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Resolution of mixtures by TLC-NMR

Abstract: TLC-NMR (Tin Layer Chromatography-Nuclear Magnetic Resonance) allows the resolution and
structural elucidation of analytes present in natural and synthetic mixtures directly, without prior purification
processes. This is done through a NMR technique named DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy), which is based
at the diffusion coefficient of analytes in solution, thus providing a versatile alternative technique for the study
and understanding of molecular interactions of biological and chemical systems. Here the various types of
interactions between the additive (micelles, ions, polymers, polysaccharide gel, proteins or chiral auxiliary) and
the analyte in separation and identification sequence are discussed.
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Resumo

CCD-RMN (Cromatografia em Camada Delgada-Ressondancia Magnética Nuclear) permite a resolucdo e
elucidacdo estrutural de analitos presentes em misturas naturais e sintéticas, de forma direta, sem processos de
purificagdo prévios. Isto é realizado através do experimento de RMN denominado de DOSY (Diffusion Ordered
Spectroscopy), que se baseia no coeficiente de difusdo do analito em solug¢do, uma técnica alternativa versatil
para o estudo e entendimento de interagdes moleculares em sistemas biolégicos e quimicos. Serdao aqui
definidos e discutidos os diversos tipos de interagdes entre o aditivo (micelas, ions, polimeros, gel
polissacarideo, proteinas ou auxiliar quiral) e o analito na seqiiéncia de separagdo e identificagdo.
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5. Conclusoes

1. Introdugao

O uso de técnicas de separacdo de misturas como
a cromatografia, hifenadas as técnicas de
identificacdo  estrutural, como a ressonéancia
magnética nuclear e/ou a espectrometria de massas
tem permitido, nos Ultimos anos, a andlise de
misturas complexas. 4

Estas técnicas sdo extremamente Uteis para a
analise estrutural de substancias em misturas, com
economia de tempo quando comparadas aos
processos de purificagdo tradicionais, em que numa
primeira etapa as substdncias s3o separadas e
purificadas para, posteriormente, serem identificadas.
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O acoplamento destas técnicas proporcionou um
enorme avango para o entendimento de mecanismos
de reacdo, andlise estrutural e interacGes
moleculares, em diferentes processos bioldgicos e
quimicos. >

No entanto, o alto custo dos equipamentos
necessarios a estas analises “acopladas” limita seu
uso a varios grupos de pesquisa. Por tal motivo, a
criagdo de metodologias mais econdémicas, que
permitam a andlise rapida de misturas, motivou
alguns grupos de pesquisa na criagdo do que esta
sendo denominada de CCD-RMN, Cromatografia em
Camada Delgada-Ressonancia Magnética Nuclear
(Figura 1).
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Figura 1. Analise de misturas por CCD-RMN

2. Fundamentos da Difusao Molecular em
RMN

A difusdo molecular é um fenémeno resultante
dos movimentos aleatdrios das moléculas, conhecidos
como movimentos brownianos, fruto da energia
térmica do sistema, entre regides de diferentes
concentracoes. O deslocamento molecular resultante
da difusdo é definido por coeficientes de difusdo, os
quais dependem da temperatura, pressdo e
composicdo da solugdo. **°

Os valores tipicos de coeficientes de difusdo (D)
em liquidos, a temperaturas moderadas (25 — 30 °C),
variam desde 10™ m’s™ (10® cm’s™) (polimeros de
alta massa molar, em solucdo) até 10° m’s™ (10”
cm’s™?) (moléculas pequenas, em solucdo pouco
viscosa).'? Estes fornecem informacdes sobre a
organizacao molecular e estrutura de fases, e podem
ser medidos por vdrias técnicas, tais como o
espalhamento de luz, a andlise por injecdo em fluxo
(FIA) e a ressonancia magnética nuclear (RMN).2*

A hidrofobicidade e hidrofilicidade dos solutos sao
usadas como meios para determinar a velocidade de
difusdo efetiva, o que pode ser determinado pela
adicdo de tensoativos as misturas de interesse. A
particido dos solutos no interior das micelas estd
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relacionada a sua solubilidade relativa, estando
sujeitos a troca rapida entre a solugdo e o interior das
micelas formadas, envolvendo liga¢des de hidrogénio,
van der Waals e interacdes hidrofébicas como as
principais forcas de ligacdo no processo de difusdo.
Sobre tais condicGes, os experimentos PFG-RMN
(RMN com Gradiente de Campo Pulsado, do inglés
Pulsed Field Gradient NMR) reportam somente uma
média ponderada dos coeficientes de difusdo da
espécie livre e incorporada (no interior da micela).
Portanto, para o soluto j, o coeficiente de difusdo
observado é Dj e este é descrito pela seguinte
equagao:

