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RESUMEN

Estudio de Complejos Diasteroisoméricos Flavanona/ B-Ciclodextrina a través de

Resonancia Magnética Nuclear de Protones

El estudio de la diferenciacibn enantiomérica de complejos
diasteroisoméricos flavanona/ciclodextrina, formados especificamente por la mezcla
racémica de (¥)-flavanona, (x)-4-hidroxiflavanona y (#)-2’-hidroxiflavanona, y las
ciclodextrinas BCD, HPBCD y DMPBCD, fue realizado mediante la obtencion de
espectros 'H-RMN y ROESY. Debido a la quiralidad de las flavanonas y ciclodextrinas,
la mayoria de los complejos formados presentaron diferenciacion enanti6merica en los
espectros *H-RMN, lo que permiti6 la obtencién de la estequiometria, constantes de
asociacion y termodinamica de los complejos. Los resultados estequiométricos
mostraron que todos los complejos diasteroisoméricos se forman en proporcién 1:1
flavanona:ciclodextrina, las constantes de asociacion siempre disminuyeron con el
aumento de la temperatura, y los valores termodindmicos mostraron que la formacion
de todos los complejos es espontanea, exotérmica y con pérdida de entropia,
sugiriéndose ademas que las interacciones de Van der Waals son las que contribuyen
mas al proceso de inclusién. Por otra parte, y pese a la diferenciacion encontrada en
los espectros *H-RMN, en los espectros ROESY esto no fue posible, y por lo tanto solo
se determind la geometria de los complejos diasteroisoméricos en su conjunto, y no
por separado. Los espectros ROESY mostraron que puede existir tanto una como dos
geometrias de inclusién para cada complejo (%)-flavanonas/ciclodextrinas, ademas de
sugerir la existencia de puentes de hidrégeno entre la flavanona y la ciclodextrina, y la

flavanona y las moléculas de solvente que rodean al complejo. Adicionalmente, se
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encontré que para la mayoria de los complejos es la zona apolar de la flavanona la que
se incluye en la cavidad de la ciclodextrina.

Debido a que existe una relacion entre la razén de las constantes de
asociacion de los complejos formados por una misma ciclodextrina y una pareja de
enantiomeros determinadas por RMN, y el factor de separacién en HPLC, se intenté
separar las flavanonas mediante esta Ultima técnica, utilizando a las ciclodextrinas
como aditivo de separacién quiral en la fase mévil, y empleando una fase estacionaria
aquiral. Los resultados mostraron que no hay separacion enantiomérica, sino que solo
diferenciacién, lo que fue logrado Unicamente con la DMBCD. Adicionalmente, se
encontr6 que no solo un valor diferente de 1 para la razén entre constantes de
asociacion es necesario para la diferenciacion, sino que ademas se requiere que las

magnitudes de las constantes de asociacién sean de al menos 8 x 10> M™.
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SUMMARY

Study of Flavanone/ B-Cyclodextrin Diastereoisomeric Complexes through P roton

Nuclear Magnetic Resonance

Enantiomeric  differentiation  studies of flavanone/cyclodextrin
diastereoisomeric complexes, specifically formed by the racemic mixtures of (%)-
flavanone, (1)-4’hydroxyflavanone and (x)-2’hydroxyflavanone, and the cyclodextrines
BCD, HPBCD y DMBCD, were carried out acquiring *H-NMR and 2D-ROESY spectra.
Due to the chirality of flavanones and cyclodextrins, most complexes showed
enantiomeric differentiation in the *H-NMR, which allowed for the determination of the
stoichiometry, association constants and thermodynamics of the complexes.
Stoichiometry showed a 1:1 flavanone:cyclodextrin ratio, association constants
diminished with increasing temperature, and thermodynamics indicates a spontaneous
and exothermic complex formation along with entropy loss. The thermodynamic
analysis strongly suggests that Van der Waals interactions provide the main
contribution to the inclusion process as well. On the other hand, and in spite of the *H-
NMR enantiomeric differentiation, ROESYs did not exhibit this behavior, so the
inclusion geometry was only able to be determined for both diasteroisomeric complexes
together, and not separately. ROESY spectra indicated that it is possible to have one or
two inclusion geometries, also hinting at hydrogen bonds between the flavanone and
the cyclodextrin, and the flavanone and the solvent molecules. In addition, it was found
that the non-polar flavanone portion is included into the cyclodextrin cavity for almost all
the complexes.

Due to the relationship between the association constant ratio of both

enantiomers using the same cyclodextrin, as obtained by *H-NMR, and the separation
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factor in HPLC, separation through the latter technique was attempted, employing
cyclodextrin as a mobile phase chiral additive, and using an achiral stationary phase.
Results showed no enantiomeric separation, only enantiomeric differentiation, which
was achieved only with DMBCD. Additionally, it was found that not only an association
constant ratio different to one is required to have enantiomeric differentiation, but the

value of the association constants be at least 8 x 10> M.

XXI



CAPITULO |

INTRODUCCION



En la actualidad, existe una innumerable cantidad de farmacos de
naturaleza quiral y que son administrados en forma racémica, lo que implica la ingesta
de una mezcla 50:50 de un enantibmero y su contraparte. Hacia el afio 2000 cerca de
un tercio de las drogas vendidas alrededor del mundo eran quirales, y su demanda y
desarrollo contintia creciendo debido no solo a la importancia de los fundamentos
guimicos y bioldgicos de sus efectos, sino que también debido a la preocupacion de los
organismos gubernamentales en que las compafiias farmacéuticas hagan las
elecciones apropiadas sobre si desarrollar un Unico enantiomero como droga 0 su
racemato." 2

Los enantiomeros son moléculas que poseen igual féormula quimica,
donde los atomos se enlazan unos a otros en el mismo orden pero que se diferencian
en la disposicion de éstos en el espacio. Esta diferencia espacial es producto de las
diferentes posiciones que cuatro sustituyentes diferentes pueden ocupar sobre un
atomo de carbono, siendo este un centro asimétrico o estereogénico. Este centro
origina dos estructuras llamadas enantidmeros, cuyas imagenes especulares no son
superponibles (Fig. 1.1A). Separadamente, y al estar en un ambiente aquiral, los
enantibmeros poseen las mismas propiedades fisicoquimicas (por ejemplo punto de
fusion, ebullicion y solubilidad), con la excepcién de que giran el plano de la luz
polarizada en igual cantidad, pero en direcciones opuestas, propiedad que es
cominmente usada para identificar y caracterizar las dos formas.? El enantiémero que
rota el plano de polarizaciéon en el sentido de las agujas del reloj se toma como positivo
(+), mientras que la rotacién en el sentido contrario se toma como negativa (-). En

nomenclatura, se usan los signos (+) y (-) para cada enantiomero, ademas del sistema



de notacion de Cahn-Ingold-Prelog (R y S), que designa la configuracion absoluta de

cada enantidmero, como es ejemplificado para el 2-butanol en la Figura 1.1B.

Q) (B)

Imagen Enantiémeros de 2-butanol
especular
de E
1 2 3
E ] H OH HO H 180° HO H
2 Imagen < 2
HsC *: especular : CHy > H3C
CH,CHg H3CH,C CH,CHy
S (R)-(+)-2-butanol
4 5 6
HO, H H OH 180° H OH
< Imagen > 2
HaC— especular CHs P HC (
CH,CHg H4CH,C CH,CHg

(S)-(-)-2-butanol

Figura 1.1

Esquematizacién y ejemplo de enantiomeros. (A) Esquematizacién de una molécula quiral, E, y
su imagen especular no superponible. El carbono asimétrico se encuentra sustituido por
diferentes grupos, representado con diferentes colores. (B) Enantiomeros de 2-butanol, 1y 4, y
sus imagenes especulares, 2 y 5, respectivamente. Los productos de rotacion, 3 y 6
demuestran que 1 con 2 y 4 con 5, no son superponibles. El asterisco (4 indica el centro
asimétrico.

A diferencia de la igualdad en las caracteristicas fisicoquimicas que
presentan los enantibmeros, en sistemas biol6gicos estos pueden presentar diferencias
en sus propiedades, tales como distribucion, metabolismo y excrecién, donde
usualmente un enantibmero es favorecido sobre el otro debido a interacciones
estereoespecificas.”

Por lo anterior, una de las problematicas en farmacologia radica en la
separacion de los enantibmeros, ya que estos pueden presentar actividades
diametralmente opuestas, como que uno posea efectos beneficiosos para la salud,
mientras que la contraparte la perjudique.’ ° Un clasico ejemplo es el de la talidomida

(Fig. 1.2), droga quiral que fue usada a fines de los afios 50, administrada como



mezcla racémica, y prescrita como antiemético, principalmente como tratamiento para
reducir las nduseas asociadas al embarazo. A fines de 1961, se publicé un estudio que
sefialaba que las mujeres en estado de gravidez que habian ingerido esta droga,
daban a luz bebés con malformaciones severas. Posteriormente, se determiné que uno
de los enantibmeros de la talidomida, (R)-talidomida, actuaba como antiemético,
mientras que su enantiémero, (S)-talidomida, era teratdgeno, y por tanto causaba las

mencionadas malformaciones.*® !

(A) (B)

—

O

(S)-talidomida (R)-talidomida

Figura 1.2
Enantiomeros de talidomida. (A) estructura de (S)-talidomida, teratégeno. (B) estructura de (R)-
talidomida, antiemético. El asterisco (4 indica el centro asimétrico.

Con lo anterior, queda de manifiesto que el estudio farmacoldgico de
drogas quirales debe ser realizado cuidadosamente. Esta idea se refuerza si se
considera ademas que en la actualidad, y con el auge de la industria farmacéutica, ha
habido un importante incremento en el uso y desarrollo de drogas de esta naturaleza.*?
De esta manera, y para evitar casos como el de la talidomida, se debe poner especial
énfasis en la separacion y estudio farmacoldgico individual de cada enantiomero.*

Para poner en practica la separacion de una mezcla de enantiomeros,
es necesaria la determinacion previa del exceso enantiomérico (ee) de esta, que indica

la cantidad relativa de cada enantidmero. Esta determinacién es necesaria debido a



gue la mayoria de los compuestos quirales son producto de reacciones quimicas que
pueden originar mezclas racémicas o mezclas enriquecidas en uno de los
enantiomeros. Para lograr la determinacion del ee, es necesario que los enantidmeros
puedan diferenciarse. Esto se logra empleando agentes discriminadores, que son
compuestos Opticamente puros que pueden actuar mediante la derivatizacion de la
mezcla de enantidmeros, formando enlaces covalentes, o mediante la formacién de
complejos, que involucran interacciones intermoleculares no covalentes. Estos agentes
discriminadores  originan  diasterdbmeros o complejos  diasteroisoméricos
respectivamente que, a diferencia de los enantiomeros, poseen diferentes propiedades
fisicoquimicas. Las técnicas mas usadas para diferenciar estas especies incluyen la

7 electroforesis capilar'® = # y diferentes

Resonancia Magnética Nuclear (RMN),** -
cromatografias,”® ?* donde la primera tiene la ventaja no solo de permitir la
caracterizacion los enantiomeros y eventualmente asignar la configuracién absoluta (R
0 S),* sino que también se puede estudiar la naturaleza de la diferenciacion
enantiomeérica, topico que ha sido sujeto de innumerables investigaciones debido a que
no se comprende completamente su mecanismo.”” % Pese a lo anterior, la técnica de
RMN no permite la separacion de los enantibmeros, lo que si puede ser logrado
mediante las técnicas cromatograficas.? *°

Una de las técnicas mas usadas para la separacién enantiomérica es
la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Su disponibilidad y menores
costos de operacion, le dan a esta técnica la ventaja por sobre otros métodos
cromatograficos como EFLC (Enhanced-Fluidity Liquid Chromatography) y SFC
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(Supercritical Fluid Chromatography).



En HPLC, la separacion enantiomérica tiene dos estrategias. Una de
ellas consiste en el uso de columnas quirales, y la otra en el uso de columnas
aquirales. La primera estrategia requiere el uso de una gran variedad de costosas
columnas para resolver diferentes problemas de separacién. Por otra parte, el empleo
de columnas aquirales conlleva el uso aditivos quirales (agente discriminador) en la
fase movil, lo cual hace de esta una alternativa mas flexible y menos costosa. Sin
embargo, la eleccién del aditivo quiral a usar es al azar, lo que puede aumentar de
manera importante los tiempos de anélisis.*

Debido a su relativo bajo costo y toxicidad, las ciclodextrinas (CDs)
han sido usadas como aditivo quiral en la fase movil. Estas moléculas son

oligosacaridos ciclicos, compuestos por n unidades a-D-glucopiranosas, donde n

puede ser 6, 7 u 8, llamandose a, B o y-ciclodextrina, respectivamente (Fig. 1.3).

(A) (B)

Figura 1.3

(A) Unidad a-D-glucopiranosa. En verde se destacan los hidrégenos exteriores (posiciones 1, 2
y 4), en rojo los grupos hidroxilo primario (Posicién 6) e hidroxilos secundarios (posiciones 2 y
3), en azul los hidrégenos internos (posiciones 3, 5y 6), y en amarillo los grupos hidroxilos de
las posiciones 1 y 4 que se enlazan para formar la ciclodextrina de la figura B. (B) Estructura
cristalografica de [ciclodextrina. En rojo se muestran los atomos de oxigeno y en azul los de
carbono.

En solucion acuosa, las CDs tienen forma de cono truncado, y debido

a la conformacion “C, de la unidad glucopiranosa, los hidroxilos llamados primarios se



encuentran en el borde angosto y los secundarios se encuentran en el borde ancho de
la CD. Ademas, hacia el exterior del macrociclo se encuentran los hidrogenos H1, H2 y
H4, y hacia el interior los hidrégenos H3, H5 y H6 (Fig. 1.3 y 1.4A). Con estas
caracteristicas estructurales, el exterior de las ciclodextrinas es hidrofilico, mientras
que su interior es hidrofébico (Fig. 1.4A), lo que le da a las CDs la capacidad de incluir
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moléculas, especialmente arométicas,* formando complejos de inclusién.*

Q)

Esquematizacién de Cono Truncado

Y

(B)

T4 H T , . .
< > S'“g de H('jd“?x"os Caracteristicas Espaciales
ecunoarios Ciclodextrinas Naturales

_— Longitud (&)

Ciclodextrina | n a b h
h ‘I"\HS Interior a-ciclodextrina| 6 13,7 57 7,8
\  Hidrofobico ~ B-ciclodextrina| 7 | 153 | 7.8 7.8
\H6 Exterior 8

y-ciclodextrina 16,9 9,5 7.8

e

= Hidrofilico

Sitio de Hidroxilos
Primarios

Figura 1.4

Caracteristicas estructurales de CDs. (A) Esquema de cono truncado donde se muestra la
posicion de los hidrégenos internos H3, H5 y H6, los hidroxilos primarios y secundarios, e
interior hidrofébico y exterior hidrofilico. (B) caracteristicas espaciales de a, Sy pciclodextrinas
donde n es el nimero de unidades a-D-glucopiranosas y las longitudes se entregan en A.

Debido a la conformacion de silla y centros asimétricos de la unidad a-
D-glucopiranosa, las ciclodextrinas son quirales (Fig. 1.3), y por lo tanto permiten el
reconocimiento quiral al formar complejos de inclusién diasteroisoméricos.*

En solucién, los complejos de inclusion estan en equilibrio con sus
partes constituyentes (Ec. 1.1), y la medida de este equilibrio esta dada por la
constante de asociacion (Ka), (Ec. 1.2).

S+CD - S-CD (1.1)
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Donde [S-CD], [S] y [CD] son las concentraciones de complejo,

K (1.2)

sustrato y ciclodextrina, respectivamente.

Uno de los fundamentos del reconocimiento quiral es que las
constantes de asociaciéon (Ka) de los complejos diasteroisoméricos formados por
enantiomeros opuestos serian diferentes. Esto se ve reflejado, por ejemplo, en
observar para cada complejo diasteroisomérico diferentes desplazamientos quimicos
(8) en RMN, o tiempos de retencién (t,) en HPLC.3* * 4

En HPLC, al emplear CDs como aditivo en la fase mdévil, se utiliza
agua y un segundo solvente organico (modificador organico) como eluyentes, donde
este Ultimo se usa para disminuir los tiempos de retencion del analito. Uno de los
modificadores organicos mas usados es el metanol, debido a su baja asociacion con
las CDs (Ky = 0.32 M™)*®. Al inyectar un enantiémero R (EF) y un enantiémero S (E®),
los equilibrios existentes en HPLC al usar CDs como aditivo en la fase madvil y un
modificador organico (M), son K, correspondiente al equilibrio de los enantidmeros
entre las fases movil y estacionaria, Ky correspondiente a la asociacién entre la CD y el
modificador organico, K¢ correspondiente al equilibrio del complejo S-CD entre las
fases estacionaria y movil, y Ka de los complejo de inclusion diasteroisoméricos (Fig.
1.5).%

De todos los equilibrios descritos para el sistema cromatografico, en
RP-HPLC, se ha descrito que Kc — 0,* lo que es debido a que la fase estacionaria es
apolar mientras que el exterior de la CD es polar. Por lo anterior, lo mismo ocurrira para

la CD pura, y su equilibrio entre las fases estacionaria y movil tenderéa a cero.** Por otra



parte, y debido a que la fase estacionaria es aquiral, K, sera igual tanto para EX como
para ES. De esta manera, de todos los equilibrios existentes, los Unicos diferentes son
los que involucran la formacién de los complejos de diasteroisoméricos, Ka® y Ka®, y
por lo tanto son los responsables de los diferentes tiempos de retencion que tendra

cada enantiémero (ER y E®).

ER + CD <K—aR> ER-CD ES + CD <K—as> ES-CD
m m m m m m
+ +
K, M Ke K, M Ke
ER Ky ER-CD. ES. Ky ES-CD
CD-M,, CD-M,,
A B

Figura 1.5

Esquema de los diferentes equilibrios en RP-HPLC usando CD como aditivo en la fase movil.
Los subindices m y E denotan las fases mévil y estacionaria, respectivamente. EX y E° son los
enantiomeros R y S, respectivamente. CD = ciclodextrina, M = modificador organico, CD-M =
complejo formado entre ciclodextrina y modificador organico, ER-CD = complejo formado por el
enantiomero Ry CD, y ES-CD = complejo formado por el enantiomero S y CD. K, describe el
equilibrio de ER y E® entre las fases movil y estacionaria, Ky es la afinidad entre My CD, K¢ es
el equilibrio de los complejos ER-CD y ES-CD entre las fases movil y estacionaria, y Ka es la
constante de asociacion de los complejos diasteroisoméricos (ER-CD y ES-CD).

Se ha descrito® que las Ka de complejos de inclusion

diasteroisoméricos formados por un par de enantibmeros estan relacionadas con el

factor de separacion (a) en HPLC, de acuerdo a la ecuacion 1.3.

., Kat
at="2

Ka?

(1.3)

Donde a corresponde a la razon entre los tiempos de retencién de

cada enantibmero, y Ka' y Ka® son las constantes de asociacion de un par de



complejos diasteroisoméricos, 1 y 2, respectivamente. De acuerdo a la ecuacion 1.3,
mientras mas se aleje de 1 el valor de razon entre constantes de asociacion (Ka'/Ka?),
mas se alejara de 1 el valor de a, y por lo tanto mayor sera la separacion en HPLC.
Debido a que en esta técnica la eleccion del aditivo quiral a usar en la separacién quiral
es al azar, y que las condiciones de trabajo requieren de una mayor demanda de
tiempo y reactivos, se ha sugerido la determinacion de Ka'/Ka® mediante una segunda
técnica, como RMN. Esta técnica se ha usado debido a que tiene la ventaja de que
permite el estudio de complejos diasteroisoméricos simultaneamente, sin su previa
separacion.®

En RMN, la diferenciacion enantiomérica usando CDs depende de las
diferencias entre las constantes de asociacion y de las diferencias entre los
desplazamientos quimicos intrinsecos (6.) de los complejos diasteroisoméricos, y
mientras mayores sean estas diferencias, mayor sera su diferenciacion. d; es el
desplazamiento quimico del enantiomero cuando éste forma parte del complejo
completamente, y su valor dependera del entorno magnético alrededor de un protén
dado. Para un complejo diasteroisomeérico, el desplazamiento quimico observado (doys)
del enantibmero dependera de &, del desplazamiento quimico del enantibmero libre

(8) y de sus respectivas fracciones molares, de acuerdo a la ecuacién 1.4.%% 444

6obs :Xcéc +XL6L (1-4)

Debido a la importancia de la diferenciacion enantiomérica y a que el

mecanismo de discriminacion quiral no es completamente entendido, se han realizado
estudios de complejos diasteroisoméricos en los cuales se han obtenido caracteristicas

como las Ka, estequiometria y termodinamica de inclusion, empleando los
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desplazamientos quimicos observados (d.s) de cada enantiomero formando el
complejo diasteroisomérico. Dentro de estos estudios se han analizado los compuestos
flurbiprofeno,*® propoxifeno, metadona, ibuprofeno,*’ 3,3-dimetil-2-fenilbutano®® 'y
prometazina,*® entre otros. Como ejemplo, en la Figura 1.6 se muestran los espectros

de resonancia magnética nuclear de protones (*H-RMN) de los complejos (#)-

prometazina/BCD.
H1 H2
E1+E2 Pr:pCD
[
l 1:0
] (A) ! " (A1)
Cl ! i
1 1 Al
> ﬁ ”_: H2 'Z“Wszer

|
Prometazina £ I |E2
(P7) !

