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palavras-chave

resumo

Ligagdes de hidrogénio, espectroscopia vibracional, calculos DFT,
ciclodextrinas, polimorfismo, agregados de agua.

A utilizacdo combinada de espectroscopia vibracional e de calculos
envolvendo a teoria do funcional de densidade (DFT) possibilita o estudo de
ligagbes de hidrogénio em fase condensada, assim como a andlise da
estrutura molecular dos sistemas em estudo. Por um lado, a espectroscopia
vibracional permite a deteccdo de associagdes moleculares, enquanto os
métodos computacionais auxiliam na obtencdo de informacdo referente aos
mecanismos de associagdo, homeadamente no que diz respeito a possivel
estrutura de dimeros e compostos de inclusdo em ciclodextrinas e as energias
de interaccédo e de inclus&o.

O estudo que originou a presente dissertacdo pretende contribuir para o
reforco da aplicacdo de estudos espectroscdpicos e computacionais na
elucidagéo de diversos fendmenos quimicos, com especial destaque para o
papel desempenhado por interacgdes intermoleculares fracas na estrutura e
propriedades de materiais moleculares. No &ambito desta tese foram
investigados os seguintes tépicos: polimorfismo e pseudopolimorfismo em
solidos farmacéuticos, transicdes de fase em misturas binarias de acidos
gordos, inclusdo em ciclodextrinas, interaccdo de compostos farmacéuticos
com superficies metdlicas e formacdo de agregados de agua em materiais
hibridos organicos-inorganicos.

Os sistemas foram analisados utilizando a espectroscopia vibracional -
particularmente a espectroscopia de difusdo de Raman — como técnica
fundamental. Para uma melhor caracterizagdo de processos envolvendo
transicdes de fase, foram efectuados estudos com variagdo de temperatura,
variagédo de humidade relativa e substituicao isotopica. O estudo da interacgéo
com superficies metalicas foi realizado por espectroscopia de Raman
intensificada a superficie.

Dada a complexidade dos sistemas em estudo, a informacdo obtida por
espectroscopia vibracional foi complementada por resultados de calculos
mecanico-quanticos. Em particular, os calculos DFT foram utilizados para a
optimizacdo de geometrias e previsdo de frequéncias vibracionais de
moléculas e associagbes moleculares, permitindo assim a analise e
interpretacdo de espectros vibracionais e a caracterizagdo da estrutura de
materiais.



keywords

abstract

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

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 interacgOes intermoleculares desempenham um papel central em dominios como a Quimica
Supramolecular, a Ciéncia dos Materiais e a Biologia. Neste contexto, a ligacdo de hidrogénio é
considerada a mais versatil das interacgdes intermoleculares, revelando-se responsdavel por diversos
fendmenos, entre os quais se destaca a agregacdao molecular. A presente dissertagdo reune alguns
tépicos de pesquisa sobre a relevancia da ocorréncia de ligagGes de hidrogénio em sistemas simples,
supramoleculares e em materiais, com particular incidéncia no estudo da ligagdo de hidrogénio fraca
do tipo C-H:--0.

Por forma a contextualizar o trabalho de investigacdo realizado, neste Capitulo pretende-se
relacionar os varios topicos abordados — Ligacbes de hidrogénio C-H---O, polimorfismo e
pseudopolimorfismo, compostos de inclusdo em ciclodextrinas e agregados de agua em materiais
funcionais — e proporcionar uma visdo global da pertinéncia dos estudos efectuados. Apds enquadrar
os diversos temas, sdo descritos os sistemas e métodos utilizados. Por ultimo, sdo mencionadas as

publica¢des resultantes do trabalho desenvolvido no ambito do doutoramento.
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1.1. Contextualizacao

O reconhecimento da importancia do papel desempenhado pelas ligagdes de hidrogénio na
estrutura e funcdo de moléculas bioldgicas foi particularmente impulsionado pelo sucesso da teoria do
emparelhamento de bases, proposta por Watson e Crick em 1953" e permitiu a interpretagio da
estrutura dos acidos nucleicos. Anos mais tarde, Watson descreve no seu livro “DNA: the secret of life”
a importancia da teoria do emparelhamento de bases na compreensao da estrutura da molécula de
ADN e refere-se a um episédio 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 righl‘”.2

Contudo, ndo é apenas no campo da Biologia que as ligacdes de hidrogénio se manifestam. E
possivel encontrar exemplos da relevancia destas interac¢des em muitas dreas da Quimica
(supramolecular, organometdlica, bioquimica, organica, entre outras) assim como da Ciéncia de
Materiais. A sua importancia fundamental reside no papel determinante desempenhado em
associacdo molecular, o que explica em grande medida o interesse e a investigacdo desenvolvida em
torno deste tipo de interac¢do. De entre os varios tipos de ligacdes de hidrogénio, a interacgao fraca
do tipo C-H--O tem vindo a suscitar cada vez mais interesse. Considerada como um contributo
significativo na formagao e previsdo de novas e variadas estruturas cristalinas, tem sido identificada
em estruturas de cristais organicos e em compostos organometa’\licos.g'4

Consequentemente, um bom conhecimento das interac¢cdes C-H---O é de considerdvel
relevancia para a engenharia de cristais. E neste contexto que se enquadra o trabalho de investigacdo
desenvolvido e apresentado nesta dissertagdo. Este trabalho envolve essencialmente o estudo
computacional e espectroscdpico de ligagdes de hidrogénio intermoleculares, com especial destaque

para as ligacGes C-H---O em alguns sistemas simples, compostos de inclusdo e materiais funcionais.

1.2. Interacgdes Intermoleculares

As interaccbes que se estabelecem entre moléculas (intermoleculares) sdo responsaveis pelas
propriedades Unicas de substancias tdo simples como a agua e tdo complexas como os polimeros. De
uma forma geral, pode considerar-se a existéncia de trés interac¢Oes intermoleculares fundamentais:
electrostatica, de indugdo e de dispersdo. Numa interacg¢do do tipo electrostatica (mais energética), os
momentos polares eléctricos em interac¢do podem ser carga - carga, carga - dipolo e dipolo - dipolo.

Nas interacgbes de indugdo destacam-se as interacgGes entre carga - dipolo induzido e entre dipolo -
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dipolo induzido, ambas de natureza atractiva. Por ultimo, as interac¢des entre dipolo induzido - dipolo
induzido designam-se por interacgdes de dispersao e sao igualmente atractivas.

Na analise de processos bioldgicos, para além da especificidade, uma das caracteristicas mais
relevantes das interac¢des envolvidas é a reversibilidade, uma vez que interac¢des fracas podem ser
estabelecidas e quebradas mais facilmente que as interaccdes mais fortes. E precisamente nas
caracteristicas de reversibilidade, selectividade e direccionalidade apresentadas pela ligacdo de

. s . . N . e . I ~ . 4,5
hidrogénio que reside a sua relevancia em areas cientificas tao diversas.™

1.2.1. Ligacdo de Hidrogénio

O interesse suscitado a volta do estudo das ligagdes de hidrogénio deve-se a importancia deste
tipo de interac¢do para a estrutura, fungao e dindmica de um grande nimero de sistemas quimicos. Os
ramos cientificos envolvidos sdo muito diversificados e incluem mineralogia, ciéncia dos materiais,
quimica organica e inorganica, quimica supramolecular, bioquimica, medicina molecular e farmdcia.

Este tipo de ligacdo tem uma influéncia tdo omnipresente em quimica do estado sdlido, liquido
€ gasoso que as suas consequéncias foram observadas muito antes de ter sido convenientemente

identificada e classificada.®

DESCRIGAO

O termo ligacdo de hidrogénio emergiu lentamente no decurso do século XX e demorou algum
tempo a ser completamente aceite. Werner’ parece ter sido o primeiro a descrever uma interac¢ao
que agora se classificaria como ligacdo de hidrogénio (em 1902 sugeriu que NH,OH deveria antes ser
escrito na forma H-O-H---NH;). Mais tarde, em 1910, Hantzsch® descreveu a presenca de uma ligacdo
semelhante no acetoacetato de etilo, enquanto em 1912, Moore e Winmill’ descreveram uma unido
fraca para as aminas em agua e Pfeiffer (1914)™ descobriu a estrutura de dimeros do acido acético no
estado gasoso (foi provavelmente o primeiro a identificar uma ligagdo de hidrogénio em quimica
organica). Em 1920, Latimer e Rodebush™ postularam que se um atomo de hidrogénio se encontra
entre dois octetos electrdnicos, aparece uma ligacdo fraca. Esta foi uma das primeiras falhas da, até
entdo, sagrada regra do octeto, tendo sido durante este mesmo periodo que a ligagdo de hidrogénio
foi reconhecida como responsavel pelas propriedades andmalas da agua liquida. O conceito em si e a
denominagdo de “ligacdo de hidrogénio” foram desenvolvidos ap6s 1930 e o famoso livro de Pauling™
“Nature of the chemical bond” foi o primeiro a dar a conhecer o termo ligacdo de hidrogénio aos
quimicos."® De acordo com a definigio de Pauling, as ligagdes de hidrogénio sdo formadas quando a

electronegatividade de A, relativamente a H numa ligagdo covalente A-H, é tal que remove os
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electrées deixando o protdo parcialmente desprotegido. Para interagir com este doador A-H, o
aceitador B deve ter um par de electrdes ndo partilhado ou electrdes 7z polarizaveis, restringindo os
atomos A e B a elementos como F, O, CI, N, Br e |.

Todas estas ideias foram sendo refinadas, culminando na definicdo mais abrangente de ligacao
de hidrogénio dada por Pimentel e McClellan em 1960, na qual se considera que uma ligacdo de
hidrogénio existe entre o grupo funcional A-H e um atomo ou grupo de atomos B na mesma molécula
ou em moléculas diferentes se a) houver evidéncia de formacgdo de ligacdo e se b) existe evidéncia de
que esta nova ligagcdo que une A-H e B envolve especificamente um atomo de hidrogénio previamente
ligado a A.

O aperfeicoamento da ultima descricdo deu origem a classificacio de Steiner e Saenger™ que
consideraram uma ligacdo de hidrogénio como “uma interac¢do coesiva A-H:+-B na qual o dtomo de
hidrogénio possui carga positiva, B uma carga negativa (parcial ou inteira) e a carga em A é mais
negativa que no dtomo de hidrogénio”. Esta definicdo é incompleta uma vez que apenas da énfase ao
caracter electrostatico das ligacdes de hidrogénio e é restritiva no que diz respeito a casos limite. No
entanto, continua a ser uma definicdo Util para muitos tipos de ligacGes de hidrogénio estudadas
actualmente.”

As caracteristicas atractivas e de direccionalidade da ligacdo de hidrogénio envolvendo um
atomo de hidrogénio deficiente em electrGes e uma regido de elevada densidade electrénica tém sido

. . . T 1
revistas cuidadosamente na literatura da especialidade.” *°

Em geral, a ligacdo de hidrogénio é
definida como um sistema no qual o 4tomo de hidrogénio se encontra entre dois 4tomos A e B —
idealmente na forma linear A-H:--B — com a distancia entre o nucleo de A e B consideravelmente mais
pequena que a soma dos raios de van der Waals de A e B e o didmetro do protdo (isto é, a formacdo
de uma ligagdo de hidrogénio leva a contracgdo do sistema A-H-:-B).

Uma diferenca fundamental entre as ligacdes de hidrogénio e as interac¢des de van der Waals
reside nas caracteristicas de direccionalidade. As ligacdes de hidrogénio sdo inerentemente
direccionais, com as geometrias lineares ou muito proximo da linearidade a serem favorecidas
energeticamente em detrimento das geometrias ndo lineares. Em contraste, os contactos de van der
Waals sao isotrépicos, com energias de interacgdo independentes do angulo de contacto oY (angulo
formado pelos dtomos envolvidos na ligagdo A-H---B).

As interaccbes que combinam forca e direccionalidade permitem um melhor controlo do
processo de agregacdo e sdo requisitos essenciais para formar estruturas supramoleculares estaveis.
Forga é sinébnimo de coesdo e estabilidade, enquanto direccionalidade implica controlo e selectividade
topoldgica. A interaccdo intermolecular que melhor combina forga e direccionalidade é a ligagdo de
hidrogénio.'® Por este motivo, a ligacdo de hidrogénio é considerada a mais importante de todas as

interacgdes intermoleculares direccionais, revelando-se fundamental na determinacdo da
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conformacado molecular, agregacao molecular, e da fungdao de um vasto nimero de sistemas quimicos,
desde os inorganicos aos bioldgicos.

Para além das defini¢bes quimicas gerais do termo liga¢do de hidrogénio, existem muitas outras
definicGes mais especificas, normalmente baseadas num conjunto de propriedades que sdo estudadas
através de uma determinada técnica. Por exemplo, as ligagGes de hidrogénio tém sido definidas com
base em geometrias de interaccdo em estruturas cristalinas (distancias pequenas, angulos & quase
lineares), certos efeitos em espectros de absorcdo de infravermelho (desvio para o vermelho e
intensificacdo do modo v,.4, etc.) ou mesmo algumas propriedades evidenciadas nas distribuicdes
experimentais de densidade electrdnica (existéncia de um “ponto critico da ligacdo” entre H e A, com

N ;. P 19
pardmetros numéricos dentro de certos limites).

CLASSIFICAGAO

A natureza da ligacdo de hidrogénio depende da natureza dos grupos aceitadores e doadores
nela envolvidos. Todos os tipos desta ligacdo podem ser intramoleculares quando os grupos doador e
aceitador estdo na mesma molécula e intermoleculares quando estdo em moléculas diferentes.
Quando A e B sdo iguais, sdo conhecidas como ligacdes de hidrogénio homonucleares.

As ligagdes de hidrogénio existem num espectro continuo de energias. Sdo conhecidas
interac¢des muito fortes que se assemelham a ligagGes covalentes na maioria das suas propriedades, e
também sdo conhecidas outras tdo fracas que se torna dificil distingui-las das interac¢des de van der
Waals. Dependendo de algumas propriedades (geométricas, energéticas, termodinamicas e
funcionais) as ligacGes de hidrogénio podem ser classificadas como muito fortes, fortes e fracas (ou,
segundo outros autores, como fortes, moderadas e fracas). Algumas das caracteristicas e exemplos
decorrentes desta classificagdo encontram-se ilustrados na Tabela 1.1.

Embora as ligagbes de hidrogénio fracas possuam baixa energia de ligagdo, os efeitos que
produzem na estrutura cristalina podem ser tdo determinantes como os efeitos das ligagdes de

. . . 20
hidrogénio mais fortes.
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Tabela 1.1 - Classificagdo, energia, exemplos e algumas particularidades dos diversos tipos de ligagdes de

hidrogénio.
Energia
Tipo de ligagao ’ Exemplos Observagoes
(kJ/mol)
Ocorrem quando os doadores e
aceitadores estdo activados devido a
[FessHe+-F]
Muito forte 63-167 . factores intermoleculares (elevado
[N++-H-+:N]
caracter ionico, atomos muito
electronegativos, entre outros).
Igualmente designadas de convencionais,
O-H---0=C sdo capazes de controlar efectivamente a
Forte 17-63 N-H---0=C estrutura supramolecular e cristalina e
O-H---0-H possuem geralmente grupos doadores e

aceitadores neutros.

doador fraco-aceitador forte

C-H--0=C, P-H--0, C-H-+N
Possuem uma influéncia variavel na
doador forte-aceitador fraco
Fraca <17 estrutura cristalina e no empacotamento
N-H:+-Ph, O-H+:-F-C, O-H-::Se
molecular.
doador fraco-aceitador fraco

C=C-H-+-C=C, C-H++-Pt, C-H-~F-C

LIGACAO DE HIDROGENIO FRACA

E ao nivel funcional e ndo geométrico, energético ou espectroscopico que todas as ligagdes de
hidrogénio sdo semelhantes e, previsivelmente, é no campo da engenharia de cristais e da quimica
supramolecular que a ligagdo de hidrogénio é claramente identificada como uma interacgdo sem
fronteiras internas.

Uma ligagdo de hidrogénio fraca pode ser definida como uma interac¢do do tipo A-H---B em que
o atomo de hidrogénio forma uma ligacdo entre duas entidades A e B, das quais uma ou mesmo as
duas possuem electronegatividade moderada ou baixa.”> A mais antiga e certamente a interacgao
protétipo das ligagGes de hidrogénio fracas é a C-H---O, mas também devem ser incluidas interac¢des

tais como P-H---O, C-H-:-N e M-H---O (em que M representa um metal).
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Todas estas ligacdes envolvem um doador fraco que se associa a um aceitador forte. A situagao
alternativa é quando um doador forte se associa a um aceitador fraco, que é exemplificado pelas
interac¢des O-H:--z, N-H---x, O-H-:M e O-H---S. Finalmente, e no limite do fendmeno, também é
necessdrio considerar a associacdo de um doador fraco com um aceitador fraco. Nesta categoria os
membros mais controversos sdao C-H---F-C e C-H+--CI-C.

As ligacdes de hidrogénio fracas com o grupo C-H como doador tém sido objecto de inUmeros
estudos. Anteriormente consideradas de “ndo usuais” ou “ndo convencionais”, sdo agora bastante
discutidas em muitos campos da quimica estrutural e da biologia. As energias de dissociagdo
encontram-se no intervalo 1.7 — 16.7 kJ mol™, com a maioria a apresentar valores inferiores a 8.4 kJ

-119

mol O potencial significado das ligagdes C-H--O em moléculas bioldgicas foi impulsionado pela

descoberta de interac¢des C-H:--O especificas em nucleétidos (C8-H---O5’ em purinas e C6-H:*:05’ em

AT ~ , N s s 22-24
pirimidinas) que sdo responsaveis pela sua estereoquimica Unica.

Diversos dados espectroscdpicos
e cristalograficos, conjugados com calculos tedricos, apoiaram o conceito de ligacdes de hidrogénio do
tipo C-H--0.” Finalmente, a natureza electrostitica e direccional das interaccdoes C-H---O foi
demonstrada conclusivamente por Taylor e Kennard® que analisaram 113 estruturas organicas
determinadas por métodos de difraccdo de neutrées que forneceram coordenadas precisas para os

dtomos de hidrogénio.”®

NATUREZA DAS LIGAGOES DE HIDROGENIO

A ligacdo de hidrogénio é considerada uma interac¢do complexa que ndo pode ser descrita
apenas por factores electrostaticos ou de dispersdo, sendo constituida por diversos componentes
fundamentais, diferentes na sua natureza.”’ A separag¢do nestes componentes tem sido amplamente
investigada®® sendo um dos modelos de particio mais popular o método de decomposi¢io de
Umeyama e Morokuma.”® Este método decompde a energia total da ligagdo de hidrogénio (Ei) em
varias componentes que representam interac¢des individuais de magnitude similar: a energia
electrostatica (Eq), energia de polarizagdo (E,o), energia de troca (E), energia de transferéncia de
carga (Ey), e energia de dispersdo (Egis). Todas as componentes sdo atractivas, a excepgdo da energia
de troca que é uma interacgao repulsiva.

As contribuicdes electrostdticas, de polarizacdo e de transferéncia de carga sdo altamente
variaveis entre diferentes tipos de ligacGes de hidrogénio, e definem as suas identidades especificas e
direccionais sendo o termo electrostatico dominante na maioria das ligacdes de hidrogénio."” O termo
correspondente a energia de troca contribui para manter as moléculas afastadas umas das outras e a
componente de dispersdo é a “cola” universal que conduz a formagdo de fases condensadas. E

possivel agrupar estas interac¢des de uma forma global em termos direccionais e ndo direccionais
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(isotréopicos). Os termos isotrépicos sdo a energia de troca e de dispersdo, cuja soma €
frequentemente denominada de “interac¢do de van der Waals” e os termos direccionais sdo a energia
electrostatica, de polariza¢do e de transferéncia de carga.

Em alguns casos, é possivel que a ligacdo de hidrogénio se transforme noutro tipo de
interacg¢do, devido a variagbes quimicas, quer do doador e/ou aceitador, quer do préprio ambiente
circundante. No caso da transi¢do para uma interac¢ao de van der Waals pura, a polaridade do doador
A-H e do aceitador B ao ser reduzida, pela variagdo quer de A quer de B, provoca a redugdo da
componente electrostatica da interac¢do sendo a componente de van der Waals muito menos
afectada, possibilitando desta forma a transicdo. Este comportamento foi demonstrado na
direccionalidade da interacgao C-H---0=C,"’ que diminui com a polarizagdo do doador C-H,

desaparecendo gradualmente quando o doador de protdo varia ao longo da série C=C-H, C=CH,, C-CHs.

PARAMETROS GEOMETRICOS E ENERGETICOS

Sdo necessdrias trés quantidades escalares para definir a geometria de uma ligagdo de
hidrogénio. O comprimento da ligacdo covalente A-H (r), o comprimento da ligacdo de hidrogénio
H:--B (d) e a distancia A---B (D). Estas quantidades definem o angulo A-H-::B () e estdo representadas
na Figura 1.1. Um parametro adicional que também poderd revelar-se util na descricdo do arranjo
espacial das ligagdes de hidrogénio é o angulo entre os dtomos H, B e C (¢).

Para além de definirem a geometria de uma ligagdo de hidrogénio, os parametros d, r e 8
(directamente relacionados com o atomo de hidrogénio), podem auxiliar na classificacio das
interacgdes em muito fortes, fortes e fracas. Assim sendo, nas ligacGes de hidrogénio muito fortes, r e
d tém aproximadamente o mesmo valor e & é normalmente préximo de 180°.** No caso das ligagdes

de hidrogénio fortes, d > r, e os valores de @ variam entre 130° e 180°.2! Por ultimo, nas ligagdes de

. ;. 21
hidrogénio fracas, d >>r, e 8 assume valores entre 90° e 180°.

Figura 1.1 — Definigdo dos pardametros geométricos d, D, r, € e ¢ para uma ligagdo de hidrogénio.*

10
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A distancia D de uma ligag¢ao de hidrogénio é um dos atributos caracteristicos mais importantes.
Para ligagOes fortes, as distancias O--O e N---O rondam os 275 e 285 pm, respectivamente. Estas
distancias entre &tomos que ndo se encontram ligados sdo significativamente inferiores as separagées
convencionais de van der Waals. O valor de D é mais sensivel ao ambiente quimico do dtomo de
hidrogénio do que a natureza do aceitador: quanto mais acidico for o hidrogénio, mais curta serd a
ligacdo. Para ligagdes C-H---0O, a situagdo ndo é tdo evidente. Pelo facto de serem interacg¢des fracas, as
ligagbes C-H---O podem ser distorcidas por outras forgas do cristal e as distancias C--O estao
normalmente dentro do intervalo 300 < D < 400 pm.29 As caracteristicas relativamente fixas dos
angulos das ligagbes C-H---O sdo impressionantes, uma vez que os angulos intermoleculares sdo
normalmente mais facilmente deformaveis que as distancias.”

A curva de energia potencial de uma ligacao de hidrogénio em fun¢ao da distancia internuclear
d, esquematizada na Figura 1.2, mostra que uma interacgdo estabilizante (com E < 0) esta associada a

uma forca repulsiva se d for inferior a distancia de equilibrio dj.

Energia

o
!
1
1
1
1
1
1
1
1
1

oeﬁllndal
1

Energia da
ligagdo

do Distancia

Figura 1.2 — Representacdo esquematica da energia potencial de uma ligagdo de hidrogénio em func¢do da

distancia internuclear d.

Verifica-se que a energia é minima no ponto da distancia de equilibrio dy, é negativa para todas
as distancias d > dp e também para distancias pouco menores que d, e é positiva apenas para
distdncias muito pequenas. As regides que apresentam energias positivas sdao consideradas
destabilizantes e aquelas que possuem energias negativas sdao denominadas estabilizantes. Em relagao

as forgas, verifica-se que na distancia de equilibrio a forca é nula e para distancias d=dy, aparece uma

11



Capitulo 1

forga que tenta estabelecer uma geometria dptima para o sistema. Para todas as distancias d > d, esta
forca é atractiva e para todas as distancias d < dy é repulsiva. A forca atractiva mais forte ocorre no
ponto de inflexdo da curva. Por outro lado, a forgca repulsiva torna-se superior a medida que a
distancia d se torna mais pequena.

Nas ligagdes de hidrogénio, cada combina¢cdo de doador-aceitador apresenta a sua proépria
curva de energia potencial, uma vez que quanto mais estreito for o minimo, maior serd a constante de
forca. LigagOes de hidrogénio fracas, tais como as C-H---O, sdo caracterizadas por curvas de energia
potencial pouco profundas e distancias de equilibrio d, elevadas. Por sua vez, para as ligagcdes de
hidrogénio fortes, como por exemplo as O-H-:-O, a curva de energia potencial é bastante profunda e a

distancia de equilibrio dp é reduzida.”

CARACTERIZAGCAO

As ligacOes de hidrogénio A-H::-B sdo interac¢Ges localizadas que podem ser detectadas de

diversas formas, através de:*°

a) Associacdo molecular em liquidos e solugGes, dando origem a pesos moleculares e
propriedades de transporte pouco normais;

b) Determinagdo da estrutura cristalina, particularmente por difrac¢do de neutrdes, na qual um
protdo é encontrado perto dos 4tomos electronegativos A e B;

c) Calores de vaporizacdo de sdlidos e liquidos anormalmente elevados;

d) Um desvio na frequéncia e um eventual alargamento da banda de elongagdo da ligagdo A-H;

e) Um desvio para o azul no espectro electrdnico associado a transi¢des 7*¢ n;

f) Um desvio para maiores frequéncias (desvios quimicos mais elevados) no espectro de

ressonancia magnética de protao.

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

ligagOes de hidrogénio sdo:

Difracgdo de raios-X ou de neutrdes (em cristais);

e Espectroscopia de Infravermelho e Raman (pode fornecer informacéo relativa as deformacdes
e elongacGes das ligagbes A-H e dos grupos aceitadores);

e Espectroscopia electrénica de absorgao e fluorescéncia na zona do ultravioleta;

e Espectroscopia RMN em liquidos e sélidos;

e Espectroscopia Fotoelectrénica de raios-X (em inglés, sigla XPS);

12
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e ainda os métodos computacionais que permitem uma avaliacdo da energia, geometria e natureza

das interac¢des em estudo.

1.3. Exemplos da ocorréncia de ligagdes de hidrogénio

1.3.1. Sistemas organicos, bioquimicos e organometalicos

Nos ultimos anos, tem sido dada muita atencdo a natureza das ligacbes de hidrogénio e aos

31-34

seus efeitos nas microestruturas e nas propriedades fisicas de varios materiais. O exemplo classico

é o da dgua. Outros exemplos de sistemas que possuem ligagdes de hidrogénio em biologia molecular
envolvem a hibridacdo de duplexes do ADN® e as estruturas secundarias da a-hélice e da folha-6 em
polipeptideos, que sdo estabilizados através de ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares,

36, 37

respectivamente. Também nas propriedades fisicas de misturas poliméricas as ligagcdes de

hidrogénio parecem ter um efeito profundo, incluindo nas temperaturas de fusdo, transicdo vitrea,
estrutura cristalina, solubilidade e miscibilidade.*®

As ligacBes de hidrogénio fracas do tipo C-H--:O podem estar envolvidas na construgao
molecular de novos sistemas, a semelhanga do que acontece com as ligagdes fortes como O-H:::O e

. . . . N . . 2 129,39
N-H---0. Por exemplo, em engenharia de cristais a sua importancia tem sido reconhecida®™ ™ uma vez

que os contactos C-H---O podem ter um efeito determinante no empacotamento cristalino. o

Figura 1.3 — Em muitos acidos cubanocarboxilicos, os grupos carboxilicos (CO,H) formam padrdes baseados em
ligagBes O-H-+-0 e C-H--0. No caso do acido 4-bromocubanocarboxilico,” a ligacdo C-H--:O fornece um suporte
adicional a estrutura. Pensa-se que sem esta interac¢do a topologia invulgar destes compostos ndo poderia ser

. 44
concretizada.

13
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A determinagdo da estrutura cristalina de um composto nem sempre é evidente apds a
identificacdo de uma importante interac¢do intermolecular, uma vez que a mesma interac¢do pode ser
usada na construgdo de padrées muito distintos. Como exemplo (Figura 1.3), geralmente o grupo
carboxilo (-CO,H) forma arquitecturas cristalinas baseadas em ligacdes O-H---0."> No entanto, em
acidos cubanocarboxilicos, os grupos carboxilo formam padrdes que contém os dois tipos de
interacgdo O-H---0 e C-H---0.

Apesar de ja ser conhecido ha algum tempo que os grupos C-H podem formar ligagGes de

. ;. ;e . . ~ 5
hidrogénio fracas, as caracteristicas deste tipo de interac¢do foram apenas exploradas recentemente.”

6, 29, 45 . A . .
* “ ™ Como regra, a acidez do grupo doador C-H (e por consequéncia a sua potencial forca como

doador de ligacbes de hidrogénio) aumenta quando passamos de uma hibridacdo dos atomos de

carbono de 5p3 para sp2 e sp. Esta acidez também aumenta quando o grupo doador estd rodeado de

29, 45 22,23, 46
0,

atomos electrofilicos. Depois de algumas propostas iniciais de contactos do tipo C-H---

ehe . eps P 20
estes foram positivamente identificados em componentes como os aglcares.” Actualmente, sabe-se

que estas ligagGes fracas ocorrem frequentemente em sistemas biolégicos importantes, dos quais sao

14, 47 5,48-51 26, 52

exemplo os hidratos de carbono, os acidos nucleicos e também as proteinas podendo ser

. ape . 53 .
determinantes para a especificidade do emparelhamento de bases™ ou enovelamento de proteinas de
54 . .. . -1
um modo geral.”™ Apesar de individualmente fracas (com energias entre 4.2-8.4 k) mol™~), a presenca
de um elevado numero de liga¢Ges C,-H---O exerce uma enorme influéncia na estrutura e fungdo de

48, 50, 52

uma proteina e pode ter efeitos estruturais muito relevantes.”” > *® A ligacio C-H---O

. . . ~ . . . 57,58
desempenha um papel igualmente importante nas interac¢Ges de 4cidos nucleicos com proteinas™

e com compostos farmacéuticos.”®!

Representando cerca de ~20-25% do total de ligacdes de hidrogénio no contexto bioldgico, as
interaccdes do tipo C-H+++O constituem o segundo grupo mais importante de ligagdes de hidrogénio® e
sdo actualmente consideradas como um componente essencial da estrutura e funcdo de moléculas
bioldgicas. As ligacdes de hidrogénio mais fortes ndo sdo tdo abundantes neste tipo de sistemas por
serem demasiado rigidas e dificeis de quebrar.

A participacdo de ligagBes intermoleculares C-H:-:O em vdrios processos bioldgicos,

65-67

63, 64 .
' >" em processos de reconhecimento molecular, na

nomeadamente em conformagdao molecular,
formacdo e estabilizacdo de estruturas secundarias,® enovelamento de proteinas e estabilidade,® ”°
reaccdes enzimaticas envolvendo a transferéncia de protées segundo trajectdrias muito especiﬁcas”’
2 & na estabilidade de sistemas biolc')gicos,26 tem sido assunto de discussdo em varios trabalhos de
investigagéo.ze’ 47-51,73-80

Grande parte da evidéncia experimental da presenca de ligagdes C-H---O provém da observacgado
de contactos préximos C---O em estruturas cristalinas,”® tendo sido pioneiros os trabalhos de Sutor.®"

2 . ~ . . , .
8 Embora estas interaccdes tenham sido observadas com uma variedade de possiveis doadores C-H e

14
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20, 29, 47, 82 . . L 83
incluindo aminoacidos,”™ apenas recentemente foram observadas

aceitadores oxigénio,
ligagbes C-H---O na estrutura cristalina de proteinas. A maioria dos contactos observados envolve
atomos de hidrogénio ligados a carbonos-a na cadeia peptidica, o que é consistente com o caracter
polarizavel da ligacdo C,-H, que se encontra em posi¢cdo adjacente a grupos electrofilicos do tipo N-H e
C=0. Os aceitadores de protdo mais observados sdo os oxigénios carbonilicos existentes nos

filamentos adjacentes de fo/has—6.26’ I

Nestes casos, um dos pares de electrdes nao ligantes do
oxigénio interage com o protdo C,-H e o outro par de electrdes ndo ligantes interage com o protao
N-H. Este padrdo de ligagdes de hidrogénio bifurcadas foi igualmente observado em estruturas de
proteinas helicoidais.”* Adicionalmente, a presenca de uma topologia de ligagdes de hidrogénio
bifurcada diferente da referida anteriormente pode ser observada na tripla hélice do colagénio (Figura
1.4)74 na qual a formacao destas ligacdes pode mesmo representar um papel critico na determinacao

77 . ~ . o~ ..
da estrutura de enovelamento.”” Nesta situacdo, verifica-se que os pares de electrées do oxigénio

interagem com protdes C,-H e um dos atomos de hidrogénio é dividido entre dois oxigénios.

0
‘ Gly i
! \Ca/ \N/
Ht.ﬂ/ca\ 'Hyp | | || Gly
* Hoil — Ha gy
i o .
! | o
[ WQ
C I RN |

@]

e P

a) b)

Figura 1.4 — Padrdo de ligagdes de hidrogénio C,-H---:O=C e N-H---O em cadeia, observado no modelo de Fraser et

al.®* na molécula de colagénio (Gly — glicina, Pro — prolina, Hyp — Hidroxiprolina).

Os dois atomos de hidrogénio H,; e H,, participam numa liga¢do de hidrogénio bifurcada com o
oxigénio carbonilico da Glicina (Figura 1.4a). Adicionalmente, o hidrogénio H,; partilha a sua ligagao
de hidrogénio com os oxigénios carbonilicos da Prolina, estabelecendo, desta maneira, uma
configuragdo de ligagdo de hidrogénio centrada em trés dtomos. Este padrao é observado em todos os

, . . ) . 74 ~ . ~ . ;.
residuos de glicina na zona de colagénio da molécula.”” Um segundo padrao de ligagGes de hidrogénio
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C,-H---O=C aparece como uma interac¢do paralela a cada N-H---O=C (Figura 1.4b). As ligacbes de
hidrogénio C,-H-:-:O=C possuem forga suficiente para contribuirem fortemente para a estabilizagdo das
estruturas secunddrias e terciarias das proteinas.”” A Figura 1.5 — a) e b) — mostra exemplos

representativos de interac¢bes C,-H---O em folhas-8 com orientagdo paralela e antiparalela.

Figura 1.5 — Exemplos representativos de contactos C-H::-O entre folhas-8 adjacentes e a-hélices. As linhas a roxo
representam ligagOes de hidrogénio convencionais N-H::-:O=C e as linhas a verde indicam contactos C,-H---:O em
a) folhas adjacentes com orientagdo paralela no dimero da cinesina e b) folhas adjacentes com orientagdo anti-
paralela no gene humano aspartilglucoaminidase (AGA). c) hélices adjacentes em orientagdo anti-paralela no
complexo caboxipeptidase-serina e d) a-hélices de uma orientagdo quasi-vertical na proteassoma (complexo de

proteinas).

Na construgdo de novas estruturas supramoleculares (“molecular design”) que tenham como
base ligacbes de hidrogénio fracas (tais como as ligagdes C-H---0), a influéncia que estas exercem no
empacotamento cristalino deve ser conhecida e compreendida antecipadamente.85 Os papéis que
estas interac¢des desempenham no empacotamento cristalino podem ser classificados como indcuos,
de suporte e intrusos.”> Embora esta categorizagdo possa ser util, € também considerada um pouco
subjectiva, porque depende do que se pensa que a estrutura cristalina deva ser.® As interacgoes
indcuas sao fracas e existem simplesmente numa estrutura que seja quase totalmente determinada
por outras interac¢Ges. LigagGes C-H---O de suporte ndo sdo tdo fracas, mas as suas preferéncias

direccionais sdo satisfeitas dentro das restricdes geométricas de interac¢Ges mais fortes, tais como

16



Enquadramento Cientifico

ligacdes de hidrogénio O-H---O e N-H---O. Por ultimo, ligacbes de hidrogénio C-H-:-:O que
desempenham um papel intrusivo sdo eficazes o suficiente para perturbar os padrdes e as topologias
das interac¢Ges mais fortes. Por outras palavras, é essencial que estas ligagdes sejam consideradas
para uma correcta descrigio do empacotamento cristalino de um sistema.?® >> %

A Figura 1.6 ilustra um exemplo da manifestacao de ligagGes de hidrogénio fracas do tipo

C-H---O num complexo de trinitrobenzeno e dibenzantraceno na propor¢do 1:1 que foi analisado por

Carrell e Glusker.®’

- A
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Figura 1.6 — Rede bidimensional de liga¢des de hidrogénio C-H--:O no complexo 1:1 de trinitrobenzeno e

. 7
dibenzantraceno.?

As interac¢des do tipo C-H:--O estdo também muito presentes em quimica organometadlica,
nomeadamente nas estruturas cristalinas de complexos com carbonilo contendo simultaneamente
ciclopentadienil, benzeno, carbeno ou qualquer outro fragmento que contenha o grupo C-H."® Na
Figura 1.7 encontra-se ilustrada a relevancia de interac¢bes do tipo C-H--O em compostos
organotellricos associados a iGes de halogénio (haletos de telurio) e na auto-organizagdo de unidades
moleculares resultando na estrutura supramolecular.®® De acordo com o padro de empacotamento
cristalino, observa-se que as moléculas de (p-MeOCgH,COCH,),TeBr;, sdo colocadas em pares de tal
forma que os electrdes ndo ligantes dos atomos de Te encontram-se em direc¢Ges opostas e o
empacotamento dos anéis benzénicos torna-se possivel. Desta forma, a formagdo de ligagdes

atractivas do tipo C-H---O e interac¢Ges 7~ é facilitada, resultando na estabilizagdo da rede cristalina.
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Figura 1.7 — Moléculas de (p-MeOCgH,COCH,),TeBr, ligadas por intermédio de ligacGes de hidrogénio do tipo
C-H--0.%

1.3.2. Materiais Funcionais Avangados

O desenvolvimento e aplicagdo de novos materiais tem um efeito significativo em muitas areas
do quotidiano: utilizacdo de energia, tecnologias da comunicagdo, saude e seguranca. A area dos
materiais funcionais é considerada representativa de materiais que possuem propriedades dpticas,
electrénicas ou magnéticas e muitas sdo as industrias que beneficiam das novas propriedades que os
materiais funcionais podem fornecer, entre as quais a Biotecnologia, Construgdo e Comunicagées. Os
materiais funcionais possuem inUmeras aplicagdes e englobam um grande numero de materiais
organicos e inorganicos sendo por isso muito importante procurar novos caminhos na preparagao de
materiais, assim como entender a relagdo 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 quimicas e fisicas serem sensiveis a mudancas no ambiente, tais como a temperatura,
pressdo, campo eléctrico e magnético, comprimento de onda dptico, existéncia de moléculas de gas
absorvidas e valores de pH. Como exemplos de materiais funcionais destacam-se: o composto
ferroeléctrico BaTiO3,89 o sensor de campo magnético La;,CayMnOs, o sensor acustico LiNb03,90 o
sensor gasoso de petroéleo liquido constituido por SnO, dopado com Pd, semicondutores detectores de
luz (CdS, CdTe), materiais piezoeléctricos de alta temperatura Ta,0s, o condutor idnico de

Y2(SnyTiy.,),07 entre muitos outros.
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Neste contexto da Ciéncia dos Materiais, a engenharia de cristais (desenho e concepgdo de
novos materiais com propriedades pré-definidas”) pressupde a arquitectura de materiais sélidos nos
quais determinados arranjos supramoleculares sdo associados a propriedades fisicas
pré-estabelecidas. De particular relevancia é a construcdo de materiais épticos ndo-lineares (NLO -
Non-linear Optics), que possuem aplicagdes baseadas no efeito da geragdo de 22 harmodnica (SHG —
second harmonic generation) ou a modelagdo electro-éptica (EO — electro-optical). Um exemplo
interessante neste contexto é o de um croméforo bi-dimensional de transferéncia de carga
hiperpolarizavel 1,3-dibromo-2,4,6-trinitrobenzeno®? (Figura 1.8) que, pelo facto de cristalizar com um
grupo nao-centrossimétrico C2, num arranjo perfeitamente polar, proporciona o aumento de
intensidade do sinal SHG.”” Este composto também ilustra a utilizacdo de ligagbes C-H---O na
engenharia de cristais. Através da analise da estrutura cristalina, observa-se a forma¢ao de camadas
paralelas, dentro das quais o composto adopta um empacotamento hexagonal com um arranjo
perfeitamente polar estabelecido por ligagdes de hidrogénio C-H---O bifurcadas e interac¢des

Brz'”OZN.

NO,

Br Br

O,N

%”*?‘L;ﬁ
%Y"Y ;(i;g(

b) c)

Figura 1.8 — a) Representagdo esquematica 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 existéncia de ligagcdes C-H---O ao longo dos eixos polares. As duas camadas sao adicionalmente

estabilizadas por uma interacg3o Br,--0,N.>

1.3.3. Polimorfos e Pseudopolimorfos

O estudo dos fendmenos de polimorfismo e pseudopolimorfismo enquadra-se no contexto

desta tese, uma vez que estes dois conceitos tém por base a existéncia de diferentes interac¢des
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intermoleculares, particularmente liga¢des de hidrogénio.

% 9 refere-se a situacdo em que uma determinada molécula existe com

O polimorfismo
diferentes empacotamentos cristalinos e/ou diferentes conformac¢des moleculares que sdo estaveis
sob diferentes condi¢Ges. Pseudopolimorfismo é um termo que se refere a formas cristalinas com
moléculas de solvente como parte integrante da estrutura.”® Sendo assim, os polimorfos podem ser
entendidos como isémeros supramoleculares, espécies nas quais o posicionamento relativo das

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

a) b)
Ph
- "0
. :
@ | O Ph
: ()
Ph” "Ph Q/ O |
ph” PR

Figura 1.9 — a) Representagdo esquematica da estrutura molecular de 4,4-difenil-2,5-ciclohexadienona e b) trés
padrGes distintos (I, Il e Il) de ligagGes de hidrogénio do tipo C-H---O utilizados na formagdo dos diferentes

polimorfos.”®

Um exemplo interessante de polimorfismo baseado em ligag¢Ges fracas do tipo C-H:-O é o de
um sistema que exibe polimorfismo conformacional e concomitante, bem como isomorfismo
conformacional. A ocorréncia simultdnea para a mesma molécula destes fendmenos é rara e foi
descrita para o composto 4,4-difenil-2,5-ciclohexadienona (Figura 1.9a).”°

Neste estudo,’® 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 sdo também consideradas polimorfos concomitantes uma vez que
cristalizam a partir do mesmo recipiente. As formas B, C e D sdo ainda consideradas isomorfos
conformacionais pois possuem multiplas configura¢des de 4,4-difenilciclohexa-2,5-dienona no mesmo
cristal. Os quatro polimorfos mencionados (A, B, C e D) estdo representados nas Figuras 1.10 e 1.11,
nas quais se encontram assinaladas as ligacdes de hidrogénio fracas do tipo C-H:::O bem como os

diferentes padrées de ligagdes identificados como |, Il e Ill na Figura 1.9b.
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Figura 1.10 — Hélices de ligacGes de hidrogénio C-H---O entre moléculas da forma A (esquerda) e padrdo

centrossimétrico de ligagdes de hidrogénio C-H--0 (I e 11).”

Figura 1.11 — LigacBes de hidrogénio C-H---O nos polimorfos C e D de 4,4-difenil-2,5-ciclohexadienona.”’

Os conceitos de polimorfismo/pseudopolimorfismo assumem particular relevancia na area
Farmacéutica, uma vez que polimorfos de um composto com caracteristicas terapéuticas podem ter
propriedades bastante distintas. As suas solubilidades podem ser diferentes, bem como a sua
actividade bioldgica, nomeadamente no que diz respeito a biodisponibilidade. Em alguns casos, a
forma menos estavel cristaliza primeiro e depois transforma-se lentamente, com o tempo, no cristal
mais estavel. Isto pode constituir um problema se a forma activa do medicamento é o polimorfo
menos estavel que se vai transformando na forma mais estavel — possivelmente menos activa e/ou
prejudicial a salde — no decorrer do armazenamento. A carbamazepina é um bom exemplo neste
contexto, uma vez que é um dos principais farmacos utilizados no tratamento da epilepsia, actuando
como bloqueador dos canais de sddio das membranas dos neurdnios. Para além do interesse do ponto
de vista farmacoldgico, este composto tem sido utilizado como modelo no estudo do polimorfismo

cristalino.
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Figura 1.12 — Diagramas de empacotamento das quatro formas polimérficas da carbamazepina exibindo padrées

de ligagBes de hidrogénio.”®

A carbamazepina cristaliza em quatro formas polimdrficas anidras - designadas Forma |, II, Ill e
IV — triclinica, trigonal, p-monoclinica e c-monoclinica, respectivamente (Figura 1.12). As diferencas
entre as quatro formas cristalinas residem apenas no empacotamento das unidades diméricas do
grupo carboxamida. Este pode ser descrito pelo padrao de interacgdes fracas C-H---O que prevalece

nas quatro formas polimo'rficas.98
1.3.4. Sistemas héspede-hospedeiro
A quimica supramolecular, tal como referido na Sec¢do 1.1.2, é um dominio cientifico
altamente interdisciplinar que cobre aspectos quimicos, fisicos e biolégicos de espécies quimicas de

elevada complexidade, que sdo mantidas unidas e organizadas por intermédio de interacgdes

intermoleculares ligantes (ndo covalentes). As suas fundag¢des foram langadas ha menos de 50 anos e,
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em 1987, os pioneiros nesta area Pedersen, Cram e Lehn foram galardoados com o Prémio Nobel da
Quimica. De acordo com uma definicdo proposta por Lehn, a Quimica supramolecular é “a Quimica

”% po serem colocadas em sistemas organizados, diferentes moléculas podem

para além da molécula
actuar de uma forma cooperativa, de tal modo que a sua fun¢do expande-se para além do plano
individual. Lehn realga ainda o papel de interac¢des ndo covalentes em Quimica supramolecular em
comparacgao com o papel desempenhado pelas interac¢Ges covalentes em quimica organica cldssica.

As espécies supramoleculares sdo caracterizadas tanto pelo arranjo espacial dos seus
componentes, a sua arquitectura ou super-estrutura, como pela natureza das ligagoes
intermoleculares que se estabelecem. Varios tipos de interac¢des podem ser distinguidos, de acordo
com diferentes graus de forga, direccionalidade e dependéncia angular ou com a distancia:
coordenacdo metal-ido, forgas electrostaticas, ligacdes de hidrogénio, interac¢des de van der Waals,
interacgdes doador-aceitador, entre outras.'®

O campo da Quimica supramolecular tem-se diversificado enormemente incluindo complexos
de transferéncia de carga, mono e policamadas, micelas, vesiculas, cristais liquidos, cocristais e
complexos de incluszo.’™

Os compostos/complexos de inclusdo sdo estruturas supramoleculares nas quais uma molécula
héspede, ou pelo menos parte dela, estda inserida na cavidade da molécula hospedeiro.
Frequentemente uma mistura entre interacgdes fracas e fortes determina as caracteristicas da
inclusdo. O héspede pode ser uma entidade quimica, atdmica ou molecular, desde um simples anido
organico até moléculas organicas complexas e de grandes dimensdes. Por seu lado, o hospedeiro é
frequentemente uma molécula de grandes dimensdes ou um agregado molecular que possui uma
abertura central ou cavidade de dimensdes consideraveis. Sdo exemplo de moléculas hospedeiras os
calixerenos, fulerenos, esferandos, dendrimeros, zedlitos, éteres em coroa e ciclodextrinas.**

A entidade molecular resultante do processo de inclusdo pode ser denominada complexo ou
composto de inclusdo, sendo que o termo complexo é mais apropriado para sistemas héspede-
hospedeiro em solugdo, uma vez que a caracteristica mais importante deste sistema em solugdo é o
equilibrio dissociagéo-associagéo.102 Por sua vez, o sistema hdspede-hospedeiro no estado sélido é
descrito por uma estrutura definida, pelo que o termo composto de inclusdo é o mais adequado.
Sendo assim, o enquadramento cientifico deste tema na presente dissertagdo sera feito no ambito de
compostos de inclusdo, uma vez que os sistemas hdspede-hospedeiro foram estudados no estado
solido.

As Ciclodextrinas (CDs) sdo uma classe importante de moléculas hospedeiras. Estes
oligosacarideos sdo constituidos por unidades de D-glicose, ligadas entre si por ligacGes glicosidicas
a-1,4. As ciclodextrinas mais vulgares possuem 6, 7 e 8 unidades de glicose e sdao normalmente

designadas por a-CD, B-CD e y-CD, respectivamente (Figura 1.13).
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Figura 1.13 — Férmula molecular (esquerda) e esquematica (direita) da B-Ciclodextrina.'®®

Em consequéncia da ligagdo glicosidica a-1,4 estabelecida e da conformagdo adoptada, as CDs
apresentam uma estrutura com a forma de um cone oco truncado (Figura 1.13). Os trés grupos
hidroxilo por molécula de glicose estdo localizados na parte externa, tornando as ciclodextrinas
solUveis em agua. As suas estruturas cristalinas sdo dominadas por redes extensas de ligacGes de
hidrogénio cooperativas O-H---O. A cavidade molecular possui grupos C-H e atomos de oxigénio
glicosidicos que unem as unidades de glicose, o que torna a cavidade parcialmente hidrofébica.™

E reconhecido que as ligagdes de hidrogénio entre o héspede e as paredes da cavidade das
ciclodextrinas desempenham um papel relevante na determinagdo da estrutura e propriedades dos

63, 104-111

compostos de inclusdo. Em particular, ligagdes de hidrogénio do tipo C-H:-:O tém sido

observadas em vdrios compostos de inclusdo em ciclodextrinas. % 476 112119
Um caso interessante neste dominio é o do complexo B-CD-(2-Butin-1,4-diol) heptahidratado,114
no qual cada cavidade de B-CD contém uma molécula de 2-Butin-1,4-diol e duas moléculas de agua

gue possuem posi¢Ges ordenadas e bem definidas (Figura 1.14).

