgarmente designada por INS – Inelastic Neutron Scattering), que apesar de se

relacionarem com as vibrações moleculares, apresentam mecanismos básicos distintos. O espectro

vibracional de uma determinada molécula é considerado como uma propriedade física única e por isso

mesmo, característica de cada molécula.

Quase todos os tipos de ligações de hidrogénio foram descobertos usando a técnica de

espectroscopia vibracional. A sua aplicabilidade varia deste as ligações mais fortes às mais fracas e

tanto em solução como no estado sólido.1

2.1.1. Técnicas de estudo

Apenas as técnicas de Infravermelho e Raman (mais especificamente FT IR e FT Raman, em que

FT – Fourier tranform) serão abordadas neste Capítulo, de forma a enquadrar os estudos realizados no

decorrer dos trabalhos de doutoramento.

A espectroscopia de Infravermelho resulta da absorção de radiação (uma vez que a energia

vibracional das moléculas pode variar até 60 kJ mol 1,2 a absorção de radiação ocorre na zona do

infravermelho) e é particularmente sensível a vibrações de grupos polares, como C=O, O H, C Cl e
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menos sensível a vibrações envolvendo ligações homonucleares. É necessário que haja uma oscilação

do momento dipolar eléctrico da molécula, como consequência do seu movimento vibracional, para

que ocorra a absorção da radiação. Tendo em conta que em espectroscopia vibracional se consideram

as transições entre estados vibracionais quantizados, é possível afirmar que o espectro de absorção no

infravermelho é obtido quando a radiação incidente na amostra possui uma componente com

frequência correspondente a uma transição entre dois níveis vibracionais. São várias as técnicas

utilizadas em espectroscopia de Infravermelho, nomeadamente a espectroscopia de absorção

(varrimento contínuo e FT) e a espectroscopia de Reflexão, na qual se incluem a Reflectância Difusa

(Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform, DRIFT na sigla em inglês) e a Reflexão Total Atenuada

(Attenuated Total Reflectance, ATR na sigla em inglês). Na espectroscopia de absorção, os fotões da

radiação electromagnética são absorvidos pela molécula quando possuem energia correspondente à

diferença entre o estado fundamental e um nível excitado. Após a absorção, a molécula volta para o

estado fundamental, relaxando a energia para a rede. Por seu lado, a espectroscopia de Reflexão

Interna ou Reflectância total atenuada (ATR) baseia se no facto de ocorrer uma reflexão quando um

feixe de radiação passa de um meio mais denso (cristal de diamante), para um meio menos denso, a

amostra. A fracção de feixe que é reflectida aumenta com o aumento do ângulo de incidência, de tal

modo que para um determinado ângulo crítico, a reflexão é total. Quando a amostra absorve o feixe

(no ponto de reflexão), ocorre o enfraquecimento deste a comprimentos de onda correspondentes às

bandas de absorção no infravermelho. Esta técnica é utilizada na obtenção de espectros de

infravermelho de amostras que não possam ser analisadas por técnicas normais, nomeadamente por

apresentarem problemas de saturação.

Por outro lado, a espectroscopia de Raman baseia se no fenómeno da difusão de radiação,

como resultado da colisão inelástica entre o fotão da radiação incidente e a molécula, usualmente na

zona visível do espectro, sendo particularmente sensível a vibrações de grupos com nuvens

electrónicas facilmente polarizáveis, como por exemplo nuvens de ligações C=C e C C. A

espectroscopia de Raman é uma técnica muito mais recente que a espectroscopia de infravermelho,

existindo igualmente diversas técnicas variantes, entre elas Ressonância Raman (Raman Resonance,

RR na sigla em inglês), espectroscopia de Raman intensificada à superfície (Surface enhanced Raman

Spectroscopy, SERS na sigla em inglês) e espectroscopia de Raman coerente anti Stokes (Coherent anti

Stokes Raman Spectroscopy, CARS na sigla em inglês). Na base desta técnica está o efeito previsto

teoricamente pelo físico austríaco Adolf Smekal (1895 1959) e demonstrado experimentalmente pelo

físico indiano C. V. Raman em 1928 e que mereceu a este último a atribuição do prémio Nobel da

Física em 1930. Quando se faz incidir radiação monocromática numa amostra, a maior parte da luz

difundida possui a mesma frequência que a radiação incidente na amostra. Este efeito, denominado

“efeito de Rayleigh”, pode ser explicado com base numa colisão elástica entre o fotão incidente e a
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molécula, com a consequente obtenção de um fotão difundido com frequência igual à do incidente.

No entanto, Raman observou que para uma pequena fracção da luz difundida (cerca de 1 em cada 107

fotões) verificava se uma alteração da frequência, processo que actualmente se designa de “efeito de

Raman”. Esta diferença nas frequências pode ser explicada por uma colisão inelástica entre o fotão e a

molécula, com a obtenção de um fotão difundido com frequência diferente da do fotão incidente. São

precisamente estes processos de colisão inelástica entre o fotão e a amostra que dão origem às

bandas de Raman. A probabilidade de colisão inelástica é proporcional à polarizabilidade das

moléculas (para que um determinado modo vibracional seja activo em Raman, a polarizabilidade da

molécula deve variar no decorrer da vibração) e a radiação difundida de forma inelástica sai com

energia inferior ou superior (consoante seja difusão Stokes ou anti Stokes) à da radiação incidente.

Tendo em conta que cada molécula tem uma estrutura de ligação única, a radiação difundida exibe um

padrão único de desvios de energia no espectro de cada tipo de molécula. Assim sendo, ao analisar o

espectro vibracional podemos extrair informação relativa à composição química da amostra em

estudo.

O efeito de Raman de um composto adsorvido ou mesmo nas proximidades (poucos ) de uma

superfície metálica estruturada pode ser maior do que o mesmo efeito em solução, num factor que

pode variar entre 103 106 e está na origem da espectroscopia de Raman intensificada à superfície

(SERS). Este efeito de Raman intensificado à superfície é mais forte na prata, mas é igualmente

observado em átomos de ouro e cobre. Existem dois mecanismos principais que explicam esta

intensificação do sinal de Raman: o mecanismo electromagnético (Electromagnetic mechanism, sigla

em inglês EM) e o mecanismo químico ou de transferência de carga (Charge transfer, sigla em inglês

CT). O mecanismo EM baseia se na proximidade entre a molécula e uma superfície metálica que actua

como uma estrutura que absorve fotões, armazenando e localizando a sua energia na superfície,

aumentando desta forma a intensidade do campo electromagnético nas proximidades. Por seu lado, o

mecanismo CT explica a intensificação com base na formação de complexos de transferência de carga

entre o metal e o adsorbato. As vantagens da espectroscopia SERS em relação à espectroscopia Raman

são a sua elevada selectividade superficial e sensibilidade, revelando se apropriada para estudo de

superfícies.

2.1.2. Aplicação ao estudo de Ligações de Hidrogénio

Tendo em conta que as vibrações moleculares são muito sensíveis à força e ao tipo de ligação

química existente, as técnicas de espectroscopia vibracional são úteis não apenas para identificar

moléculas mas também para estudar interacções intra e intermoleculares e fornecer algumas

informações quanto a possíveis estruturas moleculares.
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O tempo tem demonstrado que apenas definições gerais e flexíveis do termo “ligação de

hidrogénio” podem fazer justiça à complexidade e variabilidade química do fenómeno observado, que

inclui interacções fortes e fracas, assim como inter ou intramoleculares. Para além das definições

químicas gerais do termo ligação de hidrogénio, existem muitas outras definições mais específicas,

normalmente baseadas em propriedades estudadas por uma determinada técnica. Além da

espectroscopia vibracional, outras técnicas experimentais, tais como Difracção de raios X e

Ressonância Magnética Nuclear (RMN), podem ser utilizadas para verificar a ocorrência de interacções

intermoleculares em fase condensada pela capacidade que também possuem para detectar a

associação de moléculas. Estas técnicas utilizam a radiação electromagnética como perturbação e

simultaneamente como sonda das alterações produzidas de forma a extrair informações precisas

sobre a estrutura molecular. No entanto, é de referir que a espectroscopia vibracional é a técnica

experimental de eleição quando se pretende detectar a presença de ligações de hidrogénio,1

particularmente em sistemas em fase líquida, podendo se obter informações estruturais e/ou

energéticas de vários complexos em ligação de hidrogénio.

Embora uma vibração normal envolva, em geral, todos os átomos de uma molécula, alguns

modos vibracionais como a elongação da ligação O H, a elongação de grupos CH2 ou a elongação da

ligação C N aparecem sempre aproximadamente na mesma região no espectro vibracional de

compostos diferentes. Estes modos vibracionais característicos vibrações com a contribuição

dominante de apenas uma ligação ou grupo de ligações que apresentam frequências de vibração

específicas, denominadas frequências de grupo são portanto utilizados na identificação de grupos

funcionais específicos presentes na molécula, bem como na detecção e interpretação de qualquer

alteração que ocorra nas ligações ou no ambiente químico destes grupos. A existência deste tipo de

vibrações revela se conveniente no estudo de ligações de hidrogénio, uma vez que ao ser estabelecida

uma interacção por ligações de hidrogénio, as vibrações dos fragmentos envolvidos na interacção

A H B são perturbadas, o que significa que o perfil, posição e intensidade das bandas dos modos

vibracionais que incluem os átomos directamente envolvidos A, H e B podem alterar se. Esta é a

base que justifica o uso generalizado da espectroscopia vibracional no estudo e caracterização de

ligações de hidrogénio e por isso não é de surpreender que tenha surgido uma classificação baseada

nesta técnica. O espectro de um sistema com ligações de hidrogénio pode ser reconhecido pelos seus

picos na região do infravermelho: são largos, intensos e deslocados relativamente ao sistema que não

possui ligações de hidrogénio.

A técnica de espectroscopia vibracional é reconhecida como uma ferramenta extremamente

sensível na observação dos efeitos mais característicos da presença de uma ligação de hidrogénio

desde 1933,3 através da observação de desvios de frequência da banda de elongação A H ( A H),

registados nos trabalhos de Liddel,4 Hendricks
5 e colaboradores. Tendo em conta que é a ligação
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existente entre dois átomos que funciona como sonda, a observação de desvios em relação às

frequências de vibração do grupo isolado A H evidenciava a presença de ligações de hidrogénio. No

entanto, à medida que a técnica e a experiência evoluíram, alterações na banda de deformação

angular R A H (embora menos evidentes que as verificadas na correspondente banda de elongação)

bem como o aparecimento na região do infravermelho distante (200 10 cm 1)3 de novas bandas de

baixa frequência que envolvem a elongação H B e as deformações angulares A H B C, passaram

também a ser considerados indícios da presença de ligações de hidrogénio.

À semelhança das alterações verificadas nas vibrações que envolvem o grupo doador de protão

(A H), também as vibrações que envolvem o grupo aceitador de protão (B) podem sofrer alterações,

uma vez que a densidade electrónica à volta desse grupo é alterado como resultado da formação da

ligação de hidrogénio. No caso de ligações de hidrogénio fracas que envolvam aceitadores do tipo

carbonilo, determinadas alterações no modo de elongação desse grupo são consideradas indícios da

presença de ligação de hidrogénio com consequente atribuição a grupos carbonilo livres e em ligação

de hidrogénio.

Diferentes tipos de ligações de hidrogénio afectam os modos vibracionais dos grupos envolvidos

de maneiras distintas, sendo que a aplicabilidade da espectroscopia vibracional estende se desde as

ligações de hidrogénio fortes até às mais fracas. No caso de ligações de hidrogénio fortes, a sua

formação perturba vários modos vibracionais, particularmente a elongação A H e deformação angular

R A H. Por outro lado, as ligações de hidrogénio fracas são normalmente detectadas pela banda de

elongação A H, uma vez que os efeitos da sua presença nos outros modos de vibração são

frequentemente imperceptíveis ou podem ser confundidos com outros efeitos.6 A detecção dos

efeitos que as ligações de hidrogénio fracas provocam no espectro vibracional nem sempre é tão

evidente como no caso das ligações de hidrogénio fortes e estes podem mesmo ser diferentes

consoante os tipos de doadores e aceitadores envolvidos nas ligações de hidrogénio fracas. Como

exemplo, a frequência de elongação do oscilador C H quando envolvido em ligações de hidrogénio do

tipo C H O pode ser desviada para menores ou maiores frequências, dependendo da natureza do

doador C H. Outro aspecto a considerar é a dificuldade que por vezes existe em distinguir entre efeitos

intra e intermoleculares com base no espectro vibracional, como ilustrado no caso dos alcoóis7 nos

quais a frequência de elongação do O H “livre” varia mais de 10 cm 1 entre os diferentes confórmeros

devido ao ambiente intramolecular distinto sentido pelas moléculas.
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2.1.3. Propriedades vibracionais da ligação de Hidrogénio

BANDA DE ELONGAÇÃO A H

A formação de uma ligação de hidrogénio afecta os modos vibracionais dos grupos envolvidos

de diversas formas. As propriedades da banda de elongação A H de sistemas que envolvam ligações de

hidrogénio têm sido amplamente estudadas nos últimos anos,8 uma vez que apresentam as

características mais facilmente associadas à presença deste tipo de ligação, observáveis quer por

espectroscopia de infravermelho quer por espectroscopia de Raman. O desvio da frequência de

elongação A H para menores ou maiores valores, dependendo da natureza da ligação de hidrogénio

que se forma, é tanto mais acentuado quanto mais forte for a ligação estabelecida. Para ligações do

tipo O H O, verificam se desvios absolutos de 100 a 150 cm 1 em relação à frequência de vibração do

grupo O H,9 enquanto no caso das ligações C H O os desvios poderão ser de apenas 20 cm 1 ou até

inferiores10 em relação à frequência de vibração do grupo C H, dependendo da força estabelecida

nesse contacto.

Comportamentos caracterizados pelo aumento da largura bem como da intensidade da banda

de elongação A H (efeitos interdependentes em certos casos11), são igualmente importantes no

estudo da formação de uma ligação de hidrogénio. Estas características podem mesmo ser

consideradas como melhores indicadores que o desvio da banda de elongação A H. Por exemplo,

existem casos de ligações de hidrogénio do tipo C H O nos quais o desvio da banda de elongação A H

é de difícil detecção enquanto a intensidade da banda aumenta consideravelmente.12 Comportamento

semelhante e bem documentado é exibido pelo clorofórmio em alguns sistemas clorofórmio

solventes, nos quais se verificou que a banda de elongação C D (D – deutério) alarga e intensifica se

mas não sofre desvios. Huggins e Pimentel estabeleceram que a frequência da banda de elongação C D

do clorofórmio deuterado é a mesma em CCl4 (solvente de van der Waals ou solvente neutro) e em

acetona (solvente aceitador de protão)13 mas a área integrada aumenta mais de 10 vezes no segundo

caso.14 Neste estudo recorreu se à utilização da banda de elongação C D do doador de protão, uma

vez que a frequência de elongação C D apresenta valores inferiores ao da frequência de elongação

C H, tornando se possível diferenciar esta banda de outras bandas C H.

PARÂMETROS ESTRUTURAIS, ENERGÉTICOS E VIBRACIONAIS DA LIGAÇÃO A H

O movimento dos átomos de hidrogénio é maior que o movimento dos átomos mais pesados

aos quais está covalentemente ligado. A formação de uma ligação de hidrogénio restringe o grau de

movimento vibracional, uma vez que o átomo de hidrogénio estabelece duas ligações em vez de uma.
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Sendo assim, a medida da vibração da ligação A H é um critério sensível de formação e força de

ligações de hidrogénio.

É possível estabelecer dois tipos de correlações com os parâmetros observados num espectro

vibracional, nomeadamente a correlação entre parâmetros vibracionais e estruturais e entre

parâmetros vibracionais e energéticos, estabelecidos para vários tipos de ligações de hidrogénio.3

Correlações entre o valor da frequência de elongação da ligação A H e as distâncias A B são muito

comuns. Por exemplo, para as ligações de hidrogénio fortes, O H O, Gilli et al.15 estabeleceram uma

correlação entre a distância O O e O H. Também é possível encontrar na literatura relações idênticas

para o caso das ligações de hidrogénio mais fracas, por exemplo entre o doador C C H e os

aceitadores O,16 N,17 e C=C.18 No entanto, dependendo dos grupos envolvidos, a frequência de

elongação A H é diferente e por isso gera a sua própria correlação sendo, deste modo, mais relevante

correlacionar a diferença entre o valor da A H quando o grupo A H está livre e quando está ligado

( A H) com a distância H B. A grandeza A H aumenta sistematicamente com a diminuição da

distância H B (ou A B), tendo sido proposta uma correlação ( A H= (H B)) aproximadamente

válida para diferentes tipos de ligações de hidrogénio. Com base num determinado conjunto de

diferentes estruturas orgânicas e inorgânicas, estabeleceu se que

(2.1)

em que a frequência de elongação A H é expressa em cm 1 e a distância d em nm.19 Do mesmo modo,

foi igualmente estabelecida uma correlação entre parâmetros espectrais e entalpia de formação ( H)

para a ligação de hidrogénio O H O.19

No que diz respeito às correlações estabelecidas entre parâmetros espectrais e energéticos,

estas foram inicialmente propostas por Badger e Bauer em 193720 e têm sido continuamente revistas

por vários autores.6 A largura e a intensidade da banda aumentam fortemente aquando da formação

de uma ligação de hidrogénio, e este efeito é normalmente considerado como mais fiável que o desvio

para o vermelho da banda A H. Em alguns casos de ligações do tipo C H O a grandeza A H é difícil de

determinar, enquanto o aumento de I( A H) é facilmente detectado.12 Iogansen21 estabeleceu em 1999

a correlação entre o aumento da intensidade (I) da banda de elongação A H e a entalpia de formação

de ligações de hidrogénio, considerando como medida da intensificação da banda a quantidade ( I
½),

tendo obtido a seguinte relação: H=12.2 I
½, que considera ser aplicável a diferentes tipos de ligações

de hidrogénio. No entanto, outros autores22 sugerem que não existe uma explicação teórica razoável

para esta relação. Todas estas correlações representam apenas tendências e não devem ser encaradas

como leis restritivas, existindo diversos exemplos que demonstram precisamente o carácter não

limitativo destas relações.23
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De uma forma resumida, quando comparamos o espectro de IV ou de Raman de um grupo

R A H “livre” e R A H B em ligação de hidrogénio, a formação da ligação de hidrogénio pode ter

várias manifestações, entre elas:

1) A frequência de elongação da ligação A H ( A H) é reduzida;

2) A largura da banda A H aumenta;

3) A intensidade da banda A H aumenta;

4) A frequência da vibração da deformação do grupo R A H aumenta.

Para ligações de hidrogénio fortes, pode surgir uma nova banda na região do infravermelho

longínquo para a elongação H B. Os desvios batocrómicos (ou desvio para o vermelho) da vibração

A H são geralmente aceites como um critério para a formação de ligações de hidrogénio. Embora este

tipo de desvios seja observado frequentemente em ligações convencionais, no caso das ligações

fracas, estes desvios são apenas observados para sistemas C H O devidamente activados. Para as

ligações fracas, os desvios espectroscópicos observados são considerados indicadores mais fidedignos

da formação de ligações de hidrogénio do que alterações na distância de separação H B. No entanto,

a ausência de um desvio no espectro vibracional não indica, por si só, a ausência de ligações de

hidrogénio.

2.1.4. Estudo de interacções hóspede hospedeiro

A espectroscopia vibracional é uma importante ferramenta complementar da difracção de

raios X na caracterização estrutural de materiais, incluindo compostos supramoleculares, revelando se

útil na identificação de compostos de inclusão no estado sólido.24, 25

Desvios ou variações de intensidade em determinadas bandas do espectro vibracional do

hóspede podem ser indicativas da presença de interacções hóspede hospedeiro e de determinadas

características estruturais resultantes da inclusão, uma vez que o processo de inclusão molecular

implica modificações estruturais da ciclodextrina e do hóspede. Consequentemente, as

espectroscopias vibracionais de infravermelho e de Raman constituem métodos experimentais que

podem ser aplicados com sucesso ao estudo de compostos de inclusão no estado sólido.24 26

Na maioria dos casos, a proporção hospedeiro/hóspede é muito elevada e, consequentemente,

as bandas características das CDs nos espectros de infravermelho (especialmente envolvendo grupos

hidroxilo) são dificilmente influenciadas pela interacção com o hóspede. Por outro lado, algumas

bandas do hóspede que poderão ser afectadas pela inclusão a um nível molecular (tanto nos valores

de número de onda como nas intensidades relativamente à molécula não complexada27 30) estão
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disfarçadas pela presença de bandas intensas atribuídas às ciclodextrinas.31 Sendo assim, os estudos

de espectroscopia de infravermelho de compostos de inclusão envolvem, na sua maioria, apenas

moléculas hóspede que contêm o grupo carbonilo, uma vez que este grupo possui uma banda de

elongação de elevada intensidade, que é bastante sensível a ligações de hidrogénio.25

Quando uma molécula é incluída na cavidade de uma ciclodextrina, é fixada por ligações de

hidrogénio e forças de van der Waals. A espectroscopia de Raman é extremamente útil na detecção

deste tipo de interacções e uma boa técnica de análise dos efeitos do processo de inclusão nas

moléculas hóspede. A formação de compostos de inclusão pode ser detectada através da

monitorização de desvios de determinados modos vibracionais relevantes, tais como ligações C=C, C=O

e C H aromáticas.24, 27, 30, 32 39 Existem diversas regiões no espectro de Raman das ciclodextrinas que se

encontram livres de bandas. Ao seleccionar moléculas hóspede com bandas relevantes nestas

“janelas” espectrais, é possível estudar as vibrações da molécula hóspede sem interferência da

ciclodextrina.

2.2. Métodos Computacionais

“Today we live in a world where everything from the chairs we sit in, to the cars we drive are

firstly designed by computer simulation and then built. There is no reason why chemistry should not be

part of such a world, and why it should not be seen to be part of such a world by chemistry

undergraduates.”
40

Alan Hinchliffe

Os cálculos de orbitais moleculares do tipo ab initio (“por primeiros princípios”) têm

desempenhado um papel importante no estudo das interacções intermoleculares. Estes cálculos têm

tido sucesso na previsão de geometrias de complexos moleculares antes mesmo das suas

determinações experimentais. Para além destas previsões geométricas, os cálculos ab initio têm

também fornecido a dependência angular e com a distância das superfícies de energia potencial da

interacção, energias de activação, análise conformacional, propriedades espectroscópicas, entre

outros. Apresentam no entanto algumas desvantagens, tais como o facto da qualidade dos resultados

ser dependente da escolha do método (normalmente referido como o nível de teoria) e da base de

cálculo, de considerarem apenas moléculas isoladas não incluindo deste modo efeitos devido ao

ambiente e de serem muito exigentes em termos computacionais.
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FUNDAMENTOS TEÓRICOS

No campo da química computacional desenvolveram se duas abordagens conceptualmente

diferentes relacionadas com a estrutura e associações de moléculas. A abordagem mais simples é a

denominada mecânica molecular (baseada em princípios da Mecânica Clássica) na qual se considera

cada átomo como uma esfera rígida e cada ligação química como um oscilador harmónico. Em todos

os métodos de mecânica molecular, os parâmetros associados aos osciladores são determinados

experimentalmente para cada tipo de átomo e cada tipo de ligação (parametrização). Esta abordagem

apresenta algumas limitações, uma vez que todos os resultados estão condicionados pela

parametrização e portanto não é possível a obtenção de resultados que não estejam previstos e nem

sempre é possível obter um conjunto consistente de dados experimentais que permitam a

parametrização mais correcta.

Os problemas evidenciados pela mecânica molecular podem ser ultrapassados através da

segunda abordagem, composta por cálculos de mecânica quântica, também denominados cálculos de

estrutura electrónica, dos quais são parte integrante os cálculos ab initio. Neste caso, não há

necessidade de conhecer previamente as propriedades do sistema em estudo, já que o método

assume uma abordagem que tem por base a equação de Schrödinger para o sistema em estudo. A

equação de Schrödinger descreve qualquer sistema atómico/molecular a partir das posições dos

átomos e constantes fundamentais (como a carga e a massa dos electrões). Os cálculos ab initio

permitem obter uma configuração geométrica de equilíbrio a partir da geometria inicial, através da

variação sistematizada de parâmetros estruturais, tais como o comprimento e ângulos de ligação e

diedros. Os cálculos mecânico quânticos que utilizam esta abordagem podem dividir se em dois

grupos, os métodos da Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory, sigla em inglês

DFT) e os métodos do Campo Autocoerente (Self consistent Field, sigla em inglês SCF).41 A principal

diferença entre estas duas teorias consiste no modo de descrever as propriedades electrónicas.

Enquanto os métodos de SCF optimizam uma função de onda, os de DFT optimizam uma densidade

electrónica.

Um método de Campo Autocoerente, no qual todos os outros se baseiam, é o método de

Hartree Fock (HF), que considera que cada electrão se move num campo definido pela densidade

electrónica média dos restantes, permitindo o cálculo das orbitais moleculares de uma forma mais

rápida. Esta aproximação ignora a interacção entre os electrões que ocupam a mesma orbital,

designada por correlação electrónica (podendo dar origem à previsão de distâncias de ligação

demasiado curtas e ângulos demasiado fechados). Embora seja impossível determinar com exactidão a

correlação electrónica, existem métodos pós HF, para os quais os efeitos de correlação electrónica são

incluídos. Entre os vários métodos destacam se os métodos Møller Plesset de ordem n (MPn),
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baseados na teoria das perturbações. Uma boa estimativa com um custo computacional aceitável é

fornecida pela perturbação de segunda ordem, MP2.41

Os métodos de DFT representam uma alternativa viável à resolução da equação de Schrödinger

através da função de onda, baseando se na determinação da energia como funcional da densidade

electrónica, assumindo que o conhecimento da densidade electrónica é suficiente para determinar

todas as propriedades moleculares. Quando a energia de troca e correlação é parcialmente tratada ao

nível Hartree Fock, surgem os chamados métodos híbridos que têm vindo a tornar se cada vez mais

populares. Um dos funcionais híbridos mais frequentemente utilizado actualmente é o B3LYP

(utilização do potencial de permuta de Becke
42 com três parâmetros e o funcional de correlação de

Lee, Yang e Parr).43 A vantagem deste método reside no facto de, em certos casos, não se revelar

necessária a utilização de bases muito exigentes, reduzindo substancialmente o custo computacional

envolvido.

A descrição matemática das orbitais atómicas, base de cálculo, condiciona fortemente a

qualidade dos resultados obtidos com os cálculos mecânico quânticos. As funções que melhor

descrevem o sistema atómico são as funções de Slater, embora dêem origem a integrais de difícil

computação. As funções gaussianas permitem um tratamento matemático mais rápido mas não

descrevem bem a densidade electrónica na região do núcleo e para grandes distâncias. Deste modo, a

solução mais frequente é a utilização de um conjunto de bases padrão que descrevem as funções de

Slater em termos de combinações lineares de funções gaussianas (por exemplo: STO 3G orbital do

tipo Slater construída com três gaussianas).

Os métodos teóricos modernos são bastante diversos e por isso, na selecção de um

determinado método, é necessário ter em conta muitos factores, que incluem as características

moleculares em estudo e a precisão desejada, bem como o tempo e o custo computacional envolvido.

Os factores mais importantes que influenciam a precisão de um cálculo são o nível de teoria e a

escolha de uma base adequada. A dimensão de um conjunto de bases padrão pode ser aumentada

pelo desdobramento das orbitais de valência. Por exemplo, no conjunto de base 6 31G são utilizados

três conjuntos de funções gaussianas para descrever a estrutura dos átomos. A primeira é uma

contracção de 6 gaussianas primitivas que descrevem as camadas internas; a segunda função é obtida

pela contracção de 3 gaussianas primitivas e a terceira é uma função gaussiana não contraída (o

número 6 indica o número de gaussianas para as camadas internas e o termo 31 a composição da

camada de valência). As bases com desdobramento de orbitais de valência permitem a variação do

tamanho da orbital mas não permitem a variação da forma. Uma maneira de ultrapassar esta

limitação é a inclusão de funções de polarização44 que permitem melhorar a descrição das

distribuições electrónicas em torno de um átomo (exemplos: 6 31G* na qual funções d são

adicionadas aos átomos mais pesados e 6 31G** na qual funções p são também adicionadas aos
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átomos de hidrogénio). Por outro lado, também é possível a inclusão de funções difusas,

particularmente importantes na descrição de sistemas com excesso de electrões, moléculas em

estados electrónicos excitados e em estados ionizados (6 31+G*, função difusa adicionada aos átomos

mais pesados e 6 31++G*, função difusa também adicionada aos átomos de hidrogénio).

Para cálculos que envolvam duas ou mais moléculas é necessário ter em conta o erro de

sobreposição de bases (Basis Set Superposition Error, sigla em inglês BSSE) que advém do facto de o

conjunto de bases utilizado nunca ser um conjunto completo. Deste modo, as funções de base de uma

molécula contribuem para a descrição electrónica de outra e vice versa. Uma das formas mais comuns

de corrigir este erro é através da utilização do método de contra peso, no qual se compara a energia

das moléculas isoladas com e sem as funções de base da molécula vizinha.

De entre as várias aproximações desenvolvidas no sentido de reduzir o tempo de cálculo sem

perda de qualidade de resultados, salienta se o método dos “potenciais eficazes do cerne”, também

designado por “pseudo potenciais”. Neste método, os electrões das camadas internas são substituídos

por um potencial que simula a sua influência sobre os electrões de valência. Este método é

particularmente importante para átomos de elevado número atómico, pois além de permitir uma

redução significativa do tempo de cálculo (reduz o número de electrões), fornece uma forma elegante

de incluir os efeitos relativísticos, muito importantes nestes átomos. As bases LanL2MB e LanL2DZ, por

exemplo, utilizam “pseudo potenciais” para simular o cerne de átomos com número atómico igual ou

superior ao do sódio.

Têm sido continuamente desenvolvidas tentativas, por parte de alguns autores, de desenvolver

métodos híbridos de mecânica molecular e mecânica quântica como forma de ultrapassar as

dificuldades inerentes à dimensão dos sistemas. Nesta aproximação, são estabelecidas duas ou mais

camadas de átomos com diferentes níveis de cálculo, na qual os fragmentos relevantes de um sistema

em estudo são descritos em termos de mecânica quântica enquanto os restantes são descritos por

mecânica molecular. O método de camadas de Morokuma,45 47 designado por ONIOM (Our own n

layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics) é dos mais populares de entre os

métodos híbridos, apresentando, no entanto, algumas limitações relacionadas com a convergência na

optimização da geometria.

2.2.1. Aplicação ao estudo de Ligações de Hidrogénio

Os cálculos ab initio das propriedades de complexos formados por ligações de hidrogénio

complementam e muitas vezes são uma extensão dos resultados experimentais obtidos no

laboratório. Uma vez que as curvas de energia potencial dos complexos formados por ligações de

hidrogénio são pouco profundas, pequenas alterações de energia correspondem a grandes alterações
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nas distâncias e ângulos de ligação. De forma a alcançar geometrias de equilíbrio exactas, são

necessários métodos e conjuntos de bases de nível superior aos necessários para sistemas de tamanho

semelhante que apenas apresentem ligações covalentes. As propriedades moleculares calculadas por

métodos ab initio incluem geometria, energias electrónicas e frequências vibracionais.

A interpretação do espectro vibracional baseada unicamente em dados experimentais pode ser

problemática, uma vez que a atribuição das bandas observadas experimentalmente a vibrações

específicas não é directa e muitas vezes torna se ambígua. Uma atribuição consistente das bandas

observadas experimentalmente e um consequente conhecimento detalhado da estrutura geométrica

e electrónica do sistema, apenas podem ser efectuados através de uma comparação minuciosa com os

espectros calculados. Nos últimos 20 anos, os métodos de química quântica têm sido desenvolvidos de

forma bastante satisfatória. Recentemente foi demonstrado que os métodos de DFT constituem uma

poderosa alternativa computacional aos métodos de química quântica convencionais, uma vez que

exigem muito menos esforço computacional e têm em consideração correlações electrónicas

adicionais, tal como mencionado anteriormente.

Os cálculos teóricos do tipo ab initio fornecem informações relevantes acerca das alterações

energéticas e variações estruturais que ocorrem aquando da formação de uma ligação de hidrogénio.

Este tipo de cálculos permite a determinação de propriedades moleculares importantes tais como as

frequências e intensidades vibracionais.22 Através da análise das orbitais de ligações naturais48, 49 é

possível obter parâmetros relacionados com a distribuição de populações, tais como carga atómica e

variações da distribuição de carga, energias de interacção e respectivas ordens de ligação de Wiberg,

que assumem também um papel importante no estudo de ligações de hidrogénio.

Os métodos DFT e MPn (descritos na Secção 2.2) são os mais indicados no estudo das ligações

de hidrogénio, uma vez que, sendo consideradas interacções fracas, é necessário contabilizar a

correlação electrónica. Actualmente, os métodos híbridos B3LYP são os mais utilizados, produzindo

resultados mais vantajosos tanto do ponto de vista da qualidade, como em termos de exigência

computacional, comprovado num estudo efectuado sobre a formação de complexos de pequenas

moléculas com a água, através de ligações de hidrogénio.50

Os cálculos ab initio podem também ser utilizados na modelação molecular de compostos de

inclusão em ciclodextrinas,51 53 possibilitando se assim a determinação de parâmetros energéticos e

geométricos associados ao processo de inclusão. A investigação do perfil energético dos modos

preferenciais de inclusão,53 60 bem como das possíveis interacções hóspede hospedeiro, específicas e

não específicas27, 32, 36, 61 65 são alguns dos exemplos da aplicabilidade dos cálculos ab initio na área das

ciclodextrinas.

Actualmente, uma das aplicações mais frequentes dos cálculos ab initio é o cálculo teórico de

frequências de vibração. Esta aplicação permite que os cálculos sejam utilizados como uma ferramenta
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de análise e interpretação dos espectros vibracionais, por comparação do espectro vibracional

previsto teoricamente com o obtido experimentalmente. Erros nas constantes de força calculadas (e

consequentemente nas frequências) surgem devido a imprecisões no cálculo da energia electrónica.

Uma segunda fonte de erro está relacionada com a anarmonicidade dos osciladores reais. Apesar dos

cálculos ab initio das forças entre monómeros em função da distância “imitarem” uma curva de

energia potencial anarmónica, as frequências calculadas são harmónicas. Uma vez que as constantes

de anarmonicidade para a maioria dos complexos formados por ligações de hidrogénio são

desconhecidas, uma estratégia de resolução consiste em aplicar um factor de compensação (obtido

por cálculos adicionais do complexo ou por comparação entre valores teóricos e experimentais)

aplicado às frequências harmónicas da molécula em estudo. Assume se que estes factores de escala

podem ser transferidos entre compostos e são aplicados uniformemente ao longo de todo o espectro.

Como já referido anteriormente, os cálculos ab initio consideram apenas moléculas isoladas e

portanto não incluem efeitos devido ao ambiente químico. Deste modo, as frequências vibracionais

calculadas para a molécula isolada não descrevem adequadamente os espectros vibracionais de

sistemas sólidos, principalmente se na estrutura cristalina destes existiram interacções

intermoleculares fortes. Neste contexto será discutida a implementação da metodologia PiMM (Pares

em materiais moleculares), proposta pelo grupo de investigação do Professor Paulo Ribeiro Claro.66
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RESUMO

A espectroscopia de Raman é considerada uma técnica com elevado potencial na quantificação

de formas polimórficas e pseudopolimórficas em amostras cristalinas, particularmente relevante na

área das ciências farmacêuticas. Neste contexto, foram estudadas as transformações

pseudopolimórficas anidro hidrato do sistema Niclosamida (NC), quando exposto a diferentes

condições experimentais.

A espectroscopia FT Raman foi aplicada para quantificar as formas anidra e hidratada dos

cristais de NC, principalmente devido à sua elevada sensibilidade na detecção das interacções

intermoleculares fortes presentes neste sistema. As amostras foram expostas a condições de

humidade relativa bem definidas durante diferentes períodos de tempo e, tanto a difusão de água

como as alterações polimórficas, foram monitorizadas pelas correspondentes mudanças observadas

no espectro vibracional. Ambos os processos de hidratação e desidratação ocorrem num só passo,

com tempos de meia vida de ca. 144 h e 63 h, respectivamente, a 24 C. Adicionalmente, os valores de

humidade relativa crítica para os processos NCa NCh no decorrer de duas semanas foram também

determinados, resultando que o valor de humidade relativa crítica para o processo de hidratação é ca.