H2 iqu—ﬂ\_le der

(C1)
pPM 238 15 14 Ppm

Figura 1.6

Ampliacién de diferentes zonas del espectro *H-RMN de los enantiémeros E1 y E2 de la mezcla
racémica de ()-prometazina (2mM). Los espectros (A) y (Al) corresponden a la molécula pura,
(B) y (B1) de su mezcla 1:0.6 con Sciclodextrina y (C) y (C1l) de su mezcla 1.1 con S
ciclodextrina. El asterisco () denota el centro asimétrico. La sefial en morado indica la mezcla
de los dos enantidmeros, E1+E2, y las sefiales en rojo y azul indican los enantiémeros E1 y E2
respectivamente.
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En la Figura 1.6 se muestran los espectros 'H-RMN de los complejos
Pr/BCD, donde se observa la diferenciacion enantiomérica de los enanti6meros de
prometazina al agregar p-ciclodextrina (Espectros B, B1, C y C1).* En el Espectro (A)
se observa un singulete para el hidrégeno H1 con el mismo desplazamiento quimico
para cada enantiomero (E1+E2), y en los Espectros (B) y (C) se observa como cada
enantiémero presenta diferentes desplazamientos quimicos (sefiales en rojo y azul) por
efecto de la adicion de la CD. Al comparar los Espectros (A), (B) y (C), se aprecia como
al variar la concentracién de CD, varia progresivamente el desplazamiento quimico del
hidrégeno H1 de cada enantidbmero y en diferente magnitud, Al, A2, A1+m y A2+n. Las
diferencias de desplazamiento quimico mencionadas previamente, (Al, A2, Al+m,
A2+n), son en la practica las diferencias de desplazamiento quimico observadas
(Adops), que son las que permiten la determinacion de las constantes de asociacién de
cada complejo diasteroisomérico, y por lo tanto el estudio de ellos.*® De la misma
manera que para el hidrogeno H1, para el hidrégeno H2 (Espectros Al, B1 y C1)
también se observa diferenciacién enantiomérica y variaciones progresivas de o con la
variacion de la concentracién de CD. Sin embargo, y debido a que el hidrogeno H2 de
la prometazina corresponde a un doblete, las sefiales de los diasteroisbmeros
aparecen solapadas y cruzadas entre si, lo que es representado como H2;,q Y H24e €n
los Espectros B1y C1.

En RMN una de las ventajas que tienen las ciclodextrinas como
agentes discriminadores consiste en su solubilidad en agua, lo que permite el estudio
de una amplia variedad de farmacos. Una segunda ventaja reside en que el rango de
desplazamientos quimicos donde aparecen los hidrogenos de las CDs es bastante

angosto, ubicandose estos en el area alifatica entre 3 y 4 ppm aproximadamente. Por
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lo anterior, lo que resta del espectro es una zona extensa que puede ser utilizada para
realizar los estudios de discriminacion que incluye la zona aromatica, y por ende la
gran mayoria de los sustratos de esta naturaleza pueden ser estudiados.*’

Por otra parte, la técnica de RMN permite no solo el estudio de
mezclas racémicas, sino que ademas se puede estimar la geometria de inclusion de
los complejos. Esto es debido a que la posicion de los hidrogenos internos de las CDs
(H3, H5 y H6) es conocida (Fig. 1.4A), y por lo tanto la presencia de interacciones de
estos hidrégenos con hidrogenos del sustrato indicarian la orientacion relativa entre
ambos al formar el complejo. Para esto se emplean experimentos bidimensionales de
RMN, que detectan las interacciones NOE (Nuclear Overhauser Effect). Esta es una
interaccion espacial dipolo-dipolo entre dos nucleos, y en RMN se manifiesta como un
cambio en la intensidad de una sefial como resultado de la perturbacién de otra. Estas
interacciones dipolares, detectables a distancias internucleares menores a 5A,
decrecen rapidamente con la distancia entre los ndcleos acoplados, y su intensidad
viene dada por,*">*

Ll K(e)® (1.5)

na(B)

Donde na(B) es la intensidad del NOE del nucleo A debido a la
perturbacién del ndcleo B, K es una constante que incluye los efectos de reorientacién
y movimiento molecular, y rag €s la distancia entre los nucleos Ay B. Por otra parte, la
magnitud de la sefial NOE depende del tiempo de correlacion (1c), que indica cuan
rapido se reorienta la molécula en solucién.®> Por lo anterior, 1. dependera de
propiedades tales como el peso molecular (PM), viscosidad (n) y temperatura (T), de

acuerdo a la ecuacion 1.6, donde R corresponde a la constante de los gases.”® >*
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1, =PM (1.6)

RT
La magnitud de la sefial NOE depende de t. de manera tal que, a
pequefios y grandes valores, se observa la interaccion. A pesar de esto, existe una
zona donde la intensidad de la sefial es muy baja, y por lo tanto poco probable de
observar, y desafortunadamente, las CDs poseen pesos moleculares que coinciden

con estos valores de 1. (Fig. 1.7).*"*

0.5 ROE
0.0
L
(©)
pa
-0.5
NOE
-1.0 4
I I
0.01 0.10 1.00 10.00
T, [ns]

Figura 1.7
Relacién entre Intensidad de NOE y tiempo de correlacion r..

Pese a lo anterior, los experimentos ROESY (Rotating-frame
Overhauser Enhancement SpectroscopY), se han disefiado de forma que,
independientemente del valor de 1., siempre habra sefal (Fig. 1.7), y por lo tanto es el
método usado para determinar la orientacién relativa entre el sustrato y la CD.*"*°

Un gran numero de estudios de determinaciones de geometrias de
inclusion de complejos de CDs mediante experimentos 2D-ROESY (experimentos

ROESY en dos dimensiones) han sido publicados. Dentro de estos se han estudiado

complejos de inclusion formados por CDs y moléculas como efedrina y sus derivados,>®
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acido [1-(p-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metilindolacético],>’ flurbiprofeno,*® p-
nitrofenilfosfato de sodio,”® midazolam,* paeonol,?®® clorhidrato de pioglitazona,™
surfactantes liquidos i6nicos,®! cetoesteroides®® y flavonoides. 3 % ©3

Como ejemplo, el espectro 2D-ROESY del clorhidrato de pioglitazona

(pio) se presenta en la Figura 1.8.%°

H-1 H-2 H-6, 9
‘ H|—3 | | |

A, M, )UL N
< _| T
™ | /4';
5 o4 b
o -
3 . © \.\/ \g

T T 1 | | |
85 8380 78 72 7.

|
0 638

Figura 1.8

Ampliacién del espectro 2D-ROESY del complejo pio/BCD. En el eje “x” se observa la zona
aromatica de la pioglitazona, indicandose las sefiales de los protones H-1, H-3, H-2, H-7, H-8,

H-6 y H-9. En le eje “y" se observan las sefiales de la CD. Con el asterisco (4 se indica el
centro asimétrico.

En el espectro 2D-ROESY de la Figura 1.8 se observa interaccién
entre los protones internos H-3 y H-5 de la CD, y los protones H-7, H-8, H-6 y H-9 de la
pioglitazona, indicando que el anillo B de esta molécula se encuentra inserto en la
BCD. Con los resultados anteriores, los autores proponen las geometrias de inclusién

gue se ilustran en la Figura 1.9.
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Figura 1.9
Geometria de inclusién propuesta para complejo pio/SCD. Se observa que el anillo B de la
pioglitazona se inserta dentro de la CD.

Paralelamente, y con el auge de la investigacién sobre productos
naturales, muchas familias tales como terpenoides,®® quinonas,” fenazinas,®
lactonas®’ y flavonoides®® ® han sido descubiertas y estudiadas. Debido a los efectos
benéficos que se les han atribuido, dentro de esta gran gama de compuestos de
procedencia natural destacan los flavonoides, compuestos polifenélicos de bajo peso
molecular cuya estructura basica consiste en una benzo-y-pirona (Fig. 1.10A), y que
pueden ser encontrados en frutas, vegetales, soya y hierbas.”” = * Dada la gran
cantidad de flavonoides existentes, estos se han clasificado en varias sub-clases,
incluyendo flavonas, flavonoles, catequinas, isoflavanonas y flavanonas. Estas Ultimas
se han definido como flavonoides citricos, y poseen la caracteristica distintiva dentro de
todos los flavonoides, de ser las Unicas que poseen un Unico centro asimétrico.” Las

flavanonas (Fig. 1.10B) han sido objeto de estudio por presentar efectos favorables

76, 77 - 82

afectando enzimas

frente a enfermedades neurondegenerativas, cancer,’®

83, 84 85, 86

positivamente, y actuando como antibiéticos, entre otros.
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(0]
(A) (B)
Benzo-y-pirona Flavanona
(Cromen-4-ona) (2-fenilcroman-4-ona)

Figura 1.10
Estructura basica de flavonoides (A) y flavanona (B). El asterisco (4 indica el centro asimétrico.

A pesar de la importancia del estudio independiente de los

9. 87 =% |3 actividad biologica de las flavanonas se ha estudiado solo

enantiémeros,® ~
con la mezcla racémica de ellas.”® =% =% por ejemplo, Hsiao y col.” " estudiaron una
serie de flavanonas como inhibidoras de la metastasis de células cancerigenas de
pulmén, cuyo crecimiento y proliferacién depende de las CDKs (kinasas dependiente
de ciclinas), enzimas involucradas en el ciclo celular. En dichos estudios las flavanonas
fueron usadas como mezcla racémica.

Al igual que en el ejemplo anterior, Moulari y col.®®> estudiaron la
actividad bactericida de la flavanona astilbina, y Toumi y col.®? estudiaron la flavanona
hesperidina como agente protector contra embriopatias en ratas diabéticas, o
teratogénesis diabética. En ambos estudios los resultados fueron favorables al usar las
flavanonas mencionadas, sin embargo, nuevamente la quiralidad de las flavanonas
investigadas no es considerada.

Paralelamente, se ha demostrado que en ratas las flavanonas
hesperetina y naringenina (Fig. 1.11) se metabolizan estereoespecificamente,® = %

debido a que los parametros farmacocinéticos de cada enantibmero difieren entre si.

Por ejemplo, en el suero sanguineo, los perfiles de concentracion de cada enantiomero
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en el tiempo indican su disposicion estereoselectiva, ya que la R-(+)-hesperetina y la S-
(-)-naringenina presentan mayores concentraciones en este medio que su contraparte,
y por lo tanto residen mayor cantidad de tiempo en el cuerpo. Ademas, se determiné
gue la metabolizacion de estas moléculas es de fase Il, lo que indicaria la actividad
enzimatica sobre estas flavanonas. Debido a lo anterior, podria esperarse que muchas
de las flavanonas existentes que poseen efectos bioldgicos favorables, posean

metabolismos estereoespecificos.

OH O
OH O
_ (R)-(+)-Naringenina
(R)-(+)-Hesperetina OH
OH
OMe
HO (0] *\\\\\
HO (@) oW "
- C
(21
OH O

OH @)

(S)-(-)-Hesperetina (S)-(-)-Naringenina

Figura 1.11
Estructura de las flavanonas (R)-(+)-hesperetina, (S)-(-)-hesperetina, (R)-(+)-naringenina y
(S)-(-)-naringenina. El asterisco (£ indica el centro asimétrico.

Se ha descrito que la flavanona y sus derivados 2’ y 4’-hidroxilados
(Fig. 1.12) son potenciales farmacos para tratar la diabetes, enfermedad que afecta a
millones de personas en el mundo, y cuyo tratamiento actual posee limitaciones como
complicaciones a largo plazo y mortalidad.?* %% *°° Este trastorno consiste basicamente

en el exceso de azucar en la sangre, y por lo tanto el control de su concentracion es
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fundamental. Las flavanonas antes sefialadas se han sugerido como potenciales
drogas para el tratamiento de esta enfermedad, ya que son capaces de disminuir los
niveles de glicemia al inhibir la enzima 11B3-HSD1 reductasa, cuyo centro activo se ha
sugerido es asimétrico.'®* Nuevamente, y pese a la asimetria de la enzima involucrada,
la quiralidad de las flavanonas estudiadas no fue considerada.

Con lo anterior, queda de manifiesto que en la gran mayoria de las
evaluaciones biologicas en que se involucran las flavanonas, la asimetria de estas
moléculas no es sujeto de estudio, y por lo tanto el aporte en su discriminacion y

eventual separacion seria valorable para posteriores estudios como potenciales

farmacos.
R =R, = H, Flavanona (2-fenilcroman-4-ona)
R = OH, R, = H, 2"-hidroxiflavanona
R =H, R, = OH, 4'-hidroxiflavanona

Figura 1.12

Estructura de flavanona y de sus derivados 2’ y 4’ hidroxilados. Con el asterisco (/) se indica el
centro estereogénico.

Considerando que las técnicas de RMN y HPLC podrian en conjunto
dar solucion a los problemas de discriminacion quiral y enantioseparacién, con lo que
ademas se puede aportar a la elucidacion del mecanismo de discriminacion quiral, en
este trabajo se ha propuesto el uso de estas dos técnicas para el estudio de complejos
diasteroisoméricos formados por ciclodextrinas y flavanonas, donde éstas Ultimas se

emplean como mezcla racémica.
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Se han escogido las flavanonas (%)-flavanona (FL), (%)-2'-
hidroxiflavanona (2'OHFL) y (%)-4'-hidroxiflavanona (4'OHFL) para estudiar sus
complejos diasteroisoméricos formados con las ciclodextrinas (-ciclodextrina (BCD), (2-
hidroxipropil)-B-ciclodextrina  (HPBCD) y heptakis-(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina
(DMBCD), las que fueron escogidas ya que tienen la posibilidad de exhibir diferentes

interacciones (Fig. 1.13).

OR
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? OR " HO. o)
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R = H, B-ciclodextrina (BCD)
R = CH,CH(OH)CH,, (2-Hidroxipropil)-B-ciclodextrina (HPBCD)*
R = CH,, Heptakis-(2,6-O-dimetil)-B-ciclodextrina (DMBCD)

Figura 1.13

Estructura de fFciclodextrinas. El signo (#) indica que la ciclodextrina es sustituida al azar, y que
el grupo sustituyente R puede encontrarse en cualquiera de los hidroxilos de las posiciones 2, 3
ylo 6.

Estos complejos son estudiados estimando su geometria de inclusion

y determinando, para cada complejo diasteroisomérico, las constantes de asociacion,
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estequiometria y termodinamica de inclusion, usando la mezcla racémica de las
flavanonas.

Debido a que los experimentos 'H-RMN pueden diferenciar
enantibmeros al estar éstos en presencia de CDs, esta es la técnica escogida para
realizar todos los estudios de los complejos diasteroisoméricos, utilizando ademas
experimentos 2D-ROESY para estimar las geometrias de inclusion de los complejos
formados con la mezcla racémica de enantiomeros.

Adicionalmente se estudia la posibilidad de predecir la separacion
enantiomérica mediante HPLC, obteniendo las razones entre las constantes de

asociacion de cada complejo diasteroisomérico (Ka'/Ka?).
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1.1 HIPOTESIS

La estructura y caracteristica apolar de las flavanonas escogidas
permitirian la formacion de complejos de inclusion diasteroisoméricos con las
[iclodextrinas.

Los complejos diasteroisoméricos formados podrian ser diferenciados
a través de RMN lo que haria viable su estudio a través de la obtencién de los
parametros caracteristicos de éstos. La informacién obtenida permitiria el desarrollo de

metodologias de separacion de mezclas enantioméricas.
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1.2

1.3

OBJETIVOS GENERALES
1.- Evaluar la formacion de complejos diasteroisoméricos
flavanona/Bciclodextrina a través de la determinacion de sus parametros
caracteristicos mediante RMN.
2.- Evaluar la ciclodextrina mas idénea como aditivo en la fase moévil para la

enantioseparacion de flavanonas mediante HPLC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Formar complejos diasteroisoméricos entre las flavanonas y las
ciclodextrinas escogidas.
2.- Determinar y analizar la estequiometria de inclusion de cada complejo
diasteroisomérico a través de RMN.
3.- Determinar y analizar la constante de asociacion de cada complejo
diasteroisomérico a través de RMN.
4.- Determinar y analizar la termodinamica de inclusion de cada complejo
diasteroisomérico a través de RMN.
5.- Determinar y analizar la geometria de inclusiébn de cada complejo
diasteroisomérico a través de RMN.
6.- Discriminar los enantidmeros de las flavanonas escogidas mediante HPLC

usando ciclodextrinas como aditivo en la fase mavil.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
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2.1 REACTIVOS

Los compuestos usados, flavanona (FL) (2-fenil-2,3-dihidro-4H-
cromen-4-ona), 4’-hidroxiflavanona (4'OHFL) (2-(4-hidroxifenil)-2,3-dihidro-4H-cromen-
4-ona), 2'-hidroxiflavanona (2'OHFL) (2-(2-hidroxifenil)-2,3-dihidro-4H-cromen-4-ona),
B-ciclodextrina (BCD), (2-Hidroxipropil)-p-ciclodextrina (HPBCD [Peso molecular
promedio = 1540, grado de sustitucion = 7]) y Heptakis-(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina
(DMBCD) fueron de 98% de pureza y obtenidos en Sigma-Aldrich. Los solventes
usados, metanol, agua, metanol-d4 y D,O fueron de calidad HPLC o para NMR vy

obtenidos en Merck.

2.2 EQUIPAMIENTO

221 Equipo de Resonancia Magnética Nuclear

Se us6 un equipo de resonancia magnética nuclear de alta resolucion
Bruker Avance DRX300, de 300,13MHz para protones, con sonda multinuclear inversa
y con gradiente. Se usaron tubos para RMN de marca Wilmad® de 5mm de diametro y

de 7 pulgadas de largo, para ser usados en equipos de 300MHz.

2.2.2 Equipo de HPLC

Se us6 un equipo de cromatografia liquida de alta resoluciéon Waters
600 Controller con valvula de inyeccion de Reodinio 7725i equipado con loop de 20uL.
Detector UV-Vis Waters 486, acoplado a integrador Waters 746 para procesado de

datos. Columna para HPLC Hibar" 250 — 4 LiChrospher” 100, RP-18 (5um).
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2.3 METODOLOGIAS

2.3.1 Caracterizacion de flavanonas y ciclodextrina s mediante RMN

La caracterizacion de las flavanonas y ciclodextrinas se llevd a cabo
obteniendo los espectros *H-RMN y COSY (COrrelation SpectroscopY) para el caso de
las flavanonas, y los espectros 'H-RMN y HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) para el caso de las CDs. Los espectros COSY y HSQC fueron adquiridos
con el objetivo de asignar inequivocamente todas las sefales de protones.

Los espectros COSY, son espectros de dos dimensiones que
presentan acoplamiento escalar cuando dos hidrégenos se encuentran a una distancia
de dos y/o tres enlaces. Estos espectros muestran en la diagonal el espectro *H-RMN,
y sefiales fuera de la diagonal que corresponden a los acoplamientos escalares, como
es esquematizado en la Figura 2.1.

!H-RMN / ppm

Hs
R g
Hl R H4 g
@
Hy ES

Figura 2.1
Esquematizacién de un espectro COSY. Los hidrégenos H1 y H2 correlacionan, y lo mismo

ocurre para los hidrégenos H3 y H4.
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Los acoplamientos escalares (cuadrados interiores de la Figura 2.1)
gue aparecen de a pares, indican los hidrégenos que se encuentran adyacentes, a tres
enlaces generalmente, y que acoplan entre ellos. De acuerdo al esquema de la Figura
2.1, los hidrégenos H1 y H2 correlacionan y se encuentran a tres enlaces, y lo mismo
ocurre para los hidrégenos H3 y H4 geminales, que poseen diferente desplazamiento
guimico. El hidrégeno H5 estd a mas de tres enlaces del hidrégeno mas cercano, y por
lo tanto no correlaciona.

Con lo anterior se asignaron los desplazamientos quimicos (o / ppm)
para todos los protones de las flavanonas, ademas de las constantes de acoplamiento

(J / Hz) y multiplicidades (Mult.). Para estas ultimas se usa la siguiente nomenclatura.

s = singulete
d = doblete
t = triplete

dd = doble doblete
dt = doble triplete.

Los espectros COSY de las flavanonas se adquirieron usando los
parametros estandar del espectrometro (programa de pulso cosygs), y haciendo 16
repeticiones.

Los espectros HSQC, son espectros de dos dimensiones, que
correlacionan el desplazamiento quimico de un hidrégeno con el mismo de un
heteronucleo, como *3C, cuando estos estan directamente unidos. En el eje “x” del
diagrama 2D aparece el espectro *H-RMN, y en el eje “y" el espectro *C-RMN.
Adicionalmente, los espectros HSQC-ed (HSQC-editado), tienen la caracteristica de

gue los hidrégenos pertenecientes a grupos CH,, aparecen en fase opuesta a la de los
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grupos CH y CHs. Lo anterior permite identificar facilmente los hidrégenos

pertenecientes a grupos metilenos (CH,). En la Figura 2.2 se esquematiza un espectro

HSQC-ed.
IH-RMN / ppm
o
a o
C C B
/_CHZ 0) O
—HCb b 2
> =
©
HaC, g
Figura 2.2

Esquematizacién de espectro HSQC. En el diagrama se observan sefiales para los grupos a, b
y ¢, correspondientes a grupos CHis, CH y CH,, respectivamente. La sefial de cada grupo
aparece en el cruce del desplazamiento quimico del hidrégeno, con el desplazamiento quimico
del carbono correspondiente. El grupo CH, (c) aparece en fase opuesta a la de los grupos ay b,
lo que se representa con diferentes colores.