Figura 1.14 — Contactos estabelecidos pela molécula héspede 2-Butin-1,4-diol com a B-CD. Para além dos

. . . . ~ 114
contactos convencionais O---O existem algumas interac¢des fracas: C-H---O e C-H--- 7.

24



Enquadramento Cientifico

1.3.5. Agregados de agua em materiais funcionais

A agua, base da vida, desempenha um papel importante em muitos sistemas quimicos e

Y 120, 121
biolégicos.” ™

Agregados de agua e dgua em geometrias confinadas tém recebido cada vez mais
atencdo devido ao avango nas técnicas de tratamento de sistemas que envolvam ligacGes de
hidrogénio.’”? A exploracdo das propriedades estruturais de pequenos agregados de agua fornece a
chave para entender a d4gua como um todo (“bulk water”), nos seus estados liquido e sélido, bem
como fendmenos de solvatacdo. Neste contexto, os poros e canais existentes em materiais como
zedlitos microporosos constituem recipientes ideais para estudar a natureza e comportamento das
nanogotas de agua. E possivel encontrar na literatura diversos exemplos de agregados de &gua
formados no interior de arranjos supramoleculares de natureza organica, inorganica ou hibrida. A
estabilidade destas estruturas pouco usuais de agregados de agua é justificada apenas pela existéncia
de ligacbes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e grupos pertencentes ao cristal. Nas Figuras
1.15 e 1.16 encontram-se representados dois exemplos de agregados constituidos por oito moléculas

, . . A - 123
de agua encontrados no interior de um complexo supramolecular organico™ e do composto

Ce(dipic),(H,0)3.4H,0 (em que dipicH, é o dcido dipicolinico),** respectivamente.

Figura 1.15 — Vista parcial segundo um eixo perpendicular as bicamadas de calix[4]resorcinareno. O agregado de
agua é mostrado ao centro, com as ligacdes de hidrogénio representadas a tracejado.'® (cores: C — cinzento, O —

vermelho, H — branco, acetona — verde, oxigénios da H,0 — azul)
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2

Figura 1.16 — a) rede unidimensional de “cadeiras” de agua e b) octamero centrossimétrico de agua que inclui os

contactos por ligacBes de hidrogénio com os dtomos de oxigénio do grupo carboxilato.'**

A importancia da modelagdo molecular no campo da quimica supramolecular é amplamente
reconhecida. Tal como esperado, existem inuUmeros trabalhos na literatura relacionados com as
estruturas em fase gasosa de pequenos agregados de agua ((H,0),, geralmente com n<12) estudados
por intermédio de calculos ab initio.”***’ No entanto, apenas alguns trabalhos tentam racionalizar a
formacido de agregados de agua em hdspedes organicos/inorganicos/organometilicos cristalinos e em

128,129

espacos confinados, deixando muito espago a progresso.

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

130-132

propriedades de moléculas de dgua em espacos confinados. O confinamento (restricdo espacial)

permite que as moléculas de dgua estejam envolvidas num esquema de ligagdes supramolecular com
um elevado grau de conectividade e a espectroscopia vibracional é particularmente sensivel a
alteragdes nas ligagGes de hidrogénio estabelecidas entre as moléculas de agua. Os trabalhos de Kim e
colaboradores ilustram bem a associacdo dos calculos ab initio com a espectroscopia vibracional na
determinacdo da estrutura de agregados de agua — desde os trabalhos iniciais com dimeros™>
passando pelo decamero™* e mais recentemente para agregados protonados com 21 e 22 moléculas

de 4gua [H(H,0).]"."** Ainda no ambito deste tépico, de salientar um trabalho de Byl et. al. que avalia a
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estrutura de nanogotas no interior de nanotubos de carbono,™® evidenciando a importancia de
métodos espectroscépicos conjugados com modelagdo computacional no estudo da estrutura e

caracteristicas energéticas da agua em espacos confinados.

1.4. Objectivos da dissertacao

O trabalho apresentado pretende contribuir para o conhecimento e interpretacdo de
interac¢Oes intermoleculares fracas existentes em diversos tipos de sistemas, desde os mais simples
(compostos quimicos com interesse farmacéutico), passando por compostos de inclusdo em
ciclodextrinas e também por agregados de dgua encontrados nas estruturas cristalinas de materiais
funcionais. Dada a dificuldade em explorar detalhadamente este tipo de interac¢Ges 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 a
investigacado das interac¢des determinantes neles existentes.

Nos estudos realizados no ambito desta dissertagdo, a espectroscopia vibracional foi utilizada
como fonte privilegiada de informacao, pela sua sensibilidade as interaccbes em estudo. A analise e
interpretacdo dos resultados foram efectuadas com o auxilio da simulagdo computacional por
intermédio de calculos DFT, os quais permitem a determinagdo de diversas propriedades afectadas
pela presenga de ligagdes de hidrogénio C-H:--O. Este tipo de cdlculos tem desempenhado um papel
muito importante no estudo das interacgdes intermoleculares, tendo-se revelado Util na previsdo de
geometrias de complexos moleculares anteriores a sua determinagdo experimental. Para além destas
previsGes geométricas, os calculos DFT tém fornecido a dependéncia da distancia e dos angulos das
superficies de energia potencial das interacg¢des.

Assim, esta dissertacdo reune estudos envolvendo sistemas simples como a Niclosamida,
Nitrofurantoina, misturas bindrias de acidos gordos (acidos palmitico, miristico, laurico, céprico,
caprilico e estearico), acido trans-3-Hidroxicinamico e 5-Fluorouracilo. Relativamente a sistemas de
maior complexidade, foram preparados diferentes compostos de inclusdo em ciclodextrinas, utilizando
derivados do fenol (3-Metoxifenol, 2-Metoxifenol e 3-Metilfenol) como héspedes e a-, B- e y-CD como
moléculas hospedeiras. Por ultimo, efectuaram-se alguns estudos, espectroscdpicos e computacionais,
envolvendo materiais hibridos organicos-inorganicos com especial énfase no estudo da natureza e
comportamento de agregados de agua existentes nos poros e canais destes materiais.

A presente dissertagdo consta de nove Capitulos, incluindo este enquadramento cientifico, no
qual se pretende dar uma visdo global do trabalho realizado, bem como descrever os objectivos mais

relevantes.
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Capitulo 2 — E de particular interesse para o enquadramento desta tese a relevancia da utilizacdo de
métodos espectroscopicos (homeadamente as técnicas de espectroscopia de Raman — convencional e
SERS - e Infravermelho) e computacionais (particularmente cdlculos DFT). Por um lado, a espectroscopia
vibracional, nas suas varias vertentes, apresenta uma elevada sensibilidade no estudo de ligagGes de
hidrogénio pela capacidade que possui para detectar a associacdo de moléculas. Complementarmente,
a utilizacdo de célculos DFT permite obter informacdo relativa aos processos de auto-associagdo

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

Capitulo 3 — O sistema niclosamida é conhecido por apresentar transigdes pseudopolimérficas anidro-
hidrato e, neste contexto, foram estudados os mecanismos de hidratacdo e desidratagdao destes
sistemas em diferentes condigdes experimentais, nomeadamente de temperatura e humidade.
Determinaram-se igualmente os valores de humidade relativa critica para os processos de hidratagdo e

desidratacdo.

Capitulo 4 — As duas formas anidras da Nitrofurantoina foram estudadas, do ponto de vista das
interacgdes intermoleculares existentes e foi efectuada a atribuicdo completa dos seus espectros
vibracionais (FT-IR e Raman) usando a metodologia PiMM — Pares em Materiais Moleculares (sigla do
inglés Pairs in Molecular Materials). Adicionalmente, esta metodologia foi também parcialmente
aplicada na investigagdo dos diagramas de fase soélido-liquido de misturas binarias de dacidos gordos

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

Capitulo 5 — A utilizagdo combinada da espectroscopia vibracional, andlise termogravimétrica e cdlculos
DFT foi aplicada ao estudo dos compostos de inclusdo de 3-Metoxifenol, 2-Metoxifenol e 3-Metilfenol
com a-, B- e YCDs. As estequiometrias de inclusdo foram determinadas por analise combinada de TG e
DSC e foram propostas possiveis geometrias de inclusdo para os compostos em aCD com base em

alteragdes espectroscdpicas e em dados recolhidos da CSD (Cambridge Structural Database).

Capitulo 6 — Os compostos farmacéuticos 5-Fluorouracilo e acido trans-3-Hidroxicinamico foram
analisados por espectroscopia de Raman intensificada a superficie (SERS). Foram utilizadas duas técnicas
distintas, SERS em coldide e em eléctrodo, e os respectivos espectros analisados e interpretados com
base em calculos do tipo DFT. Na interpretacdo dos resultados, foi dado particular énfase ao mecanismo
de intensificagdo por transferéncia de carga e a forte intensificagdo da vibragdo 8a (vying), caracteristica

dos espectros SERS de compostos aromaticos.

Capitulo 7 — Varios materiais porosos hibridos organicos-inorganicos foram investigados por

espectroscopia de Raman, com a realizacdo de estudos de deuteragdo e de baixas temperaturas.
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Adicionalmente, os agregados de 4dgua formados no interior do material (H,pip)s;[Ge(hedp),]-14(H,0)
foram investigados por calculos DFT, por forma a determinar as estruturas mais estdveis e justificar a

invulgar conformagdo em cadeira centrossimétrica detectada neste composto.

Capitulo 8 — Neste Capitulo foi reunido o conjunto de consideragdes mais relevantes retiradas de cada
um dos capitulos anteriormente referidos. Foram igualmente sugeridos estudos de aprofundamento de

algumas questdes e novas investigacdes suscitadas pelos trabalhos efectuados.

Capitulo 9 — A execucgdo experimental foi descrita de forma pormenorizada, nomeadamente no que diz
respeito aos compostos e técnicas utilizadas bem como alguns métodos de andlise e tratamento dos

dados obtidos.
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1.5. Publicagoes cientificas

O trabalho de investigacdo exposto nesta dissertacdo serviu de base a publicacdo dos seguintes

artigos cientificos:

Pseudopolymorphic transitions of Niclosamide monitored by Raman Spectroscopy
Mariana Sardo, Ana M. Amado e Paulo J. A. Ribeiro-Claro
Journal of Raman Spectroscopy 2008, 39, 1915-1924

Surface enhanced Raman scattering of trans-3-Hydroxycinnamic acid adsorbed on silver nanoparticles
Mariana Sardo, Cristina Ruano, José Luis Castro, Isabel Lépez-Tocdn, Paulo J. A. Ribeiro-Claro e J.C. Otero
Chemical Physics Letters 2008, 467, 101-104

Inclusion Compounds of Phenol derivatives with Cyclodextrins: a combined spectroscopic and thermal
analysis

Mariana Sardo, Ana M. Amado, Paulo J. A. Ribeiro-Claro

Journal of Raman Spectroscopy 2009, 40, 1624-1633.

Hydrogen-bonding in nitrofurantoin polymorphs: a computationally-assisted spectroscopic study
Mariana Sardo, Ana M. Amado, Paulo J. A. Ribeiro-Claro
Journal of Raman Spectroscopy 2009 (DOI: 10.1002/jrs.2346)

Surface-enhanced Raman scattering of 5-Fluorouracil adsorbed on silver nanostructures

Mariana Sardo, Cristina Ruano, José Luis Castro, Isabel Lopez-Tocdn, Juan Soto, Paulo Ribeiro-Claro e Juan
Carlos Otero

Physical Chemistry Chemical Physics (PCCP) 2009, 11, 1437-7443.

The solid-liquid phase diagrams of binary mixtures of consecutive, even saturated fatty acids: differing by
four carbon atoms

Mariana C. Costa, Mariana Sardo, Marlus P. Rolemberg, Paulo Ribeiro-Claro, Antonio J. A. Meirelles, Jodo A.
P. Coutinho, M. A. Krahenbihl

Chemistry and Physics of Lipids 2009, 157, 40-50

The solid-liquid phase diagrams of binary mixtures of consecutive, even saturated fatty acids

Mariana C. Costa, Mariana Sardo, Marlus P. Rolemberg, Jodo A. P. Coutinho, Antonio J. A. Meirelles, Paulo
Ribeiro-Claro, M. A. Krdhenbihl

Chemistry and Physics of Lipids 2009, 160, 85-97.

Water Framework Within Nanoporous Organic-Inorganic Hybrid (H,pip)s[Ge(hedp),]-14(H,0)

Jodo Rocha, Fa-Nian Shi, Filipe A. Almeida Paz, Luis Mafra, Mariana Sardo, Luis Cunha-Silva, James
Chisholm, Paulo Ribeiro-Claro, Tito Trindade

Submetido
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RESUMO

As técnicas experimentais que mais contribuem para o estudo das ligagdes de hidrogénio sdo a
espectroscopia vibracional, a difraccdo de raios-X e a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear. A espectroscopia vibracional apresenta uma elevada sensibilidade no estudo deste tipo de
interaccdo pela capacidade que possui para detectar a associagdo de moléculas. Numa perspectiva
complementar, a utilizagdo de calculos DFT permite obter informagdo referente aos processos de
auto-associagdo molecular por ligagbes de hidrogénio, em termos de energia e geometria,
possibilitando assim uma caracterizagdo completa da ligacdo em estudo.

A simulagdo computacional proporciona uma ligagdo estreita entre a teoria e a experiéncia. E
no entanto essencial reconhecer que a simulacdo computacional ndo substitui nem a teoria (em
termos de modelos interpretativos) nem a experiéncia laboratorial mas contribui em grande medida
para o avang¢o de ambas.

A utilizacdo combinada de espectroscopias vibracionais e quimica computacional permite a
atribuicdo consistente das bandas que se observam no espectro dos compostos em estudo, uma vez
que as frequéncias calculadas para os modos normais (e intensidades relativas Raman e 1V) podem ser
comparadas com os espectros experimentais. No estudo dos compostos de inclusdo em ciclodextrinas,
a comparagao do espectro vibracional do hdspede puro com o obtido para o composto hdspede-

hospedeiro permite obter informag&es sobre as interac¢es estabelecidas no processo de inclusdo.
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De entre os varios métodos aplicados a caracterizagdao de ligagdes de hidrogénio, referidos na
Sec¢do 1.2.1 do Capitulo 1, pretendeu-se, neste estudo, evidenciar a aplicabilidade da utilizagdo
combinada de espectroscopia vibracional e célculos DFT. Mais especificamente, foram utilizadas, no
decorrer dos trabalhos de doutoramento que conduziram a esta dissertacdo, as técnicas de
espectroscopia de difusdo de Raman (Raman e SERS), de absor¢do no Infravermelho, bem como

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

2.1. Espectroscopia Vibracional

A espectroscopia vibracional permite obter informag¢bes detalhadas ao nivel molecular e
supramolecular, podendo ser considerada uma fonte de conhecimento fundamental acerca da
estrutura das moléculas e materiais, bem como uma ferramenta analitica para a caracterizacdo da
composicdao de amostras desconhecidas. De uma forma simples, a espectroscopia vibracional é uma
técnica de anadlise na qual se utiliza radiacdo electromagnética para avaliar o comportamento
vibracional das moléculas, observando-se a absorcdo e/ou difusdo da radiacdo incidente. Existem
actualmente trés técnicas distintas para obter informacgGes relativas a vibragdes moleculares dos
sistemas em estudo: a espectroscopia de absorgdo no Infravermelho (vulgarmente designada por IR —
Infrared Spectroscopy), a espectroscopia de difusdo de Raman e a espectroscopia de difusdo inelastica
de neutrdes (vulgarmente designada por INS — Inelastic Neutron Scattering), que apesar de se
relacionarem com as vibragSes moleculares, apresentam mecanismos basicos distintos. O espectro
vibracional de uma determinada molécula é considerado como uma propriedade fisica Unica e por isso
mesmo, caracteristica de cada molécula.

Quase todos os tipos de ligagdes de hidrogénio foram descobertos usando a técnica de
espectroscopia vibracional. A sua aplicabilidade varia deste as ligacdes mais fortes as mais fracas e

~ 1: 1
tanto em solugdo como no estado sélido.

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) serdo abordadas neste Capitulo, de forma a enquadrar os estudos realizados no
decorrer dos trabalhos de doutoramento.

A espectroscopia de Infravermelho resulta da absor¢do de radiagdo (uma vez que a energia
vibracional das moléculas pode variar até 60 k) mol™,” a absorcdo de radiacio ocorre na zona do

infravermelho) e é particularmente sensivel a vibragdes de grupos polares, como C=0, O-H, C-Cl e
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menos sensivel a vibracdes envolvendo ligacdes homonucleares. E necessario que haja uma oscilacdo
do momento dipolar eléctrico da molécula, como consequéncia do seu movimento vibracional, para
que ocorra a absorgdo da radiagdo. Tendo em conta que em espectroscopia vibracional se consideram
as transi¢des entre estados vibracionais quantizados, é possivel afirmar que o espectro de absorgdo no
infravermelho é obtido quando a radiagdo incidente na amostra possui uma componente com
frequéncia correspondente a uma transicdo entre dois niveis vibracionais. Sdo varias as técnicas
utilizadas em espectroscopia de Infravermelho, nomeadamente a espectroscopia de absorgao
(varrimento continuo e FT) e a espectroscopia de Reflexdo, na qual se incluem a Reflectancia Difusa
(Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform, DRIFT na sigla em inglés) e a Reflexdo Total Atenuada
(Attenuated Total Reflectance, ATR na sigla em inglés). Na espectroscopia de absorgdo, os fotdes da
radiacdo electromagnética sdo absorvidos pela molécula quando possuem energia correspondente a
diferenca entre o estado fundamental e um nivel excitado. Apds a absor¢do, a molécula volta para o
estado fundamental, relaxando a energia para a rede. Por seu lado, a espectroscopia de Reflexdo
Interna ou Reflectancia total atenuada (ATR) baseia-se no facto de ocorrer uma reflexdo quando um
feixe de radiagdo passa de um meio mais denso (cristal de diamante), para um meio menos denso, a
amostra. A fracgdo de feixe que é reflectida aumenta com o aumento do angulo de incidéncia, de tal
modo que para um determinado angulo critico, a reflexdo é total. Quando a amostra absorve o feixe
(no ponto de reflexdo), ocorre o enfraquecimento deste a comprimentos de onda correspondentes as
bandas de absor¢do no infravermelho. Esta técnica é utilizada na obtencdo de espectros de
infravermelho de amostras que ndo possam ser analisadas por técnicas normais, nomeadamente por
apresentarem problemas de saturagao.

Por outro lado, a espectroscopia de Raman baseia-se no fendmeno da difusdo de radiagao,
como resultado da colisdo inelastica entre o fotdo da radiacdo incidente e a molécula, usualmente na
zona visivel do espectro, sendo particularmente sensivel a vibragGes de grupos com nuvens
electrénicas facilmente polarizaveis, como por exemplo nuvens 7 de ligacbes C=C e C=C. A
espectroscopia de Raman € uma técnica muito mais recente que a espectroscopia de infravermelho,
existindo igualmente diversas técnicas variantes, entre elas Ressondncia Raman (Raman Resonance,
RR na sigla em inglés), espectroscopia de Raman intensificada a superficie (Surface-enhanced Raman
Spectroscopy, SERS na sigla em inglés) e espectroscopia de Raman coerente anti-Stokes (Coherent anti-
Stokes Raman Spectroscopy, CARS na sigla em inglés). Na base desta técnica esta o efeito previsto
teoricamente pelo fisico austriaco Adolf Smekal (1895-1959) e demonstrado experimentalmente pelo
fisico indiano C. V. Raman em 1928 e que mereceu a este Ultimo a atribuicdo do prémio Nobel da
Fisica em 1930. Quando se faz incidir radiagdo monocromatica numa amostra, a maior parte da luz
difundida possui a mesma frequéncia que a radiagdo incidente na amostra. Este efeito, denominado

“efeito de Rayleigh”, pode ser explicado com base numa colisdo eldstica entre o fotdo incidente e a
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molécula, com a consequente obtencdao de um fotdo difundido com frequéncia igual a do incidente.
No entanto, Raman observou que para uma pequena frac¢do da luz difundida (cerca de 1 em cada 10’
fotbes) verificava-se uma alteragdo da frequéncia, processo que actualmente se designa de “efeito de
Raman”. Esta diferenca nas frequéncias pode ser explicada por uma colisdo inelastica entre o fotdo e a
molécula, com a obteng¢do de um fotdo difundido com frequéncia diferente da do fotdo incidente. Sao
precisamente estes processos de colisdo ineldstica entre o fotdo e a amostra que ddo origem as
bandas de Raman. A probabilidade de colisdo inelastica é proporcional a polarizabilidade das
moléculas (para que um determinado modo vibracional seja activo em Raman, a polarizabilidade da
molécula deve variar no decorrer da vibragdo) e a radiagdo difundida de forma inelastica sai com
energia inferior ou superior (consoante seja difusdo Stokes ou anti-Stokes) a da radiacdo incidente.
Tendo em conta que cada molécula tem uma estrutura de ligagdo Unica, a radia¢do difundida exibe um
padrdo Unico de desvios de energia no espectro de cada tipo de molécula. Assim sendo, ao analisar o
espectro vibracional podemos extrair informagdo relativa a composicdo quimica da amostra em
estudo.

O efeito de Raman de um composto adsorvido ou mesmo nas proximidades (poucos A) de uma
superficie metdlica estruturada pode ser maior do que o mesmo efeito em solugdao, num factor que
pode variar entre 10°-10° e estd na origem da espectroscopia de Raman intensificada a superficie
(SERS). Este efeito de Raman intensificado a superficie é mais forte na prata, mas é igualmente
observado em atomos de ouro e cobre. Existem dois mecanismos principais que explicam esta
intensificagdo do sinal de Raman: o mecanismo electromagnético (Electromagnetic mechanism, sigla
em inglés EM) e o mecanismo quimico ou de transferéncia de carga (Charge transfer, sigla em inglés
CT). O mecanismo EM baseia-se na proximidade entre a molécula e uma superficie metdlica que actua
como uma estrutura que absorve fotdes, armazenando e localizando a sua energia na superficie,
aumentando desta forma a intensidade do campo electromagnético nas proximidades. Por seu lado, o
mecanismo CT explica a intensificagdo com base na formagdo de complexos de transferéncia de carga
entre o metal e o adsorbato. As vantagens da espectroscopia SERS em relagdo a espectroscopia Raman
sdo a sua elevada selectividade superficial e sensibilidade, revelando-se apropriada para estudo de

superficies.
2.1.2. Aplicagao ao estudo de Ligagbes de Hidrogénio
Tendo em conta que as vibragdes moleculares sdo muito sensiveis a for¢a e ao tipo de ligagao
quimica existente, as técnicas de espectroscopia vibracional sdo Uteis ndo apenas para identificar

moléculas mas também para estudar interac¢Ges intra- e intermoleculares e fornecer algumas

informagdes quanto a possiveis estruturas moleculares.
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O tempo tem demonstrado que apenas definicdes gerais e flexiveis do termo “ligacao de
hidrogénio” podem fazer justica a complexidade e variabilidade quimica do fenédmeno observado, que
inclui interac¢Ges fortes e fracas, assim como inter- ou intramoleculares. Para além das defini¢Ges
quimicas gerais do termo ligacdo de hidrogénio, existem muitas outras definigdes mais especificas,
normalmente baseadas em propriedades estudadas por uma determinada técnica. Além da
espectroscopia vibracional, outras técnicas experimentais, tais como Difraccdo de raios-X e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), podem ser utilizadas para verificar a ocorréncia de interac¢ées
intermoleculares em fase condensada pela capacidade que também possuem para detectar a
associacdo de moléculas. Estas técnicas utilizam a radiacdo electromagnética como perturbacdo e
simultaneamente como sonda das alteragbes produzidas de forma a extrair informagdes precisas
sobre a estrutura molecular. No entanto, é de referir que a espectroscopia vibracional é a técnica
experimental de eleicio quando se pretende detectar a presenca de ligacdes de hidrogénio,’
particularmente em sistemas em fase liquida, podendo-se obter informagdes estruturais e/ou
energéticas de varios complexos em ligacdo de hidrogénio.

Embora uma vibragdo normal envolva, em geral, todos os dtomos de uma molécula, alguns
modos vibracionais como a elongacdo da ligagdo O-H, a elongac¢do de grupos CH, ou a elongagdo da
ligacdo C-N aparecem sempre aproximadamente na mesma regido no espectro vibracional de
compostos diferentes. Estes modos vibracionais caracteristicos - vibragdes com a contribuigdo
dominante de apenas uma ligacdo ou grupo de ligacdes que apresentam frequéncias de vibracdao
especificas, denominadas frequéncias de grupo - sdo portanto utilizados na identificacdo de grupos
funcionais especificos presentes na molécula, bem como na detecgdo e interpretacdo de qualquer
alteragdo que ocorra nas ligagdes ou no ambiente quimico destes grupos. A existéncia deste tipo de
vibragdes revela-se conveniente no estudo de ligagdes de hidrogénio, uma vez que ao ser estabelecida
uma interac¢do por ligagdes de hidrogénio, as vibracdes dos fragmentos envolvidos na interacgao
A-H---B sdo perturbadas, o que significa que o perfil, posicdo e intensidade das bandas dos modos
vibracionais que incluem os dtomos directamente envolvidos - A, H e B - podem alterar-se. Esta é a
base que justifica o uso generalizado da espectroscopia vibracional no estudo e caracterizagdo de
ligacBes de hidrogénio e por isso ndo é de surpreender que tenha surgido uma classificagdo baseada
nesta técnica. O espectro de um sistema com ligagGes de hidrogénio pode ser reconhecido pelos seus
picos na regido do infravermelho: sdo largos, intensos e deslocados relativamente ao sistema que nao
possui ligacdes de hidrogénio.

A técnica de espectroscopia vibracional é reconhecida como uma ferramenta extremamente
sensivel na observacdo dos efeitos mais caracteristicos da presenca de uma ligacdo de hidrogénio
desde 1933,® através da observacdo de desvios de frequéncia da banda de elongagdo A-H (va.n),

registados nos trabalhos de Liddel,* Hendricks®> e colaboradores. Tendo em conta que é a ligacao
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existente entre dois dtomos que funciona como sonda, a observacdo de desvios em relagao as
frequéncias de vibragdo do grupo isolado A-H evidenciava a presenca de ligacGes de hidrogénio. No
entanto, a medida que a técnica e a experiéncia evoluiram, altera¢Ges na banda de deformacgao
angular R-A-H (embora menos evidentes que as verificadas na correspondente banda de elongacdo)
bem como o aparecimento na regido do infravermelho distante (200-10 cm™)® de novas bandas de
baixa frequéncia que envolvem a elongacdo H--:B e as deformagbes angulares A-H---B-C, passaram
também a ser considerados indicios da presenca de ligagdes de hidrogénio.

A semelhanca das altera¢des verificadas nas vibragdes que envolvem o grupo doador de protdo
(A-H), também as vibracbes que envolvem o grupo aceitador de protdo (B) podem sofrer alteracgdes,
uma vez que a densidade electrdnica a volta desse grupo é alterado como resultado da formagdo da
ligacdo de hidrogénio. No caso de ligagdes de hidrogénio fracas que envolvam aceitadores do tipo
carbonilo, determinadas alteracGes no modo de elongacdo desse grupo sdo consideradas indicios da
presenca de ligacdo de hidrogénio com consequente atribui¢cdo a grupos carbonilo livres e em ligacdo
de hidrogénio.

Diferentes tipos de ligagdes de hidrogénio afectam os modos vibracionais dos grupos envolvidos
de maneiras distintas, sendo que a aplicabilidade da espectroscopia vibracional estende-se desde as
ligacBes de hidrogénio fortes até as mais fracas. No caso de ligagdes de hidrogénio fortes, a sua
formacgdo perturba varios modos vibracionais, particularmente a elongacdo A-H e deformagao angular
R-A-H. Por outro lado, as liga¢gdes de hidrogénio fracas sdo normalmente detectadas pela banda de
elongacdo A-H, uma vez que os efeitos da sua presenga nos outros modos de vibracdo sdo
frequentemente imperceptiveis ou podem ser confundidos com outros efeitos.® A deteccao dos
efeitos que as ligagdes de hidrogénio fracas provocam no espectro vibracional nem sempre é tao
evidente como no caso das ligacGes de hidrogénio fortes e estes podem mesmo ser diferentes
consoante os tipos de doadores e aceitadores envolvidos nas ligagdes de hidrogénio fracas. Como
exemplo, a frequéncia de elongacdo do oscilador C-H quando envolvido em ligagdes de hidrogénio do
tipo C-H---O pode ser desviada para menores ou maiores frequéncias, 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 alcodis’ nos
quais a frequéncia de elongagdo do O-H “livre” varia mais de 10 cm™ entre os diferentes conférmeros

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

BANDA DE ELONGAGAO A-H

A formacdo de uma ligacdo de hidrogénio afecta os modos vibracionais dos grupos envolvidos
de diversas formas. As propriedades da banda de elongacdo A-H de sistemas que envolvam liga¢des de
hidrogénio tém sido amplamente estudadas nos ultimos anos,® uma vez que apresentam as
caracteristicas mais facilmente associadas a presenca deste tipo de ligagdo, observdveis quer por
espectroscopia de infravermelho quer por espectroscopia de Raman. O desvio da frequéncia de
elongacdo A-H para menores ou maiores valores, dependendo da natureza da ligagdo de hidrogénio
gue se forma, é tanto mais acentuado quanto mais forte for a ligacdo estabelecida. Para ligacdes do
tipo O-H---0, verificam-se desvios absolutos de 100 a 150 cm™tem relacdo a frequéncia de vibracdo do
grupo O-H,’ enguanto no caso das ligagdes C-H---O os desvios poderdo ser de apenas 20 cm™ ou até
inferiores'® em relacdo a frequéncia de vibracdo do grupo C-H, dependendo da forca estabelecida
nesse contacto.

Comportamentos caracterizados pelo aumento da largura bem como da intensidade da banda
de elongacio A-H (efeitos interdependentes em certos casos''), s3o igualmente importantes no
estudo da formagdo de uma ligacdo de hidrogénio. Estas caracteristicas podem mesmo ser
consideradas como melhores indicadores que o desvio da banda de elongacdo A-H. Por exemplo,
existem casos de ligagGes de hidrogénio do tipo C-H:--O nos quais o desvio da banda de elongag¢do A-H
é de dificil detec¢do enquanto a intensidade da banda aumenta consideravelmente.™ Comportamento
semelhante e bem documentado é exibido pelo cloroférmio em alguns sistemas cloroférmio-
solventes, nos quais se verificou que a banda de elongacdo C-D (D — deutério) alarga e intensifica-se
mas nao sofre desvios. Huggins e Pimentel estabeleceram que a frequéncia da banda de elongacao C-D
do cloroférmio deuterado é a mesma em CCl, (solvente de van der Waals ou solvente neutro) e em
acetona (solvente aceitador de protéo)13 mas a area integrada aumenta mais de 10 vezes no segundo
caso.' Neste estudo recorreu-se 3 utilizagio da banda de elongacdo C-D do doador de protdo, uma
vez que a frequéncia de elongacdo C-D apresenta valores inferiores ao da frequéncia de elongacdo

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

PARAMETROS ESTRUTURAIS, ENERGETICOS E VIBRACIONAIS DA LIGACAO A-H

O movimento dos dtomos de hidrogénio é maior que o movimento dos atomos mais pesados
aos quais esta covalentemente ligado. A formacdo de uma ligacao de hidrogénio restringe o grau de

movimento vibracional, uma vez que o &tomo de hidrogénio estabelece duas ligacdes em vez de uma.
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Sendo assim, a medida da vibragao da ligacao A-H é um critério sensivel de formacao e forca de
ligagOes de hidrogénio.

E possivel estabelecer dois tipos de correlagdes com os parametros observados num espectro
vibracional, nomeadamente a correlagdo entre parametros vibracionais e estruturais e entre
parametros vibracionais e energéticos, estabelecidos para vdérios tipos de ligagcdes de hidrogénio.3
Correlagbes entre o valor da frequéncia de elongacdo da ligagdo A-H e as distancias A-:-B sdao muito
comuns. Por exemplo, para as ligagdes de hidrogénio fortes, O-H---O, Gilli et al.™® estabeleceram uma
correlagdo entre a distancia O---O e Vp.4. Também é possivel encontrar na literatura relagdes idénticas
para o caso das ligacGes de hidrogénio mais fracas, por exemplo entre o doador C=C-H e os
aceitadores 0,"® N, e C=C.® No entanto, dependendo dos grupos envolvidos, a frequéncia de
elongacdo A-H é diferente e por isso gera a sua propria correlagdo sendo, deste modo, mais relevante
correlacionar a diferenga entre o valor da V4,4 quando o grupo A-H esta livre e quando esta ligado
(AV4y) com a distancia H---B. A grandeza AV,4 aumenta sistematicamente com a diminui¢do da
distancia H---B (ou A---B), tendo sido proposta uma correlagdo (AV44=f(H--+B)) aproximadamente
vdlida para diferentes tipos de ligacdes de hidrogénio. Com base num determinado conjunto de

diferentes estruturas organicas e inorganicas, estabeleceu-se que
AVy_y = 0.011d,_5%1 (2.1)

em que a frequéncia de elongag3o 7,4 é expressa em cm™ e a distancia d em nm.'® Do mesmo modo,
foi igualmente estabelecida uma correlacdo entre parametros espectrais e entalpia de formagdo (4H)
para a ligacdo de hidrogénio O-H---0."

No que diz respeito as correlagGes estabelecidas entre pardmetros espectrais e energéticos,
estas foram inicialmente propostas por Badger e Bauer em 1937%° e tém sido continuamente revistas
por varios autores.® A largura e a intensidade da banda aumentam fortemente aquando da formacgao
de uma ligagdo de hidrogénio, e este efeito é normalmente considerado como mais fiavel que o desvio
para o vermelho da banda v, 4. Em alguns casos de ligagdes do tipo C-H---O a grandeza AV, 4 é dificil de
determinar, enquanto o aumento de I(v4.4) é facilmente detectado.” logansen21 estabeleceu em 1999
a correlagdo entre o aumento da intensidade (/) da banda de elongacdo v, e a entalpia de formagdo
de ligages de hidrogénio, considerando como medida da intensificacdo da banda a quantidade (AI%),
tendo obtido a seguinte relagao: H=12.2AF", gue considera ser aplicavel a diferentes tipos de liga¢cdes
de hidrogénio. No entanto, outros autores? sugerem que ndo existe uma explicacdo tedrica razoavel
para esta relacdo. Todas estas correlagdes representam apenas tendéncias e ndo devem ser encaradas
como leis restritivas, existindo diversos exemplos que demonstram precisamente o caracter nao

.. . ~ 23
limitativo destas relag¢des.
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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 liga¢do de hidrogénio, a formacdo da ligacdo de hidrogénio pode ter

varias manifestac¢oes, entre elas:

1) Afrequéncia de elongacdo da ligacdo A-H (va.n) € reduzida;
2) Alargura da banda v o,y aumenta;
3) Alintensidade da banda v a4 aumenta;

4) A frequéncia da vibracdo da deformagdo do grupo R-A-H aumenta.

Para ligacGes de hidrogénio fortes, pode surgir uma nova banda na regido do infravermelho
longinquo para a elongagdao H---B. Os desvios batocrémicos (ou desvio para o vermelho) da vibragao
Va4 S30 geralmente aceites como um critério para a formacao de ligagcdes de hidrogénio. Embora este
tipo de desvios seja observado frequentemente em ligacbes convencionais, no caso das ligagdes
fracas, estes desvios sdo apenas observados para sistemas C-H---O devidamente activados. Para as
ligacBes fracas, os desvios espectroscopicos observados sdo considerados indicadores mais fidedignos
da formagdo de ligagdes de hidrogénio do que alteragGes na distancia de separagdo H---B. No entanto,
a auséncia de um desvio no espectro vibracional ndo indica, por si sé, a auséncia de ligagdes de

hidrogénio.

2.1.4. Estudo de interacgGes hospede-hospedeiro

A espectroscopia vibracional é uma importante ferramenta complementar da difraccao de
raios-X na caracterizagdo estrutural de materiais, incluindo compostos supramoleculares, revelando-se
util na identificagdo de compostos de inclusdo no estado sélido.** %

Desvios ou variacdes de intensidade em determinadas bandas do espectro vibracional do
hdspede podem ser indicativas da presencga de interac¢Bes hdspede-hospedeiro e de determinadas
caracteristicas estruturais resultantes da inclusdo, uma vez que o processo de inclusdo molecular
implica modificagdes estruturais da ciclodextrina e do hdspede. Consequentemente, as
espectroscopias vibracionais de infravermelho e de Raman constituem métodos experimentais que
podem ser aplicados com sucesso ao estudo de compostos de inclusdo no estado sélido.**2°

Na maioria dos casos, a proporg¢do hospedeiro/hdspede é muito elevada e, consequentemente,
as bandas caracteristicas das CDs nos espectros de infravermelho (especialmente envolvendo grupos
hidroxilo) sdo dificilmente influenciadas pela interacgdo com o hdspede. Por outro lado, algumas
bandas do héspede que poderdo ser afectadas pela inclusdo a um nivel molecular (tanto nos valores

27-30
)

de numero de onda como nas intensidades relativamente a molécula ndo complexada estao
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disfarcadas pela presenca de bandas intensas atribuidas as ciclodextrinas.>! Sendo assim, os estudos
de espectroscopia de infravermelho de compostos de inclusdo envolvem, na sua maioria, apenas
moléculas hdspede que contém o grupo carbonilo, uma vez que este grupo possui uma banda de
elongag3o de elevada intensidade, que é bastante sensivel a ligagdes de hidrogénio.”

Quando uma molécula é incluida na cavidade de uma ciclodextrina, é fixada por ligagcdes de
hidrogénio e for¢as de van der Waals. A espectroscopia de Raman é extremamente util na detecgao
deste tipo de interac¢des e uma boa técnica de andlise dos efeitos do processo de inclusdo nas
moléculas héspede. A formag¢do de compostos de inclusdo pode ser detectada através da
monitorizacdo de desvios de determinados modos vibracionais relevantes, tais como ligacdes C=C, C=0

sy 24, 27, 30, 32-39
e C-H aromaticas.

Existem diversas regides no espectro de Raman das ciclodextrinas que se
encontram livres de bandas. Ao seleccionar moléculas hdspede com bandas relevantes nestas
“janelas” espectrais, é possivel estudar as vibragdes da molécula hdspede sem interferéncia 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.”*

Alan Hinchliffe

Os caélculos de orbitais moleculares do tipo ab initio (“por primeiros principios”) tém
desempenhado um papel importante no estudo das interacgdes intermoleculares. Estes cdlculos tém
tido sucesso na previsdo de geometrias de complexos moleculares antes mesmo das suas
determinacBes experimentais. Para além destas previsGes geométricas, os cdlculos ab initio tém
também fornecido a dependéncia angular e com a distancia das superficies de energia potencial da
interaccdo, energias de activagdo, analise conformacional, propriedades espectroscopicas, 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 nivel de teoria) e da base de
calculo, de considerarem apenas moléculas isoladas - ndo incluindo deste modo efeitos devido ao

ambiente - e de serem muito exigentes em termos computacionais.
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FUNDAMENTOS TEORICOS

No campo da quimica computacional desenvolveram-se duas abordagens conceptualmente
diferentes relacionadas com a estrutura e associa¢des de moléculas. A abordagem mais simples é a
denominada mecdnica molecular (baseada em principios da Mecénica Classica) na qual se considera
cada atomo como uma esfera rigida e cada ligacdo quimica como um oscilador harménico. Em todos
os métodos de mecanica molecular, os parametros associados aos osciladores sdao determinados
experimentalmente para cada tipo de atomo e cada tipo de ligagdo (parametrizacdo). Esta abordagem
apresenta algumas limitagBes, uma vez que todos os resultados estdo condicionados pela
parametrizacdo e portanto ndo é possivel a obtencdo de resultados que n3do estejam previstos e nem
sempre é possivel obter um conjunto consistente de dados experimentais que permitam a
parametrizagdo mais correcta.

Os problemas evidenciados pela mecanica molecular podem ser ultrapassados através da
segunda abordagem, composta por calculos de mecédnica qudntica, também denominados calculos de
estrutura electrénica, dos quais sdo parte integrante os calculos ab initio. Neste caso, ndo ha
necessidade de conhecer previamente as propriedades do sistema em estudo, ja que o método
assume uma abordagem que tem por base a equag¢do de Schrodinger para o sistema em estudo. A
equacdo de Schrodinger descreve qualquer sistema atdmico/molecular a partir das posicdes dos
atomos e constantes fundamentais (como a carga e a massa dos electrdes). Os calculos ab initio
permitem obter uma configuragdo geométrica de equilibrio a partir da geometria inicial, através da
variagdo sistematizada de parametros estruturais, tais como o comprimento e angulos de ligagdo e
diedros. Os cdlculos mecanico-quanticos que utilizam esta abordagem podem dividir-se em dois
grupos, os métodos da Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory, sigla em inglés
DFT) e os métodos do Campo Autocoerente (Self-consistent Field, sigla em inglés SCF).** A principal
diferenca entre estas duas teorias consiste no modo de descrever as propriedades electrdnicas.
Enquanto os métodos de SCF optimizam uma funcdo de onda, os de DFT optimizam uma densidade
electrénica.

Um método de Campo Autocoerente, no qual todos os outros se baseiam, é o método de
Hartree-Fock (HF), que considera que cada electrdo se move num campo definido pela densidade
electrénica média dos restantes, permitindo o cédlculo das orbitais moleculares de uma forma mais
rapida. Esta aproximacdo ignora a interac¢do entre os electrGes que ocupam a mesma orbital,
designada por correlagdo electronica (podendo dar origem a previsdo de distancias de ligagao
demasiado curtas e angulos demasiado fechados). Embora seja impossivel determinar com exactiddo a
correlagdo electrdnica, existem métodos pds-HF, para os quais os efeitos de correlagdo electrénica sao

incluidos. Entre os varios métodos destacam-se os métodos Mgller-Plesset de ordem n (MPn),
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baseados na teoria das perturbacdes. Uma boa estimativa com um custo computacional aceitavel é
fornecida pela perturbagdo de segunda ordem, mp2.*t

Os métodos de DFT representam uma alternativa viavel a resolugdo da equagdo de Schrodinger
através da fungdo de onda, baseando-se na determinagdo da energia como funcional da densidade
electrdnica, assumindo que o conhecimento da densidade electrénica é suficiente para determinar
todas as propriedades moleculares. Quando a energia de troca e correlagdo é parcialmente tratada ao
nivel Hartree-Fock, surgem os chamados métodos hibridos que tém vindo a tornar-se cada vez mais
populares. Um dos funcionais hibridos mais frequentemente utilizado actualmente é o B3LYP
(utilizacdo do potencial de permuta de Becke® com trés parametros e o funcional de correlagdo de
Lee, Yang e Polrr).43 A vantagem deste método reside no facto de, em certos casos, ndo se revelar
necessdria a utilizacdo de bases muito exigentes, reduzindo substancialmente o custo computacional
envolvido.

A descricdo matematica das orbitais atdomicas, base de célculo, condiciona fortemente a
qualidade dos resultados obtidos com os cdlculos mecanico-quanticos. As fungdes que melhor
descrevem o sistema atdmico sdo as fun¢des de Slater, embora déem origem a integrais de dificil
computacgdo. As fungdes gaussianas permitem um tratamento matemdtico mais rapido mas nao
descrevem bem a densidade electrdnica na regido do nucleo e para grandes distancias. Deste modo, a
solugdo mais frequente é a utilizagdo de um conjunto de bases padrdo que descrevem as fungées de
Slater em termos de combinagdes lineares de fungdes gaussianas (por exemplo: STO-3G - orbital do
tipo Slater construida com trés gaussianas).

Os métodos tedricos modernos sao bastante diversos e por isso, na seleccdo de um
determinado método, é necessario ter em conta muitos factores, que incluem as caracteristicas
moleculares em estudo e a precisdao desejada, bem como o tempo e o custo computacional envolvido.
Os factores mais importantes que influenciam a precisdo de um célculo sdo o nivel de teoria e a
escolha de uma base adequada. A dimensdo de um conjunto de bases padrdo pode ser aumentada
pelo desdobramento das orbitais de valéncia. Por exemplo, no conjunto de base 6-31G sdo utilizados
trés conjuntos de fungdes gaussianas para descrever a estrutura dos atomos. A primeira é uma
contracgao de 6 gaussianas primitivas que descrevem as camadas internas; a segunda fungao é obtida
pela contracgdo de 3 gaussianas primitivas e a terceira é uma fungdo gaussiana ndo contraida (o
nimero 6 indica o numero de gaussianas para as camadas internas e o termo 31 a composicdo da
camada de valéncia). As bases com desdobramento de orbitais de valéncia permitem a varia¢do do
tamanho da orbital mas ndao permitem a variagdo da forma. Uma maneira de ultrapassar esta
limitacdo é a inclusdo de funcdes de polarizacdo® que permitem melhorar a descrigio das
distribuicdes electrénicas em torno de um datomo (exemplos: 6-31G* na qual fungbes d sao

adicionadas aos atomos mais pesados e 6-31G** na qual fungdes p sdo também adicionadas aos
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atomos de hidrogénio). Por outro lado, também é possivel a inclusdo de func¢des difusas,
particularmente importantes na descricio de sistemas com excesso de electrGes, moléculas em
estados electrdnicos excitados e em estados ionizados (6-31+G*, fungdo difusa adicionada aos 4tomos
mais pesados e 6-31++G*, fungdo difusa também adicionada aos dtomos de hidrogénio).

Para cdlculos que envolvam duas ou mais moléculas é necessario ter em conta o erro de
sobreposicdo de bases (Basis Set Superposition Error, sigla em inglés BSSE) que advém do facto de o
conjunto de bases utilizado nunca ser um conjunto completo. Deste modo, as fungdes de base de uma
molécula contribuem para a descrigao electrénica de outra e vice-versa. Uma das formas mais comuns
de corrigir este erro é através da utilizacdo do método de contra-peso, no qual se compara a energia
das moléculas isoladas com e sem as fungdes de base da molécula vizinha.

De entre as varias aproximagdes desenvolvidas no sentido de reduzir o tempo de calculo sem
perda de qualidade de resultados, salienta-se o método dos “potenciais eficazes do cerne”, também
designado por “pseudo-potenciais”. Neste método, os electrées das camadas internas sdo substituidos
por um potencial que simula a sua influéncia sobre os electres de valéncia. Este método é
particularmente importante para atomos de elevado numero atémico, pois além de permitir uma
reducdo significativa do tempo de cdlculo (reduz o nimero de electrdes), fornece uma forma elegante
de incluir os efeitos relativisticos, muito importantes nestes dtomos. As bases LanL2MB e LanL2DZ, por
exemplo, utilizam “pseudo-potenciais” para simular o cerne de dtomos com nimero atémico igual ou
superior ao do sddio.

Tém sido continuamente desenvolvidas tentativas, por parte de alguns autores, de desenvolver
métodos hibridos de mecanica molecular e mecanica quantica como forma de ultrapassar as
dificuldades inerentes a dimensdo dos sistemas. Nesta aproximacdo, sdao estabelecidas duas ou mais
camadas de atomos com diferentes niveis de célculo, na qual os fragmentos relevantes de um sistema
em estudo sdo descritos em termos de mecanica quantica enquanto os restantes sdo descritos por
mecénica molecular. O método de camadas de Morokuma,”” designado por ONIOM (Our own n-
layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics) é dos mais populares de entre os
métodos hibridos, apresentando, no entanto, algumas limita¢des relacionadas com a convergéncia na

optimiza¢do da geometria.
2.2.1. Aplicagdo ao estudo de Ligagoes de Hidrogénio
Os calculos ab initio das propriedades de complexos formados por ligagdes de hidrogénio
complementam e muitas vezes sdo uma extensdo dos resultados experimentais obtidos no

laboratdrio. Uma vez que as curvas de energia potencial dos complexos formados por ligagdes de

hidrogénio sdo pouco profundas, pequenas alteracdes de energia correspondem a grandes alteragdes
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nas distancias e angulos de ligacdo. De forma a alcangar geometrias de equilibrio exactas, sdo
necessarios métodos e conjuntos de bases de nivel superior aos necessarios para sistemas de tamanho
semelhante que apenas apresentem liga¢gdes covalentes. As propriedades moleculares calculadas por
métodos ab initio incluem geometria, energias electrénicas e frequéncias vibracionais.

A interpretacao do espectro vibracional baseada unicamente em dados experimentais pode ser
problematica, uma vez que a atribuicdo das bandas observadas experimentalmente a vibragdes
especificas ndo é directa e muitas vezes torna-se ambigua. Uma atribuicao consistente das bandas
observadas experimentalmente e um consequente conhecimento detalhado da estrutura geométrica
e electrdnica do sistema, apenas podem ser efectuados através de uma compara¢do minuciosa com os
espectros calculados. Nos ultimos 20 anos, os métodos de quimica quantica tém sido desenvolvidos de
forma bastante satisfatéria. Recentemente foi demonstrado que os métodos de DFT constituem uma
poderosa alternativa computacional aos métodos de quimica quantica convencionais, uma vez que
exigem muito menos esforco computacional e tém em consideragdo correlagGes electrdnicas
adicionais, tal como mencionado anteriormente.

