UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTC DE QUIMICA

COMPORTAMENTO DA SERIE HOMOLOGA DOS p-HIDROXI -
BENZOATOS DE ALQUILA EM SOLUGEO E SUA INTERAGAC
COM SISTEMAS BIOMIMETICOS. ' ’

WATSOM LOH, | /.r

Tese de Doutorado
Crientador : Pedro L. O. . Volpe

3 1992

T

BLIOTECA CeniRal |
£




ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A REDGEO FINAL DA TESE DEFENDIDA
POR WATSON LOH E APROVADA PELA COMISSEO JULGADORA NO DIA 28 DE

AGOSTO DE 198z,

COMPOSICARD DA COMISSAD JULGADORA

PROF. DR. PEDRO L. ©O. VOLPE (PRESIDENTED - IQ -~ UNICAMP
PROFA. DRA. MARIA ELISABETE D. ZANIQUELLI - DEPTO DE QUIMICA
- FECL - USP - RIBEIRAO PRETO

PROF. DR. FRANK H. QUINA - IQ — USFP —-SX0 PAULO

PROFA. DRA. NILCE <. MEIRELLES -~ DEPTC. BIORUIMICA - IB -
UNICAMP

PROF. DR. FRED Y. FUJIWARA — IQ — UNICAMP




Aos meus pals

William Cin memoriamd = Hilaria

Aoz meus irm3os

Stanley, Patrick e Marjorie
A Regina

cCom amor. ..




A degree s a first step down o
rulnous highway. You Jdon’t want to
waste i, so you go on to grodugis
work ond doctoral resecrch. You end
U c thorougoing i gnoramus on’
everything in the world, except for

one subdivisional sliver of nothing.

Issac Asimov, "The Dead Past", 1955

»

tortured daic confess to

>

anyvithing

F.M. Menger e M.J. Sherrod J. Chem.
Loe. Perkin Trans 2 1988, 158509



AGRADECIMENTOS

Ao Pe=dro Volpe, pela liberdade e confianga no trabalho, que
permitiram gque esta tese trilhasse varios caminhos, = pelo

interesse em prover as condlg¢fes necessarias para isto.

A profa. Yeda F. Dick, do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, pelo incentivo e

empurr3o iniclais.
Ao CNPg & & FAPESP (Proc. 89/3845—0), pelas bolsas concedidas

Ao Claudio Tonegutii, pelo interesss, sugestSes e inlmeras

discussfes sobre © trabalho.

Ao Paole Livotico, pelos célculos de AMl, HAMA3 = volumes de

van der Waals e pelas explicacBes e discussBes.

A professora MNilce . Meirelles, do Instituto de Biologia da
UNICAMP, p=la cessfo do laboratdrio 2 materais usados nos ensalos
hemolitico=s, =2 a Ligia pela incansiavel ajuda e pelas discussdes

aobre estes experimentos.

Aos colegas do laboratédrio de Biotermodinamica, Carmelita,
Carmen, Eloi, Ligia, Marcio e Tonegubtti, e aocs vizinhos do

laboratdério de Organometilicos, pela ajuda no dia-a—dia.

Aos revisores desta tese, Tonegutti, Ligia e Lolly, pelas

sugestdes 2 ajuda na tentativa de minimizar os meus erros...

Acs amigos do Instituto de Quimica, colegas, professores =

funcionarios, sem os quais teria sido bem mais dificil.




CURRICULUM VITAE

Nome : Watson Loh

Nascimento : 6 de margo de 1985, em Porto Alegre=, RS

ESTUDROS DE NIVEL SUPERIOR
Graduagcio Quimico Industrial, Instituto de Quimica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 1082 — 1088

P&s—Cr aduag3o : Douter em Ciégncias, Instituto de Quimica da

Universidade Estadual de Campinas, 1987 - 1002

EXPERIENCI A ACADEMICA
Monitoria II, Instituto de Quimica - Universidade Estadual de
Campinas, & meses, 1989

Curso : Fisico~Quimica Experimental

BOLSAS RECERIDAS
Bolsa de Mesiradeo |, CNPg, 1887 - 1989
Bolsa de Monitoria II, Univ. Estadual de Campinas, 1280