Los espectros HSQC-ed de las ciclodextrinas se adquirieron usando

los parametros estandar del espectrémetro (programa de pulso inviedgpph).

Todos los espectros fueron adquiridos en mezcla D,O/Metanol-d4 en

proporcion 60/40, y referenciado los espectros a la sefial residual del metanol-d4 en

3.2ppm.
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2.3.2 Preparacion de complejos
Los complejos fueron preparados disolviendo la cantidad necesaria de
flavanona y ciclodextrina en mezcla D,0:MeOD en relacion 60:40 y agitando durante

24h a la temperatura deseada.*

2.3.3 Caracterizacion de complejos mediante RMN

Se formaron complejos a 25C usando una concentraci 6n 6mM de
ciclodextrina y 1mg de flavanona. La mezcla obtenida se agit6 durante 24h a 25C y se
filtré usando filtros Millex-GV con membrana Durapore de 0.45um. La caracterizacion
de los complejos se realiz6 adquiriendo los espectros 'H-RMN, y en estos asignando

los hidrégenos que poseen diferente & para cada enantiémero.
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234 Determinacion de la estequiometria de inclusi  6n
El equilibrio entre el complejo de inclusién y cada una sus partes viene
dado por
S+alCDh - S-CD, (2.2)
Donde CD es la ciclodextrina, a es el coeficiente estequiométrico de la
misma, S representa al sustrato, y S-CD, es el complejo.

102, 103

Se ha descrito gue la estequiometria de inclusién de un complejo

puede ser determinada usando la ecuacién 2.2.

t ot 51 1 (2.2)
NS

K, D, [cD],*  as,

obs

Donde Adqs €s la diferencia de desplazamiento quimico observado,
[CD]o es la concentracion inicial de CD, (a) es su coeficiente estequiométrico, y Ad; es
la diferencia de desplazamiento quimico intrinseco. En la préctica, la diferencia de
desplazamiento quimico observado esta dada por, Adys = O, - Ons, donde & es el
desplazamiento quimico de la flavanona libre, y d.ps €S el desplazamiento quimico
observado de la misma, a una concentracion dada del sustrato y la CD. Por otra parte,
la diferencia de desplazamiento quimico intrinseco esta dada por, Ad, = . - &, donde
0. corresponde al desplazamiento quimico intrinseco del complejo.

De acuerdo a la ecuacién 2.2, si la estequiometria es 1:1, la variacion
de la diferencia de desplazamiento quimico, A3yt en funcion del inverso de la

concentracion de ciclodextrina, [CD]o™, sera lineal. Esto es esquematizado en la Figura

2.3.
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JA%e)

' [cDl, "

Figura 2.3
Esquema de la relacion entre Adys ™y [CD]o™" para estequiometria 1:1.

Para la determinacion de la estequiometria de inclusion se adquieren, a
25T, espectros 'H-RMN a una bateria de soluciones de complejos formados a la
misma temperatura, de donde se obtienen los valores de d.s. EStos complejos son
formados manteniendo constante la concentracion de flavanona y variando la
concentracion de CD. Ademas se adquiere el espectro "H-RMN de la flavanona libre,
ya que este proporcionara el valor de &.

Para todos los complejos se formaron 10 soluciones. En el caso de la
BCD, la concentracion de cada flavanona, [fll, se mantuvo en 0.3mM, y la de
ciclodextrina se varié entre 0.6 y 6.0mM, obteniendo relaciones flavanona:ciclodextrina,
[fllo/[BCD]o, entre 1/2 y 1/20. Para los complejos formados con la HPBCD, la
concentracion de cada flavanona, [fl],, se mantuvo en 1mM, y la de ciclodextrina se
varié entre 2 y 20mM, obteniendo relaciones flavanona:ciclodextrina, [fl]o/[HPBCD],,
entre 1/2 y 1/20. Para los complejos formados con la DMBCD, la concentracion de cada

flavanona, [fl],, se mantuvo en 1mM, y la de ciclodextrina se varié entre 1 y 10mM,
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obteniendo relaciones flavanona:ciclodextrina, [fl]lo/[DMBCD],, entre 1/1 y 1/10. Lo

anterior se indica en la Tabla 2.1.

[fl]o = 0.3 [fl]o = 1.0° [fl]o = 1.0°

Muestra [BCD], [fllo/[BCD]lo [HPBCD], [fllo/[HPBCD], [DMBCD], [fl]o/[DMBCD]o

1 0.0 1/0 0.0 1/0 0.0 1/0
2 0.6 1/2 2.0 1/2 1.0 1/1
3 12 1/4 4.0 1/4 20 1/2
4 1.8 1/6 6.0 1/6 3.0 1/3
5 2.4 1/8 8.0 1/8 4.0 1/4
6 3.0 1/10 10.0 1/10 5.0 1/5
7 3.6 1/12 12.0 1/12 6.0 1/6
8 4.2 1/14 14.0 1/14 7.0 1/7
9 4.8 1/16 16.0 1/16 8.0 1/8
10 54 1/18 18.0 1/18 9.0 1/9
11 6.0 1/20 20.0 1/20 10.0 1/10
Tabla 2.1

Concentracion (mM) de CD en cada complejo formado para la determinaciéon de la
estequiometria de inclusion, y razon entre la concentracién de las flavanonas y CDs, [fl]o/[CD]o.
(a) indica la concentracion (mM) usada de cada flavanona, [fl],, en los complejos formados.

32



235 Determinacion de las constantes de asociacion

El equilibrio existente entre un complejo 1:1 y sus partes, se expresa
mediante la constante de asociacion (Ka), que se define de la siguiente manera.

S+CD = C (2.3)
Ka = L (2.4)
[s]dco]

Donde [C], [S] y [CD] son la concentracion de complejo, sustrato y CD
en el equilibrio. Para la obtencién de la Ka, se debe tratar la ecuacion 2.4, de manera
de llevar las concentraciones de equilibrio a concentraciones conocidas y a una
variable experimental, que en este caso es el desplazamiento quimico observado de

los complejos en los espectros *H-RMN (8ys). Para llevar a cabo esto, se tiene que
[s]=[s], -[c] (2.5)
[co]=[co], -[c] (2.6)
Donde [S], es la concentracion inicial de sustrato, y [CD], es la

concentracion inicial de CD. Reemplazando las ecuaciones 2.5 y 2.6 en la ecuacién

2.4, y reordenando, se tiene

Ka = c] 2.7)
(sh -[c)elco), -[c)
Ka= [C] .
(cF -[oobc]-[shicl+ [cobls} =
(e - [col[c] - [slc]+[cob s} M 29
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[cf —[CD]O[C]—[S]O[C]—E+[CD]O[S]O =0 (2.10)

[cr—[cl([colo+[s10+K—j+[cD]o[s]o:o 211

La ecuacion 2.11 tiene la forma de una ecuacion de segundo grado,

gque se resuelve de la siguiente forma

alkx*+bx+c=0 (2.12)
_ [h2 _

= b++b* -4ac (2.13)
2a

Si [C] es andlogo a x, a = 1, b es la cantidad entre paréntesis y

¢ = [CD]o[S]o, la concentracion de complejo en el equilibrio viene dada por

Ka Ka

N [[CD]O Jlol + 1} . [[CD]: 5l +1I arfeol sl »

La ecuacién 2.14 tiene sentido fisico solo si se resta la raiz cuadrada,
ya que si se sumara, la concentracion de complejo [C] resultaria ser mayor que la

suma de las concentraciones iniciales de CD y S. Por lo tanto

Ka

- eohebhe.t ) [[CD]Z L s 215

La variable experimental usada es el desplazamiento quimico
observado en los espectros 'H-RMN de los complejos (8.0s). Este desplazamiento

guimico viene dado por
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6obs = XL E6L +Xc [6 (216)

C

Donde X. y & son la fraccion molar y desplazamiento quimico del
sustrato libre, y X. y & son la fraccion molar y desplazamiento quimico del complejo.

Los valores de X, Y Xc vienen dados por
XL =1_Xc (217)

_ld
*"a+ls) sl &1

Reemplazando las ecuaciones 2.17 y 2.18 en la ecuacion 2.16, y

reordenando, se tiene

B, - é{l—MJHSC el 2.19)
s) sk
[C] - |.SJO (6L B 6obs) (2.20)
5, -3,

Si (O - Oops) = Adops ¥ (O - &) = Ad., entonces la ecuacion 2.20 se

transforma en

[C] = [S]O A6obs (2.21)
Ad

Cc
El pardmetro Ad.,, se conoce como diferencia de desplazamiento
guimico intrinseco. Reemplazando la ecuacion 2.21 en la ecuacion 2.15, y

reordenando, se obtiene

eoh b+ 1 eok + ) ] ol sl

D34S, _ { Ka Ka
AS, 2

(2.22)
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= 2 [[CD]O ol + K_j i [[CD]O ol K_laj _adeolfsl | 29

La aplicacion de la ecuacion 2.23 se conoce como el método no lineal
para la determinacién de las constantes de asociacion,’® " y su uso consta de la
iteracion de los datos experimentales. Debido a que este es un método iterativo, se
necesita de parametros iniciales para proceder. Los pardmetros iniciales necesarios,
gue son Ad. y Ka, fueron obtenidos del método de Benesi-Hildebrand, que implica el
uso de la ecuacion 2.24

L ! s 1 (2.24)

A3, ) K, e, ms, 18,

La ecuacion 2.24 es derivada de la ecuacidon 2.4, pero usando

[C]1=[S]lo—[S] Yy [CD] = [CD]o — [C]. Lo anterior produce la siguiente ecuacién

[sk - s] 2.25

" [slco) - )

Esta ecuacion es resuelta considerando que la concentracién inicial de
CD es mucho mayor que la concentracién de complejo, [CD]o >> [C]. Aplicando esta

consideracion se obtiene

Ka = [sh-[s] (2.26)

[s]deol,
Luego, la ecuacion 2.26 es tratada reemplazando en ella la ecuacién
2.21, pero usando en esta ultima [C] = [S]o — [S]. De esta manera se obtiene la
ecuacion 2.24, correspondiente al método de Benesi-Hildebrand.®® Este método se

aplica graficando el inverso de la variacién de desplazamiento quimico observado,
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Adyps ™, contra el inverso de la concentracion de CD, [CD]q*, y ajustando linealmente los
datos. Asi, del intercepto de la gréafica se obtiene un valor aproximado de Ad,, y de la
pendiente se obtiene un valor aproximado de Ka.

Experimentalmente, se adquieren espectros *H-RMN a una bateria de
soluciones de complejos, de donde se obtienen los valores de &,,s. EStos complejos
son formados manteniendo constante la concentracion de sustrato y variando la
concentracion de CD. Ademas se adquiere el espectro *H-RMN del sustrato solo, ya
que este proporcionard el valor de 6. Cabe destacar que el método de Benesi-
Hildebrand no es aplicable directamente a la determinacion de las Ka por RMN, debido
a que la aproximacion [CD], >> [C], implica el uso de concentraciones de CD de al
menos 100 veces mayores que la concentracidon de sustrato, lo cual en RMN es, para
la mayoria de los casos, impracticable.*®’

Posteriormente, y aplicando los mismos resultados experimentales
usados en la ecuacibn de Benesi-Hildebrand, se grafica la diferencia de
desplazamiento quimico observado, Ady,s, contra la concentracién de CD, [CD],. Esto
da una grafica de forma exponencial, cuya iteracion usando ecuacién 2.23, se
comienza usando los valores aproximados de Ad. y Ka.

Los datos experimentales se obtuvieron formando 10 soluciones de
cada complejo, manteniendo constante la concentracion de flavanona, y variando
progresivamente la concentracion de ciclodextrina. Estas soluciones fueron de las
mismas caracteristicas que las usadas para la determinacion de la estequiometria de
inclusion (Tabla 2.1).

Se obtuvieron Ka adquiriendo los espectros H-RMN a la misma

temperatura de formacién de los complejos, y a 298.15K. Como resultado se obtuvo,

37



gue los valores de Ka son reproducibles al adquirir los espectros a la temperatura de
formaciéon de los complejos, y no son reproducibles al adquirir los espectros a
temperatura ambiente. Por lo anterior, la determinacion de la Ka, fue realizada

adquiriendo los espectros a la temperatura de formacién de los complejos.
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2.3.6 Determinacion de la termodindmica de inclusi6 n

Los valores termodindmicos de los complejos se obtuvieron
determinando las constantes de asociacion a diferentes temperaturas, siendo estas,
25, 30 y 35C. Estos valores fueron tratados de acuerdo a la ecuacion de Van't Hoff
(Eqg. 2.27), que relaciona la variacion de la constante de asociacién con la variacion de
108 - 110

temperatura, de acuerdo a la siguiente relacion,

In(Ka) =—ﬁ +E (2.27)

RT R
Graficando Ln(Ka) vs. T*, y usando R = 8.314 J/Kmol, de la pendiente
e intercepto del ajuste lineal de los datos se obtienen los valores de AH y AS,
respectivamente. Con estos resultados, y usando T = 298.15K, se obtiene el valor de
AG, de acuerdo a la ecuacion 2.28.

AG = AH-TAS (2.28)
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2.3.7 Determinacion de la geometria de inclusiéon

La estimacién de la geometria de inclusibn de los complejos, es
realizada adquiriendo espectros 2D-ROESY. Estos espectros dan cuenta de la
interaccion espacial entre atomos de hidrogeno que se encuentren a distancias de
hasta 5A. Los espectros 2D-ROESY muestran sefiales en la diagonal,
correspondientes al espectro *H-RMN, y sefiales fuera de la diagonal que indican la

interaccion espacial, como es esquematizado en la Figura 2.4.

H-RMN / ppm

H3

"H-RMN / ppm

H2

H1

Figura 2.4
Esquematizacién de espectro 2D-ROESY. Los hidrégenos H1 y H3 presentan sefial, mientras
gue no existe sefial para el hidrogeno H2.

Los espectros 2D-ROESY de los complejos formados se adquirieron
usando los parametros estandar del espectrémetro (programa de pulso roesygpphl9),
usando un ancho espectral de 3000 Hz, y de tamafio 16K/8K. Se empled un tiempo de

relajacion de 3s, tiempos de mezcla de 400ms y haciendo 32 repeticiones.
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2.3.8 Caracterizacion de flavanonas en HPLC
A temperatura ambiente, y usando un flujo de 1mL/min, se inyectaron
20uL de la flavanona en estudio, en concentracion 0.2 mg/mL, empleando en la fase

mévil metanol y mezclas metanol/agua.

2.3.9 Separacién enantiomerica mediante HPLC

A temperatura ambiente y haciendo variaciones en el flujo de la fase
moévil, se inyectaron 20uL de la flavanona en estudio, en concentracion 0.2mg/mL, y
empleando como fase movil metanol/agua 40/60, donde el agua contiene CD. Con el
objetivo de saber la concentracién inicial de CD a usar en la fase movil, se empleé la
ecuacion 2.29,*° a continuacion.

1

JKal Ka?

[co]= (2:29)

La concentracion de CD se varié con el objetivo de determinar las

variaciones en la discriminacion enantiomérica y tiempos de retencion.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

3.11 Caracterizacion en RMN

3.1.1.1 Caracterizaciéon de flavanonas

La caracterizacion de todas las flavanonas fue realizada adquiriendo

los espectros 'H-RMN y COSY, y asignando los desplazamientos quimicos (3),

constantes de acoplamiento (J) y multiplicidad a cada proton. A continuacion

muestran los resultados para todas las flavanonas.

FLAVANONA

H2' + H3' + H4'
MeOD
H8
H6
H3a H3b
H7
H5
H2
HDO
w W
L =) & & &
0O X S S S N
o~ < ~N ~ o —

8.0 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 56 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 ppm

se

Espectro 3.1

Espectro 'H-RMN de FL. En la parte inferior del espectro se muestra la integracién de cada
sefial. H2'+H3'+H4' indica que el desplazamiento quimico de cada hidrégeno no esté asignado

ya que las sefiales se solapan unas con otras.
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H2' + H3' + H4'

H8
H6
. & & R
«© o o o
7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 ppm

Espectro 3.2
Zona aromatica del espectro '"H-RMN de FL. Bajo el espectro se muestra la integracién de cada

sefial. H2'+H3'+H4’ indica que el desplazamiento quimico de cada hidrégeno no esta asignado
ya que las sefiales se solapan unas con otras.

MeOD
H2 H3a H3b
2] N
e N S
5.62 558 554 5.50 5.46 3.15 3.05 2.95 2.85 ppm

Espectro 3.3
Zona alifatica del espectro "H-RMN de FL. Bajo el espectro, se muestra la integracion de cada

sefial.
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Los espectros 3.1, 3.2 y 3.3 correspondientes al espectro *H-RMN de
la FL, fueron tratados asignando los desplazamientos quimicos a cada hidrogeno de la
FL. Para corroborar la asignacion se adquirié el espectro COSY, que muestra las

correlaciones entre los diferentes hidrégenos, lo que se muestra en el Espectro 3.4.

H3d13P
H2
M .:/\“‘
25
H3b ﬁ " TR
—_Ha__-~ W PR [30
3 (A) ) 135
L4.0
i r4.5
= - !
15.0
H=—= 0 5.5
16.0
t6.5
W o w r7.0
F8.0
7.4 6.8 6.2 56 5.0 44 38 32 ppm
H2' + H3' + H4'
H8
H5 H7 He

B —e:z
‘F‘ i ( ) il " 7.0

r7.1

r7.2
r7.3

r7.5

W' k| '
7.6

r7.7

r7.8

r7.9

7.85 7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 725 715 7.05 6.95 ppm

Espectro 3.4

Espectro COSY de FL. (A) Espectro COSY completo. (B) Zona aromatica del espectro COSY.
En el interior de la ampliacién se indica, como ejemplo, las correlaciones entre los hidrégenos
H5 y H6. H2'+H3'+H4' indica que el desplazamiento quimico de cada hidrogeno no esta
asignado ya que las sefales se solapan unas con otras.
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En el espectro COSY de la FL (Espectro 3.4A), se observan
correlaciones del hidrégeno H2 con los hidrégenos H3a y H3b. Ademas, se observan
correlaciones entre estos dos Ultimos. En la zona aromatica (Espectro 3.4B), se
observan correlaciones entre los hidrégenos H5 y H6, y correlaciones entre los
hidrégenos H6 y H7, y también correlaciones entre los hidrégenos H7 y H8. Debido a
gue las sefiales del anillo B de la flavanona (H2', H3' y H4') se encuentran solapadas,
no fue posible asignar el desplazamiento quimico para cada hidrégeno.

La asignacion inequivoca de los desplazamientos quimicos (8 / ppm),
las constantes de acoplamiento (J / Hz), y multiplicidades (Mult.) de la FL se muestran

en la Tabla 3.1.

Proton  H2 H3a  H3b H5 H6 H7 H8 H2' H3 H4’

o/ppm 554 316 288 776 7.03 7.54 7.00 --- --- -
Mult. dd dd dd dd dt dt dd --- --- ---

33 122 33 17 06 17 06
J/Hz

122 173 173 7.9 7.2 7.8 8.6

Tabla 3.1
Desplazamientos quimicos (ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (Hz) de FL.

Haciendo el mismo analisis que para la FL, se obtuvieron los
desplazamientos quimicos (& / ppm), constantes de acoplamiento (J / Hz), y

multiplicidades (Mult.) para la 4OHFL y 2’OHFL.
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4’-HIDROXIFLAVANONA

4'-Hidroxiflavanona

MeOD

H2'
H3' \

H8
H6

H5
H2
M A s J\_..JJ

L Y N = @ E)

® = o oo Q = v

o «~ o RN - o -

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm

Espectro 3.5
Espectro 'H-RMN de 4’OHFL. En la parte inferior del espectro se muestra la integracion de cada
sefial.
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H2'

H3'
H8
H6
H7

H5

& < b & & )
@ A N < < N
(=] - o - - o

7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 Ppm

Espectro 3.6
Zona aromatica del espectro *H-RMN de 4’OHFL. En la parte inferior se muestra la integracion
de cada sefal.

MeOD
/ H3b
H2 H3a
- /\/ o ~
5.54 5.50 5.46 5.42 5.38 5.34 3.20 3.10 3.00 2.90 2.80 ppm

Espectro 3.7

Zona alifatica del espectro '"H-RMN de 4’OHFL. Bajo el espectro se muestra la integracion de
cada sefial.
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H3b
H3a

H3'

H8
Heé

H2'

H2' H3'

H8|
Hé6
Hs H7

X
5}

—_— L

( A) W

moooe

r2.5
r3.0
r3.5
r4.0
r4.5
r5.0
r5.5
r6.0
ré.5
r7.0
r7.5
r8.0

(B)

3.0
H3'

T
3.5

He H8

I-F".

Wik

ppm

re.7
ré.s
r6.9
r7.0
r74
r7.2
r7.3
r74
r7.5
r76
r77
r7.8
r7.9

7.75 7.60 7.45 7.30 715

7.00

6.85

" ppm

Espectro 3.8

Espectro COSY de 4'OHFL. (A) espectro COSY completo. (B) Zona aromética.

