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Resumo - A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica de grande importancia que
permite identificar atomos dos elementos pelo spin de seu nlcleo, assim como caracterizar as vizinhangas
destes nucleos, servindo para determinadas analises quimicas. Os polissacarideos sao constituidos de
longas cadeias contendo centenas de monossacarideos, como por exemplo, a dextrana & um
polissacarideo obtido durante o crescimento de Leuconostoc mesenteroides. Dextranas hidrofobicamente
modificadas com cloreto de acila foram caracterizados através da espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear. Este trabalho tem como objetivo caracterizar materiais produzidos em laboratério dando énfase nos

principios de funcionamento do equipamento.
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Introducéo

Inicialmente, os carboidratos receberam este
nome devido a féormula empirica geral de muitos
deles ser C,(H;O),. Eles possuem fungéo
energética e exercem o que 0s bioquimicos
denominam fungdo plastica ou estrutural, pois
participam da arquitetura corporal dos seres vivos.
Os carboidratos sao classificados de acordo com
seu tamanho. Polissacarideos séo
macromoléculas e os exemplos mais conhecidos
sdo o amido, o (dlicogénio e a celulose
(MORRISON et al. 1996; LEHNINGER, 2002).
Varios polissacarideos vém sendo utilizados como
sistemas carregadores de drogas a partir de
formulagbes que fornegam compartimentos de
estruturas com didmetros bem  definidos,
permitindo o transporte sustentado de drogas.
Modificagdes realizadas nos polissacarideos
podem potencializar o transporte sustentado de
drogas. Uma forma de caracterizar a modificacéo
realizada no polissacarideo é a utilizagao da
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(STENEKES, 2001; CLEMENTT, 1973).

Ressonancia Magnética é uma técnica que
permite identificar atomos dos elementos pelo spin
de seu nucleo, assim como caracterizar as
vizinhangas destes nucleos, servindo para
determinadas analises quimicas. E comum nos
referirmos a ressonancia magnética como um
exame realizado para visualizar partes internas do
corpo humano em funcionamento (REY, 1970;
SILVERSTEIN, 2003). Conceitualmente a técnica
de Ressonancia Magnética funciona da seguinte
forma. Dentre o0s numeros quanticos que
caracterizam as propriedades dos atomos, o
numero quantico de spin descreve a propriedade
de alguns nucleos de possuir momento angular.
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Para os atomos terem momento magnético é
necessario que os mesmos tenha numero de
spins (I) diferente de zero (I#0). Assim, devido a
presenga do momento magnético, nucleos com no
de spin diferente de zero (I#0) geram um pequeno
campo magnético local, atuando como iméas
atbmicos. Na presenga de um campo magnético
externo, By, 0 momento magnético nuclear tera
uma componente MO alinhada com B,. Podendo
assumir duas orientacdes, paralela (a) e anti-
paralela (), os dois estados de spin de um nucleo
possuirdo uma diferenga de energia, AE, entre
estas duas orientacbes paralela e anti-paralela a
B0. Cada nivel de energia apresenta uma
diferente populagdo de nudcleos (N), ou seja,
diferenca de energia entre as populagdes. Como a
diferenga de energia entre os dois estados a e
sera tdo maior quanto maior for a forca do campo
magnético B, aplicado, tem-se que AB, = AE.
Nesta condicdo, ndo ha magnetizacdo liquida,
mas somente a orientacdo dos spins dos nucleos
de acordo com a orientacdo de BO. Para que
ocorra magnetizagdo liquida, é necesséaria a
aplicagdo de um segundo campo magnético By,
perpendicular a By. Neste momento, havera uma
alteracdo na direcdo do vetor magnetizagdo My,
pela aplicagdo de B,, surgindo uma resultante no
plano x,y.

Como resultado do  surgimento da
magnetizagao liquida, os spins dos nucleos serao
detectados quando B' ¢ suprimido, e o vetor
magnetizacdo M, volta a se orientar ao longo do
eixo Z, por um processo denominado relaxagao. A
velocidade com que cada diferente nucleo (do
mesmo tipo, 1H) ira levar para retorna a se oriental
em relagdo ao eixo z durante a supressao de B,
ira determinar sua freqiiéncia de precessao, que é
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caracteristica de cada atomo de 'H em uma
molécula.