Dj - pjl:)jincorporado + (1 _ pj) I:)jlivre

Onde pj é o grau de solubilizagdo, Dj"°™™* e

Dj™™ sdo os coeficientes de difusdo das moléculas
solubilizadas e livres, respectivamente.m’11 E
importante ter em mente que, se o raio da micela for
muito menor do que a difusdo do analito no
experimento de PFG-RMN, a difusdo dentro das
micelas ndo serd detectada. O valor de Dj"°™°™%® ¢
igual ao coeficiente de difusdo do surfactante e é igual
ao coeficiente de difusdo da micela, desde que a
concentragdo do surfactante seja muito maior do que
a concentracdo critica da micela (CMC). De acordo
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com a equacdo anterior, o coeficiente de difusao
aparente de um soluto pode ser modificado,
alterando a concentracdo e o tipo de surfactante e,
portanto, o grau de solubilizacdo. **°

3. Experimentos DOSY

Em 1992, Morris e cols. desenvolveram a primeira
técnica bidimensional de RMN capaz de avaliar a
difusdo molecular, através de um método analitico
nao invasivo que pode identificar os componentes de
uma mistura e simultaneamente caracterizar o
tamanho dos agregados, sendo relativamente de facil
implementacdo num espectrémetro de RMN com
gradiente de campo.™

No experimento de DOSY (Espectroscopia
Ordenada por Difusdo, do inglés: Diffusion Ordered
Spectroscopy),’® sdo medidas as intensidades do sinal
de RMN, enquanto sdo aplicados gradientes de
campo magnético pulsado ao longo de um ou varios
eixos, com intensidade crescente.”*** Quando a
molécula do analito se difunde na presenca desse
gradiente de campo magnético, o sinal de RMN é
atenuado de acordo com a extensdo da translacao.

Dessa forma, executa-se uma variacao progressiva
da intensidade do gradiente, da duracdo, ou do
espacamento entre os gradientes e, através da
aplicagdo de um processamento matematico
especifico, é obtido um mapa de correlagdo
bidimensional do coeficiente de difusdo (F1, m?s™ ou

cm?s™) versus frequéncia do sinal de RMN (F2, ppm).*
10

4. Aplicagoes da CCD-RMN

A andlise de misturas complexas é um grande
desafio enfrentado por cientistas que trabalham na
area de quimica sintética, farmacéutica e de produtos
naturais. Porém, metodologias alternativas como a
CCD-RMN permitem a determinagdo estrutural dos
analitos nas misturas sem separagao prévia, a
exemplo do experimento DOSY, e oferecem enormes
beneficios ao nivel de simplicidade e velocidade. A
aplicabilidade desta metodologia para analise de
misturas tem sido demonstrada em um numero de
sistemas complexos, incluindo misturas de moléculas
pequenas e fluidos bioldgicos.
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4.1. Interacdes com micelas

Morrison e cols. desenvolveram o primeiro
trabalho relacionado a separacao de misturas usando
surfactantes e vesiculas,™ através de um experimento
DOSY, na resolugdo de wuma mistura de
tetrametilamonio (TMA) e octaetilenoglicol dodecil
éter (C1,Eg) em micelas de dodecil sulfato de sddio
(SDS-d*) (Figura 2)."* Os resultados mostraram que o
conjunto dos sinais entre 0,69-1,40 e 3,25-3,78 ppm
no espectro da Figura 3, referentes ao tensoativo,
ocorrem no mesmo valor de difusdo do Cj,Es,
indicando que a micela e o CyEg se encontram
associados, com um coeficiente de difusdo de 5,54 x
107 cm?s™.

O\\S//O
/\/\/\/\/\/\O/ ~O- Na*
1

Figura 2. Dodecil sulfato de sddio (SDS-d,s ou NaDS-
d*) ou lauril sulfato de sédio (SLS-d*)

o/ppm F2

Figura 3. Espectro 'H DOSY (250 MHz, D,0, 259 K), da
mistura de tetrametilaménio (TMA) e
octaetilenoglicol dodecil éter (Cy,Es). A analise foi feita
utilizando dodecilsulfato de sddio (SDS). Reproduzidos
com permissdo da referéncia citada. Copyright© 1992
American Chemical Society (ACS)."