90% e para a desidratação é de ca. 6%.
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Os processos de hidratação e desidratação de um sólido farmacêutico durante o processo de

formulação ou na dosagem final, podem inadvertidamente afectar o desempenho químico, físico e/ou

biológico do produto.1 Neste contexto, descreve se neste Capítulo a aplicação de uma metodologia

experimental que possibilita a avaliação quantitativa de processos de hidratação e desidratação no

estado sólido, utilizando como ferramenta a espectroscopia FT Raman. Todos os passos necessários

para uma avaliação fidedigna do processo hidratação desidratação são ilustrados para o sistema

niclosamida, através das correspondentes variações observadas nos espectros vibracionais das duas

formas pseudopolimóficas em estudo (anidra e hidratada).

O presente Capítulo encontra se organizado da seguinte forma: na primeira parte é evidenciada

a importância do conhecimento das transições polimórficas e pseudopolimórficas no desenvolvimento

de formulações estáveis, no processamento e armazenamento de fármacos e é apresentado o sistema

em estudo: niclosamida. De seguida, é descrita a metodologia aplicada e são indicados os resultados

obtidos para a NC que são posteriormente discutidos em termos de: a) selecção das regiões espectrais

mais sensíveis a alterações pseudopolimórficas, b) calibração (determinação de intensidades

intrínsecas), c) mecanismos e d) condições de humidade relativa crítica para ambos os processos de

hidratação e desidratação das duas formas da NC consideradas.

3.1. Introdução

TRANSIÇÕES POLIMÓRFICAS E PSEUDOPOLIMÓRFICAS

Os fenómenos de polimorfismo e pseudopolimorfismo são muito comuns em compostos

farmacêuticos e têm sido largamente referidos na literatura.2 7 Para além de polimorfos,8, 9 outros

exemplos de possíveis estados sólidos são os solvatos e hidratos (recentemente designados de

solvatomorfos10 para evitar a confusão, referida por alguns autores, com a expressão

pseudopolimorfos11, 12).

O polimorfismo/pseudopolimorfismo evidenciado por um composto tem se tornado um tema

importante em farmácia, uma vez que é amplamente conhecido que diferentes estruturas cristalinas

de um determinado composto podem exibir propriedades biofarmacêuticas distintas, tais como

solubilidade, estabilidade e/ou biodisponibilidade.1, 13 17 A ocorrência inesperada de transições

polimórficas ou pseudopolimórficas pode conduzir a consequências relevantes, que podem resultar

num atraso no desenvolvimento do produto e paragem na distribuição comercial, como no caso do

Norvir , uma marca comercial de cápsulas semi sólidas de ritonavir (fármaco anti retroviral que age

como inibidor de protease, utilizado no tratamento de infecções do vírus HIV).18, 19 Durante o

armazenamento, o fármaco em questão converteu se num polimorfo, até então desconhecido,
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termodinamicamente mais estável mas menos solúvel, provocando assim uma perda da sua

bioactividade.18, 20

A formação de ligações de hidrogénio está directamente relacionada com a capacidade que

alguns sólidos farmacêuticos apresentam para formar espécies hidratadas. A presença de diversos

grupos doadores e/ou aceitadores da ligação de hidrogénio torna mais provável a ocorrência de

pseudopolimorfismo sendo que aproximadamente um terço dos sólidos farmacêuticos possui a

capacidade de formar espécies hidratadas, dependendo das condições de temperatura e humidade.21

As moléculas de solvente podem incorporar a rede cristalina, resultando na formação de estruturas

solvatadas (hidratos no caso da água) que diferem da estrutura dos seus análogos anidros.1, 22 A

molécula de água, pela sua pequena dimensão e pela capacidade de actuar como doador ou aceitador

em ligações de hidrogénio, estabiliza as estruturas do hidrato por intermédio de ligações de

hidrogénio com outras moléculas de água ou com moléculas do composto.1 Como consequência,

existem alterações na força, número e tipo de interacções intermoleculares existentes na estrutura

cristalina. Estas alterações estruturais têm um efeito distinto no espectro vibracional (tanto na posição

como na intensidade relativa das bandas), o que torna a espectroscopia vibracional uma escolha de

elevado valor para a análise qualitativa e quantitativa do comportamento da amostra.

A espectroscopia vibracional contém informação relativa ao movimento dos grupos funcionais

no sólido e é normalmente específica quanto ao local, fornecendo algumas pistas quanto às origens

das variações estruturais.14 De facto, nos últimos anos, a espectroscopia vibracional tem encontrado

cada vez mais aplicações no campo da análise farmacêutica, tornando se uma ferramenta cada vez

mais aceite para caracterizar as formas no estado sólido e as suas transições de fase.13, 23, 24

Adicionalmente, apresenta um número de vantagens em relação a outras técnicas de caracterização

que inclui a preparação mínima da amostra, a monitorização das alterações de um modo não

destrutivo (permitindo a manutenção da integridade da amostra) e a capacidade de obter informações

a um nível molecular. A versatilidade da espectroscopia de Raman permite a identificação de formas

polimórficas nos processos de cristalização, secagem, moagem e granulação mesmo na presença de

excipientes, por trás de vidro ou em água.25 27 Mais ainda, a espectroscopia de Raman revela

alterações nas vibrações da molécula durante a formação do hidrato e fornece um método excelente

para investigar ligações de hidrogénio entre as moléculas no estado sólido, incluindo polimorfos e

solvatos.13, 25 35

NICLOSAMIDA

A Niclosamida (5 cloro N(2 cloro 4 nitrofenil) 2 hidroxibenzamida, NC, Figura 3.1) é um

fármaco utilizado como anti helmíntico, maioritariamente aplicado no tratamento de infestações com
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germes em humanos e animais ruminantes, cães, gatos, avestruzes e aves domésticas.36

Adicionalmente também foi encontrada uma significativa actividade anti tuberculosa para a NC, com

uma concentração mínima inibitória de 0.5 a 1.0 g ml 1.37

Figura 3.1 – Representação esquemática na Niclosamida (NC).

Muitos estudos indicam que a NC cristaliza em diversas formas solvatadas, dois monohidratos

(normalmente designados por HA e HB) e uma forma anidra.36, 38 É frequente encontrar na literatura da

especialidade, referências à sensibilidade exibida pela NC a transformações polimórficas e

pseudopolimórficas reversíveis anidro (NCa) hidrato (NCh) que afectam os perfis de dissolução e

consequentemente a biodisponibilidade das amostras.36, 38, 39 O estudo da interconversão

anidro hidrato, verificada para o sistema NC, é de particular interesse quer no desenvolvimento de

formulações estáveis de fármacos que envolvam este sistema (uma vez que as propriedades físico

químicas, biológicas e mecânicas dos hidratos podem diferir significativamente das apresentadas pelos

anidros), quer no processamento e armazenamento dos mesmos.

Alterações na humidade relativa (RH, sigla em inglês) promovem conversão reversível entre a

forma anidra (NCa) e o monohidrato HA (NCh).36, 38 Outros polimorfos/pseudopolimorfos possíveis

descritos na literatura (como o monohidrato HB) não são parte deste caminho de conversão. Espera se

que a forma hidratada apresente redes de ligações de hidrogénio envolvendo as moléculas de água,

que estão ausentes na forma anidra NCa. Estas diferenças estruturais têm um efeito directo no

espectro vibracional (tanto na posição como na intensidade relativa das bandas), tal como confirmado

pelos dados espectroscópicos disponíveis.36

De forma a identificar os modos envolvidos na análise dos processos de hidratação e

desidratação da NC, foi efectuada a atribuição do espectro vibracional, com base em cálculos DFT. A

atribuição dos modos vibracionais da NC é dificultada pelo elevado grau de conjugação entre os

modos vibracionais atribuídos às diferentes unidades estruturais, dois anéis aromáticos e um grupo

amida. De forma a estabelecer a atribuição vibracional, procedeu se inicialmente à optimização

completa da estrutura molecular do monómero, ao nível padrão B3LYP/6 31G*. As frequências
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vibracionais com respectivas intensidades foram seguidamente calculadas ao mesmo nível de cálculo,

não se verificando a existência de valores imaginários, indicando tratar se de mínimos reais. Para

efeitos de comparação com os valores experimentais, os valores de frequência calculados foram

multiplicados por um factor de 0.9614, indicado como o valor óptimo para o nível de cálculo

utilizado.40

Figura 3.2 – Estrutura optimizada ao nível B3LYP/6 31G* do monómero da NC, com respectiva numeração dos

átomos indicada.

Na Tabela 3.1 é apresentada a atribuição parcial dos espectros de Raman das formas NCa e

NCh, estabelecida com base nos valores de frequência calculados para os modos normais do

monómero.

Tendo em conta que o estado de hidratação poderá afectar as propriedades físicas e químicas

de um produto farmacêutico,1, 16 é importante conhecer a resposta dos sólidos farmacêuticos ao

ambiente de armazenamento, nomeadamente às condições de temperatura e humidade, avaliando

desta forma, a interconversão no estado sólido destes hidratos com as suas formas anidras. Por forma

a alcançar este objectivo, uma metodologia baseada na espectroscopia de Raman é apresentada e

aplicada à NC – usada como composto modelo. Em trabalhos anteriores foi considerado que esta

metodologia fornece parâmetros cinéticos reprodutíveis para sistemas que apresentam grandes

alterações espectrais entre as formas anidra e hidratada, como a Teofilina.27 A aplicabilidade desta

metodologia a sistemas com alterações espectroscópicas menos evidentes também é bem ilustrada

pelo caso da Cafeína.41 Atendendo a algumas discrepâncias encontradas relativamente a estudos de

hidratação e desidratação efectuados para outros compostos,42 45 torna se particularmente

importante estudar ambas as transições pseudopolimórficas (hidratação e desidratação) usando a

mesma metodologia experimental (grau de moagem, temperatura, humidade e técnica de análise) que

será seguidamente descrita.
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Tabela 3.1 – Bandas mais relevantes no espectro de Raman que apresentam diferentes números de onda para as

formas NCa e NCh e respectiva atribuição proposta.

Calc. [a] NCa (cm 1) NCh (cm 1) Atribuição aproximada [b]

351 339 333 anel

645 631 635 N H

826 820 824 CCN

1204 1218 1226 C O + C O H

1273 1283 1289 HN C + N C*

1317 1327 1340 C O H + C O

1339 1348 1328 sNO2

1566 1517 1504 asNO2

1526 1568 1559 HN C + N C*

1695 1650 1680 C=O

[a] baseado em frequências de grupo de Raman e IV e cálculos DFT ao nível B3LYP/6 31G* para a molécula

isolada; [b] elongação; deformação no plano; deformação fora do plano; s simétrico; as anti

simétrico; * combinações em fase e fora de fase da deformação no plano de HNC e da elongação NC

3.2. Metodologia aplicada à monitorização de transições pseudopolimórficas

As diferentes componentes observadas (posição de bandas e respectiva intensidade) nos

espectros de diversas formas no estado sólido são factores chave que permitem a monitorização do

processo de hidratação/desidratação durante a transição de fase. Por este motivo, a metodologia

aplicada ao estudo das transições anidro hidrato do sistema NC, é baseada em espectroscopia de

Raman, mais concretamente nas diferenças vibracionais observadas na maioria dos sistemas

anidro hidrato como resultado das alterações nos contactos intermoleculares. No âmbito deste

trabalho, a espectroscopia de difusão de Raman apresenta algumas vantagens em relação à

espectroscopia de absorção no infravermelho, nomeadamente a fraca actividade de Raman exibida

pelas vibrações da água, as quais, sendo fortemente activas em infravermelho, ocultam uma ampla

região do espectro de infravermelho. Deste modo, a espectroscopia de Raman tem sido aplicada à

monitorização de processos de hidratação e desidratação de vários sistemas incluindo ciclodextrinas46

51 e sólidos farmacêuticos.16, 29, 52, 53

Um composto farmacêutico anidro (A), que facilmente se converte na forma hidratada (H) por

absorção de humidade por parte da forma sólida, estabelecendo um equilíbrio com o ambiente,
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origina diferentes bandas de Raman. A intensidade observada (IA e IH) da banda associada a cada

forma pseudopolimórfica (A e H) é directamente proporcional à intensidade intrínseca do

correspondente modo vibracional ( A e H) e à concentração relativa dessa forma pseudopolimórfica

na amostra (CA e CH):

(3.1)

(3.2)

É possível, monitorizando a quantidade de A e H a diferentes condições de RH e temperatura,

investigar a cinética de hidratação e desidratação de compostos farmacêuticos sob diversas condições

ambientais. Adicionalmente, os mecanismos de hidratação e desidratação bem como as condições de

RH crítica de ambos os processos podem igualmente ser determinados.

A fracção de conversão ( , a variar entre 0 a 1) representa uma medida do progresso da reacção

em termos da transferência de intensidade de uma banda para outra em função do tempo. Pode ser

determinada através dos dados normalizados obtidos por espectros de Raman e permite determinar

as proporções relativas da forma anidra e hidratada na amostra, no decorrer de um determinado

tempo t. Assim sendo, os valores da fracção de conversão podem ser determinados usando a relação

de intensidades das bandas de Raman associadas a cada forma, NCa e NCh. Ou seja, os valores da

fracção de hidratação ( h) e de desidratação ( d) num determinado instante da reacção (tempo de

exposição a condições de RH bem definidas ou tempo de armazenamento a uma determinada

temperatura) podem ser determinados, respectivamente por:

(3.3)

(3.4)

onde I representa a intensidade das bandas atribuídas às formas NCa e NCh num instante t da reacção

e representa a intensidade intrínseca do modo vibracional considerado. Por definição h+ d=1.

Um passo fundamental em qualquer estudo cinético é encontrar o mecanismo que fornece a

melhor descrição do processo em estudo e que permite o cálculo de parâmetros cinéticos relevantes.

Neste contexto, após a determinação da fracção de conversão ( h e d), é possível obter um conjunto

de parâmetros relativos aos processos de hidratação e desidratação por intermédio do ajuste de

diferentes modelos aos dados experimentais, permitindo a identificação do mecanismo que está na

base de ambas as conversões NCa NCh e NCh NCa. Diferentes modelos cinéticos [ ( )=kt]54 56

foram definidos para caracterizar os mecanismos de reacções no estado sólido (das quais são exemplo

as transições pseudopolimórficas descritas neste trabalho).
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Tabela 3.2 – Mecanismos de reacções no estado sólido54 56 e respectivas equações.

Modelo f( )=kt[a] Mecanismo controlo – velocidade de conversão Classificação[b]

M1 1/4 Lei de Potência Nucleação

M2 1/3 Lei de Potência Nucleação

M3 1/2 Lei de Potência Nucleação

M4 3/2 Lei de Potência Nucleação

M5 1
Reacção de fronteira de fase a uma dimensão

(ordem zero)
Contracção geométrica

M6 1 (1 )1/2
Reacção de fronteira de fase a duas dimensões

(simetria cilíndrica)
Contracção geométrica

M7 1 (1 )1/3
Reacção de fronteira de fase a três dimensões

(simetria esférica)
Contracção geométrica

M8 ln(1 Equação de Mampel Ordem de Reacção

M9 ( ln(1 Equação de Avrami Erofeev, n = ½ Nucleação

M10 ( ln(1 Equação de Avrami Erofeev, n = Nucleação

M11 ( ln(1 Equação de Avrami Erofeev, n = ¼ Nucleação

M12 ( ln(1 Equação de Avrami Erofeev, n = Nucleação

M13 Mecanismo de ordem zero (Polany Wigner) Ordem de Reacção

M14 2 Difusão a uma dimensão Difusão

M15 (1 )ln(1 )+ Difusão a duas dimensões Difusão

M16 (1 (1 )1/3)2 Difusão a três dimensões (equação de Jander) Difusão

M17 1 (2 Difusão a três dimensões (Ginstling Brounshtein) Difusão

[a] fracção de conversão NCa NCh ou NCh NCa; k constante de velocidade de reacção; t tempo de exposição a

condições de RH ou tempo de armazenamento a uma determinada temperatura. [b] De acordo com a Tabela 1 57

Os modelos cinéticos utilizados neste estudo têm sido desenvolvidos com base em alguns

princípios mecanísticos e são classificados genericamente por nucleação, contracção geométrica,

difusão e ordem de reacção (ver Tabela 3.2).

Os dados experimentais são ajustados aos diferentes modelos (através da representação de f( )

em função do tempo t) e aqueles que proporcionarem um melhor ajuste estatístico (ver secção 9.13
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do Capítulo 9) são escolhidos como modelos a partir dos quais são estabelecidos alguns parâmetros

cinéticos. Como exemplo, o declive da recta obtida corresponde à constante de velocidade de reacção

do processo.

Para o estudo do processo de hidratação da NC, o composto na forma comercial anidra, foi

exposto a condições de RH100%, durante duas semanas à temperatura de 24 C. No processo de

desidratação, as amostras de NC foram cristalizadas em água e de seguida: i) armazenadas a diferentes

temperaturas durante diferentes períodos de tempo e também ii) expostas a condições de RH0%

durante uma semana à temperatura de 24 C. Na determinação da humidade relativa crítica para

ambas as formas NCa e NCh, as amostras foram expostas a diferentes condições de humidade relativa

(RH a variar na gama 0 100%, secção 9.3, Capítulo 9) durante duas semanas e à temperatura ambiente

de 24 C. Nos diferentes tipos de experiências, foram registados os espectros de FT Raman das várias

amostras, tendo em consideração alguns cuidados experimentais (ver secção 9.11.1 do Capítulo 9).

3.3. Resultados e discussão

3.3.1. Regiões espectrais mais sensíveis às transições pseudopolimórficas

A Figura 3.3 mostra a comparação entre o espectro de Raman das formas puras NCa (a) e NCh

(b) nas regiões espectrais 50 1000, 1200 1700 e 3000 3200 cm 1. Os dois espectros apresentam

diferenças que estão distribuídas ao longo de quase toda a gama espectral. A atribuição proposta para

as bandas mais relevantes destas regiões encontra se indicada na Tabela 3.1.

Alguns grupos funcionais são mais afectados que outros pelas diferenças estruturais que

caracterizam a formação anidro/hidrato, dependendo da sensibilidade demonstrada às condições

ambientais. Consequentemente, as bandas correspondentes podem ser utilizadas na monitorização

das alterações pseudopolimórficas verificadas durante o processo de hidratação/desidratação.

Algumas diferenças entre os espectros das formas NCa e NCh podem ser associadas a alterações

estruturais promovidas pelo processo de hidratação. Por exemplo, o modo C=O desloca se de 1650

cm 1 na NCa para 1679 cm 1 na NCh, indicando que o oxigénio carbonílico está mais fortemente

envolvido em ligações de hidrogénio na forma anidra. Por outro lado, as elongações simétrica e anti

simétrica do grupo NO2 ( NO2) deslocam se para menores valores de número de onda, de 1348 para

1328 cm 1 e de 1517 para 1504 cm 1, respectivamente. Estas observações sugerem que a molécula de

água está provavelmente localizada próximo do grupo NO2 e não ligada ao grupo carbonilo. Os modos

que combinam elongação e deformação no plano dos grupos C O H e C N H (elongação C X e

deformação no plano C X H) são também afectados pelo processo de hidratação, mas o significado

estrutural destas alterações não é directo.
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Figura 3.3 – Espectro FT Raman da niclosamida anidra (NCa, a) e da niclosamida hidratada (NCh, b) nas regiões

espectrais 50 1000, 1200 1700 e 3000 3200 cm 1.

Cálculos DFT usando uma abordagem de pares moleculares28 podem ser utilizados para prever

os desvios associados a contactos intermoleculares entre pares e auxiliar na atribuição vibracional

completa de diferentes formas cristalinas. Embora essa atribuição esteja fora do âmbito deste

trabalho, cálculos com alguns pares sugerem que os desvios observados podem resultar de um

aumento de ligações de hidrogénio do grupo OH (por exemplo, devido a associação niclosamida H2O)

e o decréscimo de ligações de hidrogénio com o grupo C=O.

De forma a utilizar a espectroscopia de Raman na avaliação dos parâmetros cinéticos, é

necessário em primeiro lugar identificar as bandas associadas a cada forma polimórfica ou

pseudopolimórfica que intervém na reacção, e depois seleccionar as bandas que mais se adequam

para a caracterização da amostra. Todas as regiões espectrais que apresentam diferenças entre as

formas NCa e NCh (Figura 3.3) foram avaliadas quanto à adequação para serem utilizadas na

quantificação das duas formas pseudopolimórficas, pela consideração de misturas físicas com

composição molar NCa/NCh conhecida. Nesta avaliação, foram tidos em conta dois critérios. Em

primeiro lugar, a existência de um ponto pseudo isosbéstico é necessária (geralmente aceite como um

indicativo que existem apenas duas espécies em equilíbrio e que se interconvertem directamente).58, 59

Em segundo lugar, também foi tido em consideração o número de bandas que são exigidas para o

processo de ajuste (uma vez que as regiões espectrais que podem ser descritas usando apenas duas

bandas no processo de ajuste são menos propensas a erros de excesso de parametrização).

O espectro de Raman da NCa e NCh nas regiões 620 646 cm 1 e 1620 1710 cm 1, consideradas as

regiões mais adequadas para o presente estudo, está ilustrado na Figura 3.4. As bandas observadas
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nestas regiões estão provavelmente relacionadas com a elongação do oscilador C=O (1650/1679 cm 1)

e com a deformação fora do plano do oscilador N H (631/635 cm 1) de acordo com os dados da Tabela

3.1.

Figura 3.4 – Comparação dos espectros FT Raman da niclosamida anidra (NCa, linha a cheio) e da niclosamida

hidratada (NCh, linha a tracejado) nas regiões espectrais 620 646 e 1620 1710 cm 1. (intensidades

normalizadas pela banda mais intensa do espectro de cada forma polimórfica)

3.3.2. Calibração

Tendo em conta que a intensidade intrínseca relativa de um determinado modo vibracional

pode diferir significativamente dependendo da forma pseudopolimórfica considerada, as intensidades

intrínsecas relativas ( h/ a e a/ h) correspondentes ao modo vibracional em análise devem ser

calculadas previamente, por intermédio de curvas de calibração, estabelecidas com misturas físicas de

ambas as formas (A e H) e com composição conhecida. Assim sendo, as relações h/ a e a/ h

correspondentes aos modos vibracionais em análise são determinadas por ajuste linear das

intensidades relativas previstas (obtidas por ajuste de bandas, ver secção 9.12, do Capítulo 9) em

função das fracções molares conhecidas. O estudo de calibração (misturas físicas com diferentes

fracções molares de NCh Secção 9.4, Capítulo 9) efectuado para o sistema NC, na região espectral

1620 1710 cm 1 ( C=O) encontra se representado na Figura 3.5.
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Figura 3.5 – Espectros de Raman, na região 1610 1720 cm 1 de misturas físicas com fracções molares de NCh

iguais a 0.0, 0.18, 0.58, 0.77 e 1.0. Verifica se a presença de um ponto pseudo isosbéstico aproximadamente a

1668 cm 1.

Tal como referido anteriormente, a intensidade intrínseca relativa de um determinado modo

pode diferir significativamente dependendo da forma pseudopolimórfica considerada. Através da

preparação de misturas físicas com fracções molares bem conhecidas, as intensidades intrínsecas

relativas ( h/ a e a/ h) dos modos vibracionais considerados podem ser determinadas por ajuste

linear das intensidades relativas previstas (obtidas por processos de desconvolução de bandas) como

função das fracções molares através da expressão:

onde A e H representam as fracções molares das forma anidra e hidratada, respectivamente. A

Figura 3.6 ilustra o processo de calibração para o modo vibracional C=O (1620 1710 cm 1), através da

representação gráfica de IA/IH em função de A / H utilizada para avaliar a proporção NCa/ NCh.
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Figura 3.6 – Procedimento de calibração, realizado na região espectral 1620 1710 cm 1, de misturas físicas com

fracções molares de NCh iguais a 0.0, 0.18, 0.58, 0.77 e 1.0.

Figura 3.7 – Comparação entre o espectro de Raman das formas NCa e NCh nas regiões espectrais 620 646 e

1620 1710 cm 1 depois de aplicar o factor de escala de forma a reflectir as intensidades intrínsecas relativas de

cada banda.

Este procedimento de calibração foi também realizado para a outra região espectral

considerada (620 646 cm 1) e os resultados obtidos encontram se resumidos na Tabela 3.3. Na Figura

3.7 estão representadas as regiões espectrais em análise, depois da aplicação do factor de escala

determinado pelo método de calibração.
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Tabela 3.3 – Resultados obtidos na calibração das várias misturas físicas (NCa + NCh) com fracções molares

conhecidas.

Região

espectral

(cm 1)

Modo

vibracional [a]

Centro da banda (cm 1)

b [b] Sb
[b] a [b] R2 [b] [b]

NCa NCh

1620 1710 C=O 1650 1679 2.5120 0.18512 0.2794 0.9973 2.51

620 646 N H 631 635 0.5829 0.0529 0.09643 0.9965 0.58

[a] Atribuições de acordo com a Tabela 3.1. ( elongação, deformação fora do plano); [b] b declive; Sb – desvio

padrão do declive; a – intersecção da recta de regressão linear no eixo do y; R2 – coeficiente de correlação; NCa –

intensidade intrínseca do modo vibracional em análise considerando a forma anidra; NCh – intensidade intrínseca do

modo vibracional em análise considerando a forma hidratada.

3.3.3. Determinação dos mecanismos associados às transições anidro hidrato

Os estudos cinéticos envolvendo a NC, efectuados de modo a estudar o mecanismo envolvido

no processo de hidratação da forma anidra, NCa e de desidratação da forma hidratada, NCh, são de

seguida apresentados.

HIDRATAÇÃO DA NICLOSAMIDA ANIDRA

A Figura 3.8 apresenta as variações sequenciais do espectro de Raman observadas na região

atribuída ao modo de elongação do oscilador C=O (1620 1710 cm 1) de amostras de NCa expostas a

humidade relativa de 100% durante diferentes intervalos de tempo e à temperatura ambiente de

24 C (Figura 3.8a). As intensidades dependentes do tempo de exposição observadas na região 620

646 cm 1 apresentam comportamentos semelhantes. Na Figura 3.8b encontra se representada a

fracção de hidratação ( h) em função do tempo de exposição a condições de RH100% (expresso em

horas).

As primeiras evidências de transformação pseudopolimórfica são detectadas após 96 h de

exposição. Por outro lado, ao fim de 240 h de exposição, a banda atribuída à forma NCa é fraca e

desaparece depois de mais de 264 h. Tempos de exposição mais longos não deram origem a qualquer

alteração espectroscópica observável.
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Adicionalmente, deve ser referido que todos os espectros registados no decorrer da conversão

NCa NCh podem ser descritos pela soma dos espectros puros NCa e NCh, devidamente escalados,

sem quaisquer bandas adicionais ou componentes em falta. A ausência de componentes atribuídas a

formas metaestáveis ou espécies intermediárias é consistente com o mecanismo de um só passo

indicado pelo ajuste dos dados experimentais (Figura 3.8b).

Figura 3.8 – a) Espectros FT Raman, na região compreendida entre 1620 1710 cm 1, de amostras de NCa

armazenadas a 24 C e RH100% no decorrer de duas semanas e b) representação da fracção de hidratação ( h)

em função do tempo de exposição a um ambiente de RH100%.

Na determinação da fracção de hidratação é necessário proceder se ao ajuste das bandas, de

forma a quantificar as formas NCa e NCh. O procedimento seguido para o referido ajuste encontra se

descrito e devidamente exemplificado na Secção 9.12 do Capítulo 9.

No estudo da natureza do mecanismo envolvido no processo de hidratação da NCa, os valores

da fracção de hidratação h, calculados para as duas regiões espectrais consideradas, foram ajustados

aos diferentes modelos cinéticos representados na Tabela 3.2. Tendo em conta as considerações

descritas na Secção 9.13 do Capítulo 9, a qualidade do ajuste linear foi, neste trabalho, determinada

pela utilização conjunta dos valores de R2 e Sb. Verificou se que, para as duas regiões em estudo, o
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mecanismo que melhor descreve os resultados do processo de hidratação da NCa é o mecanismo de

um só passo de nucleação Avrami Erofeev (Modelo 10, n= ) com uma constante de velocidade de

0.007 h 1. Os resultados exibidos na Tabela 3.4 indicam que a hidratação da NCa ocorre com tempos

de meia hidratação e de hidratação completa de aproximadamente 144 h e 343 h, respectivamente.

Tabela 3.4 – Valores da constante de velocidade de hidratação (k), desvio padrão do declive (Sb), coeficiente de

correlação (R2) e tempos de meia hidratação (t1/2) e de hidratação completa (th), obtidos com os melhores ajustes

lineares ( ( )) estabelecidos para a NCa nas duas regiões espectrais consideradas.

Região espectral

(cm 1)

Modelo

cinético [a]
( ) k (h 1) Sb R2 t1/2

[b] th
[c]

1620 1710
M10 0.0076t – 0.1068 0.0076 0.00057 0.9680 130 311

M11 0.0063t + 0.0379 0.0063 0.00045 0.9700 139 286

620 646
M9 0.0071t – 0.2084 0.0071 0.00056 0.9582 147 507

M10 0.0063t – 0.1061 0.0063 0.00046 0.9651 157 375

[a] Modelo cinético descrito na Tabela 3.2. [b] Tempo de meia hidratação [ ( )=0.83, 0.88 e 0.91 para os modelos M9,

M10 e M11, respectivamente, usando =0.5]. [c] Tempo de hidratação total [ ( )=3.39, 2.26 e 1.84 para os modelos

M9, M10 e M11, respectivamente, usando =0.99999].

DESIDRATAÇÃO DA NICLOSAMIDA HIDRATADA

Tal como observado para o processo de hidratação, o espectro de Raman das amostras no

decorrer do processo de desidratação não revela a presença de qualquer forma intermédia, isto é, de

componentes vibracionais adicionais ou ausentes relativamente às componentes pertencentes às

formas NCa e NCh. A presença de uma forma intermédia (metaestável) durante o processo de

desidratação é observada por espectroscopia de Raman no caso da teofilina, para a qual um

mecanismo em dois passos foi proposto: só depois da perda de uma quantidade significativa de água

(cerca de 17%), a estrutura “tipo hidrato” reorganiza se para a estrutura “tipo anidro”.27 No caso da

NC, a reorganização da estrutura de NCh para NCa parece ser concomitante com a perda de água.

Tal como representado na Figura 3.9, as primeiras evidências de desidratação aparecem após

mais de 24 h de exposição a condições de RH=0%, a 24 C. Por outro lado, após 120 h de exposição a

banda atribuída à forma NCh representa apenas um pequeno ombro, que desaparece completamente
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ao fim de 144 h de exposição (6 dias). Tempos de exposição mais elevados não deram origem a

alterações adicionais observáveis.

Figura 3.9 – a) Espectros FT Raman, na região compreendida entre 1620 1710 cm 1, de amostras de NCh

armazenadas a 24 C e RH0% no decorrer de uma semana e b) representação da fracção de desidratação ( d) em

função do tempo de exposição a um ambiente de RH0%.

Depois de ajustar os valores de h aos diferentes modelos da Tabela 3.2, de acordo com o

referido na secção anterior relativamente ao processo de hidratação, pode concluir se que para ambas

as regiões espectrais (620 646 e 1620 1710 cm 1) a desidratação da NCh é descrita de forma mais

completa pelo mecanismo de nucleação aleatória de Avrami Erofeev. Na Tabela 3.5 estão sumariados

os melhores resultados cinéticos obtidos para o processo de desidratação da NCh, usando medições

de Raman. De acordo com os resultados experimentais, assume se que o processo de desidratação

ocorre num só passo, descrito pela equação de Avrami Erofeev com expoente ½, com uma constante

de velocidade de ca. 0.0157 h 1 o que corresponde a um tempo de meia desidratação de ca. 63 h.

O limite de desidratação dependente da temperatura da NCh situa se acima dos 35 C. A 35 C

não são encontradas quaisquer evidências de desidratação após uma semana de exposição – e esta é

uma informação importante para o armazenamento da NC. Por outro lado, a 45 C a desidratação da
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NCh inicia se após 24 h de exposição mas só está concluída depois de mais de 10 dias (Figura 3.10). A

60 C, a desidratação da NCh está concluída ao fim de apenas 8 h. Tal como esperado, o tempo

necessário para a completa desidratação da NCh aumenta à medida que a temperatura diminui, sendo

da ordem de ca. 8 h e mais de 264 h a 60 C e 45 C, respectivamente.

Tabela 3.5 – Valores da constante de velocidade de desidratação (k), desvio padrão do declive (Sb), coeficiente de

correlação (R2) e tempos de meia desidratação (t1/2) e de desidratação completa (td), obtidos com os melhores

ajustes lineares ( ( )) estabelecidos para a NCh nas duas regiões espectrais consideradas.

Região espectral

(cm 1)

Modelo

cinético [a]
( ) k (h 1) Sb R2 t1/2

[b] td
[c]

1620 1710

M9 0.0164t – 0.2182 0.0164 0.00232 0.9602 64 220

M10 0.0137t 0.1112 0.0137 0.00187 0.9631 72 172

620 646

M9 0.0150t – 0.0891 0.0150 0.00254 0.9448 62 232

M12 0.0175t – 0.1626 0.0175 0.00242 0.9618 54 301

[a] Modelo cinético descrito na Tabela 3.2. [b] Tempo de meia desidratação [ ( )=0.83, 0.88 e 0.78 para os modelos

M9, M10 e M12, respectivamente, usando =0.5]. [c] Tempo de desidratação total [ ( )=3.39, 2.26 e 5.10 para os

modelos M9, M10 e M12, respectivamente, usando =0.99999].
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Figura 3.10 – Resultados obtidos para a desidratação da NCh a diferentes temperaturas. Representação da

fracção de desidratação ( d) em função do tempo de armazenamento a a) 45 C e b) 60 C. Valores obtidos a

partir da região compreendida entre 1620 1710 cm 1.

3.3.4. Determinação do valor de RH crítica nos processos de hidratação e

desidratação

No decorrer de processos como cristalização, liofilização, granulação húmida e filme aquoso ou

secagem em spray, os sólidos farmacêuticos podem entrar em contacto com água. Mais ainda, as

substâncias activas ou os produtos farmacêuticos são submetidos a diferentes temperaturas e

humidades relativas no decorrer do armazenamento (nomeadamente devido às condições climáticas),

dando origem a fenómenos inesperados de hidratação ou desidratação que são conhecidos por

afectarem diversas propriedades dos compostos, tais como solubilidade, taxa de dissolução,

estabilidade e biodisponibilidade.1, 60

Um parâmetro importante a ter em conta no processamento, formulação e armazenamento de

um composto farmacêutico é a humidade relativa crítica, uma vez que uma determinada forma anidra

pode ser estável abaixo de um certo valor de RH mas a valores superiores é possível que se converta

na espécie hidratada. De forma a estudar este processo, foram realizados ensaios com amostras de

NCa expostas a diferentes condições de RH (na gama 0 100%) e o valor da humidade relativa crítica foi

determinado.

Tal como referido anteriormente, a exposição a valores de RH extremos (0 e 100%) resulta na

interconversão completa NCa NCh em menos de duas semanas. No entanto, a valores de RH

intermédios, foi determinado que os mesmos processos (conversão completa) ocorrem numa escala

temporal mais alargada. De facto, para períodos de armazenamento de mais de um mês não foi
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possível identificar o valor de RH crítica termodinâmica. Os resultados obtidos após um período de

armazenamento de duas semanas encontram se representados na Figura 3.11.

A presença de uma componente da forma NCh no espectro de Raman das amostras de NCa

armazenadas a diferentes valores de RH, é detectada para valores de RH>90% e a banda atribuída à

NCa permanece até RH=97%. Para o processo inverso (NCh NCa) os primeiros indícios de

desidratação são visíveis apenas no espectro de Raman de amostras armazenadas a RH 6% (Figura

3.12).