Os calculos tedricos do tipo ab initio fornecem informagdes relevantes acerca das alteragdes
energéticas e variagdes estruturais que ocorrem aquando da formag¢do de uma liga¢do de hidrogénio.
Este tipo de cdlculos permite a determinagdo de propriedades moleculares importantes tais como as
frequéncias e intensidades vibracionais.?” Através da andlise das orbitais de ligacdes naturais*® *° é
possivel obter parametros relacionados com a distribuicdo de populagdes, tais como carga atdmica e
variacOes da distribuicdo de carga, energias de interac¢do e respectivas ordens de ligacdo de Wiberg,
gue assumem também um papel importante no estudo de ligaces de hidrogénio.

Os métodos DFT e MPn (descritos na Sec¢do 2.2) sdo os mais indicados no estudo das ligacdes
de hidrogénio, uma vez que, sendo consideradas interac¢Oes fracas, é necessario contabilizar a
correlagdo electrdénica. Actualmente, os métodos hibridos B3LYP sdo os mais utilizados, produzindo
resultados mais vantajosos tanto do ponto de vista da qualidade, como em termos de exigéncia
computacional, comprovado num estudo efectuado sobre a formagdo de complexos de pequenas
moléculas com a dgua, através de ligagdes de hidrogénio.50

Os cdlculos ab initio podem também ser utilizados na modelagdo molecular de compostos de

51-53

inclusdo em ciclodextrinas, possibilitando-se assim a determinagdo de parametros energéticos e

geométricos associados ao processo de inclusdo. A investigacdo do perfil energético dos modos

53-60

preferenciais de inclusao, bem como das possiveis interac¢des hdspede-hospedeiro, especificas e

27,32,36,61-65 _~ . e P . e P
sdo alguns dos exemplos da aplicabilidade dos calculos ab initio na drea das

ndo especificas
ciclodextrinas.
Actualmente, uma das aplicagcdes mais frequentes dos calculos ab initio é o calculo tedrico de

frequéncias de vibracgdo. Esta aplicagdo permite que os calculos sejam utilizados como uma ferramenta
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de analise e interpretacdo dos espectros vibracionais, por comparacdo do espectro vibracional
previsto teoricamente com o obtido experimentalmente. Erros nas constantes de forga calculadas (e
consequentemente nas frequéncias) surgem devido a imprecisdes no célculo da energia electrdnica.
Uma segunda fonte de erro esta relacionada com a anarmonicidade dos osciladores reais. Apesar dos
calculos ab initio das forgas entre mondémeros em fungdo da distancia “imitarem” uma curva de
energia potencial anarménica, as frequéncias calculadas sdo harmdnicas. Uma vez que as constantes
de anarmonicidade para a maioria dos complexos formados por ligagdes de hidrogénio sao
desconhecidas, uma estratégia de resolugdo consiste em aplicar um factor de compensagdo (obtido
por calculos adicionais do complexo ou por compara¢do entre valores tedricos e experimentais)
aplicado as frequéncias harmaonicas da molécula em estudo. Assume-se que estes factores de escala
podem ser transferidos entre compostos e sdo aplicados uniformemente ao longo de todo o espectro.

Como ja referido anteriormente, os calculos ab initio consideram apenas moléculas isoladas e
portanto ndo incluem efeitos devido ao ambiente quimico. Deste modo, as frequéncias vibracionais
calculadas para a molécula isolada ndo descrevem adequadamente os espectros vibracionais de
sistemas sélidos, principalmente se na estrutura cristalina destes existiram interaccGes
intermoleculares fortes. Neste contexto sera discutida a implementagdo da metodologia PiMM (Pares

em materiais moleculares), proposta pelo grupo de investigacdo do Professor Paulo Ribeiro Claro.®
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RESUMO

A espectroscopia de Raman é considerada uma técnica com elevado potencial na quantificacdo
de formas polimérficas e pseudopolimérficas em amostras cristalinas, particularmente relevante na
area das ciéncias farmacéuticas. Neste contexto, foram estudadas as transformagdes
pseudopolimdrficas anidro<>hidrato do sistema Niclosamida (NC), quando exposto a diferentes
condicBes experimentais.

A espectroscopia FT-Raman foi aplicada para quantificar as formas anidra e hidratada dos
cristais de NC, principalmente devido a sua elevada sensibilidade na detec¢do das interac¢des
intermoleculares fortes presentes neste sistema. As amostras foram expostas a condi¢Ges de
humidade relativa bem definidas durante diferentes periodos de tempo e, tanto a difusdo de agua
como as alteragdes polimdrficas, foram monitorizadas pelas correspondentes mudangas observadas
no espectro vibracional. Ambos os processos de hidratacdo e desidratacdo ocorrem num sé passo,
com tempos de meia vida de ca. 144 h e 63 h, respectivamente, a 24 °C. Adicionalmente, os valores de
humidade relativa critica para os processos NCa<>NCh no decorrer de duas semanas foram também
determinados, resultando que o valor de humidade relativa critica para o processo de hidratacgdo é ca.

90% e para a desidratac¢do é de ca. 6%.
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Os processos de hidratacdo e desidratacdo de um sdlido farmacéutico durante o processo de
formulagdo ou na dosagem final, podem inadvertidamente afectar o desempenho quimico, fisico e/ou
biolégico do produto.’ Neste contexto, descreve-se neste Capitulo a aplicacio de uma metodologia
experimental que possibilita a avaliagdo quantitativa de processos de hidratagdo e desidratagdo no
estado soélido, utilizando como ferramenta a espectroscopia FT-Raman. Todos os passos necessarios
para uma avaliagdo fidedigna do processo hidratagdo-desidratacdo sdo ilustrados para o sistema
niclosamida, através das correspondentes variagdes observadas nos espectros vibracionais das duas
formas pseudopoliméficas em estudo (anidra e hidratada).

O presente Capitulo encontra-se organizado da seguinte forma: na primeira parte é evidenciada
a importancia do conhecimento das transi¢cdes polimorficas e pseudopolimadrficas no desenvolvimento
de formulag¢des estaveis, no processamento e armazenamento de farmacos e é apresentado o sistema
em estudo: niclosamida. De seguida, é descrita a metodologia aplicada e sdo indicados os resultados
obtidos para a NC que sdo posteriormente discutidos em termos de: a) selec¢do das regides espectrais
mais sensiveis a alteragdes pseudopolimdrficas, b) calibragdo (determinacdo de intensidades
intrinsecas), ¢) mecanismos e d) condi¢des de humidade relativa critica para ambos os processos de

hidratacdo e desidratagdao das duas formas da NC consideradas.

3.1. Introdugao

TRANSICOES POLIMORFICAS E PSEUDOPOLIMORFICAS

Os fendmenos de polimorfismo e pseudopolimorfismo sdo muito comuns em compostos
farmacéuticos e tém sido largamente referidos na literatura.”’ Para além de polimorfos,® ° outros
exemplos de possiveis estados soélidos sdo os solvatos e hidratos (recentemente designados de
solvatomorfos'® para evitar a confusdo, referida por alguns autores, com a expressdo
pseudopolimorfos™ *?).

O polimorfismo/pseudopolimorfismo evidenciado por um composto tem-se tornado um tema
importante em farmacia, uma vez que é amplamente conhecido que diferentes estruturas cristalinas
de um determinado composto podem exibir propriedades biofarmacéuticas distintas, tais como

solubilidade, estabilidade e/ou biodisponibilidade.l’ 1317

A ocorréncia inesperada de transi¢coes
polimérficas ou pseudopolimérficas pode conduzir a consequéncias relevantes, que podem resultar
num atraso no desenvolvimento do produto e paragem na distribuicdo comercial, como no caso do
Norvir®, uma marca comercial de cdpsulas semi-sélidas de ritonavir (farmaco anti-retroviral que age

18, 19

como inibidor de protease, utilizado no tratamento de infecgbes do virus HIV). Durante o

armazenamento, o farmaco em questdao converteu-se num polimorfo, até entdo desconhecido,

64



Andlise espectroscdpica de transi¢des anidro<>hidrato em sélidos farmacéuticos

termodinamicamente mais estdvel mas menos solluvel, provocando assim uma perda da sua
bioactividade.'® *°

A formacgdo de liga¢bes de hidrogénio estd directamente relacionada com a capacidade que
alguns sdlidos farmacéuticos apresentam para formar espécies hidratadas. A presenca de diversos
grupos doadores e/ou aceitadores da ligagdo de hidrogénio torna mais provavel a ocorréncia de
pseudopolimorfismo sendo que aproximadamente um terco dos sélidos farmacéuticos possui a
capacidade de formar espécies hidratadas, dependendo das condi¢Ges de temperatura e humidade.”
As moléculas de solvente podem incorporar a rede cristalina, resultando na formagdo de estruturas
solvatadas (hidratos no caso da agua) que diferem da estrutura dos seus andlogos anidros.” 2 A
molécula de agua, pela sua pequena dimensdo e pela capacidade de actuar como doador ou aceitador
em ligacbes de hidrogénio, estabiliza as estruturas do hidrato por intermédio de ligacdes de
hidrogénio com outras moléculas de dgua ou com moléculas do composto." Como consequéncia,
existem alteragGes na forga, nimero e tipo de interacgdes intermoleculares existentes na estrutura
cristalina. Estas alteragBes estruturais tém um efeito distinto no espectro vibracional (tanto na posi¢do
como na intensidade relativa das bandas), o que torna a espectroscopia vibracional uma escolha de
elevado valor para a analise qualitativa e quantitativa do comportamento da amostra.

A espectroscopia vibracional contém informagdo relativa ao movimento dos grupos funcionais
no solido e é normalmente especifica quanto ao local, fornecendo algumas pistas quanto as origens
das variacdes estruturais.™* De facto, nos ultimos anos, a espectroscopia vibracional tem encontrado
cada vez mais aplicacdes no campo da andlise farmacéutica, tornando-se uma ferramenta cada vez
mais aceite para caracterizar as formas no estado solido e as suas transi¢cGes de fase.!> 2 %
Adicionalmente, apresenta um numero de vantagens em relagdo a outras técnicas de caracterizagdo
que inclui a preparagdo minima da amostra, a monitorizagdo das alteracbes de um modo nao
destrutivo (permitindo a manutencao da integridade da amostra) e a capacidade de obter informacgdes
a um nivel molecular. A versatilidade da espectroscopia de Raman permite a identificacdo de formas
polimdrficas nos processos de cristalizagdo, secagem, moagem e granulagdo mesmo na presenca de

25-27 . . .
>?" Mais ainda, a espectroscopia de Raman revela

excipientes, por tras de vidro ou em 4gua.
alteragdes nas vibragdes da molécula durante a formagdo do hidrato e fornece um método excelente
para investigar ligacGes de hidrogénio entre as moléculas no estado sdlido, incluindo polimorfos e

13, 25-35
solvatos.™

NICLOSAMIDA

A Niclosamida (5-cloro-N(2-cloro-4-nitrofenil)-2-hidroxibenzamida, NC, Figura 3.1) é um

farmaco utilizado como anti-helmintico, maioritariamente aplicado no tratamento de infestagcdes com
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germes em humanos e animais ruminantes, cdes, gatos, avestruzes e aves domésticas.*®
Adicionalmente também foi encontrada uma significativa actividade anti-tuberculosa para a NC, com

uma concentragao minima inibitéria de 0.5 a 1.0 ug mi*?’

OH Cl

Cl
0]

Figura 3.1 — Representac¢do esquematica na Niclosamida (NC).

Muitos estudos indicam que a NC cristaliza em diversas formas solvatadas, dois monohidratos

36,38 ¢ .
"= E frequente encontrar na literatura da

(normalmente designados por Ha e Hg) e uma forma anidra.
especialidade, referéncias a sensibilidade exibida pela NC a transformagdes polimdrficas e
pseudopolimérficas reversiveis anidro (NCa)«>hidrato (NCh) que afectam os perfis de dissolugdo e

38, 39 . ~
’ O estudo da interconversdo

consequentemente a biodisponibilidade das amostras.>®
anidro<>hidrato, verificada para o sistema NC, é de particular interesse quer no desenvolvimento de
formulagbes estaveis de farmacos que envolvam este sistema (uma vez que as propriedades fisico-
quimicas, bioldgicas e mecanicas dos hidratos podem diferir significativamente das apresentadas pelos
anidros), quer no processamento e armazenamento dos mesmos.

AlteragGes na humidade relativa (RH, sigla em inglés) promovem conversao reversivel entre a

36, 38 . . P
" ** Qutros polimorfos/pseudopolimorfos possiveis

forma anidra (NCa) e o monohidrato Hy (NCh).
descritos na literatura (como o monohidrato Hg) ndo sdo parte deste caminho de conversdo. Espera-se
gue a forma hidratada apresente redes de ligagcdes de hidrogénio envolvendo as moléculas de agua,
gue estdo ausentes na forma anidra NCa. Estas diferencas estruturais tém um efeito directo no
espectro vibracional (tanto na posi¢cdo como na intensidade relativa das bandas), tal como confirmado
pelos dados espectroscépicos disponiveis.*®

De forma a identificar os modos envolvidos na andlise dos processos de hidratacdo e
desidratacdo da NC, foi efectuada a atribuicdo do espectro vibracional, com base em célculos DFT. A
atribuicdo dos modos vibracionais da NC é dificultada pelo elevado grau de conjugacdo entre os
modos vibracionais atribuidos as diferentes unidades estruturais, dois anéis aromaticos e um grupo

amida. De forma a estabelecer a atribui¢cdo vibracional, procedeu-se inicialmente a optimizagao

completa da estrutura molecular do mondmero, ao nivel padrdo B3LYP/6-31G*. As frequéncias
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vibracionais com respectivas intensidades foram seguidamente calculadas ao mesmo nivel de cdlculo,
ndo se verificando a existéncia de valores imaginarios, indicando tratar-se de minimos reais. Para
efeitos de comparagdo com os valores experimentais, os valores de frequéncia calculados foram
multiplicados por um factor de 0.9614, indicado como o valor éptimo para o nivel de calculo

m 40
utilizado.

Cl2

N1

cil

01

Figura 3.2 — Estrutura optimizada ao nivel B3LYP/6-31G* do mondmero da NC, com respectiva numeracdo dos

atomos indicada.

Na Tabela 3.1 é apresentada a atribuicdo parcial dos espectros de Raman das formas NCa e
NCh, estabelecida com base nos valores de frequéncia calculados para os modos normais do
mondmero.

Tendo em conta que o estado de hidrata¢do poderd afectar as propriedades fisicas e quimicas

A e 1, 16
de um produto farmacéutico,™

é importante conhecer a resposta dos sélidos farmacéuticos ao
ambiente de armazenamento, nomeadamente as condi¢ées de temperatura e humidade, avaliando
desta forma, a interconversdo no estado sélido destes hidratos com as suas formas anidras. Por forma
a alcancgar este objectivo, uma metodologia baseada na espectroscopia de Raman é apresentada e
aplicada a NC — usada como composto modelo. Em trabalhos anteriores foi considerado que esta
metodologia fornece parametros cinéticos reprodutiveis para sistemas que apresentam grandes
alteracdes espectrais entre as formas anidra e hidratada, como a Teofilina.”” A aplicabilidade desta
metodologia a sistemas com alteragGes espectroscopicas menos evidentes também é bem ilustrada
pelo caso da Cafeina.** Atendendo a algumas discrepancias encontradas relativamente a estudos de

hidratagdo e desidratacdo efectuados para outros compostos,"z'45

torna-se particularmente
importante estudar ambas as transi¢des pseudopolimérficas (hidratagdo e desidratagdo) usando a
mesma metodologia experimental (grau de moagem, temperatura, humidade e técnica de analise) que

sera seguidamente descrita.
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Tabela 3.1 — Bandas mais relevantes no espectro de Raman que apresentam diferentes nimeros de onda para as

formas NCa e NCh e respectiva atribui¢do proposta.

calc. @ NCa (cm™) NCh (cm™) Atribui¢cdo aproximada fbl

351 339 333 y anel

645 631 635 v N-H

826 820 824 B CCN
1204 1218 1226 vC-0+BC-O-H
1273 1283 1289 BHN-C + vN-C*
1317 1327 1340 B C-O-H+vC-0
1339 1348 1328 vsNO,
1566 1517 1504 Vas NO,
1526 1568 1559 BHN-C + VN-C*
1695 1650 1680 v C=0

[a] baseado em frequéncias de grupo de Raman e IV e célculos DFT ao nivel B3LYP/6-31G* para a molécula
isolada; [b] v - elongagdo; B - deformacdo no plano; y - deformacdo fora do plano; s - simétrico; as-anti-

simétrico; * combinagdes em fase e fora de fase da deformagdo no plano de HNC e da elongagdo NC

3.2. Metodologia aplicada a monitorizacdo de transigdes pseudopolimorficas

As diferentes componentes observadas (posicdo de bandas e respectiva intensidade) nos
espectros de diversas formas no estado sdlido sdo factores chave que permitem a monitorizagdo do
processo de hidratacdo/desidratacdo durante a transicdo de fase. Por este motivo, a metodologia
aplicada ao estudo das transi¢des anidro<>hidrato do sistema NC, é baseada em espectroscopia de
Raman, mais concretamente nas diferengas vibracionais observadas na maioria dos sistemas
anidro-hidrato como resultado das alteracdes nos contactos intermoleculares. No ambito deste
trabalho, a espectroscopia de difusdo de Raman apresenta algumas vantagens em relagdo a
espectroscopia de absor¢do no infravermelho, nomeadamente a fraca actividade de Raman exibida
pelas vibragdes da 4gua, as quais, sendo fortemente activas em infravermelho, ocultam uma ampla
regido do espectro de infravermelho. Deste modo, a espectroscopia de Raman tem sido aplicada a
monitorizacdo de processos de hidratac3o e desidratacio de vérios sistemas incluindo ciclodextrinas*®
*! e sélidos farmacéuticos.'® 2% 33

Um composto farmacéutico anidro (A), que facilmente se converte na forma hidratada (H) por

absorcdo de humidade por parte da forma sélida, estabelecendo um equilibrio com o ambiente,
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origina diferentes bandas de Raman. A intensidade observada (lx e ly) da banda associada a cada
forma pseudopolimérfica (A e H) é directamente proporcional a intensidade intrinseca do
correspondente modo vibracional (05 e d4) e a concentragdo relativa dessa forma pseudopolimarfica

na amostra (Cae Cy):
IA = 6A X CA (3.1)
IH = 61.1 X CH (3.2)

E possivel, monitorizando a quantidade de A e H a diferentes condi¢des de RH e temperatura,
investigar a cinética de hidratagdo e desidratacdao de compostos farmacéuticos sob diversas condi¢des
ambientais. Adicionalmente, os mecanismos de hidratagdo e desidratacdo bem como as condigGes de
RH critica de ambos os processos podem igualmente ser determinados.

A fracgdio de conversdo (o, a variar entre 0 a 1) representa uma medida do progresso da reac¢ao
em termos da transferéncia de intensidade de uma banda para outra em fung¢do do tempo. Pode ser
determinada através dos dados normalizados obtidos por espectros de Raman e permite determinar
as proporg¢des relativas da forma anidra e hidratada na amostra, no decorrer de um determinado
tempo t. Assim sendo, os valores da fraccdo de conversdao podem ser determinados usando a relagdo
de intensidades das bandas de Raman associadas a cada forma, NCa e NCh. Ou seja, os valores da
fraccdo de hidratacdo (o) e de desidratagdo (oq) num determinado instante da reac¢do (tempo de
exposicdo a condi¢des de RH bem definidas ou tempo de armazenamento a uma determinada

temperatura) podem ser determinados, respectivamente por:

an(t) = Iycn/Uncn + Onen/Onca)lncal  (3:3)

aq(t) = Inca/lInca + (Onca/Oncn)Incn]  (3.4)

onde | representa a intensidade das bandas atribuidas as formas NCa e NCh num instante t da reac¢do
e d representa a intensidade intrinseca do modo vibracional considerado. Por defini¢do ap+og=1.

Um passo fundamental em qualquer estudo cinético é encontrar o mecanismo que fornece a
melhor descricdo do processo em estudo e que permite o calculo de parametros cinéticos relevantes.
Neste contexto, apds a determinagdo da frac¢do de conversdo (a, e ag), é possivel obter um conjunto
de parametros relativos aos processos de hidratacdo e desidratacdo por intermédio do ajuste de
diferentes modelos aos dados experimentais, permitindo a identificacdo do mecanismo que esta na
base de ambas as conversGes NCa—>NCh e NCh—NCa. Diferentes modelos cinéticos [f(oc)=k‘c]54'56

foram definidos para caracterizar os mecanismos de reacgdes no estado sélido (das quais sdo exemplo

as transicdes pseudopolimérficas descritas neste trabalho).

69



Capitulo 3

Tabela 3.2 — Mecanismos de reacg¢des no estado sélido

54-56

e respectivas equagdes.

Modelo f(o)=kt™ Mecanismo controlo — velocidade de conversido Classificagﬁo[b]
M1 ot Lei de Poténcia Nucleagdo
M2 o3 Lei de Poténcia Nucleagdo
M3 o Lei de Poténcia Nucleaggo
M4 o’ Lei de Poténcia Nucleacdo
Reaccgdo de fronteira de fase a uma dimensao N L.
M5 1-a Contrac¢do geométrica
(ordem zero)
12 Reacgdo de fronteira de fase a duas dimensdes N L.
M6 1-(1-a) ) o Contracgdo geométrica
(simetria cilindrica)
13 Reaccgdo de fronteira de fase a trés dimensdes . Lo
M7 1-(1-a) . . L. Contracgdo geométrica
(simetria esférica)
M8 -In(1-0) Equacdo de Mampel Ordem de Reacgdo
M9 (-In(1-a))" Equagdo de Avrami-Erofeev, n = % Nucleagdo
M10 (-In(1-a))" Equacdo de Avrami-Erofeev, n = % Nucleag3o
M11 (-In(1-00))" Equacdo de Avrami-Erofeev, n = % Nucleagdo
M12 (-In(l-oc))Z/3 Equacgdo de Avrami-Erofeev, n =% Nucleagdo
m13 a Mecanismo de ordem zero (Polany-Wigner) Ordem de Reacgdo
M14 o’ Difusdo a uma dimensdo Difusdo
M15 (1-o)In(1-a)+a Difusdo a duas dimensdes Difusdo
M16 (1—(1-oc)1/3)2 Difusdo a trés dimensdes (equagdo de Jander) Difusdo
M17  1-(20/3) —(1-a)*®  Difusdo a trés dimensdes (Ginstling-Brounshtein) Difusdo

[a] « - fracgcdo de conversdo NCa—NCh ou NCh—NCa; k - constante de velocidade de reacgdo; t - tempo de exposigdo a

condicGes de RH ou tempo de armazenamento a uma determinada temperatura. [b] De acordo com a Tabela 1 37

Os modelos cinéticos utilizados neste estudo tém sido desenvolvidos com base em alguns

principios mecanisticos e sdo classificados genericamente por nucleagdo, contraccdo geométrica,

difusdo e ordem de reacgdo (ver Tabela 3.2).

Os dados experimentais sdo ajustados aos diferentes modelos (através da representacdo de f(a)

em funcdo do tempo t) e aqueles que proporcionarem um melhor ajuste estatistico (ver sec¢do 9.13
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do Capitulo 9) sdo escolhidos como modelos a partir dos quais sdo estabelecidos alguns parametros
cinéticos. Como exemplo, o declive da recta obtida corresponde a constante de velocidade de reacgao
do processo.

Para o estudo do processo de hidratagdo da NC, o composto na forma comercial anidra, foi
exposto a condigdes de RH100%, durante duas semanas a temperatura de 24 °C. No processo de
desidratacdo, as amostras de NC foram cristalizadas em agua e de seguida: i) armazenadas a diferentes
temperaturas durante diferentes periodos de tempo e também ii) expostas a condicbes de RH0%
durante uma semana a temperatura de 24 °C. Na determinac¢dao da humidade relativa critica para
ambas as formas NCa e NCh, as amostras foram expostas a diferentes condi¢bes de humidade relativa
(RH a variar na gama 0-100%, seccdo 9.3, Capitulo 9) durante duas semanas e a temperatura ambiente
de 24 °C. Nos diferentes tipos de experiéncias, foram registados os espectros de FT-Raman das varias

amostras, tendo em consideracgdo alguns cuidados experimentais (ver sec¢do 9.11.1 do Capitulo 9).

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Regi0es espectrais mais sensiveis as transicoes pseudopolimérficas

A Figura 3.3 mostra a comparagao entre o espectro de Raman das formas puras NCa (a) e NCh
(b) nas regides espectrais 50-1000, 1200-1700 e 3000-3200 cm™. Os dois espectros apresentam
diferencas que estdo distribuidas ao longo de quase toda a gama espectral. A atribuicdo proposta para
as bandas mais relevantes destas regides encontra-se indicada na Tabela 3.1.

Alguns grupos funcionais sdao mais afectados que outros pelas diferencas estruturais que
caracterizam a formagdo anidro/hidrato, dependendo da sensibilidade demonstrada as condicdes
ambientais. Consequentemente, as bandas correspondentes podem ser utilizadas na monitorizacao
das alteragdes pseudopolimorficas verificadas durante o processo de hidratacdo/desidratacdo.
Algumas diferencas entre os espectros das formas NCa e NCh podem ser associadas a alteragdes
estruturais promovidas pelo processo de hidrata¢do. Por exemplo, o modo vC=0 desloca-se de 1650
cm™ na NCa para 1679 cm™ na NCh, indicando gue o oxigénio carbonilico estd mais fortemente
envolvido em ligagdes de hidrogénio na forma anidra. Por outro lado, as elongac¢des simétrica e anti-
simétrica do grupo NO, (VNO;) deslocam-se para menores valores de nimero de onda, de 1348 para
1328 cm™ e de 1517 para 1504 cm™, respectivamente. Estas observacdes sugerem que a molécula de
agua esta provavelmente localizada préximo do grupo NO; e ndo ligada ao grupo carbonilo. Os modos
que combinam elongacdo e deformacdo no plano dos grupos C-O-H e C-N-H (elongagdo C-X e
deformacdo no plano C-X-H) sdo também afectados pelo processo de hidratagdo, mas o significado

estrutural destas alteracdes ndo é directo.
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Figura 3.3 — Espectro FT-Raman da niclosamida anidra (NCa, a) e da niclosamida hidratada (NCh, b) nas regides

espectrais 50-1000, 1200-1700 e 3000-3200 cm™,

Calculos DFT usando uma abordagem de pares moleculares®® podem ser utilizados para prever
os desvios associados a contactos intermoleculares entre pares e auxiliar na atribuicdo vibracional
completa de diferentes formas cristalinas. Embora essa atribuicdo esteja fora do ambito deste
trabalho, cdlculos com alguns pares sugerem que os desvios observados podem resultar de um
aumento de ligagdes de hidrogénio do grupo OH (por exemplo, devido a associa¢do niclosamida::-H,0)
e o decréscimo de ligacdes de hidrogénio com o grupo C=0.

De forma a utilizar a espectroscopia de Raman na avaliagdo dos parametros cinéticos, é
necessario em primeiro lugar identificar as bandas associadas a cada forma polimérfica ou
pseudopolimdrfica que intervém na reac¢do, e depois seleccionar as bandas que mais se adequam
para a caracterizacdo da amostra. Todas as regides espectrais que apresentam diferengas entre as
formas NCa e NCh (Figura 3.3) foram avaliadas quanto a adequagdo para serem utilizadas na
quantificagdo das duas formas pseudopolimérficas, pela consideragdo de misturas fisicas com
composicdo molar NCa/NCh conhecida. Nesta avaliagdo, foram tidos em conta dois critérios. Em
primeiro lugar, a existéncia de um ponto pseudo-isosbéstico é necessaria (geralmente aceite como um
indicativo que existem apenas duas espécies em equilibrio e que se interconvertem directamente).58’ >
Em segundo lugar, também foi tido em consideragcdo o numero de bandas que sdo exigidas para o
processo de ajuste (uma vez que as regides espectrais que podem ser descritas usando apenas duas
bandas no processo de ajuste sdo menos propensas a erros de excesso de parametrizagdo).

O espectro de Raman da NCa e NCh nas regides 620-646 cm™ e 1620-1710 cm™, consideradas as

regides mais adequadas para o presente estudo, estd ilustrado na Figura 3.4. As bandas observadas
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nestas regides estdo provavelmente relacionadas com a elongagdo do oscilador C=0 (1650/1679 cm'l)
e com a deformac3o fora do plano do oscilador N-H (631/635 cm™) de acordo com os dados da Tabela

3.1
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Figura 3.4 — Comparacdo dos espectros FT-Raman da niclosamida anidra (NCa, linha a cheio) e da niclosamida
hidratada (NCh, linha a tracejado) nas regies espectrais 620-646 e 1620-1710 cm™. (intensidades

normalizadas pela banda mais intensa do espectro de cada forma polimérfica)

3.3.2. Calibragao

Tendo em conta que a intensidade intrinseca relativa de um determinado modo vibracional
pode diferir significativamente dependendo da forma pseudopolimérfica considerada, as intensidades
intrinsecas relativas (3,/0, e 8./6h) correspondentes ao modo vibracional em analise devem ser
calculadas previamente, por intermédio de curvas de calibragdo, estabelecidas com misturas fisicas de
ambas as formas (A e H) e com composi¢cdo conhecida. Assim sendo, as relages 8,/6, e 8,/0n
correspondentes aos modos vibracionais em analise s3ao determinadas por ajuste linear das
intensidades relativas previstas (obtidas por ajuste de bandas, ver sec¢do 9.12, do Capitulo 9) em
funcdo das fracgdes molares conhecidas. O estudo de calibragdo (misturas fisicas com diferentes
fracgGes molares de NCh - Sec¢do 9.4, Capitulo 9) efectuado para o sistema NC, na regido espectral

1620-1710 cm™ (vC=0) encontra-se representado na Figura 3.5.
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Figura 3.5 — Espectros de Raman, na regido 1610-1720 cm™ de misturas fisicas com fraccdes molares de NCh
iguais a 0.0, 0.18, 0.58, 0.77 e 1.0. Verifica-se a presenca de um ponto pseudo-isosbéstico aproximadamente a

1668 cm™.

Tal como referido anteriormente, a intensidade intrinseca relativa de um determinado modo
pode diferir significativamente dependendo da forma pseudopolimdrfica considerada. Através da
preparacdo de misturas fisicas com fracgdes molares bem conhecidas, as intensidades intrinsecas
relativas (6,/8, e 8./8n) dos modos vibracionais considerados podem ser determinadas por ajuste
linear das intensidades relativas previstas (obtidas por processos de desconvolu¢do de bandas) como

funcdo das fraccbes molares através da expressao:

I, 6
4 _ 0 Xa

Iy g XH (3.5)

onde ya e yu representam as fraccdes molares das forma anidra e hidratada, respectivamente. A
Figura 3.6 ilustra o processo de calibragdo para o modo vibracional vC=0 (1620-1710 cm’™), através da

representagdo grafica de I/l em fungdo de ya / xn utilizada para avaliar a proporgdo dyca/Onch.
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Figura 3.6 — Procedimento de calibracdo, realizado na regido espectral 1620-1710 cm™, de misturas fisicas com

fracgdes molares de NCh iguais a 0.0, 0.18, 0.58, 0.77 e 1.0.
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Figura 3.7 — Comparacgdo entre o espectro de Raman das formas NCa e NCh nas regiGes espectrais 620-646 e

1620-1710 cm™ depois de aplicar o factor de escala de forma a reflectir as intensidades intrinsecas relativas de

cada banda.

Este procedimento de calibragdo foi também realizado para a outra regido espectral
considerada (620-646 cm'l) e os resultados obtidos encontram-se resumidos na Tabela 3.3. Na Figura

3.7 estdo representadas as regides espectrais em andlise, depois da aplicacdo do factor de escala

determinado pelo método de calibracao.
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Tabela 3.3 — Resultados obtidos na calibracdo das varias misturas fisicas (NCa + NCh) com frac¢des molares

conhecidas.
Regido Centro da banda (cm'l)
Modo 5
espectral al p ! S, [b] o ! R2 (ol % [b]
1 vibracional NCa NCh Neh
(cm™)
1620-1710 vC=0 1650 1679 2.5120 0.18512 -0.2794 0.9973 2.51
620-646 v N-H 631 635 0.5829 0.0529 0.09643 0.9965 0.58

[a] Atribui¢des de acordo com a Tabela 3.1. (v - elongagdo, y - deformagdo fora do plano); [b] b - declive; S, — desvio
padrdo do declive; a — intersecgdo da recta de regressdo linear no eixo do y; R? — coeficiente de correlagdo; Oney —
intensidade intrinseca do modo vibracional em andlise considerando a forma anidra; dycn, — intensidade intrinseca do

modo vibracional em analise considerando a forma hidratada.

3.3.3. Determinagdao dos mecanismos associados as transi¢des anidro<>hidrato

Os estudos cinéticos envolvendo a NC, efectuados de modo a estudar o mecanismo envolvido
no processo de hidratacdo da forma anidra, NCa e de desidratacdao da forma hidratada, NCh, sdo de

seguida apresentados.

HIDRATAGAO DA NICLOSAMIDA ANIDRA

A Figura 3.8 apresenta as variagdes sequenciais do espectro de Raman observadas na regido
atribuida ao modo de elongac¢do do oscilador C=0 (1620-1710 cm'l) de amostras de NCa expostas a
humidade relativa de 100% durante diferentes intervalos de tempo e a temperatura ambiente de
24 °C (Figura 3.8a). As intensidades dependentes do tempo de exposi¢do observadas na regido 620-
646 cm™ apresentam comportamentos semelhantes. Na Figura 3.8b encontra-se representada a
fraccdo de hidratacdo (o) em fungdo do tempo de exposicdo a condigdes de RH100% (expresso em
horas).

As primeiras evidéncias de transformagdo pseudopolimdrfica sdao detectadas apds 96 h de
exposicdo. Por outro lado, ao fim de 240 h de exposicdo, a banda atribuida a forma NCa é fraca e
desaparece depois de mais de 264 h. Tempos de exposicdo mais longos ndo deram origem a qualquer

alteragdo espectroscépica observavel.
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Adicionalmente, deve ser referido que todos os espectros registados no decorrer da conversao
NCa—NCh podem ser descritos pela soma dos espectros puros NCa e NCh, devidamente escalados,
sem quaisquer bandas adicionais ou componentes em falta. A auséncia de componentes atribuidas a
formas metaestdveis ou espécies intermediarias é consistente com o mecanismo de um sé passo

indicado pelo ajuste dos dados experimentais (Figura 3.8b).
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Figura 3.8 — a) Espectros FT-Raman, na regido compreendida entre 1620-1710 cm™, de amostras de NCa
armazenadas a 24 °C e RH100% no decorrer de duas semanas e b) representagdo da fracgdo de hidratagdo (o)

em fungdo do tempo de exposi¢do a um ambiente de RH100%.

Na determinagdo da frac¢do de hidratagdo é necessario 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 Sec¢do 9.12 do Capitulo 9.

No estudo da natureza do mecanismo envolvido no processo de hidratacdo da NCa, os valores
da fracgdo de hidratagdo oy, calculados para as duas regides espectrais consideradas, foram ajustados
aos diferentes modelos cinéticos representados na Tabela 3.2. Tendo em conta as consideragdes
descritas na Sec¢do 9.13 do Capitulo 9, a qualidade do ajuste linear foi, neste trabalho, determinada

o ~ . 2 e oo
pela utilizacdo conjunta dos valores de R” e Sy. Verificou-se que, para as duas regides em estudo, o
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mecanismo que melhor descreve os resultados do processo de hidratacdo da NCa é o mecanismo de
um so6 passo de nucleagdo Avrami-Erofeev (Modelo 10, n=}4) com uma constante de velocidade de
0.007 h™. Os resultados exibidos na Tabela 3.4 indicam que a hidratacdo da NCa ocorre com tempos

de meia-hidrata¢do e de hidratagdo completa de aproximadamente 144 h e 343 h, respectivamente.

Tabela 3.4 — Valores da constante de velocidade de hidratagdo (k), desvio padrdo do declive (S,), coeficiente de
correlacio (R?) e tempos de meia hidratacdo (t1/2) e de hidratagdo completa (t,), obtidos com os melhores ajustes

lineares (f(a)) estabelecidos para a NCa nas duas regides espectrais consideradas.

Regido espectral Modelo . ) (b] .
4 ol f(a) k (h™) Sy R ti)2 th
(cm™) cinético
M10 0.0076t—0.1068 0.0076 0.00057 0.9680 130 311
1620-1710

M11 0.0063t +0.0379 0.0063 0.00045 0.9700 139 286

M9 0.0071t - 0.2084 0.0071 0.00056  0.9582 147 507

620-646

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 hidratacdo [ f(a)=0.83, 0.88 e 0.91 para os modelos M9,
M10 e M11, respectivamente, usando a=0.5]. [c] Tempo de hidratagdo total [f(a)=3.39, 2.26 e 1.84 para os modelos
M9, M10 e M11, respectivamente, usando =0.99999].

DESIDRATAGAO DA NICLOSAMIDA HIDRATADA

Tal como observado para o processo de hidratagdao, o espectro de Raman das amostras no
decorrer do processo de desidratagdo ndo revela a presenca de qualquer forma intermédia, isto é, de
componentes vibracionais adicionais ou ausentes relativamente as componentes pertencentes as
formas NCa e NCh. A presenga de uma forma intermédia (metaestdvel) durante o processo de
desidratagdo é observada por espectroscopia de Raman no caso da teofilina, para a qual um
mecanismo em dois passos foi proposto: sé depois da perda de uma quantidade significativa de dgua
(cerca de 17%), a estrutura “tipo-hidrato” reorganiza-se para a estrutura ”tipo-anidro”.27 No caso da
NC, a reorganizagdo da estrutura de NCh para NCa parece ser concomitante com a perda de dgua.

Tal como representado na Figura 3.9, as primeiras evidéncias de desidratacao aparecem apds

mais de 24 h de exposicdo a condi¢des de RH=0%, a 24 °C. Por outro lado, apds 120 h de exposi¢do a

banda atribuida a forma NCh representa apenas um pequeno ombro, que desaparece completamente
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ao fim de 144 h de exposicdo (6 dias). Tempos de exposicdo mais elevados ndo deram origem a

alteracdes adicionais observaveis.
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Figura 3.9 — a) Espectros FT-Raman, na regio compreendida entre 1620-1710 cm™, de amostras de NCh
armazenadas a 24 °C e RH0% no decorrer de uma semana e b) representacdo da fracgdo de desidratagdo (o) em

fun¢do do tempo de exposi¢do a um ambiente de RH0%.

Depois de ajustar os valores de oy aos diferentes modelos da Tabela 3.2, de acordo com o
referido na secgdo anterior relativamente ao processo de hidratacao, pode concluir-se que para ambas
as regides espectrais (620-646 e 1620-1710 cm™) a desidratacdo da NCh é descrita de forma mais
completa pelo mecanismo de nucleagdo aleatéria de Avrami-Erofeev. Na Tabela 3.5 estdo sumariados
os melhores resultados cinéticos obtidos para o processo de desidratagcdao da NCh, usando medigGes
de Raman. De acordo com os resultados experimentais, assume-se que o processo de desidratacdao
ocorre num so passo, descrito pela equagao de Avrami-Erofeev com expoente 75, com uma constante
de velocidade de ca. 0.0157 h™ o que corresponde a um tempo de meia-desidratacdo de ca. 63 h.

O limite de desidrata¢do dependente-da-temperatura da NCh situa-se acima dos 35 °C. A 35 °C
ndo sdo encontradas quaisquer evidéncias de desidratacdo apds uma semana de exposicdo — e esta é

uma informacgdo importante para o armazenamento da NC. Por outro lado, a 45 °C a desidratagdo da
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NCh inicia-se apds 24 h de exposicdo mas s6 esta concluida depois de mais de 10 dias (Figura 3.10). A

60 °C, a desidratacdo da NCh estd concluida ao fim de apenas 8 h. Tal como esperado, o tempo

necessdario para a completa desidratacdo da NCh aumenta a 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 desidratagdo (k), desvio padrdo do declive (S,), coeficiente de

correlacio (R?) e tempos de meia desidratacio (t1/2) e de desidratagdo completa (ty), obtidos com os melhores

ajustes lineares ( f(o)) estabelecidos para a NCh nas duas regides espectrais consideradas.

Modelo
Regido espectral (o) k (hY) S R? t.,, M ¢
1 cinético @ t ° Ve ’
(em™)
M9 0.0164t-0.2182 0.0164 0.00232 0.9602 64 220
1620-1710
M10 0.0137t-0.1112 0.0137 0.00187 0.9631 72 172
M9 0.0150t - 0.0891 0.0150 0.00254 0.9448 62 232
620-646
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 desidratagdo [f(a)=0.83, 0.88 e 0.78 para os modelos

M9, M10 e M12, respectivamente, usando a=0.5]. [c] Tempo de desidratagdo total [f(a)=3.39, 2.26 e 5.10 para os

modelos M9, M10 e M12, respectivamente, usando 0=0.99999].
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Figura 3.10 — Resultados obtidos para a desidratagdo da NCh a diferentes temperaturas. Representacdo da
fracgdo de desidratagdo (oq) em fungdo do tempo de armazenamento a a) 45 °C e b) 60 °C. Valores obtidos a

partir da regido compreendida entre 1620-1710 cm™.

3.3.4. Determinag¢do do valor de RH critica nos processos de hidratagdo e

desidratacao

No decorrer de processos como cristalizagao, liofilizagdao, granulagao humida e filme aquoso ou
secagem em spray, os sélidos farmacéuticos podem entrar em contacto com agua. Mais ainda, as
substancias activas ou os produtos farmacéuticos sdo submetidos a diferentes temperaturas e
humidades relativas no decorrer do armazenamento (nomeadamente devido as condigdes climaticas),
dando origem a fendmenos inesperados de hidratacdo ou desidratacdo que sdao conhecidos por
afectarem diversas propriedades dos compostos, tais como solubilidade, taxa de dissolucdo,
estabilidade e biodisponibilidade.l' 60

Um parametro importante a ter em conta no processamento, formulagdo e armazenamento de
um composto farmacéutico é a humidade relativa critica, uma vez que uma determinada forma anidra
pode ser estavel abaixo de um certo valor de RH mas a valores superiores é possivel que se converta
na espécie hidratada. De forma a estudar este processo, foram realizados ensaios com amostras de
NCa expostas a diferentes condi¢gdes de RH (na gama 0-100%) e o valor da humidade relativa critica foi
determinado.

Tal como referido anteriormente, a exposi¢do a valores de RH extremos (0 e 100%) resulta na
interconversao completa NCa<>NCh em menos de duas semanas. No entanto, a valores de RH
intermédios, foi determinado que os mesmos processos (conversdo completa) ocorrem numa escala

temporal mais alargada. De facto, para periodos de armazenamento de mais de um més nao foi
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possivel identificar o valor de RH critica termodinamica. Os resultados obtidos apds um periodo de
armazenamento de duas semanas encontram-se representados na Figura 3.11.

A presenga 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 atribuida a
NCa permanece até RH=97%. Para o processo inverso (NCh—>NCa) os primeiros indicios de
desidratacdo sdo visiveis apenas no espectro de Raman de amostras armazenadas a RH<6% (Figura

3.12).
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Figura 3.11 — a) Espectros FT-Raman, na regido compreendida entre 1620-1710 cm™, de amostras de NCa
armazenadas a diferentes valores de RH, no decorrer de duas semanas e b) representagdo da fraccdo de
hidratacdo (o) em fungdo de diferentes valores de RH e a temperatura de 24 °C. A frac¢do o, 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 regido 1620-1710 cm™, obtidos com
amostras de NCa expostas, durante duas semanas, a ambientes com diferentes humidades relativas
(%RH), a temperatura de 24 °C, conforme descrito na Sec¢do 9.3 do Capitulo 9. O comportamento

observado nesta regio verifica-se também na regido compreendida entre 620-646 cm™. Também se
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encontra incluida na Figura 3.11, a representacdo da fraccdo de hidratagdo (o) em funcdo 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 conversdo NCa—NCh numa gama

muito restrita de valores de RH.

9%

6%

0%

1620 1640 1660 1680 1700

. -1
Numero de onda / cm

Figura 3.12 — Espectros FT-Raman, na regio compreendida entre 1620-1710 cm™, de amostras de NCh

armazenadas a diferentes valores de RH, no decorrer de duas semanas.

3.4. Conclusoes

A espectroscopia de Raman foi utilizada de forma apropriada para quantificar as formas anidra
e hidratada de cristais de NC, principalmente devido a elevada sensibilidade demonstrada as
interacgdes intermoleculares fortes presentes nestes sistemas. No sistema NC, existem varias regides
espectrais que podem ser usadas na quantificacdo de transformacgbes de fase anidro-hidrato,
nomeadamente as bandas atribuidas a modos vibracionais de elongagdo do oscilador C=0 (1620-1710
cm™) e de deformacao fora do plano do oscilador N-H (620-646 cm™). Estas regides apresentaram os
requisitos necessarios para a aplicacdo da metodologia descrita neste Capitulo e foram utilizadas na

monitorizagdo quantitativa das transicdes NCa<>NCh.
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As alteragOes espectrais observadas sugerem que no decorrer da hidratagdo, o grupo carbonilo
nao participa ou esta fracamente ligado por interacgdes de hidrogénio, e que a molécula de agua esta
provavelmente localizada perto dos grupos NO, e OH de duas moléculas vizinhas. De entre os diversos
componentes espectrais sensiveis ao grau de hidratacdo/desidratacdo, as bandas atribuidas a vC=0
(1650/1679 cm™) e yN-H (631/635 cm™) apresentam condicdes optimizadas para a caracterizacdo das
amostras.

Ambos os processos de hidratagdo e desidratagdo foram determinados como mecanismos de
um so passo de nucleagdo aleatéria de Avrami-Erofeev. A auséncia de componentes espectrais que
ndo estdo associados as formas NCa e NCh puras, no decorrer dos processos de hidratacdo e
desidratacdo, indica a auséncia de formas intermediarias e é consistente com o mecanismo de um sé
passo. A RH=100% e 24 °C, a hidratacdo da NCa é descrita pela equacdo de Avrami-Erofeev com
expoente %. A constante de velocidade é ca. 0.007 h' o gue corresponde a um tempo de meia-
hidratacdo de ca. 144 h. Por outro lado, a desidratagdo da NCh a RH=0% e 24 °C é descrita pela
equacdo de Avrami-Erofeev com expoente 5, com uma constante de velocidade de ca. 0.0157 h?, o
gue corresponde a um tempo de meia-desidratacdo de ca. 63 h. Adicionalmente, o inicio da
desidratacdo dependente da temperatura situa-se entre os 35 °C e os 45 °C.

Os valores de humidade relativa critica para os processos NCa<>NCh no decorrer de duas
semanas foram também determinados. Para a hidratacdo, o valor é de ca. 90% enquanto para a
desidratacdo é de 6%. De notar que, para um periodo de duas semanas, ndo ocorre qualquer

conversdao NCa<>NCh para uma vasta gama de valores de RH.
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RESUMO

De acordo com a abordagem utilizada neste Capitulo (PiMM — Pares em Materiais Moleculares),
a atribuicdo completa ou parcial dos espectros de infravermelho e de Raman das amostras em estudo
(polimorfos anidros da nitrofurantoina e diversos acidos gordos) foi concretizada tendo em conta os
efeitos das interacgdes intermoleculares existentes na estrutura cristalina das amostras. Os desvios
nas frequéncias vibracionais devido ao empacotamento cristalino foram avaliados por célculos DFT
para um conjunto apropriado de pares moleculares, utilizando o nivel de teoria B3LYP/6-31G*. Neste

Capitulo é descrita a utilizacdo da abordagem PiMM no estudo de:

i) TransformacGes polimorficas e interacgdes intermoleculares existentes na estrutura cristalina
de um composto farmacéutico: nitrofurantoina;

ii) RegiGes de equilibrio sélido-liquido em diagramas de fases de misturas binarias de acidos
gordos, identificadas pela correspondente monitorizagdo de modos sensiveis no espectro

vibracional das misturas.

No primeiro caso, os resultados obtidos indicam que os modos vibracionais relacionados com
osciladores do tipo C=0, N-H e C-H s3o fortemente afectados pela formagdo de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares e que as interac¢des fracas do tipo C-H--:O desempenham um papel importante no
aumento da estabilidade de associacdes moleculares em sistemas bioldgicos.

No caso das misturas bindrias de acidos gordos, a espectroscopia de Raman e a metodologia
PiMM foram utilizadas como técnicas complementares na identificagdo de reacgdes peritécticas,

eutécticas, metatécticas e regides de completa miscibilidade entre acidos gordos.
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4.1. Metodologia PIMM: descri¢do

A atribuicdo completa do espectro vibracional de moléculas relativamente grandes no estado
cristalino é uma tarefa complexa, sendo a associacdo de bandas observadas experimentalmente a
modos vibracionais especificos normalmente incerta. De forma a ultrapassar esta dificuldade, os
calculos DFT sdo utilizados frequentemente para apoiar a atribuicdo do espectro vibracional, através
da comparacgdo entre espectros calculados e experimentais. No entanto, uma das maiores limitagGes
da utilizagdo de calculos DFT na previsdo de espectros vibracionais resulta da complexidade
computacional do método, que impde restricdes a dimensdo do sistema em estudo. Apesar do
constante desenvolvimento computacional, é ainda dificil trabalhar com sistemas que possuam mais
de algumas dezenas de dtomos. Deste modo, a maioria dos cdlculos sdo efectuados para a situagao de
“molécula isolada”. As propriedades espectroscopicas calculadas desta forma (molécula isolada)
descrevem adequadamente o espectro de fase gasosa e podem ser usadas com reservas para a
interpretacado de espectros de liquidos e solugdes, mas falham na descricdo apropriada do espectro de
sélidos. O erro sera tanto maior quanto mais importantes forem as interac¢Ges intermoleculares no
sélido em estudo.