A resolucao de uma mistura de sacarose e NaCl, na
presenca de vesiculas fosfolipidicas (1-palmitoil-2-
oleoilfosfatidil-colina) foi obtida facilmente, ja que as
camadas duplas de fosfolipidios sdo altamente
permedveis na dgua, mas ndo a sacarose, permitindo
identificar com nitidez o valor de difusdo da sacarose
livre (3,00 x 10°® cm?s™), sacarose complexada com as
vesiculas (1,86 x 10® cm?s™) e o sinal intenso da HOD
(1,24 x 10° cmzs’l) com maior coeficiente, no espectro
da Figura 4.
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Figura 4. Espectro "H DOSY (250 MHz, D,0, 259 K), da
mistura de sacarose e NaCl. A andlise foi feita
utilizando vesiculas fosfolipidicas (1-palmitoil-2-
oleoilfosfatidilcolina. Reproduzidos com permissdo da
referéncia citada. Copyright© 1992 American
Chemical Society (ACS)."

Seguindo o mesmo objetivo, Zielinski e cols.
mostraram os efeitos das micelas formadas pelo
dodecil sulfato de sédio deuterado (SDS-d,s), quando
usado como “fase estacionaria’, em D,0, na
resolucdo de misturas de peptideos tais como:
triptofilglicina (Try-Gly), leucilmetionina (Leu-Met),
acetato de arginilvalina (Arg-Val) e
glicilglicilfenilalanina (Gly-Gly-Fenil-Ala).*

O trabalho mostrou uma boa separacdo dos
analitos na mistura, em especial para Try-Gly e Leu-
Met, que apresentaram coeficientes de difusao muito
préximos em solugdo aquosa (Figura 5.1), sendo
obtidos valores de difusdo de 2,92 x 10™° e 3,91 x 10°
' m?s™* para Try-Gly e Leu-Met, respectivamente, na
presenca do surfactante (Figura 5.2).

F11] 52
.g5 - Try-gh,' i e b i
_ Leu-met ¥~
o F1
c oad *"
(] = -
- -90
S
HOD ¢ -9.4 Try-gly e Leu-met
-85
£9.0 h—r—r—r—r—r——
8 7664 32 1F2
T T T
9 8 T [ 5 4 3 2 1 g
o/ppm

Figura 5. Representacdo do espectro "H DOSY (300
MHz, D,0, 25 °C), da mistura de Try-Gly e Leu-Met.
5.1) sem SDS-dys, 5.2) com SDS-d,s. Adaptado da
referéncia 16
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Em solucdo, o coeficiente de difusdo ¢é
determinado pelas diferencas no raio hidrodinamico
efetivo. Este tipo de relacdo pode ser muito util
guando as espécies apresentam diferentes tamanhos
moleculares, mas esta conexdo ndo pode ser aplicada
a misturas de isOmeros, cujas espécies possuem
tamanho e estrutura semelhante.

O trabalho de Evans e cols. ilustra bem uma
aplicagdo neste campo, com uma série de isdbmeros
de diidroxibenzenos, mostrados na Figura 6, nos quais
é esperada semelhanca nos raios hidrodinamicos, mas
gue apresentem interagGes diferentes na presenca de
micelas."” As propriedades de difusio foram
investigadas na presenga de micelas de SDS/D,0 e
micelas invertidas de bis(2-etilhexil)sulfosuccinato de
sédio em cloroférmio deuterado (AOT/CDCl;), em
concentragoes diferentes de solvente e surfactante.

OH

N
| —Y=0H
=
2

Figura 6. Representacao das estruturas do catecol,
resorcinol e hidroquinona, onde Y encontra-se em o,
m e p respectivamente

O sistema SDS/D,0 levou a uma resolugdo
significativa para os trés isdmeros, sendo a
hidroquinona quem apresentou menor coeficiente de
difusdo em relagdo ao catecol, como pode ser
observado comparando os espectros da Figura 7.

O sistema AOT/CDCl; mostrou o comportamento
esperado, na presenca de micelas invertidas, onde os
solutos mais hidrofilicos revelaram um menor
coeficiente de difusdo (Figura 8).

Contudo, a ordenacdo no resorcinol e catecol é
realmente invertida em comparag¢do com o sistema
SDS/D-,0 (Figuras 7.2 e Figura 8.2), sendo novamente
a hidroquinona o soluto com a menor forca de
complexacdo em AOT/CDCl; (Figura 8.2).