Protén H2 H3a H3b H5 H6 H7 H8 H2’ H3’
o0/ ppm 5.44 3.15 2.80 7.75 7.02 7.53 6.96 7.30 6.81
Mult. dd dd dd dd dt dt dd d d
. 12.5 3.1 1.7 0.9 1.7 -
J/Hz 8.6 8.6
12.5 17.2 17.2 7.9 7.6 7.8 8.4
Tabla 3.2

Desplazamientos quimicos (ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (J) en Hz de

4'OHFL.
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2’-HIDROXIFLAVANONA

> 2'-Hidroxiflavanona

MeOD

H3b

H2

S RédseCadd %

e S -TOoNQg ]

- R k=) -

7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 42 3.8 3.4 3.0 ppm

Espectro 3.9
Espectro 'H-RMN de 2’'OHFL. En la parte inferior del espectro se muestra la integracién de cada

sefal.
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H5'

2'-Hidroxiflavanona H8
H6
H3'
H6 H4'

& L 6 ) & & )
IS) - - - ~ o N o

-— -~ -— -~ ~ ~ ~ o

7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 7.25 7.15 7.05 6.95 6.85 pPpm

Espectro 3.10
Zona aromatica del espectro 'H-RMN de 2’OHFL. En la parte inferior se muestra la integracion

de cada sefal.

MeOD
H2 /
H3a
H3b
= - N
5.‘90 5.‘85 5.‘80 5.‘75 5.‘70 5.‘65 5.‘60 /\/ 3.‘20 ‘ 3.‘10 ‘ 3.‘00 ‘ 2.‘90 ‘ 2.‘80 ‘Ppm

Espectro 3.11
Zona alifatica del espectro ‘H-RMN de 2'OHFL. Bajo el espectro, se muestra la integracién de

cada senal.
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H2 =—

3a H3b

r2.5

r35

r4.0

r5.0

r5.5

rée.o

ré.s

r7.0

" 75

r8.0

5.0 45 4.0 3.5 3.0 ppm

7.75

7.60 7.45 7.30 7.15 7.00 6.85 ppm

Espectro 3.12

Espectro COSY de 2'0OHFL. (A) espectro COSY completo. (B) Zona aromatica.

Proton H2 H3a H3b H5 H6 H7 H8 H3 H4 H5 H6
o/ppm 574 316 281 777 7.04 754 6.99 684 7.19 6.89 7.39
Mult. dd dd dd dd dt dt dd dd dt dt dd
1/Hz 29 129 29 14 09 14 - 08 15 08 15
129 173 173 80 76 77 84 80 78 76 7.7

Tabla 3.3

Desplazamientos quimicos (J), multiplicidad y constantes de acoplamiento (J) en Hz de 2’OHFL.
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3.1.1.2 Caracterizacién de ciclodextrinas

La caracterizacion de las ciclodextrinas fue realizada adquiriendo los
espectros 'H-RMN y HSQC, y asignando los desplazamientos quimicos a cada proton.
A continuacion muestran los espectros adquiridos (Espectros 3.13 y 3.14) donde se

indican las sefiales a las que corresponde cada hidrégeno.

H1 /MeOD
seo I Q

2-OCH3

\ Vo
i DMBCD VAW RU g (B)

MeOD
/
H1
©)
HPBCD .

52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 ppm

CH3 -

o

r

Espectro 3.13
Espectros 'H-RMN de ciclodextrinas. (A) espectro de ACD, (B) espectro de DMACD y (C)
espectro de HPACD.

53



H5
CH i-Pr CH2 i-Pr H2, H4
CH2 i-Pr

Espectro 3.14
Zona alifatica de espectros ‘H-RMN de ciclodextrinas. (A) espectro de ACD, (B) espectro de

DMACD y (C) espectro de HPACD.
Para una mejor visualizacién de la posicién de los hidrégenos en las

ciclodextrinas, en la Figura 3.1 se muestra un esquema simplificado de ellas.

R =H, BCD
R = Me, DMBCD
R = CH,CH(OH)CH_,, HPBCD (sustitucion al azar)

Figura 3.1
Esquema simplificado de ciclodextrinas, SCD, DMACD y HPACD.

Como se menciona en la Figura 3.1, la HPBCD esta sustituida al azar.

La HPBCD usada en este trabajo corresponde a la de mayor sustitucién, en la cual
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existirian siete grupos hidroxipropilo por unidad de Pciclodextrina. En el Espectro
3.13C, se observan dos desplazamientos quimicos para el hidrégeno H1, esto seria
consecuencia de que existe sustitucion en diferentes posiciones. Debido a lo anterior,
las sefiales correspondientes al grupo hidroxipropilo no son usadas para posteriores
conclusiones acerca de las geometrias de inclusion.

Para la correcta asignacién de los espectros 'H-RMN de las
ciclodextrinas, se adquirieron espectros HSQC-ed. Estos espectros muestran en fase
opuesta la sefial de los grupos CH,, y por lo tanto son identificables del resto de los
grupos (CHz y CH). Debido a que el hidrégeno H6 de las CDs pertenece a un grupo
metileno, CH,, estos son reconocibles del resto de las sefiales. Como ejemplo, a

continuacién se muestra el espectro HSQC-ed de la DMBCD (Espectro. 3.15)

H6

CH2 (H6) 68

CH (H5)

F72

F64

r66

CH (H3)
74

r76
r78

CH (H2) e () 180

ré2

r84

385 380 3.75 370 3.65 360 355 350 3.45 340 335 330 3.25 3.20 ppm

Espectro 3.15
Zona alifatica del espectro HSQC-ed de DMACD. En tono rojo se presentan los hidrégenos
pertenecientes a los grupos CH, y en tono azul el grupo CH,.
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Junto con la adquisicion de los espectros HSQC-ed, los
desplazamientos quimicos de la mayoria de los hidrogenos de las ciclodextrinas fueron

asignados. Estos son informados en la Tabla 3.4

Protén H1 H2 H3 H4 H5 H6 0O2Me O6Me
BCD 4,92 3.49 3.77 3.22 3.64 3.74
DMBCD 5.04 3.79 3.69 3.61 3.46 3.28
5.08
HPBCD 3.87 3.64 3.73
4,93
Tabla 3.4

Desplazamientos quimicos de CDs en ppm. Los desplazamientos quimicos de los hidrégenos

H2 y H4 de la DMACD y HPACD no se entregan, debido a que aparecen solapados con otras
sefales.

En la Tabla 3.4 el desplazamiento quimico de los hidrogenos H2 y H4
de las ciclodextrinas DMBCD y HPBCD no aparece asignado, esto se debe a que las
sefiales de estos hidrégenos aparecen solapadas con las sefiales de otros hidrégenos,

lo que no permite la determinacién de su desplazamiento quimico.
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3.1.1.3 Caracterizacién de complejos

La caracterizaciébn de los complejos de inclusién fue realizada

adquiriendo los espectros *H-RMN, cuyos resultados se muestran a continuacion.

FLAVANONA/CICLODEXTRINAS

(A) He MeOD
H3b
ws H7)| M " . H3a
| N\ (©)
. P, M, -
X1 x15 MeOD
FL/BCD NL
) ] |
. ® © oo
H -l | il
I “‘ M 1 Jn\ | ! I “l
WJ”\WJW\ [ \Uiu\ FLIDMBCD ““ i J,« | U M
15 MeOD
x15 /
N FL/HPBCD oA
76 72 68 64 60 56 50 46 42 38 34 30 ppm

Espectro 3.16

Espectros 'H-RMN de FL libre y formando complejos con las tres ciclodextrinas. El espectro
superior corresponde al de la FL pura. Los espectros inferiores, FL/SCD, FL/IDMACD vy
FL/HPACD son aquellos adquiridos a los complejos de inclusién correspondientes. (A) Zona
aromatica de la FL. (B) Zona del hidrégeno H2 de la FL. (C) Zonas del espectro donde se
localizan los hidrégenos de las ciclodextrinas. x15 denota que la zona del espectro esta

intensificada 15 veces con respecto a la zona de la CD. Complejos formados con 6mM de CD y
concentracion maxima de FL.
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En los Espectros 3.16 se aprecia que las ciclodextrinas poseen

desplazamientos quimicos entre los 3.2 y 4.0ppm aproximadamente, ademas de una

sefial alrededor de 5.0ppm correspondiente a la sefial del protdbn anomérico.

Adicionalmente, y para todos los complejos formados, la FL presenta una sefal

alrededor de 5.5ppm, correspondiente al hidrogeno H2, ademas de las sefiales en la

zona aromatica (7 — 8 ppm). Por lo anterior, las sefiales de las CDs y FL no se solapan,

lo que permite el uso de la mayoria de las sefiales de ésta Ultima para la determinacién

de las caracteristicas de los complejos, como la estequiometria y Ka. En el Espectro

3.17 se muestra la zona aromética de los espectros *H-RMN de los complejos FL/CDs.

(A)

(B)

A / \ | \V‘Aw
|| VAN / Ny Mo
\ S, \J U \W FL/DMBCD [\ U U ||H8 der

H2' + H3' + H4'

H8
H6

H7

H5

7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 7.25 7.15 7.05 6.95 ppm

Espectro 3.17
Zona aromaética de los espectros 'H-RMN de la FL libre y formando complejos con las CDs. (A)

FL

libre.

(B) Complejo FL/ACD. (C) Complejo FL/DMACD. (D) Complejo FL/HPACD.

H2'+H3'+H4’ indica que el desplazamiento quimico de cada hidrogeno no esta asignado ya que
las sefiales se solapan unas con otras.
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En la zona aromética de los espectros 'H-RMN de los complejos
FL/CDs (Espectros 3.17B, 3.17C, 3.17D), se observa que hay variaciones en los
desplazamientos quimicos de todas las sefiales de la FL con respecto a la misma pura
(Espectro 3.19A), indicando la inclusion de la FL en las ciclodextrinas. Por otra parte,
para los complejos FL/BCD y FL/DMBCD (Espectros 3.17B y 3.17C), el hidrégeno H8
de la FL presenta diferenciacién enantiomérica, esto es, diferentes desplazamientos
quimicos para cada enantiomero cuando este forma parte del complejo
(diasteroisémero). En el espectro H-RMN de la FL pura (Espectro 3.17A) este
hidrégeno se observa como un doblete, que al incluirse en la BCD y DMBCD presenta
diferentes desplazamientos quimicos para cada diasteroisomero, pero que aparecen
solapados y entrecruzados como se ilustra dentro de los mismos espectros. Como
nomenclatura para este proton, las sefiales que aparecen a la izquierda del espectro
(H8:,q) perteneceran al enantiomero de la izquierda, y las que aparecen a la derecha
(H8g4er) perteneceran al enantiomero de la derecha. Con lo anterior, seran los
hidrogenos H8 los usados para la determinacién de la estequiometria y Ka al usar las
ciclodextrinas BCD y DMBCD. Para los complejos FL/HPBCD, es el hidrégeno H2 de la
FL el que presenta diferenciacién enantiomérica. Esto se observa a continuacion en el

Espectro 3.18D.
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H2 H3a H3b

(A

®  rupco \

. MW/MV/LW UM MMNULU&\
©) q

FL/HPBCD

5.60 ‘ 5.‘50 ‘ 5.‘40 ‘ N3]20 ‘ 3]10 ‘ 3)00 ‘ 2.‘90 ‘ 2.‘80 bpm
Espectro 3.18
Espectros "H-RMN de FL libre y formando complejos con CDs en la zona de los hidrégenos H2,
H3a y H3b. (A) FL libre. (B) Complejo FL/SCD. (C) Complejo FL/IDMACD. (D) Complejo
FL/HPACD.

En el espectro *H-RMN de la FL pura el hidrégeno H2 es un doble-
doblete (Espectro 3.18A), y su diferenciacién al formar los complejos con la HPBCD
surge como se muestra en el Espectro 3.18D, donde se observa que las sefales de
cada diasteroisomero se solapan y entrecruzan. De igual manera que para los
complejos anteriores, para el complejo FL/HPBCD, las sefiales que aparecen a la
izquierda del espectro (H2;,4) perteneceran al enantiomero de la izquierda, y las que
aparecen a la derecha (H24) perteneceran al enantiomero de la derecha. De esta
manera, para el complejo FL/HPBCD seran los hidrogenos H2 los usados para la

determinacién de la estequiometria y Ka.
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4’-HIDROXIFLAVANONA/CICLODEXTRINAS

5 . .
4'-Hidroxiflavanona
H2'
H3' MeOD
(A)
H8
H7 H6 H3a H3b
H5 o
RN | |
(B) (C)
MeOD
x 15 s /e
| 4'OHFL/BCD J\L_ \‘
" | I
I
| © I
I ﬁﬁ‘ S A M ! meop
T I b iy 1%
WJ“”M” JUJU'\ /| #oHFLUDMBCD . L )L ) Ul
MeOD
x 15 x 15 s
wowrummen
it ! " e e
7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 56 52 4.8 4.0 3.6 3.2 2.8 ppm

Espectro 3.19

Espectros 'H-RMN de 4’OHFL libre y formando complejos con las tres ciclodextrinas. El
espectro superior corresponde al de la 4'OHFL pura. Los espectros inferiores, 4'OHFL/ACD,
4'OHFL/DMACD y 4'OHFL/HPACD son aquellos adquiridos a los complejos de inclusién
correspondientes. (A) Zona aroméatica de la 4’OHFL. (B) Zona del hidrégeno H2 de la 4OHFL.
(C) Zonas del espectro donde se localizan las ciclodextrinas. x15 denota que la zona del
espectro esta intensificada 15 veces con respecto a la zona de la CD. Complejos formados con
6mM de CD y concentracion maxima de 4'OHFL.

De manera similar al andlisis realizado para los complejos formados

con la FL, en los espectros *H-RMN de los complejos 4'OHFL/CDs (Espectro 3.19B,
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3.19C y 3.19D) se puede observar que las sefales de las ciclodextrinas se encuentran
en una zona del espectro que permite el uso de los hidrégenos aromaticos de la
4'OHFL para la determinacion de la estequiometria y Ka. En el Espectro 3.20 se

muestra la zona aromética de los espectros *H-RMN de los complejos 4'OHFL/CDs.

H2' H3'

4'OHFLBCD

“ ‘M‘ H8 izq
1wl M
A /‘\‘M ﬂ\ ﬂ‘ M“Jﬂ‘
A © AR Y
U N soweuomen S Y UW N
H8 der

H2' iqu_l
(D)

4'OHFL/HPBC

785 775 765 756 745 735 725 715 705 695 685 675 PpM
Espectro 3.20
Zona aromética de los espectros 'H-RMN de la 4'OHFL libre y formando complejos con las
CDs. (A) 40OHFL libre. (B) Complejo 4'OHFL/ACD. (C) Complejo 4'OHFL/DMACD. (D) Complejo
4’'OHFL/HPACD.

En los Espectros 3.20B, 3.20C y 3.20D se observa que las sefiales
aromaticas de la 4'OHFL presentan variaciones en sus desplazamientos quimicos,
respecto a la misma pura (Espectro 3.20A), indicando la inclusién de la 4OHFL en las
ciclodextrinas. En los complejos 4'OHFL/BCD y 4'OHFL/DMBCD (Espectro 3.20B y

3.20C), se observa que tanto el hidrégeno H3' como el H8 de la 4'OHFL presentan
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diferenciacion enantiomérica. Por otra parte, en los complejos 4OHFL/HPBCD es solo
el hidrégeno H2' de la 4'OHFL (Espectro 3.20D) el que presenta diferenciacién, y por lo
tanto la sefial usada para determinar la estequiometria y Ka de cada complejo
diasteroisomérico. Debido a sus mayores diferencias de desplazamiento quimico, en
los complejos 4OHFL/BCD y 4'OHFL/DMBCD se usaron los hidrogenos H3' y H8 de la

4'0OHFL, respectivamente, para determinar la estequiometria y Ka de cada complejo.
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2'-HIDROXIFLAVANONA/CICLODEXTRINAS

2'-Hidroxiflavanona

(@]
MeOD
(A) " — || H32 H3b
x15 MeOD
/
©
w 2'OHFL/BCD f | o
o Mot A A e gl o 7

MeOD

‘1

UJW U‘ \L 2'OHFL/DMBCD J k M ¥ U

”J
A
x15 /\/\/\ MEOD
2 OHFL/HPBCD Jt‘ M
58 54 5 46 42

i

7.8 7.4 7.0 66 6.2 30 ppm

Espectro 3.21

Espectros 'H-RMN de 2'OHFL libre y formando complejos con las tres ciclodextrinas. El
espectro superior corresponde al de la 2’0OHFL pura. Los espectros inferiores, 2’OHFL/BCD,
2'0OHFL/DMACD y 2'OHFL/HPACD son aquellos adquiridos a los complejos de inclusion
correspondientes. (A) Zona aroméatica de la 2’OHFL. (B) Zona del hidrégeno H2 de la 2’OHFL.
(C) Zonas del espectro donde se localizan las ciclodextrinas. x15 significa que la zona del
espectro esta intensificada 15 veces con respecto a la zona de la CD. Complejos formados con
6mM de CD y concentracion maxima de 2’OHFL.

Haciendo el mismo analisis que para los complejos anteriores, en el

Espectro 3.21 se observa que los hidrégenos aromaticos de la 2’0OHFL pueden ser
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usados para la determinacion de la estequiometria y Ka, debido a que no se solapan

con las sefales de las CDs. A continuacion (Espectro 3.22) se muestra la zona

aromatica de los espectros *H-RMN de los complejos.

H5'
H6 HS8 H'
H7 He' H4'
H5
(A)
2'OHFL
(B)
2'OHFL/BCD |
H8 izq “‘\
0l H8 der || |
A\ | ) I ) i
\ ) | I I ‘n\‘\\“‘u« r‘\“‘\
/ V) nJ \n © AV ’\ N o‘U U \J “ f\ U \
0 UV zomrupmeen/ Y VL UV UV Y

2'OHFL/HPBCD

HS, der %~
7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 Ppm

Espectro 3.22
Zona aromatica de los espectros *H-RMN de la 2'OHFL libre y formando complejos con las

CDs. (A) 2’OHFL libre. (B) Complejo 2’0OHFL/ACD. (C) Complejo 2’OHFL/DMACD. (D) Complejo
2'OHFL/HPACD.

En los Espectros 3.22B, 3.22C y 3.22D las sefiales aromaticas de los
complejos formados por la 2’0OHFL se desplazan al compararse con las sefiales de la
misma pura (Espectro 3.22A), confirmando la formacién de los complejos. Por otra
parte, en el Espectro 3.22B se aprecia que el complejo 2’OHFL/BCD no posee

hidrégenos con diferenciacién enantiomérica, sin embargo, en los complejos restantes,

2’0OHFL/DMBCD y 2'OHFL/HPBCD (Espectros 3.22C y 3.22D), si la hay. Para el
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complejo 2’0OHFL/DMBCD son dos los hidrégenos que se diferencian, el H6 y H8 de la
2'0OHFL, mientras que en el complejo 2’0OHFL/HPBCD son los hidrégenos H6 y H5' de
la 2’0OHFL. Debido a sus mayores diferencias de desplazamiento quimico, en los
complejos 2’'OHFL/DMBCD y 2'0OHFL/HPBCD se usaron los hidrogenos H8 y H5' de la
2'0OHFL, respectivamente, para determinar la estequiometria y Ka de cada complejo
diasteroisomérico.

En el Espectro 3.23 se muestra la zona alifatica de los espectros

'H-RMN de la 2’OHFL y de los complejos 2’OHFL/CDs.

H2 H3a H3b

(A) 2'0HFL

(B) 20HFLgCD

(C) zoHFLDMBCD

(D) 2'0OHFL/HPBC
‘ 5,‘85 ‘ 5.‘75 ‘ 5,‘65 ‘ 5,‘55 ‘N‘ 3_‘15 ‘ 3.‘05 ‘ 2.‘95 ‘ 2.‘85 ‘ 2.‘75 P‘Pm

Espectro 3.23

Espectros 'H-RMN de 2'OHFL libre y formando complejos con CDs, en la zona de los
hidrégenos H2, H3a y H3b. (A) FL libre. (B) Complejo 2'OHFL/ACD. (C) Complejo
2'OHFL/DMACD. (D) Complejo 2’0OHFL/HPACD.

En los Espectros 3.23C y 3.23D se destaca que los protones H2 y H3

de la 2'0OHFL formando complejos con las ciclodextrinas derivatizadas presentan
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cambios en las constantes de acoplamiento con respecto a la flavanona libre (Espectro

3.23A). Estas variaciones son tabuladas en la Tabla 3.5

Proton H2 H3a H3b

2'0OHFL 2.7;12.8 12.9; 17.3 3.0;17.2
2'OHFL/DMBCD 2.5;8.5 3.2;10.2 2.6
2'OHFL/HPBCD 29,63 - 2.8;11.9

Tabla 3.5

Constantes de acoplamiento (J / Hz) de hidrégenos H2, H3a y H3b de 2'OHFL libre y formando
parte de los complejos. NOtese que se entregan dos constantes de acoplamiento por cada
hidrégeno, esto se debe a que las sefiales corresponden a dobles-dobletes.