A aproximagdo recentemente proposta’ (PIMM — Pares em Materiais Moleculares) permite
ultrapassar esta limitagdo ao assumir as interac¢des intermoleculares no sélido cristalino como
perturbagbes as caracteristicas espectroscépicas da molécula isolada. A ideia base do conceito é a
possibilidade de descrever em termos aditivos as perturba¢Ges provocadas a molécula isolada pelas
interacgdes intermoleculares no sélido. Esta metodologia utiliza calculos DFT para descrever o
espectro de arranjos moleculares em termos da soma dos efeitos de interac¢des relevantes entre
pares de moléculas, reduzindo o custo computacional de métodos convencionais de cluster.
Adicionalmente, pode também permitir a previsdao de contactos intermoleculares em estruturas no
estado sdlido desconhecidas, ao fornecer a identificacdo de motivos relevantes nas paisagens de
energia potencial da molécula. Para além da abordagem relativamente a desvios de nimeros de onda,
também a andlise de desvios nas intensidades das bandas provou ser atil na atribuicdo do espectro
vibracional do &cido trans-cinamico.’

No ambito desta aproximacdo, o observavel espectroscopico o; de um sdlido molecular
(frequéncia vibracional, desvio quimico ou transicdo electronica) é obtido a partir do seu valor
calculado para a molécula isolada, corrigido pelas perturbagdes resultantes dos contactos com as
moléculas vizinhas no cristal, 4Ac;. Assumindo que apenas os vizinhos da primeira esfera afectam
significativamente os observdveis espectroscopicos da molécula isolada, cada observdvel pode ser

calculado através da Equacao 4.1:
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o;(cristal) = o(isolado) + Y., Agy j(directo) + X', Ao, j(indirecto) (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 o; é representada pelo nimero
de onda, o somatdrio aplica-se para todos os contactos possiveis e as correc¢gdes Av; sdo obtidas por
calculos 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
interac¢Ges de longo alcance e a cooperatividade entre as varias interac¢des. Embora seja dificil
qguantificar inteiramente a importancia destes efeitos, pode ser estimada comparando os resultados
para pares moleculares com os resultados obtidos para associagdes maiores de moléculas. Para um
conjunto de cdlculos efectuados para associacdes de 3 e 4 moléculas, estima-se que estes efeitos
afectem os modos vibracionais, em média, menos de ~ 5 cm™. No entanto, diferencgas de ~ 25-30 cm™®
sdo observadas nos modos mais sensiveis.

Como cada par molecular é calculado independentemente, o tempo de computacao requerido
por esta metodologia para o estudo de um agregado de M moléculas cresce com 24><(M-1), enguanto
nos métodos de estudo do agregado completo o tempo de computagdo cresce com M*. Num caso
tipico de um agregado de uma molécula com 6 vizinhos préximos (M=7), a aproximagdo proposta é

pelo menos 25 vezes mais rapida que o método convencional.

CASOS DE ESTUDO

4.2. Polimorfismo de sdélidos farmacéuticos: Nitrofurantoina

O conhecimento das caracteristicas estruturais de um composto do ponto de vista molecular é
relevante para uma compreensdo racional da relagdo estrutural que influencia os seus efeitos
bioquimicos. Tal como discutido na Sec¢do 1.3.3. do Capitulo 1, o comportamento
polimérfico/pseudopolimdrfico de compostos farmacéuticos tem vindo a revelar-se uma preocupagio
central da industria farmacéutica, uma vez que é reconhecido que diferentes arranjos cristalinos da
mesma espécie molecular (polimorfismo)® podem exibir propriedades biofarmacéuticas diferentes,
tais como solubilidade, estabilidade e/ou biodisponibilidade.‘l'11 De acordo com trabalhos anteriores,”

23 metodologia PiMM foi aplicada ao estudo de um composto farmacéutico, tendo em conta o
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problema de polimorfismo e formacdo de ligacdes de hidrogénio no campo da investigacdo
farmacéutica.

A Nitrofurantoina (1-[[(5-nitro-2-furanil)metileno]amino]-2,4-imidazolidinediona; NF, Figura 4.1)
é habitualmente utilizada em farmacos anti-bacterianos para o tratamento de infec¢des do sistema
urindrio (bexiga e rins). Esta substancia interfere no metabolismo bacteriano dos hidratos de carbono,

impedindo a formacdo da parede bacteriana e alterando a produgdo de nutrientes vitais.

0z

Figura 4.1 — Representacdo esquematica da Nitrofurantoina (NF) e numeragdo atémica utilizada no texto, tabelas

e figuras.

A NF possui baixa solubilidade em dgua (174 e 374 mg/L a pH 1.1 e pH 7.2, respectivamente a
37°C") e a sua dissolu¢do em &dgua é, por esse motivo, o0 passo limitante da absor¢do no trato
gastrointestinal.’> E possivel encontrar na literatura diversas referéncias as transformacdes
polimdrficas e pseudopolimérficas da NF que afectam os perfis de dissolugdo e, consequentemente a
biodisponibilidade. A NF cristaliza em diferentes estados (dois anidros e dois hidratados) e € um bom
composto modelo para a caracterizagdo exacta de ambas as formas polimdrficas e dos estados
hidratados. A NF apresenta alguns problemas de biodisponibilidade que estdo estritamente
relacionados com o tamanho do cristal e com as duas formas cristalinas anidras e monohidratadas.'**®

No dmbito deste trabalho, apenas foram consideradas as duas formas anidras da NF, nomeadamente a

forma anidra a (NFa-a) e a forma anidra 3 (NFa-f3).

4.2.1. Pares moleculares mais relevantes existentes nas estruturas cristalinas

A estrutura cristalina da NF apresenta redes de ligagdes de hidrogénio que se prevé tenham um

13, 16, 17

efeito significativo no espectro vibracional correspondente. A aplicacdo da metodologia descrita

requer cdlculos DFT dos pares moleculares que melhor simulam as associagdes moleculares
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encontradas na estrutura do sélido. Para este fim, todos os possiveis pares entre uma molécula central
de referéncia e os seus vizinhos foram considerados. Apenas os pares que produzem desvios
relevantes (dos nimeros de onda) sdo posteriormente descritos, correspondendo normalmente a
pares que apresentam contactos por ligagdes de hidrogénio. De referir que foi recentemente

18-23
proposta

uma abordagem sistematica para a identificagdo dos pares mais relevantes em estruturas
cristalinas, realgando a importancia de ligagdes de hidrogénio fortes mas minimizando o papel
desempenhado por interacgdes mais fracas, como C-H--O, no empacotamento cristalino de
compostos organicos. No entanto, os resultados deste trabalho indicam que os contactos C-H::-O tém
um efeito significativo no espectro vibracional que justifica o método aplicado na seleccdo de pares
moleculares.

Na Figura 4.2 estdo representados os contactos mais importantes encontrados na estrutura
cristalina dos dois polimorfos de NFa considerados. Cada interac¢do é descrita por um dos pares
moleculares numerados de |-Vl (por exemplo, o par molecular | da forma o é descrito por duas

moléculas de NF em contacto por intermédio de duas ligacGes de hidrogénio fracas: Cs-H:-O4) e C(3)-

H"'O(g)).

v 17 °)

Figura 4.2 — Representagdo esquemadtica dos pares moleculares com contactos intermoleculares relevantes

observados na estrutura cristalina obtida na CSD: a) NFa-co. (ref. LABJONO1) e b) NFa-3 (ref. LABJONO2).
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Nas duas formas polimorficas, as moléculas de NF empacotam em camadas que sdo mantidas
por interacgdes de hidrogénio e formam fitas infinitas através de interacgdes Ny-H-+O(s)."® Devido a
falta de doadores para a ligagdo de hidrogénio, em comparagdo com aceitadores, o empacotamento é
concluido com duas interac¢bes do tipo C-H---O, Cis5-H-+*Os) e Ci3-H:+O(3) que sdo consideradas
ligacBes de hidrogénio fracas. Embora estas interac¢des C-H---O sejam mais fracas que as N-H---O, a
sua presenca é importante para conferir estabilidade adicional a associagdes moleculares em sistemas

Yo 16, 24, 25
biolégicos™ "

tal como no caso da NF. Adicionalmente, um critério para averiguar a importancia das
interacgdes C-H--O na andlise do empacotamento molecular é avaliar se o padrao que envolve as
interaccdes C-H:--O se repete num numero 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
ligacdo de hidrogénio C-H---O desempenha um papel significativo na determinacdao dos arranjos
moleculares observados, afectando o correspondente espectro vibracional. A andlise das estruturas
cristalinas das duas formas - o, e 5 - bem como os estudos computacionais necessarios para descrever

os contactos intermoleculares presentes em cada caso, serdo discutidos em detalhe nas seccbes

seguintes.

POLIMORFO O

Na forma o, as moléculas de NF estdo associadas num arranjo “cabega com cabeg¢a” formando
dimeros centrossimétricos através de duas ligagdes de hidrogénio intermoleculares N-H---Os). Cada
dimero esta ligado aos seus vizinhos por ligagdes mais fracas Ci)-H--O). Na Figura 4.3 estdo
representadas as estruturas optimizadas dos diferentes pares moleculares que simulam as interac¢des
presentes na estrutura cristalina da forma o.. Em todos os casos, a distancia calculada é indicada em

pm.

9 (€g-H-0p) %2 o
Cisy~H = Oy +Cp3-H~Op
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Figura 4.3 — Geometrias optimizadas para os pares moleculares seleccionados de forma a descrever os contactos

intermoleculares na estrutura cristalina de NFa-a. As distancias calculadas O-++-H estdo indicadas em pm.

Os pares moleculares |, Il e Ill representam trés associagdes moleculares que sdo evidentes da
estrutura cristalina de NFa - o (associagdes moleculares constituidas por Cs-H:+-O(a), C(3)-H-*-Oy3), Nia)-
H--O;) e Cg-H+-Os)). O par molecular 1, que apresenta duas interacgdes fortes Ngy-H--Os
corresponde ao minimo de energia. Por outro lado, o par molecular Ill, composto por ligacdes mais
fracas (Cg-H++Oys)) corresponde ao dimero menos estavel, ndo diferindo muito do par molecular | que
também exibe interac¢des fracas (Cs)-H***O(4) € C(3-H**+O(3)). Embora fracas, as ligagbes de hidrogénio
C-H--0 sdo conhecidas por desempenharem um papel relevante no empacotamento cristalino e tém
efeitos consideraveis no espectro vibracional de sistemas moleculares, tal como se encontra descrito
na literatura.”**

Na Tabela 4.1 estdo representados os valores de nimero de onda calculados para o monémero
e os desvios promovidos pelos contactos descritos nos pares moleculares | a lll, ilustrados na Figura
4.3 (apenas os modos significativamente alterados pelos contactos intermoleculares sdo
apresentados). Tal como esperado, os maiores desvios sdo observados para o par Il, que apresenta
dois contactos fortes N-H-O. No entanto, os contactos C-H--O do par | também influenciam
significativamente o espectro vibracional. Por outro lado, as contribui¢cGes do par Il sdo desprezaveis

na maioria das vibragGes (exceptuando algumas vibragGes envolvendo os osciladores directamente

envolvidos na ligacdo C-H---0).

, -1 . N . ~
Tabela 4.1 - Numeros de onda (cm™) calculados para o monémero de NF e trés associagdes moleculares

, . . 1~
construidas com base na estrutura de raios-X de NFa - o.. Apenas desvios > 10 cm™™ sdo representados.

. ~ -1
Desvios de ¥/cm

Mondmero Descrigdao aproximada fe]
NFa-a
I I n > (1-1n)
51 13 26 -4 35 B Cs)-Fur + B Np)-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 B Cis)-Fur + B Npp-Pyr (fora de fase)
143 7 15 -6 16 S (Pyr)

299 -1 -2 -7 -10 ¥ Cis)-Fur + v Np)-Pyr (fora de fase)
442 6 5 -1 10 v Np-Fur

537 -5 25 3 17 v C7=0s (Pyr)

587 2 198 3 203 v N-H (Pyr)

757 11 3 0 14 v N-C (Pyr)

782 50 1 1 52 v C-H (Fur; em fase)
860 6 22 -2 26 v C-C (Pyr)

865 40 1 1 42 v C-H (Fur; fora de fase)
888 57 0 -2 55 Y Cis-H

989 -2 2 -11 -11 p CH, (Pyr)

1084 0 14 -1 13 v N-C (Pyr)

1175 15 5 -5 15 ® CH, (Pyr)

1216 -11 1 -4 -14 Vas C-O (Fur)

1236 -7 0 -3 -10 vV Ny)-Pyr

1284 6 45 2 53 v N-C (Pyr)

1307 11 71 0 82 B N-H (Pyr)

1330 12 25 -2 -15 B Cs-H

1454 -3 -1 -12 -16 tesoura CH, (Pyr)
1614 12 0 2 14 v C5=Npp)

1796 -21 -39 -14 -74 v C=0 (Pyr; fora de fase)
1831 -16 0 -3 -19 v C=0 (Pyr; em fase)
2937 2 -2 18 18 vs CH, (Pyr)

2978 0 -2 17 15 Vas CH, (Pyr)

3000 62 0 16 78 v Cis)-H

3499 -6 212 1 217 v N-H (Pyr)

[a] v=elongagdo; P=deformagdo no plano; y=deformagdo fora do plano; ®=oscilagdo Iongitudinal29 (wagging);
t=oscilagdo de binario® (twisting); p=oscilagdo transversal® (rocking); a=deformagdo no plano do anel; d=deformacgdo

fora do plano do anel; pyr=pirazol, fur=nitrofurano.

PoLimorrFo

Para NFa-B, a interacgdo principal é uma ligagdo N4)-H---Oys), mas neste caso esta interacgdo une
as moléculas de NF relacionadas com um eixo de rotacdo de ordem 2. Uma ligacao intermolecular

C(s)-H---O(4) entre as moléculas contribui para a coesdo da camada. Na Figura 4.4 estdo representados
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os pares moleculares que caracterizam a estrutura cristalina da forma 3, bem como a distancia para
cada interacgdo em pm. Os pares moleculares IV, V e VI representam trés associagdes moleculares
distintas que sdo evidentes através da andlise da estrutura cristalina de NFa-B (associacbes

moleculares construidas com base em interac¢8es C(3-H=:+Oz), Cs)-H***O(a), C3)-H++*O(3) € N(z)-H*-Oys)).

v
9 @ ) ®
o9 20 > -
264 ] .
3 2 ‘0 ‘O. - | 4 JJ ’.J.
9 o
J -
Gay=H-0p
L e
| 5% f ) ")‘ ) 9 : 202". "
U T > g 9’ To0

o "“ ) Nigy-H -0 '!' @
' / ) s)
4
Cisy=H~Opg) +Cgp- H -0y 9 .

Figura 4.4 — Geometrias optimizadas para os pares moleculares seleccionados de forma a descrever os contactos

intermoleculares na estrutura cristalina de NFa-f. As distancias calculadas O---H estdo indicadas em pm.

O par molecular VI, que apresenta uma interacgao forte Ns)-H::-Os corresponde ao minimo de
energia. Por outro lado, o par molecular IV, que é constituido por uma interac¢do mais fraca (Cg)-
H:+:O(y) é o dimero menos estdvel. Na Tabela 4.2 estdo representados os valores de numero de onda
calculados para o mondmero 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 sdo incluidos).

Devido ao contacto forte N-H---O, o par VI origina os maiores desvios de frequéncia. Os desvios
promovidos pelos dois contactos C-H--:O no par V sdo comparaveis aos desvios observados para os

contactos duplos C-H--O do par | (forma o). Novamente, o par com os contactos mais fracos (par V)

99



Capitulo 4

apresenta desvios muito pequenos (com a excepg¢do da vibracdo fora do plano da correspondente

ligagdo C-H).

. 1 , N .~
Tabela 4.2 - NUmeros de onda (cm™) calculados para o mondmero de NF e trés associagées moleculares

construidas com base na estrutura de raios-X de NFa - 3. Apenas desvios > 10 cm™ s3o representados.

Desvios de ¥/cm™ [a]

Mondémero Descricao aproximada
NFa -
v Vv Vi 2 (IV-VI)
51 5 15 41 61 B Cis)-Fur + B N(»)-Pyr (em fase)
126 2 9 8 19 Modos torcionais
137 3 11 21 35 B Cis)-Fur + B N(»)-Pyr (fora de fase)
143 0 16 24 40 8 (Pyr)
183 0 9 1 10 S (Pyr)
222 3 6 5 14 B Ngyy-Fur
399 0 2 11 13 3 C=0 (Pyr; em fase)
442 0 5 5 10 v Ngyy-Fur
537 -5 12 26 33 y C7=0s (Pyr)
587 -3 33 174 204 v N-H (Pyr)
757 2 11 4 17 v N-C (Pyr)
782 6 43 1 50 ¥ C-H (Fur; em fase)
860 1 12 24 37 v C-C (Pyr)
865 21 47 2 70 v C-H (Fur; fora de fase)
888 6 51 12 69 v Ce-H
989 0 -11 -10 -21 p CH, (Pyr)
1009 7 7 2 16 B C-H (Fur; fora de fase)
1152 2 24 8 34 7 CH, (Pyr)
1175 2 21 14 37 ® CH, (Pyr)
1284 1 4 28 33 v N-C (Pyr)
1307 0 19 18 37 B N-H (Pyr)
1330 -1 14 11 24 B Cis-H
1338 -3 7 13 17 vs NO,
1365 0 12 7 19 v N-C (Pyr)
1454 0 -20 -24 -44 tesoura CH, (Pyr)
1576 -1 -9 0 -10 Vs NO,
1796 -2 -27 -54 -83 v C=0 (Pyr; fora de fase)
1831 -1 -16 -3 -20 v C=0 (Pyr; em fase)
2937 -3 29 22 48 vs CH, (Pyr)
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2978 -3 30 20 47 Vas CH; (Pyr)

3000 -2 36 5 39 v Cs-H

3147 -1 11 3 13 v C-H (Fur; fora de fase)
3499 0 -37 -144 -181 v N-H (Pyr)

[a] v=elongagdo; P=deformagdo no plano; y=deformagdo fora do plano; w=oscilagdo Iongitudinal29 (wagging);
t=oscilagdo de binario® (twisting); p=oscilagdo transversal® (rocking); a=deformagdo no plano do anel; 6=deformacao

fora do plano do anel; pyr=pirazol, fur=nitrofurano.

4.2.2. Atribuicao vibracional baseada na aplicagdao da metodologia PiMM

Nesta seccdo, a atribuicdo completa dos espectros de FT-Raman e FT-IR das duas formas
polimodrficas da NF é apresentada com base nas caracteristicas estruturais discutidas na secgdo
anterior, nomeadamente o efeito das interac¢des intermoleculares presentes em cada sistema,
através da aplicacdo da Equagdo 4.1. De referir que, devido ao forte acoplamento dos osciladores, a
determinac¢do de uma contribuicdo dominante para cada modo vibracional ndo é possivel em todas as
situagGes. Em alguns casos, o incontornavel caracter hibrido do modo vibracional é indicado na
descricdo aproximada pela utilizagdo do sinal mais (por exemplo ®CH, (Pyr) + vN-C (Pyr)).

A aplicagdo da Equagdo 4.1 ao sistema NF é directa para os modos referidos nas Tabelas 4.1 e
4.2, uma vez que os numeros de onda previstos para cada modo normal sdo obtidos simplesmente
pela soma dos desvios previstos e do valor calculado para o mondémero. Por exemplo, considerando o
modo & (Pyr), o nimero de onda previsto é de 143+16=159 cm™ e 143+40=183 cm™ para NFa-o. e NFa-
B, respectivamente. Este modo é atribuido as bandas observadas a 159 e 188 cm™ nos espectro de
Raman das formas o e [, respectivamente. O mesmo procedimento é aplicado aos modos que
apresentam desvios mais pequenos que ndo estdo ilustrados nas Tabelas 4.1 e 4.2.

As vibragBes intermoleculares de um composto farmacéutico podem ser afectadas por
alteragdes na conformacdo molecular e nas liga¢des estabelecidas e consequentemente, os espectros
vibracionais das duas formas polimérficas da NF sdo diferentes. Na Figura 4.5 é possivel observar uma
comparagdo entre os espectros de Raman das duas formas o (a) e B (b) nas regides espectrais
compreendidas entre 50-350, 500-650 e 1125-1275 cm™. Estas s3o as regidoes que exibem as
diferengas mais pronunciadas entre as duas formas polimdrficas, embora estas estejam presentes em
toda a gama espectral. Algumas das diferencas entre os dois polimorfos podem ser associadas as
distintas redes de ligagGes de hidrogénio existentes. Por exemplo, o polimorfo o apresenta duas
ligagdes N-H---O fortes, representadas pelo par Il, enquanto o polimorfo B apresenta apenas uma

ligacdo forte N-H---O na sua estrutura (par molecular VI). Embora o tipo de liga¢gGes estabelecidas seja
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semelhante (N-H-:-O e C-H---O), o niumero e distribui¢cdo espacial destes contactos é diferente nos dois
polimorfos, o que explica os desvios de nimero de onda e de intensidade observados nos espectros

experimentais.

|||||||||||||//|||||||||||||//|||||||||||||
50 100 150 200 250 300 350 500 525 550 575 600 625 650 1125 1150 1175 1200 1225 1250 1275

Numerode onda/ cm™

Figura 4.5 — Espectro de Raman de a) polimorfo a e b) polimorfo 3 nas regides 50-350 cm™, 500-650 cm™ e 1125-
1275 cm™

POLIMORFO o

Na Figura 4.6 é possivel observar a comparacdo entre os espectros de infravermelho:
experimental e obtidos por cdlculos DFT, de NFa-a na regido 350-650 cm™ (para a molécula de NF
isolada e para as diferentes contribuicdes 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 diferencas entre o espectro calculado para o
monodmero (a) e para os pares moleculares | (b) e Il (c). Os modos mais sensiveis nesta regido sdo a
deformagdo fora do plano da ligagdo N-H (yN-H) — com um desvio previsto de 587 cm™ (monémero
isolado) para 777 cm™ (no cristal). Outros modos sensiveis neste intervalo sdo, tal como indicado na
Tabela 4.1, yC(7=0s), VN3)-Fur e BC=0.

Para esta regido espectral, os pares moleculares mais relevantes, que prevéem os desvios mais
significativos, sdo os pares | e Il. Estes dimeros apresentam interac¢bes C-H--O e N-H--O,
respectivamente, prevendo desta forma desvios para os modos vibracionais contendo osciladores C-H,

N-H e C=0 (ver Figura 4.6 e Tabela 4.1.).
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587
v N-H

=0
580; o Pyr
589; o Fur

v C-Fur + yN-Pyr
=0
537;vC

399;B C
442; v N-Fur
463; 3 N-C-ring

'§

(b)

777 cm?

[ B
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Bl |
608

447

Numerode onda/ cm?

Figura 4.6 — Espectro de FT-IR de NFa-o na regido espectral compreendida entre 350-650 cm™ para a) mondmero
calculado, contribuigGes calculadas para b) par |, c) par Il e d) espectro experimental. As linhas horizontais

indicam os desvios previstos para cada par molecular e sdo proporcionais a escala.

Na Figura 4.7 encontram-se representados os espectros de Raman calculado e experimental na
regido 1280-1460 cm™. Nesta regido, todos os pares moleculares calculados prevéem desvios
pequenos para cada vibragdo. No entanto, considerando a abordagem PiMM, é possivel relacionar a
banda 1365 cm™ (monémero) 3 banda 1384 cm™ (experimental) bem como a banda 1387 cm™
(monémero) a banda 1396 cm™ (experimental). Estas bandas s3o atribuidas aos modos vN-C (Pyr) e
vC-C (Fur), respectivamente. Sem a presenca dos desvios (fornecidos pelos calculos PiMM) esta
correlagdo seria dificil de atingir. O par molecular Il envolve ligagées C-H---O nas quais o aceitador C-H
é o grupo CH,, e por isso um dos maiores desvios representados na Figura 4.7 corresponde ao

movimento de tesoura do grupo CH,, atribuido & banda 1432 cm™ no espectro experimental.
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Figura 4.7 — Espectro de FT-Raman de NFa-a na regido espectral compreendida entre 1280-1460 cm™ para a)
monodmero calculado, contribuigdes calculadas para b) par I, c) par Ill e d) espectro experimental. As linhas

horizontais indicam os desvios previstos para cada par molecular e sdo proporcionais a escala.

Tabela 4.3 — Atribuicdo completa do espectro de FT-Raman e FT-IR do polimorfo o da NF, aplicando a

metodologia com apoio computacional PiMM.

Calc® FT-Raman FTIR Descri¢do aproximada tel

35 - - Modos torcionais

44 75 - Modos torcionais

86 113 - B Cis)-Fur + B N(3)-Pyr (em fase)
91 93 - Modos torcionais

138 142 - Modos torcionais

159 159 - 3 (Pyr)

168 181 - B Cis)-Fur + B N(y)-Pyr (fora de fase)
191 - - 5 (Pyr)
202 213 - ¥ N-Fur
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228 223 - B Npy-Fur

289 292 - v Cs)-Fur +y Niy)-Pyr (fora de fase)
296 305 - B C=0 (Pyr)

386 389 387 ¥ Cis)-Fur + ¥ N(z)-Pyr (em fase)
408 414 416 B C=0 (Pyr; em fase)

452 445 447 v Npy-Fur

467 470 471 B Ni2)-Cis)-Fur + B C5)-N(y)-Pyr (fora de fase)
533 550 552 p NO,

554 580 576 v C7=0s) (Pyr)

576 587 585 5 (Fur)

583 608 608 o, (Pyr)

596 624 627 o (Fur)

663 673 670 S (Fur)

667 687 687 a (Pyr)

702 741 742 ¥ C6)=Oa) (Pyr)

716 744 745 o NO,

771 789 786 v N-C (Pyr)

790 809 807 tesoura NO,

790 773 777 v N-H (Pyr)

834 835 834 v C-H (Fur; em fase)

851 873 873 B N2)-Cis-Fur + B C(s)-N(z)-Pyr (em fase)
886 901 904 v C-C (Pyr)

907 907 - v C-H (Fur; fora de fase)

943 963 963 v CisyH

950 934 934 v, C-O (Fur)

969 980 980 o (Fur)

978 - 995 p CH, (Pyr)

1018 1016 1016 B C-H (Fur; fora de fase)
1097 1128 1130 v N-C (Pyr)

1150 - - T CH, (Pyr)

1160 1170 1168 B C-H (Fur; em fase)
1190° 1208 1204 ® CH, (Pyr) + v N-C (Pyr)
1203° 1208 1204 Vs C-O (Fur)

1226 1230 1231 v Niy-Pyr
1265° 1246/1252 1243/1252 v Cs)-Fur

1315 1342 1342 B Cis-H

1337 1358 - ® CH, (Pyr) + v C-C (Pyr) + v N-C (Pyr)
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1343 1347 1347 vs NO,

1374 1384 1375 v N-C (Pyr)

1389 1325 1322 B N-H (Pyr)

1395 1396 1394/1410 v C-C (Fur)

1438 1432 1431 tesoura CH, (Pyr)
1479 1494 1491 v C=C (Fur; em fase)
1545 1532 1522 v C=C (Fur; fora de fase)
1574 1563 1564 Vs NO,

1628 1604/1611 1603/1612 v C5=Npy)

1722 1724 1725 v C=0 (Pyr; fora de fase)
1812 1777 1782 v C=0 (Pyr; em fase)
2955 2919 2915 vs CH, (Pyr)

2993 2953 2951 Vas CHy (Pyr)

3078 3030 3030 v Cis-H

3146 3110 3108 v C-H (Fur; fora de fase)
3186 3140 3139 v C-H (Fur; em fase)
3282 3170° 3170 v N-H (Pyr)

[a] Valores calculados aplicando a Equagdo 4.1 (mondmero + desvios previstos) [b] v=elongag¢do; f=deformagdo no
plano; y=deformagdo fora do plano; a=deformagdo no plano do anel; d=deformagdo fora do plano do anel; m=oscilagdo
Iongitudinal29 (wagging); t=oscilagdo de binario® (twisting); p=oscilagdo transversal® (rocking); pyr=pirazol,
fur=nitrofurano. * bandas sobrepostas no espectro experimental ® desdobradas por ressonancia de Fermi © banda oculta

por sobreposicdo.

A atribuicdo completa dos espectros de FT-Raman e FT-IR da forma a, resultante de toda a
informacdo recolhida das consideragcGes anteriores, é apresentada na Tabela 4.3. Tal como esperado,
o numero de bandas experimentais excede o numero de modos fundamentais, devido a presenga de
sobretons e modos de combinacdo. Em cada regido, os modos fundamentais (Tabela 4.3) foram
atribuidos as bandas mais intensas mais préximas do nimero de onda previsto pela metodologia

PiIMM.

PoLimorFo B

Na Figura 4.8 estdo ilustrados os espectros de infravermelho calculados (para a molécula de NF
isolada e para os diferentes pares moleculares considerados) na regido 625-850 cm™ de NFa-p.
Todas as vibragbes assinaladas na Figura 4.8 n3do sdo significativamente afectadas pelo par

molecular IV (devido as interac¢Ges fracas C-H:-:O envolvidas neste dimero) mas sdo claramente
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afectadas pelos pares V e VI. Todas as previsdes feitas pela metodologia PiMM representadas na

Figura 4.8, est3o de acordo com as atribuicdes experimentais propostas (sendo o erro inferior a 6 cm™

entre o numero de onda previsto pelo PiMM e o valor experimental atribuido).

782;y C-H
790; sciss. NO,

757

=0
716; ® NO,

702;yC

~
2y 8
~

1 Ll
700

750
Ndmero de onda / cm™?

800

Figura 4.8 — Espectro de FT-IR de NFa-f3 na regido espectral compreendida entre 625-850 cm™ para a) monémero

calculado, contribui¢des calculadas para b) par V, c) VI e d) espectro experimental. As linhas horizontais indicam
os desvios previstos para cada par molecular e sdo proporcionais a escala.

O modo vibracional vN-H é significativamente afectado pelo par VI, que apresenta uma ligagdo

forte N-H---O, afectando desta forma todos os osciladores envolvidos neste contacto.

Embora a metodologia PiMM forne¢a uma previsdo correcta da localizagdo deste modo no
espectro experimental, o nimero de onda previsto estd 68 cm™ acima do valor atribuido no espectro
experimental. A discrepancia entre estes dois valores revela uma das limitagdes da abordagem PiMM.
Adicionalmente, pode ser observado que os modos mais sensiveis estdo relacionados com os grupos

doadores e aceitadores de cada ligacdo de hidrogénio intermolecular estabelecida em cada polimorfo.
A importancia das interacgdes intermoleculares é revelada na posigdo relativa dos modos yC-H e no

movimento de tesoura do grupo NO,: tal como observado na Figura 4.8, a ordem prevista para o
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mondémero (yC-H a menores valores de numero de onda) ndo é compativel com o espectro

experimental. Na Figura 4.9 estdo representados os espectros de Raman calculados e experimental na
o -1 , . . . s . o~

regido 1300-1525 cm™. Tal como é evidente, a abordagem PiMM revela-se mais util na atribuicdo do

modo 1378 cm™ no espectro experimental, principalmente devido a intensidade relativa das bandas
observadas.

1484

vC=C
1338
VsNO,

1387; vC-C

1365; v N-C

1307

1454; sciss. CH,

(a)

(b)

(c)

.
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.

.
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.
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|
|
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|
|
|

—
’
/
.
’
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<
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-

1378

1325
1395

(d)

| ! 1 !
1400 1450

Numero de onda/ cm

1 T
1500

1300 1350

Figura 4.9 — Espectro de FT-Raman de NFa-f na regido espectral compreendida entre 1280-1460 cm™ para a)

mondmero calculado, contribui¢es calculadas para b) par V, c) par VI e d) espectro experimental. As linhas

horizontais indicam os desvios previstos para cada par molecular e sdo proporcionais a escala.

A atribuicdo 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 o, os espectros
experimentais revelam a presenca de bandas adicionais que ndo sdo atribuidas a modos fundamentais

(ndo incluidas na Tabela 4.4) e por isso devem resultar de sobretons e ressonancias de Fermi.
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Tabela 4.4 - Atribuicdo completa do espectro de FT-Raman e FT-IR do polimorfo B da NF, aplicando a

metodologia com apoio computacional PiMM.

calc FT-Raman FTIR Descrigao aproximada ]
46 - - Modos torcionais
48 77 - Modos torcionais
86 98 - Modos torcionais
112 109 - B Cs)-Fur + B Nip)-Pyr (em fase)
145 147 - Modos torcionais
172 159 - B Cis)-Fur + B N(3)-Pyr (fora de fase)
183 188 - 3 (Pyr)
193 - - S (Pyr)
203 215 - ¥ Ny-Fur
236 226 - B N(1)-Fur
299 298 - B C=0 (Pyr)
304 - - ¥ Cis)-Fur +y N(p)-Pyr (fora de fase)
386 387 390 Yy Cis-Fur +y Npp-Pyr (em fase)
412 404 406 B C=0 (Pyr; em fase)
452 446 445 v Nggy-Fur
469 468 467 B Niz)-Cis)-Fur + B C5)-N(y)-Pyr (fora de fase)
537 552 552 p NO,
570 571 571 y C7=0s (Pyr)
577 585 584 S (Fur)
587 608 608 o, (Pyr)
598 622 622 o (Fur)
665 672 671 S (Fur)
672 686 687 a. (Pyr)
704 742 741 ¥ Cig=Oy (Pyr)
719 746 747 ® NO,
774 784 783 v N-C (Pyr)
789 810 809 tesoura NO,
791 711 723 ¥ N-H (Pyr)
832 830 827 v C-H (Fur; em fase)
855 869 871 B Ni2)-Cis)-Fur + B C(s)-N(z)-Pyr (em fase)
897 902 901 v C-C (Pyr)
935 908 906 y C-H (Fur; fora de fase)
948 931 929 v, C-O (Fur)
957 964 963 vy Cis)-H
968 - 987 p CH, (Pyr)
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969
1025
1088
1165
1186
1211°
1212°
1228
1266°
1317
1344
1354
1355
1384
1391
1410
1477
1541
1566
1618°
1713
1811
2985
3025
3039
3160
3186
3318

978
1018
1122
1170
1182
1208
1208
1232

1247/1258
1358
1325
1343
1349
1378
1395
1428
1493
1528
1564

1601/1609
1774
2918
2950
3015
3112
3150
3284

977
1018
1111
1169
1209
1209
1234

1245/1255
1323
1346
1343
1381
1402
1429
1490
1520
1564

1601/1609
1729
1781
2916
2950
3015
3110
3150
3286

o (Fur)
B C-H (Fur; fora de fase)
v N-C (Pyr)
B C-H (Fur; em fase)
T CH, (Pyr)
Vas C-O (Fur)
® CH, (Pyr) + v N-C (Pyr)
vV N-Pyr
v Cg)-Fur
® CH, (Pyr) + v C-C (Pyr) + v N-C (Pyr)
B N-H (Pyr)
B Cs-H
vs NO,
v N-C (Pyr)
v C-C (Fur)
tesoura CH, (Pyr)
v C=C (Fur; em fase)
v C=C (Fur; fora de fase)
Vas NO,
Vv Cs)=Niz)

v C=0 (Pyr; fora de fase)
v C=0 (Pyr; em fase)
Vs CH; (Pyr)

Vas CH, (Pyr)

v Cs)-H
v C-H (Fur; fora de fase)
v C-H (Fur; em fase)

v N-H (Pyr)

[a] Valores calculados aplicando a Equagdo 4.1 (mondmero + desvios previstos) [b] v=elongag¢do; f=deformagdo no
plano; y=deformagdo fora do plano; a=deformagdo no plano do anel; 3=deformagdo fora do plano do anel; m=oscilagdo
longitudinal®® (wagging); t=oscilacdo de binario® (twisting); p=oscilagdo transversal® (rocking). ® bandas sobrepostas

: b A .
no espectro experimental - desdobradas por ressonancia de Fermi.

4.2.3. Estatistica da aplicagdo da metodologia PiIMM em sélidos farmacéuticos

De forma a efectuar uma analise critica do trabalho realizado, procedeu-se ao estudo estatistico
relativo a aplicacdo da metodologia com apoio computacional PiMM ao estudo do espectro vibracional

da Nitrofurantoina (NFa-o e NFa-), Teobromina (anidra TBa),’ Teofilina (anidra TPa, hidratada TPh)' e
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Cafeina (anidra CAa, hidratada CAh)l. No caso da NF, para um total de 63 modos vibracionais, a
metodologia aplicada revela bons resultados na previsdo da tendéncia geral de cada modo
relativamente ao numero de onda calculado para o monédmero. Os resultados obtidos para as formas
o e P sdo muito semelhantes, com resultados positivos para cerca de 80% do numero total de
vibragGes. Considerando o total de previsGes correctas, esta abordagem apresenta um erro inferior a
10 cm™ 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™.

Tabela 4.5 — Anadlise estatistica dos resultados obtidos neste trabalho e em trabalhos anteriores relativa a
aplicagcdo da metodologia PiIMM na atribuicdo completa de espectros vibracionais de compostos farmacéuticos

que exibem polimorfismo e pseudopolimorfismo.

NFa — o NFa— B TBa CAa CAh TPa TPh

Previsdo correcta v 79% 82% 67% 54% 61% 76% 71%
Previsdo errada ¥ 16% 13% 31% 46% 39% 24% 25%
N3o obs. Exp. 5% 5% 2% 0% 0% 0% 4%
|Al*<10cm™ 35% 43% 31% 41% 37% 40% 31%
|Al"<15cm™ 49% 54% 51% 61% 50% 49% 42%
[Al'>30cm™ 17% 16% 9% 4% 7% 18% 22%

1 L~ . , ,
[Al=] VpiMM - Vexperimental Raman\ (previsdo correcta: por exemplo se o nimero de onda calculado para o monémero é

860 cm™, a previsdo PIMM é de 897 cm™ e a banda experimental associada é 902 cm™)

De uma forma geral, é possivel concluir que esta metodologia ajuda a uma correcta atribuicao
dos modos vibracionais, fornecendo bons resultados no que diz respeito a previsdao da tendéncia para
maiores ou menores valores de nimeros de onda relativamente aos espectros calculados para a
molécula isolada. Quanto ao valor exacto do niumero de onda de cada vibragdo, também fornece
resultados razodveis, tendo em consideragdo o custo computacional envolvido. Esta abordagem falha
em cerca de 16% do total de vibragdes. Adicionalmente, mesmo para algumas previsdes correctas
relativamente a tendéncia de variagdo, o valor experimental encontra-se deslocado para maiores ou
menores valores de nimero de onda mais de 30 cm™ em 16% do nimero total de vibragdes.
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 sdo bastante

satisfatdrios, com valores estatisticos ligeiramente superiores aos outros sistemas.
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4.2.4. Discussao

Este estudo envolveu a aplicagdo da metodologia PiIMM (Pares em Materiais Moleculares) a
atribuicdo completa do espectro vibracional das duas formas anidras da NF, baseada na avaliagdo
tedrica 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 atil na deteccdo e
caracterizagao estrutural de transformacdes sélido-sélido que afectam significativamente a actividade
de um composto farmacéutico.

Os principais erros associados a esta abordagem provém de negligenciar interac¢des de longo
alcance e efeitos de cooperatividade. Estes erros sdo claramente superiores aos erros que resultam
das limitagGes da base utilizada. No entanto, o nimero de inconsisténcias ou previsdes erradas
(discutidas ao longo da apresentagdo 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 investigacdo sistematica das interac¢Ges intermoleculares que ocorrem nos polimorfos
anidros da NF, bem como uma atribui¢do correcta e consistente dos seus espectros vibracionais foi
efectuada. Este estudo mostra de forma clara a aplicacdo da espectroscopia vibracional associada a
calculos DFT, para o estudo de compostos relevantes do ponto de vista farmacéutico. Uma vez que o
movimento vibracional é potencialmente diferente dependendo do empacotamento cristalino e
conformacional, a presenca de ligagdes de hidrogénio distintas nas duas formas da NF afecta
directamente os numeros de onda vibracionais, as intensidades e formas de algumas bandas
caracteristicas.

Foi ainda evidenciado, tal como esperado, que os modos mais sensiveis ao polimorfismo estdo
relacionados com os grupos doadores e aceitadores envolvidos em cada ligagdo de hidrogénio
intermolecular. De facto, considerando os resultados globais, os modos vibracionais relacionados com
os grupos C=0, N-H e C-H, nomeadamente vC=0, vN-H, vC-H, BC-H, BN-H, YN-H e yC-H sdo os mais

fortemente afectados pela presenca de ligagdes de hidrogénio.
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4.3. Diagramas de fase solido-liquido de misturas binarias de acidos gordos

Na primeira parte deste Capitulo foi apresentada e descrita a metodologia PiMM, utilizada na
atribuicdo completa de espectros vibracionais de compostos farmacéuticos. Nesta segunda parte,
pretende-se ilustrar a aplicagdo parcial da mesma metodologia a um caso de estudo diferente:
construcdo de diagramas de fases de misturas bindrias de acidos gordos saturados. Neste contexto, a
espectroscopia de Raman e os calculos DFT (de acordo com a abordagem PiMM) foram aplicados,
como métodos complementares das técnicas de DSC, difraccdo de raios-X e microscopia de luz
polarizada, na construcdo de diagramas de fases completos de misturas binarias de acidos gordos
saturados com uma diferenga de 2 e 4 atomos de carbono entre as cadeias. Deste modo, foram
monitorizados modos vibracionais sensiveis de forma a identificar fases sélidas e liquidas em misturas

com composicdes quimicas distintas e a diferentes valores de temperatura.

DIAGRAMA DE FASES

Um diagrama de fases pode ser definido como um tipo de grafico que mostra as condi¢Ges de
equilibrio entre fases termodinamicamente distintas. Pode ser entendido como um “mapa” que
fornece a microestrutura de uma determinada mistura a qualquer valor de temperatura e composic¢ao.
Os componentes comuns de um diagrama de fases sdo as linhas de equilibrio e as fronteiras de fase,
que se referem a linhas que delimitam condi¢gdes nas quais multiplas fases podem coexistir em
equilibrio. As transi¢cdes de fase ocorrem ao longo das linhas de equilibrio. A linha solidus representa a
temperatura abaixo da qual a substancia é estdvel no estado sélido e a linha liquidus representa a
temperatura acima da qual a substancia é estavel no estado liquido.

Outros conceitos a ter em consideragao na analise de um diagrama de fases incluem os termos
eutéctico e peritéctico. Uma mistura eutéctica é uma mistura com proporg¢des tais que o ponto de
fusdo é o mais baixo possivel, e todos os constituintes cristalizam simultaneamente a esta
temperatura. Esta cristalizacdo simultanea é conhecida como reaccao eutéctica, a temperatura a qual
se observa é a temperatura eutéctica e a composicdo e temperatura a qual ocorre designa-se por
ponto eutéctico. As transformacdes peritécticas sdao semelhantes as reac¢des eutécticas mas muito
mais lentas. Neste caso, uma fase sélida e uma liquida de propor¢des fixas reagem a uma temperatura

definida de forma a obter uma fase sélida Unica.
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ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

A espectroscopia vibracional tem sido utilizada para investigar as estruturas quimicas, o
comportamento de fase e a organizagao de I|'pidos.30 Os lipidos podem existir em numerosas formas
polimdrficas e as interconversdes entre essas fases (transicbes de fase) podem ser induzidas por
diversos meios. A detecc¢do e caracterizagcdo de transicdes de fase em lipidos por espectroscopia de IV
e Raman envolve a identificacdo das alteracdes espectroscdpicas que acompanham estas transicdes e
a sua correlagdo com as alteragGes estruturais que ocorrem durante esses processos.

As transicdes de fase no decorrer da fusdo de cadeias carbonadas de lipidos aumentam a
mobilidade conformacional, rotacional e translacional®® o gue 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 provém das vibra¢Ges fundamentais de grupos CH, sdo determinadas em
ultima anadlise pelo conteudo trans/gauche da cadeia carbonada, estas bandas sdo sensiveis as
transicdes de fase no decorrer da fusdo. Estes parametros estruturais sdo altamente especificos e
podem ser utilizados para obter informagao estrutural acerca de transigdes de fase na fusao de lipidos.
A desordem conformacional de cadeias polimetiladas trans é acompanhada por um aumento no
numero de onda das vibra¢des v;CH, e v,,CH, de cerca de 2-3 cmte5-7cm?, respectivamente e por
um alargamento significativo do perfil geral da banda.*® A alteragdo mais interessante é observada na
intensidade da banda v,sCH,, situada aproximadamente a 2885 cm'l, muito Util para a monitorizagdo
por espectroscopia de Raman. As altera¢des na intensidade desta banda de Raman s3ao razoavelmente

precisas e tém sido utilizadas na caracterizacdo quantitativa de transi¢des de fase na fus3o de lipidos.*

4.3.1. Sistemas em estudo

s . ~ . ey s . , 31 . ~
Os 4acidos gordos sdao os componentes maioritarios de éleos e gorduras™ e possuem aplicagdes

~ . . . . 2 . .
na producdo de revestimentos, plasticos e produtos de limpeza,*> materiais para armazenamento de

33, 34 I 35, 36

energia e biodiese Tendo em conta as aplicagdes dos acidos gordos na industria quimica,

~ . . 37, 38
farmacéutica e alimentar,””

o conhecimento das suas propriedades e comportamento de fase pode
induzir inovagGes em muitas areas, especialmente na industria alimentar, devido a influéncia do
comportamento de fase das misturas de acidos gordos nas caracteristicas dos produtos levados ao
consumidor.

O polimorfismo de triglicéridos e acidos gordos é conhecido desde hd muito tempo, mas o
estudo das formas cristalinas dos acidos gordos puros iniciou-se em 1950 e até aos dias de hoje

39-45

permanece um desafio. Os trabalhos nesta drea tém focado o estudo das propriedades e
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46-50 48-52

comportamento de gorduras e glicéridos em fase sélida e os diagramas de fases das gorduras e

/. 53-56
acidos gordos.
A existéncia de pontos invariaveis, tais como pontos eutécticos e peritécticos, em misturas de

51, 52

acidos gordos saturados ja se encontra descrita na literatura. No entanto, em trabalhos

recentes,56’ >

a presenca destes pontos invaridveis foi também observada em misturas para as quais a
diferenca de atomos de carbono entre as cadeias é inferior a 6. Durante muito tempo considerou-se
que os diagramas de fases para misturas bindrias de dcidos gordos eram eutécticos para sistemas com
comprimentos de cadeia a diferir em 6 ou mais d&tomos de carbono, enquanto para os outros sistemas
a presenca de um composto intermedidrio, instdvel no ponto de fusdo, originava um ponto

52, 58

peritéctico. Resultados recentes relativos a diagramas de fases de sistemas binarios de acidos

. e . . . . . . 59, 60
dicarboxilicos mostraram a complexidade destes sistemas abaixo da linha liquidus.>™

Os diagramas
de fase revelaram a presenca de pontos eutécticos, peritécticos e metatécticos bem como regides
monofasicas, bifdsicas liquido-liquido e sdélido-liquido. A complexidade dos digramas de fases dos
acidos dicarboxilicos sugeriu que os diagramas de fases dos acidos gordos devem também ser
complexos.

No ambito deste trabalho, foram analisados os seguintes acidos gordos: caprilico (Cs.g), caprico
(C10:0), laurico (Cyy.0, Figura 4.10), miristico (Ci4.0), palmitico (Cy6.0) € estearico (Cyg.9). Foram registados

a diferentes temperaturas, espectros de Raman das varias misturas bindrias com composi¢Oes variadas

dos acidos supra mencionados associados da seguinte forma:

—caprilico(Cg.o)+caprico(Cyg.0) — C8C10 —caprilico(Cg.o)+laurico(Cy,.0) — C8C12
—caprico(Cyg.0)+laurico(Cy,.9) — C10C12 —>caprico(Cyg.0)+miristico(Cy4.0)— C10C14
—laurico(Cyy.0)+miristico(Cy4.0) — C12C14 —laurico(Cy,.)+palmitico(Cy6.0) — C12C16
—>miristico(Cy4.0)+palmitico(Cy6.0) — C14C16 —>miristico(Cy4.0)+estearico(Cyg,) — C14C18

—>palmitico(Cy6.0)+estedrico(Cyg.0) — C16C18

Figura 4.10 — Representacdo esquematica do acido laurico (C;5H,40,) — Ciz.0.
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Na seccdo de resultados e discussao, apenas serao apresentados os dados relativos aos sistemas
C12C14 e C14C18, uma vez que o procedimento aplicado e a interpretacdo efectuada sdo semelhantes
para as restantes misturas. Os dados analisados para as amostras referidas, permitiram a construgao
de diagramas de fases completos para todas as misturas de acidos gordos, que poderdo ser

. 61, 62
consultados na literatura.”™

4.3.2. Resultados e discussao

Detalhes relativos a execugdo experimental e métodos computacionais aplicados neste estudo
encontram-se descritos nas Secg¢des 9.6, 9.11.1 e 9.14 do Capitulo 9. Os valores escolhidos para a
temperatura e composi¢dao de misturas de cada espectro tiveram como base pontos especificos do
diagrama de fases que se pretendia investigar ou confirmar quanto a presenca das fases sélida e
liquida.