(0] comportamento em AOT/CDCl; é
razoavelmente mais complexo do que em SDS/D,0,
uma vez que a primeira é, na realidade, um sistema
ternario em que a formagdo de micelas invertidas
envolve outros fatores além do eletrostatico e a
consideracdao hidrofébica. Este processo exige a
presenca de agua, e na verdade, a ordem da difusao
dos trés solutos estudados independe da
concentragao de D,0, como observado nas Figuras 7.1
e 8.1.
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A baixa solubilidade dos diidroxibenzenos em
CDCl; limitou a relagdo sinal/ruido no espectro de 'H
RMN (F2), e consequentemente levou a menor
resolucdo do espectro DOSY (Figura 8), porém houve
uma mudanga dramatica na difusdo dos solutos sobre
a adicao do surfactante.

Os resultados mostram que a forca da ligacdo

Gelves, L. G. V. et al.

entre a micela e o analito é evidenciada pela
diminuicdo no coeficiente de difusdo na ordem
hidroquinona < resorcinol < catecol, raciocinio
coerente com a associacdo entre o analito e a micela
formada. Esta é, na melhor das hipdteses, uma
explicacdo parcial, pois outros fatores devem estar
envolvidos.
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Figura 7. Espectro "H DOSY (400 MHz, D,O/TSP-d, (trimetilsililpropionato), 21 + 1 °C), da mistura de catecol,
resorcinol e hidroquinona. 7.1) sem SDS, 7.2) com SDS. Os sinais de catecol, resorcinol, hidroquinona sdo
identificados por C, R, e H. Reproduzidos com permissao da referéncia citada. Copyright© 2009 American

Chemical Society (ACS)"
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Figura 8. Espectro ‘H DOSY (400 MHz, CDCl5/TSP-d, (trimetilsililpropionato), 21 + 1 °C), da mistura de catecol,
resorcinol e hidroquinona. 8.1) sem AOT, 8.2) com AOT. O quadro inserido no espectro 8.2 mostra os sinais
numa escala de 250 %. Os sinais de catecol, resorcinol, hidroquinona sao identificados por C, R, e H.
Reproduzidos com permissdo da referéncia citada. Copyright© 2009 American Chemical Society (ACS)."

Analogamente, no trabalho de Wu e cols. foi resolvida
uma mistura de sacarose e glicose na presenga de
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1 . .
SDS.™ Os resultados indicaram que a presenga do
surfactante ndo muda significativamente os valores
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dos coeficientes de difusdo, devido a baixa
solubilidade dos agucares no interior hidrofdbico das
micelas de SDS (Figura 9).

ll 1

F1 s JD

Glicose —
1H] | { =
Lore E
sacarose =

o

‘ 4410

| Iii|
‘ sDs

i o
F2 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
g & .fppm

Figura 9. Espectro **C INEPT DOSY (250 MHz, D,0, 300
+ 1 k), da mistura de glicose e sacarose, na presenca
de SDS

Porém, os sinais estdo resolvidos e podem ser
facilmente identificados para os dois analitos a partir
do espectro bidimensional envolvendo, neste caso, o
nucleo de “C.

Além disso, foi evidenciado pelo numero e
deslocamento quimico dos sinais no espectro de RMN
C, que a amostra da glicose apresenta uma mistura
de anémeros (formas a e B), que tem carbonos com

L "L .

Vo

diferentes deslocamentos quimicos no espectro, mas
essencialmente os mesmos raios hidrodindmicos e
coeficientes de difusao.

Naturalmente, todos os hidrogénios nado ligados
diretamente aos *C sdo eliminados no experimento
INEPT-DOSY, devido a seqiiéncia INEPT (/nsensitive
Nuclear Enhancement by Polarization Transfer,
baseado em YJy).

Seguindo o mesmo objetivo, Morris e cols.
analisaram a resolucdo de misturas em relacdo ao
tamanho molecular e a hidrofobicidade dos analitos
na presenca de SDS/D,0 em uma mistura de alcool
benzilico, tolueno e tetraetilenoglicol (Figura 10) e
uma mistura de metanol, iso-propanol, terc-butanol e
neo-pentanol com DTAB/D,0 (Figura 11).7

Na presenca de SDS, foi obtida uma boa resolucdo
da mistura. Contudo, apds adicdo, foi observada uma
reversibilidade na difusdo dos analitos (Figuras 10.1 e
10.2), como consequéncia das mudancas no grau de
solubilizagcdo dos solutos, do tamanho molecular e do
processo de troca rdpida entre a solucdo e o interior
da micela.