Bolsa de Doutorado, FAPESP, 1900 - 10092

SOCIEDADES CIENTIFICAS

Membro da Sociedsade Brasileira de Quimica, desds 1986

ATLVIDADES DE REPRESENTAGRO

Representante discente dos alunos de pdz-graduacfo no




Depar tamento de Fisico-Quimica, Inst. de Quimica, UNICLAMP,

199l -1992

COMUNI CACEES APRESEMNTADAS EM REUNISES CIENTIFICAS
13 comunica(;ﬁe»s. apresentadas em Congressos Nacionais

4 comunicagBes apresentadas em Congressos Internacionals

PUBLICACOES

“Study of the Micellar Effects on the Al kyl
p-Hydroxybenzoates Acid-Base Dissociation. II. On the Surface
Potential Role'", Watson Loh & Pedro L.O. Volpe, dtual. Fis. GQuimn
Org. 1989

"Partitioning of Substituted Phenols in CTAB Micelles. A
Group Contribuition Approach®, Claudio A. Tonegutti, Watson Loh e
Pedro L.OC. WVolpe, Atual. Fis. Quim. Org. 1991, no prelo

"In.teractian off Alkyl pr-Hydroxybenzoates with Micelles,
Evaluatin of Their Partition Coefficlients and Ionization
Constants", Watson Loh e Pedro L.0O Volpe, J. Colloid Interfaée
Sci. 1882, no pr=lo ‘

"Diffusion Coefficients of Aquecus Phenols Measured by the
Taylor Dispersion Technique., Evidence for Soluts Adsorption on the

Walls of the Teflon Tubing', Watson Loh, Claudio A, Tonegutti e

Pedro L.0O. Volpes, submetido ao J. Chem. Soc. F‘arczday Trans.



INDICE GERAL

1., Inmbrodug o .« o s r e e e e et e e e e e e e e s 1

1.1 RelagBes Quantitativas Estruturasdtividade (... .. 2

1.2 Sistemas Blomimélticos .. ... .. ... i, 3

1.3, MICELAS © vttt ettt e 7

1.4, Obietlivos . .. i i e e e e e e e e e e e e e 11

1.8, 0s p-Hidroxibenzoatos de Algquila ... ... ..., 12

B, Exparimental . .. s i e e i e e e e e e e e 17

2Z.1. Reagentes QUimicoS ..... .ttt 17

2 A Equl pamentos & L L s e i e e e e e e e e e e e i

3. Procedimentos, Resultados e DIiscussBO .. ..veeevnn.onaon =22

3.1. Estudo do Cemportamento de Parabsngs em ......

Solugio através da Determinacifo dos seus Coeficientes de .......

A A -1 22

3.1.1 O Método de Tavlor ... ...t iiennnnas &3

2.1.2., Peterminagio dos Coeficientes de .........

DEFUISEO « o o v oe et e et e e e e e e e e e e e e 25

3.1.2.1. Eztudo da Adsorcico dozs Parabens .....

sobre Tel l o ... e e e i e e i e e e e 31
3.1.2.2. Corregio dos Coeficientes de Difusio

pAra AdSOIGED & ot e e e e e e et e e e, e 33

3.1.3. Estimativas do ?olume Molecular dos ......

L oY - o T 40

3.1.3.1. CAlculo dos Raios de van der Waals .. 40
3.1.3.2. Estimativa dos Raios Hidrodinamicos . 42
3. 2. Interagico dos Parabens com Micelas

3.2.1. Incorporacio de Solutos em Micelas .... 54

3.2. 2 Determinagio dos Coeficientes de ..........
= el 0 I~ o i
3.2.3. Andlise. das VariagBies de Ensrgia Livre.. ..
de Transferénclia através das Contribuic®es de Grupo ........... &4

3.2.4. Efeit: dos Parabens sobre a c.m.c. do




3.3, lonizagio dos Parabens em Presenga de Micelas . BO

3.3.1. DeterminacZo do Efesito de Micelas ........

sobre o pKa Aparente dos Parabens ... .. .. 0 oo oo 85
3.3.2. Efeito de Aditivos sobre a Ionizagdo .....

doz Parabens com Micelas de CTAB .. .. ... . ool i . 93
2.4. Interagi3o dos Parabens com Polisgletrdlites, ......
Fritrdcitlos & LlpoSSomas . .. @ it it e e ot e it et e i it e itz
3.4.1. Efeito de Polieletrdlitos scbre o ........