De forma a permitir uma interpretacdo correcta dos espectros de Raman, a atribuicdo das
bandas relacionadas com os acidos gordos puros foi baseada em célculos DFT para os mondémeros e
dimeros, de acordo com a metodologia PIMM descrita anteriormente neste Capitulo. Os espectros de
Raman dos acidos gordos puros sdo maioritariamente descritos pelo espectro calculado para o
respectivo mondmero (Figura 4.12c). Excepgdes relevantes sdo as bandas relativas ao grupo carboxilo
(que podem ser qualitativamente descritas pelo espectro do dimero — estrutura optimizada
representada na Figura 4.11) e as bandas resultantes de ressonancia de Fermi. As atribui¢Ges finais
estdo de acordo com atribuicdes empiricas anteriores.® Na Tabela 4.6 encontram-se sumariadas as
bandas mais relevantes para este estudo, que foram monitorizadas quanto a composicdo de fase
liguida e sdlida, e a correspondente atribuicdo vibracional proposta com base nos calculos

anteriormente referidos.

Figura 4.11 — Geometria optimizada para o par molecular seleccionado de forma a descrever os contactos

intermoleculares na estrutura cristalina do acido laurico. As distancias calculadas O---H estdo indicadas em pm.
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Figura 4.12 — Espectro de Raman a) experimental,

(representado na Figura 4.11) e para o ¢) mondémero.

Tabela 4.6 — AtribuigGes vibracionais propostas para

presentes no espectro de Raman do acido laurico.

FT-Raman / cm™

calculado ao nivel B3LYP/6-31G* para o b) dimero

as bandas mais relevantes no ambito deste estudo,

Descrigao aproximada

138 LAM (harmdnico CCC)
207 LAM (harmdnico CCC)
1411 B CH,

1425 BCH,

1455 BCH;

1467 BCH;

2845 vsCH,

2882 Vas CH,

LAM — longitudinal acoustic mode; vs=elongagdo simétrica; v,,=elongagdo assimétrica
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Os espectros vibracionais destas amostras mostram diferentes modos vibracionais para as

6 63, 8 o embora as alteragdes na composicao e temperatura das

diferentes formas cristalinas
amostras possam ser observadas em todo o espectro, este estudo incidiu em trés regides espectrais:
50-300, 1350-1520 e 2800-3050 cm™, 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 informag8es quanto ao arranjo conformacional das moléculas
em ambas as formas liquida e sdlida, especialmente no que diz respeito ao espectro da forma
cristalina, na qual a primeira regido (Figura 4.13a e 4.14a) é dominada por duas bandas fortes
atribuidas ao modo vibracional LAM-3 (modo acustico longitudinal — deformacdo angular CCC). Esta
banda ndo foi observada nas amostras fundidas, e por essa razdo constitui uma sonda na
monitoriza¢do da transi¢ao de fase sélido-liquido.

A regido 1350-1520 cm™, Figura 4.13b e 4.14b, é atribuida a modos de deformac3o no plano de
grupos CH, e CHs. Esta regido mostrou-se sensivel a variagcdes de temperatura e transi¢cdes de fase. Em
particular, ambos os componentes ca. 1460 cm™ — atribuido a uma deformac3o no plano de um grupo
CH; — e ca. 1410 e 1425 cm™ - atribuidos a deformagdes no plano do CH, — perdem intensidade

medida que a temperatura aumenta. No espectro da fase liquida, estas bandas foram observadas

apenas como ombros da banda central.
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Figura 4.13 — Espectros de Raman do sistema C12C14 com y1,=0.30 dependente da temperatura nas regides a)

50-300 cm™, b) 1350-1520 cm™ e ¢) 2800-3000 cm™. (* - 190 cm™)
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Na terceira regidao, Figura 4.13c e 4.14c, 2800-3000 cm’?, apenas as bandas atribuidas a
elongagdes C-H (vC-H) sdo esperadas. No entanto, estes modos sdo fortemente perturbados por
diversas ressonancias de Fermi,*® conduzindo a um perfil de banda complexo. Todo o perfil de bandas
se revelou sensivel a variagcdes de temperatura e transi¢cdes de fase. A relacdo de intensidade das duas
bandas principais na fase cristalina a ca. 2845 cm™ - relacionada com uma elongagdo simétrica CH,
(VeCH,) - e a ca. 2881 cm™ - atribuida 3 elongacdo assimétrica CH, (v.s CH,) — tem sido utilizada para
avaliar a proporgdo conformacional trans/gauche dentro das cadeias carbonadas.* Adicionalmente, os
componentes em ressonancia de Fermi localizados a nimeros de onda mais elevados sao fortemente
intensificados na fase liquida, fornecendo uma distingdo clara entre os perfis de banda na fase

cristalina e na fase liquida.
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Figura 4.14 — Variagdo com a temperatura dos espectros de Raman do sistema C14C18 com y14=0.25 nas regies

a) 50-300 cm™, b) 1350-1520 cm™ e ¢) 2800-3000 cm ™.

Por forma a avaliar se a regido de fase sélida do diagrama de fases é composta pelos acidos

51,52 .
misturas

gordos puros mais um composto intermedidrio, tal como sugerido por alguns autores,
fisicas de compostos puros foram preparadas e os seus espectros de Raman adquiridos antes da fusdo
da amostra e comparados com os espectros recolhidos depois da fusdo e recristalizacdo da amostra. A
Figura 4.15 mostra os espectros de Raman para o sistema C12C14 a 305 K antes (mistura fisica a

tracejado) e apods (linha a cheio) a fusdo da amostra, nas trés regides espectrais consideradas. Na
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Figura 4.16, informacdes semelhantes sdo ilustradas para o sistema C14C18 a 313 K.

160 200 240 1360 1440 1520 2800 2900 3000

, -1
Numero de onda / cm

Figura 4.15 — Espectros de Raman do sistema C12C14 a 305 K. As linhas a tracejado representam os espectros das

amostras antes da fusdo e as linhas a cheio depois da fusdo. Valores de y relativos ao acido laurico (Cy,).

Na Figura 4.15 estdo representados os espectros de Raman para o sistema C12C14 a 305 K, com
concentragcBes progressivamente maiores de acido ldurico. Tal como pode ser observado na Figura
4.15a, as duas bandas LAM-3 pertencentes ao acido miristico (= 185 cm'l) e ao acido laurico (=2 205 cm’
1) podem ser observadas nos espectros das misturas fisicas (antes da fusdo) para todas as composicdes
(devido a concentragdes baixas, apenas bandas fracas sdo observadas para y1,=0.05 e y¢12,=0.90). No
entanto, apds a fusdo e recristalizacdo a mesma temperatura, apenas uma banda com o mdaximo
localizado a um valor intermédio entre os valores dos 4cidos puros é observado, indicando claramente
gue a mistura apds a fusdo ndo é apenas a mistura fisica dos dois sélidos puros. Se o sistema em

estudo fosse puramente eutéctico, como previamente admitido para estes sistemas, os dois espectros
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deveriam ser idénticos, o que nao se observa, indicando que a estrutura dos diagramas de fases
anteriormente proposta nao é correcta.
De forma analoga, na Figura 4.16, as duas bandas associadas ao modo LAM-3 correspondentes
.- s s - -1 .- - - Ay~ .
ao acido miristico (= 185 cm™) e acido estedrico (= 147 cm™) sdo observadas no espectro das misturas
fisicas (antes da fusdo) para todas as composicdes (devido a valores baixos de concentragdo, apenas

bandas fracas sdo observadas nos casos de y¢14=0.30 e % 14=0.95).

(N LU LA LA LA I'M/I'I'I"»I Ii'l'l'l'l
50 100 150 200 250 300 1360 1400 1440 1480 1520 2800 2850 2900 2950 3000

, -1
Numero de onda / cm

Figura 4.16 — Espectros de Raman do sistema C14C18 a 313 K. As linhas a tracejado representam as amostras

antes da fusdo e as linhas a cheio apds a fusdo das amostras. Valores de y relativos ao dcido miristico (Cy4).

O mesmo comportamento foi observado para a regido 1360-1520 cm™ (Figura 4.15b e 4.16b).
Enquanto a banda a 1410 cm? permaneceu quase inalterada, a banda a ca. 1425 cm™ sofreu um
desvio para nimeros de onda mais elevados e perdeu intensidade apds a fusdo da amostra e posterior
recristalizacdo. Este efeito ndo é claro para y¢1,=0.05, mas tornou-se mais evidente para composi¢des
superiores de yci2- A regido de vC-H (Figura 4.15c e 4.16¢c) fornece informagdo adicional relativa a
natureza das amostras apds a fusdo. Em comparacdo com as misturas fisicas, os espectros das
amostras apos a fusdo apresentam uma diminui¢do na proporgao de intensidades (2881 cm™) / (2845

cm™) e um aumento moderado de intensidade do componente com maior frequéncia (ca. 2900-2950
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cm'l). Estes efeitos parecem ter inicio a y¢1,>0.05, apresentando um maximo a yx¢1,=0.45 (C12C14) e
%c14=0.50 (C14C18) e parecem estar associados a um aumento da desordem conformacional. Em
particular, o decréscimo da relagdo de intensidades (2881 cm™) / (2845 cm™) indica um aumento das
conformacgdes gauche na cadeia carbonada provavelmente associado a defeitos na interface lamelar
da fase C;, tal como discutido por Dorset.” O efeito revelou-se ainda mais pronunciado a temperaturas

mais elevadas.
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Figura 4.17 — Espectros de Raman do sistema C14C18 a 322 K na regido 2800-3050 cm™. A linha a tracejado

representa a amostra (y14=0.50) antes da fusdo. De cima para baixo: y¢14=0.55, %14=0.50.

A Figura 4.17 apresenta os espectros de Raman na regiao 2800-3050 cm™ para composi¢des de
%c14=0.50 e yc14=0.55 a 322 K para o sistema C14C18. A comparagdo dos espectros revela poucas
diferencas indicando que se encontram ambos na fase sdlida ndo existindo liquido. A auséncia de
liqguido na amostra de y¢14=0.50, a temperatura considerada, ndo é compativel com a interpretagdo
classica deste diagrama de fases, segundo o qual a mistura nestas condi¢cbes deveria estar

parcialmente no estado liquido. Por outro lado, a auséncia de liquido a esta temperatura e
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concentragao estd de acordo com o diagrama de fases global proposto por Costa e colaboradores®
para este sistema.

Por dltimo, os espectros de Raman para o sistema C14C18 (yc14=0.30) com variagdo de
temperatura estdo representados na Figura 4.18. De acordo com a interpretacdo classica, a regido
entre 328 K e 333 K para este sistema, é uma regido de equilibrio sélido-liquido. No entanto, os
espectros da Figura 4.18 mostram claramente a auséncia de liquido nesta regido. Esta observagdo nao
é compativel com o diagrama de fases cldssico do tipo 2-1b2 e a existéncia de liquido, observada na
Figura 4.18 para 335 K confirma a existéncia de uma regido de equilibrio sélido-liquido, corroborando

o diagrama de fases proposto no trabalho de Costa e colaboradores.®

E —
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Figura 4.18 — Espectros de Raman do sistema C14C18 para y14=0.30 na regido 2800-3050 cm™.,

123



Capitulo 4

4.3.3. Conclusoes

A espectroscopia de Raman serviu de técnica complementar para demonstrar que a
interpretacdo dos diagramas de fases existente na literatura ndo era a mais correcta e ajudou a
identificar, para além de reaccdes peritécticas e eutécticas, a ocorréncia de reac¢Ges metatécticas e
regiGes de completa miscibilidade entre os acidos gordos nos extremos dos diagramas de fases e em
pontos de concentragdo intermédia. Foi demonstrado que, ao contrario do previamente admitido, os
diagramas de fases destes sistemas sdo bastante complexos, com implica¢des relevantes na concepgao
de processos de separacdo e purificagdo para acidos gordos, e também no desenvolvimento de
produtos baseados nestes compostos. Os calculos DFT foram aplicados a atribui¢do parcial do espectro
das misturas de acidos gordos recorrendo a abordagem PiMM, na qual a atribuicdo é feita com base

em pares de moléculas cuja soma reproduz o empacotamento cristalino.
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RESUMO

Compostos de inclusdo de alguns derivados fendlicos - 3-Metoxifenol (3MeOPh), 2-Metoxifenol
(2MeOPh) e 3-Metilfenol (3MePh) em ciclodextrinas naturais a-, B- e yCD foram investigados por
utilizacdo combinada de espectroscopia vibracional, célculos DFT e andlise térmica. Os efeitos do
processo de inclusdo nas moléculas héspede bem como nas interacgdes por ligagcdes de hidrogénio,
foram estudados por intermédio da monitorizacdo de modos sensiveis, dos quais sdo exemplo as
elongacdes C-C e C-H dos anéis aromaticos.

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 a
Cambridge Structural Database — CSD), foram propostas estruturas provdveis para os compostos de
inclusdao nas ciclodextrinas a.

Os compostos de inclusdo formados com os héspedes substituidos na posicdo meta apresentam
estequiometrias pouco habituais de 1:2 e 2:3. O espectro de Raman destes compostos de inclusdo em
aCD revela o desdobramento de varios modos vibracionais, distribuido por toda a gama espectral, o
que podera indicar a presenga de moléculas hdspede no interior e no exterior da cavidade da

ciclodextrina.
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5.1. Introducao

As ciclodextrinas (CDs) sdo sistemas macromoleculares, largamente reconhecidos pela sua

2

. . . , . ~ 1 . .
capacidade de incluir outras moléculas, formando compostos de inclusdo.” ° Muitos tipos de

1,11-18

4, A . 3-10 e , ~ . ,
moléculas (compostos orgdnicos” ~ ou organometalicos ) ou parte dessas moléculas, sdo incluidas

desde que as suas dimensdes moleculares se ajustem a cavidade. Os compostos de inclusdo sdo em
geral relativamente estaveis e separam-se rapidamente da solugdo como um pé cristalino. Esta

propriedade das CDs, aliada a baixa toxicidade demonstrada, tem sido referida como potenciadora da

2, 19-21

aplicabilidade dos compostos de inclusdo em diversas areas, variando desde processos de

21-2 21, 23,27,28 8, 23,29-34

~ 6 . s . . , . N . . 28
separagao e biotecnoldgicos, passando pela indUstria: farmacéutica, alimentar,™

35,36 23,37-39 21,23,28

g ] . , 40
coméstica, agroquimica, ambiental e polimeros.

Por forma a analisar a estrutura molecular e as interac¢des estabelecidas entre o hdspede e o
hospedeiro, assim como determinar se o produto final é de facto um composto de inclusdo, tém sido

4, 5, 29, 30, 41-44

usadas diferentes técnicas analiticas. A espectroscopia de Raman e os métodos

termoanaliticos tém sido aplicados de forma bem sucedida ao estudo de compostos de inclusdo em
CDs.> 2% 30 4L 43,4598 \1ais ainda, os efeitos do processo de inclusdo nas moléculas hdspede, em
particular a selectividade conformacional, tém sido o objecto de estudo em inimeros trabalhos

utilizando a espectroscopia de Raman.*” * %

No estudo da formagdo de compostos de inclusdo, a
espectroscopia de Raman ja provou ser uma ferramenta de grande utilidade, uma vez que o espectro
de Raman das CDs exibe regides livres de bandas que podem ser utilizadas para monitorizar modos
relevantes (vC=C, vC=0, vC-H,pq, etc).

Neste trabalho, foram realizados estudos para avaliar os efeitos do processo de inclusdo em

ciclodextrinas naturais (o-, - e yCD) de trés derivados do fenol: 3-Metoxifenol (3MeOPh),

2-Metoxifenol (2-MeQOPh) e 3-Metilfenol (3MePh) — estruturas representadas na Figura 5.1.

1 1

2
OCHj 1
7

55 N, 2 5 I 3
N~ NA A 3
= OCHs Sl\/\CH
7 4
3MeOPh 2MeOPh 3MePh 4 73
Figura 5.1 — Representagdo esquemadtica dos compostos 3-Metoxifenol, 2-Metoxifenol e 3-Metilfenol

evidenciando a numeracgdo dos dtomos utilizada ao longo do texto.
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Estes derivados fendlicos apresentam algumas aplicagdes farmacéuticas interessantes (ver
Seccdo 5.2.1) e foram seleccionados para este estudo com base nas suas caracteristicas estruturais. De
facto estes compostos podem estar envolvidos em liga¢gdes de hidrogénio, devido a presenga do grupo
hidroxilo, mas ndo apresentam os osciladores locais tipicamente sensiveis como C=0 e C=C,
normalmente utilizados para investigar as interac¢6es hdspede-hospedeiro. Tal auséncia constitui um
novo desafio e permite simultaneamente a exploracdo das capacidades da espectroscopia de Raman
na caracterizagdo estrutural dos compostos héspede-hospedeiro.“’ 43,45, 48

A espectroscopia de Raman foi utilizada para caracterizar os compostos de inclusdo e
racionalizar as preferéncias da orientacdo do hdspede aquando da inclusdo. As estequiometrias
hospedeiro/hdspede/H,0 foram deduzidas a partir de dados recolhidos em analises por DSC
(Differential Scanning Calorimetry, sigla DSC) e TGA (Thermogravimetric Analysis, sigla TGA). Tal como

em trabalhos anteriores,*" > 4% 48

nao foi utilizada espectroscopia FT-IR uma vez que a maioria das
bandas do héspede ou é muito fraca ou fortemente sobreposta por bandas pertencentes as moléculas
de CD. Adicionalmente, cédlculos DFT ao nivel 6-31G* foram realizados para as estruturas monoméricas
e diméricas dos trés compostos, de forma a fornecer informagdo complementar relativamente a

possiveis interacgdes por ligagdes de hidrogénio e quais os seus efeitos nos modos vibracionais.

5.2. Caracterizagao de compostos de inclusao de alguns derivados do fenol

5.2.1. Moléculas héspede

Caracteristicas como a geometria e a polaridade de uma molécula condicionam a possibilidade
de inclusdo em ciclodextrinas e consequentemente, a adaptacdo da molécula hdspede as
propriedades da cavidade. Em particular, alguma atengdo tem sido dedicada na literatura a inclusdo de

Z4 P 4, 41, 45, 48, 4
compostos aromaticos com substituintes pouco volumosos,> * *1 4> 48 49

principalmente devido as
dimensdes adequadas e hidrofobicidade exibidas pelo anel aromatico.® Nomeadamente, a existéncia
de um substituinte hidroxilo (elevado caracter hidrofilico) constitui um ponto adicional de interesse
numa molécula héspede, uma vez que, em primeira analise este grupo deveria ser desfavordvel ao
processo de inclusdo.>® Contudo, encontram-se citados na literatura exemplos indicando que a
inclusdo deste tipo de compostos é possivel, através da formacdo de ligagGes de hidrogénio entre o
grupo hidroxilo do hdospede e os grupos hidroxilo das ciclodextrinas.”">?

Relativamente as moléculas hdspede consideradas neste estudo, o 2MeOPh é um composto
natural, resultante da pirdlise da lignina, apresentando algumas propriedades que sdo usadas em

medicamentos como expectorantes, anti-sépticos e anestésicos. Devido a sua capacidade de alteragao
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de cor, por vezes é utilizado como solucdo indicadora em varias experiéncias realizadas com enzimas.

No geral,
propriedades antioxidantes e de preservagdo exibidas pelo
abundancia na natureza, detectado em muitos alimentos,
outros, possuindo um odor caracteristico a “medicamento”

como desinfectante e desodorizante.

os metoxifendis constituem uma familia muito importante com implicagGes nas

fumo. Por seu lado, o 3MePh ocorre com

no fumo da madeira e do tabaco, entre

. E utilizado para dissolver outros quimicos,

Por forma a avaliar a possivel existéncia de diversos conférmeros para cada molécula héspede,

foram efectuados célculos do tipo DFT para as moléculas 3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh. A Figura 5.2

apresenta as geometrias optimizadas dos diferentes conférmeros encontrados para cada uma das trés

moléculas hdspede consideradas neste estudo, bem como os valores da respectiva energia relativa em

k) mol™

devido as pequenas diferengas de energia envolvidas).

(os conférmeros que sdo o resultado de rotagGes internas do grupo metilo sdo omitidos,

(a) (b)
1) 3. (m ‘9 (1) J. (i .a. 4# 9
D : 9 .
‘o ° 9’ e -:«* e ‘f. 3 1999
‘ " _ : |
: P > '4
153 1931 28.28
(D] ..J (v = 9 (m [ () ._J *‘
! : J
«‘ I D 2 [ ) |
"9’ 12 2 8020 B 8 o
+ o Ja 4_ 2% 7259, S99,
"] e ﬁ 9 IJ 3
2'47 040 0.00 42,78
(c)
1) ° - m ?
2 J‘ _ i.; 2 ‘)J ' ‘?JJ
Yan' an R Tan &
J J I 9
0.00 0.14

Figura 5.2 — Geometrias optimizadas ao nivel B3LYP/6-31G* para os diferentes conférmeros de a) 3MeOPh, b)

2MeOPh e ¢) 3MePh. Os valores de energia relativa, em kJ mol™

energia vibracional do ponto zero - ZPVE, sigla em inglés).
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No caso do 3MeOPh (Figura 5.2a), as energias calculadas para os quatro conférmeros sdo muito
semelhantes, o que poderd indicar a existéncia, no liquido puro, de uma mistura dos quatro
conférmeros, com uma ligeira predominancia das estruturas | e IV. No que diz respeito ao 2MeOPh
(Figura 5.2b), as energias calculadas para os conférmeros sdo muito diferentes, indicando que a
estrutura 1l deve ser dominante ou mesmo a Unica presente na fase liquida do composto puro.
Finalmente, é esperada uma mistura dos dois conférmeros ilustrados na Figura 5.2c¢ na fase liquida do
composto 3MePh.

Nas Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 apresentam-se propostas de atribuicdo completa dos espectros de
Raman e IV do 3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh, respectivamente, estabelecidas com base nos valores de
frequéncia calculados para os modos normais do mondmero. A intensidade das bandas é descrita
tendo em conta a seguinte nomenclatura: vs — muito forte (iniciais do inglés: very strong), s — forte
(inicial do inglés: strong), m — média (inicial do inglés: medium), w — fraca (inicial do inglés: weak), vw —
muito fraca (iniciais do inglés: very weak) e sh — ombro (inicial do inglés: shoulder).

Adicionalmente, encontram-se ilustrados na Figura 5.3 os varios dimeros calculados para cada
uma das moléculas héspede, tendo-se procedido a optimizagdo completa da geometria, seguida do
calculo de frequéncias e intensidades para cada estrutura (ver detalhes na Sec¢do 9.14 do Capitulo 9).
Embora a metodologia PiMM, descrita no Capitulo 4, ndo tenha sido aplicada a estes sistemas (que na
sua forma pura sdo liquidos) por se afastar do ambito deste trabalho, os célculos envolvendo os
dimeros foram Uteis na atribuicdo de alguns modos (particularmente o de maior nimero de onda).
Assim, uma aplicacdo da metodologia PiIMM adaptada, poderia vir a ser utilizada no estudo do
espectro vibracional destes compostos, com vista a obtencdo de uma atribuicdo dos modos
vibracionais com um grau mais elevado de fundamentacao tedrica.

As estruturas dos dimeros para o 3MeOPh e 2MeOPh foram construidas com base nos
contactos mais provaveis (O-H--:O-H e O-H::-:O-CH3). Por outro lado, os dimeros do 3MePh foram
obtidos tendo como base os contactos existentes na estrutura de raios-X (referéncia MCRSOL53)

retirada da CSD.
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Figura 5.3 — Geometrias optimizadas ao nivel B3LYP/6-31G* para dimeros de a) 3MeOPh, b) 2MeOPh e c) 3MePh.

~ . . 1 e A .
Estdo representados os valores de energia relativa, em kJ mol™ e as distancias calculadas para O-:-H (em pm).

136



Inclusdo de compostos aromaticos em ciclodextrinas

Tabela 5.1 — Proposta de atribuicdo completa dos espectros vibracionais de FT-Raman e FT-IR do 3MeOPh.

Descricao Descrigao
calc®  FT-Raman FT-IR calc.”  FT-Raman FT-IR

aproximada[b] aproximada[b]
3608 - 33779 (m) vO-H 1069 1080 (m) 1078 (m) BC-H
3117 3091 (sh) - vC-H 1038 1041 (w) 1035 (vs) vO, - Me
3100 3075 (sh) - VvC-H 972 997 (vs) 994 (m) BC-C (12)
3074 3064 (s) - VvC-H 934 - 943 (s) pMe
3052 3033 (vw) - vC-H 916 924 (vw) 922 (m) yC-H
3034 3008 (w) - Vas C-H (Me) 814 - 839 (m) yC-H
2966 2943 (m) - Vas C-H (Me) 810 - 830 (m) yC-H
2909 2839 (m) - v, C-H (Me) 732 765 (w) 761 (s) yC-H
1611 1613 (m) 1613 (sh) vC-C (8a) 714 734 (s) 734 (m) vC-C
1588 1599 (m) 1594 (s) vC-C (8b) 666 689 (vw) 683 (s) yC-C
1487 1507 (vw) 1502 (sh) vC-C 606 579 (vw) 578 (m) yC-C
1478 1491 (vw) 1490 (s) vC-C 540 555 (vw) 554 (w) BC-C
1470 1468 (vw) 1467 (m) Bas C-H (Me) 516 530 (m) 526 (m) BC-C
1461 1455 (w) 1454 (m) Bas C-H (Me) 477 477 (m) 473 (w)  BCy-O+BC3-0
1437 1442 (w) 1439 (m) Bs C-H (Me) 466 458 (vw) 456 (m) yC-C
1333 1330 (w) 1330 (w) vC-C 403 421 (w) 410 (vw)  BC,-O + BC3-0
1297 1309 (vw) 1310 (w) BC-H 360 386 (w) - yO-H
1285 1290 (m) 1284 (s)  vCy-0 +vCs3-0 277 265 (vw) - YC3-0
1205 1209 (vw) 1208 (sh)  vCy-O + vCs-O 240 244 (m) - ¥C,-0
1174 1196 (w) 1195 (s) BO-H 223 236 (sh) - BMe-0
1154 1191 (w) - BC-H 204 212 (vw) - ™™e-0
1142 1168 (w) 1165 (sh) BC-H 96'* - - ™e
1139 1154 (w) 1145 (vs) pMe

[a] Valores calculados para o mondmero ao nivel B3LYP (factor de correcgdo: 0.9614). [b] v - elongagdo; - deformagdo
no plano; y - deformacgdo fora do plano; p - deformagdo do grupo CHs; 1 - torgdo; s - simétrica; as - assimétrica; Me —
metilo. [c] Calculos com os pares representados na Figura 5.3a, prevéem o deslocamento deste modo para menores
valores de nimero de onda, para 3508 e 3488 em™ nos dimeros D1 e D2, respectivamente. [d] As bandas que aparecem

a 7<100 cm™ n3o se véem no espectro de Raman devido a presenca da banda de Rayleigh.
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Tabela 5.2 — Proposta de atribuicdo completa dos espectros vibracionais de FT-Raman e FT-IR do 2MeOPh.

Descri¢ao Descricao
Calc.®  FT-Raman FT-IR calc.®  FT-Raman FT-IR

aproximada[b] aproximada[b]
3562 - 3463 (m) VO-H 1098 - 1077 (vw) BC-H
3099 3074 (vs) - VvC-H 1036 1039 (vs) 1038 (s) VO, - Me
3092 3052 (sh) - VvC-H 1018 1027 (sh) 1020 (vs) BC-H
3080 3026 (m) - vC-H 920 962 (vw) - YC-H
3067 3010 (m) - vC-H 876 915 (vw) 916 (w) YC-H
3038 2949 (m) - Vas C-H (Me) 816+817 834 (m) 832 (m) yC-H+BC-C
2972 2934 (m) - Vas C-H (Me) 746 759 (vs) 755 (sh)
2913 2843 (s) - vs C-H (Me) 727 727 (sh) 739 (s) YC-H
1607 1614 (m) 1614 (w) vC-C (8a) 676 - - yC-C
1593 1598 (s) 1596 (m) vC-C (8b) 573 584 (m) 583 (w) BC-C
1497 1504 (m) 1499 (s) vC-C 547 569 (sh) 571 (sh) yC-C
1476 1463 (m) 1468 (m) P, C-H (Me) 518 534 (m) 531(m)  PBC,-0+BC,-0
1460 1456 (m) 1457 (sh) vC-C 489 503 (w) 496 (w) BC-C
1458 1446 (sh) 1444 (m) P, C-H (Me) 470 - 478 (w) yC-C
1444 - 1409 (vw) P, C-H (Me) 445 456 (w) 439 (m) yO-H
1367 1358 (w) 1360 (m) vC-C 345 347 (m) - BC,-0 + BC,-0
1296 1303 (m) 1303 (w) BC-H 311 310 (m) - ;-0 +7C,-0
1260 1265 (s) 1255(s)  vCy-0+vCy-0 237 236 (w) - YC1-0 +7C,-0
1223 1223 (vw)  1220(m)  vC-O+vG,-O 225 - - BMe-0O
1196 1206 (w) 1203 (m) BO-H 178 188 (m) - t™e-0
1163 1172 (w) 1171 (m) pMe 701 - - ™e
1145 1156 (s) 1154 (w) BC-H
1141 1111 (w) 1107 (s) pMe

[a] Valores calculados para o mondmero ao nivel B3LYP (factor de correcgdo: 0.9614). [b] v - elongagdo; 3 - deformagdo

no plano; y - deformacdo fora do plano; p - deformagdo do grupo CHs; 1 - torgdo; s - simétrica; as - assimétrica; Me —

metilo. [c] As bandas que aparecem a ¥<100 cm™ n3o se véem no espectro de Raman devido a presenga da banda de

Rayleigh.
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Tabela 5.3 — Proposta de atribui¢cdo completa dos espectros vibracionais de FT-Raman e FT-IR do 3MePh.

Descricao Descri¢ao
Calc.®”  FT-Raman FT-IR Calc.”  FT-Raman FT-IR
aproximada[b] aproximada[b]
3603 - 3313 (m) VvO-H 1073 1087 (m) 1084 (m) BC-H
3096 3088 (vw) - vC-H 1034 - 1036 (m) pMe
3076 3075 (sh) - vC-H 997 1000 (vs) 10009 (sh) pMe
3060 3054 (m) - vC-H 975 991 (sh) 1000 (m) pBC-C
3030 3022 (sh) - vC-H 931 930 (vw) 927 (s) yC-H
3005 2921 (m) - V45 C-H (Me) 914 879 (vw) 880 (m) vC;-0 + vC3-0
2973 2861 (w) - Vas C-H (Me) 850 856 (vw) 852 (m) yC-H
2924 2735 (w) - vs C-H (Me) 811 842 (vw) - yC-H
1604 1615 (m) 1614 (m) vC-C (8a) 760 778 (w) 773 (vs) yC-H
1597 1591/98 (m) 1589 (s) vC-C (8b) 720 735 (s) 733 (m) vC-C
1497 - 1517 (w) vC-C 673 690 (vw) 687 (vs) yC-C
1472 1502 (vw) 1491 (m) Bas C-H (Me) 556 565 (w) 574 (w) vyC-C
1457 1462 (vw) 1462 (m) Bas C-H (Me) 524 541 (m) 539 (m) Bc-C
1435 1444 (w) 1440 (m) vC-C 504 518 (m) 518 (w) pBC-C
1387 1380 (m) 1379 (sh) Bs C-H (Me) 452 465 (vw) 472 (w) yC-C
1318 - 1336 (m) vC-C 448 445 (vw) 441(s)  BC,;-0+PCs-0
1309 1306 (vw) 1309 (sh) BC-H 368 322 (vw) - YO-H
1275 1282 (m) 1278 (m) vC;-0 + vC3-0 296 306 (w) - BC;-0 + BC3-0
1169 1162 (m) 1152 (vs) BO-H 239 244 (m) - vC;-O
1155 - - BC-H 207 216 (m) - vC3-O
1149 1133 (vw) - BC-H 311 - - Me

[a] Valores calculados para o mondmero ao nivel B3LYP (factor de correcgdo: 0.9614). [b] v - elongagdo; B - deformagdo

no plano; y - deformagdo fora do plano; p - deformagdo do grupo CHs; T - torgdo; s - simétrica; as - assimétrica; Me —

metilo. [c] O calculo para o par D2 representado na Figura 5.3c prevé o deslocamento deste modo para menores

. -1 ~
valores de niumero de onda, 3495 cm~, quando se estabelece um contacto O-H+**O, em relagdo ao valor calculado para

. - 1~ N . N
o mondémero. [d] As bandas que aparecem a ¥<100 cm™ ndo se véem no espectro de Raman devido a presenga da

banda de Rayleigh.
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5.2.2. Resultados e discussdo

EsTupOS TERMICOS (TG E DSC)

A utilizagdo combinada de analise DSC e TG constitui uma ferramenta analitica de primeira

56 Quando as

escolha para uma avaliagdo precisa da estequiometria dos compostos de inclusdo.
moléculas do héspede sdo incluidas nas cavidades das CDs ou na estrutura cristalina, os seus pontos
de fusdo, ebulicdio e sublimagdo normalmente mudam para valores de temperatura diferentes.
Adicionalmente, tendo em conta que os compostos de inclusdo em CDs sdo geralmente preparados
em solugdo aquosa, devem ser considerados como sistemas ternarios: CD*x(hdspede)ey(H,0), nos
guais x e y representam o nimero de moléculas de héspede e de H,O por cada molécula de CD,
respectivamente.

As estequiometrias dos compostos de inclusdao em CDs com os hdspedes 3MeOPh, 2MeOPh e
3MePh foram obtidas através da quantificacdo das diferentes perdas de massa identificadas pelas
curvas TG a medida que a temperatura aumenta. As curvas TG e DSC do composto a.CD*2MeOPh
estdo representadas na Figura 5.4. Tal como se pode observar na Figura 5.4, o termograma do
composto de inclusdo é bastante diferente dos termogramas dos componentes isolados, indicando a
formagdo de um composto de inclusdo verdadeiro.

O héspede puro (2MeOPh) evapora entre ca. 50 °C e 150 °C (Figura 5.4, ----). Por outro lado, o
hidrato de aCD (Figura 5.4, " ), é conhecido por apresentar uma perda gradual de moléculas de dgua
desde a temperatura ambiente até aproximadamente 90 °C, sem varia¢des adicionais de massa até ca.
280 °C, quando se inicia a decomposicdo.”’

Considerando o processo de inclusdo como uma permuta de algumas moléculas de dgua de
hidratag¢do por moléculas de héspede, o termograma do composto de inclusdo aCD*2MeOPh (Figura
5.4,—), exibe uma perda inicial de 11% em massa devido a libertacdo de moléculas de agua de
hidratagdo. Apds o processo de desidratacdo estar completo, ocorre uma perda adicional de 7% em
massa, provavelmente correspondente a libertacdo do hdospede, 2MeOPh, antes da decomposi¢do da
ciclodextrina. Esta relacdo de massa 82% / 7% / 11%, representa uma frac¢do molar de 2/1/7,
correspondendo a uma estequiometria de 2CD*1(hdspede)*7(H,0).

As curvas termogravimétricas dos restantes compostos de inclusdao ndo sdo aqui representadas,
uma vez que apresentam o mesmo perfil genérico e caracteristicas exibidas pelo composto
0a.CD*2MeOPh. Os resultados estequiométricos para todos os compostos de inclusdo considerados

neste estudo, estdo sumariados na Tabela 5.4.
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Figura 5.4 — Analise térmica: curvas obtidas por analise de a) DSC e b) TG do composto de inclusdo aCD*2MeOPh
(linha a cheio), a.CD pura ("

Tal como é evidente pela andlise da Tabela 5.4, os compostos de inclusdo com a.CD apresentam

trés estequiometrias distintas, dependendo do tamanho e posi¢cdo do substituinte no anel do fenol.

Em geral, a dimensdo da ciclodextrina o ndo é suficiente para acomodar completamente o anel

aromatico, estando o hdspede “entalado” entre duas moléculas de oCD. Este é o caso do
aCD*2MeOPh, que exibe o substituinte metoxilo na posi¢do orto.

O composto aCD*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
inclusdo ocCD°(m—bromofenoI).58 No caso do a.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-nitrofenol®®

e alcool benzilico®® — ambas as estruturas apresentam uma molécula do héspede incluida na cavidade
da aCD e outra molécula fora da cavidade, que resulta na propor¢do final de 1:2.
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Tabela 5.4 — Estequiometria dos compostos de inclusdo, baseada em analise de DSC e TG.

Moléculas de agua Estequiometria
Sistema % (Hospede) % (H,0)
por CD hospedeiro:hdspede
aCD*3MePh 17.25 7.11 5 1:2
oCD*2MeOPh 6.95 11.05 7 2:1
0a.CD*3MeOPh 14.44 7.97 6 2:3
[BCD*3MePh 14.89 6.08 5 1:2
10" 127
BCD*2MeOPh 10.65 9.54 8 1:1
BCD*3MeOPh 11.26 5.69 4 1:1
yCD*3MePh 13.20 13.84 14 1:2
yCD*2MeOPh 15.74 13.17 13 1:2
yCD*3MeOPh 16.21 11.74 12 1:2

[a] Valor obtido na literatura.®

Considerando a [BCD, as dimensdes da sua cavidade sdo normalmente suficientes para
acomodar uma molécula de hdspede, tal como encontrado para CD*3MeOPh e BCD*2MeOPh. O
sistema BCD*3MePh é uma excepg¢do, com uma propor¢do hospedeiro:hdspede de 1:2. Este resultado
estd de acordo com os dados de raios-X disponiveis para este composto,61 tal como se mostra na
Tabela 5.4. A discrepancia observada no teor de dgua (5 moléculas de agua por ciclodextrina neste
trabalho e 10 moléculas de dgua por CD na literatura®') pode surgir devido ao caracter labil de algumas
moléculas de dgua presentes na estrutura dos compostos de inclusao.

No que diz respeito aos compostos de inclusdo com yCD, foi observada uma estequiometria 1:2
(hospedeiro:hdéspede) para todos os derivados fendlicos em estudo, de acordo com o esperado para

esta CD, devido as dimensGes da sua cavidade.

ESPECTROSCOPIA DE RAMAN

A espectroscopia de Raman pode fornecer evidéncias do sucesso da formag¢do de um composto
de inclusdo comparando o espectro das misturas fisicas “hdspede+CD” e o espectro dos compostos de
inclusdo. E esperado que os espectros de Raman dos compostos de inclusdo apresentem diferengas

significativas nas caracteristicas espectrais das moléculas de héspede e CD, enquanto que o espectro
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das misturas fisicas “hdspede+CD” é geralmente o resultado da soma dos espectros individuais.

As regiGes espectrais que se encontram livres de bandas de CD sdo particularmente Uteis para
enfatizar as alteragGes promovidas pelo processo de inclusdo. Estas regides espectrais podem ser
encontradas acima de ca. 1550 cm™ e ca. 3000 cm™, incluindo alguns modos de elongagdo dos
osciladores C-C e C-H (vC-C,nel € VC-Hjnel), respectivamente. A interferéncia de bandas das CDs nao
permite o uso sistematico de outros modos do héspede para monitorizar os efeitos do processo de
inclusdo. No entanto, em alguns casos, modos relevantes do hdspede 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 inclusdo sdo evidentes nas bandas atribuidas aos modos
de deformacgdo fora do plano do C;-O (yC;-O) e de elongagdo do anel (vC-C,pne) — Observados a 244 cm™
e 734 cm™, respectivamente, no hdspede puro. Os diversos modos vibracionais utilizados para
monitorizar o processo de inclusdo das trés moléculas héspede estdo enumerados na Tabela 5.5, bem

como a correspondente atribuig¢do vibracional.

Tabela 5.5 — Valores de ndmero de onda (cm™) e descricio aproximada para as bandas mais relevantes

observadas no espectro de Raman dos hdspedes puros.

Ndmero de onda (cm™)

Descrigao
. (a) 3MePh 3MeOPh 2MeOPh
aproximada
Exp. calc.” Exp. calc.” Exp. calc.”
vCs-Me 216 207
vC;-0 244 239 244 240 236 237
BC-Canel 518 504 530 516 503 489
BC-Canel 541 524 555 540 584 573
Vv C-Canel 735 720 734 714 759 746
8b;vC-C,el 1591/1598 1597 1599 1588 1598 1593
8a; vC-C,el 1615 1604 1613 1611 1614 1607
vC-H 3054 3060 3064 3074 3074 3080

[a] v - elongagdo; B - deformagdo no plano; y - deformagdo fora do plano; [b] nimeros de onda calculados para cada

composto, de acordo com o procedimento descrito na Secgdo 9.14 do Capitulo 9.
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3MeOPh

Na Figura 5.5 encontram-se representados os espectros de Raman do liquido puro 3MeOPh e os
respectivos compostos de inclusdo no estado sdlido, nas regides espectrais 220-270 cm™ e 715-750
cm™. Na regido entre 220-270 cm™, o processo de inclusdo na aCD conduz a uma separagdo
inequivoca da banda registada a 244 cm™, atribuida ao modo vC;1-0. O desdobramento deste modo
vibracional pode ser atribuido a uma de duas situages: a) uma ressonancia de Fermi resultante do
processo de inclusdo ou b) a presenca de moléculas de héspede em dois ambientes quimicos distintos.
Tendo em conta a estequiometria obtida para este composto de inclusdo (2:3), determinada pelos
resultados combinados de andlise por TG e DSC mencionados na secgao anterior, a Ultima explicagao

parece ser a mais apropriada, tal como serd discutido em seguida.
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Figura 5.5 — Espectros de Raman, nas regides 220-270 e 715-750 cm™, do héspede puro 3MeOPh no estado

liquido e respectivos compostos de inclusdo no estado sélido com a-, B- e yCD.
Relativamente aos compostos de inclusdo com [3- e yCD, os efeitos do processo de inclusdo sdo

menos evidentes, sendo que apenas um desvio para menores valores de nimero de onda da banda a

R ~ . ~ :
244 cm indica a formacdo de um composto de inclusdo. Tal como encontrado anteriormente para
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L4 . . 43,45, 4 2
outros compostos aromaticos incluidos em CDs,** #> 4%

o perfil da banda no composto yCD*3MeOPh
é mais parecido com o perfil da banda no hdspede puro, provavelmente como resultado de um menor
ndmero de restricdes impostas pela cavidade da yCD.

Para a regidao 715-750 cm™?, as alteragOes observadas sao menos evidentes. O perfil da banda
atribuida a vC-Canel (734 cm™, liquido puro) no espectro do composto de inclusdo em vCD ndo revela
nenhuma alteragdo significativa com respeito ao espectro do liquido puro. Este comportamento é
consistente com a dimensdo larga da cavidade desta CD. No caso dos compostos com a- e CD,
apenas pequenas diferencgas sdo observadas nos nimeros de onda e no perfil da banda que se torna
um pouco mais estreito, provavelmente devido ao deslocamento para maiores valores de nimero de
onda da banda a 729 cm™. Esta é uma indicacdo de um maior nimero de restrices impostas por estas

duas cavidades.

Na Figura 5.6 encontram-se representados os espectros do hdspede puro e os correspondentes

compostos de inclusdo em a-, B- e yCD na regido 1540-1660 cm™

[e2)
[e2]
n
—

3MeOPh
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1560 1600 1640
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Figura 5.6 — Espectros de Raman, na regido 1540-1660 cm™, do héspede puro 3MeOPh no estado liquido e

respectivos compostos de inclusdo no estado sélido com a-, 3- e yCD.
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No espectro do composto 3MeOPh puro, o perfil da banda evidencia claramente a presenca de
pelo menos trés bandas, a 1599, ca. 1613 e ca. 1625 cm™. No entanto, de acordo com a atribuigdo
empirica baseada em calculos DFT, apenas duas bandas sdo esperadas nesta regido do espectro
(correspondendo a modos vC-C,,e € denominados 8a e 8b de acordo com a notagdo de Wilson para
modos do benzeno). Estes modos sdo atribuidos as duas bandas com menores nimeros de onda, a
1599 e 1613 cm™. A terceira banda, ca. 1625 cm™ ¢ atribuida a uma ressonancia de Fermi entre o
modo fundamental 8a e uma banda de combinac3o (possiveis bandas de combinacdo: 1154 cm™ + 477
cm™ e 997 cm™ + 620 cm™). O comportamento desta regido apds a inclusdo, apoia de uma forma geral
as observagGes retiradas para as regides anteriores. Globalmente, os perfis e nimeros de onda das
bandas ndo sdo significativamente alterados no processo de inclusdo nas cavidades maiores das CDs [3
e y. Por seu lado, a inclusdo em aCD é claramente diferente — provavelmente devido a alteragdes
geométricas impostas pelo tamanho da cavidade da a.CD, a componente atribuida a uma ressonancia

de Fermi registada a 1625 cm™ (no héspede puro) desaparece no decorrer do processo de inclus3o.

2MeOPh

As alteragdes espectrais promovidas pela inclusdo de 2MeOPh na cavidade das ciclodextrinas,
ndo sdo tao evidentes. De facto, apenas pequenos desvios na intensidade e nimeros de onda sao
observados nos espectros destes compostos de inclusdo, relativamente ao espectro do hdspede puro.
No entanto, estas diferencas sdo claramente consistentes com a formacdo de um composto de
inclusdo (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 hdspede puro, 2MeOPh,
e dos correspondentes compostos de inclusdo em a-, 3- e YCD, na regido espectral 1520-1680 cm™.
Esta é a regido espectral na qual se observam as diferengas mais pronunciadas. Para o héspede puro,
as duas bandas bem definidas observadas a 1598 e 1614 cm™, s3o atribuidas ao par vC-C,nel (8b € 83,
respectivamente). O processo de inclusio em todas as CDs leva a uma diminuicdo (cerca de 6 cm™) no
numero de onda apenas da componente do modo 8a, um efeito que pode ser relacionado com a
alteracdo das condi¢des de simetria do ambiente quimico. Sendo assim, o perfil geral desta regido
espectral é alterado significativamente aquando da inclus3o. E interessante referir que, em contraste
com a analise anterior (para o 3MeOPh, bem como para outros compostos de inclusdo aromaticos™
48) o mesmo efeito é observado independentemente do tamanho da CD, embora tenham sido obtidas,

por analise térmica, estequiometrias distintas para cada composto de inclusdo.
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Figura 5.7 — Espectros de Raman, na regido 1520-1680 cm™, do hdspede puro 2MeOPh no estado liquido e

respectivos compostos de inclusdo no estado sélido com a-, 3- e yCD.

3MePh

De acordo com os calculos DFT para o hdspede puro, existem dois modos presentes em cada
uma das duas regides representadas na Figura 5.8: os modos de deformacdo fora do plano dos
substituintes do anel aromatico, yC5-Me e yC;-O, na regido 190-270 cm? (Figura 5.8, esquerda) e duas
deformacgdes no plano do anel, fC-Cj,,e, Na regido 500-560 cm™ (Figura 5.8, direita). Tal como pode ser
observado, o espectro experimental do composto puro (3MePh) esta de acordo com estas previsdes, e
os modos YC3-Me e yC;-O sdo atribuidos as bandas a 216 e 244 cm'l, respectivamente, enquanto as
duas deformagdes BC-C,e estdo associadas as bandas observadas a 518 e 541 em™,

A inclusdo de 3MePh nas ciclodextrinas 3- e yCD conduz apenas a pequenos desvios para
menores valores de nimero de onda das bandas associadas aos modos yCs-Me e yC;-O, sendo que o
efeito é mais pronunciado no caso do composto com CD. As bandas registadas na outra regido - 500-
560 cm™ - parecem ser insensiveis ao processo de inclusdo. Por outro lado, a inclusdo na cavidade mais

pequena da aCD, conduz a alteragdes significativas em ambas as regides espectrais representadas na
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Figura 5.8. Na primeira regido (190-270 cm™), os dois modos observados vCs-Me e yC;-O sdo
desdobrados em dois pares de bandas aquando da inclusdao. Um efeito semelhante ocorre na regiao
compreendida entre 500-560 cm™, na qgual o componente com nimero de onda mais elevado também
apresenta dois componentes bem definidos no espectro de alCD*3MePh. O desdobramento de trés
modos distintos constitui uma forte indicagdo da existéncia de dois ambientes quimicos diferentes

sentidos pela molécula héspede no composto de inclusdo aCD*3MePh.
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Figura 5.8 — Espectros de Raman, nas regides 190-270 e 500-560 cm™, do héspede puro 3MePh no estado liquido

e respectivos compostos de inclusdo no estado sélido com a-, 3- e yCD.

As observagdes retiradas da andlise da Figura 5.8, sdo, no geral confirmadas pela interpretacdo
da regido espectral compreendida entre 1540 e 1680 cm™ (representada na Figura 5.9). Esta regido,
para a qual apenas sdo esperados dois modos fundamentais — 8a e 8b, de acordo com o discutido
anteriormente — apresenta sinais claros de desdobramento de bandas por interac¢des de ressonancia
de Fermi, com grandes altera¢des de intensidade associadas a pequenos desvios de nimeros de onda.
A presenca de multiplas interac¢Ges de ressonancia de Fermi explica a elevada sensibilidade deste

perfil de banda ao processo de inclusao.
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Figura 5.9 — Espectros de Raman, na regido 1540-1680 cm™, do héspede puro 3MePh no estado liquido e

respectivos compostos de inclusdo no estado sélido com a-, 3- e yCD.

Regido vC-H

Os efeitos do processo de inclusdo sdao observaveis nas bandas atribuidas aos diferentes grupos
CH para todos os compostos de inclusdo considerados. De uma forma geral, as alteragdes espectrais
observadas na regido das elongag¢bes dos grupos C-H (2800-3120 cm™) s3o consistentes com as
observagdes descritas nas sec¢des anteriores para cada molécula héspede em estudo.