Os resultados mostraram uma completa resolucao
das espécies, na presenca do DTAB (brometo de
dodeciltrimetilamonio), tendo destaque o neo-
pentanol e o terc-butanol, os quais apresentaram
igual coeficiente de difusdo na auséncia de DTAB
(Figuras 11.1 e 11.2).
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Figura 10. Espectro 'H DOSY (250 MHz, D,0, 25 + 1 °C) de uma mistura de tolueno, alcool benzilico e tetra-
etilenoglicol (TEG). A analise foi feita com 10 mM de cada analito. 10.1) sem SDS, 10.2) com 0,150 mM de SDS.
Reproduzidos com permissdo da referéncia citada. Copyright© 1994 American Chemical Society (ACS)*
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Figura 11. Espectro 'H DOSY (250 MHz, D,0, 25 + 1 °C), de uma mistura de 5,0 mM de metanol, 10,0 mM de iso-
propanol, 10,0 mM terc-butanol e 10,0 mM neo-pentanol. 11.1) sem DTAB, 11.2) com 0,150 mM de DTAB.
Reproduzidos com permiss3o da referéncia citada. Copyright© 1994 American Chemical Society (ACS)™

4.2. Interacdes acido-base

O trabalho publicado por Hodge e cols. descreve a
resolucdo de misturas de varios componentes com o
foco de interacbes 4cido-base, na presenca dos
polimeros (3) e (4) (Figura 12), em CD;0D, utilizando
HR-DOSY (Espectroscopia Ordenada por Difusdo de
Alta Resolucdo, do inglés High Resolution Diffusion-
Ordered Spectroscopy).”® Os autores observaram
pouca mudanga nos coeficientes de difusdo dos
analitos na mistura quando foi usado o polimero (3).
A hidroquinina apresentou uma maior interagdo com
este polimero, o que levou a uma mudanga no valor
do coeficiente de difus3o de 6,3 x 10™° para 4,0 x 100
m”s™ com o polimero (Figuras 13.1 e 13.2).

F1p O
13.1)
44
— - = e
o 8 = - - o
£ . "
S 2 1w B .
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8 161
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20 T T - T x
1
0 s & i 7 s 5 3

Figura 12. Estrutura dos Polimeros (3) e (4), usados no
trabalho de Hodge e cols. para a resolugdo de
misturas usando interacdes acido-base®
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Figura 13. Espectro ‘H HR-DOSY (400 MHz, CD;0D) da mistura de estrona, o-vanilina, (R)-(+)-citronelal, (S)-(-)-
citronelol, hidroquinina, metilnicotinato, N-metilnicotinamida, (15)-(-)-B-pineno, 1,6-di-hidropregnenolona e
progesterona. 13.1) sem polimero (3), a seta no espectro indica os sinais da hidroquinina, 13.2) com polimero
(3), as linhas no espectro ressaltam os sinais da hidroquinina em correlagdo com o seu sub-espectro de ‘H RMN.
Reproduzidos com permissdo da referéncia citada. Copyright© 2001 Royal Society of Chemistry (RSC)*°

185

Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No.3| |178-191|



Gelves, L. G. V. et al.

4.3. Interagdes com filmes

O trabalho publicado por Kavakka e cols. descreve
um interessante exemplo de aplicacdo geral da CCD-
RMN utilizando a polivinilpirrolidona (PVP) como
“fase estacionaria” (Esquema 1).’

J\_) Polimerizacao
o)

N
K via radical

vinilpirrolidona
5

Lo

polivinilpirrolidona (PVP)
6

Esquema 1. Representacdo estrutural da molécula de
polivinilpirrolidona (adaptada da referéncia 22)
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No polimero PVP, a presenca da ligacdo C=0
favorece a solubilidade em solventes polares.
Segundo estudos de Palermo e cols., a molécula de
PVP tem a capacidade de interagir com outras
moléculas mesmo em solucdo aquosa diluida, a
diferentes temperaturas.’> As propriedades de
umidificacdo do PVP favorecem a formagdo de
peliculas ou filmes,?> que neste caso é comparavel
com a cromatografia de fase estacionaria liquida.

O espectro mostrado na Figura 14.1 revela uma
diferengca pequena nos valores dos coeficientes de
difusdo dos analitos sem PVP, favorecendo a
sobreposicdo dos sinais. No entanto, na presenca de
PVP, mostrado na Figura 14.2, a separagdo é evidente.
De igual forma na Figura 15, pode ser observado o
efeito deste aditivo no coeficiente de difusdo de uma
variedade de moléculas.