Figura 3.11 – a) Espectros FT Raman, na região compreendida entre 1620 1710 cm 1, de amostras de NCa

armazenadas a diferentes valores de RH, no decorrer de duas semanas e b) representação da fracção de

hidratação ( h) em função de diferentes valores de RH e à temperatura de 24 C. A fracção h toma os valores de

0.25, 0.37 e 0.98 para as amostras expostas a RH=90, 92 e 97% respectivamente.

A Figura 3.11 apresenta os espectros FT Raman, na região 1620 1710 cm 1, obtidos com

amostras de NCa expostas, durante duas semanas, a ambientes com diferentes humidades relativas

(%RH), à temperatura de 24 C, conforme descrito na Secção 9.3 do Capítulo 9. O comportamento

observado nesta região verifica se também na região compreendida entre 620 646 cm 1. Também se
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encontra incluída na Figura 3.11, a representação da fracção de hidratação ( h) em função dos

diferentes valores de RH. Estes resultados indicam que a NCa apresenta uma baixa higroscopicidade

ao longo de um amplo intervalo de valores de RH, verificando se a conversão NCa NCh numa gama

muito restrita de valores de RH.

Figura 3.12 – Espectros FT Raman, na região compreendida entre 1620 1710 cm 1, de amostras de NCh

armazenadas a diferentes valores de RH, no decorrer de duas semanas.

3.4. Conclusões

A espectroscopia de Raman foi utilizada de forma apropriada para quantificar as formas anidra

e hidratada de cristais de NC, principalmente devido à elevada sensibilidade demonstrada às

interacções intermoleculares fortes presentes nestes sistemas. No sistema NC, existem várias regiões

espectrais que podem ser usadas na quantificação de transformações de fase anidro hidrato,

nomeadamente as bandas atribuídas a modos vibracionais de elongação do oscilador C=O (1620 1710

cm 1) e de deformação fora do plano do oscilador N H (620 646 cm 1). Estas regiões apresentaram os

requisitos necessários para a aplicação da metodologia descrita neste Capítulo e foram utilizadas na

monitorização quantitativa das transições NCa NCh.
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As alterações espectrais observadas sugerem que no decorrer da hidratação, o grupo carbonilo

não participa ou está fracamente ligado por interacções de hidrogénio, e que a molécula de água está

provavelmente localizada perto dos grupos NO2 e OH de duas moléculas vizinhas. De entre os diversos

componentes espectrais sensíveis ao grau de hidratação/desidratação, as bandas atribuídas a C=O

(1650/1679 cm 1) e N H (631/635 cm 1) apresentam condições optimizadas para a caracterização das

amostras.

Ambos os processos de hidratação e desidratação foram determinados como mecanismos de

um só passo de nucleação aleatória de Avrami Erofeev. A ausência de componentes espectrais que

não estão associados às formas NCa e NCh puras, no decorrer dos processos de hidratação e

desidratação, indica a ausência de formas intermediárias e é consistente com o mecanismo de um só

passo. A RH=100% e 24 C, a hidratação da NCa é descrita pela equação de Avrami Erofeev com

expoente . A constante de velocidade é ca. 0.007 h 1, o que corresponde a um tempo de meia

hidratação de ca. 144 h. Por outro lado, a desidratação da NCh a RH=0% e 24 C é descrita pela

equação de Avrami Erofeev com expoente ½, com uma constante de velocidade de ca. 0.0157 h 1, o

que corresponde a um tempo de meia desidratação de ca. 63 h. Adicionalmente, o início da

desidratação dependente da temperatura situa se entre os 35 C e os 45 C.

Os valores de humidade relativa crítica para os processos NCa NCh no decorrer de duas

semanas foram também determinados. Para a hidratação, o valor é de ca. 90% enquanto para a

desidratação é de 6%. De notar que, para um período de duas semanas, não ocorre qualquer

conversão NCa NCh para uma vasta gama de valores de RH.
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RESUMO

De acordo com a abordagem utilizada neste Capítulo (PiMM – Pares em Materiais Moleculares),

a atribuição completa ou parcial dos espectros de infravermelho e de Raman das amostras em estudo

(polimorfos anidros da nitrofurantoína e diversos ácidos gordos) foi concretizada tendo em conta os

efeitos das interacções intermoleculares existentes na estrutura cristalina das amostras. Os desvios

nas frequências vibracionais devido ao empacotamento cristalino foram avaliados por cálculos DFT

para um conjunto apropriado de pares moleculares, utilizando o nível de teoria B3LYP/6 31G*. Neste

Capítulo é descrita a utilização da abordagem PiMM no estudo de:

i) Transformações polimórficas e interacções intermoleculares existentes na estrutura cristalina

de um composto farmacêutico: nitrofurantoína;

ii) Regiões de equilíbrio sólido líquido em diagramas de fases de misturas binárias de ácidos

gordos, identificadas pela correspondente monitorização de modos sensíveis no espectro

vibracional das misturas.

No primeiro caso, os resultados obtidos indicam que os modos vibracionais relacionados com

osciladores do tipo C=O, N H e C H são fortemente afectados pela formação de ligações de hidrogénio

intermoleculares e que as interacções fracas do tipo C H O desempenham um papel importante no

aumento da estabilidade de associações moleculares em sistemas biológicos.

No caso das misturas binárias de ácidos gordos, a espectroscopia de Raman e a metodologia

PiMM foram utilizadas como técnicas complementares na identificação de reacções peritécticas,

eutécticas, metatécticas e regiões de completa miscibilidade entre ácidos gordos.
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4.1. Metodologia PiMM: descrição

A atribuição completa do espectro vibracional de moléculas relativamente grandes no estado

cristalino é uma tarefa complexa, sendo a associação de bandas observadas experimentalmente a

modos vibracionais específicos normalmente incerta. De forma a ultrapassar esta dificuldade, os

cálculos DFT são utilizados frequentemente para apoiar a atribuição do espectro vibracional, através

da comparação entre espectros calculados e experimentais. No entanto, uma das maiores limitações

da utilização de cálculos DFT na previsão de espectros vibracionais resulta da complexidade

computacional do método, que impõe restrições à dimensão do sistema em estudo. Apesar do

constante desenvolvimento computacional, é ainda difícil trabalhar com sistemas que possuam mais

de algumas dezenas de átomos. Deste modo, a maioria dos cálculos são efectuados para a situação de

“molécula isolada”. As propriedades espectroscópicas calculadas desta forma (molécula isolada)

descrevem adequadamente o espectro de fase gasosa e podem ser usadas com reservas para a

interpretação de espectros de líquidos e soluções, mas falham na descrição apropriada do espectro de

sólidos. O erro será tanto maior quanto mais importantes forem as interacções intermoleculares no

sólido em estudo.

A aproximação recentemente proposta1 (PiMM – Pares em Materiais Moleculares) permite

ultrapassar esta limitação ao assumir as interacções intermoleculares no sólido cristalino como

perturbações às características espectroscópicas da molécula isolada. A ideia base do conceito é a

possibilidade de descrever em termos aditivos as perturbações provocadas à molécula isolada pelas

interacções intermoleculares no sólido. Esta metodologia utiliza cálculos DFT para descrever o

espectro de arranjos moleculares em termos da soma dos efeitos de interacções relevantes entre

pares de moléculas, reduzindo o custo computacional de métodos convencionais de cluster.

Adicionalmente, pode também permitir a previsão de contactos intermoleculares em estruturas no

estado sólido desconhecidas, ao fornecer a identificação de motivos relevantes nas paisagens de

energia potencial da molécula. Para além da abordagem relativamente a desvios de números de onda,

também a análise de desvios nas intensidades das bandas provou ser útil na atribuição do espectro

vibracional do ácido trans cinâmico.2

No âmbito desta aproximação, o observável espectroscópico i de um sólido molecular

(frequência vibracional, desvio químico ou transição electrónica) é obtido a partir do seu valor

calculado para a molécula isolada, corrigido pelas perturbações resultantes dos contactos com as

moléculas vizinhas no cristal, i. Assumindo que apenas os vizinhos da primeira esfera afectam

significativamente os observáveis espectroscópicos da molécula isolada, cada observável pode ser

calculado através da Equação 4.1:
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(4.1)

O termo “directo” refere se ao efeito dos contactos intermoleculares nos osciladores

directamente envolvidos no contacto, enquanto o termo “indirecto” refere se ao efeito do mesmo

contacto nos restantes modos da molécula. Neste trabalho a grandeza i é representada pelo número

de onda, o somatório aplica se para todos os contactos possíveis e as correcções i são obtidas por

cálculos DFT para os pares moleculares que apresentam os contactos intermoleculares mais

relevantes.

Ao utilizar apenas as moléculas vizinhas da primeira camada, negligenciam se os efeitos de

interacções de longo alcance e a cooperatividade entre as várias interacções. Embora seja difícil

quantificar inteiramente a importância destes efeitos, pode ser estimada comparando os resultados

para pares moleculares com os resultados obtidos para associações maiores de moléculas. Para um

conjunto de cálculos efectuados para associações de 3 e 4 moléculas, estima se que estes efeitos

afectem os modos vibracionais, em média, menos de 5 cm 1. No entanto, diferenças de 25 30 cm 1

são observadas nos modos mais sensíveis.

Como cada par molecular é calculado independentemente, o tempo de computação requerido

por esta metodologia para o estudo de um agregado de M moléculas cresce com 24×(M 1), enquanto

nos métodos de estudo do agregado completo o tempo de computação cresce com M4. Num caso

típico de um agregado de uma molécula com 6 vizinhos próximos (M=7), a aproximação proposta é

pelo menos 25 vezes mais rápida que o método convencional.

CASOS DE ESTUDO

4.2. Polimorfismo de sólidos farmacêuticos: Nitrofurantoína

O conhecimento das características estruturais de um composto do ponto de vista molecular é

relevante para uma compreensão racional da relação estrutural que influencia os seus efeitos

bioquímicos. Tal como discutido na Secção 1.3.3. do Capítulo 1, o comportamento

polimórfico/pseudopolimórfico de compostos farmacêuticos tem vindo a revelar se uma preocupação

central da indústria farmacêutica, uma vez que é reconhecido que diferentes arranjos cristalinos da

mesma espécie molecular (polimorfismo)3 podem exibir propriedades biofarmacêuticas diferentes,

tais como solubilidade, estabilidade e/ou biodisponibilidade.4 11 De acordo com trabalhos anteriores,1,

2 a metodologia PiMM foi aplicada ao estudo de um composto farmacêutico, tendo em conta o
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problema de polimorfismo e formação de ligações de hidrogénio no campo da investigação

farmacêutica.

A Nitrofurantoína (1 [[(5 nitro 2 furanil)metileno]amino] 2,4 imidazolidinediona; NF, Figura 4.1)

é habitualmente utilizada em fármacos anti bacterianos para o tratamento de infecções do sistema

urinário (bexiga e rins). Esta substância interfere no metabolismo bacteriano dos hidratos de carbono,

impedindo a formação da parede bacteriana e alterando a produção de nutrientes vitais.

Figura 4.1 – Representação esquemática da Nitrofurantoína (NF) e numeração atómica utilizada no texto, tabelas

e figuras.

A NF possui baixa solubilidade em água (174 e 374 mg/L a pH 1.1 e pH 7.2, respectivamente a

37 C12) e a sua dissolução em água é, por esse motivo, o passo limitante da absorção no trato

gastrointestinal.13 É possível encontrar na literatura diversas referências às transformações

polimórficas e pseudopolimórficas da NF que afectam os perfis de dissolução e, consequentemente a

biodisponibilidade. A NF cristaliza em diferentes estados (dois anidros e dois hidratados) e é um bom

composto modelo para a caracterização exacta de ambas as formas polimórficas e dos estados

hidratados. A NF apresenta alguns problemas de biodisponibilidade que estão estritamente

relacionados com o tamanho do cristal e com as duas formas cristalinas anidras e monohidratadas.14 16

No âmbito deste trabalho, apenas foram consideradas as duas formas anidras da NF, nomeadamente a

forma anidra (NFa ) e a forma anidra (NFa ).

4.2.1. Pares moleculares mais relevantes existentes nas estruturas cristalinas

A estrutura cristalina da NF apresenta redes de ligações de hidrogénio que se prevê tenham um

efeito significativo no espectro vibracional correspondente.13, 16, 17 A aplicação da metodologia descrita

requer cálculos DFT dos pares moleculares que melhor simulam as associações moleculares
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encontradas na estrutura do sólido. Para este fim, todos os possíveis pares entre uma molécula central

de referência e os seus vizinhos foram considerados. Apenas os pares que produzem desvios

relevantes (dos números de onda) são posteriormente descritos, correspondendo normalmente a

pares que apresentam contactos por ligações de hidrogénio. De referir que foi recentemente

proposta
18 23

uma abordagem sistemática para a identificação dos pares mais relevantes em estruturas

cristalinas, realçando a importância de ligações de hidrogénio fortes mas minimizando o papel

desempenhado por interacções mais fracas, como C H O, no empacotamento cristalino de

compostos orgânicos. No entanto, os resultados deste trabalho indicam que os contactos C H O têm

um efeito significativo no espectro vibracional que justifica o método aplicado na selecção de pares

moleculares.

Na Figura 4.2 estão representados os contactos mais importantes encontrados na estrutura

cristalina dos dois polimorfos de NFa considerados. Cada interacção é descrita por um dos pares

moleculares numerados de I VI (por exemplo, o par molecular I da forma é descrito por duas

moléculas de NF em contacto por intermédio de duas ligações de hidrogénio fracas: C(5) H O(4) e C(3)

H O(3)).

Figura 4.2 – Representação esquemática dos pares moleculares com contactos intermoleculares relevantes

observados na estrutura cristalina obtida na CSD: a) NFa (ref. LABJON01) e b) NFa (ref. LABJON02).

a)

b)
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Nas duas formas polimórficas, as moléculas de NF empacotam em camadas que são mantidas

por interacções de hidrogénio e formam fitas infinitas através de interacções N(4) H O(5).
16
Devido à

falta de doadores para a ligação de hidrogénio, em comparação com aceitadores, o empacotamento é

concluído com duas interacções do tipo C H O, C(5) H O(4) e C(3) H O(3) que são consideradas

ligações de hidrogénio fracas. Embora estas interacções C H O sejam mais fracas que as N H O, a

sua presença é importante para conferir estabilidade adicional a associações moleculares em sistemas

biológicos
16, 24, 25

tal como no caso da NF. Adicionalmente, um critério para averiguar a importância das

interacções C H O na análise do empacotamento molecular é avaliar se o padrão que envolve as

interacções C H O se repete num número significativo de estruturas. Este critério é satisfeito no caso

dos dois polimorfos anidros da NF, bem como nas duas formas hidratadas, permitindo concluir que a

ligação de hidrogénio C H O desempenha um papel significativo na determinação dos arranjos

moleculares observados, afectando o correspondente espectro vibracional. A análise das estruturas

cristalinas das duas formas e bem como os estudos computacionais necessários para descrever

os contactos intermoleculares presentes em cada caso, serão discutidos em detalhe nas secções

seguintes.

POLIMORFO

Na forma , as moléculas de NF estão associadas num arranjo “cabeça com cabeça” formando

dímeros centrossimétricos através de duas ligações de hidrogénio intermoleculares N(4) H O(5). Cada

dímero está ligado aos seus vizinhos por ligações mais fracas C(5) H O(4). Na Figura 4.3 estão

representadas as estruturas optimizadas dos diferentes pares moleculares que simulam as interacções

presentes na estrutura cristalina da forma . Em todos os casos, a distância calculada é indicada em

pm.



97

Figura 4.3 – Geometrias optimizadas para os pares moleculares seleccionados de forma a descrever os contactos

intermoleculares na estrutura cristalina de NFa . As distâncias calculadas O H estão indicadas em pm.

Os pares moleculares I, II e III representam três associações moleculares que são evidentes da

estrutura cristalina de NFa (associações moleculares constituídas por C(5) H O(4), C(3) H O(3), N(4)

H O(5) e C(8) H O(5)). O par molecular II, que apresenta duas interacções fortes N(4) H O(5)

corresponde ao mínimo de energia. Por outro lado, o par molecular III, composto por ligações mais

fracas (C(8) H O(5)) corresponde ao dímero menos estável, não diferindo muito do par molecular I que

também exibe interacções fracas (C(5) H O(4) e C(3) H O(3)). Embora fracas, as ligações de hidrogénio

C H O são conhecidas por desempenharem um papel relevante no empacotamento cristalino e têm

efeitos consideráveis no espectro vibracional de sistemas moleculares, tal como se encontra descrito

na literatura.
24 28

Na Tabela 4.1 estão representados os valores de número de onda calculados para o monómero

e os desvios promovidos pelos contactos descritos nos pares moleculares I a III, ilustrados na Figura

4.3 (apenas os modos significativamente alterados pelos contactos intermoleculares são

apresentados). Tal como esperado, os maiores desvios são observados para o par II, que apresenta

dois contactos fortes N H O. No entanto, os contactos C H O do par I também influenciam

significativamente o espectro vibracional. Por outro lado, as contribuições do par III são desprezáveis

na maioria das vibrações (exceptuando algumas vibrações envolvendo os osciladores directamente

envolvidos na ligação C H O).

Tabela 4.1 Números de onda (cm
1
) calculados para o monómero de NF e três associações moleculares

construídas com base na estrutura de raios X de NFa . Apenas desvios > 10 cm
1
são representados.

Monómero
Desvios de /cm

1

Descrição aproximada
[a]

NFa –

I II III (I III)

51 13 26 4 35 C(5) Fur + N(2) Pyr (em fase)

81 1 9 0 10 Modos torcionais
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126 4 8 0 12 Modos torcionais

137 6 18 7 31 C(5) Fur + N(2) Pyr (fora de fase)

143 7 15 6 16 (Pyr)

299 1 2 7 10 C(5) Fur + N(2) Pyr (fora de fase)

442 6 5 1 10 N(1) Fur

537 5 25 3 17 C(7)=O(5) (Pyr)

587 2 198 3 203 N H (Pyr)

757 11 3 0 14 N C (Pyr)

782 50 1 1 52 C H (Fur; em fase)

860 6 22 2 26 C C (Pyr)

865 40 1 1 42 C H (Fur; fora de fase)

888 57 0 2 55 C(5) H

989 2 2 11 11 CH2 (Pyr)

1084 0 14 1 13 N C (Pyr)

1175 15 5 5 15 CH2 (Pyr)

1216 11 1 4 14 as C O (Fur)

1236 7 0 3 10 N(2) Pyr

1284 6 45 2 53 N C (Pyr)

1307 11 71 0 82 N H (Pyr)

1330 12 25 2 15 C(5) H

1454 3 1 12 16 tesoura CH2 (Pyr)

1614 12 0 2 14 C(5)=N(2)

1796 21 39 14 74 C=O (Pyr; fora de fase)

1831 16 0 3 19 C=O (Pyr; em fase)

2937 2 2 18 18 s CH2 (Pyr)

2978 0 2 17 15 as CH2 (Pyr)

3000 62 0 16 78 C(5) H

3499 6 212 1 217 N H (Pyr)

[a] =elongação; =deformação no plano; =deformação fora do plano; =oscilação longitudinal29 (wagging);

=oscilação de binário29 (twisting); =oscilação transversal29 (rocking); =deformação no plano do anel; =deformação

fora do plano do anel; pyr=pirazol, fur=nitrofurano.

POLIMORFO

Para NFa , a interacção principal é uma ligação N(4) H O(5), mas neste caso esta interacção une

as moléculas de NF relacionadas com um eixo de rotação de ordem 2. Uma ligação intermolecular

C(5) H O(4) entre as moléculas contribui para a coesão da camada. Na Figura 4.4 estão representados
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os pares moleculares que caracterizam a estrutura cristalina da forma , bem como a distância para

cada interacção em pm. Os pares moleculares IV, V e VI representam três associações moleculares

distintas que são evidentes através da análise da estrutura cristalina de NFa (associações

moleculares construídas com base em interacções C(3) H O(2), C(5) H O(4), C(3) H O(3) e N(4) H O(5)).

Figura 4.4 – Geometrias optimizadas para os pares moleculares seleccionados de forma a descrever os contactos

intermoleculares na estrutura cristalina de NFa . As distâncias calculadas O H estão indicadas em pm.

O par molecular VI, que apresenta uma interacção forte N(4) H O(5) corresponde ao mínimo de

energia. Por outro lado, o par molecular IV, que é constituído por uma interacção mais fraca (C(3)

H O(2)) é o dímero menos estável. Na Tabela 4.2 estão representados os valores de número de onda

calculados para o monómero e os desvios promovidos pelos contactos descritos nos pares moleculares

IV a VI, ilustrados na Figura 4.4 (apenas os modos significativamente alterados pelos contactos

intermoleculares são incluídos).

Devido ao contacto forte N H O, o par VI origina os maiores desvios de frequência. Os desvios

promovidos pelos dois contactos C H O no par V são comparáveis aos desvios observados para os

contactos duplos C H O do par I (forma ). Novamente, o par com os contactos mais fracos (par IV)
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apresenta desvios muito pequenos (com a excepção da vibração fora do plano da correspondente

ligação C H).

Tabela 4.2 Números de onda (cm 1) calculados para o monómero de NF e três associações moleculares

construídas com base na estrutura de raios X de NFa . Apenas desvios > 10 cm 1 são representados.

Monómero
Desvios de /cm 1

Descrição aproximada[a]

NFa –

IV V VI (IV VI)

51 5 15 41 61 C(5) Fur + N(2) Pyr (em fase)

126 2 9 8 19 Modos torcionais

137 3 11 21 35 C(5) Fur + N(2) Pyr (fora de fase)

143 0 16 24 40 (Pyr)

183 0 9 1 10 (Pyr)

222 3 6 5 14 N(1) Fur

399 0 2 11 13 C=O (Pyr; em fase)

442 0 5 5 10 N(1) Fur

537 5 12 26 33 C(7)=O(5) (Pyr)

587 3 33 174 204 N H (Pyr)

757 2 11 4 17 N C (Pyr)

782 6 43 1 50 C H (Fur; em fase)

860 1 12 24 37 C C (Pyr)

865 21 47 2 70 C H (Fur; fora de fase)

888 6 51 12 69 C(5) H

989 0 11 10 21 CH2 (Pyr)

1009 7 7 2 16 C H (Fur; fora de fase)

1152 2 24 8 34 CH2 (Pyr)

1175 2 21 14 37 CH2 (Pyr)

1284 1 4 28 33 N C (Pyr)

1307 0 19 18 37 N H (Pyr)

1330 1 14 11 24 C(5) H

1338 3 7 13 17 s NO2

1365 0 12 7 19 N C (Pyr)

1454 0 20 24 44 tesoura CH2 (Pyr)

1576 1 9 0 10 as NO2

1796 2 27 54 83 C=O (Pyr; fora de fase)

1831 1 16 3 20 C=O (Pyr; em fase)

2937 3 29 22 48 s CH2 (Pyr)
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2978 3 30 20 47 as CH2 (Pyr)

3000 2 36 5 39 C(5) H

3147 1 11 3 13 C H (Fur; fora de fase)

3499 0 37 144 181 N H (Pyr)

[a] =elongação; =deformação no plano; =deformação fora do plano; =oscilação longitudinal29 (wagging);

=oscilação de binário29 (twisting); =oscilação transversal29 (rocking); =deformação no plano do anel; =deformação

fora do plano do anel; pyr=pirazol, fur=nitrofurano.

4.2.2. Atribuição vibracional baseada na aplicação da metodologia PiMM

Nesta secção, a atribuição completa dos espectros de FT Raman e FT IR das duas formas

polimórficas da NF é apresentada com base nas características estruturais discutidas na secção

anterior, nomeadamente o efeito das interacções intermoleculares presentes em cada sistema,

através da aplicação da Equação 4.1. De referir que, devido ao forte acoplamento dos osciladores, a

determinação de uma contribuição dominante para cada modo vibracional não é possível em todas as

situações. Em alguns casos, o incontornável carácter híbrido do modo vibracional é indicado na

descrição aproximada pela utilização do sinal mais (por exemplo CH2 (Pyr) + N C (Pyr)).

A aplicação da Equação 4.1 ao sistema NF é directa para os modos referidos nas Tabelas 4.1 e

4.2, uma vez que os números de onda previstos para cada modo normal são obtidos simplesmente

pela soma dos desvios previstos e do valor calculado para o monómero. Por exemplo, considerando o

modo (Pyr), o número de onda previsto é de 143+16=159 cm 1 e 143+40=183 cm 1 para NFa e NFa

, respectivamente. Este modo é atribuído às bandas observadas a 159 e 188 cm 1 nos espectro de

Raman das formas e , respectivamente. O mesmo procedimento é aplicado aos modos que

apresentam desvios mais pequenos que não estão ilustrados nas Tabelas 4.1 e 4.2.

As vibrações intermoleculares de um composto farmacêutico podem ser afectadas por

alterações na conformação molecular e nas ligações estabelecidas e consequentemente, os espectros

vibracionais das duas formas polimórficas da NF são diferentes. Na Figura 4.5 é possível observar uma

comparação entre os espectros de Raman das duas formas (a) e (b) nas regiões espectrais

compreendidas entre 50 350, 500 650 e 1125 1275 cm 1. Estas são as regiões que exibem as

diferenças mais pronunciadas entre as duas formas polimórficas, embora estas estejam presentes em

toda a gama espectral. Algumas das diferenças entre os dois polimorfos podem ser associadas às

distintas redes de ligações de hidrogénio existentes. Por exemplo, o polimorfo apresenta duas

ligações N H O fortes, representadas pelo par II, enquanto o polimorfo apresenta apenas uma

ligação forte N H O na sua estrutura (par molecular VI). Embora o tipo de ligações estabelecidas seja
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semelhante (N H O e C H O), o número e distribuição espacial destes contactos é diferente nos dois

polimorfos, o que explica os desvios de número de onda e de intensidade observados nos espectros

experimentais.

Figura 4.5 – Espectro de Raman de a) polimorfo e b) polimorfo nas regiões 50 350 cm 1, 500 650 cm 1 e 1125

1275 cm 1.

POLIMORFO

Na Figura 4.6 é possível observar a comparação entre os espectros de infravermelho:

experimental e obtidos por cálculos DFT, de NFa na região 350 650 cm 1 (para a molécula de NF

isolada e para as diferentes contribuições de cada par molecular considerado). As linhas horizontais

representam os desvios previstos pelo par correspondente (tal como apresentado na Tabela 4.1).

Como pode ser observado na Figura 4.6, existem diferenças entre o espectro calculado para o

monómero (a) e para os pares moleculares I (b) e II (c). Os modos mais sensíveis nesta região são a

deformação fora do plano da ligação N H ( N H) – com um desvio previsto de 587 cm 1 (monómero

isolado) para 777 cm 1 (no cristal). Outros modos sensíveis neste intervalo são, tal como indicado na

Tabela 4.1, C(7)=O(5), N(1) Fur e C=O.

Para esta região espectral, os pares moleculares mais relevantes, que prevêem os desvios mais

significativos, são os pares I e II. Estes dímeros apresentam interacções C H O e N H O,

respectivamente, prevendo desta forma desvios para os modos vibracionais contendo osciladores C H,

N H e C=O (ver Figura 4.6 e Tabela 4.1.).

50 100 150 200 250 300 350 1125 1150 1175 1200 1225 1250 1275500 525 550 575 600 625 650

Número de onda / cm 1

// //

a)

b)
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Figura 4.6 – Espectro de FT IR de NFa na região espectral compreendida entre 350 650 cm 1 para a)monómero

calculado, contribuições calculadas para b) par I, c) par II e d) espectro experimental. As linhas horizontais

indicam os desvios previstos para cada par molecular e são proporcionais à escala.

Na Figura 4.7 encontram se representados os espectros de Raman calculado e experimental na

região 1280 1460 cm 1. Nesta região, todos os pares moleculares calculados prevêem desvios

pequenos para cada vibração. No entanto, considerando a abordagem PiMM, é possível relacionar a

banda 1365 cm 1 (monómero) à banda 1384 cm 1 (experimental) bem como a banda 1387 cm 1

(monómero) à banda 1396 cm 1 (experimental). Estas bandas são atribuídas aos modos N C (Pyr) e

C C (Fur), respectivamente. Sem a presença dos desvios (fornecidos pelos cálculos PiMM) esta

correlação seria difícil de atingir. O par molecular III envolve ligações C H O nas quais o aceitador C H

é o grupo CH2, e por isso um dos maiores desvios representados na Figura 4.7 corresponde ao

movimento de tesoura do grupo CH2, atribuído à banda 1432 cm
1 no espectro experimental.
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Figura 4.7 – Espectro de FT Raman de NFa na região espectral compreendida entre 1280 1460 cm 1 para a)

monómero calculado, contribuições calculadas para b) par I, c) par III e d) espectro experimental. As linhas

horizontais indicam os desvios previstos para cada par molecular e são proporcionais à escala.

Tabela 4.3 – Atribuição completa do espectro de FT Raman e FT IR do polimorfo da NF, aplicando a

metodologia com apoio computacional PiMM.

Calc [a] FT Raman FTIR Descrição aproximada [b]

35 Modos torcionais

44 75 Modos torcionais

86 113 C(5) Fur + N(2) Pyr (em fase)

91 93 Modos torcionais

138 142 Modos torcionais

159 159 (Pyr)

168 181 C(5) Fur + N(2) Pyr (fora de fase)

191 (Pyr)

202 213 N(1) Fur

1338

s NO2

1
36
5;

N
C

1
38
7;

C
C

1280 1320 1360 1400 1440

Número de onda / cm 1

1454
sciss. CH2

1
34
7

13
84

14
3213
96

(a)

(b)

(c)

(d)

1330

C H

13
42
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228 223 N(1) Fur

289 292 C(5) Fur + N(2) Pyr (fora de fase)

296 305 C=O (Pyr)

386 389 387 C(5) Fur + N(2) Pyr (em fase)

408 414 416 C=O (Pyr; em fase)

452 445 447 N(1) Fur

467 470 471 N(2) C(5) Fur + C(5) N(2) Pyr (fora de fase)

533 550 552 NO2

554 580 576 C(7)=O(5) (Pyr)

576 587 585 (Fur)

583 608 608 (Pyr)

596 624 627 (Fur)

663 673 670 (Fur)

667 687 687 (Pyr)

702 741 742 C(6)=O(4) (Pyr)

716 744 745 NO2

771 789 786 N C (Pyr)

790 809 807 tesoura NO2

790 773 777 N H (Pyr)

834 835 834 C H (Fur; em fase)

851 873 873 N(2) C(5) Fur + C(5) N(2) Pyr (em fase)

886 901 904 C C (Pyr)

907 907 C H (Fur; fora de fase)

943 963 963 C(5) H

950 934 934 s C O (Fur)

969 980 980 (Fur)

978 995 CH2 (Pyr)

1018 1016 1016 C H (Fur; fora de fase)

1097 1128 1130 N C (Pyr)

1150 CH2 (Pyr)

1160 1170 1168 C H (Fur; em fase)

1190a 1208 1204 CH2 (Pyr) + N C (Pyr)

1203a 1208 1204 as C O (Fur)

1226 1230 1231 N(2) Pyr

1265b 1246/1252 1243/1252 C(5) Fur

1315 1342 1342 C(5) H

1337 1358 CH2 (Pyr) + C C (Pyr) + N C (Pyr)



Capítulo 4

106

1343 1347 1347 s NO2

1374 1384 1375 N C (Pyr)

1389 1325 1322 N H (Pyr)

1395 1396 1394/1410 C C (Fur)

1438 1432 1431 tesoura CH2 (Pyr)

1479 1494 1491 C=C (Fur; em fase)

1545 1532 1522 C=C (Fur; fora de fase)

1574 1563 1564 as NO2

16282 1604/1611 1603/1612 C(5)=N(2)

1722 1724 1725 C=O (Pyr; fora de fase)

1812 1777 1782 C=O (Pyr; em fase)

2955 2919 2915 s CH2 (Pyr)

2993 2953 2951 as CH2 (Pyr)

3078 3030 3030 C(5) H

3146 3110 3108 C H (Fur; fora de fase)

3186 3140 3139 C H (Fur; em fase)

3282 3170c 3170 N H (Pyr)

[a] Valores calculados aplicando a Equação 4.1 (monómero + desvios previstos) [b] =elongação; =deformação no

plano; =deformação fora do plano; =deformação no plano do anel; =deformação fora do plano do anel; =oscilação

longitudinal29 (wagging); =oscilação de binário29 (twisting); =oscilação transversal29 (rocking); pyr=pirazol,

fur=nitrofurano. a bandas sobrepostas no espectro experimental b desdobradas por ressonância de Fermi c banda oculta

por sobreposição.

A atribuição completa dos espectros de FT Raman e FT IR da forma , resultante de toda a

informação recolhida das considerações anteriores, é apresentada na Tabela 4.3. Tal como esperado,

o número de bandas experimentais excede o número de modos fundamentais, devido à presença de

sobretons e modos de combinação. Em cada região, os modos fundamentais (Tabela 4.3) foram

atribuídos às bandas mais intensas mais próximas do número de onda previsto pela metodologia

PiMM.

POLIMORFO

Na Figura 4.8 estão ilustrados os espectros de infravermelho calculados (para a molécula de NF

isolada e para os diferentes pares moleculares considerados) na região 625 850 cm 1 de NFa .

Todas as vibrações assinaladas na Figura 4.8 não são significativamente afectadas pelo par

molecular IV (devido às interacções fracas C H O envolvidas neste dímero) mas são claramente
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afectadas pelos pares V e VI. Todas as previsões feitas pela metodologia PiMM representadas na

Figura 4.8, estão de acordo com as atribuições experimentais propostas (sendo o erro inferior a 6 cm 1

entre o número de onda previsto pelo PiMM e o valor experimental atribuído).

Figura 4.8 – Espectro de FT IR de NFa na região espectral compreendida entre 625 850 cm 1 para a) monómero

calculado, contribuições calculadas para b) par V, c) VI e d) espectro experimental. As linhas horizontais indicam

os desvios previstos para cada par molecular e são proporcionais à escala.

O modo vibracional N H é significativamente afectado pelo par VI, que apresenta uma ligação

forte N H O, afectando desta forma todos os osciladores envolvidos neste contacto.

Embora a metodologia PiMM forneça uma previsão correcta da localização deste modo no

espectro experimental, o número de onda previsto está 68 cm 1 acima do valor atribuído no espectro

experimental. A discrepância entre estes dois valores revela uma das limitações da abordagem PiMM.

Adicionalmente, pode ser observado que os modos mais sensíveis estão relacionados com os grupos

doadores e aceitadores de cada ligação de hidrogénio intermolecular estabelecida em cada polimorfo.

A importância das interacções intermoleculares é revelada na posição relativa dos modos C H e no

movimento de tesoura do grupo NO2: tal como observado na Figura 4.8, a ordem prevista para o
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monómero ( C H a menores valores de número de onda) não é compatível com o espectro

experimental. Na Figura 4.9 estão representados os espectros de Raman calculados e experimental na

região 1300 1525 cm 1. Tal como é evidente, a abordagem PiMM revela se mais útil na atribuição do

modo 1378 cm 1 no espectro experimental, principalmente devido à intensidade relativa das bandas

observadas.

Figura 4.9 – Espectro de FT Raman de NFa na região espectral compreendida entre 1280 1460 cm 1 para a)

monómero calculado, contribuições calculadas para b) par V, c) par VI e d) espectro experimental. As linhas

horizontais indicam os desvios previstos para cada par molecular e são proporcionais à escala.

A atribuição completa dos espectros experimentais de FT Raman e FT IR da forma é

apresentada na Tabela 4.4. Tal como esperado e comentado para o caso da forma , os espectros

experimentais revelam a presença de bandas adicionais que não são atribuídas a modos fundamentais

(não incluídas na Tabela 4.4) e por isso devem resultar de sobretons e ressonâncias de Fermi.
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Tabela 4.4 – Atribuição completa do espectro de FT Raman e FT IR do polimorfo da NF, aplicando a

metodologia com apoio computacional PiMM.