Equilibrio de ITonizagdo dos Parabens ... .. . oo 112

' 3.4.2. Interagio dos Parabens com Eritrdécitos

............................................................. 118
3.4.2.1. Ensaios Hemoliticos ........ ... . ..., 119

3.4.2.2. Determinagdo do Coeficiente de
FParticio dos Parabens entre Agua e Membrana de Eritrdcitos .. 121

3.4.3 Efeito dos Parabens sobre a Transigdo

de Fase de LipoSSomas & . . it e s s ettt ettt ettt 122
T 0o i Lo A £ 1o ie8
S. BAbBLLIOGPATLA -t vo et e e e e 131

o= o o B O o 1485




INDICE DE FIGURAS

1.1. Modelo mosaico-fluido da membrana biolégica .......... 5

1.2. Representagioc do comportamentio de surfatantes em ......

SOlUGED ACUOSA & ittt e e e e e e e e e e &
1.3. Modelo de Gruen para micela de SDS ...t inen.. 9
1.4. Sec¢¥o tranversal de uma micela em A&gUa .. .o n e e 10
1.8, Estruldra quimica dos parabens .. ... ... 12
2.1, Egquipamento usado para os estudos de difusZSo ........ =0
3.1.1. Dispers3c do scoluto no método.de Taylor ........... =3
3.1.2. Coeficientes de difusZo aparentes e corrigidos .......

dos parab s . e e e e e e, 28
3.1.3. Perfil de concentrag¢fo tedrico em fungfo do tempo

nos experimentos de Taylor ... ... . e e e =9
3.1.4. Curvas de dispersZo experimentals ............0.... 30
3.1.5. Especiro de infravermelho do tubo de Teflon ... ... 32
3.1.6. Cingdtica de sorg3o de pentilperaben no tubo ....... =24
3.1.7. Isotermas de adsorgio dos parabsns no tubo ..... ... 358
3.1.8. Equagico de Stokes-Einstein para difus¥o em Agua ... ...

2 em solvenles organicos aproblicos .oy e e 47
3.1.8. EguagHo de Stok93mEinsteins.para difusSo em Alcools. . .

.............................................................. 43
3.1.10. Intervalos de ©5% de confianga para repressntacSo

dos dados de difusdo ... i e e e e 49
3.1.11. Intervalecs de 83% de confianca .........uuuueinnin 50
3.2.1. Espectro de absorgfo das formas neutra e anidénica.....

de propilparaben em dgua e com micelas de CTAB . ... ... 58
3.2.2 Absorbancia dos parabens com adigZo de CTAB ........ =
3.2.3. Linearizag3o dos resultades da figura 3.2.1 ....... &80
2.8.4. RelagB3o entre AtGE @ ALGH . . . . i e e T4
3.2.85. c.mc. de CTAB com adiglo dos parabens ............ 78

3.2.8. 1n k Cfig. 3.2.5 em funciEo do nimerc de Atomos .. ....

de carbono na cadeia alifitica dos parabens ........veweuen.. A:



3.3.1. Ionizagio dos parabens com CTAB, em &gua .......... 20
3.3.2. pKa aparente dos parabens com tamp3o, a 25°C ... .. 92
3.2.3. pKa aparente dos parabens com tampdo, a 35°C ... .. 23
3.3.4. Efeito de KBr sobre o pKa aparente .. .............. 59
3.3.5 Efeito de KF scobre o pKa aparente ... ... 0. 100
3.83.6. Efeito de p-tolusnossulfonato sobre o pKa aparente. ...
............................................................. 101
3.3.7. Efeito da adigio de CﬂzEOQ sobre o pKa aparente .. 102
3.3.8. Efeito de propancl sobre o pKa aparente .......... 103
3.3.9. pKa aparente de metilparaben com aditives ........ 104
3.3.10. pKa aparente de propilparaben com aditives ...... 105
3.3.11 . Efeito de dlcoois sobre o pKa aparente de ...........
propilparaben Cconcentragdo totald ... ... s 108
3.2.12. Efsito de 4lcoois sobre o pKa aparente de ... ... .. ..
propilparalyen (fragfo de alcool na micelad ... ... . 110