PVP . F1

p-metilfenol

alcool benzilico

p-xileno

LI I UBLEE B ! LI DL L L L T
8 7 6 5 - 3 2 F2
& /fppm

Figura 14. Espectro 'H DOSY (500 MHz, CDCl3/TMS), para o alcool benzilico, p-metilfenol e p-xileno. Foi
preparada uma solugdo de 3 mg (de cada analito), misturados e dissolvidos em 0,6 ml de CDCl;. 14.1) sem PVP,
14.2) com PVP. Reproduzidos com permissdo da referéncia citada. Copyright© 2009 American Chemical Society

(Acs)’

F1 151 15.2)
24y y——————.Tolueno
" ’ +Benzaldeido
7 o , I-hexanol
"t 16, *2-BuOH
9 2-mercaptoetanol
° 1 *Fenol
X 81 : : .
a *Piro-feoforbidato-a de metila (7h)
4 «Piro-feoforbida-a (7a) 7a, R =Me
0 7b, R = H

Figura 15. Resultados do espectro 'H DOSY (500 MHz, CDCl;/TMS). Foi preparada uma solucdo de 3 mg (de cada
analito), misturados e dissolvidos em 0,6 ml de CDCl;. 15.1) sem PVP, 15.2) com PVP. Reproduzidos com
permissdo da referéncia citada. Copyright© 2009 American Chemical Society (ACS)’
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4.4, Interagdes com compostos
macromoleculares

hospedeiros

O estudo realizado por Xu e cols. ilustra a
separacdo de uma mistura de quatro catequinas ((+)-
catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina e (-)-
epigalocatequina-3-galato), presentes no cha verde
(Figura 16), por interacdes com p-ciclodextrinas (B-
CD) e albumina sérica bovina (BSA), como agentes de
complexacdo, em diferentes misturas de solventes
deuterados, tais como, agua, metanol,
dimetilsulféxido, acetona e acetonitrila usando HR
DOSY.*”

OH
OH
HO O 8 ()-EGC R=H
, 9, (-(-EGCG R =COCgHs0;
OR
OH
OH
OH
HO O oH
10, (+)-C R1 =(S)-OH
R1 11, (--EC R1 = (R)-OH
OH

Figura 16. Estruturas de (+)-catequina ((+)-C), (-)-
epicatequina ((-)-EC), (-)-epigalocatequina ((-)-EGC) e
(-)-epigalocatequina-3-galato ((-)-EGCG).

n

&
T

EGCG o
/ MJll" L
©E
c 9<
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EC  EGC Q3
4 |

o

[07]

70 6,0 50 40 30 F2
4 fppm

Figura 17. Espectro HR DOSY (400 MHz, 15% CDsCN-
85% D,0), das catequinas representadas na Figura 16.
Foi preparada uma solugdao de 2 mM de cada analito,
misturados com 8 mM de B-CD. Reproduzidos com
permissdo da referéncia citada. Copyright© 2009
Royal Society of Chemistry (RSC)*
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Foi observada uma variacdo na difusdao dos
analitos nos dois casos. A anadlise com BSA nas
diferentes misturas de solventes deuterados
mostraram baixa resolucdo espectral; entretanto na
presenca de B-CD e acetonitrila como co-solvente (15
% CDsCN - 85 % D,0 (v/v)), foi obtida uma melhor
resolucdo das catequinas, como mostrado no
espectro da Figura 17. Foi determinado que a forca da
ligacdo entre B-CD e as catequinas obedece ao
seguinte ordem: C > EGCG > EC > EGC.

4.5. InteragGes com fases quirais

A analise de misturas racémicas pelo uso de
auxiliares quirais’*> foi realizada por Uccello-Barreta
e cols., por deteccdo do grau de imobilizacdo direta na
mistura, devido a interacGes com auxiliares.”® Foi
estudada uma mistura contendo quantidades
equimoleculares de enantidmeros dos compostos
mostrados na Figura 18, com e sem agente de
solvatacdo quiral (CSA-1), homdlogo do seletor quiral
CSP-1 usado para produzir fases estaciondrias quirais
em CLAE e CG (Figura 19).

NO,

)ﬁ(&
N
) HsC_O

Ha O NO,

o}
NO, 14

12, R = iPr, R1 = NH06H13
13, R = Me, R, = OMe

Figura 18. Mistura racémica de compostos analisada
por Uccello-Barret e cols.”

Os enantiomeros do composto (14) na Figura 18
apresentaram o menor coeficiente de difusdo, sem
discriminacdo enantidmerica. Porém, com os
enantidmeros dos analitos (12) e (13), foi obtido uma
boa resolucgdo como pode ser observado no
fragmento do espectro DOSY correspondente aos
hidrogénios na posicdo orto do 3,5-dinitrofenil na
Figura 20.