Calc [a] FT Raman FTIR Descrição aproximada [b]

46 Modos torcionais

48 77 Modos torcionais

86 98 Modos torcionais

112 109 C(5) Fur + N(2) Pyr (em fase)

145 147 Modos torcionais

172 159 C(5) Fur + N(2) Pyr (fora de fase)

183 188 (Pyr)

193 (Pyr)

203 215 N(1) Fur

236 226 N(1) Fur

299 298 C=O (Pyr)

304 C(5) Fur + N(2) Pyr (fora de fase)

386 387 390 C(5) Fur + N(2) Pyr (em fase)

412 404 406 C=O (Pyr; em fase)

452 446 445 N(1) Fur

469 468 467 N(2) C(5) Fur + C(5) N(2) Pyr (fora de fase)

537 552 552 NO2

570 571 571 C(7)=O(5) (Pyr)

577 585 584 (Fur)

587 608 608 (Pyr)

598 622 622 (Fur)

665 672 671 (Fur)

672 686 687 (Pyr)

704 742 741 C(6)=O(4) (Pyr)

719 746 747 NO2

774 784 783 N C (Pyr)

789 810 809 tesoura NO2

791 711 723 N H (Pyr)

832 830 827 C H (Fur; em fase)

855 869 871 N(2) C(5) Fur + C(5) N(2) Pyr (em fase)

897 902 901 C C (Pyr)

935 908 906 C H (Fur; fora de fase)

948 931 929 s C O (Fur)

957 964 963 C(5) H

968 987 CH2 (Pyr)
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969 978 977 (Fur)

1025 1018 1018 C H (Fur; fora de fase)

1088 1122 1111 N C (Pyr)

1165 1170 1169 C H (Fur; em fase)

1186 1182 CH2 (Pyr)

1211a 1208 1209 as C O (Fur)

1212a 1208 1209 CH2 (Pyr) + N C (Pyr)

1228 1232 1234 N(2) Pyr

1266b 1247/1258 1245/1255 C(5) Fur

1317 1358 CH2 (Pyr) + C C (Pyr) + N C (Pyr)

1344 1325 1323 N H (Pyr)

1354 1343 1346 C(5) H

1355 1349 1343 s NO2

1384 1378 1381 N C (Pyr)

1391 1395 1402 C C (Fur)

1410 1428 1429 tesoura CH2 (Pyr)

1477 1493 1490 C=C (Fur; em fase)

1541 1528 1520 C=C (Fur; fora de fase)

1566 1564 1564 as NO2

1618b 1601/1609 1601/1609 C(5)=N(2)

1713 1729 C=O (Pyr; fora de fase)

1811 1774 1781 C=O (Pyr; em fase)

2985 2918 2916 sCH2 (Pyr)

3025 2950 2950 as CH2 (Pyr)

3039 3015 3015 C(5) H

3160 3112 3110 C H (Fur; fora de fase)

3186 3150 3150 C H (Fur; em fase)

3318 3284 3286 N H (Pyr)

[a] Valores calculados aplicando a Equação 4.1 (monómero + desvios previstos) [b] =elongação; =deformação no

plano; =deformação fora do plano; =deformação no plano do anel; =deformação fora do plano do anel; =oscilação

longitudinal29 (wagging); =oscilação de binário29 (twisting); =oscilação transversal29 (rocking). a bandas sobrepostas

no espectro experimental b desdobradas por ressonância de Fermi.

4.2.3. Estatística da aplicação da metodologia PiMM em sólidos farmacêuticos

De forma a efectuar uma análise crítica do trabalho realizado, procedeu se ao estudo estatístico

relativo à aplicação da metodologia com apoio computacional PiMM ao estudo do espectro vibracional

da Nitrofurantoína (NFa e NFa ), Teobromina (anidra TBa),1 Teofilina (anidra TPa, hidratada TPh)1 e
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Cafeína (anidra CAa, hidratada CAh)1. No caso da NF, para um total de 63 modos vibracionais, a

metodologia aplicada revela bons resultados na previsão da tendência geral de cada modo

relativamente ao número de onda calculado para o monómero. Os resultados obtidos para as formas

e são muito semelhantes, com resultados positivos para cerca de 80% do número total de

vibrações. Considerando o total de previsões correctas, esta abordagem apresenta um erro inferior a

10 cm 1 para 40% dos modos normais. No entanto, se considerarmos um intervalo de erro mais

alargado, o método PiMM acerta em cerca de 50% dos casos com um erro inferior a 15 cm 1.

Tabela 4.5 – Análise estatística dos resultados obtidos neste trabalho e em trabalhos anteriores relativa à

aplicação da metodologia PiMM na atribuição completa de espectros vibracionais de compostos farmacêuticos

que exibem polimorfismo e pseudopolimorfismo.

NFa – NFa – TBa CAa CAh TPa TPh

Previsão correcta 79% 82% 67% 54% 61% 76% 71%

Previsão errada 16% 13% 31% 46% 39% 24% 25%

Não obs. Exp. 5% 5% 2% 0% 0% 0% 4%

1 10 cm 1 35% 43% 31% 41% 37% 40% 31%

1 15 cm 1 49% 54% 51% 61% 50% 49% 42%

1 30 cm 1 17% 16% 9% 4% 7% 18% 22%

1 = PiMM experimental Raman (previsão correcta: por exemplo se o número de onda calculado para o monómero é

860 cm 1, a previsão PiMM é de 897 cm 1 e a banda experimental associada é 902 cm 1)

De uma forma geral, é possível concluir que esta metodologia ajuda a uma correcta atribuição

dos modos vibracionais, fornecendo bons resultados no que diz respeito à previsão da tendência para

maiores ou menores valores de números de onda relativamente aos espectros calculados para a

molécula isolada. Quanto ao valor exacto do número de onda de cada vibração, também fornece

resultados razoáveis, tendo em consideração o custo computacional envolvido. Esta abordagem falha

em cerca de 16% do total de vibrações. Adicionalmente, mesmo para algumas previsões correctas

relativamente à tendência de variação, o valor experimental encontra se deslocado para maiores ou

menores valores de número de onda mais de 30 cm 1 em 16% do número total de vibrações.

Analisando comparativamente os dados obtidos para os quatro sistemas investigados até ao momento

pela metodologia PiMM (NF, TB, TP e CA), os resultados apresentados neste trabalho são bastante

satisfatórios, com valores estatísticos ligeiramente superiores aos outros sistemas.
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4.2.4. Discussão

Este estudo envolveu a aplicação da metodologia PiMM (Pares em Materiais Moleculares) à

atribuição completa do espectro vibracional das duas formas anidras da NF, baseada na avaliação

teórica dos desvios vibracionais resultantes dos contactos intermoleculares presentes na estrutura

cristalina. A metodologia aplicada neste trabalho é simples, pouco exigente do ponto de vista

computacional e produz bons resultados, uma vez que pode ser particularmente útil na detecção e

caracterização estrutural de transformações sólido sólido que afectam significativamente a actividade

de um composto farmacêutico.

Os principais erros associados a esta abordagem provêm de negligenciar interacções de longo

alcance e efeitos de cooperatividade. Estes erros são claramente superiores aos erros que resultam

das limitações da base utilizada. No entanto, o número de inconsistências ou previsões erradas

(discutidas ao longo da apresentação de resultados e mostradas nas Tabelas 4.3 e 4.4) é bastante

pequeno, considerando a simplicidade do método e a complexidade dos sistemas.

Uma investigação sistemática das interacções intermoleculares que ocorrem nos polimorfos

anidros da NF, bem como uma atribuição correcta e consistente dos seus espectros vibracionais foi

efectuada. Este estudo mostra de forma clara a aplicação da espectroscopia vibracional associada a

cálculos DFT, para o estudo de compostos relevantes do ponto de vista farmacêutico. Uma vez que o

movimento vibracional é potencialmente diferente dependendo do empacotamento cristalino e

conformacional, a presença de ligações de hidrogénio distintas nas duas formas da NF afecta

directamente os números de onda vibracionais, as intensidades e formas de algumas bandas

características.

Foi ainda evidenciado, tal como esperado, que os modos mais sensíveis ao polimorfismo estão

relacionados com os grupos doadores e aceitadores envolvidos em cada ligação de hidrogénio

intermolecular. De facto, considerando os resultados globais, os modos vibracionais relacionados com

os grupos C=O, N H e C H, nomeadamente C=O, N H, C H, C H, N H, N H e C H são os mais

fortemente afectados pela presença de ligações de hidrogénio.
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4.3. Diagramas de fase sólido líquido de misturas binárias de ácidos gordos

Na primeira parte deste Capítulo foi apresentada e descrita a metodologia PiMM, utilizada na

atribuição completa de espectros vibracionais de compostos farmacêuticos. Nesta segunda parte,

pretende se ilustrar a aplicação parcial da mesma metodologia a um caso de estudo diferente:

construção de diagramas de fases de misturas binárias de ácidos gordos saturados. Neste contexto, a

espectroscopia de Raman e os cálculos DFT (de acordo com a abordagem PiMM) foram aplicados,

como métodos complementares das técnicas de DSC, difracção de raios X e microscopia de luz

polarizada, na construção de diagramas de fases completos de misturas binárias de ácidos gordos

saturados com uma diferença de 2 e 4 átomos de carbono entre as cadeias. Deste modo, foram

monitorizados modos vibracionais sensíveis de forma a identificar fases sólidas e líquidas em misturas

com composições químicas distintas e a diferentes valores de temperatura.

DIAGRAMA DE FASES

Um diagrama de fases pode ser definido como um tipo de gráfico que mostra as condições de

equilíbrio entre fases termodinamicamente distintas. Pode ser entendido como um “mapa” que

fornece a microestrutura de uma determinada mistura a qualquer valor de temperatura e composição.

Os componentes comuns de um diagrama de fases são as linhas de equilíbrio e as fronteiras de fase,

que se referem a linhas que delimitam condições nas quais múltiplas fases podem coexistir em

equilíbrio. As transições de fase ocorrem ao longo das linhas de equilíbrio. A linha solidus representa a

temperatura abaixo da qual a substância é estável no estado sólido e a linha liquidus representa a

temperatura acima da qual a substância é estável no estado líquido.

Outros conceitos a ter em consideração na análise de um diagrama de fases incluem os termos

eutéctico e peritéctico. Uma mistura eutéctica é uma mistura com proporções tais que o ponto de

fusão é o mais baixo possível, e todos os constituintes cristalizam simultaneamente a esta

temperatura. Esta cristalização simultânea é conhecida como reacção eutéctica, a temperatura à qual

se observa é a temperatura eutéctica e a composição e temperatura à qual ocorre designa se por

ponto eutéctico. As transformações peritécticas são semelhantes às reacções eutécticas mas muito

mais lentas. Neste caso, uma fase sólida e uma líquida de proporções fixas reagem a uma temperatura

definida de forma a obter uma fase sólida única.
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ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

A espectroscopia vibracional tem sido utilizada para investigar as estruturas químicas, o

comportamento de fase e a organização de lípidos.30 Os lípidos podem existir em numerosas formas

polimórficas e as interconversões entre essas fases (transições de fase) podem ser induzidas por

diversos meios. A detecção e caracterização de transições de fase em lípidos por espectroscopia de IV

e Raman envolve a identificação das alterações espectroscópicas que acompanham estas transições e

a sua correlação com as alterações estruturais que ocorrem durante esses processos.

As transições de fase no decorrer da fusão de cadeias carbonadas de lípidos aumentam a

mobilidade conformacional, rotacional e translacional30 o que provoca um alargamento das bandas

activas em IV e Raman e um decréscimo de intensidade. Tendo em conta que as propriedades das

bandas IV e Raman que provêm das vibrações fundamentais de grupos CH2 são determinadas em

última análise pelo conteúdo trans/gauche da cadeia carbonada, estas bandas são sensíveis às

transições de fase no decorrer da fusão. Estes parâmetros estruturais são altamente específicos e

podem ser utilizados para obter informação estrutural acerca de transições de fase na fusão de lípidos.

A desordem conformacional de cadeias polimetiladas trans é acompanhada por um aumento no

número de onda das vibrações sCH2 e asCH2 de cerca de 2 3 cm 1 e 5 7 cm 1, respectivamente e por

um alargamento significativo do perfil geral da banda.30 A alteração mais interessante é observada na

intensidade da banda asCH2, situada aproximadamente a 2885 cm 1, muito útil para a monitorização

por espectroscopia de Raman. As alterações na intensidade desta banda de Raman são razoavelmente

precisas e têm sido utilizadas na caracterização quantitativa de transições de fase na fusão de lípidos.30

4.3.1. Sistemas em estudo

Os ácidos gordos são os componentes maioritários de óleos e gorduras31 e possuem aplicações

na produção de revestimentos, plásticos e produtos de limpeza,32 materiais para armazenamento de

energia33, 34 e biodiesel.35, 36 Tendo em conta as aplicações dos ácidos gordos na indústria química,

farmacêutica e alimentar,37, 38 o conhecimento das suas propriedades e comportamento de fase pode

induzir inovações em muitas áreas, especialmente na indústria alimentar, devido à influência do

comportamento de fase das misturas de ácidos gordos nas características dos produtos levados ao

consumidor.

O polimorfismo de triglicéridos e ácidos gordos é conhecido desde há muito tempo, mas o

estudo das formas cristalinas dos ácidos gordos puros iniciou se em 1950 e até aos dias de hoje

permanece um desafio.39 45 Os trabalhos nesta área têm focado o estudo das propriedades e
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Na secção de resultados e discussão, apenas serão apresentados os dados relativos aos sistemas

C12C14 e C14C18, uma vez que o procedimento aplicado e a interpretação efectuada são semelhantes

para as restantes misturas. Os dados analisados para as amostras referidas, permitiram a construção

de diagramas de fases completos para todas as misturas de ácidos gordos, que poderão ser

consultados na literatura.61, 62

4.3.2. Resultados e discussão

Detalhes relativos à execução experimental e métodos computacionais aplicados neste estudo

encontram se descritos nas Secções 9.6, 9.11.1 e 9.14 do Capítulo 9. Os valores escolhidos para a

temperatura e composição de misturas de cada espectro tiveram como base pontos específicos do

diagrama de fases que se pretendia investigar ou confirmar quanto à presença das fases sólida e

líquida.

De forma a permitir uma interpretação correcta dos espectros de Raman, a atribuição das

bandas relacionadas com os ácidos gordos puros foi baseada em cálculos DFT para os monómeros e

dímeros, de acordo com a metodologia PiMM descrita anteriormente neste Capítulo. Os espectros de

Raman dos ácidos gordos puros são maioritariamente descritos pelo espectro calculado para o

respectivo monómero (Figura 4.12c). Excepções relevantes são as bandas relativas ao grupo carboxilo

(que podem ser qualitativamente descritas pelo espectro do dímero – estrutura optimizada

representada na Figura 4.11) e as bandas resultantes de ressonância de Fermi. As atribuições finais

estão de acordo com atribuições empíricas anteriores.63 Na Tabela 4.6 encontram se sumariadas as

bandas mais relevantes para este estudo, que foram monitorizadas quanto à composição de fase

líquida e sólida, e a correspondente atribuição vibracional proposta com base nos cálculos

anteriormente referidos.

Figura 4.11 – Geometria optimizada para o par molecular seleccionado de forma a descrever os contactos

intermoleculares na estrutura cristalina do ácido láurico. As distâncias calculadas O H estão indicadas em pm.

167
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Figura 4.12 – Espectro de Raman a) experimental, calculado ao nível B3LYP/6 31G* para o b) dímero

(representado na Figura 4.11) e para o c)monómero.

Tabela 4.6 – Atribuições vibracionais propostas para as bandas mais relevantes no âmbito deste estudo,

presentes no espectro de Raman do ácido láurico.

FT Raman / cm 1 Descrição aproximada

138 LAM (harmónico CCC)

207 LAM (harmónico CCC)

1411 CH2

1425 CH2

1455 CH3

1467 CH3

2845 sCH2

2882 as CH2

LAM – longitudinal acoustic mode; s=elongação simétrica; as=elongação assimétrica
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Os espectros vibracionais destas amostras mostram diferentes modos vibracionais para as

diferentes formas cristalinas46, 63, 64 e, embora as alterações na composição e temperatura das

amostras possam ser observadas em todo o espectro, este estudo incidiu em três regiões espectrais:

50 300, 1350 1520 e 2800 3050 cm 1, como se mostra na Figura 4.13 para o sistema C12C14 e na

Figura 4.14 para o sistema C14C18.

Os espectros de Raman fornecem informações quanto ao arranjo conformacional das moléculas

em ambas as formas líquida e sólida, especialmente no que diz respeito ao espectro da forma

cristalina, na qual a primeira região (Figura 4.13a e 4.14a) é dominada por duas bandas fortes

atribuídas ao modo vibracional LAM 3 (modo acústico longitudinal – deformação angular CCC). Esta

banda não foi observada nas amostras fundidas, e por essa razão constitui uma sonda na

monitorização da transição de fase sólido líquido.

A região 1350 1520 cm 1, Figura 4.13b e 4.14b, é atribuída a modos de deformação no plano de

grupos CH2 e CH3. Esta região mostrou se sensível a variações de temperatura e transições de fase. Em

particular, ambos os componentes ca. 1460 cm 1 – atribuído a uma deformação no plano de um grupo

CH3 – e ca. 1410 e 1425 cm 1 – atribuídos a deformações no plano do CH2 – perdem intensidade à

medida que a temperatura aumenta. No espectro da fase líquida, estas bandas foram observadas

apenas como ombros da banda central.

Figura 4.13 – Espectros de Raman do sistema C12C14 com C12=0.30 dependente da temperatura nas regiões a)

50 300 cm 1, b) 1350 1520 cm 1 e c) 2800 3000 cm 1. (* 190 cm 1)
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Na terceira região, Figura 4.13c e 4.14c, 2800 3000 cm 1, apenas as bandas atribuídas a

elongações C H ( C H) são esperadas. No entanto, estes modos são fortemente perturbados por

diversas ressonâncias de Fermi,30 conduzindo a um perfil de banda complexo. Todo o perfil de bandas

se revelou sensível a variações de temperatura e transições de fase. A relação de intensidade das duas

bandas principais na fase cristalina a ca. 2845 cm 1 relacionada com uma elongação simétrica CH2

( sCH2) e a ca. 2881 cm 1 atribuída à elongação assimétrica CH2 ( as CH2) – tem sido utilizada para

avaliar a proporção conformacional trans/gauche dentro das cadeias carbonadas.30 Adicionalmente, os

componentes em ressonância de Fermi localizados a números de onda mais elevados são fortemente

intensificados na fase líquida, fornecendo uma distinção clara entre os perfis de banda na fase

cristalina e na fase líquida.

Figura 4.14 – Variação com a temperatura dos espectros de Raman do sistema C14C18 com C14 0.25 nas regiões

a) 50 300 cm 1, b) 1350 1520 cm 1 e c) 2800 3000 cm 1.

Por forma a avaliar se a região de fase sólida do diagrama de fases é composta pelos ácidos

gordos puros mais um composto intermediário, tal como sugerido por alguns autores,51, 52 misturas

físicas de compostos puros foram preparadas e os seus espectros de Raman adquiridos antes da fusão

da amostra e comparados com os espectros recolhidos depois da fusão e recristalização da amostra. A

Figura 4.15 mostra os espectros de Raman para o sistema C12C14 a 305 K antes (mistura física a

tracejado) e após (linha a cheio) a fusão da amostra, nas três regiões espectrais consideradas. Na
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Figura 4.16, informações semelhantes são ilustradas para o sistema C14C18 a 313 K.

Figura 4.15 – Espectros de Raman do sistema C12C14 a 305 K. As linhas a tracejado representam os espectros das

amostras antes da fusão e as linhas a cheio depois da fusão. Valores de relativos ao ácido láurico (C12).

Na Figura 4.15 estão representados os espectros de Raman para o sistema C12C14 a 305 K, com

concentrações progressivamente maiores de ácido láurico. Tal como pode ser observado na Figura

4.15a, as duas bandas LAM 3 pertencentes ao ácido mirístico ( 185 cm 1) e ao ácido láurico ( 205 cm

1) podem ser observadas nos espectros das misturas físicas (antes da fusão) para todas as composições

(devido a concentrações baixas, apenas bandas fracas são observadas para C12=0.05 e C12=0.90). No

entanto, após a fusão e recristalização à mesma temperatura, apenas uma banda com o máximo

localizado a um valor intermédio entre os valores dos ácidos puros é observado, indicando claramente

que a mistura após a fusão não é apenas a mistura física dos dois sólidos puros. Se o sistema em

estudo fosse puramente eutéctico, como previamente admitido para estes sistemas, os dois espectros
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deveriam ser idênticos, o que não se observa, indicando que a estrutura dos diagramas de fases

anteriormente proposta não é correcta.

De forma análoga, na Figura 4.16, as duas bandas associadas ao modo LAM 3 correspondentes

ao ácido mirístico ( 185 cm 1) e ácido esteárico ( 147 cm 1) são observadas no espectro das misturas

físicas (antes da fusão) para todas as composições (devido a valores baixos de concentração, apenas

bandas fracas são observadas nos casos de C14=0.30 e C14=0.95).

Figura 4.16 – Espectros de Raman do sistema C14C18 a 313 K. As linhas a tracejado representam as amostras

antes da fusão e as linhas a cheio após a fusão das amostras. Valores de relativos ao ácido mirístico (C14).

O mesmo comportamento foi observado para a região 1360 1520 cm 1 (Figura 4.15b e 4.16b).

Enquanto a banda a 1410 cm 1 permaneceu quase inalterada, a banda a ca. 1425 cm 1 sofreu um

desvio para números de onda mais elevados e perdeu intensidade após a fusão da amostra e posterior

recristalização. Este efeito não é claro para C12=0.05, mas tornou se mais evidente para composições

superiores de C12. A região de C H (Figura 4.15c e 4.16c) fornece informação adicional relativa à

natureza das amostras após a fusão. Em comparação com as misturas físicas, os espectros das

amostras após a fusão apresentam uma diminuição na proporção de intensidades (2881 cm 1) / (2845

cm 1) e um aumento moderado de intensidade do componente com maior frequência (ca. 2900 2950
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cm 1). Estes efeitos parecem ter início a C12>0.05, apresentando um máximo a C12 0.45 (C12C14) e

C14 0.50 (C14C18) e parecem estar associados a um aumento da desordem conformacional. Em

particular, o decréscimo da relação de intensidades (2881 cm 1) / (2845 cm 1) indica um aumento das

conformações gauche na cadeia carbonada provavelmente associado a defeitos na interface lamelar

da fase Ci, tal como discutido por Dorset.65 O efeito revelou se ainda mais pronunciado a temperaturas

mais elevadas.

Figura 4.17 – Espectros de Raman do sistema C14C18 a 322 K na região 2800 3050 cm 1. A linha a tracejado

representa a amostra ( C14 0.50) antes da fusão. De cima para baixo: C14 0.55, C14 0.50.

A Figura 4.17 apresenta os espectros de Raman na região 2800 3050 cm 1 para composições de

C14 0.50 e C14 0.55 a 322 K para o sistema C14C18. A comparação dos espectros revela poucas

diferenças indicando que se encontram ambos na fase sólida não existindo líquido. A ausência de

líquido na amostra de C14 0.50, à temperatura considerada, não é compatível com a interpretação

clássica deste diagrama de fases, segundo o qual a mistura nestas condições deveria estar

parcialmente no estado líquido. Por outro lado, a ausência de líquido a esta temperatura e
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concentração está de acordo com o diagrama de fases global proposto por Costa e colaboradores61

para este sistema.

Por último, os espectros de Raman para o sistema C14C18 ( C14 0.30) com variação de

temperatura estão representados na Figura 4.18. De acordo com a interpretação clássica, a região

entre 328 K e 333 K para este sistema, é uma região de equilíbrio sólido líquido. No entanto, os

espectros da Figura 4.18 mostram claramente a ausência de líquido nesta região. Esta observação não

é compatível com o diagrama de fases clássico do tipo 2 Ib2 e a existência de líquido, observada na

Figura 4.18 para 335 K confirma a existência de uma região de equilíbrio sólido líquido, corroborando

o diagrama de fases proposto no trabalho de Costa e colaboradores.61

Figura 4.18 – Espectros de Raman do sistema C14C18 para C14 0.30 na região 2800 3050 cm 1.
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4.3.3. Conclusões

A espectroscopia de Raman serviu de técnica complementar para demonstrar que a

interpretação dos diagramas de fases existente na literatura não era a mais correcta e ajudou a

identificar, para além de reacções peritécticas e eutécticas, a ocorrência de reacções metatécticas e

regiões de completa miscibilidade entre os ácidos gordos nos extremos dos diagramas de fases e em

pontos de concentração intermédia. Foi demonstrado que, ao contrário do previamente admitido, os

diagramas de fases destes sistemas são bastante complexos, com implicações relevantes na concepção

de processos de separação e purificação para ácidos gordos, e também no desenvolvimento de

produtos baseados nestes compostos. Os cálculos DFT foram aplicados à atribuição parcial do espectro

das misturas de ácidos gordos recorrendo à abordagem PiMM, na qual a atribuição é feita com base

em pares de moléculas cuja soma reproduz o empacotamento cristalino.
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RESUMO

Compostos de inclusão de alguns derivados fenólicos 3 Metoxifenol (3MeOPh), 2 Metoxifenol

(2MeOPh) e 3 Metilfenol (3MePh) em ciclodextrinas naturais , e CD foram investigados por

utilização combinada de espectroscopia vibracional, cálculos DFT e análise térmica. Os efeitos do

processo de inclusão nas moléculas hóspede bem como nas interacções por ligações de hidrogénio,

foram estudados por intermédio da monitorização de modos sensíveis, dos quais são exemplo as

elongações C C e C H dos anéis aromáticos.

Com base no uso combinado de resultados analisados por espectroscopia de Raman, métodos

computacionais e estruturas de raios X de compostos semelhantes (obtidas através de acesso à

Cambridge Structural Database – CSD), foram propostas estruturas prováveis para os compostos de

inclusão nas ciclodextrinas .

Os compostos de inclusão formados com os hóspedes substituídos na posiçãometa apresentam

estequiometrias pouco habituais de 1:2 e 2:3. O espectro de Raman destes compostos de inclusão em

CD revela o desdobramento de vários modos vibracionais, distribuído por toda a gama espectral, o

que poderá indicar a presença de moléculas hóspede no interior e no exterior da cavidade da

ciclodextrina.
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5.1. Introdução

As ciclodextrinas (CDs) são sistemas macromoleculares, largamente reconhecidos pela sua

capacidade de incluir outras moléculas, formando compostos de inclusão.1, 2 Muitos tipos de

moléculas (compostos orgânicos3 10 ou organometálicos1, 11 18) ou parte dessas moléculas, são incluídas

desde que as suas dimensões moleculares se ajustem à cavidade. Os compostos de inclusão são em

geral relativamente estáveis e separam se rapidamente da solução como um pó cristalino. Esta

propriedade das CDs, aliada à baixa toxicidade demonstrada, tem sido referida como potenciadora da

aplicabilidade dos compostos de inclusão em diversas áreas,2, 19 21 variando desde processos de

separação21 26 e biotecnológicos,21, 23, 27, 28 passando pela indústria: farmacêutica,8, 23, 29 34 alimentar,28,

35, 36 coméstica,23, 37 39 agroquímica, ambiental21, 23, 28 e polímeros.40

Por forma a analisar a estrutura molecular e as interacções estabelecidas entre o hóspede e o

hospedeiro, assim como determinar se o produto final é de facto um composto de inclusão, têm sido

usadas diferentes técnicas analíticas.4, 5, 29, 30, 41 44 A espectroscopia de Raman e os métodos

termoanalíticos têm sido aplicados de forma bem sucedida ao estudo de compostos de inclusão em

CDs.5, 29, 30, 41, 43, 45, 46 Mais ainda, os efeitos do processo de inclusão nas moléculas hóspede, em

particular a selectividade conformacional, têm sido o objecto de estudo em inúmeros trabalhos

utilizando a espectroscopia de Raman.41, 45, 47 No estudo da formação de compostos de inclusão, a

espectroscopia de Raman já provou ser uma ferramenta de grande utilidade, uma vez que o espectro

de Raman das CDs exibe regiões livres de bandas que podem ser utilizadas para monitorizar modos

relevantes ( C=C, C=O, C Hanel, etc).

Neste trabalho, foram realizados estudos para avaliar os efeitos do processo de inclusão em

ciclodextrinas naturais ( , e CD) de três derivados do fenol: 3 Metoxifenol (3MeOPh),

2 Metoxifenol (2 MeOPh) e 3 Metilfenol (3MePh) – estruturas representadas na Figura 5.1.

Figura 5.1 – Representação esquemática dos compostos 3 Metoxifenol, 2 Metoxifenol e 3 Metilfenol

evidenciando a numeração dos átomos utilizada ao longo do texto.
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Estes derivados fenólicos apresentam algumas aplicações farmacêuticas interessantes (ver

Secção 5.2.1) e foram seleccionados para este estudo com base nas suas características estruturais. De

facto estes compostos podem estar envolvidos em ligações de hidrogénio, devido à presença do grupo

hidroxilo, mas não apresentam os osciladores locais tipicamente sensíveis como C=O e C=C,

normalmente utilizados para investigar as interacções hóspede hospedeiro. Tal ausência constitui um

novo desafio e permite simultaneamente a exploração das capacidades da espectroscopia de Raman

na caracterização estrutural dos compostos hóspede hospedeiro.41, 43, 45, 48

A espectroscopia de Raman foi utilizada para caracterizar os compostos de inclusão e

racionalizar as preferências da orientação do hóspede aquando da inclusão. As estequiometrias

hospedeiro/hóspede/H2O foram deduzidas a partir de dados recolhidos em análises por DSC

(Differential Scanning Calorimetry, sigla DSC) e TGA (Thermogravimetric Analysis, sigla TGA). Tal como

em trabalhos anteriores,41, 43, 45, 48 não foi utilizada espectroscopia FT IR uma vez que a maioria das

bandas do hóspede ou é muito fraca ou fortemente sobreposta por bandas pertencentes às moléculas

de CD. Adicionalmente, cálculos DFT ao nível 6 31G* foram realizados para as estruturas monoméricas

e diméricas dos três compostos, de forma a fornecer informação complementar relativamente a

possíveis interacções por ligações de hidrogénio e quais os seus efeitos nos modos vibracionais.

5.2. Caracterização de compostos de inclusão de alguns derivados do fenol

5.2.1. Moléculas hóspede

Características como a geometria e a polaridade de uma molécula condicionam a possibilidade

de inclusão em ciclodextrinas e consequentemente, a adaptação da molécula hóspede às

propriedades da cavidade. Em particular, alguma atenção tem sido dedicada na literatura à inclusão de

compostos aromáticos com substituintes pouco volumosos,3, 4, 41, 45, 48, 49 principalmente devido às

dimensões adequadas e hidrofobicidade exibidas pelo anel aromático.50 Nomeadamente, a existência

de um substituinte hidroxilo (elevado carácter hidrofílico) constitui um ponto adicional de interesse

numa molécula hóspede, uma vez que, em primeira análise este grupo deveria ser desfavorável ao

processo de inclusão.50 Contudo, encontram se citados na literatura exemplos indicando que a

inclusão deste tipo de compostos é possível, através da formação de ligações de hidrogénio entre o

grupo hidroxilo do hóspede e os grupos hidroxilo das ciclodextrinas.51, 52

Relativamente às moléculas hóspede consideradas neste estudo, o 2MeOPh é um composto

natural, resultante da pirólise da lignina, apresentando algumas propriedades que são usadas em

medicamentos como expectorantes, anti sépticos e anestésicos. Devido à sua capacidade de alteração
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de cor, por vezes é utilizado como solução indicadora em várias experiências realizadas com enzimas.

No geral, os metoxifenóis constituem uma família muito importante com implicações nas

propriedades antioxidantes e de preservação exibidas pelo fumo. Por seu lado, o 3MePh ocorre com

abundância na natureza, detectado em muitos alimentos, no fumo da madeira e do tabaco, entre

outros, possuindo um odor característico a “medicamento”. É utilizado para dissolver outros químicos,

como desinfectante e desodorizante.

Por forma a avaliar a possível existência de diversos confórmeros para cada molécula hóspede,

foram efectuados cálculos do tipo DFT para as moléculas 3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh. A Figura 5.2

apresenta as geometrias optimizadas dos diferentes confórmeros encontrados para cada uma das três

moléculas hóspede consideradas neste estudo, bem como os valores da respectiva energia relativa em

kJ mol 1 (os confórmeros que são o resultado de rotações internas do grupo metilo são omitidos,

devido às pequenas diferenças de energia envolvidas).

Figura 5.2 – Geometrias optimizadas ao nível B3LYP/6 31G* para os diferentes confórmeros de a) 3MeOPh, b)

2MeOPh e c) 3MePh. Os valores de energia relativa, em kJ mol 1 estão representados (após consideração da

energia vibracional do ponto zero ZPVE, sigla em inglês).
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No caso do 3MeOPh (Figura 5.2a), as energias calculadas para os quatro confórmeros são muito

semelhantes, o que poderá indicar a existência, no líquido puro, de uma mistura dos quatro

confórmeros, com uma ligeira predominância das estruturas I e IV. No que diz respeito ao 2MeOPh

(Figura 5.2b), as energias calculadas para os confórmeros são muito diferentes, indicando que a

estrutura III deve ser dominante ou mesmo a única presente na fase líquida do composto puro.

Finalmente, é esperada uma mistura dos dois confórmeros ilustrados na Figura 5.2c na fase líquida do

composto 3MePh.

Nas Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 apresentam se propostas de atribuição completa dos espectros de

Raman e IV do 3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh, respectivamente, estabelecidas com base nos valores de

frequência calculados para os modos normais do monómero. A intensidade das bandas é descrita

tendo em conta a seguinte nomenclatura: vs – muito forte (iniciais do inglês: very strong), s – forte

(inicial do inglês: strong),m – média (inicial do inglês: medium), w – fraca (inicial do inglês: weak), vw –

muito fraca (iniciais do inglês: very weak) e sh – ombro (inicial do inglês: shoulder).

Adicionalmente, encontram se ilustrados na Figura 5.3 os vários dímeros calculados para cada

uma das moléculas hóspede, tendo se procedido à optimização completa da geometria, seguida do

cálculo de frequências e intensidades para cada estrutura (ver detalhes na Secção 9.14 do Capítulo 9).

Embora a metodologia PiMM, descrita no Capítulo 4, não tenha sido aplicada a estes sistemas (que na

sua forma pura são líquidos) por se afastar do âmbito deste trabalho, os cálculos envolvendo os

dímeros foram úteis na atribuição de alguns modos (particularmente o de maior número de onda).

Assim, uma aplicação da metodologia PiMM adaptada, poderia vir a ser utilizada no estudo do

espectro vibracional destes compostos, com vista à obtenção de uma atribuição dos modos

vibracionais com um grau mais elevado de fundamentação teórica.

As estruturas dos dímeros para o 3MeOPh e 2MeOPh foram construídas com base nos

contactos mais prováveis (O H O H e O H O CH3). Por outro lado, os dímeros do 3MePh foram

obtidos tendo como base os contactos existentes na estrutura de raios X (referência MCRSOL53)

retirada da CSD.
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Figura 5.3 – Geometrias optimizadas ao nível B3LYP/6 31G* para dímeros de a) 3MeOPh, b) 2MeOPh e c) 3MePh.

Estão representados os valores de energia relativa, em kJ mol
1
e as distâncias calculadas para O H (em pm).
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Tabela 5.1 – Proposta de atribuição completa dos espectros vibracionais de FT Raman e FT IR do 3MeOPh.