53.4.1. IonizacBo dos parabsns com PEI ... 0 oo 115
3. 4.2. Ensaios hemoliticoz com o5 parabens .. ......... ... 120
3.4.3. Termograma de DSC de lipossomas de DODAC em Agua . 1285
3.4.4. Termograma de DSC de lipossomas de DODAC em .. ... .....
sclugioe de pentilparaben e 126

3.4.58. Termograma de DSC de solugBo de DODAC & exc=sso ... ...
de pentilparaben .. ... i e e e e e e 1285




INDICE DE TABELAS

1.1, Surfatantes mals ulllizados e propriedades das suas

MECELAS + o v v ettt e e e e e e e e e 8
3.1.1. Coeficientes de difusioc aparentes e Lempos de ........
retencio dos parabens e e BT
3.1.2. Coeficientes de difusZo corrigidos, fatores de .......
capacidade £ raios hidrodindmicos dos parabens ............... 39
3.1.3. Estimativas dos raiozs de van der Waals dos parabens
............................................................... 41
3.1.4. Parametlros de assimelria para duas conformacBes . ... ..
Aos. PArallSIIsS L L . . e e e e e e e e e e e e e 44
3.2.1. Cosficientes de particio das formas neutra £ .........
anidnica dos parabens 2m micelas de CTAE ... it i i it s v v nss Bl
3.2.2. Contribuigles de grupo para AtG de compostos .. .......
aromdtlicos pPara MLcel as . .. . i i i et e e e e et e e e e e e e a]a]
3.2.3. Parénetros tedricos para séries de aromaticos ... .. 70
3.3.1. pKa e pKa aparentes dos parabens com micelas . . .... 37
3.3.2. Comparagic de pKa aparente em melo tamponado e (... ...
medido usando elebtrodo de VAALG .t .. 88
3.3.3. Coeficlentes de particio calculados e constantes de
Lroca LONLCa ... e e e e e e e e e e e e e 93
2.3.4. Interagio de &nions com micelas de CTAB .. ....... 108
A l. Cosficientes de difusio em agua = volumes dg van der
Waals dos solutos . ... ... .. . e e . e 145
A 2. Coesficlentes de difusio em solventes organicos . ........
apréticos & volumes de van der Waals dos solutos o000 ... 148

A 3. Cosficientes de difuzZe sm dlcoois = volumes de van

der Waals dos Solubos . e e e e e e e e e e e e e e e e 150



RESUMO

Comportamento da Série HomSloga dos p-Hidroxibenzoatos de

Alguila em Solugldo e sua Interag®o com Sistemas Biomiméiicos

Foram determinados os coeficientes de partigio das formas
neutra e anidnica de metil a pentilparaben em micelas de CT;&B, a
185, 25 e 35°C. Os valores de AG para esta interaglo foram
decompostos em contribuig@es hidrofdbica, da estrutura base e
eletrostitica. Foram medidos os pKa aparentes dos parabsns <com
micelas <= CTAB, SDS e Genapol. Verificou-se gque nicslas
catidnicas, CTAB, aumaniam a ionizagio, enquanto micelas
anidnicas, SDE, & ndo idnicas, Genapol, ié4m um efeito oposto. Os
valores de pKa sxperimentais s::c:m:orcié.m bem com os <calculados
através do modelo de troca idnica de pseudofase e usando os
co=ficientes de partigio determinados. © estudo do efeito de

aditivos sobre o ApKa causado pelas micelas de CTAB lavou a

seguinte ordem de efetividade para Snions @ p-toluenossulfonato >
=0 “2 > Br NOa- > €17 > F . O Genapol causou uma inibigHo do
efeito do CTAB sobre a ionizag8o mailor do gus os anions. A

influéncia de alcoois, etancl a butanol, pode ser atribuide a =seu
efeito =obre a estrutura do sol vente. A adicHo d= um
polieletrdlito, polistilencimina, também aumenta a ionizagfo dos
parabens, mas este efeito nFo tem cardater hidrofdbico,.