Esta freqiéncia de precessdo de cada nucleo
em torno de z chamamos deslocamento quimico

(0). A freqiiéncia de ressonancia ndo é idéntica
para todos os nucleos de uma molécula. Além do
mais, € muito dificil de medir a Frequiéncia de
Ressonancia Absoluta de um determinado nucleo.
Muito mais facil € se medir as Freqléncias de
Ressonancia Relativas dos nucleos com relagéo a
um parametro definido. Pelo fato dos nucleos dos
atomos com [|#0 terem momento magnético,
comportam-se como “imas”, os nucleos “sentirao”
uns aos outros através das ligagdes quimicas
entre os atomos. Isso por que os elétrons que
constituem as ligagdes quimicas também
apresentam [#0, e “sentirdo” o momento
magnético dos ndcleos, “transmitindo esta
informagao” entre os nucleos - acoplamento spin-
spin (SILVERSTEIN, 2003).

O objetivo deste trabalho €& descrever os
principios de funcionamento do equipamento de
Ressonancia Magnética de maneira simples e
objetiva para um usuario pouco familiarizado com
a técnica e, além disso, a caracterizagao de novos
produtos poliméricos utilizando esta técnica.

Materiais e Métodos
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Os reagentes utilizados na sintese sdo dados
na Tabela 1.

Tabela 1- Reagentes
Reagentes

Dextrana massa molar de 250.000

Cloreto de Lauroila
(dodecanoila)
(0]
CHa(CHo)o
¢l
Trietilamina (TEA)

O polissacarideo dextrana foi modificado
conforme a rota de sintese exemplificada na
Figura 1. A seta indica a etapa inicial da reacao
com o ataque nucleofilico sobre a carbonila. Na
reagao, a amina impede que o meio se torne
acido, pois, caso isso ocorra, a carbonila do
cloreto de acila sera protonada, tornando-se mais
reativa e a reagao violenta com liberagao de calor.
Pelo mesmo motivo a reagdo é conduzida a baixa
temperatura. Além disso, a amina deve ser
estericamente impedida para que nao ataque a
carbonila como nucledfilo (RODRIGUES, 2002).
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Figura 1 - Reagdo de obtencdo dos polissacarideos substituidos onde R3N corresponde a TEA, e N
corresponde ao numero de carbonos do cloreto de acila usado.

A dextrana foi adicionada lentamente a 100ml
de solugdo aquosa de acido acetico 1%, em
agitagdo. Apds 20 minutos todo o polissacarideo
foi solubilizado e entao a sintese de derivados de
dextrana foi conduzido (RODRIGUES, 2002). A
proporcao entre os reagentes é dada na Tabela 2.

Tabela 2- Relagcdo entre numero de mol’s usados
na sintese. As razdes molares de referem-se a
dextrana: cloreto de lauroila: trietilamina.

Dextrana | Cloreto de | TEA
Lauroila

Amostra | Razbes
Molares

DL-1 1:1:6,7 0,006 0,0060 0,040

Os produtos foram analisados pela técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear. As medidas
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espectroscopicas foram realizadas em um
equipamento BRUKER de 4,7 Tesla (200 MHz
para frequéncia do hidrogénio), modelo AC200,
utilizando uma sonda de 5 mm BBO (Broad Band
Observe), mantendo-se a temperatura constante e
utilizando-se como referéncia interna o proprio
solvente (DMSO). Todos os espectros foram
adquiridos nas seguintes condigbes: tempo de
aquisigao (AQ= 0,606 s. para '°C-e 3,14s para 'H),
numero de pontos utilizados na aquisicao do
espectro (TD=32K), janela espectral (SWH=
12820 Hz para "°C- e 2604 Hz para 'H) e o tempo
de espera entre as aquisigbes (d1=1,28 s para
C-e 3,14 s para 'H). Eles foram processado
utilizando-se 32K de pontos (SI=32K) e os FIDs
foram multiplicados exponencialmente com um
fator (LB=3Hz para 3C-e0,1Hz para 1H).
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Os espectros de 'H foram referenmados pelo
sinal do DMSO em 2,49 ppm e o0s de C foram
referenciados, usando-se como referéncia DMSO
em 39,7 ppm. Os espectros foram adquiridos a
80°C devido a pouca solubilidade do produto. As
amostras de dextranas foram dissolvidas em
DMSO-ds, pelo qual foram referenciados os
espectros.