Calc.[a] FT Raman FT IR
Descrição

aproximada[b]
Calc.[a] FT Raman FT IR

Descrição

aproximada[b]

3608 3377[c] (m) O H 1069 1080 (m) 1078 (m) C H

3117 3091 (sh) C H 1038 1041 (w) 1035 (vs) O2 Me

3100 3075 (sh) C H 972 997 (vs) 994 (m) C C (12)

3074 3064 (s) C H 934 943 (s) Me

3052 3033 (vw) C H 916 924 (vw) 922 (m) C H

3034 3008 (w) as C H (Me) 814 839 (m) C H

2966 2943 (m) as C H (Me) 810 830 (m) C H

2909 2839 (m) s C H (Me) 732 765 (w) 761 (s) C H

1611 1613 (m) 1613 (sh) C C (8a) 714 734 (s) 734 (m) C C

1588 1599 (m) 1594 (s) C C (8b) 666 689 (vw) 683 (s) C C

1487 1507 (vw) 1502 (sh) C C 606 579 (vw) 578 (m) C C

1478 1491 (vw) 1490 (s) C C 540 555 (vw) 554 (w) C C

1470 1468 (vw) 1467 (m) as C H (Me) 516 530 (m) 526 (m) C C

1461 1455 (w) 1454 (m) as C H (Me) 477 477 (m) 473 (w) C1 O + C3 O

1437 1442 (w) 1439 (m) s C H (Me) 466 458 (vw) 456 (m) C C

1333 1330 (w) 1330 (w) C C 403 421 (w) 410 (vw) C1 O + C3 O

1297 1309 (vw) 1310 (w) C H 360 386 (w) O H

1285 1290 (m) 1284 (s) C1 O + C3 O 277 265 (vw) C3 O

1205 1209 (vw) 1208 (sh) C1 O + C3 O 240 244 (m) C1 O

1174 1196 (w) 1195 (s) O H 223 236 (sh) Me O

1154 1191 (w) C H 204 212 (vw) Me O

1142 1168 (w) 1165 (sh) C H 96[d] Me

1139 1154 (w) 1145 (vs) Me

[a] Valores calculados para o monómero ao nível B3LYP (factor de correcção: 0.9614). [b] elongação; deformação

no plano; deformação fora do plano; deformação do grupo CH3; torção; s simétrica; as assimétrica; Me –

metilo. [c] Cálculos com os pares representados na Figura 5.3a, prevêem o deslocamento deste modo para menores

valores de número de onda, para 3508 e 3488 cm 1 nos dímeros D1 e D2, respectivamente. [d] As bandas que aparecem

a <100 cm 1 não se vêem no espectro de Raman devido à presença da banda de Rayleigh.
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Tabela 5.2 – Proposta de atribuição completa dos espectros vibracionais de FT Raman e FT IR do 2MeOPh.

Calc.[a] FT Raman FT IR
Descrição

aproximada[b]
Calc.[a] FT Raman FT IR

Descrição

aproximada[b]

3562 3463 (m) O H 1098 1077 (vw) C H

3099 3074 (vs) C H 1036 1039 (vs) 1038 (s) O2 Me

3092 3052 (sh) C H 1018 1027 (sh) 1020 (vs) C H

3080 3026 (m) C H 920 962 (vw) C H

3067 3010 (m) C H 876 915 (vw) 916 (w) C H

3038 2949 (m) as C H (Me) 816+817 834 (m) 832 (m) C H+ C C

2972 2934 (m) as C H (Me) 746 759 (vs) 755 (sh)

2913 2843 (s) s C H (Me) 727 727 (sh) 739 (s) C H

1607 1614 (m) 1614 (w) C C (8a) 676 C C

1593 1598 (s) 1596 (m) C C (8b) 573 584 (m) 583 (w) C C

1497 1504 (m) 1499 (s) C C 547 569 (sh) 571 (sh) C C

1476 1463 (m) 1468 (m) as C H (Me) 518 534 (m) 531 (m) C1 O + C2 O

1460 1456 (m) 1457 (sh) C C 489 503 (w) 496 (w) C C

1458 1446 (sh) 1444 (m) as C H (Me) 470 478 (w) C C

1444 1409 (vw) s C H (Me) 445 456 (w) 439 (m) O H

1367 1358 (w) 1360 (m) C C 345 347 (m) C1 O + C2 O

1296 1303 (m) 1303 (w) C H 311 310 (m) C1 O + C2 O

1260 1265 (s) 1255 (s) C1 O + C2 O 237 236 (w) C1 O + C2 O

1223 1223 (vw) 1220 (m) C1 O + C2 O 225 Me O

1196 1206 (w) 1203 (m) O H 178 188 (m) Me O

1163 1172 (w) 1171 (m) Me 70[c] Me

1145 1156 (s) 1154 (w) C H

1141 1111 (w) 1107 (s) Me

[a] Valores calculados para o monómero ao nível B3LYP (factor de correcção: 0.9614). [b] elongação; deformação

no plano; deformação fora do plano; deformação do grupo CH3; torção; s simétrica; as assimétrica; Me –

metilo. [c] As bandas que aparecem a <100 cm 1 não se vêem no espectro de Raman devido à presença da banda de

Rayleigh.
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Tabela 5.3 – Proposta de atribuição completa dos espectros vibracionais de FT Raman e FT IR do 3MePh.

Calc.[a] FT Raman FT IR
Descrição

aproximada[b]
Calc.[a] FT Raman FT IR

Descrição

aproximada[b]

3603 3313[c] (m) O H 1073 1087 (m) 1084 (m) C H

3096 3088 (vw) C H 1034 1036 (m) Me

3076 3075 (sh) C H 997 1000 (vs) 1009 (sh) Me

3060 3054 (m) C H 975 991 (sh) 1000 (m) C C

3030 3022 (sh) C H 931 930 (vw) 927 (s) C H

3005 2921 (m) as C H (Me) 914 879 (vw) 880 (m) C1 O + C3 O

2973 2861 (w) as C H (Me) 850 856 (vw) 852 (m) C H

2924 2735 (w) s C H (Me) 811 842 (vw) C H

1604 1615 (m) 1614 (m) C C (8a) 760 778 (w) 773 (vs) C H

1597 1591/98 (m) 1589 (s) C C (8b) 720 735 (s) 733 (m) C C

1497 1517 (w) C C 673 690 (vw) 687 (vs) C C

1472 1502 (vw) 1491 (m) as C H (Me) 556 565 (w) 574 (w) C C

1457 1462 (vw) 1462 (m) as C H (Me) 524 541 (m) 539 (m) C C

1435 1444 (w) 1440 (m) C C 504 518 (m) 518 (w) C C

1387 1380 (m) 1379 (sh) s C H (Me) 452 465 (vw) 472 (w) C C

1318 1336 (m) C C 448 445 (vw) 441 (s) C1 O + C3 O

1309 1306 (vw) 1309 (sh) C H 368 322 (vw) O H

1275 1282 (m) 1278 (m) C1 O + C3 O 296 306 (w) C1 O + C3 O

1169 1162 (m) 1152 (vs) O H 239 244 (m) C1 O

1155 C H 207 216 (m) C3 O

1149 1133 (vw) C H 31[d] Me

[a] Valores calculados para o monómero ao nível B3LYP (factor de correcção: 0.9614). [b] elongação; deformação

no plano; deformação fora do plano; deformação do grupo CH3; torção; s simétrica; as assimétrica; Me –

metilo. [c] O cálculo para o par D2 representado na Figura 5.3c prevê o deslocamento deste modo para menores

valores de número de onda, 3495 cm 1, quando se estabelece um contacto O H O, em relação ao valor calculado para

o monómero. [d] As bandas que aparecem a <100 cm 1 não se vêem no espectro de Raman devido à presença da

banda de Rayleigh.
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5.2.2. Resultados e discussão

ESTUDOS TÉRMICOS (TG E DSC)

A utilização combinada de análise DSC e TG constitui uma ferramenta analítica de primeira

escolha para uma avaliação precisa da estequiometria dos compostos de inclusão.54 56 Quando as

moléculas do hóspede são incluídas nas cavidades das CDs ou na estrutura cristalina, os seus pontos

de fusão, ebulição e sublimação normalmente mudam para valores de temperatura diferentes.

Adicionalmente, tendo em conta que os compostos de inclusão em CDs são geralmente preparados

em solução aquosa, devem ser considerados como sistemas ternários: CD x(hóspede) y(H2O), nos

quais x e y representam o número de moléculas de hóspede e de H2O por cada molécula de CD,

respectivamente.

As estequiometrias dos compostos de inclusão em CDs com os hóspedes 3MeOPh, 2MeOPh e

3MePh foram obtidas através da quantificação das diferentes perdas de massa identificadas pelas

curvas TG à medida que a temperatura aumenta. As curvas TG e DSC do composto CD 2MeOPh

estão representadas na Figura 5.4. Tal como se pode observar na Figura 5.4, o termograma do

composto de inclusão é bastante diferente dos termogramas dos componentes isolados, indicando a

formação de um composto de inclusão verdadeiro.

O hóspede puro (2MeOPh) evapora entre ca. 50 C e 150 C (Figura 5.4, ). Por outro lado, o

hidrato de CD (Figura 5.4, ……....), é conhecido por apresentar uma perda gradual de moléculas de água

desde a temperatura ambiente até aproximadamente 90 C, sem variações adicionais de massa até ca.

280 C, quando se inicia a decomposição.57

Considerando o processo de inclusão como uma permuta de algumas moléculas de água de

hidratação por moléculas de hóspede, o termograma do composto de inclusão CD 2MeOPh (Figura

5.4, ), exibe uma perda inicial de 11% em massa devido à libertação de moléculas de água de

hidratação. Após o processo de desidratação estar completo, ocorre uma perda adicional de 7% em

massa, provavelmente correspondente à libertação do hóspede, 2MeOPh, antes da decomposição da

ciclodextrina. Esta relação de massa 82% / 7% / 11%, representa uma fracção molar de 2/1/7,

correspondendo a uma estequiometria de 2CD 1(hóspede) 7(H2O).

As curvas termogravimétricas dos restantes compostos de inclusão não são aqui representadas,

uma vez que apresentam o mesmo perfil genérico e características exibidas pelo composto

CD 2MeOPh. Os resultados estequiométricos para todos os compostos de inclusão considerados

neste estudo, estão sumariados na Tabela 5.4.
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Figura 5.4 – Análise térmica: curvas obtidas por análise de a) DSC e b) TG do composto de inclusão CD 2MeOPh

(linha a cheio), CD pura (........) e hóspede puro 2MeOPh ( ).

Tal como é evidente pela análise da Tabela 5.4, os compostos de inclusão com CD apresentam

três estequiometrias distintas, dependendo do tamanho e posição do substituinte no anel do fenol.

Em geral, a dimensão da ciclodextrina não é suficiente para acomodar completamente o anel

aromático, estando o hóspede “entalado” entre duas moléculas de CD. Este é o caso do

CD 2MeOPh, que exibe o substituinte metoxilo na posição orto.

O composto CD 3MeOPh apresenta uma estequiometria 1:1.5. Esta é uma estequiometria

pouco usual (2:3) e, tanto quanto sabemos, apenas previamente observada para o composto de

inclusão CD (m bromofenol).58 No caso do CD 3MePh uma estequiometria invulgar de 1:2 também

foi observada. Este valor pode ser explicado com base nos resultados de raios X para o m nitrofenol59

e álcool benzílico60 – ambas as estruturas apresentam uma molécula do hóspede incluída na cavidade

da CD e outra molécula fora da cavidade, que resulta na proporção final de 1:2.
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Tabela 5.4 – Estequiometria dos compostos de inclusão, baseada em análise de DSC e TG.

Sistema % (Hóspede) % (H2O)
Moléculas de água

por CD

Estequiometria

hospedeiro:hóspede

CD 3MePh 17.25 7.11 5 1:2

CD 2MeOPh 6.95 11.05 7 2:1

CD 3MeOPh 14.44 7.97 6 2:3

CD 3MePh 14.89 6.08 5

10 [a]

1:2

1:2 [a]

CD 2MeOPh 10.65 9.54 8 1:1

CD 3MeOPh 11.26 5.69 4 1:1

CD 3MePh 13.20 13.84 14 1:2

CD 2MeOPh 15.74 13.17 13 1:2

CD 3MeOPh 16.21 11.74 12 1:2

[a] Valor obtido na literatura.61

Considerando a CD, as dimensões da sua cavidade são normalmente suficientes para

acomodar uma molécula de hóspede, tal como encontrado para CD 3MeOPh e CD 2MeOPh. O

sistema CD 3MePh é uma excepção, com uma proporção hospedeiro:hóspede de 1:2. Este resultado

está de acordo com os dados de raios X disponíveis para este composto,61 tal como se mostra na

Tabela 5.4. A discrepância observada no teor de água (5 moléculas de água por ciclodextrina neste

trabalho e 10 moléculas de água por CD na literatura61) pode surgir devido ao carácter lábil de algumas

moléculas de água presentes na estrutura dos compostos de inclusão.

No que diz respeito aos compostos de inclusão com CD, foi observada uma estequiometria 1:2

(hospedeiro:hóspede) para todos os derivados fenólicos em estudo, de acordo com o esperado para

esta CD, devido às dimensões da sua cavidade.

ESPECTROSCOPIA DE RAMAN

A espectroscopia de Raman pode fornecer evidências do sucesso da formação de um composto

de inclusão comparando o espectro das misturas físicas “hóspede+CD” e o espectro dos compostos de

inclusão. É esperado que os espectros de Raman dos compostos de inclusão apresentem diferenças

significativas nas características espectrais das moléculas de hóspede e CD, enquanto que o espectro
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das misturas físicas “hóspede+CD” é geralmente o resultado da soma dos espectros individuais.

As regiões espectrais que se encontram livres de bandas de CD são particularmente úteis para

enfatizar as alterações promovidas pelo processo de inclusão. Estas regiões espectrais podem ser

encontradas acima de ca. 1550 cm 1 e ca. 3000 cm 1, incluindo alguns modos de elongação dos

osciladores C C e C H ( C Canel e C Hanel), respectivamente. A interferência de bandas das CDs não

permite o uso sistemático de outros modos do hóspede para monitorizar os efeitos do processo de

inclusão. No entanto, em alguns casos, modos relevantes do hóspede podem ser observados em

algumas pequenas “janelas” espectrais presentes no espectro de Raman dos hospedeiros (CDs). Este é

o caso do 3MeOPh, para o qual os efeitos da inclusão são evidentes nas bandas atribuídas aos modos

de deformação fora do plano do C1 O ( C1 O) e de elongação do anel ( C Canel) – observados a 244 cm
1

e 734 cm 1, respectivamente, no hóspede puro. Os diversos modos vibracionais utilizados para

monitorizar o processo de inclusão das três moléculas hóspede estão enumerados na Tabela 5.5, bem

como a correspondente atribuição vibracional.

Tabela 5.5 – Valores de número de onda (cm 1) e descrição aproximada para as bandas mais relevantes

observadas no espectro de Raman dos hóspedes puros.

Descrição

aproximada[a]

Número de onda (cm 1)

3MePh 3MeOPh 2MeOPh

Exp. Calc.[b] Exp. Calc.[b] Exp. Calc.[b]

C3 Me 216 207

C1 O 244 239 244 240 236 237

C Canel 518 504 530 516 503 489

C Canel 541 524 555 540 584 573

C Canel 735 720 734 714 759 746

8b; C Canel 1591/1598 1597 1599 1588 1598 1593

8a; C Canel 1615 1604 1613 1611 1614 1607

C H 3054 3060 3064 3074 3074 3080

[a] elongação; deformação no plano; deformação fora do plano; [b] números de onda calculados para cada

composto, de acordo com o procedimento descrito na Secção 9.14 do Capítulo 9.
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3MeOPh

Na Figura 5.5 encontram se representados os espectros de Raman do líquido puro 3MeOPh e os

respectivos compostos de inclusão no estado sólido, nas regiões espectrais 220 270 cm 1 e 715 750

cm 1. Na região entre 220 270 cm 1, o processo de inclusão na CD conduz a uma separação

inequívoca da banda registada a 244 cm 1, atribuída ao modo C1 O. O desdobramento deste modo

vibracional pode ser atribuído a uma de duas situações: a) uma ressonância de Fermi resultante do

processo de inclusão ou b) a presença de moléculas de hóspede em dois ambientes químicos distintos.

Tendo em conta a estequiometria obtida para este composto de inclusão (2:3), determinada pelos

resultados combinados de análise por TG e DSC mencionados na secção anterior, a última explicação

parece ser a mais apropriada, tal como será discutido em seguida.

Figura 5.5 – Espectros de Raman, nas regiões 220 270 e 715 750 cm 1, do hóspede puro 3MeOPh no estado

líquido e respectivos compostos de inclusão no estado sólido com , e CD.
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menos evidentes, sendo que apenas um desvio para menores valores de número de onda da banda a
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outros compostos aromáticos incluídos em CDs,43, 45, 48, 62 o perfil da banda no composto CD 3MeOPh

é mais parecido com o perfil da banda no hóspede puro, provavelmente como resultado de um menor

número de restrições impostas pela cavidade da CD.

Para a região 715 750 cm 1, as alterações observadas são menos evidentes. O perfil da banda

atribuída a C Canel (734 cm 1, líquido puro) no espectro do composto de inclusão em CD não revela

nenhuma alteração significativa com respeito ao espectro do líquido puro. Este comportamento é

consistente com a dimensão larga da cavidade desta CD. No caso dos compostos com e CD,

apenas pequenas diferenças são observadas nos números de onda e no perfil da banda que se torna

um pouco mais estreito, provavelmente devido ao deslocamento para maiores valores de número de

onda da banda a 729 cm 1. Esta é uma indicação de um maior número de restrições impostas por estas

duas cavidades.

Na Figura 5.6 encontram se representados os espectros do hóspede puro e os correspondentes

compostos de inclusão em , e CD na região 1540 1660 cm 1.

Figura 5.6 – Espectros de Raman, na região 1540 1660 cm 1, do hóspede puro 3MeOPh no estado líquido e

respectivos compostos de inclusão no estado sólido com , e CD.
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No espectro do composto 3MeOPh puro, o perfil da banda evidencia claramente a presença de

pelo menos três bandas, a 1599, ca. 1613 e ca. 1625 cm 1. No entanto, de acordo com a atribuição

empírica baseada em cálculos DFT, apenas duas bandas são esperadas nesta região do espectro

(correspondendo a modos C Canel e denominados 8a e 8b de acordo com a notação de Wilson para

modos do benzeno). Estes modos são atribuídos às duas bandas com menores números de onda, a

1599 e 1613 cm 1. A terceira banda, ca. 1625 cm 1 é atribuída a uma ressonância de Fermi entre o

modo fundamental 8a e uma banda de combinação (possíveis bandas de combinação: 1154 cm 1 + 477

cm 1 e 997 cm 1 + 620 cm 1). O comportamento desta região após a inclusão, apoia de uma forma geral

as observações retiradas para as regiões anteriores. Globalmente, os perfis e números de onda das

bandas não são significativamente alterados no processo de inclusão nas cavidades maiores das CDs

e . Por seu lado, a inclusão em CD é claramente diferente – provavelmente devido a alterações

geométricas impostas pelo tamanho da cavidade da CD, a componente atribuída a uma ressonância

de Fermi registada a 1625 cm 1 (no hóspede puro) desaparece no decorrer do processo de inclusão.

2MeOPh

As alterações espectrais promovidas pela inclusão de 2MeOPh na cavidade das ciclodextrinas,

não são tão evidentes. De facto, apenas pequenos desvios na intensidade e números de onda são

observados nos espectros destes compostos de inclusão, relativamente ao espectro do hóspede puro.

No entanto, estas diferenças são claramente consistentes com a formação de um composto de

inclusão (tal como observado através dos resultados obtidos pelas técnicas de TG e DSC).

Na Figura 5.7 encontram se representados os espectros de Raman do hóspede puro, 2MeOPh,

e dos correspondentes compostos de inclusão em , e CD, na região espectral 1520 1680 cm 1.

Esta é a região espectral na qual se observam as diferenças mais pronunciadas. Para o hóspede puro,

as duas bandas bem definidas observadas a 1598 e 1614 cm 1, são atribuídas ao par C Canel (8b e 8a,

respectivamente). O processo de inclusão em todas as CDs leva a uma diminuição (cerca de 6 cm 1) no

número de onda apenas da componente do modo 8a, um efeito que pode ser relacionado com a

alteração das condições de simetria do ambiente químico. Sendo assim, o perfil geral desta região

espectral é alterado significativamente aquando da inclusão. É interessante referir que, em contraste

com a análise anterior (para o 3MeOPh, bem como para outros compostos de inclusão aromáticos45,

48) o mesmo efeito é observado independentemente do tamanho da CD, embora tenham sido obtidas,

por análise térmica, estequiometrias distintas para cada composto de inclusão.



147

Figura 5.7 – Espectros de Raman, na região 1520 1680 cm 1, do hóspede puro 2MeOPh no estado líquido e

respectivos compostos de inclusão no estado sólido com , e CD.
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De acordo com os cálculos DFT para o hóspede puro, existem dois modos presentes em cada

uma das duas regiões representadas na Figura 5.8: os modos de deformação fora do plano dos

substituintes do anel aromático, C3 Me e C1 O, na região 190 270 cm 1 (Figura 5.8, esquerda) e duas
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os modos C3 Me e C1 O são atribuídos às bandas a 216 e 244 cm 1, respectivamente, enquanto as
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1.
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Figura 5.8. Na primeira região (190 270 cm 1), os dois modos observados C3 Me e C1 O são

desdobrados em dois pares de bandas aquando da inclusão. Um efeito semelhante ocorre na região

compreendida entre 500 560 cm 1, na qual o componente com número de onda mais elevado também

apresenta dois componentes bem definidos no espectro de CD 3MePh. O desdobramento de três

modos distintos constitui uma forte indicação da existência de dois ambientes químicos diferentes

sentidos pela molécula hóspede no composto de inclusão CD 3MePh.

Figura 5.8 – Espectros de Raman, nas regiões 190 270 e 500 560 cm 1, do hóspede puro 3MePh no estado líquido

e respectivos compostos de inclusão no estado sólido com , e CD.

As observações retiradas da análise da Figura 5.8, são, no geral confirmadas pela interpretação

da região espectral compreendida entre 1540 e 1680 cm 1 (representada na Figura 5.9). Esta região,

para a qual apenas são esperados dois modos fundamentais – 8a e 8b, de acordo com o discutido

anteriormente – apresenta sinais claros de desdobramento de bandas por interacções de ressonância

de Fermi, com grandes alterações de intensidade associadas a pequenos desvios de números de onda.

A presença de múltiplas interacções de ressonância de Fermi explica a elevada sensibilidade deste
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Figura 5.9 – Espectros de Raman, na região 1540 1680 cm 1, do hóspede puro 3MePh no estado líquido e

respectivos compostos de inclusão no estado sólido com , e CD.

Região C H

Os efeitos do processo de inclusão são observáveis nas bandas atribuídas aos diferentes grupos

CH para todos os compostos de inclusão considerados. De uma forma geral, as alterações espectrais

observadas na região das elongações dos grupos C H (2800 3120 cm 1) são consistentes com as

observações descritas nas secções anteriores para cada molécula hóspede em estudo.

As bandas nesta região são atribuídas a modos de elongação de grupos C H, aromáticos e do

grupo metilo ( C Hanel e C Hmetilo, respectivamente). No entanto, os modos vibracionais pertencentes

ao grupo metilo, localizados a ca. 2950 cm 1, são fortemente sobrepostos pelas bandas fortes

correspondentes aos C H das CDs. Sendo assim, apenas os modos C H aromáticos, ca. 3060 cm 1,

permitem a comparação entre os hóspedes puros e os correspondentes compostos de inclusão.

Estudos anteriores envolvendo compostos de inclusão em CDs mostram que os modos C H do anel

aromático podem ser particularmente sensíveis ao processo de inclusão.41, 43, 45, 48 Por exemplo, no
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espectro vibracional dos compostos de inclusão do benzaldeído em CDs observa se um aumento

significativo no número de onda da banda correspondente a uma elongação C H envelope.41, 43, 45 Este

facto tem sido associado à presença de ligações de hidrogénio intermoleculares do tipo C H O=C

observadas na estrutura de raios X deste composto de inclusão.63

Na Figura 5.10, estão representados os espectros na região 2800 3120 cm 1 dos hóspedes puros

no estado líquido (3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh) e os correspondentes compostos de inclusão em ,

e CD.

Figura 5.10 – Espectros de Raman, na região 2800 3120 cm 1, dos hóspedes puros no estado líquido a) 3MeOPh,

b) 2MeOPh e c) 3MePh e respectivos compostos de inclusão no estado sólido com , e CD.

A comparação entre os modos C H dos hóspedes puros e dos compostos de inclusão, origina

três situações diferentes:

i) O hóspede substituído na posição orto;

ii) Os hóspedes substituídos na posiçãometa incluídos em e CD;
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iii) Os hóspedes substituídos na posiçãometa com CD.

No primeiro caso (2MeOPh), o perfil da banda atribuída a C H é mantido nos três compostos

de inclusão, mas o máximo da banda é deslocado para números de onda inferiores em cerca de 4 8

cm 1, aquando da inclusão. De acordo com o discutido anteriormente (Figura 5.7), as diferenças entre

os espectros vibracionais dos compostos incluídos em , e CD são quase inexistentes, o que

contrasta com o comportamento habitual de compostos de inclusão com hóspedes aromáticos.45, 48

Para os hóspedes substituídos em posição meta (3MeOPh e 3MePh) com e CD, apenas são

observados pequenos desvios nos números de onda. As alterações mais relevantes observadas

aquando da inclusão, são registadas para os hóspedes substituídos em posição meta com CD. Esta

análise é evidente por observação das Figuras 5.10a e 5.10c, nas quais é possível observar o

desdobramento das bandas a 3064 e 3054 cm 1, respectivamente. Este desdobramento dos modos

atribuídos a C H é consistente com a análise das regiões de baixas frequências, bem como com a

existência de dois ambientes químicos diferentes sentidos pelas moléculas de hóspede.

GEOMETRIAS DE INCLUSÃO

As alterações espectrais observadas na secção anterior revelam um comportamento distinto

relativamente aos hospedeiros , e CD, que é normalmente associado às diferenças no tamanho

da cavidade de cada ciclodextrina. A cavidade pequena da CD impõe restrições geométricas às

moléculas hóspede, promovendo grandes alterações espectrais. A cavidade de grande dimensão da

CD permite a inclusão, sem perturbar consideravelmente as moléculas hóspede, dando origem a

bandas com perfil idêntico ao das bandas do hóspede puro. Por último, a cavidade de tamanho

intermédio exibida pela CD origina normalmente casos intermédios. Desta forma, as alterações

relativamente pequenas promovidas pela inclusão em e CD oferecem informação limitada no que

diz respeito ao processo de inclusão. Em contraste, os compostos de inclusão em CD revelam se

muito mais interessantes, uma vez que as grandes alterações espectrais associadas ao processo de

inclusão fornecem informação relevante quanto à geometria de inclusão do composto.

Apesar de não ser possível efectuar uma associação directa entre o espectro de Raman de um

composto e a sua geometria de inclusão, a observação das alterações nos valores de número de onda

e na intensidade das bandas pode fornecer algumas pistas úteis relativamente aos contactos

intermoleculares preferenciais. A relevância dos possíveis contactos intermoleculares também pode

ser avaliada por métodos computacionais64 e comparada com estruturas de raios X conhecidas para

compostos semelhantes, apresentando a mesma estequiometria hospedeiro:hóspede. A utilização
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concertada dos dados disponíveis através de diferentes fontes, permite a proposta de estruturas

prováveis para os compostos de inclusão em CD.

3MeOPh

De acordo com os resultados obtidos pela análise TG/DSC, a estequiometria do composto de

inclusão com 3MeOPh é de 2:3. Por outro lado, o espectro de Raman do composto CD 3MeOPh

apresenta o desdobramento dos modos C1 O (244 cm 1) e anel C H (3064 cm 1). Tal como referido

anteriormente, estes desdobramentos podem ser atribuídos ou a um efeito intramolecular (como por

exemplo um efeito de ressonância de Fermi) ou a um efeito intermolecular (implicando a existência de

moléculas de hóspede em duas posições não equivalentes). É improvável que ocorra ressonância de

Fermi num modo de número de onda baixo (embora possível), enquanto a presença de moléculas de

hóspede em duas posições não equivalentes está de acordo com a estequiometria determinada de

2:3. Uma situação semelhante – estequiometria 2:3 e moléculas hóspede em duas posições não

equivalentes – já foi determinada por técnicas de raios X para um composto semelhante, CD 3

Bromofenol.58 De acordo com estas observações, a geometria de inclusão proposta para o composto

CD 3MeOPh é ilustrada pela Figura 5.11. Esta proposta baseia se nos dados térmicos e vibracionais,

discutidos nas secções anteriores para este composto, em cálculos DFT e na estrutura de raios X do

CD 3 Bromofenol,58 retirada da CSD (Cambridge Structural Database).

Figura 5.11 – a) Representação esquemática da estrutura do composto CD 3MeOPh (estequiometria 2:3) e b)

estrutura optimizada do par molecular construído com base na interacção intermolecular O(2) H O(1). A distância

calculada para O H (em pm) está também incluída.
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No cristal de CD 3 Bromofenol, as moléculas de 3 Bromofenol posicionadas no interior da

cavidade estão ligadas entre si por ligações de hidrogénio do tipo O H Br, com distâncias H Br de ca.

200 pm. As moléculas de 3 Bromofenol localizadas no exterior da cavidade não estabelecem contactos

entre si e estão ligadas por intermédio de ligações de hidrogénio a moléculas de CD vizinhas, através

do grupo hidroxilo. Tal como se ilustra na Figura 5.11b, a geometria calculada para o dímero isolado de

3MeOPh, apresenta a geometria exacta que é necessária para se ajustar à posição no interior da

cavidade numa estrutura cristalina idêntica à do CD 3 Bromofenol.

Baseado na força relativa dos contactos por ligações de hidrogénio e nas restrições estéreas à

volta do grupo fenilo, atribuem se como mais prováveis as bandas 249 cm 1 ( C1 O) e 3090 cm
1 ( C H)

à molécula de 3MeOPh no interior da cavidade. De forma semelhante, as bandas a 238 cm 1 ( C1 O) e

3068 cm 1 ( C H) são atribuídas à molécula de 3MeOPh localizada no exterior da cavidade.

2MeOPh

Figura 5.12 – Estrutura esquemática do composto de inclusão CD 2MeOPh (estequiometria 2:1).

As alterações espectrais promovidas pela inclusão de 2MeOPh em CD não são tão informativas

como no caso anterior. Os desvios dos números de onda observados na região dos modos C Hanel

indicam uma alteração assimétrica no ambiente do anel, que afecta mais o modo 8a que o modo 8b. A

principal singularidade deste composto está relacionada com a quase inexistência de diferenças no

espectro de Raman entre os compostos incluídos em , e CDs. Tal comportamento pode surgir da

falta de restrições no composto de inclusão CD devido à estequiometria 2:1. Uma possível geometria

de inclusão, consistente com os dados disponíveis, encontra se representada na Figura 5.12. Esta

geometria, com uma relação de 2:1 (hospedeiro:hóspede), é explicada pela formação de um número

OCH3

O

H
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máximo de ligações de hidrogénio entre a molécula de 2MeOPh e as moléculas de CD. O grupo

hidroxilo pode estar envolvido em ligações de hidrogénio com os grupos hidroxilo primários do bordo

maior (tal como observado para o feniletanol65) ou com os átomos de oxigénio tipo éter no interior da

cavidade (como observado para o 4 Fluorofenol51). Esta última possibilidade encontra se representada

na Figura 5.12.

3MePh

Tal como referido anteriormente, o processo de inclusão origina um desdobramento de quatro

modos vibracionais distintos do hóspede: C3 Me, C1 O, C Canel e C Hanel. Embora seja possível que

este desdobramento resulte de efeitos intramoleculares tais como ressonância de Fermi, a propagação

dos modos desdobrados ao longo de toda a gama espectral é uma forte indicação da existência de dois

ambientes químicos sentidos pelo hóspede, no composto de inclusão CD 3MePh.

Também como mencionado anteriormente, tanto o composto CD 3 Nitrofenol como o

CD álcool benzílico apresentam uma estequiometria de 1:2, com uma molécula de hóspede no

espaço interior da cavidade e outra molécula localizada no exterior da cavidade da CD, “entalada”

entre duas moléculas de CD vizinhas. As estruturas de raios X destes compostos estão na base da

geometria de inclusão proposta para o CD 3MePh, representada na Figura 5.13.

Figura 5.13 – Estrutura esquemática do composto de inclusão CD 3MePh (estequiometria 1:2).

A estrutura cristalina do hóspede puro 3MePh53 revela a existência de interacções

intermoleculares fortes do tipo O H O. Por seu lado, os valores elevados de número de onda exibidos

pelo modo vibracional C1 O aquando da inclusão (ver Figura 5.8) sugerem que interacções fortes,

idênticas às que ocorrem no hóspede puro, poderão igualmente ser encontradas no composto de

inclusão, estabelecidas entre o hóspede e a CD. No caso dos compostos CD 3 Nitrofenol e

CD álcool benzílico, a molécula de hóspede localizada fora da cavidade é descrita como fracamente

OH

CH3

OH

CH3
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ligada e apresenta uma desordem estatística superior. A possível atribuição das bandas desdobradas

observadas no composto CD 3MePh (sumariadas na Tabela 5.6) é baseada no pressuposto de que a

molécula de 3MePh incluída na cavidade encontra se mais firmemente ligada ao hospedeiro do que a

molécula no espaço extra cavidade.

Tabela 5.6 – Valores de número de onda (cm 1) e possível atribuição para as bandas desdobradas observadas no

composto de inclusão CD 3MePh.

Modo Vibracional
Número de onda (cm 1)

Hóspede puro Intra cavidade Extra cavidade

C3 Me 216 225 207

C1 O 244 249 239

C Canel 541 545 538

C Hanel 3054 3068 3046

elongação; deformação no plano; deformação fora do plano;

5.3. Conclusões

Os resultados combinados de espectroscopia de Raman, cálculos DFT e análise por DSC e TG,

permitem uma descrição consistente dos compostos de inclusão de alguns derivados do fenol em ,

e CDs no estado sólido. Os resultados obtidos neste trabalho estão de acordo com outros trabalhos

envolvendo inclusão de compostos aromáticos em CDs,41, 43, 45, 48 e fornecem informações adicionais

relativamente ao processo de inclusão. Nomeadamente, no que diz respeito à identificação de

diferentes ambientes químicos sentidos pelas moléculas hóspede, detectados pelo desdobramento de

diversos modos distintos no espectro experimental e apoiados por resultados termogravimétricos.

Os dados obtidos por análises de DSC e TG sugerem que a estequiometria destes compostos de

inclusão varia entre 2:1 e 1:2, dependendo não só do tamanho da cavidade do hospedeiro, como

também das características estruturais do hóspede. Para a maioria dos hóspedes estudados neste

trabalho, a inclusão em e CD origina estequiometrias de 1:1 e 1:2, respectivamente (sendo a

excepção uma estequiometria de 1:2 determinada para CD 3MePh).

A inclusão na CD provoca pequenas alterações relativamente ao espectro do hóspede puro,

provavelmente devido às pequenas restrições impostas pela cavidade de maior dimensão. No caso dos
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compostos de inclusão em CD, foram obtidas estequiometrias diferentes: 1:2 e 2:3 para os hóspedes

com substituintes na posiçãometa e 2:1 para a molécula com substituinte na posição orto.

As características espectrais observadas em regiões bem caracterizadas do espectro de Raman

das moléculas hóspede incluídas nas CDs foram justificadas em termos de interacções específicas

entre o hóspede e o hospedeiro. Adicionalmente, o comportamento distinto das três moléculas

hóspede consideradas relativamente à inclusão em CD foi associado às dimensões e posição do

grupo substituinte no anel do fenol.
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RESUMO

Neste Capítulo pretende se descrever a análise dos espectros SERS de dois compostos

farmacêuticos, utilizando duas técnicas distintas de aquisição. Numa primeira parte, os espectros SERS

do ácido trans 3 hidroxicinâmico adsorvido em colóides de prata foram analisados de forma a detectar

processos ressonantes de transferência de carga semelhantes a mecanismos de ressonância de

Raman, envolvendo a transferência foto induzida de um electrão do metal para o adsorvato. Foram

calculadas intensidades SERS baseadas no mecanismo de transferência de carga para as espécies

neutra, aniónica e dianiónica e foi determinado que a espécie activa em SERS corresponde ao ião

hidroxicinamato ligado ao metal através do grupo carboxilato. Adicionalmente, foi demonstrado que o

mecanismo de transferência de carga está presente nos espectros SERS, o que explica a forte

intensificação da banda ca. 1600 cm 1, atribuída ao modo vibracional 8a.