Se ha descrito que la magnitud de las constantes de acoplamiento
esta directamente relacionada con la magnitud del angulo diedro de acuerdo a la
ecuacion de Karplus (Ec. 3.1),**

%)= A-cos’® + B-cosB + C 3.1

Donde 3J corresponde a la constante de acoplamiento a tres enlaces,
0 corresponde al angulo diedro y los coeficientes A, B y C estan tabulados para
diferentes sistemas. Por ejemplo, la ecuacidon de Karplus para el ciclohexano es (Ec.
3'2)’112

%) =7.76-cos0 - 1.1-cosB + 1.4 3.2

Al emplear la ecuacion 3.2 considerando que los angulos diedros en el
ciclohexano pueden variar entre 180°y 120° ** se tendra que las mayores 3J seran
para el angulo de 180°y las menores 3J estaran dadas para el angulo de 120° Si se
asume que los coeficientes de la ecuacién de Karplus para el angulo diedro entre los
hidrégenos H2 y H3 de las flavanonas podrian ser similares a los de la ecuacion 3.2,

entonces en estos sistemas las mayores *J estaran dadas para angulos cercanos a
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180° y las menores para angulos cercanos a 120° Es to es ilustrado como

proyecciones de Newman en la Figura 3.2

(A) (B)

O 0O——=0

180°

>33 <3J

Figura 3.2

Proyecciones de Newman para la representaciéon del cambio del angulo diedro. (A) representa
un angulo de 180° entre los hidrégenos H2 y H3, donde > °J indica mayores constantes de
acoplamiento. (B) representa un angulo de 120°entr e los hidrégenos H2 y H3, donde < *J indica
menores constantes de acoplamiento.

Debido a que en la Tabla 3.5 las constantes de acoplamiento tienden a
disminuir con la inclusion en la 2’0OHFL en las CDs derivatizadas, entonces se podria
inferir que las variaciones en sus *J son producto de una disminucién en el valor del

angulo diedro, lo que implicaria el acercamiento de los hidrégenos H2 y H3 entre si.
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3.1.2 Estequiometria de inclusion

La determinacién de la estequiometria fue realizada graficando el
inverso de la variacion del desplazamiento quimico observado, (Adus') vs. el inverso
de la concentracion de CD, [CD],*, de acuerdo a la ecuacién 2.2. Los gréficos

obtenidos se ilustran en las Figuras 3.3, 3.4y 3.5.

0,64
0,44
,E B-CD
: : o - . . 4|0HFL, H3' |Zq
< o o0 4OHFL, H3' der
A FL,H8izq
N & FL, H8 der
AAp .
SalLTAT A,
-0,2 ) - -
T j i I I | I | I
200 300 400 500 600

[s-CD], "/ M*

Figura 3.3

Graficos de Adps" Vs. [ACD]o" de las flavanonas 4'OHFL y FL. m y o corresponden a los
hidrogenos H3',, y H34 de la 4'OHFL, respectivamente, y A y A corresponden a los
hidrogenos H8i,q y H8q de la FL, respectivamente. Las lineas en color corresponden a las
regresiones lineales realizadas.
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0,104

0,08
. HP-B-CD
N
T
= ®  4'OHFL, H2' izq
' 2 006 o 4'OHFL, H2' der
g A FL,H2izq
& FL, H2 der
v 2'OHFL, H5'izq
v 2'OHFL, H5' der
0,04
T T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175
[HP--CD],* / M™
Figura 3.4

Graficos de Adyps” vs. [HP,B’CD]O'l de las flavanonas 4'OHFL, FL y 2’0OHFL. m y O corresponden
a los hidrégenos H2',, y H2'4, de la 4'OHFL, respectivamente, A y A corresponden a los
hidrogenos H2;,q y H24e, de la FL, respectivamente y ¥ y v corresponden a los hidrogenos H5'
y H54 de la 2’0OHFL, respectivamente. Las lineas en color corresponden a las regresiones
lineales realizadas.
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-0,04 |
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-0,06 |
. m  2'0OHFL, H8 izq
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T 0084 A 4'OHFL, H8izq
m% ' A A4'OHFL, H8 der
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v
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Figura 3.5

Graficos de Adps” vs. [DM,BCD]O'l de las flavanonas 2’0OHFL, 4OHFL y FL. m y O corresponden
a los hidrogenos H8;,q y H8q de la 2’0OHFL, respectivamente, A y A corresponden a los
hidrogenos H8;,q y H8qer de la 4’OHFL, respectivamente y ¥ y v corresponden a los hidrogenos
H8,4 ¥ H8q de la FL, respectivamente. Las lineas en color corresponden a las regresiones

lineales realizadas.
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Debido a la tendencia lineal encontrada en los gréaficos de las Figuras
3.3, 3.4 y 3.5, se determiné que la estequiometria de inclusion de cada complejo
diasteroisomérico es 1:1, lo que significa que estos complejos estan formados por una
molécula de flavanona y una molécula de ciclodextrina (Fig. 3.6). Lo anterior se deriva

de la ecuacion 2.2, que da cuenta del coeficiente estequiométrico de estas especies.

@ | ]

Figura 3.6
Representacion esquematica de estequiometria 1:1 de flavanona y CD.

Cabe destacar que ademéas se grafic6 Adys” en funcién de los
inversos de las concentraciones de CDs elevados a -2, -3y -4, ([CD]o, [CD]o >, [CD]o™)
con el objetivo de descartan errores en los coeficientes estequiométricos ya
determinados. Como resultado se encontrd, para todos los casos, gréaficos de
tendencia exponencial, lo que corrobora la estequiometria 1:1 de cada complejo. Esto
es ejemplificado con los resultados obtenidos para el enantiomero de la izquierda del

complejo 4'OHFL/HPBCD (Fig. 3.7).
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0,16 -

B 0,12 H2'  4'OHFL/HPRCD
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A [HP-p-CD] 0
0,08 4
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0,04 T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3
-a
[HP-B-CD],
Figura 3.7

Esquema de las tendencias exponenciales encontradas al graficar Adys* en funcion de [CD]o?,

[CD]o®, [CDo™.
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3.1.3 Constantes de asociacion

Las constantes de asociacion a 25, 30 y 35T fueron determinadas
graficando la variaciébn de desplazamiento quimico observado, Ad.s, Vs. la
concentracion de CD, [CD],, donde Ad.s fue obtenida de los espectros 'H-RMN
adquiridos a complejos formados con igual concentracidon de flavanona y variando
progresivamente la concentracion de CD, como se ejemplifica para el complejo

4’OHFL/HPBCD en el Espectro 3.24

H2' H3'
[HPRCD]
\, , ‘ ‘ 0
Adobs 1 '
Adobs 2 !
| 4
Adobs 3
Adobs 4
I\ 8
NN A AN

7.35 7.30 7.25 7.20 715 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 ppm

Espectro 3.24

Zona aromatica de espectros 'H-RMN de 4'OHFL libre (espectro superior) y formando
complejos con diferentes concentraciones de HPACD (mM). Adys1 Y Adpsz SON las diferencias
de desplazamiento quimico observado para el enantiomero de la izquierda, y Adysy> Y Adpsa SON
las diferencias de desplazamiento quimico observado para el enantiémero de la derecha.

De igual manera que en el Espectro 3.24 se obtuvieron los datos para

todos los complejos, los que fueron iterados a la ecuacion 2.23 cuyos parametros
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iniciales fueron obtenidos por el método de Benesi-Hildebrand, de donde se obtuvieron

los valores aproximados de Ka y Ad., como se ejemplifica en el gréfico de la Figura 3.8.

0,15 -
0,12 -
- N
N _
B g 009-
g 4'OHFL/HP-B-CD
= H2'|zq
0,06 — A  H2' der
0,03
T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

[HP-g-CD], "/ M

Figura 3.8
Ejemplo de método de Benesi-Hildebrand para la determinacién de Ka y 44. aproximados para
complejos formados por 4OHFL/HPACD.

Para todos los complejos formados, los gréaficos de Benesi-Hildebrand
son similares a los ilustrados en la Figura 3.8, cuyos valores de R fueron en todos los
casos iguales o mayores a 0.99. De la pendiente e intercepto de las regresiones
lineales se obtuvieron valores aproximados de Ka y Ad., respectivamente, los que
resultaron tener valores de alrededor de 500M™ para Ka y 20Hz para Ad.. Estos valores
fueron utilizados para iniciar las iteraciones de la ecuacion 2.23.

En los graficos de la Figura 3.9 se muestran, de manera

representativa, los ajustes no lineales de la variaciéon de Ad.ps con la variacién de la
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concentracion de HPBCD para los complejos formados con ambos enantiomeros de la

4'0OHFL a 25, a partir de los cuales se determinan las Ka finales para cada complejo.

Obs/ Hz

JAYS)

4'OHFL/HP-B-CD

18
A

15 A
12

9 -

6 -

T T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24

[HP-g-CD], / mM

Figura 3.9

Grafico de 4d,s vs. [HPACD], a 25T de 4'OHFL/HP ACD para la determinacién de constantes
de asociacion. Las lineas corresponden a los ajustes no lineales.

A todas las temperaturas usadas, los gréaficos para todos los complejos son

similares a los ilustrados anteriormente (Fig. 3.9). En las Tablas 3.6, 3.7 y 3.8 se

presentan los valores de Ka y razén entre constantes de asociacion (Ka'/Ka?®), para

todos los complejos.
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FLAVANONA/CICLODEXTRINAS

Complejo Flavanona/B-ciclodextrina
Proton H8|Zq H8per KaHBder/ KaHSizq
T/C Ka x10? / M* Ka x10? / M*
25 1.84 £0.20 2.22+0.30 1.204
30 0.96 £0.10 1.44 +0.20 1.504
35 0.49 £0.10 0.99£0.10 2.021
Complejo Flavanona/HP-[-ciclodextrina
Protén Hzlzq H2per KaHZder/ KaHZizq
T/C Ka x10%/M* Ka x10%/M*
25 2.51 +0.08 2.40 £0.08 0.956
30 1.72+£0.10 1.94 +0.10 1.128
35 1.31+£0.10 1.63+0.10 1.244
Complejo Flavanona/DM-B-ciclodextrina
Protén H8Izq H8per KaHSder/ KaHSizq
T/C Ka x10%/M* Ka x10%/M*
25 4,96 £0.20 5.64 £0.30 1.137
30 3.70£0.20 4,50 +0.30 1.216
35 2.65+0.20 3.72 £0.30 1.404
Tabla 3.6

Ka y Ka'/ Ka® para complejos formados por FL. La temperatura esta dada en <C, las Ka en M ™.

Los coeficientes de correlacion (R) para todos los ajustes son mayores a 0.98.



4’-HIDROXIFLAVANONA/CICLODEXTRINAS

Complejo 4’-hidroxiflavanona/-ciclodextrina
Protén H3',q H3'per K312 g3 der
T/C Ka x10? / M* Ka x10? / M*
25 2.54 +£0.30 1.45+0.20 1.737
30 1.12+0.20 0.79 £0.20 1.427
35 0.32+0.10 0.30£0.10 1.053
Complejo 4’-hidroxiflavanona/HP-3-ciclodextrina
Proton H2',q H2'per KaH2iza) K gH2der
T/C Ka x10%/M* Ka x10%/M*
25 3.17 £0.10 2.57 £0.07 1.233
30 257 +£0.20 1.94 +0.20 1.325
35 2.23+0.10 1.67 +£0.10 1.335
Complejo 4’-hidroxiflavanona/DM-B-ciclodextrina
Proton H8Izq H8per KaHSder/ KaHSizq
T/C Ka x10%/M* Ka x10%/M*
25 8.02 £0.30 8.53 £0.40 1.062
30 5.98 £0.20 6.04 £0.30 1.010
35 4,17 £0.20 4,55 +0.30 1.090
Tabla 3.7

Ka y Ka'/ Ka’ para complejos formados por 4'OHFL. La temperatura esta dada en T, las Ka en
M™. Los coeficientes de correlacién (R) para todos los ajustes son mayores a 0.98.
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2’-HIDROXIFLAVANONA/CICLODEXTRINAS

Complejo 2'-hidroxiflavanona/HP-B-ciclodextrina
Proton H5,|Zq HS5 per KaHS’der/ KaHS’izq
T/C Ka x10° / M™* Ka x10° / M™*
25 4,99 +0.30 5.08 +0.20 1.018
30 3.29+0.20 3.39+0.10 1.030
35 2.30+0.10 2.43+0.10 1.056
Complejo 2’-hidroxiflavanona/DM-3-ciclodextrina
Proton H8Izq H8per KaHSder/ KaHSizq
T/C Ka x10%/M* Ka x10?/M*
25 13.0 £ 0.60 10.9+0.70 0.836
30 7.55+0.30 8.02 +0.60 1.062
35 453 +0.20 5.84 +0.30 1.291
Tabla 3.8

Ka y Ka'/ Ka® para complejos formados por 2’OHFL. La temperatura esta dada en T, las Ka en
M. Los coeficientes de correlacién (R) para todos los ajustes son mayores a 0.98.
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Para todos los complejos estudiados las Ka disminuyen al aumentar la
temperatura, lo que indica que la formacién de estos se ve desfavorecida con el
aumento de la temperatura y lo que corresponderia a un proceso exotérmico.

Al comparar todos los valores de Ka a una misma temperatura, se
aprecia que las menores constantes de asociacion son para los complejos formados
con la BCD, y luego, la HPBCD presenta menores valores que la DMBCD, es decir,
para todos los complejos a la misma temperatura la tendencia de las Ka es como sigue
a continuacion,

BCD < HPBCD < DMBCD 3.3

Por otra parte, al comparar entre flavanonas a una misma
temperatura, se observa que la 2’0OHFL posee mayores valores de Ka que la 4OHFL, y
a su vez ésta que la FL. Esta tendencia se da cuando estas flavanonas forman
complejos con las ciclodextrinas derivatizadas, es decir,

FL < 4OHFL < 2’OHFL = HPBCD y DMBCD 3.4

Por otra parte, al analizar el comportamiento de las flavanonas
formando complejos con la BCD, se ve que no hay una tendencia definida para los
valores de sus Ka, presentandose éstas de manera aleatoria. Por ejemplo, para el
complejo 4OHFL/BCD el valor de la Ka a 25C para el complejo formado por el
enantiomero de la izquierda (H3',;) es mayor que el de su analogo (H8;,) en el
complejo FL/BCD, mientras que lo contrario ocurre comparando los mismos complejos
y enantiomeros a 35C (H3' 4 y H8i,4). Esta aleatoriedad podria ser atribuida a que los
valores de Ka son muy cercanos entre si.

Las razones de constantes de asociacion entre complejos

diasteroisoméricos, Ka'/Ka®, muestran la relacion existente entre las Ka de los
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complejos formados por un par de enantibmeros y una misma ciclodextrina. De esta
manera, mientras mas se aleje de 1 el valor de razén entre las constantes, mas
diferentes son las Ka. Los valores de Ka'/Ka? muestran que, para la mayoria de los
casos, su tendencia es al aumento con el aumento de temperatura. Esto indica que a
medida que aumenta la temperatura, las constantes de asociacion entre complejos
diasteroisoméricos son mas diferentes entre si, y por lo tanto la separacién en HPLC
debiera ser mejor. Comparando entre ciclodextrinas, se observa que los mayores
valores de Ka'/Ka® son para los complejos formados por la BCD. Por otra parte,
comparando las ciclodextrinas derivatizadas, se ve que las razones Ka'/Ka? no tienen
una tendencia definida. Lo anterior seria atribuido a que, probablemente, las
interacciones que dan lugar a la formacion de los complejos son mas similares en
magnitud entre los complejos formados con las CDs derivatizadas que con BCD, ya

gue esto promoveria Ka mas similares.
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3.14 Termodinadmica de inclusion

Los parametros termodindmicos de los complejos, AH y AS, se
determinaron obteniendo las constantes de asociacion a tres temperaturas diferentes,
25, 30 y 35T, y empleando la ecuacién 2.27 que rel aciona el Ln(Ka) con el inverso de
la temperatura, T, como se ejemplifica en el grafico de la Figura 3.10. Adicionalmente,

el valor de AG se obtuvo utilizando la ecuacion 2.28.

4'OHFL/HPBCD
581 " H2'Izq i
A H2'Der
——R=0.979
55 R =0.943
A
<
3
S 54
A
5,2
A
5,0 T T T T T T T T T
3,24 3,27 3,30 3,33 3,36
T/ x10° K*

Figura 3.10
Graficos de Ln(Ka) vs. T para los complejos 4’OHFL/HPACD para la determinacién de los
parametros AHy 4S.

Los resultados termodinamicos de todos los complejos se tabulan en

las tablas 3.9, 3.10 y 3.11 a continuacién
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FLAVANONA/CICLODEXTRINAS

Flavanona/B-ciclodextrina

H8\.q H8per |AAG|
AH / kJ mol? -101.31+2.13 -61.75+1.48
AS / kJ (Kmol)™* -0.296 + 0.007 -0.162 + 0.005
0.43
T-AS / kJ mol™? -88.36 +2.10 -48.37 +1.45
AG / kJ mol? -12.95+2.13 -13.38 +1.45
Flavanona/HP-[-ciclodextrina
H2q H2per |AAG|
AH / kJ mol? -49.77 + 4.02 -29.72 +1.26
AS / kJ (Kmol)™* -0.121 £0.013 -0.054 + 0.004
0.08
T-AS / kJ mol™ -36.11 + 3.95 -16.14 +1.24
AG / kJ mol™ -13.66 + 4.02 -13.58 + 1.26
Flavanona/DM-B-ciclodextrina
H8\q H8per |AAG|
AH / kJ mol? -47.99 +2.33 -31.85+1.35
AS / kJ (Kmol)* -0.109 + 0.008 -0.054 + 0.004
0.30
T-AS / kJ mol™ -32.59 +2.29 -16.15+1.33
AG / kJ mol™ -15.40 +2.33 -15.70 +1.35
Tabla 3.9

Valores termodinamicos de complejos formados por FL. Los valores de T-4S y 4G fueron
obtenidos a 298.15K. |44G| es el médulo de la diferencia de los AG entre los complejos
formados por los enantiomeros de la izquierda y derecha.
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4’'HIDROXIFLAVANONA/CICLODEXTRINAS

4’-Hidroxiflavanona/p-ciclodextrina

Protén
H3'q H3"ger |AAG]
AH / kJ mol™* -158.59 + 2.144 -120.39 +1.634
AS / kJ (Kmol)™* -0.485 +0.071 -0.362 +0.054
T-AS / kJ mol™ -144.67 +2.109 -107.89 +2.73 L4z
AG / kJ mol™ -13.92 £2.144 -12.5+2.78
4’-Hidroxiflavanona/HP-3-ciclodextrina
Protén
H2', H2'per |AAG|
AH / k3 mol™ -26.78 +2.78 -33.10 +5.65
AS / kJ (Kmol)™* -0.042 +£0.01 -0.065 +0.02
T-AS / kJ mol™* -12.54+2.73 -19.40 +5.56 054
AG / kJ mol™ -14.24 +2.78 -13.70 +5.56
4’-Hidroxiflavanona/DM-B-ciclodextrina
Proton
H8,,, H8per |AAG|
AH / kJ mol™* -49.95 + 3.37 -48.04 +2.22
AS / kJ (Kmol)* -0.112 +0.01 -0.105 +0.01
T-AS / kJ mol™ -33.34 £3.32 -31.33+2.19 10
AG / kJ mol™ -16.61 +3.37 -16.71£2.22
Tabla 3.10

Valores termodinamicos de complejos formados por 4'OHFL. Los valores de T-4S y 4G fueron
obtenidos a 298.15K. |44G| es el médulo de la diferencia de los AG entre los complejos
formados por los enantiomeros de la izquierda y derecha.
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2'HIDROXIFLAVANONA/CICLODEXTRINAS

2'-Hidroxiflavanona/B-ciclodextrina

Protén
H8 |AAG|
AH / kJ mol™* -58.61 + 6.56
AS / kJ (Kmol)* -0.152 +0.02
T-AS / kI mol™ 4537+646
AG / kJ mol™ -13.24 +6.56

2'-Hidroxiflavanona/HP-B-ciclodextrina

Proton
H5’|Zq H5,Der |AAG|
AH / kJ mol? -58.96 +2.13 -56.28 +2.78
AS / kJ (Kmol)™* -0.146 +0.01 -0.137 £0.01
0.04
T-AS / kJ mol™? -43.58 +2.10 -40.86 +2.74
AG / kJ mol™ -15.38 +2.13 -15.42 +2.78
2'-Hidroxiflavanona/DM-B-ciclodextrina
Protén
H8|Zq H8Der |AAG|
AH / kJ mol? -80.74 +0.70 -47.50 + 1.00
AS / kJ (Kmol)* -0.211 +0.002 -0.101 + 0.003
0.43
T-AS / kJ mol™ -62.97 + 0.68 -30.16 +0.97
AG / kJ mol™ -17.77 £0.70 -17.34 +1.00

Tabla 3.11

Valores termodinamicos de complejos formados por 2’0OHFL. Los valores de T-4S y 4G fueron
obtenidos a 298.15K. |44G| es el médulo de la diferencia de los AG entre los complejos
formados por los enantiomeros de la izquierda y derecha. Debido a que el complejo
2'0OHFL/ACD no presenta diferenciacion enantiomérica, para este complejo se determinaron los
valores de 4H, T-4S y 4G usando la sefial del proton H8 que es el que tiene mayor variacion en
los &
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Los valores obtenidos de AG de todos los complejos estudiados
resultaron ser negativos, lo que indica la formacién espontanea de todos éstos. De
manera similar, todos los valores de AH y AS fueron negativos, indicando no solo que
la formacion de todos los complejos es exotérmica, sino también que todas las
interacciones que promueven la formacion de éstos son similares en naturaleza.