As bandas nesta regido sdo atribuidas a modos de elongacdo de grupos C-H, aromaticos e do
grupo metilo (VC-Hanel € VC-Hpetito, respectivamente). No entanto, os modos vibracionais pertencentes
ao grupo metilo, localizados a ca. 2950 cm™, s3o fortemente sobrepostos pelas bandas fortes
correspondentes aos vC-H das CDs. Sendo assim, apenas os modos vC-H aromaticos, ca. 3060 cm™,
permitem a comparagdo entre os hdspedes puros e os correspondentes compostos de inclusdo.
Estudos anteriores envolvendo compostos de inclusdo em CDs mostram que os modos vC-H do anel

41, 43, 45, 48

aromatico podem ser particularmente sensiveis ao processo de inclusao. Por exemplo, no
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espectro vibracional dos compostos de inclusdao do benzaldeido em CDs observa-se um aumento

41, 43, 45
Este

significativo no nimero de onda da banda correspondente a uma elongag¢do C-H envelope.
facto tem sido associado a presenca de ligacGes de hidrogénio intermoleculares do tipo C-H---O=C
observadas na estrutura de raios-X deste composto de inclusgo.”

Na Figura 5.10, estdo representados os espectros na regiso 2800-3120 cm™ dos hdspedes puros
no estado liquido (3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh) e os correspondentes compostos de inclusdo em a-, B-

e yCD.

a) 3MeOPh b)  2MeOPh ¢)  3MePh

yCD

BCD

aCD

r T T T 1T T T T T T T T T T T T T T T T
2800 2900 3000 3100 2800 2900 3000 3100 2800 2900 3000 3100

Numero de onda/ cm™?

Figura 5.10 — Espectros de Raman, na regido 2800-3120 cm™, dos hdspedes puros no estado liquido a) 3MeOPh,

b) 2MeOPh e c) 3MePh e respectivos compostos de inclusdo no estado sélido com a-, 3- e yCD.

A comparac¢do entre os modos vC-H dos hdspedes puros e dos compostos de inclusdo, origina

trés situagdes diferentes:

i) O hdspede substituido na posicdo orto;

ii) Os hospedes substituidos na posicdo meta incluidos em - e yCD;
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iii) Os hdspedes substituidos na posi¢gdo meta com aCD.

No primeiro caso (2MeOPh), o perfil da banda atribuida a vC-H é mantido nos trés compostos
de inclusdo, mas o maximo da banda é deslocado para nimeros de onda inferiores em cerca de 4-8
cm™, aquando da inclusdo. De acordo com o discutido anteriormente (Figura 5.7), as diferencas entre
os espectros vibracionais dos compostos incluidos em o-, B- e yCD sdo quase inexistentes, o que
contrasta com o comportamento habitual de compostos de inclusdo com héspedes aromaticos.*> *®
Para os héspedes substituidos em posicdo meta (3MeOPh e 3MePh) com B- e yCD, apenas sdo
observados pequenos desvios nos nimeros de onda. As alteracbes mais relevantes observadas
aquando da inclusdo, sdo registadas para os hdspedes substituidos em posicdo meta com aCD. Esta
andlise é evidente por observagdo das Figuras 5.10a e 5.10c, nas quais é possivel observar o
desdobramento das bandas a 3064 e 3054 cm™, respectivamente. Este desdobramento dos modos

atribuidos a vC-H é consistente com a andlise das regides de baixas frequéncias, bem como com a

existéncia de dois ambientes quimicos diferentes sentidos pelas moléculas de hdspede.

GEOMETRIAS DE INCLUSAO

As alteracdes espectrais observadas na sec¢do anterior revelam um comportamento distinto
relativamente aos hospedeiros a-, - e YCD, que é normalmente associado as diferengas no tamanho
da cavidade de cada ciclodextrina. A cavidade pequena da oCD impde restricdes geométricas as
moléculas hdspede, promovendo grandes alteragdes espectrais. A cavidade de grande dimensdo da
YCD permite a inclusdo, sem perturbar consideravelmente as moléculas hdspede, dando origem a
bandas com perfil idéntico ao das bandas do hdspede puro. Por ultimo, a cavidade de tamanho
intermédio exibida pela BCD origina normalmente casos intermédios. Desta forma, as alteracdes
relativamente pequenas promovidas pela inclusdo em [3- e yCD oferecem informagdo limitada no que
diz respeito ao processo de inclusdo. Em contraste, os compostos de inclusdo em aCD revelam-se
muito mais interessantes, uma vez que as grandes alteragdes espectrais associadas ao processo de
inclusdo fornecem informacdo relevante quanto a geometria de inclusdo do composto.

Apesar de ndo ser possivel efectuar uma associagao directa entre o espectro de Raman de um
composto e a sua geometria de inclusdo, a observac¢do das alteragGes nos valores de nimero de onda
e na intensidade das bandas pode fornecer algumas pistas Uteis relativamente aos contactos
intermoleculares preferenciais. A relevancia dos possiveis 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:héspede. A utilizacdo
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concertada dos dados disponiveis através de diferentes fontes, permite a proposta de estruturas

provaveis para os compostos de inclusdo em a.CD.

3MeOPh

De acordo com os resultados obtidos pela analise TG/DSC, a estequiometria do composto de
inclusdo com 3MeOPh é de 2:3. Por outro lado, o espectro de Raman do composto a.CD*3MeOPh
apresenta o desdobramento dos modos yC;-O (244 cm™) e Vanel C-H (3064 cm™). Tal como referido
anteriormente, estes desdobramentos podem ser atribuidos ou a um efeito intramolecular (como por
exemplo um efeito de ressonancia de Fermi) ou a um efeito intermolecular (implicando a existéncia de
moléculas de héspede em duas posicdes ndo equivalentes). E improvavel que ocorra ressonancia de
Fermi num modo de nimero de onda baixo (embora possivel), enquanto a presenc¢a de moléculas de
héspede em duas posi¢des ndo equivalentes esta de acordo com a estequiometria determinada de
2:3. Uma situagdo semelhante — estequiometria 2:3 e moléculas hdspede em duas posicdes nao
equivalentes — ja foi determinada por técnicas de raios-X para um composto semelhante, aCD*3-
Bromofenol.”® De acordo com estas observacdes, a geometria de inclus3o proposta para o composto
a.CD*3MeOPh é ilustrada pela Figura 5.11. Esta proposta baseia-se nos dados térmicos e vibracionais,
discutidos nas sec¢des anteriores para este composto, em calculos DFT e na estrutura de raios-X do

a.CD*3-Bromofenol, retirada da CSD (Cambridge Structural Database).

a b)
0@ ‘9
T{ " ‘0 ‘J j
)\\/ : 29%e%
- O 9 197""-J
OH }\( ks 91
OCHj | ‘09 9
.: i J J
| i s
OCH, ‘-..-.J ’

Figura 5.11 — a) Representacdo esquematica da estrutura do composto a.CD*3MeOPh (estequiometria 2:3) e b)
estrutura optimizada do par molecular construido com base na interacgdo intermolecular O-+-H-Oy). A distancia

calculada para O--H (em pm) estd também incluida.
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No cristal de aCD*3-Bromofenol, as moléculas de 3-Bromofenol posicionadas no interior da
cavidade estdo ligadas entre si por ligagdes de hidrogénio do tipo O-H---Br, com distancias H---Br de ca.
200 pm. As moléculas de 3-Bromofenol localizadas no exterior da cavidade ndo estabelecem contactos
entre si e estdo ligadas por intermédio de ligacdes de hidrogénio a moléculas de CD vizinhas, através
do grupo hidroxilo. Tal como se ilustra na Figura 5.11b, a geometria calculada para o dimero isolado de
3MeOPh, apresenta a geometria exacta que é necessaria para se ajustar a posi¢cdo no interior da
cavidade numa estrutura cristalina idéntica a do a.CD*3-Bromofenol.

Baseado na forca relativa dos contactos por ligacdes de hidrogénio e nas restricdes estéreas a
volta do grupo fenilo, atribuem-se como mais provaveis as bandas 249 cm™ (yC;1-O) e 3090 cm™ (vC-H)
3 molécula de 3MeOPh no interior da cavidade. De forma semelhante, as bandas a 238 cm™ (yC1-0) e

3068 cm™ (vC-H) sdo atribuidas a molécula de 3MeOPh localizada no exterior da cavidade.

2MeOPh

/\{\;\

Figura 5.12 — Estrutura esquematica do composto de inclusdo aaCD*2MeOPh (estequiometria 2:1).

As alteracGes espectrais promovidas pela inclusdo de 2MeOPh em CD né&o sdo tdo informativas
como no caso anterior. Os desvios dos nimeros de onda observados na regido dos modos vVC-Hgpe
indicam uma alteragao assimétrica no ambiente do anel, que afecta mais o modo 8a que o modo 8b. A
principal singularidade deste composto esta relacionada com a quase inexisténcia de diferencas no
espectro de Raman entre os compostos incluidos em a-, - e yCDs. Tal comportamento pode surgir da
falta de restricdes no composto de inclusdo a.CD devido a estequiometria 2:1. Uma possivel geometria
de inclusdo, consistente com os dados disponiveis, encontra-se representada na Figura 5.12. Esta

geometria, com uma relagdo de 2:1 (hospedeiro:hdspede), é explicada pela formagdo de um nimero
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maximo de ligagdes de hidrogénio entre a molécula de 2MeOPh e as moléculas de aCD. O grupo
hidroxilo pode estar envolvido em ligagdes de hidrogénio com os grupos hidroxilo primarios do bordo
maior (tal como observado para o feniletanolss) ou com os atomos de oxigénio tipo-éter no interior da
cavidade (como observado para o 4—FIuorofenoI51). Esta ultima possibilidade encontra-se representada

na Figura 5.12.

3MePh

Tal como referido anteriormente, o processo de inclusdo origina um desdobramento de quatro
modos vibracionais distintos do héspede: yC3-Me, YC1-O, BC-Canel € VC-Hanel. Embora seja possivel que
este desdobramento resulte de efeitos intramoleculares tais como ressonancia de Fermi, a propagagao
dos modos desdobrados ao longo de toda a gama espectral € uma forte indicacdo da existéncia de dois
ambientes quimicos sentidos pelo hdspede, no composto de inclusdao aCD*3MePh.

Também como mencionado anteriormente, tanto o composto aCDe3-Nitrofenol como o
aCDedlcool benzilico apresentam uma estequiometria de 1:2, com uma molécula de héspede no
espaco 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 estdo na base da

geometria de inclusdo proposta para o aCD*3MePh, representada na Figura 5.13.

OH
7N\

CH, |

CH,

Figura 5.13 — Estrutura esquematica do composto de inclusdo aCD*3MePh (estequiometria 1:2).

A estrutura cristalina do hdspede puro 3MePh>® revela a existéncia de interacgdes
intermoleculares fortes do tipo O-H--+O. Por seu lado, os valores elevados de nimero de onda exibidos
pelo modo vibracional yC;-O aquando da inclusdo (ver Figura 5.8) sugerem que interacgdes fortes,
idénticas as que ocorrem no héspede puro, poderdo igualmente ser encontradas no composto de
inclusdo, estabelecidas entre o hdéspede e a CD. No caso dos compostos aCDe3-Nitrofenol e

a.CDedlcool benzilico, a molécula de hdspede localizada fora da cavidade é descrita como fracamente
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ligada e apresenta uma desordem estatistica superior. A possivel atribuicdo das bandas desdobradas
observadas no composto a.CD*3MePh (sumariadas na Tabela 5.6) é baseada no pressuposto de que a
molécula de 3MePh incluida na cavidade encontra-se mais firmemente ligada ao hospedeiro do que a

molécula no espaco extra-cavidade.

Tabela 5.6 — Valores de nimero de onda (cm™) e possivel atribuicio para as bandas desdobradas observadas no

composto de inclusdo aCD*3MePh.

Nuamero de onda (cm'l)
Modo Vibracional

Héspede puro Intra-cavidade Extra-cavidade
vCs-Me 216 225 207
vC:-0 244 249 239
BC-Canel 541 545 538
VC-Hanel 3054 3068 3046

v - elongagdo; 3 - deformagdo no plano; v - deformagéo fora do plano;

5.3. Conclusoes

Os resultados combinados de espectroscopia de Raman, calculos DFT e analise por DSC e TG,
permitem uma descri¢cdo consistente dos compostos de inclusdo de alguns derivados do fenol em a-,
- e YCDs no estado sdlido. Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com outros trabalhos

41, 43, 45, 48 - " . -
e fornecem informagdes adicionais

envolvendo inclusdao de compostos aromaticos em CDs,
relativamente ao processo de inclusdo. Nomeadamente, no que diz respeito a identificacdo de
diferentes ambientes quimicos sentidos pelas moléculas héspede, detectados pelo desdobramento de
diversos modos distintos no espectro experimental e apoiados por resultados termogravimétricos.

Os dados obtidos por analises de DSC e TG sugerem que a estequiometria destes compostos de
inclusdo varia entre 2:1 e 1:2, dependendo ndo sé do tamanho da cavidade do hospedeiro, como
também das caracteristicas estruturais do héspede. Para a maioria dos hdspedes estudados neste
trabalho, a inclusdo em B- e yCD origina estequiometrias de 1:1 e 1:2, respectivamente (sendo a
excepgdo uma estequiometria de 1:2 determinada para BCD*3MePh).

A inclusdo na yCD provoca pequenas alteragdes relativamente ao espectro do hdspede puro,

provavelmente devido as pequenas restricdes impostas pela cavidade de maior dimensdo. No caso dos
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compostos de inclusdo em aCD, foram obtidas estequiometrias diferentes: 1:2 e 2:3 para os hdspedes
com substituintes na posicao meta e 2:1 para a molécula com substituinte na posi¢do orto.

As caracteristicas espectrais observadas em regides bem caracterizadas do espectro de Raman
das moléculas hdspede incluidas nas CDs foram justificadas em termos de interac¢des especificas
entre o hdspede e o hospedeiro. Adicionalmente, o comportamento distinto das trés moléculas
hdspede consideradas relativamente a inclusdo em aCD foi associado as dimensdes e posicdo do

grupo substituinte no anel do fenol.

156



Inclusdo de compostos aromaticos em ciclodextrinas

5.4. Referéncias

1. E. Fenyvesi, L. Szente, N. R. Russel, M. Mcnamara, in Comprehensive Supramolecular Chemistry, Vol. 3, p.
305-366, (Eds.: J. Szejtli, T. Osa), Pergamon, Oxford, 1996.

2. J. Szejtli, Introduction and General Overview of Cyclodextrin Chemistry, Chem. Rev. 1998, 98, 1743-1753.
3. S. S. Braga, I. S. Gongalves, E. Herdtweck, J. J. C. Teixeira-Dias, Solid state inclusion compound of S-
ibuprofen in b-cyclodextrin: structure and characterisation, New J. Chem. 2003, 27, 597-601.

4.S.S. Braga, T. Aree, K. Imamura, P. Vertut, I. Boal-Palheiros, W. Saenger, J. J. C. Teixeira-Dias, Structure of
the B-Cyclodextrin-p-Hydroxybenzaldehyde Inclusion Complex in Aqueous Solution and in the Crystalline
State, J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 2002, 43, 115-125.

5. L. Cunha-Silva, J. J. C. Teixeira-Dias, Solid State Inclusion of the Nonionic Surfactant CyE4 in B-
Cyclodextrin, at Various Humidities: A Combined Raman and 3C CP MAS NMR Study, J. Phys. Chem. B 2002,
106, 3323-3328.

6. M. V. Rekharsky, Y. Inoue, Complexation Thermodynamics of Cyclodextrins, Chem. Rev. 1998, 98, 1875-
1918.

7. S. S. Braga, P. Ribeiro-Claro, M. Pillinger, I. S. Gongalves, A. C. Fernandes, F. Pereira, C. C. Romdo, P. B.
Correia, J. J. C. Teixeira-Dias, Interactions of Omeprazole and Precursors with [B-Cyclodextrin Host
Molecules, J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 2003, 47, 47-52.

8. S. S. Braga, P. Ribeiro-Claro, M. Pillinger, I. S. Gongalves, F. Pereira, A. C. Fernandes, C. C. Romao, P. B.
Correia, J. J. C. Teixeira-Dias, Encapsulation of sodium nimesulide and precursors in B-cyclodextrin, Org.
Biomol. Chem. 2003, 1, 873-878.

9. A. M. M. d. Silva, J. M. A. Empis, J. J. C. Teixeira-Dias, Inclusion of carvone enantiomers in
cyclomaltoheptaose (B-cyclodextrin): thermal behaviour and H-D and D-H exchange, Carbohydr. Res. 2002,
337, 2501-2504.

10. A. Harada, Cyclodextrin-Based Molecular Machines, Acc. Chem. Res. 2001, 34, 456-464.

11. S. S. Braga, |. S. Gongalves, P. Ribeiro-Claro, A. D. Lopes, M. Pillinger, J. J. C. Teixeira-Dias, J. Rocha, C. C.
Romado, Encapsulation of Cyano(cyclopentadienyl) Complexes of Iron with B-cyclodextrin, Supramol. Chem.
2002, 14, 359-366.

12.J. A. Fernandes, S. Lima, S. S. Braga, M. Pillinger, J. E. Rodriguez-Borges, P. Ribeiro-Claro, J. J. C. Teixeira-
Dias, |. S. Goncalves, Experimental and Theoretical Study of the Encapsulation of a Linear
Oligo(ferrocenylsilane) Trimer with B-Cyclodextrin, Eur. J. Inorg. Chem. 2005, 4729-4734.

13. S. S. Braga, I. S. Gongalves, M. Pillinger, P. Ribeiro-Claro, J. J. C. Teixeira-Dias, Experimental and
theoretical study of the interaction of molybdenocene dichloride (Cp,MoCl,) with B-cyclodextrin, J.

Organomet. Chem. 2001, 632, 11-16.

157



Capitulo 5

14. S. Lima, I. S. Goncalves, P. Ribeiro-Claro, M. Pillinger, A. D. Lopes, P. Ferreira, J. J. C. Teixeira-Dias, J.
Rocha, C. C. Romao, Interactions of Cationic and Neutral Molybdenum Complexes with B-Cyclodextrin Host
Molecules, Organometallics 2001, 20, 2191-2197.

15. J. A. Fernandes, S. Lima, S. S. Braga, M. Pillinger, P. Ribeiro-Claro, J. E. Rodriguez-Borges, A. D. Lopes, J. J.
C. Teixeira-Dias, I. S. Goncalves, Inclusion Complexation of Dimeric and Trimeric
Oligo(ferrocenyldimethylsilanes) with y—Cyclodextrin, Organometallics 2005, 24, 5673-5677.

16. S. H. Toma, M. Uemi, S. Nikolaou, D. M. Tomazela, M. N. Eberlin, H. E. Toma, {trans-1,4-Bis[(4-
pyridyl)ethenyllbenzene}(2,2'-bipyridine)ruthenium(ll) Complexes and Their Supramolecular Assemblies
with B-Cyclodextrin, Inorg. Chem. 2004, 43, 3521-3527.

17. F. Hapiot, S. Tilloy, E. Monflier, Cyclodextrins as Supramolecular Hosts for Organometallic Complexes,
Chem. Rev. 2006, 106, 767-781.

18. L. Barr, P. G. Dumanski, C. J. Easton, J. B. Harper, K. Lee, S. F. Lincoln, A. G. Meyer, J. S. Simpson,
Cyclodextrin Molecular Reactors, J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 2004, 50, 19-24.

19. T. Nagai, H. Ueda, in Comprehensive Supramolecular Chemistry, Vol. 3, p. 441-450, (Eds.: J. Szejtli, T.
Osa), Pergamon, Oxford, 1996.

20. A. R. Hedges, Industrial Applications of Cyclodextrins, Chem. Rev. 1998, 98, 2035-2044.

21. M. M. D. Valle, Cyclodextrins and their uses: a review, Process Biochem. 2004, 39, 1033-1046.

22. J. Snopek, E. Smolkova-keulemansova, T. Cserhati, A. M. Stalcup, K. H. Gahm, in Comprehensive
Supramolecular Chemistry, Vol. 3, p. 516-571, (Eds.: J. Szejtli, T. Osa), Pergamon, Oxford, 1996.

23. J. Szejtli, Utilization of cyclodextrins in industrial products and processes, J. Mater. Chem. 1997, 7, 575-
587.

24. Z. Juvancz, J. Szejtli, The role of cyclodextrins in chiral selective chromatography, TrAC Trends Anal.
Chem. 2002, 21, 379-388.

25. B. Chankvetadze, Combined approach using capillary electrophoresis and NMR spectroscopy for an
understanding of enantioselective recognition mechanisms by cyclodextrins, Chem. Soc. Rev. 2004, 33, 337-
347.

26. E. Schneiderman, A. M. Stalcup, Cyclodextrins: a versatile tool in separation science, J. Chromatogr. B
2000, 745, 83-102.

27. R. Bar, in Comprehensive supramolecular Chemistry, Vol. 3, p. 423-440, (Eds.: J. Szejtli, T. Osa),
Pergamon, Oxford, 1996.

28. M. Singh, R. Sharma, U. C. Banerjee, Biotechnological applications of cyclodextrins, Biotechnol. Adyv.
2002, 20, 341-359.

29. C. M. Fernandes, M. Teresa Vieira, F. J. B. Veiga, Physicochemical characterization and in vitro

dissolution behavior of nicardipine-cyclodextrins inclusion compounds, Eur. J. Pharm. Sci. 2002, 15, 79-88.

158



Inclusdo de compostos aromaticos em ciclodextrinas

30. T. Van Hees, G. Piel, S. H. de Hassonville, B. Evrard, L. Delattre, Determination of the free/included
piroxicam ratio in cyclodextrin complexes: comparison between UV spectrophotometry and differential
scanning calorimetry, Eur. J. Pharm. Sci. 2002, 15, 347-353.

31. T. Loftsson, Cyclodextrins and the Biopharmaceutics Classification System of Drugs, J. Incl. Phenom.
Macro. Chem. 2002, 44, 63-67.

32. J. Li, X. J. Loh, Cyclodextrin-based supramolecular architectures: Syntheses, structures, and applications
for drug and gene delivery, Adv. Drug Del. Rev. 2008, 60, 1000-1017.

33. A. Vyas, S. Saraf, S. Saraf, Cyclodextrin based novel drug delivery systems, J. Incl. Phenom. Macro. Chem.
2008, 62, 23-42.

34. K. Uekama, F. Hirayama, T. Irie, Cyclodextrin Drug Carrier Systems, Chem. Rev. 1998, 98, 2045-2076.

35. H. Hashimoto, in Comprehensive Supramolecular Chemistry, Vol. 3, p. 483-502, (Eds.: J. Szejtli, T. Osa),
Pergamon, Oxford, 1996.

36. L. Szente, J. Szejtli, Cyclodextrins as food ingredients, Trends Food Sci. Technol. 2004, 15, 137-142.

37. P. Lo Nostro, L. Fratoni, P. Baglioni, Modification of a Cellulosic Fabric with B-Cyclodextrin for Textile
Finishing Applications, J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 2002, 44, 423-427.

38. H. J. Buschmann, D. Knittel, E. Schollmeyer, New Textile Applications of Cyclodextrins, J. Incl. Phenom.
Macro. Chem. 2001, 40, 169-172.

39. H. Hashimoto, Present Status of Industrial Application of Cyclodextrins in Japan, J. Incl. Phenom. Macro.
Chem. 2002, 44, 57-62.

40. A. Tonelli, Cyclodextrins as a means to nanostructure and functionalize polymers, J. Incl. Phenom.
Macro. Chem. 2008, 60, 197-202.

41. A. M. Amado, A. M. M. d. Silva, P. J. A. Ribeiro-Claro, J. J. C. Teixeira-Dias, Meta-Substituted styrene
molecules included in cyclodextrins: a Raman Spectrosocopic study, J. Raman Spectrosc. 1994, 25, 599-605.

42. ). C. Netto-Ferreira, L. M. llharco, A. R. Garcia, L. F. Vieira Ferreira, Characterization of Solid Complexes
between Aromatic Ketones and B-Cyclodextrin Using Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform
Spectroscopy, Langmuir 2000, 16, 10392-10397.

43, P. J. A. Ribeiro-Claro, A. M. Amado, J. J. C. Teixeira-Dias, Substituted Styrene Molecules Included in
Cyclodextrins: a Raman Spectroscopic Study. Part Il, J. Raman Spectrosc. 1996, 27, 155-161.

44, L. Szente, in Comprehensive Supramolecular Chemistry, Vol. 3, p. 253-278, (Eds.: J. Szejtli, T. Osa),
Pergamon, Oxford, 1996.

45. A. M. Amado, P. J. A. Ribeiro-Claro, Selection of substituted benzaldehyde conformers by the
cyclodextrin inclusion process: a Raman spectroscopic study, J. Raman Spectrosc. 2000, 31, 971-978

46. T. lliescu, M. Baia, V. Miclaus, A Raman spectroscopic study of the diclofenac sodium—f3-cyclodextrin
interaction, Eur. J. Pharm. Sci. 2004, 22, 487-495.

47. B. Rossi, P. Verrocchio, G. Viliani, G. Scarduelli, G. Guella, I. Mancini, Vibrational properties of inclusion

complexes: The case of indomethacin-cyclodextrin, J. Chem. Phys. 2006, 125, 044511.

159



Capitulo 5

48. P. J. A. Ribeiro-Claro, A. M. A. d. Costa, M. L. Vueba, M. E. Pina, A. M. Amado, Para-halogenated
benzaldehyde molecules included in cyclodextrins: a combined spectroscopic and thermal analysis, J.
Raman Spectrosc. 2006, 37, 472—479.

49. A. M. M. d. Silva, A. M. Amado, P. J. A. Ribeiro-Claro, J. Empis, J. J. C. Teixeira-Dias, B-Cyclodextrin
Complexes of Benzaldehyde, Vanillin and Cinnamaldehyde: A Raman Spectroscopic Study, J. Carbohydr.
Chem. 1995, 14, 677-684.

50. L. Szente, in Comprehensive Supramolecular Chemistry, Vol. 3, p. 243-252, (Eds.: J. Szejtli, T. Osa),
Pergamon, Oxford, 1996.

51. M. Shibakami, A. Sekiya, X-ray Crystallographic study of fluorine atom effect on guest orientation inside
the a-Cyclodextrin cavity, J. Chem. Soc., Chem Commun. 1992, 1742-1743.

52. P. D. Ross, M. V. Rekharsky, Thermodynamics of Hydrogen Bond and Hydrophobic Interactions in
Cyclodextrin Complexes, Biophys. J. 1996, 71, 2144-2154.

53. C. Bois, Structure du m-cresol, Acta Crystallogr. Sect. B 1973, 29, 1011-1017.

54. X.-T. Li, J.-H. Li, G.-E. Zhang, G.-X. Xi, X.-D. Lou, Kinetic studies on the thermal dissociation of [beta]-
cyclodextrin-anisaldehyde inclusion complex, Thermochim. Acta 1995, 262, 165-173.

55. G. Bettinetti, C. Novak, M. Sorrenti, Thermal And Structural Characterization of Commercial a-, -, and
y-Cyclodextrins, J.Therm. Anal. Cal. 2002, 68, 517-529.

56. L. R. Nassimbeni, Structure—reactivity relations of inclusion compounds, Cryst. Eng. Comm. 2003, 5, 200-
203.

57. F. Giordano, C. Novak, J. R. Moyano, Thermal analysis of cyclodextrins and their inclusion compounds,
Thermochim. Acta 2001, 380, 123-151.

58. S. Kamitori, Y. Toyama, O. Matsuzaka, Crystal structures of cyclomaltohexaose ([a]-cyclodextrin)
complexes with p-bromophenol and m-bromophenol, Carbohydrate Research 2001, 332, 235-240.

59. K. Harata, H. Uedaira, J. Tanaka, The structure of the cyclodextrin complex. VI. The crystal structure of
alfa-cyclodextrin-m-Nitrophenol (1:2) Complex, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1978, 51, 1627-1634.

60. T. Steiner, K. Geler, Aromatic molecules included into and contacting the outer surface of
cyclomaltohexaose ([a]-cyclodextrin): crystal structure of [a]-cyclodextrin-(benzyl alcohol)2-hexahydrate,
Carbohydr. Res. 1994, 260, 27-38.

61. K. H. Jogun, J. M. Maclennan, J. J. Stezowski, Eur. Cryst. Meeting 1979, 5, 34.

62. M. M. Nolasco, A. M. Amado, P. J. A. Ribeiro-Claro, Spectroscopic and thermal studies on the inclusion
of trans-cinnamic acid and a number of its hydroxyl-derivatives with o, B and y-cyclodextrins molecules, J.
Raman Spectrosc. 2009, 40, 687-695.

63. K. Harata, K. Uekama, M. Otagiri, F. Hirayama, H. Ogino, The structure of the Cyclodextrin Complex. X.
Crystal Structure of a-Cyclodextrin-Benzaldehyde (1:1) Complex Hexahydrate, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1981,
54, 1954-1959.

160



Inclusdo de compostos aromaticos em ciclodextrinas

64. M. M. Nolasco, A. M. Amado, P. J. A. Ribeiro-Claro, Computationally-Assisted Approach to the
Vibrational Spectra of Molecular Crystals: Study of Hydrogen-bonding and Pseudo-Polymorphism,
ChemPhysChem 2006, 7, 2150-2161.

65. K. Harata, The structure of the Cyclodextrin Complex. Xll. Crystal structure of a-Cyclodextrin-1-

Phenylethanol (1:1) Tetrahydrate, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1982, 55, 1367-1371.

161



Capitulo 6

Analise de solidos farmacéuticos por
espectroscopia de Raman intensificada a

superficie (SERS)



Capitulo 6

CONTEUDO

RESUIMIO ...ttt e e e e a e et e e s s s a s e e e hee e e e s s baa s e e e s e snres 165
6.1. Caracteristicas Gerais da Espectroscopia de Raman intensificada a superficie..............c.cccoceverenneenn. 166
6.1.1. Factores que influenciam a intensificagdo SERS.................cceiiiiiii e 169
NATUREZA DO ADSORVATO .....ceiiuuriiiirtieiittteiiittesssirtessssteesbaeessabteesaabs s e sbaeessba s e s aaba s e smbaeesbbeessbbeessabaeesnareeenas 169
NATUREZA E MORFOLOGIA DO IMETAL ....cceiiuuriiiiiinieiiiite ittt snneessnstessbasessaasessssteessnassesnsessssnaeessnsssesonssessonssesas 169
6.1.2. Mecanismos de intenSifiCagao...........ccoeouiiiiiiiii e 170
ELECTROMAGNETICO (EIMI) ...ttt ettt e e st e e et e e e e aae e e s taeeeentaeeensaeeersteaeenssaeesnseaeessreeeans 171
QUIMICO OU DE TRANSFERENCIA DE CARGA (CT) ...veviuiiiniieiiniieieeiteiteit ettt ettt sa e e sne st b saesn b s snenne e 172
6.1.3. Técnicas de aquisicao de espectros eXperimentais.............ccccoecveereiiieiriee e e 174
6.2. Deteccao de processos CT nos espectros SERS de sdlidos farmacéuticos.............cccccevvivieirceeninnenn. 175
6.2.1. Acido trans-3-HidroXiCiNAmMICO............cc.evviueveueieieececee ettt naee 175
6.2.1.1. ReSultados @ diSCUSSA0 .........cc.coruiiiiiiiiiiiiiieiie ettt s e s n e b b e sanee e 176
6.2.2. 5-FIUOIOUraCil .......coouiiiiiiie e e s s 182
6.2.2.1. ResUltados @ diSCUSSA0 .........c.cevuiriiiieniiiieiiereee ettt sttt 183

6.3, CONCIUSAOD ..ottt ettt sttt et s h e bt et s bt e bt et e sb e e sbeeaeesbeesbeesbesmeesbeemsesaeens sbeennesnnenees 191
6.4, REFEIENCIAS. ... .eiiiiiiiie ettt sttt st st s r e et s et e s nre e e eanennes 192

164



Andlise de sélidos farmacéuticos por espectroscopia de Raman intensificada a superficie (SERS)

RESUMO

Neste Capitulo pretende-se descrever a andlise dos espectros SERS de dois compostos
farmacéuticos, utilizando duas técnicas distintas de aquisicdo. Numa primeira parte, os espectros SERS
do acido trans-3-hidroxicinamico adsorvido em coldides de prata foram analisados de forma a detectar
processos ressonantes de transferéncia de carga semelhantes a mecanismos de ressonancia de
Raman, envolvendo a transferéncia foto-induzida de um electrdo do metal para o adsorvato. Foram
calculadas intensidades SERS baseadas no mecanismo de transferéncia de carga para as espécies
neutra, anidnica e dianidnica e foi determinado que a espécie activa em SERS corresponde ao ido
hidroxicinamato ligado ao metal através do grupo carboxilato. Adicionalmente, foi demonstrado que o
mecanismo de transferéncia de carga estd presente nos espectros SERS, o que explica a forte
intensificacdo da banda ca. 1600 cm™, atribuida ao modo vibracional 8a.

Seguidamente, os espectros SERS do 5-Fluorouracilo registados sob diversas condigdes
experimentais, foram igualmente analisados de acordo com um mecanismo ressonante de
transferéncia de carga, envolvendo a transferéncia foto-induzida de um electrdo de um nivel Fermi do
metal para orbitais livres do adsorvato. De forma a detectar o mecanismo de intensificacdo e
identificar qual a espécie quimica que origina o espectro, as intensidades tedricas para processos de
transferéncia de carga foram determinadas para as formas di-endlica e di-cetdénica e para os
respectivos anides N1 e N3 (resultantes da perda de um protdo nos dtomos de azoto na posi¢do 1 e 3,
respectivamente) e comparadas com os resultados experimentais. Desta forma, a presenga do anido
N1 foi confirmada no espectro SERS uma vez que as intensidades calculadas prevéem a intensificacdo
selectiva da banda ca. 1680 cm™, consistente com os resultados experimentais, o que reforca a

relevancia do papel desempenhado pelo mecanismo de transferéncia de carga nos espectros SERS.
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6.1. Caracteristicas Gerais da Espectroscopia de Raman intensificada a superficie

A descoberta da espectroscopia SERS (Surface-enhanced Raman Scattering, SERS na sigla em
inglés) ocorreu de forma casual por Fleischmann, Hendra e McQuillan em 1974" ao tentarem registar o
espectro de Raman da piridina adsorvida sobre um eléctrodo de prata submetido a vdrios ciclos de
oxidagdo-reducgdo, tendo sido obtido um espectro inexplicavelmente intenso. Este fendmeno consiste
essencialmente na extraordindria intensificagdo que ocorre no espectro de Raman de algumas
moléculas quando se encontram nas proximidades de determinadas superficies metdlicas rugosas. As
intensificagdes 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 condi¢Ges experimentais do registo. Em
condigcOes favoraveis, a intensificacdo SERS pode ser suficiente para observar o sinal de Raman de uma
Unica molécula, o que implica intensificacdes de 14 ordens de magnitude.

A descoberta do fenédmeno SERS forneceu o estimulo necessario ao estudo de difusdo dptica
intensificada em interfaces e possibilitou o aparecimento de um novo campo de espectroscopia
intensificada de superficie que inclui a intensificagdo a superficie de geragdo de 22 harmadnica (Surface-
enhanced Second-harmonic Generation, SE-SHG na sigla em inglés), espectroscopia de infravermelho
intensificada a superficie (Surface-enhanced Infrared Spectroscopy, SEIRS na sigla em inglés),
fluorescéncia intensificada a superficie (Surface-enhanced Fluorescence, SEF na sigla em inglés) e
intensificagdo a superficie de geracdo de soma de frequéncias (Surface-enhanced Sum Frequency
Generation, SE-SFG na sigla em inglés).2 Adicionalmente, a descoberta deste fendmeno forneceu uma
sonda de diagndstico in situ ultra-sensivel na determinacdo da estrutura detalhada e orientacdo das
moléculas a superficie que é amplamente aplicada em interfaces bioldgicas, cataliticas e
eIectroquimicas.3’4

No ambito da espectroscopia SERS, desenvolveram-se outras técnicas baseadas no mesmo
principio fundamental das quais se destacam a espectroscopia SERS de moléculas isoladas (single
molecule SERS, SM-SERS na sigla em inglés), a espectroscopia de hiper-Raman intensificada a
superficie (Surface-enhanced Hyper-Raman Spectroscopy, SEHRS na sigla em inglés), a espectroscopia
de ressonancia de Raman intensificada a superficie (Surface-enhanced Resonance Raman
Spectroscopy, SERRS na sigla em inglés), a espectroscopia de Raman intensificada numa ponta (Tip-
enhanced Raman Spectroscopy, TERS na sigla em inglés) e SERS com excita¢do ultravioleta (ultraviolet-
excited SERS, UV-SERS na sigla em inglés).

Através de inUmeras investigacGes nesta area, Cc/mpion5 resumiu as caracteristicas especificas

de todos os tipos de espectros SERS nos seguintes pontos:
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1. E possivel obter espectros SERS de uma grande quantidade de moléculas adsorvidas na superficie

de relativamente poucos metais.

2. E necessario que as superficies sejam rugosas e a maior contribuicio é devida & rugosidade sub-
microscépica (de dimens&es entre 10 e 100 nm) ou atdmicas (vértices, defeitos, etc.) dependendo do

sistema.

3. O fendmeno de intensificagdo pode propagar-se a grandes distancias da superficie metalica,
dependendo da topografia da mesma. Foi possivel observar uma intensa difusdao de Raman em

moléculas separadas dezenas de nandémetros do metal.

4. Os perfis de excitagdo (dependéncia da intensidade de uma banda com a frequéncia excitatriz)
desviam-se significativamente do comportamento de Raman normal, o que indica a existéncia de um

fendmeno de ressonancia.

5. As intensidades das bandas SERS diminuem, geralmente, com o aumento da frequéncia

vibracional.

6. As bandas SERS sdao completamente despolarizadas.

7. As moléculas adsorvidas directamente sobre o metal sdo, em alguns casos, distinguiveis daquelas
que sdo adsorvidas em camadas adjacentes, caracterizando-se por deslocamentos vibracionais,

aparecimento de novas bandas e por factores de intensificagdo maiores.

8. Asregras de seleccdo de Raman estdo relaxadas, originando em alguns casos o aparecimento de

modos que sdo normalmente inactivos, tanto em IV como em Raman.

9. Em eléctrodo, as frequéncias vibracionais e os perfis de excitagdo sdo fungdo do potencial
eléctrico aplicado em cada experiéncia electroquimica. Os perfis de excitagdo de modos distintos

podem ser diferentes.

10. Os espectros SERS exibem um fundo de difusdo ineldstica continuo e débil, mesmo na auséncia

de espécies adsorvidas.

Da andlise dos espectros SERS é possivel extrair informagbes relativas a adsor¢do de uma

molécula na superficie de um metal e ao processo de intensificagdo observado. De uma forma geral,

qguando uma molécula interage com uma superficie metalica, sdo observadas altera¢Ges na frequéncia

e intensidade relativa das bandas nos espectros de Raman e SERS. A maioria dos trabalhos anteriores

relativos a SERS de compostos aromaticos®® interpreta estes factos experimentais do ponto de vista
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do mecanismo electromagnético (Electromagnetic mechanism, EM na sigla em inglés). Este
mecanismo permite-nos deduzir a orientacdo molecular do adsorvato em relagdo a superficie
metalica. Por este motivo, as regras de selecgio para SERS do mecanismo EM? relacionam a orientacio
molecular perpendicular ou paralela a superficie de uma molécula planar com a intensificagdo de
modos normais no plano e fora do plano, respectivamente. No entanto, este mecanismo nao explica a
intensificagcdo 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 presenga do denominado mecanismo de
transferéncia de carga (Charge-transfer, CT na sigla em inglés) — ver detalhes relativos a estes dois
mecanismos na Seccdo 6.1.2. Uma das questGes mais pertinentes e dificeis de responder em SERS é
precisamente identificar qual dos dois mecanismos de intensificacdo, EM ou CT, estd envolvido na
intensificacdo selectiva observada e de que forma contribui cada um para um determinado registo.
Esta é uma controvérsia antiga e o grupo de investigacdo do Professor Otero tem vindo a desenvolver

-11
91 De uma forma

uma metodologia para detectar a presenca de processos CT num espectro SERS.
simples, a abordagem consiste em assumir que o mecanismo de intensificacdo do sinal SERS por
transferéncia de carga (SERS-CT) é analogo a um processo de ressonancia de Raman (RR).12 O fotdo
incidente (hv) produz a transferéncia ressonante de um electrdo do metal para orbitais vazias da
molécula adsorvida (A) conduzindo & formagio do correspondente radical anidnico (A*) de moléculas

neutras:

A+e +hv> A"

Quando o electrdo regressa ao metal, um fotdo é emitido com hv' (sendo v' < v, se a molécula

permanece excitada, A*):

A" S>SA*+hy +¢e

Este mecanismo CT permite-nos prever a intensificagdo selectiva das bandas de acordo com o
formalismo proposto por Albrecht et. al. para RR.*> De acordo com trabalhos anteriores deste grupo de
investigagio® ! a principal caracteristica dos espectros SERS-CT de moléculas arométicas é a forte
intensificacdo da banda correspondente ao modo 8a, registada ca. 1600 cm™. Considerando a
metodologia proposta, é possivel explicar a intensificagdo selectiva observada nos espectros SERS de
diferentes moléculas aromaticas tais como pirimidina,10 piridina,13 pirazina14 e outros derivados

. 9,15-17
metilados.™
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6.1.1. Factores que influenciam a intensificagdo SERS

A maior ou menor intensificacdo do sinal de Raman quando se regista um espectro na presenca

de uma superficie metalica depende de varios factores, entre os quais se destacam:

Natureza do metal e do adsorvato;
Morfologia e potencial eléctrico da superficie;

Energia e excita¢do laser;

AR NN

Presenca de determinados iGes em solugdo (o electrdlito utilizado pode competir com a

amostra em estudo);

<

Temperatura;

<\

pH;

v" Volume total da amostra.

NATUREZA DO ADSORVATO

A espectroscopia SERS tem sido aplicada ao estudo de substancias inorganicas e organicas,
sendo superior o niumero de trabalhos publicados relativamente ao segundo caso. Geralmente é
necessario que a molécula possua um centro capaz de interagir com a superficie do metal, como a
nuvem electrénica de um sistema conjugado, os pares de electrdes livres de um dtomo ou um grupo
funcional com excesso de carga negativa. A intensidade SERS depende da afinidade entre o adsorvato
e a superficie (traduzindo-se numa interac¢do directa mediante um mecanismo de adsorgdo fisico ou
quimico) e da resposta que é capaz de produzir quando é excitado por um laser nas condi¢des da
experiéncia. Geralmente, o sinal SERS de uma determinada molécula depende da sua concentragdo.
No entanto, se a emissdo é produzida por moléculas em contacto directo com o metal, hd a
possibilidade de se produzir um efeito de saturacdo, mesmo a concentracdes baixas. Uma
caracteristica essencial do fendmeno SERS é o grau de sensibilidade tdo diferente e especifico que
pode demonstrar, dependendo da natureza do adsorvato, sendo por vezes dificil extrapolar um

determinado comportamento.

NATUREZA E MORFOLOGIA DO METAL

O mesmo adsorvato pode exibir um grau de sensibilidade SERS muito diferente em func¢do da

natureza e método de preparacdo da superficie metalica. Foi possivel comprovar num grande nimero
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de experiéncias que o facto de um determinado adsorvato proporcionar espectros SERS intensos na
superficie de um metal especifico, ndo implica que produza necessariamente uma resposta
semelhante se a natureza do metal for modificada, ou mesmo se o método de preparagdo de um
coléide ou eléctrodo for alterado.

A maior ou menor capacidade de produzir espectros SERS intensos é estabelecida pelas
caracteristicas electrénicas do metal. Os mais adequados sdo 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, litio, potdssio, aluminio e indio, por ordem
decrescente de relevancia SERS. Praticamente n3do se observa o efeito SERS quando se trata de uma
superficie ndo rugosa e por isso as experiéncias mais frequentes realizam-se em coldides ou em
eléctrodos submetidos a varios ciclos de oxida¢ao-reducao.

Num meio coloidal, as particulas em suspensdo apresentam um certo nimero de imperfeicdes
que podem ser observadas em fotografias de microscopia electrdénica, nas quais se conclui que o
sistema é formado por particulas aproximadamente esféricas que apresentam zonas de superficie
irregular. Estas irregularidades aumentam por efeito de unido entre particulas quando se adiciona o
adsorvato, levando a formacgdo de agregados de diferentes formas e cuja distribuicdo de tamanhos
tem uma repercussdo directa sobre o factor de amplificagdo do sinal e sobre as intensidades das
bandas.

Um inconveniente relacionado com as experiéncias SERS esta relacionado com uma certa falta
de reprodutibilidade, devido a impossibilidade de obter uma superficie exactamente nas mesmas

condi¢Ges em experiéncias diferentes.

6.1.2. Mecanismos de intensificacdo

Uma teoria geral do fendmeno SERS deveria ser capaz de explicar adequadamente a origem da
intensificagdo e das suas diferentes caracteristicas. Desde a sua descoberta, tém sido propostos
inimeros modelos tedricos que se agrupam segundo o tipo de mecanismo em que se baseiam e,
embora nos dias de hoje ndo exista uma teoria Unica que explique o fendmeno no seu conjunto,

considera-se que existem duas contribui¢des fundamentais para a intensificacdo SERS:

1. Contribuigdo classica ou electromagnética.

2. Contribui¢do ndo classica, quimica ou de transferéncia de carga.

Estes mecanismos que se fundamentam em principios completamente distintos, podem actuar

de forma conjunta ou separada, dependendo das condi¢des de cada experiéncia. A contribuicdo de
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cada um deles para a intensificagdo SERS de uma molécula é uma questdo de extrema importancia que
ainda ndo possui uma resposta definitiva. Na pratica, embora se reconhega a importancia dos dois
mecanismos, os resultados sdo analisados exclusivamente tendo em conta apenas uma das
contribuicdes (EM ou CT). Neste sentido, é necessario ter em consideragdo que o mecanismo CT afecta
exclusivamente as moléculas em contacto directo com o metal, por ser um fendmeno de curto
alcance, enquanto o mecanismo de intensificagdo EM é de longo alcance e pode chegar a afectar
moléculas consideravelmente afastadas da superficie metdlica. Ambas as contribui¢des constituem
fendmenos ressonantes que intensificam o sinal de Raman através de mecanismos diferentes. O
problema reside em detectar a presenca ou auséncia destes mecanismos e sobretudo em estabelecer
a contribuicdo relativa de cada um na intensificacdo SERS observada, que pode variar, dependendo

das condi¢des experimentais.

Mecanismo CT

Mecanismo EM

Processo ressonante onde participa a radiagdo

Intensificagdo do campo eléctrico local

Origem incidente e transicdes CT do complexo metal- devido ao acoplamento do fotdo incidente
molécula (semelhante a um processo de RR). com os plasmdées de superficie do metal.
Rugosidade Rugosidade a escala atdmica. Rugosidade a grande escala (10-200 nm).

Dependéncia com a

distancia

Efeito de curto alcance. Importante apenas para

espécies directamente adsorvidas sobre a

superficie metalica.

Efeito de longo alcance. Importante

mesmo para espécies afastadas da

superficie metalica.

Dependéncia com o

potencial

A energia das transi¢cbes CT pode ser modulada
pelo potencial eléctrico aplicado. O factor de
depende do

intensificagdo potencial de

eléctrodo.

O factor de intensificagdo ndo depende do

potencial aplicado. As alteragGes de

intensidade dos perfis de excitagdo
devem-se a re-orientagdes da morfologia

superficial com o potencial aplicado.

Dependéncia com a

radiacao incidente

A condigdio de ressonancia depende do
comprimento de onda da radiagdo incidente. O
potencial ao qual se obtém uma intensidade

maxima depende da energia do fotdo incidente.

O factor de intensificagdo depende da
constante dieléctrica do metal, a qual
depende do comprimento de onda da

radiagdo incidente.

ELECTROMAGNETICO (EM)

O mecanismo de intensificagdo EM considera que o campo eléctrico efectivo que incide sobre

uma molécula é muito maior nas proximidades de uma superficie activa em SERS que na sua auséncia.
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A enorme intensificacdo produzida na presenga de uma superficie rugosa pode ser explicada segundo

o mecanismo EM como consequéncia de dois processos diferentes:

a) A intensidade da radiagdo que incide directamente sobre a molécula de adsorvato, deve

somar-se a radiagao dispersa pelo metal, que tem a mesma frequéncia.

b) O campo eléctrico associado a radiagdo de Raman dispersa é uma composi¢do da radiagdo

emitida directamente pela molécula e dispersa pelas particulas metalicas na sua vizinhanga.

O campo disperso pelas particulas metalicas é fortemente intensificado quando a frequéncia da
radiacao incidente coincide com a frequéncia de ressonancia dos plasmdes superficiais do metal, ou
seja, das oscilagGes dos electrées da banda de condu¢do do metal. Desta forma, o metal actua como
uma antena que amplifica tanto o campo da radiacdo incidente como a prdpria radiacdo de Raman
dispersa pela molécula, sendo maxima a intensificacdo nas zonas de maior rugosidade. Este
mecanismo explica a dependéncia do efeito SERS com a morfologia da superficie, a influéncia exercida
pela distancia a superficie metalica no factor de intensificagdo e a despolarizagdo da dispersao eldstica
e ineldstica gerada pelo sistema. No entanto, had duas caracteristicas do fenémeno SERS que ndo sao
razoavelmente bem descritas por este mecanismo. A primeira é a dependéncia SERS com a natureza
da molécula analisada. Neste mecanismo, o papel fundamental é desempenhado pelo metal, pela sua
superficie, pelo que a intensificacdo observada deveria ser semelhante para duas moléculas distintas,
0 que ndo acontece experimentalmente. A segunda caracteristica é a dependéncia observada das

intensidades, especialmente as intensidades relativas, com o potencial de eléctrodo.