Seguidamente, os espectros SERS do 5 Fluorouracilo registados sob diversas condições

experimentais, foram igualmente analisados de acordo com um mecanismo ressonante de

transferência de carga, envolvendo a transferência foto induzida de um electrão de um nível Fermi do

metal para orbitais livres do adsorvato. De forma a detectar o mecanismo de intensificação e

identificar qual a espécie química que origina o espectro, as intensidades teóricas para processos de

transferência de carga foram determinadas para as formas di enólica e di cetónica e para os

respectivos aniões N1 e N3 (resultantes da perda de um protão nos átomos de azoto na posição 1 e 3,

respectivamente) e comparadas com os resultados experimentais. Desta forma, a presença do anião

N1 foi confirmada no espectro SERS uma vez que as intensidades calculadas prevêem a intensificação

selectiva da banda ca. 1680 cm 1, consistente com os resultados experimentais, o que reforça a

relevância do papel desempenhado pelo mecanismo de transferência de carga nos espectros SERS.
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6.1. Características Gerais da Espectroscopia de Raman intensificada à superfície

A descoberta da espectroscopia SERS (Surface enhanced Raman Scattering, SERS na sigla em

inglês) ocorreu de forma casual por Fleischmann, Hendra eMcQuillan em 19741 ao tentarem registar o

espectro de Raman da piridina adsorvida sobre um eléctrodo de prata submetido a vários ciclos de

oxidação redução, tendo sido obtido um espectro inexplicavelmente intenso. Este fenómeno consiste

essencialmente na extraordinária intensificação que ocorre no espectro de Raman de algumas

moléculas quando se encontram nas proximidades de determinadas superfícies metálicas rugosas. As

intensificações detectadas em SERS, embora sejam estimadas num factor médio de 6 ordens de

magnitude, podem ser muito variadas e dependem de numerosos factores, tais como a natureza da

molécula em estudo, a natureza e morfologia do metal e as condições experimentais do registo. Em

condições favoráveis, a intensificação SERS pode ser suficiente para observar o sinal de Raman de uma

única molécula, o que implica intensificações de 14 ordens de magnitude.

A descoberta do fenómeno SERS forneceu o estímulo necessário ao estudo de difusão óptica

intensificada em interfaces e possibilitou o aparecimento de um novo campo de espectroscopia

intensificada de superfície que inclui a intensificação à superfície de geração de 2ª harmónica (Surface

enhanced Second harmonic Generation, SE SHG na sigla em inglês), espectroscopia de infravermelho

intensificada à superfície (Surface enhanced Infrared Spectroscopy, SEIRS na sigla em inglês),

fluorescência intensificada à superfície (Surface enhanced Fluorescence, SEF na sigla em inglês) e

intensificação à superfície de geração de soma de frequências (Surface enhanced Sum Frequency

Generation, SE SFG na sigla em inglês).2 Adicionalmente, a descoberta deste fenómeno forneceu uma

sonda de diagnóstico in situ ultra sensível na determinação da estrutura detalhada e orientação das

moléculas à superfície que é amplamente aplicada em interfaces biológicas, catalíticas e

electroquímicas.3, 4

No âmbito da espectroscopia SERS, desenvolveram se outras técnicas baseadas no mesmo

princípio fundamental das quais se destacam a espectroscopia SERS de moléculas isoladas (single

molecule SERS, SM SERS na sigla em inglês), a espectroscopia de hiper Raman intensificada à

superfície (Surface enhanced Hyper Raman Spectroscopy, SEHRS na sigla em inglês), a espectroscopia

de ressonância de Raman intensificada à superfície (Surface enhanced Resonance Raman

Spectroscopy, SERRS na sigla em inglês), a espectroscopia de Raman intensificada numa ponta (Tip

enhanced Raman Spectroscopy, TERS na sigla em inglês) e SERS com excitação ultravioleta (ultraviolet

excited SERS, UV SERS na sigla em inglês).

Através de inúmeras investigações nesta área, Campion
5 resumiu as características específicas

de todos os tipos de espectros SERS nos seguintes pontos:
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1. É possível obter espectros SERS de uma grande quantidade de moléculas adsorvidas na superfície

de relativamente poucos metais.

2. É necessário que as superfícies sejam rugosas e a maior contribuição é devida à rugosidade sub

microscópica (de dimensões entre 10 e 100 nm) ou atómicas (vértices, defeitos, etc.) dependendo do

sistema.

3. O fenómeno de intensificação pode propagar se a grandes distâncias da superfície metálica,

dependendo da topografia da mesma. Foi possível observar uma intensa difusão de Raman em

moléculas separadas dezenas de nanómetros do metal.

4. Os perfis de excitação (dependência da intensidade de uma banda com a frequência excitatriz)

desviam se significativamente do comportamento de Raman normal, o que indica a existência de um

fenómeno de ressonância.

5. As intensidades das bandas SERS diminuem, geralmente, com o aumento da frequência

vibracional.

6. As bandas SERS são completamente despolarizadas.

7. As moléculas adsorvidas directamente sobre o metal são, em alguns casos, distinguíveis daquelas

que são adsorvidas em camadas adjacentes, caracterizando se por deslocamentos vibracionais,

aparecimento de novas bandas e por factores de intensificação maiores.

8. As regras de selecção de Raman estão relaxadas, originando em alguns casos o aparecimento de

modos que são normalmente inactivos, tanto em IV como em Raman.

9. Em eléctrodo, as frequências vibracionais e os perfis de excitação são função do potencial

eléctrico aplicado em cada experiência electroquímica. Os perfis de excitação de modos distintos

podem ser diferentes.

10. Os espectros SERS exibem um fundo de difusão inelástica contínuo e débil, mesmo na ausência

de espécies adsorvidas.

Da análise dos espectros SERS é possível extrair informações relativas à adsorção de uma

molécula na superfície de um metal e ao processo de intensificação observado. De uma forma geral,

quando uma molécula interage com uma superfície metálica, são observadas alterações na frequência

e intensidade relativa das bandas nos espectros de Raman e SERS. A maioria dos trabalhos anteriores

relativos a SERS de compostos aromáticos6 8 interpreta estes factos experimentais do ponto de vista
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do mecanismo electromagnético (Electromagnetic mechanism, EM na sigla em inglês). Este

mecanismo permite nos deduzir a orientação molecular do adsorvato em relação à superfície

metálica. Por este motivo, as regras de selecção para SERS do mecanismo EM8 relacionam a orientação

molecular perpendicular ou paralela à superfície de uma molécula planar com a intensificação de

modos normais no plano e fora do plano, respectivamente. No entanto, este mecanismo não explica a

intensificação selectiva demonstrada por algumas bandas que correspondem a modos com a mesma

simetria nem explica o papel do potencial de eléctrodo nas intensidades relativas. Este

comportamento complexo é muitas vezes causado pela presença do denominado mecanismo de

transferência de carga (Charge transfer, CT na sigla em inglês) – ver detalhes relativos a estes dois

mecanismos na Secção 6.1.2. Uma das questões mais pertinentes e difíceis de responder em SERS é

precisamente identificar qual dos dois mecanismos de intensificação, EM ou CT, está envolvido na

intensificação selectiva observada e de que forma contribui cada um para um determinado registo.

Esta é uma controvérsia antiga e o grupo de investigação do Professor Otero tem vindo a desenvolver

uma metodologia para detectar a presença de processos CT num espectro SERS.9 11 De uma forma

simples, a abordagem consiste em assumir que o mecanismo de intensificação do sinal SERS por

transferência de carga (SERS CT) é análogo a um processo de ressonância de Raman (RR).12 O fotão

incidente (h ) produz a transferência ressonante de um electrão do metal para orbitais vazias da

molécula adsorvida (A) conduzindo à formação do correspondente radical aniónico (A ) de moléculas

neutras:

A + e + h A

Quando o electrão regressa ao metal, um fotão é emitido com h ' (sendo ' < , se a molécula

permanece excitada, A*):

A A* + h ’ + e

Este mecanismo CT permite nos prever a intensificação selectiva das bandas de acordo com o

formalismo proposto por Albrecht et. al. para RR.12 De acordo com trabalhos anteriores deste grupo de

investigação9 11 a principal característica dos espectros SERS CT de moléculas aromáticas é a forte

intensificação da banda correspondente ao modo 8a, registada ca. 1600 cm 1. Considerando a

metodologia proposta, é possível explicar a intensificação selectiva observada nos espectros SERS de

diferentes moléculas aromáticas tais como pirimidina,10 piridina,13 pirazina14 e outros derivados

metilados.9, 15 17
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6.1.1. Factores que influenciam a intensificação SERS

A maior ou menor intensificação do sinal de Raman quando se regista um espectro na presença

de uma superfície metálica depende de vários factores, entre os quais se destacam:

Natureza do metal e do adsorvato;

Morfologia e potencial eléctrico da superfície;

Energia e excitação laser;

Presença de determinados iões em solução (o electrólito utilizado pode competir com a

amostra em estudo);

Temperatura;

pH;

Volume total da amostra.

NATUREZA DO ADSORVATO

A espectroscopia SERS tem sido aplicada ao estudo de substâncias inorgânicas e orgânicas,

sendo superior o número de trabalhos publicados relativamente ao segundo caso. Geralmente é

necessário que a molécula possua um centro capaz de interagir com a superfície do metal, como a

nuvem electrónica de um sistema conjugado, os pares de electrões livres de um átomo ou um grupo

funcional com excesso de carga negativa. A intensidade SERS depende da afinidade entre o adsorvato

e a superfície (traduzindo se numa interacção directa mediante um mecanismo de adsorção físico ou

químico) e da resposta que é capaz de produzir quando é excitado por um laser nas condições da

experiência. Geralmente, o sinal SERS de uma determinada molécula depende da sua concentração.

No entanto, se a emissão é produzida por moléculas em contacto directo com o metal, há a

possibilidade de se produzir um efeito de saturação, mesmo a concentrações baixas. Uma

característica essencial do fenómeno SERS é o grau de sensibilidade tão diferente e específico que

pode demonstrar, dependendo da natureza do adsorvato, sendo por vezes difícil extrapolar um

determinado comportamento.

NATUREZA E MORFOLOGIA DO METAL

O mesmo adsorvato pode exibir um grau de sensibilidade SERS muito diferente em função da

natureza e método de preparação da superfície metálica. Foi possível comprovar num grande número
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de experiências que o facto de um determinado adsorvato proporcionar espectros SERS intensos na

superfície de um metal específico, não implica que produza necessariamente uma resposta

semelhante se a natureza do metal for modificada, ou mesmo se o método de preparação de um

colóide ou eléctrodo for alterado.

A maior ou menor capacidade de produzir espectros SERS intensos é estabelecida pelas

características electrónicas do metal. Os mais adequados são os metais alcalinos e os metais nobres,

mais especificamente a prata, que origina os espectros SERS mais intensos e tem sido o metal mais

utilizado. Também se pode utilizar o cobre, ouro, lítio, potássio, alumínio e índio, por ordem

decrescente de relevância SERS. Praticamente não se observa o efeito SERS quando se trata de uma

superfície não rugosa e por isso as experiências mais frequentes realizam se em colóides ou em

eléctrodos submetidos a vários ciclos de oxidação redução.

Num meio coloidal, as partículas em suspensão apresentam um certo número de imperfeições

que podem ser observadas em fotografias de microscopia electrónica, nas quais se conclui que o

sistema é formado por partículas aproximadamente esféricas que apresentam zonas de superfície

irregular. Estas irregularidades aumentam por efeito de união entre partículas quando se adiciona o

adsorvato, levando à formação de agregados de diferentes formas e cuja distribuição de tamanhos

tem uma repercussão directa sobre o factor de amplificação do sinal e sobre as intensidades das

bandas.

Um inconveniente relacionado com as experiências SERS está relacionado com uma certa falta

de reprodutibilidade, devido à impossibilidade de obter uma superfície exactamente nas mesmas

condições em experiências diferentes.

6.1.2. Mecanismos de intensificação

Uma teoria geral do fenómeno SERS deveria ser capaz de explicar adequadamente a origem da

intensificação e das suas diferentes características. Desde a sua descoberta, têm sido propostos

inúmeros modelos teóricos que se agrupam segundo o tipo de mecanismo em que se baseiam e,

embora nos dias de hoje não exista uma teoria única que explique o fenómeno no seu conjunto,

considera se que existem duas contribuições fundamentais para a intensificação SERS:

1. Contribuição clássica ou electromagnética.

2. Contribuição não clássica, química ou de transferência de carga.

Estes mecanismos que se fundamentam em princípios completamente distintos, podem actuar

de forma conjunta ou separada, dependendo das condições de cada experiência. A contribuição de
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cada um deles para a intensificação SERS de uma molécula é uma questão de extrema importância que

ainda não possui uma resposta definitiva. Na prática, embora se reconheça a importância dos dois

mecanismos, os resultados são analisados exclusivamente tendo em conta apenas uma das

contribuições (EM ou CT). Neste sentido, é necessário ter em consideração que o mecanismo CT afecta

exclusivamente as moléculas em contacto directo com o metal, por ser um fenómeno de curto

alcance, enquanto o mecanismo de intensificação EM é de longo alcance e pode chegar a afectar

moléculas consideravelmente afastadas da superfície metálica. Ambas as contribuições constituem

fenómenos ressonantes que intensificam o sinal de Raman através de mecanismos diferentes. O

problema reside em detectar a presença ou ausência destes mecanismos e sobretudo em estabelecer

a contribuição relativa de cada um na intensificação SERS observada, que pode variar, dependendo

das condições experimentais.

Mecanismo CT Mecanismo EM

Origem

Processo ressonante onde participa a radiação

incidente e transições CT do complexo metal

molécula (semelhante a um processo de RR).

Intensificação do campo eléctrico local

devido ao acoplamento do fotão incidente

com os plasmões de superfície do metal.

Rugosidade Rugosidade à escala atómica. Rugosidade a grande escala (10 200 nm).

Dependência com a

distância

Efeito de curto alcance. Importante apenas para

espécies directamente adsorvidas sobre a

superfície metálica.

Efeito de longo alcance. Importante

mesmo para espécies afastadas da

superfície metálica.

Dependência com o

potencial

A energia das transições CT pode ser modulada

pelo potencial eléctrico aplicado. O factor de

intensificação depende do potencial de

eléctrodo.

O factor de intensificação não depende do

potencial aplicado. As alterações de

intensidade dos perfis de excitação

devem se a re orientações da morfologia

superficial com o potencial aplicado.

Dependência com a

radiação incidente

A condição de ressonância depende do

comprimento de onda da radiação incidente. O

potencial ao qual se obtém uma intensidade

máxima depende da energia do fotão incidente.

O factor de intensificação depende da

constante dieléctrica do metal, a qual

depende do comprimento de onda da

radiação incidente.

ELECTROMAGNÉTICO (EM)

O mecanismo de intensificação EM considera que o campo eléctrico efectivo que incide sobre

uma molécula é muito maior nas proximidades de uma superfície activa em SERS que na sua ausência.



Capítulo 6

172

A enorme intensificação produzida na presença de uma superfície rugosa pode ser explicada segundo

o mecanismo EM como consequência de dois processos diferentes:

a) À intensidade da radiação que incide directamente sobre a molécula de adsorvato, deve

somar se a radiação dispersa pelo metal, que tem a mesma frequência.

b) O campo eléctrico associado à radiação de Raman dispersa é uma composição da radiação

emitida directamente pela molécula e dispersa pelas partículas metálicas na sua vizinhança.

O campo disperso pelas partículas metálicas é fortemente intensificado quando a frequência da

radiação incidente coincide com a frequência de ressonância dos plasmões superficiais do metal, ou

seja, das oscilações dos electrões da banda de condução do metal. Desta forma, o metal actua como

uma antena que amplifica tanto o campo da radiação incidente como a própria radiação de Raman

dispersa pela molécula, sendo máxima a intensificação nas zonas de maior rugosidade. Este

mecanismo explica a dependência do efeito SERS com a morfologia da superfície, a influência exercida

pela distância à superfície metálica no factor de intensificação e a despolarização da dispersão elástica

e inelástica gerada pelo sistema. No entanto, há duas características do fenómeno SERS que não são

razoavelmente bem descritas por este mecanismo. A primeira é a dependência SERS com a natureza

da molécula analisada. Neste mecanismo, o papel fundamental é desempenhado pelo metal, pela sua

superfície, pelo que a intensificação observada deveria ser semelhante para duas moléculas distintas,

o que não acontece experimentalmente. A segunda característica é a dependência observada das

intensidades, especialmente as intensidades relativas, com o potencial de eléctrodo.

QUÍMICO OU DE TRANSFERÊNCIA DE CARGA (CT)

Os cálculos teóricos baseados no mecanismo EM prevêem que a intensificação pode ocorrer

inclusive em moléculas situadas a distâncias significativas da superfície metálica. Por outro lado, o

mecanismo CT limita se apenas às moléculas que se encontram adsorvidas directamente sobre o

metal. Trata se de um fenómeno limitado a espécies situadas na primeira camada de adsorção, com a

consequente formação de uma ligação química com o metal. Se por um lado se considera que o

mecanismo EM deve estar presente em todos os registos SERS, o mecanismo CT pode ou não actuar

dependendo das propriedades do complexo superficial. Este mecanismo supõe que a formação do

complexo superficial (M A) entre a molécula em estudo (A) e o metal (M) pode apresentar novas

transições electrónicas, diferentes das do metal e da molécula; transições semelhantes às observadas

em alguns complexos inorgânicos. Estas novas transições electrónicas podem ter um carácter de
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transferência de carga (CT) e podem ser excitadas por fotões visíveis normalmente utilizados em

espectroscopia de Raman.

No processo de difusão de Raman, a molécula é excitada a um nível virtual, um estado com

tempo de vida muito curto, uma vez que não corresponde a um estado estacionário (Figura 6.1). Se a

energia do fotão incidente coincide ou se encontra muito próxima de uma transição electrónica

permitida pelas regras de selecção, o sistema encontra se em condições de ressonância de Raman

(RR), na qual a molécula é excitada a um estado que normalmente coincide com o primeiro singleto

excitado (S0 Si). Neste caso, o espectro de Raman é muito intenso. O mecanismo CT é muito

semelhante ao RR, uma vez que a molécula é excitada a um novo estado estacionário CT e a

intensidade do espectro registado nestas condições intensifica se enormemente. Não obstante, o

fenómeno de adsorção superficial é capaz de criar um novo estado de transferência de carga situado

mais próximo ao nível fundamental S1. A diferença básica entre uma experiência Raman convencional

e em condições de ressonância (RR ou SERS CT) é o tempo que a molécula permanece

transitoriamente excitada.

Figura 6.1 – Estados envolvidos nos mecanismos de Raman, ressonância de Raman (RR) e SERS em ressonância

com estados de transferência de carga (SERS CT) do complexo superficial M A (figura adaptada de18).

O mecanismo químico ou de transferência de carga é capaz de explicar a dependência

observada entre a intensificação selectiva de certas bandas SERS com a natureza da espécie química

adsorvida e com o potencial eléctrico da interface. Este modelo pressupõe a existência de uma

interacção directa entre o metal e o adsorvato, centrando se exclusivamente sobre a primeira camada

de moléculas em contacto directo com a superfície metálica. Nestas condições é possível que o

sistema metal molécula apresente novas transições electrónicas que sejam capazes de ser excitadas

com a energia da radiação laser utilizada.
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Estas novas bandas correspondem a transições electrónicas nas quais se produz uma

transferência de carga metal adsorvato ou adsorvato metal e por isso são estados estacionários da

molécula isolada. Se a energia desta transição coincide com a energia da radiação excitatriz estão

preenchidas as condições de ressonância de Raman, produzindo se a intensificação do sinal de Raman

de certas bandas devido ao aumento da polarizabilidade molecular do adsorvato.

Na Figura 6.2 é possível observar uma representação esquemática da transição induzida pela

radiação incidente, de um electrão do metal para uma orbital vazia do adsorvato.

Figura 6.2 – Esquema do mecanismo CT para a transferência foto induzida de um electrão do nível de Fermi do

metal (FL – Fermi level) para orbitais vazias do adsorvato.18

6.1.3. Técnicas de aquisição de espectros experimentais

As experiências SERS podem ser realizadas em interfaces metal electrólito ou metal gás,

embora os espectros SERS em metal gás utilizem normalmente técnicas de ultra vazio e um dispositivo

experimental demasiado dispendioso. Por outro lado, os estudos em interfaces metal electrólito em

colóide ou em eléctrodo podem realizar se num espectrómetro de Raman convencional com um

sistema de iluminação e detecção no visível. O dispositivo experimental mínimo para trabalhos em

eléctrodo requer um sistema electroquímico básico (célula adequada, potenciostato galvanostato,

programador e registo) enquanto para o registo de SERS em colóide é apenas necessária uma célula,

geralmente de quartzo.

No caso de trabalhos com eléctrodo, o sistema iluminado pelo laser é composto pela superfície

metálica devidamente tratada de forma a obter o grau de rugosidade adequado e uma dissolução

aquosa do adsorvato que contém geralmente cloreto de potássio que actua como electrólito inerte.

Este sistema é constituído por três eléctrodos: de trabalho, de referência e um eléctrodo indicador

(por exemplo de platina) – ver Secção 9.9 do Capítulo 9 para representação esquemática. O eléctrodo

de trabalho (normalmente um disco de prata), sobre o qual incide o laser, tem que ser previamente

FL

V-

V+
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sujeito a um tratamento de oxidação redução de forma a apresentar o grau de rugosidade pretendido.

Uma diferença fundamental entre as experiências realizadas em colóide (detalhes

experimentais na Secção 9.8 do Capítulo 9) e em eléctrodo é o controlo da diferença de potencial

eléctrico na interface. O fenómeno SERS é sensível a esta variável, tanto em relação à intensificação

global do espectro de uma determinada molécula como em relação a intensidades relativas das

bandas. No caso de se utilizar um eléctrodo, o potencial pode ser ajustado com um potenciostato,

enquanto que em colóide o potencial eléctrico não é homogéneo em toda a amostra e pode variar

com o envelhecimento da solução coloidal. A única forma de variar o potencial é através da adição de

espécies iónicas, como o próprio BH4 utilizado no processo de obtenção do colóide.

6.2. Detecção de processos CT nos espectros SERS de sólidos farmacêuticos

6.2.1. Ácido trans 3 Hidroxicinâmico

O ácido hidroxicinâmico e seus derivados são vulgarmente encontrados no reino vegetal.

Normalmente existem como ésteres de ácidos orgânicos, glicósidos ou estão ligados a proteínas ou

outros polímeros celulares. Apenas uma pequena quantidade existe sob a forma de ácidos livres na

natureza. No entanto, a ocorrência de tais compostos nos alimentos afecta um vasto conjunto de

qualidades como a estabilidade, cor, sabor e mesmo o valor nutricional. Os compostos derivados do

ácido hidroxicinâmico também possuem actividade biológica.19 26 Ácidos fenólicos como o ácido

cafeico, ferúlico, coumárico e seus análogos estão distribuídos na natureza e constituem uma classe de

compostos com diversas propriedades farmacológicas tais como anti oxidação, anti trombose, anti

inflamatória, anti viral e inibição ao vírus humano da imunodeficiência.27 31

Neste trabalho, os espectros SERS em colóide de prata do ácido trans 3 hidroxicinâmico

(t 3OHCIA, Figura 6.3) foram registados a pH=7 e pH=12 e analisados de acordo com o mecanismo de

intensificação CT. Diversas espécies químicas de t 3OHCIA foram consideradas nas condições de pH

utilizadas neste estudo: a molécula neutra, o anião carboxilato e o dianião carboxilato alcoolato.

Figura 6.3 – Representação esquemática do ácido trans 3 hidroxinâmico (t 3OHCIA).

OH

O

HO
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De forma a identificar a espécie química activa em SERS, foram calculadas as suas intensidades

em condições de transferência de carga ressonante e comparadas com os resultados experimentais.

Adicionalmente, foi proposta uma atribuição vibracional empírica, baseada em cálculos DFT de campo

de forças e em atribuições anteriores de moléculas semelhantes.

6.2.1.1. Resultados e discussão

O ácido t 3OHCIA possui três estados diferentes de ionização: a espécie neutra (AH2), o

respectivo anião (AH ) no qual o ácido carboxílico está ionizado e o dianião (A2 ) no qual o grupo

hidroxilo perde o protão. Na Figura 6.4 encontram se representados os espectros de Raman de uma

solução aquosa de t 3OHCIA 1M a pH=7 e pH=14, bem como os espectros SERS em colóide de prata

com concentração 10 4 M a pH=7 e pH=12 do trans 3 hidroxicinamato.

Figura 6.4 – Espectro de Raman de duas soluções aquosas 1 M de trans 3 hidroxicinamato a) pH=7, b) pH=14 e

espectros SERS 10 4 M de soluções coloidais de prata a c) pH=7 e d) pH=12 (modo 8a a verde).
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A estrutura geométrica das três espécies químicas (neutra, anião e dianião) do t 3OHCIA foi

optimizada ao nível B3LYP/6 31G*e os campos de forças e as frequências correspondentes a cada

espécie foram também calculadas de forma a atribuir o espectro e confirmar a convergência para um

mínimo no processo de optimização. Na Tabela 6.1 estão representados os números de onda e

atribuições propostas baseadas em cálculos de campos de forças e em atribuições encontradas na

literatura.32 34

Tabela 6.1 – Atribuições vibracionais propostas para as bandas observadas nos espectros experimentais de

Raman e SERS do trans 3 hidroxicinamato (números de onda em cm 1).

Raman pH=7 Raman pH=14 SERS pH=7 SERS pH=12 Atribuição proposta

3072 3064 3108 3108 (C H)

3038 3032 (C H)

1647 1643 1637 1635 (C=C)

1619 1613 1611 8a; anel

1587 8b; anel

1573 (CO ) hidroxilo

1497 1495 19a; anel

1433 19b; anel

1397 1390 1394 1380 s(COO )

1288 1292 1290 1296 (C H)

1256 1252 (C H)

1179 1181 1177 1182 (C H)

1167 1163 (C H)

1002 996 1000 1000 12; anel

984 984 980 980 17a; (C H)

723 723 (COO ) + 1; anel

501 505 6a; anel

elongação; deformação no plano; deformação fora do plano

Da análise da Figura 6.4, é possível observar que não há diferenças significativas entre os

números de onda dos dois espectros de Raman a pH=7 e pH=14. Ambos são caracterizados por bandas

muito fortes a ca. 1640 cm 1 atribuídas ao modo C=C e por duas bandas médias registadas a 1290 e

1000 cm 1 atribuídas a C H e ao modo 12 (na nomenclatura de Wilson para modos de anéis
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aromáticos), respectivamente. Apenas duas bandas de intensidade média, registadas a 1587 e 1573

cm 1 a pH=14 não aparecem no espectro a pH=7. Estas duas bandas são atribuídas aos modos 8b e

CO , respectivamente, com base nos cálculos de campo de forças. Esta última banda indica que o

grupo hidroxilo se encontra desprotonado em solução a pH=14. Tendo em conta o valor de pKa1 para

este composto (pKa1=4.5
35), a forma aniónica é a espécie dominante em solução a pH=7 (com pouca

contribuição da espécie neutra). Não existem dados na literatura relativos ao pKa do grupo álcool, no

entanto é de esperar que o valor de pKa2 para o t 3OHCIA seja semelhante ao do fenol (pKa=10) uma

vez que o efeito indutivo em derivados substituídos diminui à medida que a distância entre os grupos

polares e com carga aumenta. Assim sendo, a espécie dianiónica deve também estar presente em

solução a pH=14.

De forma análoga, os dois espectros SERS são muito semelhantes e não são observadas

alterações com a mudança de pH (Figura 6.4). Na região ca. 1600 cm 1, são observadas duas bandas

intensas a 1637 e 1613 cm 1, atribuídas a C=C e 8a, respectivamente. Uma banda larga é registada na

região 1250 1320 cm 1 e duas bandas são registadas a 723 e 501 cm 1 apresentando uma intensificação

significativa, relativamente ao correspondente espectro de Raman.

Tal como se encontra indicado na Tabela 6.1, não se observam desvios significativos nos valores

de número de onda dos espectros de Raman e SERS de modos atribuídos ao anel aromático.

Consequentemente, é possível concluir que não existe nenhuma interacção metal benzeno envolvida

no processo de adsorção. Apenas as frequências correspondentes aos modos sCOO e C=C são

desviadas para o vermelho indicando que a molécula interage através do grupo carboxilato com uma

orientação perpendicular à superfície de prata, tal como anteriormente observado para outros ácidos

carboxílicos.32, 33, 36

Adicionalmente, uma vez que não são observadas diferenças significativas entre os dois

espectros SERS, é possível deduzir que a mesma espécie química é responsável pelos espectros SERS

em solução a pH=7 e pH=12. Tendo em conta que todas as alterações espectrais observadas entre os

espectros de Raman e SERS são explicadas como resultado da adsorção e nenhuma banda invulgar é

detectada, é possível concluir que não ocorrem transformações químicas no decorrer do processo de

adsorção. Consequentemente, a principal diferença entre os espectros de Raman e SERS é a forte

intensificação do modo 8a, uma vibração aromática de elongação dos grupos CC do anel, registada a

1613 e 1611 cm 1 nos espectros SERS a pH=7 e pH=12, respectivamente, registando uma intensidade

semelhante à banda 1635 cm 1, correspondente ao modo C=C.

De forma a explicar a forte intensificação do modo 8a nos espectros SERS, foram calculadas as

intensidades relativas previstas para três possíveis processos ressonantes de CT que podem ocorrer da

seguinte forma:
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Molécula neutra: AH2 + e AH2

Anião carboxilato: AH + e AH 2

Dianião carboxilato alcoolato: A2 + e A 3

As intensidades relativas previstas para estes processos ressonantes de transferência de carga

foram calculadas tendo em conta os detalhes descritos na Secção 9.14 do Capítulo 9.

Na Figura 6.5 estão representados três espectros SERS CT correspondendo aos processos de

transferência de carga envolvendo cada uma das espécies ionizadas bem como o espectro

experimental SERS a pH=7. Os espectros calculados foram desenhados usando funções gaussianas com

áreas proporcionais às intensidades relativas dos números de onda calculados. É possível observar que

o espectro teórico correspondente ao anião AH reproduz o comportamento experimental, ou seja, a

intensificação selectiva do modo 8a.

O resultado obtido para o dianião A2 é caracterizado por duas bandas intensas a 1582 e 1311

cm 1, atribuídas aos modos 8a e C H, respectivamente, com base nos campos de forças calculados.

Experimentalmente, não se observa a intensificação de nenhuma banda a ca. 1311 cm 1 e o número de

onda calculado para o modo 8a está desviado em cerca de 30 cm 1 para valores mais baixos do que os

valores determinados experimentalmente. Por outro lado, o espectro calculado para a espécie neutra

prevê a intensificação de bandas a 1115 e 1746 cm 1 (a última banda atribuída ao modo C=O) não

observada nos espectros experimentais. Por último, o espectro calculado para a espécie neutra não

considera a intensificação selectiva da banda 8a relativamente ao modo C=C uma vez que prevê

intensidades semelhantes para as duas bandas. Apenas o espectro calculado para o anião carboxilato

(AH ) reproduz a intensificação selectiva da banda 8a registada a 1613 cm 1 no espectro SERS a pH=7.

Na Tabela 6.2 é possível analisar os valores de número de onda calculados para a região dos

1600 cm 1 e a respectiva atribuição proposta. O número de onda para o modo 8a é calculado a 1598

cm 1 na espécie aniónica embora fortemente misturado com o modo C=C tal como observado na

Figura 6.6. O modo normal 8a está relacionado com a forma das orbitais LUMO (Orbital não ocupada

de menor energia, do inglês Lowest Unoccupied Molecular Orbital) do adsorvato. Quando o electrão

transferido está localizado na orbital LUMO, as interacções ligantes e anti ligantes produzem uma

deformação da estrutura molecular semelhante a este modo fundamental. Consequentemente, esta

vibração relaciona a geometria do anião (AH ) e o radical dianião (AH 2 ) e explica a intensificação

selectiva SERS através de processos de transferência de carga ressonantes entre o metal e a molécula.
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Figura 6.5 – Espectros SERS CT calculados para a) dianião, b) anião e c) espécie neutra do trans 3

hidroxicinamato e d) espectro SERS experimental pH=7 (modo 8a a verde).



181

Tabela 6.2 Atribuições vibracionais propostas para os espectros de Raman calculados ao nível B3LYP/6 31G*

do trans 3 hidroxicinamato na região de 1600 cm 1.

SERS (experimental) Calculado

pH=7 Espécie Neutra Anião Dianião Atribuição proposta

1746 (C=O)

1670 1648 as(COO )

1613 1608 1598 / 1615 1582 8a; anel

1582 (CO ) álcool

1577 1565 1517 8b; anel

Figura 6.6 – Representação pictórica das orbitais LUMO e estruturas calculadas para a espécie AH nos pontos de

viragem da vibração 8a localizada a 1598 cm 1. As interacções ligantes (B, bonding) e anti ligantes (A,

antibonding) nas orbitais LUMO estão directamente relacionadas com as elongações alternadas das ligações C C

evidenciadas pela vibração 8a.

1598 cm-1
LUMO

Ag

1598 cm-11598 cm-1
LUMO

Ag
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6.2.2. 5 Fluorouracil

A adsorção de biomoléculas em substratos metálicos é um tópico interessante devido às suas

potenciais aplicações em análise ambiental e biológica.37, 38 Neste contexto, a espectroscopia SERS é

uma técnica poderosa no estudo da natureza das interacções metal adsorvato nomeadamente as

espécies moleculares que se encontram ligadas e a sua orientação relativamente às nanoestruturas

metálicas.39 Devido à elevada sensibilidade revelada, a técnica SERS é usada actualmente como uma

ferramenta analítica actuando como um sensor químico e, em casos favoráveis, é mesmo capaz de

detectar o sinal de Raman de moléculas isoladas,37, 40 tal como referido na introdução a este trabalho.

O composto 5 Fluorouracilo (5 Flu) é um anti metabolito derivado de uma pirimidina

fluorinada, estruturalmente semelhante ao uracilo, sendo extensivamente utilizado em tratamentos

de tumores sólidos e quimioterapia, maioritariamente em terapêuticas paliativas de neoplasmos

malignos inoperáveis, especialmente em carcinomas do trato gastrointestinal, peito, fígado, pâncreas

e colo rectal.41, 42

O uracilo e seus derivados, fundamentais na divisão celular e crescimento, desempenham um

papel vital em processos biológicos básicos. Todos os compostos baseados no uracilo, nos quais o

átomo C5 está ligado a átomos do grupo dos halogéneos, são actualmente testados contra o vírus do

HIV e utilizados como anti tumorais e anti virais.43, 44 A actividade biológica de compostos da família

do 5 halouracilo desperta grande interesse nas áreas da Farmacologia e Bioquímica, uma vez que foi

provado que estes compostos impedem o crescimento celular através da incorporação em moléculas

de ADN e ARN, causando um crescimento impróprio das bases de ácidos nucleicos e a síntese

bioquímica incompleta.45

Neste trabalho, os espectros SERS do 5 Flu adsorvido em soluções coloidais e em eléctrodo

foram registados e analisados assumindo a presença do mecanismo de intensificação CT. Este é um

sistema relativamente complexo, uma vez que diferentes espécies moleculares ou formas iónicas

podem estar presentes em solução aquosa46, 47 e por este motivo um desafio adicional deste sistema é

precisamente reconhecer qual destas formas origina o sinal SERS. Sob diferentes condições de pH,

diversas espécies químicas de 5 Flu podem existir. De forma a simplificar o problema, a discussão

deste trabalho será restrita a quatro formas distintas, nomeadamente as duas formas tautoméricas

relacionadas com o equilíbrio ceto enólico (formas di cetónica e di enólica) e dois aniões da forma di

cetónica, N1 e N3 resultado da desprotonação do respectivo átomo de azoto (Figura 6.7). De forma a

identificar a espécie química que originou o espectro, as intensidades SERS sob condições CT foram

calculadas para cada uma destas quatro formas e comparadas com os resultados experimentais.
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Figura 6.7 – Diferença de energias entre as formas di cetónica e di enólica ( E=Ediceto – Edienol) de 5 Flu e entre os

dois aniões da forma di cetónica, N1 e N3 ( E=EN1 – EN3).