Para comprender de manera global los valores termodinamicos
obtenidos, hay que proponer las interacciones que estarian jugando un rol importante
en la formacién de los complejos, elucidar cuales serian las mas probables de ocurrir, y
analizar los resultados experimentales en base a los valores tedricos que se obtendrian
para cada parametro termodinamico. Algunos de los fenémenos que dan lugar a la

formacion de los complejos y a los valores de los parametros termodinamicos son:

- Fuerzas de Van der Waals

- Interacciones hidrofébicas

- Enlaces de hidrogeno

- Cambios conformacionales

- Salida de las moléculas de agua desde el interior de la cavidad de la CD
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a) Fuerzas de Van der Waals

Las fuerzas de Van der Waals son interacciones que aportan con
valores negativos a la entalpia, y que estan constituidas por interacciones i) dipolo-
dipolo, consistentes en las interacciones entre dipolos permanentes, ii) dipolo-dipolo
inducido, consistentes en un dipolo permanente que induce un dipolo en otra molécula,
y iii) de dispersién, que son causadas por la sincronizacién del movimiento electrénico
entre dos moléculas, lo que resulta en dipolos momentaneos que se orientan para
provocar su atraccion.™*

Si se considera que tanto las ciclodextrinas como las flavanonas de
este trabajo poseen dipolos, y que éstas Ultimas son altamente polarizables debido a la
resonancia que presentan (Fig. 3.11), es muy probable que en los valores negativos de
AH obtenidos para los complejos de este trabajo, hayan aportes de las interacciones de

Van de Waals.

Figura 3.11

Representacion esquematica de la resonancia que presentan las flavanonas. Por diferencia de
electronegatividad, los electrones 77 del grupo carbonilo se deslocalizan hacia el atomo de
oxigeno, favoreciendo la deslocalizacion de todos los electrones rrdel sistema.
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b) Interacciones hidrofobicas

La contribucion de las interacciones hidrofdbicas a la formacion de los
complejos de inclusion es un tema de debate, debido a que la naturaleza de estas
interacciones es en si misma complejo. Las interacciones hidrofébicas son aquellas
que reestructuran las moléculas de agua alrededor de solutos apolares, donde estos
Ultimos se agregan con el objetivo de exponer la menor area posible hacia las
moléculas de agua, por ejemplo hidrocarburos en agua. Experimentalmente, este
fendmeno es asociado con cambios positivos tanto de entalpia como de entropia, lo
que se ha tomado como evidencia empirica de la existencia de interacciones
hidrofébicas.’* '® Sin embargo, la mayoria de los resultados experimentales al formar
complejos de inclusién con CDs revelan cambios negativos de entalpia y entropia, lo
gue indicaria que las interacciones hidrofébicas no aportarian significativamente al
proceso de inclusion.® *° Esta es una conclusion que no es del todo aceptada debido
a que al ser el interior de la CD apolar, un sustrato de la misma naturaleza se incluye
en su cavidad con tal de reducir su area de contacto con las moléculas de agua. Por lo
anterior, es dificil entender que las interacciones hidrofébicas no contribuyan
significativamente al proceso de inclusién. Esta incongruencia ha sido explicada
considerando i) la existencia de otros fenébmenos que enmascaren las interacciones

hidrofébicas,'” 18

y i) que el interior de las ciclodextrinas es en realidad semi-
polar.”*** Ambos argumentos se pueden fundamentar con el hecho de que la parte
apolar del sustrato al incluirse en la cavidad de la CD, se estabilizaria por interacciones

1.1° y Al-Omari y col.**® Como se

de dispersidn, como ha sido sefialado por Mietrus y co
ha descrito previamente, las interacciones de dispersién son parte de las fuerzas de

Van der Waals, y por tanto aportan con valores negativos de entalpia. En cuanto a la
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entropia, su disminucién puede ser explicada con los fenédmenos que se describiran
posteriormente.

Los razonamientos anteriores han sido comUnmente usados para
justificar la inexistencia de evidencia termodinamica sobre la ocurrencia de
interacciones hidrofébicas en la formacion de los complejos de inclusion con CDs. Sin
embargo, y pese a la tendencia de que la porcion apolar de un sustrato normalmente
se orienta hacia el interior de la CD, en este trabajo se propone que las interacciones
hidrofobicas, de existir, no aportan significativamente al proceso de inclusion. Esta
propuesta es basada en el cuestionamiento de si realmente las interacciones
hidrofébicas son relevantes para la formacion de los complejos de inclusion. Como ya
se describié, las interacciones hidrofobicas son aquellas que reestructuran las
moléculas de agua alrededor de solutos apolares, donde estos Ultimos se agregan con
el objetivo de exponer la menor area posible hacia las moléculas de agua. La analogia
gue existe entre esta descripcion y la formacién de un complejo de inclusién es que la
parte apolar del sustrato se orienta hacia el interior de la CD, sin embargo, cabe
preguntarse si la reestructuracion de las moléculas de agua alrededor del complejo de
inclusion es tan organizada y ordenada como ocurre cuando existen solo interacciones
hidrofébicas. En este trabajo proponemos que dicha reestructuracion no es tan
organizada ni ordenada por el hecho de que el exterior de la CD es hidrofilico. Si a esto

1.1* y Connors,'*® que sugiere que el interior de las

le sumamos la propuesta de Liu y co
CDs es en realidad semi-polar, entonces la contribucion de las interacciones

hidrofébicas a la formacion de un complejo de inclusién es ain menor.
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Todos los valores de entropia de los complejos estudiados en este
trabajo resultaron ser negativos, por ejemplo, los complejos formados con los
enantiomeros de la izquierda en los complejos FL/BCD, 4'OHFL/HPBCD vy
2’0OHFL/DMBCD poseen valores de T-AS de -88.36, -12.54 y -62.97 kJ-mol™,
respectivamente. Considerando los resultados obtenidos y el razonamiento empleado
previamente, se puede concluir que de existir las interacciones hidrofébicas en el
proceso de inclusién, estas no aportarian significativamente a la formacion de los

complejos estudiados.
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c) Enlaces de hidrégeno

Esta es una interaccion que tiene la caracteristica de ser direccional, y
que involucra la atraccién entre un atomo electronegativo como el oxigeno, y un atomo
de hidrégeno enlazado a otro atomo electronegativo. Esta interaccién es asociada a la
pérdida tanto de entalpia como de entropia, y en los complejos de inclusion se ha
descrito que puede existir i) entre el sustrato y las moléculas de solvente que rodean al
complejo, ii) entre el sustrato y los grupos hidroxilos de la ciclodextrina, v iii) entre el
sustrato y los grupos sustituyentes de una ciclodextrina derivatizada.™* **°

Si bien es mas comun encontrar enlaces de hidrégeno formados entre
el sustrato y las moléculas de solvente que rodean al complejo, es posible que existan
enlaces de hidrégenos entre la 2’0OHFL y los grupos sustituyentes de las ciclodextrinas
derivatizadas de este trabajo. Esto se sugiere en vista de las geometrias de inclusiéon
encontradas, que indican que el grupo OH de la 2’0OHFL se orienta hacia los grupos
sustituyentes de las CDs (seccién 3.1.5), y de que estos complejos poseen valores de
AH y T-AS menores que los del resto de los complejos formados con las mismas CDs.

Esto es ejemplificado en la Tabla 3.12, donde se indican los resultados obtenidos para

los complejos formados con los enantiomeros de la izquierda y las ciclodextrinas

derivatizadas.
FL/DMBCD 4’OHFL/DMBCD 2'OHFL/DMBCD
AH / kJ mol? -47.99 -49.95 -80.74
T-AS / kJ mol™ -32.59 -33.34 -62.97
FL/HPBCD 4’OHFL/HPBCD 2'OHFL/HPBCD
AH / kJ mol? -49.77 -26.78 -58.96
T-AS / kJ mol™? -36.11 -12.54 -43.58
Tabla 3.12

Valores de 4H y T-4S de los complejos formados por las tres flavanonas y las ciclodextrinas
derivatizadas, para los enantiomeros de la izquierda.
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Empleando un razonamiento similar al anterior, es probable que la
4'0OHFL en sus complejos formados con la BCD y la DMBCD posean enlaces de
hidrogeno con las moléculas de solvente. Esta propuesta se debe tanto a las
geometrias de inclusidon encontradas, que indican que el grupo OH de la 40HFL se
orienta hacia el exterior de las CDs (seccion 3.1.5), como a que los valores de AH y de
T-AS son en general menores que los de los complejos FL/BCD y FL/DMBCD, donde la
FL carece del sustituyente hidroxilo. Esto es ejemplificado en la Tabla 3.13, donde se
indican los resultados obtenidos para los complejos formados con los enantiomeros de

la derecha y la BCD y la DMBCD.

FL/BCD 4’OHFL/BCD
AH / kJ mol™® -61.75 -120.39
T-AS / kJ mol™* -48.37 -107.89
FL/DMBCD 4’0OHFL/DMBCD
AH / kJ mol™® -31.85 -48.04
T-AS / kJ mol™* -16.15 -31.33

Tabla 3.13
Valores de A4H y T-4S de los complejos formados por la FL y la 4’'OHFL y las ciclodextrinas SCD
y DMACD, para los enantiémeros de la derecha.
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d) Cambios conformacionales

Si bien los cambios conformacionales de la CD y el sustrato no son
fuerzas impulsoras del proceso de inclusion, si pueden facilitar o desfavorecer la
ocurrencia de una interaccion. De esta manera, tanto la CD como el sustrato pueden
sufrir variaciones conformacionales, donde lo mas comun es que se pierdan grados de
libertad, lo que resulta en la pérdida de entropia.*** ***

Observando todos los valores termodinamicos de este trabajo, Tablas
3.9, 3.10 y 3.11, se puede observar que en general los complejos formados entre la
2'0OHFL y las ciclodextrinas derivatizadas poseen valores de entropia menores que los
del resto de los complejos formados con las mismas CDs. Esto es ejemplificado en la

Tabla 3.14, donde se indican los resultados obtenidos para los complejos formados con

los enantiomeros de la izquierda y las ciclodextrinas derivatizadas.

FL/DMBCD 4'OHFL/DMBCD 2'0OHFL/DMBCD
T-AS / kI mol™ -32.59 -33.34 -62.97

FL/HPBCD 4'OHFL/HPBCD 2'0OHFL/HPBCD
T-AS / kI mol™ -36.11 -12.54 -43.58

Tabla 3.14
Valores de T-4S de los complejos formados por las tres flavanonas y las ciclodextrinas
derivatizadas, para los enantiomeros de la izquierda.

Estos menores valores de entropia serian un reflejo de la disminucion
de los grados de libertad de la 2’0OHFL, idea que es reforzada al observar la Tabla 3.5,
donde se da cuenta de los cambios en las constantes de acoplamiento, y por lo tanto
cambios conformacionales de la 2'0OHFL al formar complejos con las ciclodextrinas
derivatizadas. Este resultado ademds contribuiria a la idea de la existencia de enlaces

de hidrégenos entre la 2’0OHFL y los grupos sustituyentes de las CDs derivatizadas.
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El comportamiento opuesto es encontrado para los complejos
formados con la BCD, donde la inclusién de las flavanonas FL y 4'OHFL resultan en
valores de T-AS menores que los complejos 2'OHFL/BCD. Esto es ejemplificado en la
Tabla 3.15, donde se indican los resultados obtenidos para los complejos formados con

las tres flavanonas y la BCD.

FL/BCD 4'OHFL/BCD 2’OHFL/BCD
T-AS / kJ mol™ -88.36 -144.67 -41.34

Tabla 3.15
Valores de T-4S de los complejos formados por las tres flavanonas y la SCD.

Este comportamiento seria explicado con las geometrias de inclusion
encontradas (seccion 3.1.5), que indicarian que formando complejos con la BCD, la
2'0OHFL presentaria mas grados de libertad que las flavanonas restantes, ya que la
2'OHFL orienta el grupo B hacia el exterior de la cavidad de la BCD, permitiendo la libre

rotacion de este grupo, lo que no ocurre con la FL y la 4OHFL.
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e) Salida de las moléculas de agua desde el interio  r de la cavidad de la CD

Se ha descrito que uno de los principales fendmenos que afecta a la
elucidacion de las interacciones responsables de la formacion de los complejos, es la
salida de las moléculas de agua desde el interior de la cavidad de la ciclodextrina. Esta
afirmacion se fundamenta en que si bien este fenémeno no es una fuerza impulsora del
proceso de inclusion, su efecto se ve reflejado en los valores termodinamicos de la
formacion de los complejos, AH y AS. !4 11

Debido a que la cavidad de las ciclodextrinas es semi-polar, y que las
moléculas de agua en su interior carecen de la posibilidad de formar puentes de
hidrégeno, estas moléculas de agua que se encuentran en el interior son altamente
energéticas. Por lo tanto, y debido a la falta de puentes de hidrégeno internos, estas
moléculas de agua tendrian mas grados de libertad en el interior de la CD que en
solucion. Por lo anterior, la salida de estas moléculas de agua, promovida por la
inclusion de un sustrato, aportaria con valores negativos tanto a AH como a AS.***

La mayor implicancia de que la salida de las moléculas de agua desde
el interior de la CD se vea reflejada en el pardmetro entdlpico, es el hecho de que
encontrar valores experimentales negativos de AH no estarian indicando
necesariamente la dominancia de las interacciones de Van der Waals en el proceso de
inclusion, ™+ ¥4

Esta afirmacion estaria indicando que, a pesar de tener valores
negativos de entalpia en todos los complejos de este trabajo, Tablas 3.9, 3.10 y 3.11,
estas podrian ser en gran medida consecuencia de la salida de las moléculas de agua.

Sin embargo, en la préactica no solo hay que enfocarse en los valores termodinamicos

obtenidos, sino que también en la estructura del sustrato, que en este caso al ser
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altamente polarizables (Fig. 3.11) originarian interacciones de Van der Waals. De esta
manera, si bien en los valores de AH podrian haber contribuciones de la salida de las
moléculas de agua, también proponemos en este trabajo que las interacciones de Van

der Waals juegan un rol importante en el proceso de inclusion.

Es importante destacar que ninguna de las fuerzas atractivas
mencionadas previamente es suficiente por si sola para provocar la formacion de un
complejo de inclusidn, y que en realidad las asociaciones moleculares son posibles por
la cooperacion simultanea de varias interacciones.'® Con esto, y complementando los
fendmenos descritos previamente, se puede concluir que el proceso de inclusion es un
fendbmeno complejo que involucra simultdneamente interacciones de distinta
naturaleza.

Para los complejos de este trabajo, donde en todos los casos se
obtuvieron valores negativos para AH y AS, se puede sugerir que su formacion
derivaria preponderantemente de interacciones de Van der Waals, jugando un rol
importante en el proceso de inclusién. Cabe mencionar que esta propuesta es
fundamentada no solo en los valores termodindmicos de los complejos, sino que
también de su complemento con las observaciones generales de las geometrias de
inclusion (Seccion 3.1.5). Es destacable que algunos complejos podrian formar enlaces
de hidroégeno, lo que también es una propuesta derivada de la termodinamica y de las
geometrias encontradas.

De lo anterior, se puede concluir que los valores termodinamicos por si

solos no son suficientes para sugerir las interacciones que promueven la formacion de
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los complejos, sino que ademas se requiere de informacién adicional para proponer de
manera mas asertiva las interacciones de mayor preponderancia.

Haciendo una observacion general de todos los valores
termodinamicos obtenidos, destacan los AH y T-AS de los complejos formados por la
BCD vy las flavanonas FL y 4'OHFL, debido a que poseen valores notablemente
menores que los del resto de los complejos. Esto es ejemplificado en la Tabla 3.16,
donde se indican los resultados obtenidos para los complejos formados por los

enantiomeros de la izquierda de las flavanonas FL y 4’OHFL vy las tres ciclodextrinas

utilizadas.
FL/BCD FL/HPBCD FL/DMBCD
AH / kJ mol? -101.31 -49.77 -47.99
T-AS / kJ mol™ -88.36 -36.11 -32.59
4 OHFL/BCD 4 OHFL/HPBCD 4’OHFL/DMBCD
AH / kJ mol? -158.59 -26.78 -49.95
T-AS / kJ mol™ -144.67 -12.54 -33.34
Tabla 3.16

Valores de T-4S de los complejos formados por las tres flavanonas y las ciclodextrinas
derivatizadas, para los enantiomeros de la izquierda.

En la Tabla 3.16 se puede observar como los complejos formados con
la BCD poseen menores valores de AH y T-AS que los formados con las CDs
derivatizadas, donde las grandes disminuciones en entalpia y entropia podrian estar
dadas por la salida de las moléculas de solvente de la cavidad de la CD. Debido a la
carencia de grupos sustituyentes y a su volumen, la BCD seria mas propensa a retirar
las moléculas de solvente de su interior que las CDs derivatizadas, y por lo tanto a
disminuir tanto la entalpia como la entropia en relacién a los complejos formados por la

HPBCD y la DMBCD. Adicionalmente, y también debido a la carencia de grupos
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sustituyentes, estos complejos formados por la BCD podrian estar rodeados por una
esfera de solvatacion mas rigida que los complejos formados por las CDs
derivatizadas, lo que también podria contribuir a una menor entropia relativa. En
contraste con lo anterior, existe un complejo formado por la BCD, especificamente el
complejo 2’0OHFL/BCD, que no presenta el mismo comportamiento que sus analogos,
(FL y 40OHFL)/BCD, es decir que no presenta valores de AH y T-AS notablemente
menores. La explicacion a esta excepcion estaria dada en conjunto con la geometria
de inclusién de este complejo (2’OHFL/BCD), que indica que solo una porcion de la
2'0OHFL esta incluida en la cavidad de la BCD, mientras que la FL y la 4OHFL se
incluyen completamente en la misma CD (Seccién 3.1.5). Esta inclusién parcial daria
lugar no solo a una menor cantidad de moléculas de solvente saliendo de la cavidad de
la BCD, sino que también a la formacién de un complejo menos estructurado, y que por
ende daria lugar a una esfera de solvatacion menos rigida. En consecuencia, si bien
los fenébmenos descritos aportarian a disminuciones en entalpia y entropia, no lo hacen
tan pronunciadamente como en sus analogos, (FL y 4 OHFL/BCD).

De lo anterior se puede concluir que la carencia de grupos
sustituyentes en la BCD es lo que hace que los complejos formados por esta CD
posean en general parametros termodinamicos distinguibles del resto de los complejos

formados por las CDs derivatizadas.
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f)  Compensacién entéalpica-entrépica

Un fendmeno que hasta ahora no ha sido mencionado es la
compensacion entalpica-entrépica, que consta de la cancelacion parcial del término
entalpico por el término entrépico, o viceversa. En principio, no existe una relacién
entre los cambios de entalpia y entropia que pueda ser derivada a partir de los
principios fundamentales de la termodinamica, sin embargo, la compensacién
entélpica-entrépica es un fenémeno empirico que ha sido reportado reiteradamente.*®

En los complejos de inclusién, las constantes de asociacién pueden
ser en gran medida modificadas haciendo variaciones estructurales en el sustrato, en
la ciclodextrina y en el solvente, donde el objetivo de hacer estos cambios es potenciar
la disminucién de entalpia y por lo tanto favorecer la formacion del complejo. Sin
embargo, los cambios en las Ka son usualmente menores que los esperados, ya que Si
bien las variaciones estructurales originarian disminuciones en entalpia, de alguna
manera también generan cambios entropicos que cancelan sustancialmente al término
entalpico. Cualitativamente, este es el origen de la compensacion entalpica-
entrépica.*®

Inoue y col.'?? =~ ' han realizado un estudio sistematico de la
compensacion entalpica-entropica, y han sugerido que de la pendiente e intercepto de

la grafica de T-AS vs. AH se podria obtener informacion cuantitativa sobre el fenémeno

de compensacion. Esta relacién entre AH y T-AS proviene de la siguiente ecuacion'®
T-AS = aAH + T-AS, 35

De esta manera la pendiente, a, indicaria en que magnitud la ganancia

en entalpia inducida por alteraciones estructurales del sustrato, CD o solvente, se ve

cancelada con la pérdida de entropia. Es decir, mientras mas cercano a 1 sea el valor
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de o, menor sera la contribucién de las alteraciones estructurales a la disminucion de la
entalpia efectiva, y por lo tanto al aumento de las Ka de los complejos. Por otra parte el
intercepto, T-AS,, representa la estabilidad inherente del complejo.

Para los complejos de este trabajo se observa compensacion
entalpica-entropica debido a que los valores de entalpia, que contribuyen a la
formacion de los complejos, se ven en gran medida cancelados por los términos
entropicos. Esto se ve corroborado con el grafico de la Figura 3.12 de T-AS vs. AH
obtenido con los resultados termodinamicos de este trabajo.

0~

_30 -
_60 -
“.'E J
~  -90
X
a . m  pBCD
< = 0.996
~ -120 a=0
A HPBCDyDMBCD
i o =0.938
-150 — R =0.9997
| — R =0.9933
18047+
160 -140 -120 -100 -80 -60 -40 -20
AH / kJ mol™
Figura 3.12

Grafico de T-4S vs. 4H. m Complejos formados con SCD. A Complejos formados con CDs
derivatizadas.

Los resultados de las gréaficas de T-AS vs. AH, dan para a valores de
0.996 y 0.938 para la BCD y las CDs derivatizadas, respectivamente. Estas magnitudes

indicarian que el 0.4% de las disminuciones en entalpia provocadas por las variaciones
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estructurales en las flavanonas aportan al aumento en las Ka de los complejos
formados con la BCD. Por otra parte, el 6.2% de las disminuciones en entalpia
provocadas por las variaciones estructurales tanto en las flavanonas como en las CDs
derivatizadas aportarian al aumento en las Ka de los complejos formados con estas
mismas CDs. Estos resultados son concordantes con las Ka encontradas, ya que las
variaciones de las Ka entre los complejos formados con la BCD, a una misma
temperatura, son pequefios y menores que las variaciones de las Ka entre los

complejos formados con las CDs derivatizadas.
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g) Termodinamica de enantiémeros
A partir de las Tablas 3.9, 3.10 y 3.11, se puede ver que las
diferencias de AG son pequefas entre los complejos formados por ambos

enantiomeros, variando sus magnitudes entre 0.04 y 1.42, como es indicado en la

Tabla 3.17.
BCD HPBCD DMBCD
FL 0.43 0.08 0.30
4'0OHFL 1.42 0.54 0.10
220HFL - 0.04 0.43
Tabla 3.17

Valores de |44G| de todos los complejos estudiados.