Os co=ficlientes de difusico foram medidos pelc método  de
Taylor, em Agua, sclugfo 5 mM de NaOH e misturas agua-setanol. Foi
observado wum aumento andmalo destes wvalores ao longo da saérie
homdleoga, gue diminuia com a adigBo de NaOH ¢ etansl. Este desvio
foi atribuido & adsorgdo dos parabens sobre o tubo de Teflon, o
que fol confirmado por experimentos de adsorgfo. Os resultiados
foram corrigidos usande a equacio de Golay para cromatografia
capilar.

A interagZo com uma membrana biologica fol estudada atraves
do =feito dos parabens scobre a hemdlise hipotédnica de eritrdcitos
de rato. Obzervou-se um eefesito protetor, gque aumenta com a
hidrofobicidade dos parabens, do mesmo modo que os coeficientes de

particio em membranas de eritrdcitos,



ABSTRACT

Selution Behavior of the Homologous Series of Alkyl
p-Hydroxybenzoates and their Interaction with Biomimetic Systems

The partition coefficients of the neutral and anionic species
of methyl Lo pentylparaben into CTABR micelles were determiﬁed at
18, 25 and 35° C. The AG values for the transfer to micelles were
anal ysed according to hydrophobic, pafent " structure and
electrostatic contributions. The apparent pKa wvaluss with CTAB,
SDS and Genapol micelles were also determined. These resulis
confirm that catiocnic, CTAB, micelles increase the paraben
ionizatiomn, while anionic, SDS, and nonionic, GCenapol, micelles
have an opposite effect. The experimental pka values agrea wall
with those calculated using the partition coefficients and the
pseudophase lon-exchange model. The determinabtion of the additives
effect on the micelle-promoted parabens ionization increase lead
to the following order of anion effectivity: p-toluenssulfonate >
so,” > Br & NO,” > €17 > F . Genapol inhibition of the CTAB
effects are larger than the one observed for anions. The alcohols
influance, from =thanol Lo butanel., can be mainly atributted Lo
their effects on the sclvent structure. The addition of a
polyelectrolyte, polyethyleneimine, alse increases tLhe parabens
ionization, but its effect does not have a hydrophobic nature.

The parabens diffusion coefficients were measured using the
Taylor technique ig water, NaOH 5 mM agueocus solution and water -
ethanol mixtures. The anomalous increase oﬁserved for these valuoes
along the series was ascribed to the paraben adsorption on tLthe
Teflon tubing walls, and decreases with the ethanol and NaOH
addition. This hydrophobic adsorption was confirmed by batch
experiments. The diffusion coefficients were corrected using the
Colay’s expression for capillary chromatography.

The parabens interaction with a bivlogical mombrane was
studied by determining their influence on the hypotonic hemol ysis
of rat erythoreytes. It was observed that these compounds decrease
the hemol ysis, this effect increasing with the paraben

hydrophobicity as well as the parabens partition coefficients into

the membranes.



" 1. INTRODUGZO

Processos complexos como os gue ocorrem nos organismos vivos
s¥o geralmente estudados sob diferentes enfoques e nivels de
profundidads, levando, consequentemente, a diferentes tipoé de
respostas. Por exemplo, a ag®o de um determinado medicamento em
seres humanos pode ser estudada por um pesqulsador da area médica
em termos da resposta causada por uma dose aplicada na melhora ou
piora do guadro clinico do paciente. B bLambém possivel estudar-se
este nedicamento incubando-o com um determinado tipo de célula
cu tecide vivo de modo a que sejam acompanhadas as nmodificagBes
causadas em alguma propriedade de interesse nagquele sistema vivo.
Em outro nivel, pode-se sstudar a interaglo desta droga com alguma
estrutura =intstica gue possua cerbas propriedades basicas em
comum com o sistema bloldgico em estudo, de modo a gque S posSsEa,
separadanentse, observar um determinado tipo de interag¢fo. Existem,
ainda, estudos tedricos a partir das estruturas quimicas da droga
e do receplor bioldégico, scu anidlogos mals simples de ambos, com ©
objetivo de simular esta interag®o com detalhes em nivel

molecular.