QuiMICO OU DE TRANSFERENCIA DE CARGA (CT)

Os calculos tedricos baseados no mecanismo EM prevéem que a intensificagdo pode ocorrer
inclusive em moléculas situadas a distancias significativas da superficie metdlica. Por outro lado, o
mecanismo CT limita-se apenas as moléculas que se encontram adsorvidas directamente sobre o
metal. Trata-se de um fendmeno limitado a espécies situadas na primeira camada de adsorgao, com a
consequente formagdo de uma ligacdo quimica 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 ndo actuar
dependendo das propriedades do complexo superficial. Este mecanismo supde que a formagdo do
complexo superficial (M-A) entre a molécula em estudo (A) e o metal (M) pode apresentar novas
transi¢Ges electrdnicas, diferentes das do metal e da molécula; transicdes semelhantes as observadas

em alguns complexos inorganicos. Estas novas transicdes electronicas podem ter um caracter de
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transferéncia de carga (CT) e podem ser excitadas por fotdes visiveis normalmente utilizados em
espectroscopia de Raman.

No processo de difusdo de Raman, a molécula é excitada a um nivel virtual, um estado com
tempo de vida muito curto, uma vez que ndo corresponde a um estado estacionario (Figura 6.1). Se a
energia do fotdo incidente coincide ou se encontra muito préxima de uma transi¢dao electrdnica
permitida pelas regras de selec¢do, o sistema encontra-se em condi¢des de ressonancia de Raman
(RR), na qual a molécula é excitada a um estado que normalmente coincide com o primeiro singleto
excitado (Sp—S;). 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 estacionario CT e a
intensidade do espectro registado nestas condi¢Ges intensifica-se enormemente. Nao obstante, o
fendmeno de adsor¢do superficial é capaz de criar um novo estado de transferéncia de carga situado
mais préximo ao nivel fundamental S;. A diferenga bdsica entre uma experiéncia Raman convencional
e em condigdes de ressonancia (RR ou SERS-CT) é o tempo que a molécula permanece

transitoriamente excitada.

RR SERS-CT

""" AT W S M*-A- D,

Xh\/ Xh\/

\ 4

N N s w s

Figura 6.1 — Estados envolvidos nos mecanismos de Raman, ressonancia de Raman (RR) e SERS em ressonancia

com estados de transferéncia de carga (SERS-CT) do complexo superficial M-A (figura adaptada de®).

O mecanismo quimico ou de transferéncia de carga é capaz de explicar a dependéncia
observada entre a intensificagdo selectiva de certas bandas SERS com a natureza da espécie quimica
adsorvida e com o potencial eléctrico da interface. Este modelo pressupde a existéncia de uma
interaccdo directa entre o metal e o adsorvato, centrando-se exclusivamente sobre a primeira camada
de moléculas em contacto directo com a superficie metdlica. Nestas condigbes é possivel que o
sistema metal-molécula apresente novas transices electrdonicas que sejam capazes de ser excitadas

com a energia da radiacao laser utilizada.
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Estas novas bandas correspondem a transi¢bes electréonicas nas quais se produz uma
transferéncia de carga metal-adsorvato ou adsorvato-metal e por isso sdo estados estacionarios da
molécula isolada. Se a energia desta transi¢do coincide com a energia da radiacdo excitatriz estdo
preenchidas as condi¢des de ressonancia de Raman, produzindo-se a intensificacdo do sinal de Raman
de certas bandas devido ao aumento da polarizabilidade molecular do adsorvato.

Na Figura 6.2 é possivel observar uma representagdao esquematica da transi¢do induzida pela

radiagdo incidente, de um electrdo do metal para uma orbital vazia do adsorvato.

LUMO

Figura 6.2 — Esquema do mecanismo CT para a transferéncia foto-induzida de um electrdo do nivel de Fermi do

metal (FL — Fermi level) para orbitais vazias do adsorvato.*®

6.1.3. Técnicas de aquisi¢cdo de espectros experimentais

As experiéncias SERS podem ser realizadas em interfaces metal-electrélito ou metal-gas,
embora os espectros SERS em metal-gas utilizem normalmente técnicas de ultra-vazio e um dispositivo
experimental demasiado dispendioso. Por outro lado, os estudos em interfaces metal-electrélito em
coléide ou em eléctrodo podem realizar-se num espectrémetro de Raman convencional com um
sistema de iluminagdo e detecgdo no visivel. O dispositivo experimental minimo para trabalhos em
eléctrodo requer um sistema electroquimico basico (célula adequada, potenciostato-galvanostato,
programador e registo) enquanto para o registo de SERS em coldide é apenas necessaria uma célula,
geralmente de quartzo.

No caso de trabalhos com eléctrodo, o sistema iluminado pelo laser é composto pela superficie
metdlica devidamente tratada de forma a obter o grau de rugosidade adequado e uma dissolugdo
aquosa do adsorvato que contém geralmente cloreto de potassio que actua como electrdlito inerte.
Este sistema é constituido por trés eléctrodos: de trabalho, de referéncia e um eléctrodo indicador
(por exemplo de platina) — ver Secg¢do 9.9 do Capitulo 9 para representa¢do esquematica. O eléctrodo

de trabalho (normalmente um disco de prata), sobre o qual incide o laser, tem que ser previamente
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sujeito a um tratamento de oxida¢do-reducdo de forma a apresentar o grau de rugosidade pretendido.

Uma diferenca fundamental entre as experiéncias realizadas em coldide (detalhes
experimentais na Sec¢do 9.8 do Capitulo 9) e em eléctrodo é o controlo da diferenca de potencial
eléctrico na interface. O fendmeno SERS é sensivel a esta varidvel, tanto em relagdo a intensificagao
global do espectro de uma determinada molécula como em relagdo a intensidades relativas das
bandas. No caso de se utilizar um eléctrodo, o potencial pode ser ajustado com um potenciostato,
enquanto que em coldide o potencial eléctrico ndo é homogéneo em toda a amostra e pode variar
com o envelhecimento da solugdo coloidal. A Unica forma de variar o potencial é através da adi¢dao de

espécies idnicas, como o préprio BH4 utilizado no processo de obtengao do coldide.

6.2. Deteccao de processos CT nos espectros SERS de sélidos farmacéuticos

6.2.1. Acido trans-3-Hidroxicinamico

O acido hidroxicinamico e seus derivados sdo vulgarmente encontrados no reino vegetal.
Normalmente existem como ésteres de acidos organicos, glicdsidos ou estdo ligados a proteinas ou
outros polimeros celulares. Apenas uma pequena quantidade existe sob a forma de acidos livres na
natureza. No entanto, a ocorréncia 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

19-26 [ . T ;.
Acidos fendlicos como o acido

acido hidroxicinamico também possuem actividade bioldgica.
cafeico, ferulico, coumarico e seus analogos estdo distribuidos na natureza e constituem uma classe de
compostos com diversas propriedades farmacoldgicas tais como anti-oxida¢do, anti-trombose, anti-
inflamatéria, anti-viral e inibi¢do ao virus humano da imunodeficiéncia.”” !

Neste trabalho, os espectros SERS em coldide de prata do 4cido trans-3-hidroxicinamico
(t-30HCIA, Figura 6.3) foram registados a pH=7 e pH=12 e analisados de acordo com o mecanismo de
intensificacdo CT. Diversas espécies quimicas de t-30HCIA foram consideradas nas condicdes de pH

utilizadas neste estudo: a molécula neutra, o anido carboxilato e o dianido carboxilato-alcoolato.

OH
HO

A\

Figura 6.3 — Representac¢do esquemadtica do acido trans-3-hidroxinamico (t-30HCIA).
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De forma a identificar a espécie quimica activa em SERS, foram calculadas as suas intensidades
em condicdes de transferéncia de carga ressonante e comparadas com os resultados experimentais.
Adicionalmente, foi proposta uma atribuig¢do vibracional empirica, baseada em célculos DFT de campo

de forgas e em atribuicdes anteriores de moléculas semelhantes.

6.2.1.1. Resultados e discussao

O 4cido t-30HCIA possui trés estados diferentes de ionizagdo: a espécie neutra (AH,), o
respectivo anido (AH) no qual o acido carboxilico esta ionizado e o dianido (A*) no qual o grupo
hidroxilo perde o protdo. Na Figura 6.4 encontram-se representados os espectros de Raman de uma
solugdo aquosa de t-30HCIA 1M a pH=7 e pH=14, bem como os espectros SERS em coldide de prata

com concentracdo 10 M a pH=7 e pH=12 do trans-3-hidroxicinamato.

1643
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Figura 6.4 — Espectro de Raman de duas solugdes aquosas 1 M de trans-3-hidroxicinamato a) pH=7, b) pH=14 e

espectros SERS 10 M de solugdes coloidais de prata a c) pH=7 e d) pH=12 (modo 8a a verde).
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A estrutura geométrica das trés espécies quimicas (neutra, anido e dianido) do t-30HCIA foi

optimizada ao nivel B3LYP/6-31G*e os campos de forgas e as frequéncias correspondentes a cada

espécie foram também calculadas de forma a atribuir o espectro e confirmar a convergéncia para um

minimo no processo de optimizacdo. Na Tabela 6.1 estdo representados os numeros de onda e

atribui¢Ges propostas baseadas em cdlculos de campos de forgcas e em atribuigdes encontradas na

. 2-34
literatura.’*>

Tabela 6.1 — Atribui¢cdes vibracionais propostas para as bandas observadas nos espectros experimentais de

Raman e SERS do trans-3-hidroxicinamato (nimeros de onda em cm™).

Raman pH=7 Raman pH=14  SERS pH=7  SERS pH=12 Atribuicdo proposta
3072 3064 3108 3108 v(C-H)
3038 3032 - - v(C-H)
1647 1643 1637 1635 v(C=C)
1619 - 1613 1611 8a;Vanel

- 1587 - - 8b;Vanel

- 1573 - - v(CO) hidroxilo

- - 1497 1495 193;Vanel

- 1433 - - 19b;Vynel
1397 1390 1394 1380 v4(COO)
1288 1292 1290 1296 B(C-H)

- - 1256 1252 v(C-H)
1179 1181 1177 1182 B(C-H)
1167 1163 - - B(C-H)
1002 996 1000 1000 12;Banel
984 984 980 980 173a;y(C-H)

- - 723 723 B(COO) + 1;Vapel

- - 501 505 63; Banel

v- elongagdo; 3 - deformagdo no plano; y- deformagdo fora do plano

Da anadlise da Figura 6.4, é possivel observar que ndo ha diferengas significativas entre os

numeros de onda dos dois espectros de Raman a pH=7 e pH=14. Ambos sdo caracterizados por bandas

muito fortes a ca. 1640 cm™ atribuidas ao modo vC=C e por duas bandas médias registadas a 1290 e

1000 cm™ atribuidas a PC-H e ao modo 12 (na nomenclatura de Wilson para modos de anéis
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aromaticos), respectivamente. Apenas duas bandas de intensidade média, registadas a 1587 e 1573
cm™ a pH=14 n3o aparecem no espectro a pH=7. Estas duas bandas s3o atribuidas aos modos 8b e
vCO’, respectivamente, com base nos calculos de campo de forgas. Esta ultima banda indica que o
grupo hidroxilo se encontra desprotonado em solucdo a pH=14. Tendo em conta o valor de pKa; para
este composto (pKa;=4.5%), a forma anidnica é a espécie dominante em solugdo a pH=7 (com pouca
contribuicdo da espécie neutra). Ndo existem dados na literatura relativos ao pKa do grupo alcool, no
entanto é de esperar que o valor de pKa, para o t-30HCIA seja semelhante ao do fenol (pKa=10) uma
vez que o efeito indutivo em derivados substituidos diminui a medida que a distancia entre os grupos
polares e com carga aumenta. Assim sendo, a espécie dianidnica deve também estar presente em
solugdo a pH=14.

De forma andloga, os dois espectros SERS sdo muito semelhantes e ndo sdo observadas
alteragées com a mudanga de pH (Figura 6.4). Na regido ca. 1600 cm™, s3o observadas duas bandas
intensas a 1637 e 1613 cm™, atribuidas a vC=C e 8a, respectivamente. Uma banda larga é registada na
regido 1250-1320 cm™ e duas bandas s3o registadas a 723 e 501 cm™* apresentando uma intensificacdo
significativa, relativamente ao correspondente espectro de Raman.

Tal como se encontra indicado na Tabela 6.1, ndo se observam desvios significativos nos valores
de nimero de onda dos espectros de Raman e SERS de modos atribuidos ao anel aromatico.
Consequentemente, é possivel concluir que ndo existe nenhuma interac¢ao metal-benzeno envolvida
no processo de adsor¢do. Apenas as frequéncias correspondentes aos modos v,COO e vC=C sdo
desviadas para o vermelho indicando que a molécula interage através do grupo carboxilato com uma
orientacdo perpendicular a superficie de prata, tal como anteriormente observado para outros acidos
carboxilicos.>*** %

Adicionalmente, uma vez que ndo sdo observadas diferencas significativas entre os dois
espectros SERS, é possivel deduzir que a mesma espécie quimica é responsdvel pelos espectros SERS
em solugdo a pH=7 e pH=12. Tendo em conta que todas as altera¢des espectrais observadas entre os
espectros de Raman e SERS sdo explicadas como resultado da adsor¢do e nenhuma banda invulgar é
detectada, é possivel concluir que ndo ocorrem transformagdes quimicas no decorrer do processo de
adsorgdo. Consequentemente, a principal diferenga entre os espectros de Raman e SERS é a forte
intensificagdo do modo 8a, uma vibragdo aromatica de elongac¢do dos grupos CC do anel, registada a
1613 e 1611 cm™ nos espectros SERS a pH=7 e pH=12, respectivamente, registando uma intensidade
semelhante 3 banda 1635 cm™, correspondente ao modo vC=C.

De forma a explicar a forte intensificagdo do modo 8a nos espectros SERS, foram calculadas as
intensidades relativas previstas para trés possiveis processos ressonantes de CT que podem ocorrer da

seguinte forma:
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Molécula neutra: AH, + e =— AH,""
Ani3o carboxilato: AH +e =—AH"?
Dianido carboxilato-alcoolato: A +e =AY

As intensidades relativas previstas para estes processos ressonantes de transferéncia de carga
foram calculadas tendo em conta os detalhes descritos na Secg¢do 9.14 do Capitulo 9.

Na Figura 6.5 estdo representados trés espectros SERS-CT correspondendo aos processos de
transferéncia de carga envolvendo cada uma das espécies ionizadas bem como o espectro
experimental SERS a pH=7. Os espectros calculados foram desenhados usando fung¢des gaussianas com
areas proporcionais as intensidades relativas dos nimeros de onda calculados. E possivel observar que
0 espectro tedrico correspondente ao anido AH reproduz o comportamento experimental, ou seja, a
intensificacdo selectiva do modo 8a.

O resultado obtido para o dianido A é caracterizado por duas bandas intensas a 1582 e 1311
cm’, atribuidas aos modos 8a e BC-H, respectivamente, com base nos campos de forgas calculados.
Experimentalmente, ndo se observa a intensificacdo de nenhuma banda a ca. 1311 cm™ e o nimero de
onda calculado para o modo 8a estd desviado em cerca de 30 cm™ para valores mais baixos do que os
valores determinados experimentalmente. Por outro lado, o espectro calculado para a espécie neutra
prevé a intensificagdo de bandas a 1115 e 1746 cm™ (a Ultima banda atribuida ao modo vC=0) n3o
observada nos espectros experimentais. Por ultimo, o espectro calculado para a espécie neutra nao
considera a intensificacdo selectiva da banda 8a relativamente ao modo vC=C uma vez que prevé
intensidades semelhantes para as duas bandas. Apenas o espectro calculado para o anido carboxilato
(AH) reproduz a intensificacdo selectiva da banda 8a registada a 1613 cm™ no espectro SERS a pH=7.

Na Tabela 6.2 é possivel analisar os valores de nimero de onda calculados para a regido dos
1600 cm™ e a respectiva atribuicdo proposta. O nimero de onda para o modo 8a é calculado a 1598
cm™ na espécie aniénica embora fortemente misturado com o modo vC=C tal como observado na
Figura 6.6. O modo normal 8a esta relacionado com a forma das orbitais LUMO (Orbital ndo ocupada
de menor energia, do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital) do adsorvato. Quando o electrdo
transferido estd localizado na orbital LUMO, as interacgdes ligantes e anti-ligantes produzem uma
deformacgao da estrutura molecular semelhante a este modo fundamental. Consequentemente, esta
vibracdo relaciona a geometria do anido (AH) e o radical dianido (AH® %) e explica a intensificagdo

selectiva SERS através de processos de transferéncia de carga ressonantes entre o metal e a molécula.
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Figura 6.5 — Espectros SERS-CT calculados para a) dianido, b) anido e c) espécie neutra do trans-3-

hidroxicinamato e d) espectro SERS experimental pH=7 (modo 2a a verde).
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Tabela 6.2 - Atribuigdes vibracionais propostas para os espectros de Raman calculados ao nivel B3LYP/6-31G*

do trans-3-hidroxicinamato na regido de 1600 cm™.

SERS (experimental) Calculado
pH=7 Espécie Neutra Anido Dianido  Atribuicdo proposta
] 1746 - - v(C=0)
- - 1670 1648 Va5(COO)
1613 1608 1598 / 1615 1582 83;Vanel
; - - 1582 v(CO’) élcool
- 1577 1565 1517 8D; Vanel

Figura 6.6 — Representacdo pictdrica das orbitais LUMO e estruturas calculadas para a espécie AH nos pontos de

viragem da vibracdo 8a localizada a 1598 cm™. As interaccBes ligantes (B, bonding) e anti-ligantes (A,

antibonding) nas orbitais LUMO estdo directamente relacionadas com as elongagdes alternadas das ligagGes C-C

evidenciadas pela vibracdo 8a.
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6.2.2. 5-Fluorouracil

A adsor¢do de biomoléculas em substratos metdlicos é um tépico interessante devido as suas

37,38 Neste contexto, a espectroscopia SERS é

potenciais aplicagdes em analise ambiental e bioldgica.
uma técnica poderosa no estudo da natureza das interac¢Ges metal-adsorvato nomeadamente as
espécies moleculares que se encontram ligadas e a sua orientacdo relativamente as nanoestruturas
metélicas.>® Devido a elevada sensibilidade revelada, a técnica SERS é usada actualmente como uma
ferramenta analitica actuando como um sensor quimico e, em casos favoraveis, € mesmo capaz de

37,40 . . ~
" tal como referido na introducgao a este trabalho.

detectar o sinal de Raman de moléculas isoladas,

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 sdlidos e quimioterapia, maioritariamente em terapéuticas paliativas de neoplasmos
malignos inoperaveis, especialmente em carcinomas do trato gastrointestinal, peito, figado, pancreas
e colo-rectal.*"**

O uracilo e seus derivados, fundamentais na divisdo celular e crescimento, desempenham um
papel vital em processos biolégicos basicos. Todos os compostos baseados no uracilo, nos quais o
atomo C5 esta ligado a &tomos do grupo dos halogéneos, sdo actualmente testados contra o virus do

3,44 A actividade bioldgica de compostos da familia

HIV e utilizados como anti-tumorais e anti-virais.
do 5-halouracilo desperta grande interesse nas areas da Farmacologia e Bioquimica, uma vez que foi
provado que estes compostos impedem o crescimento celular através da incorporagdo em moléculas
de ADN e ARN, causando um crescimento improprio das bases de acidos nucleicos e a sintese
bioquimica incompleta.*

Neste trabalho, os espectros SERS do 5-Flu adsorvido em solugdes coloidais e em eléctrodo
foram registados e analisados assumindo a presenca do mecanismo de intensificagdo CT. Este é um
sistema relativamente complexo, uma vez que diferentes espécies moleculares ou formas idnicas

~ 46, 47
podem estar presentes em solugdo aquosa™”

e por este motivo um desafio adicional deste sistema é
precisamente reconhecer qual destas formas origina o sinal SERS. Sob diferentes condicGes de pH,
diversas espécies quimicas de 5-Flu podem existir. De forma a simplificar o problema, a discussao
deste trabalho sera restrita a quatro formas distintas, nomeadamente as duas formas tautoméricas
relacionadas com o equilibrio ceto-endlico (formas di-cetdnica e di-endlica) e dois aniGes da forma di-
cetdnica, N1 e N3 resultado da desprotonacgdo do respectivo atomo de azoto (Figura 6.7). De forma a

identificar a espécie quimica que originou o espectro, as intensidades SERS sob condi¢des CT foram

calculadas para cada uma destas quatro formas e comparadas com os resultados experimentais.
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Figura 6.7 — Diferenga de energias entre as formas di-ceténica e di-endlica (AE=Egiceto — Edienol) d€ 5-Flu e entre os

dois anides da forma di-cetdénica, N1 e N3 (AE=Ey; — Ey3).

6.2.2.1. Resultados e discussao

A optimizagdo geométrica, ao nivel B3LYP/6-31G* da espécie neutra do 5-Flu fornece uma
estrutura planar. Todos os numeros de onda calculados sdo reais, indicando que a estrutura
determinada representa um minimo de energia. Diversos estudos tedricos relacionados com o

.1.48, 49
uracilo™

apontam a forma di-ceténica como o tautémero mais estavel, sendo o di-endlico cerca de
10-25 kcal/mol menos estavel. A diferenca 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-ceténica mais estavel que a di-
endlica, de acordo com os estudos mencionados relativos ao uracilo. Desta forma, os nimeros de
onda do espectro de Raman foram correlacionados com os valores calculados para a forma di-cetdnica
e encontram-se ilustrados na Tabela 6.3 juntamente com a correspondente atribui¢cao para as bandas
observadas. De uma forma geral, a atribuicdo vibracional do 5-Flu é semelhante a atribui¢do proposta

*%31 5 espectro do sélido é caracterizado por uma banda intensa a 1349 cm™, que pode

para o uracilo.
ser atribuida a BN;-H ou a BN3-H, e duas bandas com intensidade média registadas a 1225 e 769 cm?
atribuidas a v,nel + VCs-F € modos de respiracdo do anel, respectivamente. A banda intensa a 112 cm™
€ associada a uma vibragao da rede.

Na Figura 6.8 estdo representados os espectros de Raman relativos ao 5-Flu no estado sdlido e
em solucdo 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 (pKa;=8.15) é inferior ao valor correspondente para o uracilo
(pKa;=9.45), tal como esperado tendo em conta a electronegatividade do atomo de fldor. O valor de
pKa; deve ser associado a ionizagdo da ligacdo N;-H uma vez que o anido correspondente é mais

estavel que o anido formado pela ioniza¢do da ligacdo Ns-H (Figura 6.7). Nao foram encontrados na

literatura dados relativos ao valor de pKa,, associado a formagdo do dianido, mas é de esperar que seja
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. . , . 46
inferior ao valor analogo para o uracilo (pKa,=13).

, -1
Numero de onda / cm

Figura 6.8 — a) Espectro de Raman do 5-Flu sélido (linha de excitagdo A=1064 nm), espectros de Raman (linha de
excitagdo A=514.5 nm) de solugdes aquosas de 5-Flu 0.5 M a b) pH=10, c) pH=14 e espectros SERS em coldide de
prata de uma solucio 10 M a d) pH=7 e e) pH=12.

Embora o anido N1 deva ser a espécie maioritaria em solucdo a pH=10, o espectro de Raman
indica que a forma idnica N3 pode também estar presente, atingindo uma maior concentragdo a
pH=14. Os espectros de Raman das duas solu¢des aquosas sdo caracterizados por uma banda intensa
na regido 770-780 cm™ que é atribuida a um modo de respiragio do anel. No entanto, um
comportamento diferente é observado na regido dos 1300 cm™. A pH=10, pode ser observado que a
banda registada a 1354 cm™ exibe um ombro a 1337 cm™. Com base nos campos de forga calculados,

estas duas bandas estdo associadas a deformacgdes no plano das ligagdes N3-H e N;-H dos respectivos
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anides N1 e N3. Estas duas bandas sdo também observadas no espectro de Raman a pH=14, mas neste
caso as intensidades encontram-se invertidas. A banda registada a 1330 cm™, mais intensa que a
banda a 1356 cm™, deve ser atribuida & deformacgdo no plano do oscilador N;-H. Consequentemente,
estas duas bandas intensas a 1354 e 1330 cm™ podem ser utilizadas como “marcadores” para os
anibes N1 e N3, respectivamente. Embora n3o seja possivel determinar a propor¢do N1/N3 uma vez
que os espectros dos iGes desprotonados puros nao estdo disponiveis, 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 estd presente a pH=7 e é predominante a pH=14,

. . ~ . 46
tal como foi determinado para solug¢des de uracilo.

Tabela 6.3 — Atribui¢cdes propostas para as bandas observadas nos espectros experimentais de Raman e SERS a
vérios valores de pH e bandas calculadas ao nivel B3LYP/6-31G* para os aniBes di-ceténicos N3 e N1 do 5-Flu

P -1
(nUmeros de onda em cm™).

Raman Forma Atribuicio Raman Anido Raman Anido
Sélido  di-cetdnica pH=10 N3 pH=14 N1
- 3503 v(N;-H) - 3478 - -
- 3461 V(Ns-H) - - - 3457
- 3126 v(Cs-H) - 3072 - 2982
1671 1777 v(C=0) 1679 1688 1680 1687
1648 1745 v(C=0) 1621 1614 1609 1670
1506 1668 Vanel + V(C=C) 1531 1669 1547 1566
1426 1454 Vanel - 1411 - 1429
1349 1382 B(N3-H) 1354 - 1356 1323
- 1355 Vanel + B(N1-H) 1337 1300 1330 -
1258 1308 B(Ce-H) + Vanel 1290 1242 1284 1273
1225 1236 V(Cs-F) + Vanel 1232 1270 1210 1260
1186 1146 B(C-H) + B(N;-H) 1187 1091 1187 1168
- 1120 Vanel - 1158 - 1080
996 934 12; Banel 1014 895 1024 925
810 854 7(Ce-H) 822 810 816 919
- 786 Banel + V(Cs-F) - 777 - 786
- 719 7(C,=0) + y(C,=0) - 732 - 744
769 717 1; Vanel 771 703 783 724
- 713 7(C,=0) + y(C,=0) - 708 - 706

185



Capitulo 6

- 650 7(Ns-H) - - - 643
639 604 B(C,=0) + B(C4=0) 647 606 655 615
546 515 Banel 573 521 581 540

- 524 YNy-H) - 479 - -
471 437 Banel 489 453 499 439
367 373 B(C,=0) + B(C4=0) 364 397 362 371

- 362 Tanel - 328 - 425

- 332 Tanel - 260 - 307

- 288 BCs-F) + B(C,=0) - 287 - 282
167 146 Tanel - 165 - 159

- 112 vCs-F) + v(C,=0) - 56 - 119
112 - Vibragao de rede - - - -

v- elongagdo; B - deformagdo no plano; y- deformagdo fora do plano; t-torgdo

Resumindo, a forma N1 predomina ligeiramente a pH=10, enquanto a pH=14 predomina a
forma N3. Ndo foram encontradas quaisquer evidéncias da presenca da forma dianidnica a qualquer
valor de pH testado. Finalmente, deve ser referido que os nimeros de onda de Raman das solugdes
aquosas estao desviados para o azul cerca de 30 cm™ relativamente aos ndmeros de onda registados
para o sélido devido ao efeito das ligagGes de hidrogénio entre as moléculas de 5-Flu e as moléculas de
agua, 3 semelhanca do que ocorre para o uracilo.”® Por exemplo, a banda registada a 546 cm™ e
atribuida a Panel N0 sélido, é identificada no espectro da solugdo a pH=10 a cerca de 573 cm™,

Relativamente a andlise dos espectros SERS (também representados na Figura 6.8), o espectro
em solucdo coloidal do 5-Flu a pH=7 é caracterizado por trés bandas intensas a 794, 1346 e 1675 cm™
atribuidas a modos no plano. A principal diferenca entre os espectros de Raman e SERS é a
intensificagdo selectiva da ultima banda. Na Tabela 6.4 estdo reunidos os niumeros de onda e a
correspondente atribuicdo do espectro calculado para a forma di-ceténica e dos espectros
experimentais SERS em coldide e em eléctrodo. E possivel observar que os nimeros de onda SERS se
correlacionam bem com os nimeros de onda dos espectros de Raman em solugdo, sendo os desvios
observados devidos ao efeito de adsor¢do do 5-Flu na superficie metalica.’® A valores de pH alcalino, o
comportamento é ligeiramente diferente. A banda mais intensa é registada a 800 cm’?, enguanto a
banda a 1673 cm™ n3o exibe a intensificacdo selectiva observada no espectro SERS a pH=7.

Todas as bandas SERS observadas a pH neutro sdo igualmente registadas a pH=12 e por isso, a

espécie adsorvida ndo se altera com o pH. Apenas uma banda registada em ambos os espectros SERS a

1300 cm™, pode ser alternadamente atribuida a fN;-H ou BN3-H. Consequentemente, ndo é possivel
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identificar a espécie quimica que da origem ao sinal SERS. No entanto, uma vez que as bandas SERS
mais intensas correspondem a modos no plano e a banda vC=0 é registada a 1675 cm?, é possivel
deduzir que o 5-Flu é adsorvido a superficie da prata através de um dos dtomos de azoto

desprotonados adoptando uma orientacdo quase perpendicular.

Tabela 6.4 - Atribuicdo proposta para bandas Raman e SERS calculadas para a forma di-cetdnica e observadas
experimentalmente para solugdes em coloide e em eléctrodo a diferentes valores de potencial do 5-Flu.

, -1
(niimeros de onda em cm™)

Calculado Raman SERS coldide SERS eléctrodo
Atribuicdo
Forma di-ceténica pH=10 pH=7 pH=12 0.0V -0.25V -0.50V

3503 V(N4-H) - - - - - -
3461 v(N3-H) - - - - - -
3126 v(CeH) - - - - - -
1777 v(C=0) 1679 1675 1673 1669 1671 1671
1745 v(C=0) 1621 1617 1617 1613 1619 1617
1668 Vanel + V(C=C) 1531 - 1567 1529 1533 1539
1454 Vanel - 1409 1425 1419 1413 1414
1382 B(Ns-H) 1354 1346 1340 1346 1344 1346
1355 Vanet + B(N1-H) 1337 1346 1340 1346 1344 1346
1308 B(Cs-H) + Vanel 1290 1280 1286 1280 1276 1274
1236 V(Cs-F) + Vanel 1232 1246 1228 1240 1238 1238
1146 B(C-H) + B(N4-H) 1187 1204 1202 - - 1196
1120 Vanel - - - - - -
934 12; Banel 1014 1020 1050 - 1024 1022
854 v(Ce-H) 822 834 834 828 826 824
786 Baner + V(Cs-F) - - - - - -
719 7(C,=0) + y(C,=0) - - - - - -
717 1; Vanel 771 794 802 786 785 783
713 v(C,=0) + y(C,=0) - - - - - -
650 (N3-H) - - - - - -
604 B(C,=0) + B(C4=0) 647 650 650 655 653 663
515 Banel 573 583 580 589 579 575
524 v(N4-H) - - - - - -
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437 Banel 489 495 507 - - .
373 B(C,=0) + B(C,4=0) 364 372 374 - : .
362 Tanel . . i i i )
332 Tonel . . i i i )
288 B(Cs-F) + B(C,=0) - - - 268 268 268
146 Tanel - - - - - .
112 B(Cs-F) + B(C,=0) - - - - - ;

v- elongagdo; - deformagdo no plano; y- deformagdo fora do plano; t-torgdo

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 coldide. Todos os espectros sao
caracterizados por trés bandas intensas registadas a 780, 1334 e 1671 cm™. A medida que o potencial
de eléctrodo se torna mais negativo, a intensidade da banda a 780 cm™ aumenta, atingindo a -0.50 V
uma intensidade semelhante a observada no espectro de Raman em solu¢do aquosa. Pelo contrario, a
intensidade das bandas a 1344 e 1670 cm™ permanece constante independentemente do valor do
potencial de eléctrodo. Mais uma vez, apenas uma banda é observada a 1344 cm?, pelo que ndo é
possivel decidir qual a forma que origina o espectro SERS. A principal diferenca que surge da
comparagdo entre os espectros de Raman e SERS é novamente a forte intensificacgdo da banda
registada a 1675 cm™ e atribuida a vibragao vC=0.

A condicdo de transferéncia de carga ressonante é preenchida nos espectros SERS registados a
0.0V e -0.25V (Figura 6.9c e 6.9d), enquanto o espectro a -0.5 V parece estar fora de ressondncia uma
vez que a banda a 1671 cm™ ndo mostra intensificacdo selectiva. Os espectros SERS em coldide
mostram um comportamento semelhante e a banda a 1673 cm™ torna-se mais fraca no espectro a
pH=12. E possivel que os iBes em solu¢do modifiquem o potencial eléctrico da interface de forma
semelhante ao potencial imposto nas experiéncias de eléctrodo.

Na Figura 6.10 encontram-se representados os espectros SERS-CT calculados para os quatro

processos de transferéncia de carga que poderdo ocorrer:

Molécula neutra: A+e +hv=—A"" (para as formas neutras di-cetdnica e di-endlica)

Anido: A +e +hv==A"2" (para os anides N1 e N3)

Da andlise dos espectros calculados, é possivel concluir que ha diferencas significativas

dependendo da espécie envolvida. Como conclusdo, apenas o espectro correspondente ao anido N1
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reproduz o comportamento experimental, ou seja, a intensificacdo selectiva do modo vC=0 registado
a1675cm™. O espectro calculado para o anidao N3 é caracterizado por duas bandas médias a 1671 e
1687 cm, exibindo intensidades semelhantes e atribuidas a vC=C e vC=0, com base em calculos de
campo de forgas. O envolvimento das espécies neutras di-ceténica e di-endlica é também pouco
provavel uma vez que o espectro tedrico prevé a intensificacdo das bandas a 1745 (e 1776) cm™ e
1628 cm?, respectivamente, facto que ndo estd de acordo com o comportamento observado
experimentalmente. Por este motivo, apenas o espectro do anido N1 reproduz o comportamento

observado nos resultados experimentais.

| ! | ! | ! | ! | !
0 400 800 1200 1600

. -1
Numero de onda / cm
Figura 6.9 — a) Espectro de Raman da solugdo 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 solu¢do aquosa

0.1 M em Na,SO, e 10°Mem5-Flua 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-endlica), b) anido N1, c) anido N3 e d) molécula neutra (forma di-ceténica). O espectro

SERS em coldide a e) pH=7 esta também representado.
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6.3. Conclusdo

Relativamente a investigacdo realizada com o 4cido t-30HCIA, dados experimentais e

computacionais mostram que:

v" Apenas a espécie anidnica (carboxilato) do t-30HCIA, adsorvida a superficie da prata com uma

orientagdo perpendicular é responsdavel pelos espectros SERS a qualquer valor de pH;

v" Processos ressonantes de transferéncia de carga estdo envolvidos nestes registos, explicando

a intensificagdo selectiva do modo 8a tal como acontece com outras moléculas aromaticas.

Por outro lado, no estudo da adsor¢do do 5-Flu em superficies metalicas e com base nos
respectivos campos de forcas, foi possivel identificar dois tautdmeros desprotonados nos espectros de
Raman de solug¢des aquosas registados a valores de pH alcalinos, sendo as duas bandas de referéncia
as bandas a 1350 e 1330 cm™ para os anides N1 e N3, respectivamente. Foram calculadas intensidades
tedricas de acordo com um mecanismo CT ressonante para cada espécie quimica de forma a detectar
a participacdo deste mecanismo de intensificacdo e identificar qual a espécie molecular que origina o
espectro. As intensidades calculadas para este processo SERS-CT permitem deduzir que o anido N1 é
responsavel pelos registos SERS uma vez que tem em consideragao a intensificagdo selectiva da banda
registada a ca. 1680 cm™. Tendo em conta que todas as bandas intensas em SERS correspondem a
modos no plano e ndo sao registadas bandas correspondentes a vibragdes fora do plano, é de esperar

gue a molécula de 5-Flu permaneca quase perpendicular a superficie metalica.
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RESUMO

No ambito deste Capitulo estudaram-se alguns agregados de agua, nomeadamente redes bi-
(2D) e tridimensionais (3D) de moléculas de agua encontradas no interior de estruturas cristalinas de
materiais organicos-inorganicos. O agregado de dgua correspondente a rede 3D é estabilizado por uma
matriz hibrida, na qual as moléculas de dgua estabelecem contactos por ligagdes de hidrogénio com o
sal supramolecular (H,pip);[Ge(hedp),]®14H,0. Foram efectuados alguns estudos computacionais
envolvendo as unidades de agua isoladas, de forma a determinar as estabilidades relativas de diversas
geometrias possiveis para cada um dos agregados com (H,0)s e (H,0)s. Adicionalmente, foram
analisados os espectros de Raman do composto hibrido exposto a uma atmosfera de D,0 ao longo de
periodos de tempo bem definidos. Este estudo espectroscépico permitiu recolher algumas
informacGes relativas as dindmicas de troca H—D e D—H, possibilitando tecer algumas consideragdes
relativamente ao ambiente quimico na vizinhanga das moléculas de agua.

Paralelamente a andlise da rede 3D de moléculas de agua, foram igualmente realizados alguns
estudos espectroscopicos envolvendo um agregado bidimensional de moléculas de agua, cuja unidade
mais simples é um hexamero. Neste caso, embora se trate apenas de um estudo preliminar, é possivel
deduzir alguns dados relacionados com a natureza dos grupos O-H presentes no cristal e o respectivo

comportamento no processo de substituicao isotdpica.
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7.1. Conceitos Gerais

A 3gua, fonte de vida, é o composto mais abundante na Terra, muito provavelmente o mais
investigado mas ndo necessariamente compreendido na sua plenitude. A dgua desempenha um papel
fundamental em muitos sistemas bioldgicos e quimicos e possui ligagdes de hidrogénio fortemente
polares que controlam as estruturas intermoleculares e sdo responsdveis por um conjunto notdvel de
propriedades fisicas e quimicas anémalas. Estas propriedades promoveram um grande esfor¢o de
caracterizacdo da estrutura e dindmica das ligacdes de hidrogénio a nivel experimental e tedrico.

A 3agua é utilizada na definicdo comum das escalas Fahrenheit, Celsius e Kelvin através dos
pontos triplo, de ebuligio e fusdo. E inquestiondvel que estes pontos s3o caracteristicos da prépria
substancia dgua e que uma molécula de 4gua ndo tem nem ponto de ebulicdo nem ponto de fusdo.
Assim sendo, a agua representa um caso paradigmatico para o estudo da transicdo entre a realidade
guantica e a fisica cldssica: quantas moléculas de dgua sdo necessdrias para que estas propriedades
aparecam? A exploracdao de propriedades estruturais e de ligacdo de pequenos complexos de agua é
crucial para a compreensao da dgua nas suas fases liquida e sélida e para compreender fenémenos de

solvatacao.

7.1.1. Agregados de dgua

O primeiro passo para entender o comportamento da agua enquanto substancia reside na
obtencdo de informacdo estrutural relativa a pequenos agregados de moléculas de agua. Por este
motivo, os agregados de dgua tém constituido um foco de interesse de muitos estudos,”” uma vez que
permitem investigar a natureza das ligacdes de hidrogénio, contribuindo para uma compreensao mais
profunda da dgua liquida baseada nas suas propriedades a escala molecular. Neste contexto, os poros
e canais de materiais microporosos semelhantes aos zedlitos sdo hospedeiros ideais para estudar a
natureza e o comportamento dos agregados de agua.

A formacgdo de agregados de agua esta directamente relacionada com o ambiente quimico da
vizinhanga e tem sido objecto de estudo de inimeros trabalhos que pretendem entender a relagdo
entre a estrutura e o ambiente cristalino. A estrutura das unidades de (H,0), depende em grande
medida do ambiente cristalino no qual se encontram encapsuladas.1

Varias estruturas de agregados de dgua foram caracterizadas na literatura, revelando diversas

. ~ P . . ST N 6-8 a 9 A 10, 11
configuracdes dos hdspedes cristalinos no estado sélido: tetrdmeros,”” pentameros,” hexameros,

2,3,8-10, 12,13 15, 16

N ~ 14 . . , ,
octameros, decameros,” entre outros. Dos agregados finitos de moléculas de agua, o
octamero cubico é particularmente estdvel uma vez que, ao contrario de estruturas ciclicas e do

N . g . , , .. T ~ . . .17
hexamero tridimensional, cada molécula de agua participa em trés ligacdes de hidrogénio.
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7.1.2. Aplicagio de métodos computacionais

E possivel encontrar inimeros estudos semi-empiricos e calculos ab initio relativos a agregados

15

de dgua.” O desenvolvimento verificado nesta area acompanhou a evolugdo dos métodos e

. . . . ;. N 18
capacidades computacionais, sendo conhecidos estudos tedricos que envolvem hexdameros,

17,20-22 23-25

hepté\meros,19 octameros, entre outros.

Pequenos agregados de agua e as suas propriedades podem ser calculados utilizando métodos

ab initio de elevada qualidade. A maioria das previsGes tedricas para as geometrias e frequéncias

vibracionais, assim como o seu comportamento com o aumento do tamanho do agregado, sdo
apoiados por resultados experimentais.

Os métodos computacionais sdo aplicados ao estudo de agregados de pequena dimensdo

(maioritariamente calculos DFT) e de grande dimensdo (Hartree-Fock), utilizando diversas bases de

calculo (6-311++G**, 6-311G*, 6-311G**, MP2/TZ2P++, TZ2P(f,d)++), na optimizacdo de geometrias,

determinagdo de frequéncias e de valores de entalpia e entropia.

7.2. Rede 3D de moléculas de agua

Neste trabalho, foi analisado o espectro de Raman do sal supramolecular 1
(H,pip)s[Ge(hedp),]®14H,0, (Hzpip2+ - catido piperazina, CsH1N hedps’ - forma desprotonada do
acido etidronico, C2H3P2075') a varias temperaturas na sua forma pura e deuterada. Adicionalmente,
foram efectuados alguns estudos tedricos relativos aos agregados de agua tridimensionais (3D)
encontrados na estrutura cristalina.

O composto 1 é constituido por uma matriz hibrida organica-inorganica, unida por ligages de
hidrogénio, que contém cavidades no seu interior apresentando uma organizagao tridimensional de
moléculas de dgua. Esta estrutura de moléculas de dgua é estavel até 22 °C e a sua destrui¢do provoca
o colapso da estrutura. Uma das caracteristicas interessantes deste composto é um novo tipo de
agregado de dgua, um octamero, cuja estabilidade é determinada pela estrutura hibrida, tal como sera

demonstrado por intermédio da aplicagdo de cdlculos DFT.
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Figura 7.1 - Perspectiva ao longo da direcgdo [100] da célula unitdria da estrutura tridimensional de ligacGes de

hidrogénio. Estrutura 3D de moléculas de dgua (ligagdes de hidrogénio representadas a azul claro).?®

7.2.1. Métodos computacionais na determinagao da estabilidade de agregados de agua

Dependendo da abordagem efectuada ao cristal 1, a unidade estrutural mais significativa do
agregado de 4gua tridimensional pode ser considerada um hexamero ou um octamero. Se analisarmos
exclusivamente as interacgdes entre as moléculas que se encontram mais préximas, a unidade
estrutural mais importante é sem duvida um hexamero (Figura 7.2).

A geometria linear do hexamero representada na Figura 7.2 é apenas possivel devido as
interacgOes estabelecidas entre as moléculas de agua do agregado e a matriz hibrida do composto 1.
Calculos efectuados com algumas restricbes geométricas mostram que a estrutura linear isolada
possui uma energia cerca de 88 kJ/mol superior ao agregado mais estavel constituido por seis

moléculas de 4gua (ver Tabela 7.1).* ¥
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Figura 7.2 — Representagdo esquematica do arranjo de moléculas de dgua existente na estrutura cristalina do
composto 1. E possivel distinguir um hexamero (se considerarmos as moléculas mais préximas entre si) e

também um octamero, formado no interior da cavidade (estabelecendo a ligacdo entre as diversas camadas).

Tabela 7.1 — Energia e estruturas optimizadas de trés hexameros de agua.

Estrutura Energia (kJ/mol) AE (kJ/mol)®

)
I - Linear "J/'J -1,20457526x10° 88.11
& —9 )
J

Il - Barco

e
-1,204657998x10° 5.4
»

J

4’4/‘5
[

Il - Cadeira
; ‘b/"J

-1,204663372x10° 0.00

g

[a] AE = Eestrutura -1 = Ecadeira

Tal como ja foi referido, uma das caracteristicas interessantes do agregado de dgua encontrado

em 1 é o octdmero em cadeira centrossimétrico.

203



Capitulo 7

InUmeros estudos tedricos e experimentais tém sido dedicados a analise da estrutura de

3, 12, 15, 19, 21-23, 25, 28 P
A maioria destes estudos tem dado

agregados com oito moléculas de dgua (H,0)s.
énfase a estruturas cubicas, sendo que as estruturas D,q € S, correspondem ao minimo de energia,
uma vez que maximizam a co-operatividade das ligagdes de hidrogénio.”> Para além de estudos

10, 12 . ., ; ~ . T 3
' *“ é também possivel encontrar referéncias a estruturas ciclicas™ e

dedicados a estruturas cubicas,
um elevado ndmero de outras estruturas.” Tanto quanto foi possivel averiguar, estas estruturas em
cadeira triciclicas e centrossimétricas ndo foram até a data descritas entre as mais estaveis.

Estudos cristalograficos de varias moléculas revelam agregados de (H,0)z ligados a complexos
organicos e inorganicos, incluindo um cubo Ci,l2 um octamero distorcido pseudo-S410 e uma estrutura
ciclica.> Na maioria dos casos analisados, as forcas de empacotamento cristalino e as liga¢cdes de
hidrogénio entre os agregados de agua e as moléculas vizinhas do complexo, tornam a fase sdlida
muito diferente do ambiente de fase gasosa, estabilizando geometrias que ndo correspondem a
minimos globais de energia, de acordo com os calculos efectuados para as estruturas isoladas.

Existem apenas seis possiveis arranjos centrossimétricos para octameros de agua em cadeira,
dependendo da localizagdo de seis grupos OH “livres” (ndo envolvidos em ligagGes de hidrogénio com

outras moléculas do octamero, Figura 7.3).

/ N / N~ N\ N

Figura 7.3 — Representagdo esquematica de seis cadeiras triciclicas centrossimétricas de octameros de agua,
combinando as distintas localizagdes dos seis grupos OH “livres” (ndo se incluem alteragBes em orientagdes
relativas das ligagGes). Apenas as estruturas I-IV convergem para um minimo na optimizacdo de geometria ao

nivel B3LYP/6-311++G**,

De forma a investigar as estabilidades relativas da estrutura em cadeira triciclica encontrada em
1 em comparagdo com outras formas estaveis do octamero, foram efectuados cdlculos de energia e
optimizagdo de geometrias ao nivel B3LYP, com a base 6-311++G**, utilizada anteriormente em

19, 22, 23

agregados de dgua com resultados bastante satisfatoérios. A estrutura, bem como as energias

dos diferentes conférmeros encontram-se esquematizadas na Tabela 7.2.
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Tabela 7.2 — Energia e estruturas optimizadas dos cinco octameros de agua considerados neste estudo.

Estrutura Energia (kJ/mol) AE (kJ/mol)™ Al
,JCJ o,
a" )
2 %
I 3 -1,60617103x10° 77,09 2
e
¥ P
9 J
.
3 .J'. i-‘
? - g g 6
Il | , -1,60623326x10 14,86 0
O, 5
; e
J“‘ e-'- -
J.‘ ‘J
o P |
’ ‘97 6
1] .. . -1,60616699x10 81,13 2
&
?_.,J J/.J
9
[
A
J
L TP
s ‘o 6
v / I -1,60616564x10 82,48 2
J.J g
p »
] -
A |
- ]
Cubo -1,60624812><1O6 0,00 0

[a] AE = Ecgtrutura v - Ecubo; [B] A - nGmero de frequéncias vibracionais imaginarias

Das cinco geometrias octaméricas consideradas, a mais estavel é o cubo centrossimétrico. No
que diz respeito aos quatro conférmeros em cadeira, o mais estdvel é a cadeira triciclica Il. As
principais diferencas entre estas quatro estruturas residem nas posi¢des relativas dos atomos de
hidrogénio nas quatro moléculas de agua 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 estavel) ndo possui qualquer dtomo de hidrogénio “livre” no agregado central.

205



Capitulo 7

Figura 7.4 — Octamero triciclico e centrossimétrico (estrutura 1) de moléculas de agua optimizado por célculos

DFT e numeragdo atdmica utilizada no texto.

Tabela 7.3 — Parametros geométricos do octamero |.

Comprimento de ligagao Comprimento das ligagées de H (pm) Angulos (%)
07-H8 98,5 H11-07 184,4 H5-010-H11 109,026
0O7-H9 96,3 H5-010 176,8 H11-07-H8 99,479
022-H24 97,1 H21-010 215,5 H20-022-H24 108,913
022-H23 96,1 H24-07 193,7 H24-07-H11 93,162
019-H20 97,0 H20-022 199,4 H11-010-H21 97,559
019-H21 96,5
010-H11 98,1
010-H12 96,3

Os resultados descritos anteriormente indicam que a estrutura | ndo corresponde a um minimo
de energia e que a sua existéncia na estrutura cristalina do composto 1 é devida exclusivamente as
restricdes impostas pela cavidade, através da formacdo de ligacGes de hidrogénio adicionais entre o

octadmero de agua e o cristal.