O estudo mostrou que o uso de seletores
enantioseletivos, empregados em CLAE ou CG, podem
constituir a base de um bom agente complexante em
RMN, oferecendo alternativas eficazes para
enantiosepara¢do cromatografica de compostos. Isto
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pode ser notavelmente atraente, tendo em conta a
velocidade e os custos envolvidos: alguns miligramas
dos compostos quirais, dissolvidos em menos de 1 ml
de solvente deuterado, que podem ser analisados em
poucos minutos num espectro de ‘H RMN de rotina.

Os auxiliares CSP-1 (15) e CSA-1 (16) tém

Vq

propriedades espectroscdpicas favoraveis, em virtude
da sua simetria, e dos sinais dos hidrogénios que
deixam livre uma ampla regidao do espectro, onde os
sinais dos analitos quirais podem ser detectados e
analisados sem interferéncia significativa.

Figura 19. Estruturas dos auxiliares quirais CSP-1, CSA-1

81 =g
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Figura 20. Expansado do espectro 'H DOSY (600 MHz,
CDCl3, 25 °C) dos enantidmeros dos compostos 12, 13
e 14 da Figura 18. Foi preparada uma solugdo de 3,6
mg (de cada analito), misturados e dissolvidos em 0,6
ml de CDCl;, com o auxiliar quiral CSA 1. Reproduzidos
com permissdo da referéncia citada. Copyright© 2005
Elservier®®

4.6. Interacbes com anions

O trabalho desenvolvido por Gostan e cols.
mostrou a importancia dos coeficientes de difusdo na
percep¢ao de aroma dos alimentos. Os autores
analisaram a difusdo do benzoato de etila (EB) e

Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No.3| |178-191|

linalol (LIN) (Figura 21), através de um gel
polissacarideo como a carragenina.”’
carragenina
17
OH
S (O]
O
18, EB | 19, LN

Figura 21. Estruturas dos compostos estudados por
Gostan e cols.: butanoato de etila (EB), linalol (LIN) e
carragenina27

Mediante o uso desta técnica, foi evidenciado que

o coeficiente de difusdo do EB é maior do que o LIN
no gel carragenina (Figura 22 e Figura 23). A pesquisa
determinou o coeficiente de difusdao de dois
compostos responsdveis pelo aroma, butanoato de
etila (= 940 um?%™) e linalol (= 670 pm?s?), em
matrizes de carragenina em baixas concentragdes
188
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(1%) e em alguns diferentes estados de gelificagdo,
demonstrando que a presenca de polissacarideos,
como a carragenina, nos produtos alimentares podem
modificar a libertacdo do aroma e por isso a
percepcado do sabor. A analise chama atencado para a

Fas0n

1800 agua
200
L1000
[800_
600
LA

linalol

Faon
agucares

D (pm’s™)

[ gel carragenina }

. 50 EID 5..’3 4..5 d.[! 3.5 3.3 2.5 2..[} ’..5
& fppm
Figura 22. Representacao do espectro 'H DOSY (600
MHz, D,0, 303 K) de uma mistura de linalol e
carragenina. Foi preparada uma solugdo de 50 pl/l do
analito com 1% p/p de carragenina e 0,3 % p/p de
NaCl em 0,6 ml de D,0. Adaptado da referéncia®’

4.7. Formacao de complexos com cations

A formacdo de complexos na presenca de cations
lantanideos com acucares redutores em meio aquoso
foi explorada por Diaz e cols., como uma ferramenta
para distinguir entre as estruturas em equilibrio de
piranoses, furanoses e compostos aciclicos
coexistentes num agucar redutor como a D-ribose
(Figura 24).”® Pelo experimento DOSY foi possivel
distinguir entre as formas tautoméricas complexadas
e ndo complexadas da D-ribose, devido as diferencgas
nos seus respectivos coeficientes de difusdo (Figura
25).

A menor difusdo foi atribuida as espécies
complexadas por causa do aumento em tamanho e
peso molecular, quando comparado com a forma nao
complexada.