Para comprender cual parametro, entalpico o entropico, es el que mas
aporta a que un complejo diasteroisomérico posea un menor AG en relaciéon a su
contraparte, y por lo tanto esté mas favorecido teniendo mayores constantes de
asociacion a una temperatura dada, se relacionaron las variaciones de entalpia y
entropia entre los complejos formados por ambos enantibmeros, con sus variaciones
de energia libre, a 298.15K. Por ejemplo, para los complejos FL/BCD, se puede ver que
la entalpia del complejo formado con el enantiomero de la derecha es mayor que la del
complejo formado con el enantiomero de la izquierda, lo que favorece a la formacion de
este Ultimo, mientras que la entropia favorece al complejo formado por el enantidmero
de la derecha, debido a que su valor es mayor con respecto a su contraparte. Debido a
que es el complejo formado con el enantiomero de la derecha el que posee el menor
AG, es entonces la contribucién entrépica la que hace que este complejo se vea
favorecido por sobre su contraparte. El caso inverso ocurre para el complejo

FL/HPBCD, donde el factor entropico contribuye al complejo formado por enantiémero

102



de la derecha mientras que el entalpico al complejo formado por el enantiémero de la
izquierda, y debido a que el AG es menor para este Ultimo complejo, es que la
contribucion entalpica hace del complejo formado por el enantiomero de la izquierda el
mas favorecido en relacion a su contraparte. Para observar el efecto en todos los
complejos, se obtuvieron los médulos de las diferencias de AH, T-AS y AG entre los
complejos formados por los enantibmeros de la izquierda y derecha. De esta manera,
el pardmetro termodindmico que posea el mayor valor, ya sea |AAH| o T-|AAS|, seré el
que contribuya mas a un menor AG. Los resultados obtenidos indican que para cinco
complejos es el factor entrépico el que aporta mas a la disminucién del AG, y para los

tres complejos restantes es el factor entalpico. Esto es resumido en la Tabla 3.18.

Afizg-der .
ool T B areidopor
FL/BCD 39.56 39.99 0.43 Entropia
FL/HPBCD 20.05 19.97 0.08 Entalpia
FL/DMBCD 16.14 16.44 0.30 Entropia
4'OHFL/BCD 38.20 36.78 1.42 Entalpia
4’'OHFL/HPBCD 6.32 6.86 0.54 Entropia
4’OHFL/DMBCD 1.91 2.01 0.10 Entropia
2'OHFL/HPBCD 2.68 2.72 0.04 Entropia
2'0OHFL/DMBCD 33.24 32.81 0.43 Entalpia

Tabla 3.18

Valores de |44H|, T-|44S|, |44G| para todos los complejos. Los valores destacados en negro
corresponden al mayor de los valores entre |A4H| y T-|44S|. Las celdas en gris oscuro destacan
los complejos que presentan diferenciacion enantiomérica debido a factores entalpicos y en gris
claro, entrépicos.

Para explicar la aleatoriedad de los resultados de la Tabla 3.18, se

obtuvo para cada complejo la variacion de AAG con la temperatura, ya que el signo de
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AAG indicaria a que temperatura los aportes a los AG de cada complejo son entalpicos
0 entrépicos. Esto se infiere de la siguiente ecuacion

AAG = |AAH| - T-[AAS] 3.6

A partir de la ecuacion 3.6 se deriva que si [AAH| > T-JAAS], el valor de

AAG sera positivo y por lo tanto los complejos estaran favorecidos por entalpia,

mientras que si JAAH| < T-JAAS|, el valor de AAG serd negativo y por lo tanto los

complejos estaran favorecidos por entropia. Los graficos de AAG vs. T para todos los

complejos se muestran en la Figura 3.13.

30 4

FL/BCD
4'OHFL/BCD
——— 2'OHFL/DMBCD
—— 2'OHFL/HPBCD
! —— FL/DMBCD

-30 § —— 4'OHFL/HPBRCD
! FL/HPBCD
—— 4'OHFL/DMBCD

AAG / kJ mol™

T T T T T
0 100 200 298.15 400
T/K

Figura 3.13
Gréfico 44G vs. T para todos los complejos. La circunferencia destaca que alrededor de

298,15K los valores de 44G son cercanos a cero.

En el gréafico de la Figura 3.13, se puede observar que a temperaturas
menores de alrededor de 298.15K, los AAG son menores a cero, y por lo tanto los AG

de un complejo formado por un enantiomero dado estarian favorecidos en relacién a su
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contraparte debido a factores entrépicos. Por otra parte, a temperaturas superiores a
298.15K, son los factores entalpicos lo que favorecerian la formacion de un complejo
por sobre el otro, debido a que poseen valores de AAG mayores a cero. Este grafico
también explicaria la aleatoriedad de los resultados de la Tabla 3.18, ya que en ella se
presentan los resultados a 298.15K, que es una temperatura cercana a la temperatura
a la cual se estad cerca del punto de transicion, es decir donde AAG = 0. Cabe
mencionar que el punto de transicion, AAG = 0, es el punto en el cual las variaciones
entalpicas y entrépicas aportan de igual manera a la formacion de los complejos
diasteroisoméricos.

En conclusién, para los complejos de este trabajo, a las temperaturas
usadas, tanto las contribuciones entalpicas como entrdpicas son importantes para la

discriminacion enantiomérica.
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3.15 Geometria de inclusiéon
Para una adecuada representacion de las geometrias de inclusién, las

ciclodextrinas seran esquematizadas de acuerdo con la Figura 3.14.

[-ciclodextrina

BCD
e
H6
HO
HO\[CH3
(@)
* <
Hs (2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina
HPBCD
>
H6
O
HO.
CH3
(@)
H3
H5
Heptakis-(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina
He DMBCD
(@)
|
CH3
Figura 3.14

Representacion esquematica de (A) ACD, (B) HPACD y (C) DMACD. La HPACD esta sustituida
al azar.
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De acuerdo a la Figura 3.14, la BCD corresponde a la estructura
basica de todas las CDs usadas en este trabajo, y las CDs derivatizadas, HPBCD y
DMPBCD, poseen los grupos sustituyentes 2-hidroxipropilo y metilo, respectivamente.
En las CDs, los hidrogenos H3 y H6 se encuentran en los extremos opuestos de la
estructura basica, bordes ancho y angosto respectivamente, y el hidrégeno H5 se
localiza en el centro interior de las CDs, entre los hidrogenos H3 y H6. En la DMBCD,
las sustituciones son en todos los grupos hidroxilos de las posiciones 2 y 6, mientras
gue las sustituciones de la HPBCD son al azar, donde los grupos 2-hidroxipropilo
podrian encontrarse en los grupos hidroxilos de las posiciones 2, 3 y/o 6 de la BCD. Se
ha escogido la HPBCD de mayor grado de sustitucién, que consta de siete grupos
2-hidroxipropilo por unidad BCD. Se ha descrito que en la BCD,*® los hidroxilos de la
posicion 6 son los mas faciles de sustituir; luego la posicién 2 y luego la posicién 3,
donde esta Ultima posicion es bastante mas inaccesible que las otras dos. A
continuacién se muestran los espectros 2D-ROESY vy las geometrias propuestas para

cada complejo.
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Flavanona/ B-ciclodextrina

FLAVANONA

UV 68

2,3
y 4

-3.54
-3.56
-3.58
| ' F3.60

5 l 13.62
-3.64
-3.66
F3.68
£3.70
6 13.72
' ' +3.74

3 +3.76

13.78
£3.80
F3.82

r3.84
7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 ppm

Espectro 3.25
Espectro 2D-ROESY del complejo FL/ACD.
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El espectro 2D-ROESY del complejo FL/BCD (Espectro 3.25) presenta
interacciones de practicamente todos los protones de la FL, H5, H6, H8, H2', H3' y H4',
con los protones H3 y H6 de la BCD, cuya posicion es opuesta en las CDs. Lo anterior
indica que ambos extremos de la FL estan interactuando con ambos extremos de la
BCD. Debido al tamafio y forma de las moléculas de FL y BCD, es altamente
improbable que una Unica geometria de inclusion de lugar a las interacciones que el
complejo presenta, y por lo tanto se proponen dos geometrias, opuestas la una con la
otra. Debido a que tanto los hidrégenos del anillo A como del B presentan interacciones
con los protones H5 de la BCD, es probable que la molécula de FL se incluya
completamente a la ciclodextrina, ya que este protén esta ubicado en el centro de la
CD. Con lo anterior se han propuesto las siguientes geometrias de inclusion ilustradas

en la Figura 3.15.

HO

Figura 3.15
Geometria de inclusion propuesta para complejo FL/ACD.
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Flavanona/HP- 3-CD

FLAVANONA

r3.55

» -3.60
I 1

r3.65

r3.70

r3.75

13.80
' 13.85
" L3.90

r3.95

3+
CH Hidraxipropilo

7.85 7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 7.25 7.15 7.05 ppm

Espectro 3.26
Espectro 2D-ROESY del complejo FL/HPACD.
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De acuerdo al espectro 2D-ROESY del complejo FL/HPBCD (Espectro
3.26) los protones H8 y H6 del anillo A y los protones H2', H3', y H4' del anillo B de la
FL, presentan interaccion con los protones H5 y H6 de la HPBCD. Con lo anterior se
sugiere que esta flavanona esta incluida por el lado angosto de la ciclodextrina. Debido
a que el protén H5 de la FL presenta interaccion solo con el H5 de la CD, el anillo A se
propone que esta hacia el interior de la HPBCD como se muestra en la Figura 3.16.
Cabe destacar que el grupo CH del sustituyente 2-hidroxipropilo de la CD también
presenta interacciones, pero éste puede estar en cualquier posicion de la CD, y por lo

tanto no se considera para la estimacion de la geometria.

HO

CH3

Figura 3.16
Geometria de inclusién propuesta para complejo FL/HPACD.
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Flavanona/DM- 3-CD

FLAVANONA

2 43|+ 4

-3.52
-3.54
6 +3.56
-3.58
5 -3.60
F3.62
I I -3.64
-3.66
-3.68
F3.70
3.72
3 I I ' -3.74

-3.76
3.78
-3.80
F3.82

7.85 7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 7.25 7.15 7.05 ppm

Espectro 3.27
Espectro 2D-ROESY del complejo FL/IDMACD.

112



El espectro 2D-ROESY del complejo FL/IDMBCD (Espectro 3.27)
presenta interacciones de practicamente todos los protones de la FL, H5, H6, H8, H2',
H3'y H4’, con los protones H3 y H5 de la ciclodextrina. Esto indica que gran parte de la
molécula se encuentra inserta en la cavidad de la CD. Como los protones del anillo B
de la FL presentan ademas interacciones con los H6 de la CD, aquella parte de la FL
se encontraria orientada hacia el lado angosto de la CD como se muestra en la

geometria propuesta en la Figura 3.17.

HsC

\

\_©

H6

o
I

CH3

Figura 3.17
Geometria de inclusion propuesta para complejo FL/DMACD.
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4’-hidroxiflavanona/ B-ciclodextrina

4’-HIDROXIFLAVANONA

7.75 7.60 7.45 7.30 7.15

7.00

6.85

r3.60

r3.65

r3.70

r3.75

r3.80

ppm

Espectro 3.28
Espectro 2D-ROESY del complejo 4'OHFL/SBCD.
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El espectro 2D-ROESY del complejo 4OHFL/BCD (Espectro 3.28)
muestra interacciones entre los protones H5, H6 y H8 del anillo A y del proton H2' del
anillo B con los protones H3 y/o H6 de la BCD. Debido al tamafio y forma de las
moléculas 4'OHFL y BCD, es altamente improbable que una Unica geometria de
inclusion de lugar a las interacciones que este complejo presenta, ya que los protones
H3 y H6 de la CD se encuentran en posiciones opuestas. Por lo tanto se han propuesto
dos geometrias de inclusiéon, donde se ha sugerido que la flavanona se incluye
completamente, debido a las interacciones que presentan los protones H5 y H3' de

esta, con los H5 de la CD. Las geometrias se muestran en la Figura 3.18.

Figura 3.18
Geometria de inclusion propuesta para complejo 4OHFL/ACD.
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4’-hidroxiflavanona/HP- B-ciclodextrina

4’-HIDROXIFLAVANONA

7.75 7.60 7.45 7.30 715 7.00 6.85

r3.55

r3.60

r3.65

r3.70

r3.75

r3.80

r3.85

r3.90

r3.95

ppm

Espectro 3.29
Espectro 2D-ROESY del complejo 4'OHFL/HPACD.
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De acuerdo con el espectro 2D-ROESY (Espectro 3.29) el anillo B de
la flavanona se encuentra hacia el lado angosto de la HPBCD, ya que sus protones,
H2' y H3', interactdan con los H5 y H6 de la CD. Ademas, el proton H6 de la 4OHFL
presenta interaccion con los protones H6 de la CD, y por lo tanto el anillo A de esta
flavanona, estaria orientado hacia el lado angosto méas exterior de la CD, como se

ilustra en la Figura 3.19.

Figura 3.19
Geometria de inclusién propuesta para complejo 4OHFL/HPACD.
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4’hidroxiflavanona/DM- B-ciclodextrina

4’-HIDROXIFLAVANONA

-3.56
-3.58
6 I ' -3.60

| I 3.62

r3.64

r3.66
5 I * I r3.68
I r3.70

r3.72
r3.74
r3.76

- | W

r3.84
r3.86

7.80 7.65 7.50 7.35 7.20 7.05 6.90 ppm

Espectro 3.30
Espectro 2D-ROESY del complejo 4OHFL/DMACD.
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El espectro 2D-ROESY del complejo 4OHFL/DMBCD (Espectro 3.30)
muestra que a excepcion del protéon H7, hay interacciones de todos los protones del
anillo A y del anillo B de la FL, con los protones H3 y H5 de la CD, indicando que gran
parte de la molécula se encuentra hacia el lado ancho de la CD. Sin embargo, los
protones H5 y H2' de la 4’OHFL muestran ademas interacciones con el protéon H6 de la
CD. Por lo tanto, considerando el tamafio y forma de la flavanona y la CD, es altamente
improbable que una Unica geometria de inclusion de lugar a las interacciones que el
complejo presenta. Debido a esto, se han propuesto dos geometrias que se muestran

en la Figura 3.20.

Figura 3.20
Geometria de inclusion propuesta para complejo 4’OHFL/DMACD.
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2’-hidroxiflavanona/ B-ciclodextrina

2'-HIDROXIFLAVANONA

358
| -3.60

s I F -3.62
-3.64

-3.66
-3.68
+3.70
; | H | T
374

3 | +3.76
I Lz

-3.80

r3.82

7.80 7.65 7.50 7.35 7.20 7.05 6.90 ppm

Espectro 3.31
Espectro 2D-ROESY del complejo 2’0OHFL/SBCD.
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El espectro 2D-ROESY del complejo 2’0OHFL/BCD (Espectro 3.31)
muestra interacciones de los protones H5, H6 y H8 del anillo A y protones H6’, H5' y
H3’ del anillo B con ambos protones H3 y H6 de la CD. Al igual que para los complejos
anteriores, es poco probable que una (nica geometria de inclusion de lugar a estas
interacciones, donde protones opuestos de la CD posean interaccion con un Unico
protén de la flavanona. Debido a que solo los protones H5 y H6' de la 2'OHFL tienen
interaccion con los protones H5 de la BCD, la flavanona estaria en el borde de la CD,
con el anillo A orientado hacia el interior. Las geometrias son ilustradas en la Figura

3.21.

Figura 3.21
Geometria de inclusién propuesta para complejo 2’0OHFL/ACD.

121



2'-hidroxiflavanona/HP- B-ciclodextrina

2’-HIDROXIFLAVANONA

+3.55
1 I 3.60
+3.65
+3.70

I .
I -3.75

r3.80

1 +3.85
CH Hidroxipropilo +3.90
+3.95

r4.00

7.80 7.65 7.50 7.35 7.20 7.05 6.90 ppm

Espectro 3.32
Espectro 2D-ROESY del complejo 2’0OHFL/HPACD.
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En el espectro 2D-ROESY del complejo 2’0OHFL/HPBCD (Espectro
3.32) se observa principalmente la interaccion del protén H6' del anillo B de la
flavanona, con los protones H6 y H5 de la CD. Ademas se observan interacciones de,
presumiblemente, los protones H6 y H8 de la flavanona con los protones H5 y H6 de la
CD, pero estas de menor intensidad que las del proton H6' de la flavanona. Esto
indicaria que el anillo B de la flavanona se encontraria inserto en la CD por el lado
angosto de esta, y con el anillo A de la molécula orientado hacia el exterior. La

geometria propuesta se ilustra en la Figura 3.22.

Figura 3.22
Geometria de inclusién propuesta para complejo 2’0OHFL/HPACD.
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2'-hidroxiflavanona/DM- B-ciclodextrina

2’-HIDROXIFLAVANONA

r3.52
r3.54
r3.56
r3.58
r3.60
r3.62
r3.64
r3.66
r3.68
r3.70
r3.72
r3.74
r3.76
r3.78
r3.80
r3.82

ppm

Espectro 3.33
Espectro 2D-ROESY del complejo 2’0OHFL/DMACD.



El espectro 2D-ROESY del complejo 2’0OHFL/DMBCD (Espectro 3.33)
muestra interacciones de los protones H5, H6 y H8 del anillo A con los protones H5 de
la DMBCD, indicando que esta porcién de la 2’0OHFL se encontraria inserta en la
cavidad de la DMBCD. Adicionalmente, los mismo protones H5, H6 y H8 del anillo A,
mas los protones H3' y H5’ del anillo B poseen interacciones con el hidrégeno H3 de la
DMPBCD, indicando que el anillo B de la flavanona se encontraria orientado hacia el

borde ancho de la CD. La geometria se muestra en la Figura 3.23.

Figura 3.23
Geometria de inclusion propuesta para complejo 2’OHFL/DMACD.
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Comparando las inclusiones de todos los complejos, se observan
variaciones en cuanto al nimero de geometrias propuestas para cada uno, donde para
algunos complejos se encuentra solo una geometria de inclusién, y para otros dos. Al
comparar los complejos formados con la HPBCD, se puede observar que todos estos
presentan una Unica geometria de inclusion, mientras que los complejos formados con
la DMBCD pueden presentar tanto una como dos geometrias. Adicionalmente se puede
ver que todos los complejos formados con la BCD poseen dos geometrias de inclusion.

Destaca que en todos los complejos formados con la FL, esta
flavanona se incluye por completo en la cavidad de la CD independientemente de cual
CD sea usada. Por otra parte, en los complejos formados por las flavanonas
hidroxiladas y las ciclodextrinas BCD y DMBCD, (2’OHFL y 4’OHFL)/(BCD y DMBCD),
es la zona apolar de las flavanonas la que queda inserta en la cavidad de estas CDs.
Este comportamiento muestra una tendencia a incorporar la zona mas apolar de las
flavanonas al interior de las ciclodextrinas, lo que es razonable si el interior de las CDs
es menos polar que el solvente exterior, hacia donde es orientada la zona polar de las
flavanonas, que poseen grupos hidroxilos capaces de deslocalizarse (Fig. 3.24).

En contraste con los complejos analizados previamente, aquellos que
estan formados por las flavanonas hidroxiladas, 2’0OHFL y 4'OHFL, y la HPBCD,
(2’0OHFL y 4OHFL)/HPBCD, poseen al grupo hidroxilo orientado hacia el interior de
esta CD. Esto se podria explicar considerando que la HPBCD posee grupos
sustituyentes de mayor tamafio y capaces de interactuar con la zona mas apolar de
estas flavanonas de manera tal que permitirian las geometrias de inclusién propuestas.
Por otra parte, la existencia de estas geometrias avalaria la naturaleza semi-polar del

interior de las ciclodextrinas, ya que algun tipo de interaccion del tipo Van der Waals
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tendria que estar presente para ubicar la zona mas polar de las flavanonas hacia el

interior de la cavidad de la CD, como fue discutido en la seccion 3.1.4b.

O

Figura 3.24
Estructuras resonantes de la 2’0OHFL. Los electrones desapareados del grupo hidroxilo se
deslocalizan hacia el anillo aromatico, aumentando la polaridad del sistema.

En las geometrias de los complejos formados por la 2’0OHFL y las CDs
derivatizadas, se puede ver que la zona alifatica de esta flavanona quedaria en el
borde de la CD y con el grupo hidroxilo orientado hacia los grupos sustituyentes de las
mismas. Si ademas recordamos que las constantes de acoplamiento de los hidrégenos
alifaticos cambian al formarse los complejos (Tabla 3.5), y que tanto los valores de
entalpia como de entropia son menores que los de sus complejos analogos, 4OHFL y
FL con CDs derivatizadas (Seccion 3.1.4c), se podria inferir que al formarse los
complejos entre la 2’0OHFL y las CDs derivatizadas ocurre una mayor disminucién en
los grados de libertad conformacionales que para sus complejos analogos, con lo que

ademas se podria sugerir la formacion de enlaces de hidrégeno entre el grupo —OH de
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la 2’0OHFL y los grupos sustituyentes de las CDs derivatizadas. Por otra parte, si se
observa la geometria de inclusion del complejo 2’0OHFL/BCD, se puede ver que
nuevamente la zona alifatica de esta flavanona quedaria en el borde de la CD. Sin
embargo, este complejo no posee valores termodinamicos destacablemente menores,
ni presenta variaciones en las constantes de acoplamiento como es para el caso de los
complejos mencionados anteriormente, 2'OHFL/(HPBCD y DMBCD). Es por lo anterior
gue se propone que la fuente de las variaciones conformacionales y la formacién del
enlace de hidrégeno reside en la presencia de los grupos sustituyentes de las CDs
derivatizadas.