5,5 5,0 4.5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0

Todos os espectros foram processados
utilizando-se o software Mestre-C.

Resultados

A Figura 2 apresenta o espectro de 'H-RMN da
dextrana de onde é possivel observar-se os
deslocamentos quimicos relativos a contribuigao
dos diversos tipos de nucleos de hidrogénio na
molécula de dextrana no solvente DMSO-dg.

ppm
Figura 2- Espectro de "H-RMN obtido para a dextrana.

Para a devida caracterizagao dos derivados de
dextrana, foram analisados os espectros de H-
RMN. A Figura 3 mostra o espectro obtido apds
esterificagao por cloreto de lauroila (DX-L1).

O grau de substituicdo (DS) para os diversos

il

derivados foi obtido dos correspondentes espectros

de 1H-RMN considerando a razdo entre as areas

relativas dos picos dos prétons do substituinte e
do préton anomeérico.
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Figura 3. Espectro de 'H-RMN obtido para a amostra de DX-L1
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Discusséo

Na Figura 2 observa-se o espectro de 'H-RMN
da dextrana de onde é possivel observar-se os
deslocamentos quimicos relativos a contribuigao
dos diversos tipos de nucleos de hidrogénio na
molécula de dextrana no solvente DMSO-dg, a

saber: & = 4,90 e 4,88 (dupleto, 1H, OH); d = 4,83
e 4,81 (dupleto, 1H, OH); & = 4,66 (singleto, 1H, H-
1, proton anomérico); O = 4,48 e 4,45 (dupleto, 1H,
OH); 8 = 3,80-3,10 ppm (multipleto, 6H, H-2 a H-6,

protons do anel anidroglicose) e 8 = 2,50 ppm
(DMSO-dg);- Os mesmo estdo de acordo com a
literatura.

Os espectros de 'H-RMN obtidos para o0s
derivados de dextrana apds reagcdo de
esterificacdo também foram obtidos e sé&o
exemplificados na FIGURA 3. Observa-se o
aparecimento de novos picos e uma modificagao
nos espectros de forma geral devido a
diferenciagdo do ambiente eletrbnico devido a
reacdo. Picos novos aparecem aproximadamente
em 0,9, 1,23, 1,20 e 1,15 ppm, com diferentes
intensidades dependendo do grau de substituigao,
sendo o primeiro atribuido aos prétons do grupo -
CH; (terminal do substituinte) e os outros ao
proton do metileno-(CH,- do substituinte). Outro
pico seria esperado aproximadamente em 2,3
ppm, relativo ao préton do metileno préximo a
carbonila, entretanto este deve estar encoberto
pelo pico relativo ao solvente.

Na regido relativa aos deslocamentos entre
490 e 4,45 ppm os espectros de dextrana
modificadas mostram dois picos mais intensos
centrados aproximadamente em 4,70 e 4,50 ppm.
Ambos tém sido atribuidos ao préton anomérico,
porém, o Uultimo seria relativo a influéncia da
hidroxila sobre o carbono C-2, que reagiu para
formar o éster, sobre o préton anomérico (H-1
sobre C-1).

Concluséo

Através da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear foi possivel determinar que o
polissacarideo dextrana pode ser modificado por
reagcdo de esterificagdo com cloretos de lauroila.
Sendo que a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de 'H foi de grande importancia
para determinar a ocorréncia da modificacao
esperada nos derivados obtidos. A técnica
mostrou-se muito Uutil na caracterizagdo de
estruturas moleculares de compostos.
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