6.2.2.1. Resultados e discussão

A optimização geométrica, ao nível B3LYP/6 31G* da espécie neutra do 5 Flu fornece uma

estrutura planar. Todos os números de onda calculados são reais, indicando que a estrutura

determinada representa um mínimo de energia. Diversos estudos teóricos relacionados com o

uracilo48, 49 apontam a forma di cetónica como o tautómero mais estável, sendo o di enólico cerca de

10 25 kcal/mol menos estável. A diferença de energia calculada entre as duas formas neutras do 5 Flu

(representada na Figura 6.7) é de 15.5 Kcal/mol sendo a forma di cetónica mais estável que a di

enólica, de acordo com os estudos mencionados relativos ao uracilo. Desta forma, os números de

onda do espectro de Raman foram correlacionados com os valores calculados para a forma di cetónica

e encontram se ilustrados na Tabela 6.3 juntamente com a correspondente atribuição para as bandas

observadas. De uma forma geral, a atribuição vibracional do 5 Flu é semelhante à atribuição proposta

para o uracilo.50, 51 O espectro do sólido é caracterizado por uma banda intensa a 1349 cm 1, que pode

ser atribuída a N1 H ou a N3 H, e duas bandas com intensidade média registadas a 1225 e 769 cm 1

atribuídas a anel + C5 F e modos de respiração do anel, respectivamente. A banda intensa a 112 cm 1

é associada a uma vibração da rede.

Na Figura 6.8 estão representados os espectros de Raman relativos ao 5 Flu no estado sólido e

em solução aquosa a pH=10 e pH=14. Os valores de pH foram escolhidos tendo em conta os valores de

pKa do 5 Flu. O primeiro valor de pKa (pKa1=8.15) é inferior ao valor correspondente para o uracilo

(pKa1=9.45), tal como esperado tendo em conta a electronegatividade do átomo de flúor. O valor de

pKa1 deve ser associado à ionização da ligação N1 H uma vez que o anião correspondente é mais

estável que o anião formado pela ionização da ligação N3 H (Figura 6.7). Não foram encontrados na

literatura dados relativos ao valor de pKa2, associado à formação do dianião, mas é de esperar que seja
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inferior ao valor análogo para o uracilo (pKa2=13).
46

Figura 6.8 – a) Espectro de Raman do 5 Flu sólido (linha de excitação =1064 nm), espectros de Raman (linha de

excitação =514.5 nm) de soluções aquosas de 5 Flu 0.5 M a b) pH=10, c) pH=14 e espectros SERS em colóide de

prata de uma solução 10 3 M a d) pH=7 e e) pH=12.

Embora o anião N1 deva ser a espécie maioritária em solução a pH=10, o espectro de Raman

indica que a forma iónica N3 pode também estar presente, atingindo uma maior concentração a

pH=14. Os espectros de Raman das duas soluções aquosas são caracterizados por uma banda intensa

na região 770 780 cm 1 que é atribuída a um modo de respiração do anel. No entanto, um

comportamento diferente é observado na região dos 1300 cm 1. A pH=10, pode ser observado que a

banda registada a 1354 cm 1 exibe um ombro a 1337 cm 1. Com base nos campos de força calculados,

estas duas bandas estão associadas a deformações no plano das ligações N3 H e N1 H dos respectivos
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aniões N1 e N3. Estas duas bandas são também observadas no espectro de Raman a pH=14, mas neste

caso as intensidades encontram se invertidas. A banda registada a 1330 cm 1, mais intensa que a

banda a 1356 cm 1, deve ser atribuída à deformação no plano do oscilador N1 H. Consequentemente,

estas duas bandas intensas a 1354 e 1330 cm 1 podem ser utilizadas como “marcadores” para os

aniões N1 e N3, respectivamente. Embora não seja possível determinar a proporção N1/N3 uma vez

que os espectros dos iões desprotonados puros não estão disponíveis, pode ser estimada em 2:1 e 1:4

a pH=10 e 14, respectivamente, tendo em conta a intensidade relativa das duas bandas mencionadas

anteriormente. Este resultado indica que a forma N3 está presente a pH=7 e é predominante a pH=14,

tal como foi determinado para soluções de uracilo.46

Tabela 6.3 – Atribuições propostas para as bandas observadas nos espectros experimentais de Raman e SERS a

vários valores de pH e bandas calculadas ao nível B3LYP/6 31G* para os aniões di cetónicos N3 e N1 do 5 Flu

(números de onda em cm 1).

Raman

Sólido

Forma

di cetónica
Atribuição

Raman

pH=10

Anião

N3

Raman

pH=14

Anião

N1

3503 (N1 H) 3478

3461 (N3 H) 3457

3126 (C6 H) 3072 2982

1671 1777 (C=O) 1679 1688 1680 1687

1648 1745 (C=O) 1621 1614 1609 1670

1506 1668 anel + (C=C) 1531 1669 1547 1566

1426 1454 anel 1411 1429

1349 1382 (N3 H) 1354 1356 1323

1355 anel + (N1 H) 1337 1300 1330

1258 1308 (C6 H) + anel 1290 1242 1284 1273

1225 1236 (C5 F) + anel 1232 1270 1210 1260

1186 1146 (C H) + (N1 H) 1187 1091 1187 1168

1120 anel 1158 1080

996 934 12; anel 1014 895 1024 925

810 854 (C6 H) 822 810 816 919

786 anel+ (C5 F) 777 786

719 (C2=O) + (C4=O) 732 744

769 717 1; anel 771 703 783 724

713 (C2=O) + (C4=O) 708 706
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650 (N3 H) 643

639 604 (C2=O) + (C4=O) 647 606 655 615

546 515 anel 573 521 581 540

524 N1 H) 479

471 437 anel 489 453 499 439

367 373 (C2=O) + (C4=O) 364 397 362 371

362 anel 328 425

332 anel 260 307

288 C5 F) + (C4=O) 287 282

167 146 anel 165 159

112 C5 F) + (C2=O) 56 119

112 Vibração de rede

elongação; deformação no plano; deformação fora do plano; torção

Resumindo, a forma N1 predomina ligeiramente a pH=10, enquanto a pH=14 predomina a

forma N3. Não foram encontradas quaisquer evidências da presença da forma dianiónica a qualquer

valor de pH testado. Finalmente, deve ser referido que os números de onda de Raman das soluções

aquosas estão desviados para o azul cerca de 30 cm 1 relativamente aos números de onda registados

para o sólido devido ao efeito das ligações de hidrogénio entre as moléculas de 5 Flu e as moléculas de

água, à semelhança do que ocorre para o uracilo.52 Por exemplo, a banda registada a 546 cm 1 e

atribuída a anel no sólido, é identificada no espectro da solução a pH=10 a cerca de 573 cm
1.

Relativamente à análise dos espectros SERS (também representados na Figura 6.8), o espectro

em solução coloidal do 5 Flu a pH=7 é caracterizado por três bandas intensas a 794, 1346 e 1675 cm 1

atribuídas a modos no plano. A principal diferença entre os espectros de Raman e SERS é a

intensificação selectiva da última banda. Na Tabela 6.4 estão reunidos os números de onda e a

correspondente atribuição do espectro calculado para a forma di cetónica e dos espectros

experimentais SERS em colóide e em eléctrodo. É possível observar que os números de onda SERS se

correlacionam bem com os números de onda dos espectros de Raman em solução, sendo os desvios

observados devidos ao efeito de adsorção do 5 Flu na superfície metálica.10 A valores de pH alcalino, o

comportamento é ligeiramente diferente. A banda mais intensa é registada a 800 cm 1, enquanto a

banda a 1673 cm 1 não exibe a intensificação selectiva observada no espectro SERS a pH=7.

Todas as bandas SERS observadas a pH neutro são igualmente registadas a pH=12 e por isso, a

espécie adsorvida não se altera com o pH. Apenas uma banda registada em ambos os espectros SERS a

1300 cm 1, pode ser alternadamente atribuída a N1 H ou N3 H. Consequentemente, não é possível
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identificar a espécie química que dá origem ao sinal SERS. No entanto, uma vez que as bandas SERS

mais intensas correspondem a modos no plano e a banda C=O é registada a 1675 cm 1, é possível

deduzir que o 5 Flu é adsorvido à superfície da prata através de um dos átomos de azoto

desprotonados adoptando uma orientação quase perpendicular.

Tabela 6.4 Atribuição proposta para bandas Raman e SERS calculadas para a forma di cetónica e observadas

experimentalmente para soluções em colóide e em eléctrodo a diferentes valores de potencial do 5 Flu.

(números de onda em cm 1)

Calculado
Atribuição

Raman SERS colóide SERS eléctrodo

Forma di cetónica pH=10 pH=7 pH=12 0.0 V 0.25 V 0.50 V

3503 (N1 H)

3461 (N3 H)

3126 (C6 H)

1777 (C=O) 1679 1675 1673 1669 1671 1671

1745 (C=O) 1621 1617 1617 1613 1619 1617

1668 anel + (C=C) 1531 1567 1529 1533 1539

1454 anel 1409 1425 1419 1413 1414

1382 (N3 H) 1354 1346 1340 1346 1344 1346

1355 anel + (N1 H) 1337 1346 1340 1346 1344 1346

1308 (C6 H) + anel 1290 1280 1286 1280 1276 1274

1236 (C5 F) + anel 1232 1246 1228 1240 1238 1238

1146 (C H) + (N1 H) 1187 1204 1202 1196

1120 anel

934 12; anel 1014 1020 1050 1024 1022

854 (C6 H) 822 834 834 828 826 824

786 anel+ (C5 F)

719 (C2=O) + (C4=O)

717 1; anel 771 794 802 786 785 783

713 (C2=O) + (C4=O)

650 (N3 H)

604 (C2=O) + (C4=O) 647 650 650 655 653 663

515 anel 573 583 580 589 579 575

524 (N1 H)
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437 anel 489 495 507

373 (C2=O) + (C4=O) 364 372 374

362 anel

332 anel

288 (C5 F) + (C4=O) 268 268 268

146 anel

112 (C5 F) + (C2=O)

elongação; deformação no plano; deformação fora do plano; torção

Os espectros SERS de 5 Flu registados em prata a pH neutro e com diferentes potenciais de

eléctrodo, encontram se representados na Figura 6.9. Estes espectros apresentam um

comportamento semelhante aos espectros registados em colóide. Todos os espectros são

caracterizados por três bandas intensas registadas a 780, 1334 e 1671 cm 1. À medida que o potencial

de eléctrodo se torna mais negativo, a intensidade da banda a 780 cm 1 aumenta, atingindo a 0.50 V

uma intensidade semelhante à observada no espectro de Raman em solução aquosa. Pelo contrário, a

intensidade das bandas a 1344 e 1670 cm 1 permanece constante independentemente do valor do

potencial de eléctrodo. Mais uma vez, apenas uma banda é observada a 1344 cm 1, pelo que não é

possível decidir qual a forma que origina o espectro SERS. A principal diferença que surge da

comparação entre os espectros de Raman e SERS é novamente a forte intensificação da banda

registada a 1675 cm 1 e atribuída à vibração C=O.

A condição de transferência de carga ressonante é preenchida nos espectros SERS registados a

0.0 V e 0.25 V (Figura 6.9c e 6.9d), enquanto o espectro a 0.5 V parece estar fora de ressonância uma

vez que a banda a 1671 cm 1 não mostra intensificação selectiva. Os espectros SERS em colóide

mostram um comportamento semelhante e a banda a 1673 cm 1 torna se mais fraca no espectro a

pH=12. É possível que os iões em solução modifiquem o potencial eléctrico da interface de forma

semelhante ao potencial imposto nas experiências de eléctrodo.

Na Figura 6.10 encontram se representados os espectros SERS CT calculados para os quatro

processos de transferência de carga que poderão ocorrer:

Molécula neutra: A + e + h A (para as formas neutras di cetónica e di enólica)

Anião: A + e + h A 2 (para os aniões N1 e N3)

Da análise dos espectros calculados, é possível concluir que há diferenças significativas

dependendo da espécie envolvida. Como conclusão, apenas o espectro correspondente ao anião N1
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reproduz o comportamento experimental, ou seja, a intensificação selectiva do modo C=O registado

a 1675 cm 1. O espectro calculado para o anião N3 é caracterizado por duas bandas médias a 1671 e

1687 cm 1, exibindo intensidades semelhantes e atribuídas a C=C e C=O, com base em cálculos de

campo de forças. O envolvimento das espécies neutras di cetónica e di enólica é também pouco

provável uma vez que o espectro teórico prevê a intensificação das bandas a 1745 (e 1776) cm 1 e

1628 cm 1, respectivamente, facto que não está de acordo com o comportamento observado

experimentalmente. Por este motivo, apenas o espectro do anião N1 reproduz o comportamento

observado nos resultados experimentais.

Figura 6.9 – a) Espectro de Raman da solução aquosa de 5 Flu 0.5 M a pH=10, espectros SERS em prata a

diferentes valores de potencial de eléctrodo b) 0.00 V, c) 0.25 V e d) 0.50 V obtidos com uma solução aquosa

0.1 M em Na2SO4 e 10
3 M em 5 Flu a pH=7.
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Figura 6.10 – Espectros calculados para processos CT RR para as diferentes espécies de 5 Flu consideradas: a)

molécula neutra (forma di enólica), b) anião N1, c) anião N3 e d) molécula neutra (forma di cetónica). O espectro

SERS em colóide a e) pH=7 está também representado.
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6.3. Conclusão

Relativamente à investigação realizada com o ácido t 3OHCIA, dados experimentais e

computacionais mostram que:

Apenas a espécie aniónica (carboxilato) do t 3OHCIA, adsorvida à superfície da prata com uma

orientação perpendicular é responsável pelos espectros SERS a qualquer valor de pH;

Processos ressonantes de transferência de carga estão envolvidos nestes registos, explicando

a intensificação selectiva do modo 8a tal como acontece com outras moléculas aromáticas.

Por outro lado, no estudo da adsorção do 5 Flu em superfícies metálicas e com base nos

respectivos campos de forças, foi possível identificar dois tautómeros desprotonados nos espectros de

Raman de soluções aquosas registados a valores de pH alcalinos, sendo as duas bandas de referência

as bandas a 1350 e 1330 cm 1 para os aniões N1 e N3, respectivamente. Foram calculadas intensidades

teóricas de acordo com um mecanismo CT ressonante para cada espécie química de forma a detectar

a participação deste mecanismo de intensificação e identificar qual a espécie molecular que origina o

espectro. As intensidades calculadas para este processo SERS CT permitem deduzir que o anião N1 é

responsável pelos registos SERS uma vez que tem em consideração a intensificação selectiva da banda

registada a ca. 1680 cm 1. Tendo em conta que todas as bandas intensas em SERS correspondem a

modos no plano e não são registadas bandas correspondentes a vibrações fora do plano, é de esperar

que a molécula de 5 Flu permaneça quase perpendicular à superfície metálica.
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RESUMO

No âmbito deste Capítulo estudaram se alguns agregados de água, nomeadamente redes bi

(2D) e tridimensionais (3D) de moléculas de água encontradas no interior de estruturas cristalinas de

materiais orgânicos inorgânicos. O agregado de água correspondente à rede 3D é estabilizado por uma

matriz híbrida, na qual as moléculas de água estabelecem contactos por ligações de hidrogénio com o

sal supramolecular (H2pip)3[Ge(hedp)2] 14H2O. Foram efectuados alguns estudos computacionais

envolvendo as unidades de água isoladas, de forma a determinar as estabilidades relativas de diversas

geometrias possíveis para cada um dos agregados com (H2O)6 e (H2O)8. Adicionalmente, foram

analisados os espectros de Raman do composto híbrido exposto a uma atmosfera de D2O ao longo de

períodos de tempo bem definidos. Este estudo espectroscópico permitiu recolher algumas

informações relativas às dinâmicas de troca H D e D H, possibilitando tecer algumas considerações

relativamente ao ambiente químico na vizinhança das moléculas de água.

Paralelamente à análise da rede 3D de moléculas de água, foram igualmente realizados alguns

estudos espectroscópicos envolvendo um agregado bidimensional de moléculas de água, cuja unidade

mais simples é um hexâmero. Neste caso, embora se trate apenas de um estudo preliminar, é possível

deduzir alguns dados relacionados com a natureza dos grupos O H presentes no cristal e o respectivo

comportamento no processo de substituição isotópica.
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7.1. Conceitos Gerais

A água, fonte de vida, é o composto mais abundante na Terra, muito provavelmente o mais

investigado mas não necessariamente compreendido na sua plenitude. A água desempenha um papel

fundamental em muitos sistemas biológicos e químicos e possui ligações de hidrogénio fortemente

polares que controlam as estruturas intermoleculares e são responsáveis por um conjunto notável de

propriedades físicas e químicas anómalas. Estas propriedades promoveram um grande esforço de

caracterização da estrutura e dinâmica das ligações de hidrogénio a nível experimental e teórico.1

A água é utilizada na definição comum das escalas Fahrenheit, Celsius e Kelvin através dos

pontos triplo, de ebulição e fusão. É inquestionável que estes pontos são característicos da própria

substância água e que uma molécula de água não tem nem ponto de ebulição nem ponto de fusão.

Assim sendo, a água representa um caso paradigmático para o estudo da transição entre a realidade

quântica e a física clássica: quantas moléculas de água são necessárias para que estas propriedades

apareçam? A exploração de propriedades estruturais e de ligação de pequenos complexos de água é

crucial para a compreensão da água nas suas fases líquida e sólida e para compreender fenómenos de

solvatação.

7.1.1. Agregados de água

O primeiro passo para entender o comportamento da água enquanto substância reside na

obtenção de informação estrutural relativa a pequenos agregados de moléculas de água. Por este

motivo, os agregados de água têm constituído um foco de interesse de muitos estudos,2 5 uma vez que

permitem investigar a natureza das ligações de hidrogénio, contribuindo para uma compreensão mais

profunda da água líquida baseada nas suas propriedades à escala molecular. Neste contexto, os poros

e canais de materiais microporosos semelhantes aos zeólitos são hospedeiros ideais para estudar a

natureza e o comportamento dos agregados de água.

A formação de agregados de água está directamente relacionada com o ambiente químico da

vizinhança e tem sido objecto de estudo de inúmeros trabalhos que pretendem entender a relação

entre a estrutura e o ambiente cristalino. A estrutura das unidades de (H2O)n depende em grande

medida do ambiente cristalino no qual se encontram encapsuladas.1

Várias estruturas de agregados de água foram caracterizadas na literatura, revelando diversas

configurações dos hóspedes cristalinos no estado sólido: tetrâmeros,6 8 pentâmeros,9 hexâmeros,10, 11

octâmeros,2, 3, 8 10, 12, 13 decâmeros,14 entre outros.15, 16 Dos agregados finitos de moléculas de água, o

octâmero cúbico é particularmente estável uma vez que, ao contrário de estruturas cíclicas e do

hexâmero tridimensional, cada molécula de água participa em três ligações de hidrogénio.17
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7.1.2. Aplicação de métodos computacionais

É possível encontrar inúmeros estudos semi empíricos e cálculos ab initio relativos a agregados

de água.15 O desenvolvimento verificado nesta área acompanhou a evolução dos métodos e

capacidades computacionais, sendo conhecidos estudos teóricos que envolvem hexâmeros,18

heptâmeros,19 octâmeros,17, 20 22 entre outros.23 25

Pequenos agregados de água e as suas propriedades podem ser calculados utilizando métodos

ab initio de elevada qualidade. A maioria das previsões teóricas para as geometrias e frequências

vibracionais, assim como o seu comportamento com o aumento do tamanho do agregado, são

apoiados por resultados experimentais.

Os métodos computacionais são aplicados ao estudo de agregados de pequena dimensão

(maioritariamente cálculos DFT) e de grande dimensão (Hartree Fock), utilizando diversas bases de

cálculo (6 311++G**, 6 311G*, 6 311G**, MP2/TZ2P++, TZ2P(f,d)++), na optimização de geometrias,

determinação de frequências e de valores de entalpia e entropia.

7.2. Rede 3D de moléculas de água

Neste trabalho, foi analisado o espectro de Raman do sal supramolecular 1

(H2pip)3[Ge(hedp)2] 14H2O, (H2pip
2+ catião piperazina, C4H12N2

2+; hedp5 forma desprotonada do

ácido etidrónico, C2H3P2O7
5 ) a várias temperaturas na sua forma pura e deuterada. Adicionalmente,

foram efectuados alguns estudos teóricos relativos aos agregados de água tridimensionais (3D)

encontrados na estrutura cristalina.

O composto 1 é constituído por uma matriz híbrida orgânica inorgânica, unida por ligações de

hidrogénio, que contém cavidades no seu interior apresentando uma organização tridimensional de

moléculas de água. Esta estrutura de moléculas de água é estável até 22 C e a sua destruição provoca

o colapso da estrutura. Uma das características interessantes deste composto é um novo tipo de

agregado de água, um octâmero, cuja estabilidade é determinada pela estrutura híbrida, tal como será

demonstrado por intermédio da aplicação de cálculos DFT.
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Figura 7.1 Perspectiva ao longo da direcção [100] da célula unitária da estrutura tridimensional de ligações de

hidrogénio. Estrutura 3D de moléculas de água (ligações de hidrogénio representadas a azul claro).26

7.2.1. Métodos computacionais na determinação da estabilidade de agregados de água

Dependendo da abordagem efectuada ao cristal 1, a unidade estrutural mais significativa do

agregado de água tridimensional pode ser considerada um hexâmero ou um octâmero. Se analisarmos

exclusivamente as interacções entre as moléculas que se encontram mais próximas, a unidade

estrutural mais importante é sem dúvida um hexâmero (Figura 7.2).

A geometria linear do hexâmero representada na Figura 7.2 é apenas possível devido às

interacções estabelecidas entre as moléculas de água do agregado e a matriz híbrida do composto 1.

Cálculos efectuados com algumas restrições geométricas mostram que a estrutura linear isolada

possui uma energia cerca de 88 kJ/mol superior ao agregado mais estável constituído por seis

moléculas de água (ver Tabela 7.1).18, 27
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Figura 7.2 – Representação esquemática do arranjo de moléculas de água existente na estrutura cristalina do

composto 1. É possível distinguir um hexâmero (se considerarmos as moléculas mais próximas entre si) e

também um octâmero, formado no interior da cavidade (estabelecendo a ligação entre as diversas camadas).

Tabela 7.1 – Energia e estruturas optimizadas de três hexâmeros de água.

Estrutura Energia (kJ/mol) E (kJ/mol)
[a]

I – Linear 1,20457526×106 88.11

II – Barco 1,204657998×106 5.4

III Cadeira 1,204663372×106 0.00

[a] E = Eestrutura I III Ecadeira

Tal como já foi referido, uma das características interessantes do agregado de água encontrado

em 1 é o octâmero em cadeira centrossimétrico.
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Inúmeros estudos teóricos e experimentais têm sido dedicados à análise da estrutura de

agregados com oito moléculas de água (H2O)8.
3, 12, 15, 19, 21 23, 25, 28 A maioria destes estudos tem dado

ênfase a estruturas cúbicas, sendo que as estruturas D2d e S4 correspondem ao mínimo de energia,

uma vez que maximizam a co operatividade das ligações de hidrogénio.22 Para além de estudos

dedicados a estruturas cúbicas,10, 12 é também possível encontrar referências a estruturas cíclicas3 e

um elevado número de outras estruturas.13 Tanto quanto foi possível averiguar, estas estruturas em

cadeira tricíclicas e centrossimétricas não foram até à data descritas entre as mais estáveis.

Estudos cristalográficos de várias moléculas revelam agregados de (H2O)8 ligados a complexos

orgânicos e inorgânicos, incluindo um cubo Ci,
12 um octâmero distorcido pseudo S4

10 e uma estrutura

cíclica.3 Na maioria dos casos analisados, as forças de empacotamento cristalino e as ligações de

hidrogénio entre os agregados de água e as moléculas vizinhas do complexo, tornam a fase sólida

muito diferente do ambiente de fase gasosa, estabilizando geometrias que não correspondem a

mínimos globais de energia, de acordo com os cálculos efectuados para as estruturas isoladas.

Existem apenas seis possíveis arranjos centrossimétricos para octâmeros de água em cadeira,

dependendo da localização de seis grupos OH “livres” (não envolvidos em ligações de hidrogénio com

outras moléculas do octâmero, Figura 7.3).

Figura 7.3 – Representação esquemática de seis cadeiras tricíclicas centrossimétricas de octâmeros de água,

combinando as distintas localizações dos seis grupos OH “livres” (não se incluem alterações em orientações

relativas das ligações). Apenas as estruturas I IV convergem para um mínimo na optimização de geometria ao

nível B3LYP/6 311++G**.

De forma a investigar as estabilidades relativas da estrutura em cadeira tricíclica encontrada em

1 em comparação com outras formas estáveis do octâmero, foram efectuados cálculos de energia e

optimização de geometrias ao nível B3LYP, com a base 6 311++G**, utilizada anteriormente em

agregados de água com resultados bastante satisfatórios.19, 22, 23 A estrutura, bem como as energias

dos diferentes confórmeros encontram se esquematizadas na Tabela 7.2.

I II III IV V VI
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Tabela 7.2 – Energia e estruturas optimizadas dos cinco octâmeros de água considerados neste estudo.

Estrutura Energia (kJ/mol) E (kJ/mol)[a] [b]

I 1,60617103×106 77,09 2

II 1,60623326×106 14,86 0

III 1,60616699×106 81,13 2

IV 1,60616564×106 82,48 2

Cubo 1,60624812×106 0,00 0

[a] E = Eestrutura I IV Ecubo; [b] número de frequências vibracionais imaginárias

Das cinco geometrias octaméricas consideradas, a mais estável é o cubo centrossimétrico. No

que diz respeito aos quatro confórmeros em cadeira, o mais estável é a cadeira tricíclica II. As

principais diferenças entre estas quatro estruturas residem nas posições relativas dos átomos de

hidrogénio nas quatro moléculas de água do agregado central. Na estrutura I, existem quatro

hidrogénios orientados para fora do plano no agregado central (H3, H6, H9, H12, Figura 7.4) e um

hidrogénio em cada um dos lados da cadeira (H14 e H 23, Figura 7.4). Por outro lado, a estrutura IV

(menos estável) não possui qualquer átomo de hidrogénio “livre” no agregado central.
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Figura 7.4 – Octâmero tricíclico e centrossimétrico (estrutura I) de moléculas de água optimizado por cálculos

DFT e numeração atómica utilizada no texto.

Tabela 7.3 – Parâmetros geométricos do octâmero I.

Comprimento de ligação Comprimento das ligações de H (pm) Ângulos (˚)

O7 H8 98,5 H11 O7 184,4 H5 O10 H11 109,026

O7 H9 96,3 H5 O10 176,8 H11 O7 H8 99,479

O22 H24 97,1 H21 O10 215,5 H20 O22 H24 108,913

O22 H23 96,1 H24 O7 193,7 H24 O7 H11 93,162

O19 H20 97,0 H20 O22 199,4 H11 O10 H21 97,559

O19 H21 96,5

O10 H11 98,1

O10 H12 96,3

Os resultados descritos anteriormente indicam que a estrutura I não corresponde a um mínimo

de energia e que a sua existência na estrutura cristalina do composto 1 é devida exclusivamente às

restrições impostas pela cavidade, através da formação de ligações de hidrogénio adicionais entre o

octâmero de água e o cristal.

7.2.2. Estudos espectroscópicos

A dinâmica dos agregados de água foi igualmente analisada por espectroscopia de Raman,

através da monitorização das velocidades de troca H2O/D2O e D2O/H2O, à temperatura ambiente, pela

observação das alterações espectrais nas bandas correspondentes às elongações dos grupos OH e
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OD.29 A troca H/D (deuteração) é cerca de duas vezes mais rápida que o processo inverso (D/H),

indicando que o passo limitante do mecanismo de substituição H/D não é a quebra das ligações O H e

O D (neste caso a relação entre a velocidade dos dois processos seria ca. 10). Sendo assim, é mais

plausível que o mecanismo seja controlado pela difusão de moléculas D2O/H2O no interior do cristal.29

No entanto, a análise do espectro vibracional na região dos modos OH(D) mostra a presença de

osciladores OH/D com velocidades de troca diferentes.

Na Figura 7.5 encontram se representados os espectros de Raman de uma amostra do

composto 1 exposta a uma atmosfera de D2O durante intervalos de tempo diferentes. Em primeiro

lugar (Figura 7.5 – 0,5 h), as moléculas de D2O são adsorvidas pelos cristais de uma forma não

estruturada. O perfil da banda corresponde ao perfil da mesma banda no espectro da substância D2O

(Figura 7.6). O segundo passo (Figura 7.5 – 6,0 h) é caracterizado pela presença de uma banda bem

definida a 2514 cm 1, relacionada com ligações OD que possuem uma localização restrita. No terceiro

passo (Figura 7.5 – 22,5 h), a banda a 2385 cm 1 torna se dominante e por fim, no último passo ocorre

uma definição do ombro a 2577 cm 1. Este comportamento evidencia a presença de moléculas de água

em ambientes marcadamente distintos e, portanto, com dinâmicas de troca H/D diferentes. Embora

não seja possível identificar as moléculas de água ou os agregados responsáveis por cada um dos

passos acima descritos, estes resultados estão de acordo com os dados obtidos por 2H RMN que

revelam a presença de moléculas de água móveis e uma estrutura híbrida relativamente rígida.26

Figura 7.5 – Espectros de Raman do composto 1 na região de OD para diferentes tempos de exposição a uma

atmosfera de D2O.
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Figura 7.6 – Espectro de Raman de D2O à temperatura ambiente.

Analisando os processos de substituição isotópica noutras regiões espectrais e aplicando uma

metodologia semelhante à aplicada no Capítulo 3, é possível determinar a cinética de cada processo

para cada região estudada. As regiões escolhidas para este estudo foram 780 850 e 1140 1225 cm 1 e

os resultados obtidos estão ilustrados nas Tabelas 7.4 e 7.5.

A evolução do perfil das bandas em cada um dos processos analisados encontra se

representada na Figura 7.7 (região 780 850 cm 1 para o processo de deuteração) e na Figura 7.8

(região 1140 1225 cm 1 para o processo inverso à deuteração).

Tabela 7.4 – Parâmetros cinéticos para o processo de troca H D (Deuteração).

Região espectral

(cm 1)
Modelo Cinético f( ) k (h 1) Sb R2 t1/2 (h)

[a]

780 850

M4 3/2 0.0436t+0.0167 0.0436 0.0011 0.9981 7.7

M8 ln (1 ) 0.0834t+0.0741 0.0834 0.0066 0.9870 7.4

1140 1225

M8 ln (1 ) 0.0379t+0.0447 0.0379 0.0009 0.9983 17

M17 1 (2 0.0020t 0.0012 0.0020 0.00004 0.9983 19

[a] Tempo de meia hidratação [ ( )=0.354, 0.693 e 0.0367 para os modelos M4, M8 e M17, respectivamente, usando

=0.5]
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Figura 7.7 – Espectros de Raman do composto 1 na região 780 850 cm 1 para diferentes intervalos de exposição

a uma atmosfera de D2O (troca H D).

Tabela 7.5 – Parâmetros cinéticos para o processo de troca D H (inverso da deuteração).

Região espectral

(cm 1)
Modelo Cinético f( ) k (h 1) Sb R2 t1/2 (h)

[a]

780 850

M18 ln (1 ) 0.042t+0.0203 0.042 0.00149 0.9912 16.0

M14 2 0.015t 0.0153 0.015 0.00048 0.9919 17.7

1140 1225

M14 2 0.0069t+0.001 0.0069 0.00023 0.9921 36.2

M15 (1 )ln(1 )+ 0.0044t 0.0014 0.0044 0.00017 0.9899 35.3

[a] Tempo de meia hidratação [ ( )=0.693, 0.250 e 0.153 para os modelos M8, M14 e M15, respectivamente, usando

=0.5]
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Figura 7.8 – Espectros de Raman do composto 1 (após a deuteração) na região 1140 1225 cm 1 para diferentes

intervalos de exposição a uma atmosfera de H2O (troca D H).

Tal como já foi referido anteriormente, a troca H/D é cerca de duas vezes mais rápida

comparativamente ao processo inverso, de troca D/H, o que parece indicar que ocorre difusão de

moléculas de água “inteiras” e não de D+/H+. Por outro lado, a troca H/D e D/H é sempre mais rápida

na região 780 850 cm 1. O modo vibracional localizado na região 1140 1225 cm 1 é portanto afectado

pela deuteração de uma molécula de água /cluster cuja estrutura é mais rígida.

7.3. Rede 2D de moléculas de água

No âmbito deste Capítulo foi igualmente analisada uma rede bidimensional (2D) de moléculas

de água localizada no interior de uma estrutura microporosa metalorgânica (composto 2):

[Y(H2hedp)(H2O)] 3(H2O) – H5hedp: ácido etidrónico. Esta estrutura cristalina, classificada como

metalorgânica (Metal organic framework, sigla em inglês MOF1) estabiliza uma rede de moléculas de

1
materiais poliméricos porosos, constituídos por iões metálicos e ligandos orgânicos formando estruturas mono , bi e

tridimensionais que podem ser porosas.
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água baseada em estruturas hexaméricas, que se associam de forma a criar anéis decaméricos, tal

como se encontra ilustrado na Figura 7.9.

Figura 7.9 – Unidade básica (em cima) da rede bidimensional de moléculas de água encontrada no espaço

intercamadas do composto 2 (em baixo).30

Embora diversos estudos recentes descrevam vários tipos de agregados de água discretos (tais

como tetrâmeros, pentâmeros, hexâmeros, octâmeros, decâmeros e dodecâmeros), não existem

muitos dados relativos a descrições cristalográficas completas de agregados 2D de moléculas de água

não coordenadas. Tanto quanto sabemos, o agregado de água 2D encontrado no composto 2 não foi,

até à data, descrito na literatura.

As unidades decaméricas e hexaméricas representadas na Figura 7.9 exibem ambas a

conformação típica em “cadeira”, com a distância internuclear média O O de 2.841 Å,30 valor próximo

da distância internuclear na água líquida (2.85 Å), o que torna este material um potencial modelo para

o estudo da água em espaços confinados.
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Figura 7.10 – Espectros de Raman do composto 2 a várias temperaturas.

Pela análise da Figura 7.10 observa se que, à medida que a temperatura diminui, é possível

distinguir no espectro de Raman do composto 2 seis bandas bem definidas. A observação deste

fenómeno (definição das bandas à medida que a temperatura diminui) corresponde à diminuição da

dinâmica molecular, promovida pelo decréscimo na mobilidade e liberdade vibracional dos grupos OH.

De forma a obter dados espectroscópicos adicionais relativos a este composto, foi efectuada a

substituição H D, através da cristalização do composto 2 em D2O. Nas Figuras 7.11 e 7.12 estão

representados os espectros de Raman a 143 K do composto puro (cristalizado em H2O), do composto

parcialmente deuterado (cristalizado em D2O) e o resultado da subtracção numérica do espectro puro

e do deuterado. Através da análise dos resultados desta subtracção para toda a gama espectral, é

possível concluir que a amostra exposta a D2O não foi totalmente deuterada, uma vez que facilmente

se detecta a presença de inúmeras bandas do composto não deuterado.
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Figura 7.11 – Espectros de Raman do composto 2 puro (H2O), cristalizado em D2O (ao centro) e resultado da

subtracção algébrica dos dois primeiros espectros na região 150 750 cm 1 (T=143 K).

Uma característica interessante deste sistema é que o composto parcialmente deuterado se

apresenta como uma mistura de dois componentes distintos: o não deuterado e o totalmente

deuterado – sendo o espectro observado equivalente à soma de dois espectros independentes. Deste

modo, a subtracção do espectro não deuterado elimina todos os vestígios da contribuição de H2O, na

quase totalidade do espectro, permitindo obter o espectro do “deuterado puro” (Figuras 7.11 e 7.12).