En las geometrias de los complejos formados por la 40OHFL y las
ciclodextrinas BCD y DMBCD, se puede observar que el grupo hidroxilo quedaria
orientado hacia el exterior de la ciclodextrina, lo que permitiria la formacion de enlaces
de hidrégeno entre el grupo —OH de esta flavanona y las moléculas de solvente que
rodean al complejo. Esto se complementa y ratifica con los resultados termodinamicos
discutidos previamente (Seccién 3.1.4c).

Al comparar las geometrias de los complejos formados por la BCD, se
puede observar que en aquellos en los que se incluyen la FL y la 4OHFL, estas
flavanonas se insertan en la cavidad de la CD casi completamente, mientras que
cuando se incluye la 2’0OHFL, el anillo B queda casi en su totalidad expuesto al exterior
de la CD. Esta mayor exposicion del anillo B permitiria un mayor niimero de grados de
libertad conformacionales en relacion a sus analogos, (FL y 4'OHFL)/BCD, lo que se ve

reflejado en los resultados termodinamicos anteriormente discutidos (Seccion 3.1.4d).
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3.1.6 Discusion general de termodinamica y geometri  a de inclusion

De acuerdo con lo discutido en las secciones 3.1.4 y 3.1.5, no existe
una tendencia Unica ni general que pueda ser derivada de los resultados obtenidos,
sino que dependera de las flavanonas o ciclodextrinas analizadas. Sin embargo, hay
que recalcar que los resultados termodindmicos concuerdan con las geometrias de
inclusion determinadas.

Es importante destacar que los desplazamientos quimicos de los
hidrégenos de las flavanonas en los complejos de inclusion son concordantes con las
geometrias de inclusion estimadas, ya que en *H-RMN las sefiales que presentan las
mayores diferencias de desplazamiento quimico con respecto a la fl pura, son las
sefiales correspondientes a los hidrégenos insertos dentro de la cavidad de las CDs.
De igual manera, para la mayoria de los complejos, las sefiales que poseen
diferenciacion enantiomérica se orientan hacia el borde de la estructura basica de las
CDs.

El andlisis inicial de las tendencias indica que en practicamente todos
los complejos estudiados de este trabajo, la zona apolar de las flavanonas se orienta
hacia el interior de las CDs. Sin embargo, los complejos (2’0OHFL y 4'OHFL)/HPBCD
poseen geometrias opuestas. Esto ha sido explicado considerando dos fendmenos, i)
gue el interior de las ciclodextrinas es semi-polar, y ii) que los grupos sustituyentes
hidroxipropilo presentan interacciones con la zona apolar de estas flavanonas,
permitiendo asi que estos complejos puedan presentar este tipo de geometria.

Por otra parte, al observar el conjunto de resultados para los

complejos formados por las CDs derivatizadas, se ha sugerido que tanto los grados de
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libertad como las entalpias de los complejos aumentan dependiendo de la flavanona
incluida, en el siguiente orden,
2’0OHFL < 4'0OHFL < FL 3.7

Donde cabe destacar que esta tendencia no solo se propone en base
a los resultados termodinamicos, sino que también en las geometrias de inclusion, y en
el hecho de que al incluir la 2’0OHFL esta presenta cambios en las constantes de
acoplamiento, J, entre su estado libre y formando parte de los complejos, lo que no
ocurre para el resto de los complejos. Adicionalmente se ha encontrado que la zona
alifatica de la 2°0OHFL se encuentra en el borde de la estructura basica de las CDs
derivatizadas, es decir orientada hacia la posicién 6 de las CDs. Con lo anterior se ha
sugerido que los complejos 2’0OHFL/(DMBCD y HPBCD) podrian presentar puentes de
hidrégeno entre la flavanona y la CD, y que los complejos 4'OHFL/(DMBCD y HPBCD)
también presentarian puentes de hidrégeno, pero en este caso con las moléculas de
solvente que rodean al complejo.

Finalmente, comparando los complejos formados con la BCD, se ha
encontrado que las entalpias y grados de libertad aumentan dependiendo de la
flavanona incluida, en el siguiente orden,

4'0OHFL < FL < 2’OHFL 3.8

En este caso la 2’0OHFL tendria mas grados de libertad debido a que
su geometria indica que el anillo B de esta flavanona quedaria totalmente expuesto al
exterior de la BCD, pudiendo este rotar libremente. Por otra parte, la 4OHFL seria la
qgue posee la menor cantidad de grados de libertad y entalpia, debido no solo a que
tiene la posibilidad de formar puentes de hidrégeno con el solvente que rodea al

complejo, sino que también a que solo el grupo hidroxilo queda orientado hacia el
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exterior de la CD, a diferencia de la 2’°0OHFL que orientaria el grupo B por completo
hacia el exterior. Debido a que la FL no tiene grupos hidroxilo y a que se incluye
completamente, esta flavanona no tiene la posibilidad de formar puentes de hidrégeno
como la 4'OHFL, ni tiene una zona que pueda rotar tan libremente como la 2'OHFL, por
lo tanto la FL tendria mayor entalpia y grados de libertad que la 4'OHFL, pero menos
gue la 2'0OHFL, quedando de esta manera en el centro de la tendencia.

Como se puede observar, a grandes rasgos, las tendencias generales
se han podido agrupar en los complejos formados por la BCD y las CDs derivatizadas.
Esta clasificacion sugeriria que la mayoria de las diferencias encontradas entre estos

grupos serian consecuencia de las sustituciones que presentan las ciclodextrinas.
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3.2 HPLC

3.21 Inyeccion de flavanonas sin CDs en fase movil

20 pL de solucion 0.2 mg/mL de cada flavanona en metanol fueron
inyectados independientemente en fase mévil metanol y mezclas metanol/agua a flujo
constante de 1mL/min. Esto fue realizado con el objetivo de obtener los tiempos de
retencién de las flavanonas y su variacion con el incremento de agua a la fase movil.
Debido a que en RMN las constantes de asociacion fueron determinadas con un 40%
de metanol, esta fue la proporcion final con la que se trabajoé en la fase movil. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.19.

tr / min.
% H,O % MeOH
FL 2’'0OHFL 4'0OHFL
0 100 2.85 2.63 2.47
20 80 5.67 4.38 3.37
40 60 25.71 16.82 8.69
60 40 245.8 140.2 59.3
Tabla 3.19

Tiempos de retencion, tr, de flavanonas en fase mévil metanol/agua.

Los resultados de la Tabla 3.19 muestran que los tiempos de retencién
(tr) varian considerablemente al hacer cambios en la proporcion de la fase movil. Para
todas las flavanonas, se observa un aumento en sus tiempos de retencion, con el
aumento de la proporcion de agua. Lo anterior se atribuye a una disminucién de la
solubilidad de la flavanona en la fase mévil y por lo tanto un aumento de su retencion

en la columna.
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3.2.2 Inyeccion de flavanonas con CDs en fase mévil

20 pL de solucion 0.2 mg/mL de cada flavanona en metanol fueron
inyectados independientemente, en fase movil metanol/agua, donde el agua contiene
CD. Usando el promedio de las constantes de asociacion se aplicé la ecuacion 2.29
con la que se determind la concentracion minima de CD a usar en la fase movil.
Debido a que en RMN la obtencion de las Ka se realiz6 empleando un 40% de
metanol-d4, en HPLC se empled la misma cantidad de este solvente para iniciar las
experiencias.

Los experimentos se iniciaron utilizando 1.2 mM de DMBCD en la
fase movil e inyectando la 4'OHFL, donde la proporcion metanol/agua y el flujo fueron
variados con el objetivo de observar si existian cambios tanto en los tiempos de
retencion, tr, como en la separacion enantiomérica. Los resultados son entregados en

la Tabla 3.20 a continuacion.

DMBCD
A
2.0 1.0 0.7 50 50 22.3 -
2.0 1.2 0.7 60 40 [N J—
2.0 1.0 1.0 50 50 (K- X J—
2.0 1.2 1.0 60 40 YA A—
2.0 1.4 1.0 70 <10 1
2.0 1.0 1.2 50 50 170 -

Tabla 3.20
Tiempos de retencion de 4OHFL en fase mdvil metanol/agua(DMACD). [DMACD],gua = 2.0mM.
a = factor de separacion.

133



A partir de la Tabla 3.20 se puede ver que a flujo y concentracion
constante de CD en agua, los tiempos de retencibn aumentan al aumentar la
proporcion de agua en la fase movil. Ademas se observa que el uso de la ecuacién
2.29 no es realmente representativo de la concentracién ideal de CD en la fase movil,
ya que no hay separacién enantiomérica. Por lo anterior la concentracién de DMBCD
se cambio6, utilizando el doble de la concentracion entregada por la ecuacién 2.29 y
utilizando ademas la concentracion maxima empleada para la determinacion de las Ka.

Los resultados son entregados en la Tabla 3.21 a continuacion.

DMBCD
[Cﬁbgua [CﬂfM movil mFLl;JrJ:in H"ZA)O % MeOH : C/) ::L a
4.0 2.2 0.8 55 45 31.8 0
4.0 2.0 1.0 50 50 216 e
4.0 2.2 1.0 55 45 32.8 33.4 1.02
4.0 24 1.0 60 40  eeeeeee e
4.0 2.2 1.1 55 45 28.3 28.9 1.02
16.7 10 1.0 60 40 194 20.2 1.04

Tabla 3.21
Tiempos de retencion de 4'OHFL en fase movil metanol/agua(DMACD). [DMACD]agua = 4.0mM y
16.7mM. a = factor de separacion.

De acuerdo con la Tabla 3.21, al usar 2.2mM de DMBCD en la fase
movil se logré obtener separacidon enantiomérica, sin embargo, esta fue lograda
utilizando una relacion agua/metanol de 55/45. Por otra parte, al usar la concentracién
maxima de DMBCD, [DMBCD];mevit = 10mM, se obtuvo separacion enantiomérica y una
disminucion importante en los tiempos de retencion en comparacion a usar

[DMBCD]f.m()V" =2.2mM.
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Debido a que utilizando la DMBCD la mejor separacién se obtuvo
utilizando el maximo de su concentracion, la inyeccién de las flavanonas 2'0OHFL y FL
fue realizada empleando esta misma, [DMBCD}meiit = 10mM. Los resultados se

muestran en la Tabla 3.22 a continuacion.

DMBCD
[CD]agua [CD]f. movil FIUjO % tr / min o
_ H.O % MeOH
mM mM mL/min 2 2’0HFL
16.7 10 1.0 60 40 294 314 1.07
FL
16.7 10 1.0 60 40 516 e

Tabla 3.22
Tiempos de retencion de 2’0OHFL y FL en fase moévil metanol/agua(DMACD). [DMBCD]agua =
16.7mM. a = factor de separacion.

De acuerdo a la Tabla 3.22, la 2’'0OHFL presenta separacion
enantiomérica, mientras que la FL no lo hace.

A partir de las Tablas 3.21 y 3.22, se puede observar que al utilizar
[DMBCD]tmevit = 10mM, los valores de los factores de separacion, a, corresponden a
1.04 y 1.07 para la 40OHFL y la 2'OHFL, respectivamente. Estos valores son
congruentes con los valores de Ka'/Ka? obtenidos a través RMN, donde mediante esta
dltima técnica se obtuvieron valores promedio de Ka'/Ka® de alrededor de 1.05 y 1.06
para la 40OHFL y 2'OHFL, respectivamente. A diferencia de los resultados con las
flavanonas hidroxiladas, la FL no presenta separacion, lo que ocurre a pesar de que
posee los mayores valores de Ka'/Ka®. Lo anterior podria ser consecuencia de las
pequefias constantes de asociacion que poseen los complejos FL/DMBCD, ya que esto

implicaria que una gran cantidad de FL estaria mas tiempo en solucion que formando
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parte del complejo. Los cromatogramas de las tres flavanonas usando

[DMBCD]tmevit = 10mM se muestran en la Figura 3.25.

51.6
194
20.2
294
31.4

w/| e o

—1
L
TR L
O
<t

2'0OHFL

Figura 3.25

Extractos de cromatogramas de flavanonas diferenciadas en HPLC usando DMACD en la fase
mévil. En la parte superior se entregan los tiempos de retenciébn (min.) registrados.
[DMACDJt mevit = 10mM. Metanol:agua, 40:60. Flujo = 1mL/min. (A) Pico para FL, (B) Picos para
4’0OHFL y (C) Picos para 2'OHFL.

En la Figura 3.25, se observa que a pesar de que los enantiémeros de
las flavanonas hidroxiladas poseen diferentes tiempos de retencién usando DMBCD en
la fase mavil, esta separacién no es suficiente como para ver los picos completamente
separados, y por lo tanto solo se diferencian.

Al iniciar los experimentos utilizando la HPBCD, el procedimiento fue
similar al empleado con la DMBCD. Primero se inyect6 la 4 OHFL usando la HPBCD en
la concentracion entregada por la ecuacion 2.29. Ademas se variaron tanto el flujo
como la proporcién de solventes con el objetivo de observar si existian cambios en los

tiempos de retencioén, tr, y en la separaciéon enantiomérica. Los resultados mostraron
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que no hay separacion enantiomérica bajo estas condiciones, por lo que la
concentracion de HPBCD se aumenté al maximo, [HPBCD]imevit = 20mM. Nuevamente
los resultados demostraron que no hay separacién enantiomérica. Pese a los
resultados negativos, de igual manera las flavanonas 2'OHFL y FL fueron inyectadas,
pero usando Unicamente la concentracion maxima de HPBCD. Como resultado se
obtuvo que no hay separacion enantiomérica. Los resultados usando HPBCD se

muestran en las Tablas 3.23 y 3.24.

HPBCD
R R
14.0 7.7 1.0 55 45 (- 5 A —
14.0 8.4 1.0 60 40 250 e
14.0 9.1 1.0 65 35 <Y 3 R——
14.0 9.8 1.0 70 30 V3 2—
33.4 20.0 1.0 60 40 185 e
33.4 20.0 0.8 60 40 70X J—
33.4 20.0 0.6 60 40 2% B—
33.4 21.7 0.8 65 35 72—
33.4 21.7 0.6 65 35 <Y S —
33.4 23.4 0.6 70 30 c1-3 J——
33.4 25.0 0.6 75 25 472 e
33.4 26.7 0.7 80 20 7 2% T —
33.4 26.7 0.6 80 20 73 —
33.4 28.4 0.6 85 15 582 e

Tabla 3.23
Tiempos de retencion de 4'OHFL en fase movil metanol/agua(HPACD). [HPBCD]agua = 14.0mM y
33.4mM. a = factor de separacion.
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HPBCD

[CD]agua [CD]f. movil FIUjO % tr / min (o
_ H.0 % MeOH
mM mM mL/min 2 2’0OHFL
334 20.0 1.0 60 40 229 e
FL
334 20.0 1.0 60 40 643 0 e
Tabla 3.24

Tiempos de retencibn de 2'OHFL y FL en fase mévil metanol/agua(HPACD).
[HPBCD]agua = 33.4mM. a = factor de separacion.

A partir de la Tabla 3.23 se puede observar que nuevamente a flujo y
concentracion constante de HPBCD, los tiempos de retencién aumentan al aumentar la
proporcién de agua en la fase mavil.

Por otra parte, las razones entre constantes de asociacién, Ka'/Ka?,
obtenidas por RMN indican que la separacidn enantiomérica usando HPBCD debiera
haber ocurrido, ya que por ejemplo, el complejo 4OHFL/HPBCD presenta valores de
razén de alrededor de 1.3. Sin embargo, la separacién no ocurre. Esto es evidencia de
que la separacién mediante HPLC no solo depende de esta razon, sino que también de
los valores de las Ka. Esto se plantea debido a que la 4'OHFL si presenta separacién
al inyectarse en presencia de la DMBCD, ciclodextrina con la que posee una razén de
alrededor de 1.05, valor que es bastante inferior al 1.3 obtenido para los complejos
4'OHFL/HPBCD. En contraste, los complejos 4 OHFL/DMBCD poseen Ka de alrededor
de 8 x 10> M a 25, mientras que los complejos 4OHFL/HP BCD poseen valores de
Ka de alrededor de 2.7 x 10° M a 25<.

Otra evidencia de que los valores de las Ka son importantes al

momento de intentar separar mediante HPLC la muestra el comportamiento de la FL.
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Esta flavanona no se separa mediante HPLC y presenta valores de Ka'/Ka® de
alrededor de 1.2 al formar complejos con la DMBCD, donde sus valores de Ka son de
alrededor de 5 x 10> M. Por otra parte, cuando se inyecta la 4OHFL si hay separacion
enantiomérica al usar la DMBCD en la fase mdvil, donde este complejo,
4'0OHFL/DMBCD, presenta valores de razén de alrededor de 1.05 y valores de Ka de
alrededor de 8 x 10° M™%,

Por lo tanto, de los resultados obtenidos se puede concluir que para
predecir una efectiva diferenciacion mediante HPLC no solo se requiere de razones
entre constantes de asociacion de al menos 1.05, sino que también de valores de Ka

de al menos 8 x 102 M™.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES



En este trabajo se ha demostrado que las moléculas (z)-flavanona,
(¥)-4'-hidroxiflavanona y (z)-2'-hidroxiflavanona se incluyen en las ciclodextrinas nativa,
DMBCD y HPBCD.

Debido a que la mayoria de los complejos presentaron diferenciacion
enantiomérica a través de RMN, fue posible el estudio independiente de los complejos
diasteroisoméricos formados, obteniéndose su estequiometria, constantes de
asociacion y termodinamica, donde la estequiometria para todos los complejos es de
1:1.

En cuanto a las constantes de asociacion, su tendencia fue a la
disminucion con la temperatura. Destaca que los complejos formados por la BCD son
los que presentan menores constantes de asociacion y por el contrario, los formados
por la DMBCD, son los que presentan las mayores.

A partir de la termodindmica de los complejos, se puede concluir que
el proceso de inclusién es un fenémeno complejo y que involucra varios tipos de
interacciones que cooperan mutuamente para que el complejo pueda formarse, donde
ninguna fuerza es por si sola suficiente como para dar lugar a la formacion de dichos
complejos. Sin embargo, y en base a los resultados termodindmicos, se ha propuesto
que las interacciones de Van der Waals son las que mas contribuyen al proceso de
inclusion.

Adicionalmente, se determiné que la formacién de todos los complejos
es espontanea, donde todos ellos se forman mediante procesos exotérmicos y con
pérdida de entropia.

Para los complejos de este trabajo, se ha determinado que tanto las

contribuciones entélpicas como entrépicas aportan al fendmeno de discriminaciéon
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enantiomérica, esto cuando se trabaja a temperaturas cercanas a la ambiente.
Adicionalmente, se ha determinado que a temperaturas por debajo de la ambiente, son
las contribuciones entrépicas las que mas aportarian mas a la diferenciacion
enantiomérica, mientras que las contribuciones entalpicas son las que aportarian
mayoritariamente a temperaturas superiores a la ambiente.

A pesar de que los espectros 'H-RMN muestran diferenciacion
enantiomérica, en los espectros ROESY esto no es posible, y por lo tanto solo se
puede determinar la geometria de los complejos diasteroisoméricos en su conjunto, y
no por separado.

Las geometrias de inclusion de los complejos indican que no existe
una uUnica forma de inclusion, ya que mas de un complejo presentdé dos geometrias
diferentes. Es destacable que en la mayoria de los complejos la zona mas apolar de
las flavanonas queda orientada hacia el interior de la cavidad de las CDs.

Ademas de las geometrias de inclusion, es destacable el cambio en
las constantes de acoplamiento de los protones alifaticos de la 2'OHFL al incluirse en
las ciclodextrinas derivatizadas. Esto indica cambios conformacionales que, en
conjunto con las variaciones geométricas que presentan los complejos, podrian dar
lugar a la diferenciacion enantiomérica.

A partir de las geometrias y termodinamica de los complejos de
inclusion, se ha propuesto la presencia de puentes de hidrégeno, donde en algunos
casos estos se darian entre la flavanona y la ciclodextrina, y en otros casos entre la
flavanona y las moléculas de solvente que rodean al complejo.

A partir de los resultados obtenidos en HPLC, se puede observar que

la Unica ciclodextrina que permite la diferenciacion enantiomérica es la DMBCD.
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Ademas se ha podido concluir que la prediccion de la separacion enantiomérica
mediante esta técnica no solo requiere de obtener valores de razén entre constantes
de asociacion diferentes de 1 para un complejo dado, sino que ademas requiere de
valores de constantes de asociacién lo suficientemente grandes como para que una
cantidad adecuada de flavanona se incluya y por lo tanto la separacién sea efectiva.
Con estos resultados, se puede concluir que para al menos tener diferenciacion
enantiomérica en esta técnica, los valores de Ka'/Ka? y Ka deben ser de al menos 1.05

y 8 x10% M, respectivamente.
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