Portanto, misturas de aglUcares do mesmo peso
molecular e também os isOmeros de um Unico
monossacarideo podem ser "separados" com base
nas suas diferentes tendéncias para formar
complexos com diferentes valores do coeficiente de
difusdo. A resolucdo do DOSY estd relacionada com o
tamanho molecular uma vez que, segundo a equacgao
Stokes-Einstein, o coeficiente de difusdo de uma
molécula é inversamente proporcional ao raio
molecular. %
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importancia do estudo de modelos de difusdo nos
alimentos, a fim de elucidar se esta mudanca se deve
a alteracdo nas propriedades de difusdo e/ou um
efeito cognitivo.

F1 "
oL (- agua
L 1500

1000 butanoato de etila

agucares

D (um?s ™)

gel carragenina

55 35 30 25 20 15 10R

& fppm
Figura 23. Representac3do do espectro *H DOSY (600
MHz, D,0, 303 K) de uma mistura de butanoato de
etila e carragenina. Foi preparada uma solugdo de 50
ul/l do analito com 1 % p/p de carragenina e 0,3 % p/p
de NaCl em 0,6 ml de D,0. Adaptado da referéncia®’
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Figura 24. Complexos lantanideos dos monémeros da
D-Ribose

No trabalho foi mostrado qualitativamente que,
embora a formacdo de complexos seja um processo
dindmico, dependendo da posicdo axial e equatorial
das hidroxilas nos tautomeros (Figura 24), o
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experimento DOSY pode ser bem sucedido, ja que a
difusdo observada é a média dos coeficientes das
populacdes em equilibrio complexadas e nao
complexadas. A diferenga relativa entre as formas
tautomeéricas é comparavel aos resultados obtidos por
CCD, na presenga de cations lantanideos, mas de uma
forma simples e com maior informagdao ao nivel
estrutural. As diferencas no coeficiente de difusao
apos a adicao de LaCl; tornam as espécies na mistura
distinguiveis, embora o método nao forneca uma
separacado fisica (Figuras 25 e 26).

No entanto, no espectro DOSY nao foi possivel a
separac¢do da furanose e piranose complexadas. Além

P -D-Ribopiranose
w-D-Ribopiranose

«-D-Ribofuranose B-D-Ribofuranose !U.

N Ji J uﬂL

i

ﬁ i P E-o2
5 % i
ﬁ E 9.3

T T T T T T
53 52 5,1 5.0 4.9 4.8

7 & /ppm

Log D {mzs'!)

F2

Figura 25. Regido anomérica do espectro *H DOSY
(400 MHz, D,0), de uma mistura de complexos
lantanideos de monémeros de D-Ribose, em solugao
aquosa com LaCl; (relagdo molar de ribose:LaCl; de
1:0.5). Reproduzidos com permissdo da referéncia
citada. Copyright© 2000 Elservier?®

5. Conclusoes

A técnica de CCD-RMN proporciona uma excelente
alternativa analitica na drea de alimentos, quimica
sintética e farmacéutica, para a resolucdo,
identificacdo e caracterizagdo de misturas com o uso
de aditivos. E uma analise rapida e versatil, restrita as
diferengas significativas do coeficiente de difusao, ja
gue ndo hd separacgdo fisica efetiva das misturas,
como foi demonstrado no presente artigo.

O reduzido nimero de trabalhos publicados neste
campo abre as portas para futuras pesquisas
inovadoras, em um grande numero de combinag¢des
entre os diversos surfactantes, polimeros, aditivos
quirais e solventes, comercialmente disponiveis.
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disso, houve pouca diferenca na difusdo dos
componentes individuais. Contudo, a adicdo de LaCl
mudou os coeficientes de difusdo porque sé alguns
dos isdbmeros sdo complexados (D-ribose e D-alose),
enguanto os seus respectivos homologos na mistura
binaria ndo o sdo (D-arabinose e D-glicose).

Os monossacarideos redutores foram divididos
entre espécies que favorecem a formacdo do
complexo, por exemplo, D-ribose ou D-alose e as que
ndao favorecem, como por exemplo, D-arabinose, D-
glicose ou D-galactose, dependendo da geometria do
tautomero.

«-D-Ribopiranose I

[ -D-Ribopiranose I

- D-Ribofuranose
a-D-Ribofuranose I
ﬁ arabinose

o

5.4 5,2 5.0 4.8 a6 44
& fppm

|
!
l arabinose

-

F1

Log D

F2

Figura 26. Regido anomérica do espectro *H DOSY
(400 MHz, D,0), de uma mistura de complexos
lantanideos de mon6meros de D-Arabinose e D-

Ribose, em solugdo aquosa com LaCl; (relagdo molar
de arabinose:ribose: LaCl; de 1:1:2). Reproduzidos
com permissdo da referéncia citada. Copyright© 2000
Elservier®
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