7.2.2. Estudos espectroscopicos

A dindmica dos agregados de agua foi igualmente analisada por espectroscopia de Raman,
através da monitorizacdo das velocidades de troca H,0/D,0 e D,0/H,0, a temperatura ambiente, pela

observagdo das alteragdes espectrais nas bandas correspondentes as elongages dos grupos OH e
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0OD.” A troca H/D (deuteragdo) é cerca de duas vezes mais rapida que o processo inverso (D/H),
indicando que o passo limitante do mecanismo de substituicdo H/D ndo é a quebra das ligacbes O-H e
O-D (neste caso a relagdo entre a velocidade dos dois processos seria ca. 10). Sendo assim, é mais
plausivel que 0 mecanismo seja controlado pela difusdo de moléculas D,O/H,0 no interior do cristal.”®
No entanto, a analise do espectro vibracional na regido dos modos vOH(D) mostra a presenca 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 D,0 durante intervalos de tempo diferentes. Em primeiro
lugar (Figura 7.5 — 0,5 h), as moléculas de D,0 sdo adsorvidas pelos cristais de uma forma ndo
estruturada. O perfil da banda corresponde ao perfil da mesma banda no espectro da substancia D,0
(Figura 7.6). O segundo passo (Figura 7.5 — 6,0 h) é caracterizado pela presenga de uma banda bem
definida a 2514 cm™, relacionada com ligagcdes OD que possuem uma localizagdo restrita. No terceiro
passo (Figura 7.5 — 22,5 h), a banda a 2385 cm™ torna-se dominante e por fim, no ultimo passo ocorre
uma definicdo do ombro a 2577 cm™. Este comportamento evidencia a presenca de moléculas de dgua
em ambientes marcadamente distintos e, portanto, com dindmicas de troca H/D diferentes. Embora
ndo seja possivel identificar as moléculas de agua ou os agregados responsaveis por cada um dos
passos acima descritos, estes resultados estdo de acordo com os dados obtidos por ’H RMN que

7 7 7 . , . . s . 26
revelam a presenc¢a de moléculas de dgua mdveis e uma estrutura hibrida relativamente rigida.

T T
2250 2400 2550 2700

, -1
NUmero de onda / cm

Figura 7.5 — Espectros de Raman do composto 1 na regido de vOD para diferentes tempos de exposicdo a uma

atmosfera de D,0.
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2502

2398

o—

[ T T T T T T T T T 1
2000 2200 2400 2600 2800 3000

, -1
NUmero de onda / cm

Figura 7.6 — Espectro de Raman de D,0O a temperatura ambiente.

Analisando os processos de substituicdo isotdpica noutras regides espectrais e aplicando uma
metodologia semelhante a aplicada no Capitulo 3, é possivel determinar a cinética de cada processo
para cada regido estudada. As regides escolhidas para este estudo foram 780-850 e 1140-1225 cm?te
os resultados obtidos estdo ilustrados nas Tabelas 7.4 e 7.5.

A evolugcdo do perfil das bandas em cada um dos processos analisados encontra-se
representada na Figura 7.7 (regido 780-850 cm™ para o processo de deuteragdo) e na Figura 7.8

(regido 1140-1225 cm™ para o processo inverso a deuteragdo).

Tabela 7.4 — Parametros cinéticos para o processo de troca H — D (Deuteragdo).

Regido espectral

Modelo Cinético f(a) k(h?) Sp R®  ty,(h)™

(cm™)
M4 o’? 0.0436t+0.0167 0.0436 0.0011 0.9981 7.7

780-850
M8 -In (1-a)) 0.0834t+0.0741 0.0834 0.0066 0.9870 7.4
M8 -In (1-a)) 0.0379t+0.0447 0.0379 0.0009 0.9983 17

1140-1225
M17  1-(20/3) =(1-a)®®  0.0020t-0.0012 0.0020 0.00004 0.9983 19

[a] Tempo de meia hidratagdo [ {(c)=0.354, 0.693 e 0.0367 para os modelos M4, M8 e M17, respectivamente, usando
0=0.5]
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22,5h

12,5h

6,5h

4,0h

2,5h
1,5h

=
809
820

0,5

T T T T T T 17 T 17 717
780 790 800 810 820 830 840 850

, -1
Ndmero de onda / cm

Figura 7.7 — Espectros de Raman do composto 1 na regido 780-850 cm™ para diferentes intervalos de exposicdo

a uma atmosfera de D,O (troca H — D).

Tabela 7.5 — Parametros cinéticos para o processo de troca D — H (inverso da deuteragdo).

Regido espectral

Modelo Cinético f(a) k (h?) Sy R? ty,(h) @

(em™)
M18 -In (1-01) 0.042t+0.0203  0.042 0.00149 0.9912 16.0

780-850
M14 o 0.015t-0.0153  0.015 0.00048 0.9919 17.7
M14 o 0.0069t+0.001  0.0069 0.00023 0.9921 36.2

1140-1225

M15  (1-o)In(l-a)+o  0.0044t-0.0014 0.0044 0.00017 0.9899 35.3

[a] Tempo de meia hidratagdo [ {(a)=0.693, 0.250 e 0.153 para os modelos M8, M14 e M15, respectivamente, usando
a=0.5]
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Figura 7.8 — Espectros de Raman do composto 1 (apds a deuteracdo) na regido 1140-1225 cm™ para diferentes

intervalos de exposi¢do a uma atmosfera de H,O (troca D — H).

Tal como ja foi referido anteriormente, a troca H/D é cerca de duas vezes mais rapida
comparativamente ao processo inverso, de troca D/H, o que parece indicar que ocorre difusdo de
moléculas de dgua “inteiras” e ndo de D'/H". Por outro lado, a troca H/D e D/H é sempre mais rapida
na regido 780-850 cm™. O modo vibracional localizado na regidao 1140-1225 cm™ é portanto afectado

pela deuteracdo de uma molécula de dgua /cluster cuja estrutura é mais rigida.

7.3. Rede 2D de moléculas de agua

No ambito deste Capitulo foi igualmente analisada uma rede bidimensional (2D) de moléculas
de agua localizada no interior de uma estrutura microporosa metalorgdnica (composto 2):
[Y(H;hedp)(H,0)]e3(H,0) — Hshedp: acido etidrénico. Esta estrutura cristalina, classificada como

metalorgéanica (Metal-organic framework, sigla em inglés MOF?) estabiliza uma rede de moléculas de

materiais poliméricos porosos, constituidos por ides metalicos e ligandos organicos formando estruturas mono-, bi- e

tridimensionais que podem ser porosas.
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agua baseada em estruturas hexaméricas, que se associam de forma a criar anéis decaméricos, tal

como se encontra ilustrado na Figura 7.9.
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Figura 7.9 — Unidade basica (em cima) da rede bidimensional de moléculas de agua encontrada no espago

intercamadas do composto 2 (em baixo).*°

Embora diversos estudos recentes descrevam varios tipos de agregados de agua discretos (tais
como tetrameros, pentadmeros, hexameros, octameros, decdmeros e dodecdmeros), ndo existem
muitos dados relativos a descri¢des cristalograficas completas de agregados 2D de moléculas de agua
ndo coordenadas. Tanto quanto sabemos, o agregado de dgua 2D encontrado no composto 2 nao foi,
até a data, descrito na literatura.

As unidades decaméricas e hexaméricas representadas na Figura 7.9 exibem ambas a
conformac3o tipica em “cadeira”, com a distancia internuclear média O---O de 2.841 A,*® valor préximo
da distancia internuclear na dgua liquida (2.85 A), o que torna este material um potencial modelo para

o estudo da dgua em espacos confinados.
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Figura 7.10 — Espectros de Raman do composto 2 a varias temperaturas.

Pela analise da Figura 7.10 observa-se que, a medida que a temperatura diminui, é possivel
distinguir no espectro de Raman do composto 2 seis bandas bem definidas. A observacdo deste
fendmeno (definicdo das bandas a medida que a temperatura diminui) corresponde a diminuicdo da
dindmica molecular, promovida pelo decréscimo na mobilidade e liberdade vibracional dos grupos OH.

De forma a obter dados espectroscépicos adicionais relativos a este composto, foi efectuada a
substituicdo H—D, através da cristalizacdo do composto 2 em D,0. Nas Figuras 7.11 e 7.12 estao
representados os espectros de Raman a 143 K do composto puro (cristalizado em H,0), do composto
parcialmente deuterado (cristalizado em D,0) e o resultado da subtrac¢do numérica do espectro puro
e do deuterado. Através da andlise dos resultados desta subtrac¢do para toda a gama espectral, é
possivel concluir que a amostra exposta a D,0 ndo foi totalmente deuterada, uma vez que facilmente

se detecta a presenca de inUmeras bandas do composto ndo deuterado.
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Figura 7.11 — Espectros de Raman do composto 2 puro (H,0), cristalizado em D,0 (ao centro) e resultado da

subtraccdo algébrica dos dois primeiros espectros na regido 150-750 cm™ (T=143 K).

Uma caracteristica interessante deste sistema é que o composto parcialmente deuterado se
apresenta como uma mistura de dois componentes distintos: o ndo deuterado e o totalmente
deuterado — sendo o espectro observado equivalente a soma de dois espectros independentes. Deste
modo, a subtrac¢do do espectro ndo deuterado elimina todos os vestigios da contribuicdo de H,0, na
quase totalidade do espectro, permitindo obter o espectro do “deuterado puro” (Figuras 7.11 e 7.12).
A excepcdo é observada na regidao 3000-3500 cm?, representada na Figura 7.13. Os osciladores
responsaveis por estas vibragdes (referentes a regido 3000-3500 cm™) deverdo, em principio, estar
localizados de forma a ndo perturbarem as restantes vibragdes, o que nos leva a propor que estardo
localizados no agregado de moléculas de agua. Ou seja, prevé-se que todos os hidrogénios sejam
completamente substituidos por deutérios nos grupos P-OH, C-OH e Y-OH, e ndo totalmente
substituidos na rede 2D de moléculas de agua. A hipdtese apresentada baseia-se na dinamica dos
agregados de (H,0),, que permitem ao dtomo de hidrogénio deslocar-se entre as varias moléculas de

agua que interagem por intermédio de ligagdes de hidrogénio.
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Figura 7.12 — Espectros de Raman do composto 2 puro (H,0), cristalizado em D,0 (ao centro) e resultado da

subtraccdo algébrica dos dois primeiros espectros na regido na regido 800-1250 cm™ (T=143 K).
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Figura 7.13 - Espectros de Raman do composto 2 puro (H,0), cristalizado em D,0 (ao centro) e resultado da

subtraccdo algébrica dos dois primeiros espectros na regio na regido 3050-3550 cm™ (T=143 K).

Consequentemente, é possivel propor uma atribuicdo para as bandas que se encontram na

regidao 3050-3550 cm™, sendo as bandas A e B relacionadas com a molécula de agua ligada ao atomo
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de Y, as bandas C, D e E pertencentes ao grupo OH de C-OH e a rede bidimensional de aguas e por fim,
a banda designada por F podera ser associada ao grupo OH de P-OH. Esta interpretagdo esta de acordo
com alguns célculos preliminares realizados por um método ONIOM ao nivel B3LYP/6-311G** para as
moléculas de dgua e B3LYP/LANL2DZ para a matriz hibrida. Os célculos efectuados, bem como dados
recolhidos da literatura®® indicam qgue a banda a menores valores de nimero de onda deve ser
atribuida ao grupo OH ligado ao 4tomo de fésforo (P-OH) e aproximadamente a 3300 cm™ localiza-se a
vO-H do grupo C-OH.

A atribuicdo das bandas A e B a elongacdes dos grupos OH ligados ao atomo de itrio (Y) pode ser
justificada com base na observacdo do perfil quase constante que apresenta a medida que a
temperatura diminui. Esta caracteristica parece indicar que o ambiente quimico em redor destes
grupos OH é distinto dos restantes grupos OH presentes no composto, o que revela que a localizagdo

destes grupos OH (Y-OH,) é bastante especifica.

a)

CDE

A B

T T T T T T T T [ T I T T T I
2200 2300 2400 2500 3000 3200 3400 3600
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Figura 7.14 — Espectros de Raman do composto 2 a) exposto a D,0 na regido de vO-D e b) puro na regido vO-H.
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7.4. Conclusoes

A utilizacdo combinada de calculos DFT e espectroscopia de Raman (variagdo de temperatura e
substituicdo isotdpica) permite reunir um vasto conjunto de dados que, articulado com resultados
provenientes de outras técnicas experimentais (cristalografia, RMN, analise térmica, entre outras)
auxilia na caracterizagdo e compreensdo das caracteristicas de agregados de 4gua.

Os resultados apresentados ao longo deste Capitulo indicam que as geometrias encontradas no
interior de estruturas cristalinas de materiais hibridos organicos-inorganicos, podem nao corresponder
a minimos globais de energia, caso em que a sua existéncia nos cristais dos compostos hospedeiros é
devida unicamente a influéncia exercida pela cavidade (efeito de “molde”) através de ligagcdes de
hidrogénio adicionais. Por outro lado, pela analise do resultado de processos de substitui¢ao isotdpica,
foi possivel identificar varios tipos de ambientes quimicos na vizinhanca das moléculas de dgua que
formam os agregados ou de grupos OH existentes na composi¢ao quimica das matrizes hibridas. Desta
forma, foi possivel confirmar a existéncia de pelo menos dois agregados distintos de moléculas de
agua na rede tridimensional composta por hexdmeros e octameros no interior do sal supramolecular
(H,pip)s[Ge(hedp),]®14H,0. Por ultimo, foram identificadas as bandas correspondentes aos diversos
grupos hidroxilo bem como as caracteristicas dindmicas do agregado bidimensional de moléculas de

agua pertencentes ao composto [Y(H,hedp)(H,0)]e3(H,0).
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8.1. Discussdo geral

As consideragdes apresentadas neste Capitulo ndo sdo conclusdes finais, na medida em que
todos os estudos descritos ao longo desta dissertacdo poderdo ser aperfeicoados, complementados e
considerados como pontos de partida para outras investigac¢des.

A perspectiva unificadora subjacente a estes trabalhos consiste na demonstracdo da
aplicabilidade e relevancia de estudos espectroscopicos (particularmente espectroscopia de Raman)
associados a calculos DFT na caracterizacdo de diversos sistemas com interaccdes intermoleculares.
Foi possivel verificar, no decurso dos trabalhos que conduziram a presente dissertacdo, que a
aplicagdo desta metodologia (espectroscopia de Raman apoiada por métodos computacionais)
permite reunir um conjunto de informagdo importante no estudo de sistemas complexos envolvendo

associacoes moleculares. Os topicos abordados foram:

v PSEUDOPOLIMORFISMO DE SOLIDOS FARMACEUTICOS

Amostras cristalinas de duas formas pseudopolimdrficas de Niclosamida foram monitorizadas
por espectroscopia de Raman, que se revelou uma técnica util na caracterizagdo qualitativa e
guantitativa de transicdes pseudopolimdrficas anidro<>hidrato deste sistema. Concluiu-se que os
processos de hidratagdo e desidratagdo ocorrem num sé passo com tempos de meia vida de ca. 144 h
e 63 h a 24 °C, respectivamente. Outro pardmetro relevante neste tipo de estudos, a humidade
relativa critica, foi também determinado para os dois processos, sendo de ca. 90% para a hidratacdo e
6% para a desidratag¢dao no decorrer de duas semanas de exposi¢ao.

Foi ainda possivel, através da andlise do espectro vibracional, inferir algumas conclusdes
relativas a localizagdo da molécula de agua na forma mono-hidratada, pela interpretacdo das

alteragdes espectrais observadas em bandas relevantes.

v POLIMORFISMO DE SOLIDOS FARMACEUTICOS E TRANSIGCAO DE FASE DE MISTURAS DE ACIDOS GORDOS

A metodologia PiMM foi aplicada de forma global e parcial a dois sistemas distintos: um sélido
farmacéutico com polimorfismo e misturas binarias de acidos gordos. Esta metodologia proporciona
um suporte computacional robusto para a atribuicdo completa do espectro vibracional e também para
a elucidacgdo estrutural de alguns sistemas. Através da aplicagdo desta abordagem foi possivel efectuar

a atribuicdo completa dos espectros de IV e Raman de dois polimorfos anidros da Nitrofurantoina,

! Resumo esquematico dos trabalhos apresentados e discutidos na presente dissertagdo pode ser consultado na Ultima pagina deste
Capitulo.
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solido cristalino que apresenta padrdes distintos de ligacdes C-H---O e N-H---O que se traduzem em
espectros vibracionais diferentes. A mesma metodologia permitiu a atribuicdo mais fundamentada do
espectro vibracional dos acidos gordos, num trabalho em que a espectroscopia vibracional foi aplicada
com sucesso na monitorizagdo de transicdes de fase de misturas bindrias de acidos gordos,
funcionando como técnica complementar na construgdo de diagramas de fase sélido-liquido para

alguns sistemas.

v" COMPOSTOS AROMATICOS INCLUIDOS EM CICLODEXTRINAS

A utilizacdo da espectroscopia vibracional e de calculos DFT revelou-se particularmente Util na
analise de compostos resultantes da inclusdo de derivados fendlicos em o, [ e y-Ciclodextrinas.

A estequiometria dos compostos hospedeiro:héspede foi determinada por analise térmica,
enquanto as geometrias de inclusdo e a caracterizagdo das interac¢des existentes entre as moléculas
de héspede e as ciclodextrinas foram investigadas com base em dados espectroscopicos e
computacionais. Associando os dados de todas as técnicas aplicadas, foi possivel propor geometrias de
inclusdo provaveis para os compostos em ciclodextrina o.

Neste trabalho, os cdlculos DFT foram aplicados na optimizacdo da geometria dos mondémeros
(com respectivos conférmeros) e dimeros e na determinagédo de frequéncias vibracionais. Deste modo,
foi possivel a atribuicdo completa do espectro vibracional do 3MeOPh, 2MeOPh e 3MePh, que
constitui o primeiro passo para uma correcta interpretacdo das alteragdes verificadas no espectro em

termos estruturais.

4 INTERACGAO DE COMPOSTOS FARMACEUTICOS COM SUPERFICIES METALICAS

A interaccdo de dois solidos farmacéuticos com superficies metdlicas foi investigada através da
utilizacdo de espectroscopia de Raman intensificada a superficie (SERS). A principal conclusdo a retirar
destes estudos relaciona-se com a detecg¢ao e importancia do mecanismo de transferéncia de carga na
intensificagdo do sinal de Raman, possivel através da utilizagdo complementar de técnicas
experimentais e calculos DFT. Provou-se ainda ser possivel identificar quais as espécies adsorvidas a
superficie da prata e sua possivel orientagdo, por analise de espectros de Raman e SERS de solugGes
aquosas a diferentes valores de pH. Os dados experimentais foram apoiados por calculos DFT na
optimizagdo de geometrias e previsao de frequéncias vibracionais e por calculos de intensidades SERS
baseados em processos ressonantes de transferéncia de carga semelhantes a mecanismos de

ressonancia de Raman.
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v' AGREGADOS DE AGUA EM MATERIAIS HIBRIDOS ORGANICOS-INORGANICOS

A andlise de duas redes de moléculas de agua existentes em matrizes cristalinas hibridas foi
possivel por intermédio da aplicagdo de espectroscopia de Raman (estudos de variagdo de
temperatura — baixas temperaturas — e substituicdo isotdpica) apoiada por métodos computacionais
(optimizacdo de geometrias e calculo de energias ao nivel B3LYP/6-311++G**). Em ambos os casos,
rede bidimensional e tridimensional, foi demonstrado que as geometrias exibidas pelos agregados de
agua ndo correspondem as geometrias mais estaveis do ponto de vista tedrico. Por este motivo, pode
concluir-se que a matriz hibrida tem um efeito preponderante na formagao deste tipo de agregados,
fortemente estabilizados pela formagdo de ligagcdes de hidrogénio cooperativas entre: (H,0)-(H,0) e

entre (H,0)-estrutura hibrida.

Considerando todos os estudos supramencionados, bem como as discussbes que 0s seus
resultados proporcionaram, é possivel concluir que a associagdao da espectroscopia vibracional a
calculos DFT fornece uma ferramenta extremamente vantajosa para o estudo de sistemas
quimicos/materiais envolvendo associa¢gdes moleculares. Este tipo de abordagem é particularmente
proficua quando conjugada com outras técnicas de analise (cristalografia, ressondncia magnética,
andlise térmica, entre outras) de forma a reunir o maior nimero de informacgdo possivel para uma
caracterizacdao completa, ampla e integrada do material em andlise. De uma forma geral, foi possivel
aprofundar o conhecimento de alguns mecanismos de auto-associacdo em sistemas que envolvem a
existéncia de interac¢Ges intermoleculares fracas. Contudo, como foi referido anteriormente, as
conclusbes deste trabalho esclareceram apenas algumas questdes. Outras duvidas ficaram ainda em
aberto e, como seria de esperar, este estudo originou novas questdes, desencadeando perspectivas de

investigacdes futuras.
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8.2. Perspectivas Futuras

Inerente a qualquer processo de investigagdo, surgem frequentemente novas questdes a
investigar, novas ideias para consolidar, aprofundar e melhorar as conclusdes retiradas de cada
estudo. Desta forma, para complementar o trabalho ja efectuado sugerem-se, de seguida, alguns

estudos que poderdo ser realizados no ambito de cada tépico abordado.

v’ PSEUDOPOLIMORFISMO DE SOLIDOS FARMACEUTICOS

Neste contexto, estudos vibracionais que envolvam a medicdo da intensidade da banda de
elongacdo da ligagdo O-H (vO-H) permitem obter informagado til relativa ao movimento das moléculas

de 4gua no decorrer dos processos de hidrata¢do e desidratagado.

v PARES EM MATERIAIS MOLECULARES

A aplicacdo complementar do método PiMM a espectros vibracionais e de RMN, podera
constituir uma abordagem mais completa na previsdo de estruturas cristalinas desconhecidas.
Partindo dos efeitos observados nos espectros, serd possivel reproduzir os contactos responsaveis por
tais efeitos, optimizar as estruturas de cada dimero e simular quais os contactos presentes na
estrutura cristalina de um determinado composto.

O PiMM poderd ser aplicado as duas formas hidratadas da Nitrofurantoina, de forma a estudar
na globalidade os fendmenos de polimorfismo e pseudopolimorfismo deste composto, analisando
todos os padrbes existentes de ligacbes C-H--O e N-H:--O e os seus efeitos no correspondente
espectro vibracional.

Para avaliar as vantagens da aplicacdo da metodologia PiMM, deveria ser efectuado um estudo
sistematico, envolvendo um conjunto consideravel de moléculas, no qual a atribuicdo vibracional fosse
realizada aplicando simultaneamente dois métodos: PiIMM e calculos para o cluster completo. Desta
forma seria possivel avaliar a viabilidade das aproximag¢des propostas pelo PiMM e as suas vantagens,

tanto a nivel da qualidade dos resultados como do verdadeiro custo computacional.

v' AGREGADOS DE AGUA EM MATERIAIS HIBRIDOS ORGANICOS-INORGANICOS

Os resultados apresentados para estes sistemas sdo ainda preliminares, constituindo uma

primeira abordagem para estudos mais aprofundados relativos a natureza e caracteristicas de
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agregados de agua. Possiveis trabalhos futuros que poderdo enriquecer a investigacdao envolvem:
estudos de temperatura para espectros de infravermelho, substituicdo isotdpica total das estruturas,
calculos envolvendo toda a matriz hibrida e as redes de agregados de agua, de forma a possibilitar a

atribuicdo vibracional dos espectros.

De uma forma geral, devem ser exploradas em paralelo outras técnicas para a detecgdo e
estudo de ligagdes C-H::-O, nomeadamente a espectroscopia de RMN (de 3¢) e difusdo inelastica de
neutrdes (detec¢do do modo vH--0). Por RMN é possivel monitorizar os comprimentos de ligagdo
entre nucleos de carbono e hidrogénio e verificar se a ligagdo aumenta ou diminui de comprimento, o
que indica o estabelecimento de ligagbes C-H:-O. Por outro lado, a difusdo ineldstica de neutrdes,
pelas suas caracteristicas, pode revelar-se de grande utilidade no estudo destas interac¢des pois é
especialmente sensivel a fendmenos que envolvam dtomos de hidrogénio.

E cada vez mais frequente na investigacio em Ciéncia a procura de abordagens completas e
integradas, que possibilitam a caracterizagdo de materiais com recurso a dados provenientes de
inimeras fontes experimentais e modelacdo tedrica. E precisamente nesta dptica de trabalho que se

devera prosseguir, procurando conciliar o conhecimento recolhido de multiplas areas do saber.
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SECCAO EXPERIMENTAL

9.1. Materiais

Os sistemas niclosamida (C13HgCl,N,04, Sigma, NC), nitrofurantoina (CgHgN4Os, Sigma, NF), acido
trans-3-hidroxicindmico (CgHgOs, Aldrich, t-30HCIA), 5-fluorouracilo (C4H3FN,0O,, Sigma, 5Flu), 2-
metoxifenol (CH30CgH4OH, Sigma, 2MeOPh), 3-metoxifenol (CH3;O0C¢H,OH, Aldrich, 3MeOPh), 2-
metilfenol (CHsCgH4OH, Sigma-Aldrich, 2MePh), acidos caprilico (CHs(CH,)sCOOH, Sigma-Aldrich),
caprico (CHs(CH,)sCOOH, Sigma-Aldrich), laurico (CHs(CH;);0COOH, Sigma-Aldrich), miristico
(CH5(CH,)1,CO0H), palmitico (CHs(CH,).4COO0H, Sigma-Aldrich), estedrico (CH3(CH;,)16COOH, Merck) e
os solventes éxido de deutério (D,O, Aldrich) e etanol (C,HsOH, Riedel-de Haén) foram obtidos
comercialmente, com elevados graus de pureza e usados sem qualquer tipo de purificagdo adicional.
Verificou-se que os tamanhos de grao da NCa e NCh se encontram compreendidos no intervalo 125-
250 um.

Na preparacdo de solugdes saturadas foram utilizados os seguintes sais, obtidos
comercialmente e sem qualquer tipo de purificagdo adicional: hidréxido de sédio (NaOH, Panreac),
hidréxido de potassio (KOH, Merck), cloreto de litio hidratado (LiCl.H,O, BDH Chemicals), acetato de
potdssio (KCH3COO, Panreac), cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H,0, Merck), nitrato de zinco
hexahidratado (Zn(NOs),.6H,0, Fluka), tiocianato de potassio (KSCN, Merck), hidrogenossulfato de
sddio monohidratado (NaHSO4.H,0, Panreac), brometo de sédio (NaBr, Carlo Erba), nitrato de amodnio
(NH4NOs3, Aldrich), nitrito de sédio (NaNO,, Aldrich), sulfito de sédio (Na,SOs, Sigma-Aldrich), cloreto
de amonio (NH4CI, Panreac), sulfato de amédnio ((NH4),SO,4, Aldrich), brometo de potassio (KBr,
Aldrich), hidrogenossulfato de potassio (KHSO,, May & Baker), cloreto de bario dihidratado
(BaCl,.2H,0, Sigma-Aldrich), nitrato de potassio (KNOs, Aldrich). As ciclodextrinas (a-, B- e y-CD) foram

gentilmente cedidas pela Wacker-Chemie (Alemanha).

9.2. Preparagdo de amostras de niclosamida hidratada

As amostras de niclosamida hidratada (NCh) foram preparadas através da dissolugdo de
niclosamida anidra (NCa) em agua destilada a 60 °C até se formar uma solugdo supersaturada. Apds o
arrefecimento da solugdo a temperatura ambiente, verificou-se a formagdo de cristais que foram
posteriormente filtrados do liquido-mae e deixados a secar em condi¢des de temperatura e humidade

relativa ambiente. Depois da secagem, os cristais foram suavemente moidos até a obtencdo de pds,
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que apresentaram tamanho de grdo compreendido entre 125-250 um. Os mesmos resultados foram
obtidos por exposicao de NCa a condi¢des de humidade relativa de 100% durante duas semanas.

O grau de cristalinidade das amostras foi avaliado por difraccdo de raios-X, através da
comparacao dos padrdes de difraccdo de ambas as formas NCa e NCh com os padrdes registados para

. . 1-3
as amostras cristalinas.

9.3. Preparagao de amostras de niclosamida a humidades relativas definidas

Aproximadamente 0.05 g de NCa e NCh foram armazenadas (durante diferentes periodos de
tempo, de forma a estabelecerem-se condigdes de equilibrio) a temperatura ambiente de 24 °C em
pequenos reservatdrios selados no interior dos quais, por exposicdo a vapor de agua destilada e silica
(ou sulfato de cobre anidro), se estabeleceu uma humidade relativa (RH) de 100% e 0%,
respectivamente (Figura 9.1). Para a determinacdo dos valores de humidade relativa critica, as
amostras de NCa e NCh (aproximadamente 0.05 g) foram expostas a diferentes condi¢Ges de RH que
foram criadas pela utilizagdo de solugbes saturadas de sais com depdsito. Os valores de RH
considerados (e respectivo sal utilizado®): 6% (NaOH), 9% (KOH), 13% (LiCl), 20% (KC,Hs0,), 30%
(CaCly), 42% (Zn(NOs),), 48% (KSCN), 52% (NaHSO,), 58% (NaBr), 61% (NH4NOs), 66% (NaNO,), 78%
(Na,S03), 79% (NH4Cl), 81% ((NH,),S04), 84% (KBr), 86% (KHSO.), 90% (BaCl,.2H,0), 92% (KNO3) e 97%
(K;S0,).

H,0, silicaou
solugdes

saturadasde saN /

Amostra

Figura 9.1 — Representagdo esquematica do reservatério utilizado na exposicdo de amostras a determinados

valores de humidade relativa (RH).

De maneira a estudar a influéncia da temperatura na cinética do processo de desidratacdo da
NCh, pequenas quantidades (aproximadamente 0.05g) de amostras de NCh foram expostas a
temperaturas de 35 °C, 45 °C e 60 °C durante diferentes periodos de tempo, no interior de uma

estufa.
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9.4. Estudos de calibragdo para o sistema niclosamida

Os valores da fracgdo de hidratacdo e desidratagdo, o, e g4, respectivamente, foram
calculados de acordo com as equagbes 3 e 4 do Capitulo 3 e tendo em conta a relagdo das
intensidades intrinsecas (8,/9y). Deste modo, foi necessario proceder-se previamente ao célculo desta
relagdo, realizando para isso, estudos de calibragdo para o sistema NC, através do registo de espectros
de Raman de misturas fisicas de ambas as formas (anidra e hidratada) e com composi¢ao conhecida.
Para cada mistura fisica, procedeu-se ao registo em triplicado dos espectros de Raman, isto é, foram
registos espectros de diferentes partes da mistura fisica, garantindo-se assim a uniformidade dos
resultados. Foram utilizadas misturas fisicas com frac¢des 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. Preparagao das duas formas polimérficas da Nitrofurantoina

A preparacdao das duas formas polimérficas anidras da nitrofurantoina, formas o e B, foi
efectuada com base no procedimento descrito na literatura.” De uma forma breve, o polimorfo o é
obtido por recristalizagdo de 2500 mg de nitrofurantoina comercial em 200 cm® de uma mistura a
quente de acido acético e agua (relagdo de 4:1 em volume). Os cristais em agulha que se formaram
desta solugdo foram novamente dissolvidos por aquecimento (temperatura final de 80 °C) e foram
adicionados 200 cm?® de acetona quente. O recipiente contendo a solugdo anterior foi parcialmente
selado e mantido a 40 °C para permitir evaporagao lenta do solvente. Num espaco de nove dias, foram
obtidos cristais de cor laranja-amarelado.

No que diz respeito ao polimorfo B, este foi obtido por recristalizagdo de 500 mg de
nitrofurantoina comercial em 200 cm® de acetona quente. Os cristais de cor laranja-amarelado foram
obtidos em 6 dias.

Os polimorfos o e B foram identificados com recurso a métodos de difrac¢do de raios-X de pds,
através da comparagdo dos padrdes obtidos experimentalmente com os resultados encontrados na

literatura.®
9.6. Preparagao de varias misturas binarias de acidos gordos
As misturas binarias de acidos gordos foram preparadas pelo grupo de investigacdo orientado

pelo Professor Doutor Jodo Coutinho. As amostras foram preparadas numa balanga analitica (Adam

AAA/L) com uma precisdo de = 0.2 mg. Os compostos depois de pesados foram colocados num tubo

233



Capitulo 9

de vidro, aquecidos e agitados sob uma atmosfera de azoto a uma temperatura 10 K acima da
temperatura de fusdo dos seus componentes. De seguida, as misturas foram deixadas a arrefecer a
temperatura ambiente e mantidas num congelador a 273 K até ao momento da andlise. Para os
espectros de Raman registados antes da fusdo, as amostras no estado sélido foram apenas pesadas e
misturadas num almofariz. A fusdo destas amostras foi feita dentro do tubo capilar usado para a
analise, no interior do espectrometro (apds o registo da amostra antes da fusdo), a uma temperatura
de cerca de 10 K acima do ponto de fusdo do componente com o ponto de fusdo mais elevado. As
amostras foram entdo arrefecidas dentro do espectrometro até atingirem a temperatura desejada

para a aquisicao dos restantes espectros.

9.7. Preparagdao de compostos de inclusao de derivados fendlicos em a-, B- e y-

ciclodextrinas

Os compostos de inclusdo em a-, B- e yCD foram preparados por um processo de precipitagéo,7’
% pela adigo gota a gota dos héspedes (2MeOPh, 3MeOPh, 3MePh) no estado liquido a solucdes
aquosas de a-, B- e yCD. A mistura resultante foi mantida sob agitagdo a cerca de 40 °C durante
algumas horas. De seguida, promoveu-se o arrefecimento da mistura resultante até a temperatura
ambiente, tendo-se obtido um precipitado branco. Este foi filtrado e exposto a temperatura e
humidade ambiente durante 1-2 dias para promover a secagem. Depois de seco, foi moido
suavemente até a obtengdo de um pé fino. Estes compostos de inclusdo demonstraram ser estaveis ao

longo de varios meses.

9.8. Preparacao de coldides para registo de espectros SERS

As solucgdes coloidais de prata (Ag) foram preparadas utilizando agua desionizada e triplamente
destilada de acordo com o método descrito por Creighton et al.’ De uma forma breve, o método
consiste em reduzir uma solu¢do aquosa de AgNOs (10> M, um volume) com um excesso de NaBH,
(2x10'3 M, trés volumes, previamente arrefecido a 0-5 °C). Apds agitar a mistura durante algum tempo
para a homogeneizar, é deixada a repousar a temperatura ambiente durante ~90 minutos. Por vezes,
durante este periodo de espera, aparece uma cor escura no interior da solugdo e é necessdrio agitar
fortemente a mistura de forma a estabilizar o coldide. No final, obtém-se uma solucdo amarela e
transparente, com um maximo de absor¢do a 390 nm. Quando se pretende registar um espectro SERS,
adiciona-se o adsorbato ao coldide de forma a obter a concentragdo desejada. Os coldides preparados

de acordo com o método descrito sdo estaveis durante varios meses.
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9.9. Preparacao da superficie do eléctrodo e das solugdes necessarias a obtencgao de

espectros SERS em eléctrodo

Para a aquisicdo de espectros SERS em eléctrodo foi utilizado um sistema electroquimico
constituido por um potenciostato-galvanostato PAR modelo 173, um programador PAR modelo 175 e

uma célula electroquimica (Figura 9.2) composta por um sistema de trés eléctrodos:

e O eléctrodo de trabalho é constituido por um disco de prata (Ag, 99,9999%, Metales Preciosos
S.A.) sobre cuja superficie o laser incide. Esta superficie deve ser previamente polida com
alumina em p6 (Buehler, 0.3 e 0.05 um de tamanho de particula) durante cerca de 30 minutos
para eliminar qualquer tipo de contaminagdo e fornecer sempre que possivel o mesmo ponto
de partida no processo de prepara¢do da superficie, de forma a que os resultados sejam
reprodutiveis. O disco de Ag serd depois submetido a um tratamento de oxidagdo-redugao
com o intuito de adquirir um grau de rugosidade adequado para que se produza a
intensificacdo do espectro de Raman. O disco de Ag encontra-se situado no extremo de um
cilindro oco de vidro (Figura 9.3b e 9.4c) e a ligacdo deste ao potenciostato é estabelecida por
intermédio de um condutor de cobre (Figura 9.3c). O cilindro é introduzido na célula até que o
eléctrodo de prata toque na janela de vidro transparente ao visivel (Figura 9.4), reduzindo-se

ao minimo o sinal proveniente da solugdo aquosa.

Figura 9.2 — Fotografia da célula utilizada, no interior da qual se coloca a solugdo com a amostra a analisar, o

eléctrodo de prata, o de referéncia e o de platina (fio metalico que se observa na parte esquerda da fotografia).

e Eléctrodo de referéncia Ag/AgCl/KCl saturado (PAR modelo K0265) ao qual se referem todos

os potenciais (Figura 9.3a).
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Figura 9.3 — a) Eléctrodo de referéncia (contendo no seu interior um fio de prata e solugdo saturada de KCl), b)

cilindro oco de vidro com um disco de prata na extremidade e no qual se insere c) o fio de cobre.

e O eléctrodo indicador é um fio de platina (Pt, 99,9999%, Metales Preciosos S.A.) que se ajusta
de forma circular de modo a envolver o disco de Ag do eléctrodo de trabalho (Figura 9.2 e

9.4b).

b1 P i
.' i

Figura 9.4 — Montagem da célula com a solugdo aquosa de adsorbato no seu interior bem como a) local onde é

inserido o eléctrodo de referéncia, b) eléctrodo de platina e c) eléctrodo de prata.

Para obter a rugosidade superficial desejada, o eléctrodo de trabalho é submetido a uma série
de ciclos de oxidagdo-redugdo. Em cada ciclo, os ides metdlicos, gerados pela oxidagdo, sao
depositados no processo de reducdo sobre o metal de forma aleatéria, dando origem a rugosidade
superficial. Devido a presenca do ido ClI' no electrdlito, o catido Ag’ produzido na oxidacdo reage
imediatamente com ele e deposita-se em forma de AgCl na superficie, que é a espécie que se reduz na

parte final de cada ciclo. Todo este tratamento é realizado na auséncia de moléculas de adsorbato
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para evitar que algumas se decomponham no decorrer do processo. Para cada sistema electroquimico
utilizado, é necessario optimizar os parametros de oxidacdo-redugdo, 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 duragdo a + 0.6 V, com intervalos de 2 s a — 0.5 V (Figura 9.5). Como electrdlito foi
utilizada uma solu¢do aquosa 0.1 M de KCl.

2 segundos
D

+0,6 V

0,5V
<~

2 segundos
Figura 9.5 — Sequéncia de pulsos utilizada no processo de oxidagdo-redugao para preparar a superficie de prata.

Trabalhar com eléctrodo permite ajustar o potencial mediante o uso de um potenciostato, o
gue constitui uma vantagem, uma vez que a espectroscopia SERS é muito sensivel a esta variavel,
tanto a intensificacdo global do espectro de uma molécula como as intensidades relativas das bandas.
Um possivel inconveniente do uso desta técnica é o tempo dispendido na montagem e preparagdo

deste aparato experimental, que conduz a uma maior morosidade na aquisicao dos espectros.

9.10. Estudos de deuteragao com (H,pip)s:[Ge(hedp);]-14(H,0)

O composto (H,pip)s[Ge(hedp),]-14(H,0) foi preparado pelo grupo de investigacdo orientado

pelo Professor Doutor Jodo Rocha.

INSTRUMENTACAO

9.11. Técnicas de caracterizacao

9.11.1.Espectroscopia de Raman

Os espectros de Raman na regidao 70-5000 cm™ foram registados a temperatura ambiente num

espectrometro de Raman com transformada de Fourier, Bruker RFS-100 utilizando um detector
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InGaAs, equipado com um laser diodo de Nd:YAG a emitir a 1064 nm, de marca Coherent, modelo
Compass 1064/500 N. A resolugédo utilizada foi de 2 cm™.

As amostras liquidas foram seladas em capilares de vidro Kimax (didmetro interno de 0.8 mm) e
as amostras sélidas foram colocadas num porta-amostras apropriado para o efeito. De modo a obter
uma boa razdo sinal/ruido, o nimero de varrimentos foi varidvel consoante o tipo de amostras.

Para a maioria dos espectros, a poténcia do laser utilizada foi de 504 mW. No entanto, no
registo dos espectros de Raman da niclosamida, nitrofurantoina, e misturas binarias de acidos gordos,
a poténcia do laser utilizada foi de 400 mW. Existem alguns trabalhos experimentais que indicam que a
temperatura da amostra pode aumentar significativamente devido a exposi¢cdo ao laser,” ' o que
pode provocar quer transformagdes polimadrficas, quer perda de moléculas de solvente. Para avaliar
este efeito, uma amostra do composto em estudo foi exposta de forma continua a uma poténcia de
400 mW durante 3-4 horas, durante as quais diversos espectros de 5 minutos foram registados. A
comparagdo dos espectros demonstrou que durante o tempo necessario para a aquisicdo de cada
espectro (ca. 12 minutos um registo de 100 scans) ndo se observou qualquer alteracdo espectral.
Neste contexto, todos os registos dos espectros de Raman destas amostras foram efectuados em 25

minutos ou menos.

No estudo das misturas binarias de varios acidos gordos (descrito no Capitulo 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
condicOes, o erro na temperatura é estimado ser inferior a 0.5 K com flutuagdes durante cada registo

inferiores a 1 K.

9.11.2. Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho na regido do infravermelho médio (400-4000 cm'l) foram
adquiridos a temperatura ambiente num espectrémetro Mattson 7000, com transformada de Fourier,
utilizando-se apodizac¢ao triangular e resolugao de 2 cm™. 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 acessério Golden Gate ATR da Specac acoplado ao
espectréometro de infravermelho descrito no paragrafo anterior e as amostras foram analisadas sem

tratamento prévio.
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9.11.3. Espectroscopia de Raman intensificada a superficie (SERS)

Todos os espectros de Raman e SERS apresentados no Capitulo 6 foram registados num
espectrometro Jobin-Yvon U-1000 de monocromador duplo equipado com um sistema de detecgdao
consistente num tubo fotomultiplicador refrigerado Hamamatsu R943-02, usando uma linha de
excitagdo de 514.5 nm de um laser Spectra Physics de Ar’. Foi usada uma largura de fenda constante
que permitiu uma resolucdo espectral de 4 cm™ sendo a poténcia do laser a atingir a amostra de 50
mW. Os nimeros de onda das bandas foram medidos com a ajuda das mesmas linhas de laser como
padrdes, sendo obtida uma precisdo de £ 2 cm™ nas condic¢des descritas.

No caso das amostras liquidas, foi utilizada uma célula de quartzo para liquidos de 1 cm,

enquanto os solidos microcristalinos foram depositados em capilares de vidro.

9.11.4. Andlises termogravimétricas e calorimétricas

A andlise termogravimétrica (TGA) é um método com um vasto campo de aplicagdo na
caracterizacdo do comportamento térmico dos materiais. E composto por um forno tubular de
aquecimento eléctrico com amplitude até 1500 °C, uma balang¢a de alta resolu¢do, uma unidade de
condicionamento da atmosfera e um sistema computorizado de aquisi¢do e tratamento de dados. As
medicOes 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 diametro. Estas
andlises foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro pela Mestre Celeste

Azevedo.

A Calorimetria diferencial de varrimento (Differential Scanning Calorimetry, sigla em inglés DSC)
é utilizada para a analise térmica de materiais e baseia-se na medida do fluxo de calor entre uma
amostra e uma referéncia em func¢do da temperatura, sendo ambas submetidas a um programa de
temperatura controlado. Esta técnica permite a deteccdo de processos endo ou exotérmicos através
da analise das curvas de calorimetria diferencial de varrimento das amostras. As medi¢des de DSC
foram efectuadas num sistema Shimadzu DSC-50. As amostras foram aquecidas em pequenos
reservatorios de aluminio selados, sob um fluxo de nitrogénio de 20 mL/min, usando um reservatério
vazio e selado como referéncia a uma taxa de aquecimento de 5 °C/min na gama de temperaturas de
25 a 400 °C. Estas analises foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro

pela Mestre Celeste Azevedo.
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TRATAMENTO DE DADOS

9.12. Obteng¢do de pontos pseudo-isosbésticos e ajuste de bandas

De maneira a verificar a presenga de pontos pseudo-isosbésticos, os espectros de Raman foram
normalizados para uma area unitdria, de acordo com o procedimento descrito por Shurvell e

12, 13
colaboradores.

As intensidades de banda integradas |, e I, necessarias no Capitulo 3, foram
determinadas por ajuste de bandas, usando fun¢des Gaussianas ou Lorentzianas, consoante o melhor
ajuste, apos se efectuar uma correcgdo de linha de base usando trés pontos.

O melhor ajuste das bandas utilizadas para monitorizar e quantificar os processos de hidratacdo
e desidratagdo, foi obtido utilizando trés Lorentzianas e duas Gaussianas para as regides espectrais

compreendidas entre 1620-1710 cm™ e 620-646 cm ™, respectivamente (Figuras 9.6 e 9.7).

[ T I T I T I T I !
1620 1640 1660 1680 1700

. -1
Numero de onda / cm

Figura 9.6. Espectro de Raman na regido compreendida entre 1620-1710 cm™ de amostras de NCh armazenadas a
condi¢Bes de RH 0% durante 96 h (linha a preto). O ajuste matematico utilizando trés fungGes Lorentzianas,
encontra-se representado a azul. A linha verde representa o ajuste global com R?=0.99834. Para este tempo de

exposig¢ao, a,,=0.10.
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620 625 630 635 640 645

, -1
Numero de onda / cm

Figura 9.7. Espectro de Raman na regido compreendida entre 620-646 cm™ de amostras de NCh armazenadas a
condi¢Ses de RH 0% durante 96 h (linha a preto). O ajuste matematico utilizando duas fungdes Gaussianas,
encontra-se representado a azul. A linha a tracejado verde representa o ajuste global com R*=0.99205. Para este
tempo de exposi¢do, 0,,=0.11 e a presenca de 11% de NCh é observavel através da assimetria da banda na regido

de frequéncias mais elevadas.

9.13. Tratamento matematico

E possivel utilizar diferentes critérios estatisticos na determinacdo do afastamento total de um
conjunto de pontos medidos em relagdo aos calculados por uma relagdo linear. Dos varios critérios, os
mais utilizados s3o o coeficiente de correlacdo (R?) e o desvio padrio do declive da linha de regressio
(Sp). Alguns autores' *> demonstraram que a utilizagio do valor de R* como Unico critério estatistico
na escolha de um modelo cinético ndo é a mais adequada, particularmente quando se revela
necessario distinguir mecanismos que apresentam coeficientes de correlagdo lineares (R%) muito
similares. Nestas situagdes, é vantajoso recorrer a utilizagdo complementar do valor obtido para Sy, tal

. . . 15
como evidenciado por Davies e Pryor.

METODOS COMPUTACIONAIS

9.14. Calculos DFT

Os calculos tedricos DFT foram realizados com o pacote Gaussian 03W™°, a correr num PC
comum. As estruturas moleculares dos mondmeros (NC, NF, acidos laurico, miristico e estearico), dos
varios conférmeros 2MeOPh, 3MeOPh, 3MePh e dos dimeros (NF, 2MeQOPh, 3MeOPh, 3MePh, 4cido

ldurico, miristico e estearico) foram completamente optimizadas ao nivel padrdo B3LYP/6-31G*. Por
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sua vez, as estruturas dos agregados de oito moléculas de dgua foram completamente optimizadas ao
nivel padrdo B3LYP/6-311++G**,

As frequéncias vibracionais harmdnicas foram calculadas, ao nivel padrdo B3LYP/6-31G* para
todas as geometrias optimizadas, usando as segundas derivadas analiticas para confirmar a
convergéncia dos minimos na superficie potencial bem como avaliar as energias vibracionais do ponto
zero (ZPVE). No caso dos agregados de oito moléculas de agua, as frequéncias foram calculadas ao
nivel B3LYP/6-311++G**. As frequéncias calculadas (acima dos 500 cm™) foram corrigidas por um
factor padrao, conforme o nivel de teoria e bases utiIizados,17 de forma a considerar a anarmonicidade
e efeitos de correlacdo electrénica. O programa GaussView®® foi utilizado para visualizar as estruturas
optimizadas e para estabelecer a atribuicdo dos modos vibracionais com base nos deslocamentos
atémicos.

No caso dos calculos efectuados para a interpretacdo dos espectros SERS obtidos para o acido
trans-3-hidroxicindmico e o 5-fluorouracilo, as geometrias para as varias espécies quimicas possiveis
(neutra, anido, dianido) foram optimizadas ao nivel B3LYP/6-31G*. Os campos de for¢a e os nimeros
de onda também foram determinados de forma a atribuir o espectro vibracional e confirmar a
convergéncia para um minimo no processo de optimizagdo. As intensidades SERS-CT (SERS — charge
transfer) para cada espécie molecular foram calculadas tendo em conta as equagGes propostas por
Wolde et al. *° para um processo de ressonancia Raman (RR). Neste caso, as intensidades relativas de

um determinado modo normal “j” podem ser estimadas com base na seguinte equacao:
I; = RB*w? (9.1)

onde w; € o numero de onda correspondente ao modo normal j, R € uma constante que pode ser
ajustada arbitrariamente para normalizar as intensidades relativas, e o parametro B; que se relaciona
com a diferenca entre as geometrias de equilibrio dos dois estados envolvidos no processo de RR,
pode ser obtido calculando as forgas moleculares (f) no ponto de Franck-Condon na superficie de

energia potencial do estado electrénico excitado (respectivos radicais) e é dado pela expressao:

Bj = (241 x 10°)fYMLjw ™3/ (9.2)

onde L corresponde a matriz de modos normais do estado electrénico fundamental e M é a matriz de

massas atdmicas.
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