A excepção é observada na região 3000 3500 cm 1, representada na Figura 7.13. Os osciladores

responsáveis por estas vibrações (referentes à região 3000 3500 cm 1) deverão, em princípio, estar

localizados de forma a não perturbarem as restantes vibrações, o que nos leva a propor que estarão

localizados no agregado de moléculas de água. Ou seja, prevê se que todos os hidrogénios sejam

completamente substituídos por deutérios nos grupos P OH, C OH e Y OH2 e não totalmente

substituídos na rede 2D de moléculas de água. A hipótese apresentada baseia se na dinâmica dos

agregados de (H2O)n, que permitem ao átomo de hidrogénio deslocar se entre as várias moléculas de

água que interagem por intermédio de ligações de hidrogénio.
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Figura 7.12 – Espectros de Raman do composto 2 puro (H2O), cristalizado em D2O (ao centro) e resultado da

subtracção algébrica dos dois primeiros espectros na região na região 800 1250 cm 1 (T=143 K).

Figura 7.13 Espectros de Raman do composto 2 puro (H2O), cristalizado em D2O (ao centro) e resultado da

subtracção algébrica dos dois primeiros espectros na região na região 3050 3550 cm 1 (T=143 K).

Consequentemente, é possível propor uma atribuição para as bandas que se encontram na

região 3050 3550 cm 1, sendo as bandas A e B relacionadas com a molécula de água ligada ao átomo
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de Y, as bandas C, D e E pertencentes ao grupo OH de C OH e à rede bidimensional de águas e por fim,

a banda designada por F poderá ser associada ao grupo OH de P OH. Esta interpretação está de acordo

com alguns cálculos preliminares realizados por um método ONIOM ao nível B3LYP/6 311G** para as

moléculas de água e B3LYP/LANL2DZ para a matriz híbrida. Os cálculos efectuados, bem como dados

recolhidos da literatura31 indicam que a banda a menores valores de número de onda deve ser

atribuída ao grupo OH ligado ao átomo de fósforo (P OH) e aproximadamente a 3300 cm 1 localiza se a

O H do grupo C OH.

A atribuição das bandas A e B a elongações dos grupos OH ligados ao átomo de Ítrio (Y) pode ser

justificada com base na observação do perfil quase constante que apresenta à medida que a

temperatura diminui. Esta característica parece indicar que o ambiente químico em redor destes

grupos OH é distinto dos restantes grupos OH presentes no composto, o que revela que a localização

destes grupos OH (Y OH2) é bastante específica.

Figura 7.14 – Espectros de Raman do composto 2 a) exposto a D2O na região de O D e b) puro na região O H.
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7.4. Conclusões

A utilização combinada de cálculos DFT e espectroscopia de Raman (variação de temperatura e

substituição isotópica) permite reunir um vasto conjunto de dados que, articulado com resultados

provenientes de outras técnicas experimentais (cristalografia, RMN, análise térmica, entre outras)

auxilia na caracterização e compreensão das características de agregados de água.

Os resultados apresentados ao longo deste Capítulo indicam que as geometrias encontradas no

interior de estruturas cristalinas de materiais híbridos orgânicos inorgânicos, podem não corresponder

a mínimos globais de energia, caso em que a sua existência nos cristais dos compostos hospedeiros é

devida unicamente à influência exercida pela cavidade (efeito de “molde”) através de ligações de

hidrogénio adicionais. Por outro lado, pela análise do resultado de processos de substituição isotópica,

foi possível identificar vários tipos de ambientes químicos na vizinhança das moléculas de água que

formam os agregados ou de grupos OH existentes na composição química das matrizes híbridas. Desta

forma, foi possível confirmar a existência de pelo menos dois agregados distintos de moléculas de

água na rede tridimensional composta por hexâmeros e octâmeros no interior do sal supramolecular

(H2pip)3[Ge(hedp)2] 14H2O. Por último, foram identificadas as bandas correspondentes aos diversos

grupos hidroxilo bem como as características dinâmicas do agregado bidimensional de moléculas de

água pertencentes ao composto [Y(H2hedp)(H2O)] 3(H2O).
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8.1. Discussão geral

As considerações apresentadas neste Capítulo não são conclusões finais, na medida em que

todos os estudos descritos ao longo desta dissertação poderão ser aperfeiçoados, complementados e

considerados como pontos de partida para outras investigações.

A perspectiva unificadora subjacente a estes trabalhos consiste na demonstração da

aplicabilidade e relevância de estudos espectroscópicos (particularmente espectroscopia de Raman)

associados a cálculos DFT na caracterização de diversos sistemas com interacções intermoleculares.1

Foi possível verificar, no decurso dos trabalhos que conduziram à presente dissertação, que a

aplicação desta metodologia (espectroscopia de Raman apoiada por métodos computacionais)

permite reunir um conjunto de informação importante no estudo de sistemas complexos envolvendo

associações moleculares. Os tópicos abordados foram:

PSEUDOPOLIMORFISMO DE SÓLIDOS FARMACÊUTICOS

Amostras cristalinas de duas formas pseudopolimórficas de Niclosamida foram monitorizadas

por espectroscopia de Raman, que se revelou uma técnica útil na caracterização qualitativa e

quantitativa de transições pseudopolimórficas anidro hidrato deste sistema. Concluiu se que os

processos de hidratação e desidratação ocorrem num só passo com tempos de meia vida de ca. 144 h

e 63 h a 24 C, respectivamente. Outro parâmetro relevante neste tipo de estudos, a humidade

relativa crítica, foi também determinado para os dois processos, sendo de ca. 90% para a hidratação e

6% para a desidratação no decorrer de duas semanas de exposição.

Foi ainda possível, através da análise do espectro vibracional, inferir algumas conclusões

relativas à localização da molécula de água na forma mono hidratada, pela interpretação das

alterações espectrais observadas em bandas relevantes.

POLIMORFISMO DE SÓLIDOS FARMACÊUTICOS E TRANSIÇÃO DE FASE DE MISTURAS DE ÁCIDOS GORDOS

A metodologia PiMM foi aplicada de forma global e parcial a dois sistemas distintos: um sólido

farmacêutico com polimorfismo e misturas binárias de ácidos gordos. Esta metodologia proporciona

um suporte computacional robusto para a atribuição completa do espectro vibracional e também para

a elucidação estrutural de alguns sistemas. Através da aplicação desta abordagem foi possível efectuar

a atribuição completa dos espectros de IV e Raman de dois polimorfos anidros da Nitrofurantoína,

1
Resumo esquemático dos trabalhos apresentados e discutidos na presente dissertação pode ser consultado na última página deste

Capítulo.
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sólido cristalino que apresenta padrões distintos de ligações C H O e N H O que se traduzem em

espectros vibracionais diferentes. A mesma metodologia permitiu a atribuição mais fundamentada do

espectro vibracional dos ácidos gordos, num trabalho em que a espectroscopia vibracional foi aplicada

com sucesso na monitorização de transições de fase de misturas binárias de ácidos gordos,

funcionando como técnica complementar na construção de diagramas de fase sólido líquido para

alguns sistemas.

COMPOSTOS AROMÁTICOS INCLUÍDOS EM CICLODEXTRINAS

A utilização da espectroscopia vibracional e de cálculos DFT revelou se particularmente útil na

análise de compostos resultantes da inclusão de derivados fenólicos em , e Ciclodextrinas.

A estequiometria dos compostos hospedeiro:hóspede foi determinada por análise térmica,

enquanto as geometrias de inclusão e a caracterização das interacções existentes entre as moléculas

de hóspede e as ciclodextrinas foram investigadas com base em dados espectroscópicos e

computacionais. Associando os dados de todas as técnicas aplicadas, foi possível propor geometrias de

inclusão prováveis para os compostos em ciclodextrina .

Neste trabalho, os cálculos DFT foram aplicados na optimização da geometria dos monómeros

(com respectivos confórmeros) e dímeros e na determinação de frequências vibracionais. Deste modo,

foi possível a atribuição completa do espectro vibracional do 3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh, que

constitui o primeiro passo para uma correcta interpretação das alterações verificadas no espectro em

termos estruturais.

INTERACÇÃO DE COMPOSTOS FARMACÊUTICOS COM SUPERFÍCIES METÁLICAS

A interacção de dois sólidos farmacêuticos com superfícies metálicas foi investigada através da

utilização de espectroscopia de Raman intensificada à superfície (SERS). A principal conclusão a retirar

destes estudos relaciona se com a detecção e importância do mecanismo de transferência de carga na

intensificação do sinal de Raman, possível através da utilização complementar de técnicas

experimentais e cálculos DFT. Provou se ainda ser possível identificar quais as espécies adsorvidas à

superfície da prata e sua possível orientação, por análise de espectros de Raman e SERS de soluções

aquosas a diferentes valores de pH. Os dados experimentais foram apoiados por cálculos DFT na

optimização de geometrias e previsão de frequências vibracionais e por cálculos de intensidades SERS

baseados em processos ressonantes de transferência de carga semelhantes a mecanismos de

ressonância de Raman.
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AGREGADOS DE ÁGUA EMMATERIAIS HÍBRIDOS ORGÂNICOS INORGÂNICOS

A análise de duas redes de moléculas de água existentes em matrizes cristalinas híbridas foi

possível por intermédio da aplicação de espectroscopia de Raman (estudos de variação de

temperatura – baixas temperaturas – e substituição isotópica) apoiada por métodos computacionais

(optimização de geometrias e cálculo de energias ao nível B3LYP/6 311++G**). Em ambos os casos,

rede bidimensional e tridimensional, foi demonstrado que as geometrias exibidas pelos agregados de

água não correspondem às geometrias mais estáveis do ponto de vista teórico. Por este motivo, pode

concluir se que a matriz híbrida tem um efeito preponderante na formação deste tipo de agregados,

fortemente estabilizados pela formação de ligações de hidrogénio cooperativas entre: (H2O) (H2O) e

entre (H2O) estrutura híbrida.

Considerando todos os estudos supramencionados, bem como as discussões que os seus

resultados proporcionaram, é possível concluir que a associação da espectroscopia vibracional a

cálculos DFT fornece uma ferramenta extremamente vantajosa para o estudo de sistemas

químicos/materiais envolvendo associações moleculares. Este tipo de abordagem é particularmente

profícua quando conjugada com outras técnicas de análise (cristalografia, ressonância magnética,

análise térmica, entre outras) de forma a reunir o maior número de informação possível para uma

caracterização completa, ampla e integrada do material em análise. De uma forma geral, foi possível

aprofundar o conhecimento de alguns mecanismos de auto associação em sistemas que envolvem a

existência de interacções intermoleculares fracas. Contudo, como foi referido anteriormente, as

conclusões deste trabalho esclareceram apenas algumas questões. Outras dúvidas ficaram ainda em

aberto e, como seria de esperar, este estudo originou novas questões, desencadeando perspectivas de

investigações futuras.
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8.2. Perspectivas Futuras

Inerente a qualquer processo de investigação, surgem frequentemente novas questões a

investigar, novas ideias para consolidar, aprofundar e melhorar as conclusões retiradas de cada

estudo. Desta forma, para complementar o trabalho já efectuado sugerem se, de seguida, alguns

estudos que poderão ser realizados no âmbito de cada tópico abordado.

PSEUDOPOLIMORFISMO DE SÓLIDOS FARMACÊUTICOS

Neste contexto, estudos vibracionais que envolvam a medição da intensidade da banda de

elongação da ligação O H ( O H) permitem obter informação útil relativa ao movimento das moléculas

de água no decorrer dos processos de hidratação e desidratação.

PARES EMMATERIAISMOLECULARES

A aplicação complementar do método PiMM a espectros vibracionais e de RMN, poderá

constituir uma abordagem mais completa na previsão de estruturas cristalinas desconhecidas.

Partindo dos efeitos observados nos espectros, será possível reproduzir os contactos responsáveis por

tais efeitos, optimizar as estruturas de cada dímero e simular quais os contactos presentes na

estrutura cristalina de um determinado composto.

O PiMM poderá ser aplicado às duas formas hidratadas da Nitrofurantoína, de forma a estudar

na globalidade os fenómenos de polimorfismo e pseudopolimorfismo deste composto, analisando

todos os padrões existentes de ligações C H O e N H O e os seus efeitos no correspondente

espectro vibracional.

Para avaliar as vantagens da aplicação da metodologia PiMM, deveria ser efectuado um estudo

sistemático, envolvendo um conjunto considerável de moléculas, no qual a atribuição vibracional fosse

realizada aplicando simultaneamente dois métodos: PiMM e cálculos para o cluster completo. Desta

forma seria possível avaliar a viabilidade das aproximações propostas pelo PiMM e as suas vantagens,

tanto a nível da qualidade dos resultados como do verdadeiro custo computacional.

AGREGADOS DE ÁGUA EMMATERIAIS HÍBRIDOS ORGÂNICOS INORGÂNICOS

Os resultados apresentados para estes sistemas são ainda preliminares, constituindo uma

primeira abordagem para estudos mais aprofundados relativos à natureza e características de
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agregados de água. Possíveis trabalhos futuros que poderão enriquecer a investigação envolvem:

estudos de temperatura para espectros de infravermelho, substituição isotópica total das estruturas,

cálculos envolvendo toda a matriz híbrida e as redes de agregados de água, de forma a possibilitar a

atribuição vibracional dos espectros.

De uma forma geral, devem ser exploradas em paralelo outras técnicas para a detecção e

estudo de ligações C H O, nomeadamente a espectroscopia de RMN (de 13C) e difusão inelástica de

neutrões (detecção do modo H O). Por RMN é possível monitorizar os comprimentos de ligação

entre núcleos de carbono e hidrogénio e verificar se a ligação aumenta ou diminui de comprimento, o

que indica o estabelecimento de ligações C H O. Por outro lado, a difusão inelástica de neutrões,

pelas suas características, pode revelar se de grande utilidade no estudo destas interacções pois é

especialmente sensível a fenómenos que envolvam átomos de hidrogénio.

É cada vez mais frequente na investigação em Ciência a procura de abordagens completas e

integradas, que possibilitam a caracterização de materiais com recurso a dados provenientes de

inúmeras fontes experimentais e modelação teórica. É precisamente nesta óptica de trabalho que se

deverá prosseguir, procurando conciliar o conhecimento recolhido de múltiplas áreas do saber.
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SECÇÃO EXPERIMENTAL

9.1. Materiais

Os sistemas niclosamida (C13H8Cl2N2O4, Sigma, NC), nitrofurantoína (C8H6N4O5, Sigma, NF), ácido

trans 3 hidroxicinâmico (C9H8O3, Aldrich, t 3OHCIA), 5 fluorouracilo (C4H3FN2O2, Sigma, 5Flu), 2

metoxifenol (CH3OC6H4OH, Sigma, 2MeOPh), 3 metoxifenol (CH3OC6H4OH, Aldrich, 3MeOPh), 2

metilfenol (CH3C6H4OH, Sigma Aldrich, 2MePh), ácidos caprílico (CH3(CH2)6COOH, Sigma Aldrich),

cáprico (CH3(CH2)8COOH, Sigma Aldrich), láurico (CH3(CH2)10COOH, Sigma Aldrich), mirístico

(CH3(CH2)12COOH), palmítico (CH3(CH2)14COOH, Sigma Aldrich), esteárico (CH3(CH2)16COOH, Merck) e

os solventes óxido de deutério (D2O, Aldrich) e etanol (C2H5OH, Riedel de Haën) foram obtidos

comercialmente, com elevados graus de pureza e usados sem qualquer tipo de purificação adicional.

Verificou se que os tamanhos de grão da NCa e NCh se encontram compreendidos no intervalo 125

250 m.

Na preparação de soluções saturadas foram utilizados os seguintes sais, obtidos

comercialmente e sem qualquer tipo de purificação adicional: hidróxido de sódio (NaOH, Panreac),

hidróxido de potássio (KOH, Merck), cloreto de lítio hidratado (LiCl.H2O, BDH Chemicals), acetato de

potássio (KCH3COO, Panreac), cloreto de cálcio dihidratado (CaCl2.2H2O, Merck), nitrato de zinco

hexahidratado (Zn(NO3)2.6H2O, Fluka), tiocianato de potássio (KSCN, Merck), hidrogenossulfato de

sódio monohidratado (NaHSO4.H2O, Panreac), brometo de sódio (NaBr, Carlo Erba), nitrato de amónio

(NH4NO3, Aldrich), nitrito de sódio (NaNO2, Aldrich), sulfito de sódio (Na2SO3, Sigma Aldrich), cloreto

de amónio (NH4Cl, Panreac), sulfato de amónio ((NH4)2SO4, Aldrich), brometo de potássio (KBr,

Aldrich), hidrogenossulfato de potássio (KHSO4, May & Baker), cloreto de bário dihidratado

(BaCl2.2H2O, Sigma Aldrich), nitrato de potássio (KNO3, Aldrich). As ciclodextrinas ( , e CD) foram

gentilmente cedidas pela Wacker Chemie (Alemanha).

9.2. Preparação de amostras de niclosamida hidratada

As amostras de niclosamida hidratada (NCh) foram preparadas através da dissolução de

niclosamida anidra (NCa) em água destilada a 60 C até se formar uma solução supersaturada. Após o

arrefecimento da solução à temperatura ambiente, verificou se a formação de cristais que foram

posteriormente filtrados do líquido mãe e deixados a secar em condições de temperatura e humidade

relativa ambiente. Depois da secagem, os cristais foram suavemente moídos até à obtenção de pós,
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que apresentaram tamanho de grão compreendido entre 125 250 m. Os mesmos resultados foram

obtidos por exposição de NCa a condições de humidade relativa de 100% durante duas semanas.

O grau de cristalinidade das amostras foi avaliado por difracção de raios X, através da

comparação dos padrões de difracção de ambas as formas NCa e NCh com os padrões registados para

as amostras cristalinas.1 3

9.3. Preparação de amostras de niclosamida a humidades relativas definidas

Aproximadamente 0.05 g de NCa e NCh foram armazenadas (durante diferentes períodos de

tempo, de forma a estabelecerem se condições de equilíbrio) à temperatura ambiente de 24 C em

pequenos reservatórios selados no interior dos quais, por exposição a vapor de água destilada e sílica

(ou sulfato de cobre anidro), se estabeleceu uma humidade relativa (RH) de 100% e 0%,

respectivamente (Figura 9.1). Para a determinação dos valores de humidade relativa crítica, as

amostras de NCa e NCh (aproximadamente 0.05 g) foram expostas a diferentes condições de RH que

foram criadas pela utilização de soluções saturadas de sais com depósito. Os valores de RH

considerados (e respectivo sal utilizado4): 6% (NaOH), 9% (KOH), 13% (LiCl), 20% (KC2H3O2), 30%

(CaCl2), 42% (Zn(NO3)2), 48% (KSCN), 52% (NaHSO4), 58% (NaBr), 61% (NH4NO3), 66% (NaNO2), 78%

(Na2SO3), 79% (NH4Cl), 81% ((NH4)2SO4), 84% (KBr), 86% (KHSO4), 90% (BaCl2.2H2O), 92% (KNO3) e 97%

(K2SO4).

Figura 9.1 – Representação esquemática do reservatório utilizado na exposição de amostras a determinados

valores de humidade relativa (RH).

De maneira a estudar a influência da temperatura na cinética do processo de desidratação da

NCh, pequenas quantidades (aproximadamente 0.05 g) de amostras de NCh foram expostas a

temperaturas de 35 C, 45 C e 60 C durante diferentes períodos de tempo, no interior de uma

estufa.

AmostraH2O, sílica ou
soluções

saturadasde sais
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9.4. Estudos de calibração para o sistema niclosamida

Os valores da fracção de hidratação e desidratação, h e d, respectivamente, foram

calculados de acordo com as equações 3 e 4 do Capítulo 3 e tendo em conta a relação das

intensidades intrínsecas ( a/ h). Deste modo, foi necessário proceder se previamente ao cálculo desta

relação, realizando para isso, estudos de calibração para o sistema NC, através do registo de espectros

de Raman de misturas físicas de ambas as formas (anidra e hidratada) e com composição conhecida.

Para cada mistura física, procedeu se ao registo em triplicado dos espectros de Raman, isto é, foram

registos espectros de diferentes partes da mistura física, garantindo se assim a uniformidade dos

resultados. Foram utilizadas misturas físicas com fracções molares de NCh iguais a 0.00, 0.18, 0.58,

0.77, 1.00, nas quais os componentes (NCa e NCh) foram suavemente misturados num almofariz.

9.5. Preparação das duas formas polimórficas da Nitrofurantoína

A preparação das duas formas polimórficas anidras da nitrofurantoína, formas e , foi

efectuada com base no procedimento descrito na literatura.5 De uma forma breve, o polimorfo é

obtido por recristalização de 2500 mg de nitrofurantoína comercial em 200 cm3 de uma mistura a

quente de ácido acético e água (relação de 4:1 em volume). Os cristais em agulha que se formaram

desta solução foram novamente dissolvidos por aquecimento (temperatura final de 80 C) e foram

adicionados 200 cm3 de acetona quente. O recipiente contendo a solução anterior foi parcialmente

selado e mantido a 40 C para permitir evaporação lenta do solvente. Num espaço de nove dias, foram

obtidos cristais de cor laranja amarelado.

No que diz respeito ao polimorfo , este foi obtido por recristalização de 500 mg de

nitrofurantoína comercial em 200 cm3 de acetona quente. Os cristais de cor laranja amarelado foram

obtidos em 6 dias.

Os polimorfos e foram identificados com recurso a métodos de difracção de raios X de pós,

através da comparação dos padrões obtidos experimentalmente com os resultados encontrados na

literatura.6

9.6. Preparação de várias misturas binárias de ácidos gordos

As misturas binárias de ácidos gordos foram preparadas pelo grupo de investigação orientado

pelo Professor Doutor João Coutinho. As amostras foram preparadas numa balança analítica (Adam

AAA/L) com uma precisão de 0.2 mg. Os compostos depois de pesados foram colocados num tubo
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de vidro, aquecidos e agitados sob uma atmosfera de azoto a uma temperatura 10 K acima da

temperatura de fusão dos seus componentes. De seguida, as misturas foram deixadas a arrefecer à

temperatura ambiente e mantidas num congelador a 273 K até ao momento da análise. Para os

espectros de Raman registados antes da fusão, as amostras no estado sólido foram apenas pesadas e

misturadas num almofariz. A fusão destas amostras foi feita dentro do tubo capilar usado para a

análise, no interior do espectrómetro (após o registo da amostra antes da fusão), a uma temperatura

de cerca de 10 K acima do ponto de fusão do componente com o ponto de fusão mais elevado. As

amostras foram então arrefecidas dentro do espectrómetro até atingirem a temperatura desejada

para a aquisição dos restantes espectros.

9.7. Preparação de compostos de inclusão de derivados fenólicos em , e

ciclodextrinas

Os compostos de inclusão em , e CD foram preparados por um processo de precipitação,7,

8 pela adição gota a gota dos hóspedes (2MeOPh, 3MeOPh, 3MePh) no estado líquido a soluções

aquosas de , e CD. A mistura resultante foi mantida sob agitação a cerca de 40 C durante

algumas horas. De seguida, promoveu se o arrefecimento da mistura resultante até à temperatura

ambiente, tendo se obtido um precipitado branco. Este foi filtrado e exposto à temperatura e

humidade ambiente durante 1 2 dias para promover a secagem. Depois de seco, foi moído

suavemente até à obtenção de um pó fino. Estes compostos de inclusão demonstraram ser estáveis ao

longo de vários meses.

9.8. Preparação de colóides para registo de espectros SERS

As soluções coloidais de prata (Ag) foram preparadas utilizando água desionizada e triplamente

destilada de acordo com o método descrito por Creighton et al.9 De uma forma breve, o método

consiste em reduzir uma solução aquosa de AgNO3 (10
3 M, um volume) com um excesso de NaBH4

(2x10 3M, três volumes, previamente arrefecido a 0 5 C). Após agitar a mistura durante algum tempo

para a homogeneizar, é deixada a repousar à temperatura ambiente durante 90 minutos. Por vezes,

durante este período de espera, aparece uma cor escura no interior da solução e é necessário agitar

fortemente a mistura de forma a estabilizar o colóide. No final, obtém se uma solução amarela e

transparente, com um máximo de absorção a 390 nm. Quando se pretende registar um espectro SERS,

adiciona se o adsorbato ao colóide de forma a obter a concentração desejada. Os colóides preparados

de acordo com o método descrito são estáveis durante vários meses.
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para evitar que algumas se decomponham no decorrer do processo. Para cada sistema electroquímico

utilizado, é necessário optimizar os parâmetros de oxidação redução, resultando para este caso que o

melhor sinal SERS é obtido quando se inicia com um potencial de 0.5 V e posteriormente se aplicam

pulsos de 2 s de duração a + 0.6 V, com intervalos de 2 s a – 0.5 V (Figura 9.5). Como electrólito foi

utilizada uma solução aquosa 0.1 M de KCl.

Figura 9.5 – Sequência de pulsos utilizada no processo de oxidação redução para preparar a superfície de prata.

Trabalhar com eléctrodo permite ajustar o potencial mediante o uso de um potenciostato, o

que constitui uma vantagem, uma vez que a espectroscopia SERS é muito sensível a esta variável,

tanto a intensificação global do espectro de uma molécula como as intensidades relativas das bandas.

Um possível inconveniente do uso desta técnica é o tempo dispendido na montagem e preparação

deste aparato experimental, que conduz a uma maior morosidade na aquisição dos espectros.

9.10. Estudos de deuteração com (H2pip)3[Ge(hedp)2] 14(H2O)

O composto (H2pip)3[Ge(hedp)2] 14(H2O) foi preparado pelo grupo de investigação orientado

pelo Professor Doutor João Rocha.

INSTRUMENTAÇÃO

9.11. Técnicas de caracterização

9.11.1.Espectroscopia de Raman

Os espectros de Raman na região 70 5000 cm 1 foram registados à temperatura ambiente num

espectrómetro de Raman com transformada de Fourier, Bruker RFS 100 utilizando um detector

0,5 V

+0,6 V

2 segundos

2 segundos
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InGaAs, equipado com um laser díodo de Nd:YAG a emitir a 1064 nm, de marca Coherent, modelo

Compass 1064/500 N. A resolução utilizada foi de 2 cm 1.

As amostras líquidas foram seladas em capilares de vidro Kimax (diâmetro interno de 0.8 mm) e

as amostras sólidas foram colocadas num porta amostras apropriado para o efeito. De modo a obter

uma boa razão sinal/ruído, o número de varrimentos foi variável consoante o tipo de amostras.

Para a maioria dos espectros, a potência do laser utilizada foi de 504 mW. No entanto, no

registo dos espectros de Raman da niclosamida, nitrofurantoína, e misturas binárias de ácidos gordos,

a potência do laser utilizada foi de 400 mW. Existem alguns trabalhos experimentais que indicam que a

temperatura da amostra pode aumentar significativamente devido à exposição ao laser,10, 11 o que

pode provocar quer transformações polimórficas, quer perda de moléculas de solvente. Para avaliar

este efeito, uma amostra do composto em estudo foi exposta de forma contínua a uma potência de

400 mW durante 3 4 horas, durante as quais diversos espectros de 5 minutos foram registados. A

comparação dos espectros demonstrou que durante o tempo necessário para a aquisição de cada

espectro (ca. 12 minutos um registo de 100 scans) não se observou qualquer alteração espectral.

Neste contexto, todos os registos dos espectros de Raman destas amostras foram efectuados em 25

minutos ou menos.

No estudo das misturas binárias de vários ácidos gordos (descrito no Capítulo 4), as amostras

foram colocadas no interior de tubos capilares fechados (Kimax, 0.8 mm). Os estudos de temperatura

no intervalo 273 K – 353 K foram efectuados com um dispositivo comercial do tipo Harney Miller da

Bruker e a temperatura foi monitorizada pela resistividade de um termopar calibrado. Nestas

condições, o erro na temperatura é estimado ser inferior a 0.5 K com flutuações durante cada registo

inferiores a 1 K.

9.11.2.Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho na região do infravermelho médio (400 4000 cm 1) foram

adquiridos à temperatura ambiente num espectrómetro Mattson 7000, com transformada de Fourier,

utilizando se apodização triangular e resolução de 2 cm 1. Foi utilizada uma fonte globar, um detector

sulfato de triglicina deuterada (DTGS), e janelas e pastilhas de KBr.

Os espectros de ATR foram obtidos com um acessório Golden Gate ATR da Specac acoplado ao

espectrómetro de infravermelho descrito no parágrafo anterior e as amostras foram analisadas sem

tratamento prévio.
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9.11.3.Espectroscopia de Raman intensificada à superfície (SERS)

Todos os espectros de Raman e SERS apresentados no Capítulo 6 foram registados num

espectrómetro Jobin Yvon U 1000 de monocromador duplo equipado com um sistema de detecção

consistente num tubo fotomultiplicador refrigerado Hamamatsu R943 02, usando uma linha de

excitação de 514.5 nm de um laser Spectra Physics de Ar+. Foi usada uma largura de fenda constante

que permitiu uma resolução espectral de 4 cm 1 sendo a potência do laser a atingir a amostra de 50

mW. Os números de onda das bandas foram medidos com a ajuda das mesmas linhas de laser como

padrões, sendo obtida uma precisão de 2 cm 1 nas condições descritas.

No caso das amostras líquidas, foi utilizada uma célula de quartzo para líquidos de 1 cm,

enquanto os sólidos microcristalinos foram depositados em capilares de vidro.

9.11.4.Análises termogravimétricas e calorimétricas

A análise termogravimétrica (TGA) é um método com um vasto campo de aplicação na

caracterização do comportamento térmico dos materiais. É composto por um forno tubular de

aquecimento eléctrico com amplitude até 1500 °C, uma balança de alta resolução, uma unidade de

condicionamento da atmosfera e um sistema computorizado de aquisição e tratamento de dados. As

medições de TGA foram efectuadas num sistema TGA 50 Shimadzu, utilizando se uma velocidade de

aquecimento de 2 C/min, sob uma atmosfera de nitrogénio, com um fluxo de 20 mL/min. As amostras

foram cuidadosamente pesadas e colocadas num suporte de platina com 5 mm de diâmetro. Estas

análises foram realizadas no Departamento de Química da Universidade de Aveiro pela Mestre Celeste

Azevedo.

A Calorimetria diferencial de varrimento (Differential Scanning Calorimetry, sigla em inglês DSC)

é utilizada para a análise térmica de materiais e baseia se na medida do fluxo de calor entre uma

amostra e uma referência em função da temperatura, sendo ambas submetidas a um programa de

temperatura controlado. Esta técnica permite a detecção de processos endo ou exotérmicos através

da análise das curvas de calorimetria diferencial de varrimento das amostras. As medições de DSC

foram efectuadas num sistema Shimadzu DSC 50. As amostras foram aquecidas em pequenos

reservatórios de alumínio selados, sob um fluxo de nitrogénio de 20 mL/min, usando um reservatório

vazio e selado como referência a uma taxa de aquecimento de 5 °C/min na gama de temperaturas de

25 a 400 C. Estas análises foram realizadas no Departamento de Química da Universidade de Aveiro

pela Mestre Celeste Azevedo.
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TRATAMENTO DE DADOS

9.12. Obtenção de pontos pseudo isosbésticos e ajuste de bandas

De maneira a verificar a presença de pontos pseudo isosbésticos, os espectros de Raman foram

normalizados para uma área unitária, de acordo com o procedimento descrito por Shurvell e

colaboradores.12, 13 As intensidades de banda integradas Ia e Ih, necessárias no Capítulo 3, foram

determinadas por ajuste de bandas, usando funções Gaussianas ou Lorentzianas, consoante o melhor

ajuste, após se efectuar uma correcção de linha de base usando três pontos.

O melhor ajuste das bandas utilizadas para monitorizar e quantificar os processos de hidratação

e desidratação, foi obtido utilizando três Lorentzianas e duas Gaussianas para as regiões espectrais

compreendidas entre 1620 1710 cm 1 e 620 646 cm 1, respectivamente (Figuras 9.6 e 9.7).

Figura 9.6. Espectro de Raman na região compreendida entre 1620 1710 cm 1 de amostras de NCh armazenadas a

condições de RH 0% durante 96 h (linha a preto). O ajuste matemático utilizando três funções Lorentzianas,

encontra se representado a azul. A linha verde representa o ajuste global com R2=0.99834. Para este tempo de

exposição, h=0.10.

1620 1640 1660 1680 1700

Número de onda / cm
1
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Figura 9.7. Espectro de Raman na região compreendida entre 620 646 cm 1 de amostras de NCh armazenadas a

condições de RH 0% durante 96 h (linha a preto). O ajuste matemático utilizando duas funções Gaussianas,

encontra se representado a azul. A linha a tracejado verde representa o ajuste global com R2=0.99205. Para este

tempo de exposição, h=0.11 e a presença de 11% de NCh é observável através da assimetria da banda na região

de frequências mais elevadas.

9.13. Tratamento matemático

É possível utilizar diferentes critérios estatísticos na determinação do afastamento total de um

conjunto de pontos medidos em relação aos calculados por uma relação linear. Dos vários critérios, os

mais utilizados são o coeficiente de correlação (R2) e o desvio padrão do declive da linha de regressão

(Sb). Alguns autores
14, 15 demonstraram que a utilização do valor de R2 como único critério estatístico

na escolha de um modelo cinético não é a mais adequada, particularmente quando se revela

necessário distinguir mecanismos que apresentam coeficientes de correlação lineares (R2) muito

similares. Nestas situações, é vantajoso recorrer à utilização complementar do valor obtido para Sb, tal

como evidenciado por Davies e Pryor.15

MÉTODOS COMPUTACIONAIS

9.14. Cálculos DFT

Os cálculos teóricos DFT foram realizados com o pacote Gaussian 03W16, a correr num PC

comum. As estruturas moleculares dos monómeros (NC, NF, ácidos láurico, mirístico e esteárico), dos

vários confórmeros 2MeOPh, 3MeOPh, 3MePh e dos dímeros (NF, 2MeOPh, 3MeOPh, 3MePh, ácido

láurico, mirístico e esteárico) foram completamente optimizadas ao nível padrão B3LYP/6 31G*. Por

620 625 630 635 640 645

Número de onda / cm
1
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sua vez, as estruturas dos agregados de oito moléculas de água foram completamente optimizadas ao

nível padrão B3LYP/6 311++G**.

As frequências vibracionais harmónicas foram calculadas, ao nível padrão B3LYP/6 31G* para

todas as geometrias optimizadas, usando as segundas derivadas analíticas para confirmar a

convergência dos mínimos na superfície potencial bem como avaliar as energias vibracionais do ponto

zero (ZPVE). No caso dos agregados de oito moléculas de água, as frequências foram calculadas ao

nível B3LYP/6 311++G**. As frequências calculadas (acima dos 500 cm 1) foram corrigidas por um

factor padrão, conforme o nível de teoria e bases utilizados,17 de forma a considerar a anarmonicidade

e efeitos de correlação electrónica. O programa GaussView18 foi utilizado para visualizar as estruturas

optimizadas e para estabelecer a atribuição dos modos vibracionais com base nos deslocamentos

atómicos.

No caso dos cálculos efectuados para a interpretação dos espectros SERS obtidos para o ácido

trans 3 hidroxicinâmico e o 5 fluorouracilo, as geometrias para as várias espécies químicas possíveis

(neutra, anião, dianião) foram optimizadas ao nível B3LYP/6 31G*. Os campos de força e os números

de onda também foram determinados de forma a atribuir o espectro vibracional e confirmar a

convergência para um mínimo no processo de optimização. As intensidades SERS CT (SERS – charge

transfer) para cada espécie molecular foram calculadas tendo em conta as equações propostas por

Wolde et al.
19 para um processo de ressonância Raman (RR). Neste caso, as intensidades relativas de

um determinado modo normal “j” podem ser estimadas com base na seguinte equação:

(9.1)

onde é o número de onda correspondente ao modo normal j, é uma constante que pode ser

ajustada arbitrariamente para normalizar as intensidades relativas, e o parâmetro que se relaciona

com a diferença entre as geometrias de equilíbrio dos dois estados envolvidos no processo de RR,

pode ser obtido calculando as forças moleculares (f) no ponto de Franck Condon na superfície de

energia potencial do estado electrónico excitado (respectivos radicais) e é dado pela expressão:

(9.2)

onde L corresponde à matriz de modos normais do estado electrónico fundamental e M é a matriz de

massas atómicas.
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