Como podemoz observar pelo exemplo acima, A& medida em que o
sistema mais complexo £ simplificado, o estudo pode ser conduzido -
de maneira mais controlada = com maior profundidade em algum ponto
especifico do processo de interag3o. Neste caso, entretanto,
aumenta a distincla em relagfo ao sistema vivoe gque motivou o©
estudoe. Por estes motivos, atualmente, um determinado processo
plolégico & estudado, sob aspectos diferentez, mas complementares,
por profissionals de Areas tE¥o  distintas come medicina,
farmacologia, quimica organica, fisico-guimica e guimica tedrica,

por exemplo.




1.1. Relag@®es Quantitativas Estruturasadtividade - GSAR

A partir dos resultados obtidos nos estudos com sistemas mals
simples, a transposi¢fo das propriedades dos compostos em estudo
para seu comportamento em slstemas mals complexos £ f=ita com o
auxilio das chamadas relagcSes guantitativas entre estrutu}a =]
atividade, mais conhscidas pela =slgla em inglés QSAR -
"Quantitative Structure-8ctivity Relationships™.

0O estudo destas relagBes teve inicio com © modelo proposto
por Hansch & colaboradores 1 que, a partir de anilises
probabilisticas para transporte de drogas através de membranas

bioldgicas, chegaram & ssguinte relaglo
log €183 = -k (log P>% + ko Clog P + po + k*° £1.11

onde C € a concentragfo de droga capaz de causar una determinada
resposta bloldgica, por exemplo, LI%G Cdoze letal para 50 % dos
individuosd ou MIC Ccoconeentragfo inibitdria minimsd. Por este
motivo, gquanto menor €, mals ativa a droga. A grandeza laog C1-C3 &
comumente chamada de resposta bioldgica. Alnda na squagis 1.1, P
representa o coaficlienie de partigio no sistema Aguasoctansl, o &
a constants de Hammelt para efeitos eletrdnicos de substituintes =
k, k', k’'" = p =30 os coeficientes de regressZo para o ajuste da

equagi o,

Partindo do mesmo Ltipo de analise, Kubinyi e propds o modelo

bilinear, de expressio geral
log (17C0 = a log P - b log (B P + 12 + < {1.21]

onde a, b, 7 & ¢ sZo coeficiantes derivados do ajuste nEo linear
da equagio. Outro iLtipo de andlise & a do modelo matematice de
Free-¥ilson 3, que conzgidera as contribulc®ies individuals deos

grupos substituintes de uma estrutura-base.



Outras propriedades das drogas tém sido usadas neste tipo de

modelos, além de log P, ¢ de Hammet ou contribuigfes de grupo,
citados acima. Um destes modelos ¢ o desenvolvido por Taft e
colaboradoras 4. Sua forma geral &

H H

+a T o +bz ol +1l leg LY

[1.3]

log SP = ¢ + r. B, + s 7,

= 24
ondsa Rz representa a refragfo molar de &xcesS80, g B uUma nova

escala de polarizabilidadesdipolaridade do soluto, mzﬂ & ﬁzn =20,

respectivamente, parametros relacionados com 2 acidez e basicidade
do solute na formagBo de pontes de hidrogénio e L & o
coefirciente de partigfo do solute da fase gasosa para a fase do
hexadegrcano « ¢, r, 8, 2, b = 1 =s3o as constantes resultantes do
ajuste da squagfo. A propriedade medida ¢ 5P, e este modelo ja foi
aplicado a estudos de solubilidade em adgua ou solventes apolaress;
retengdo cromatmgréfica 6 , de solubilidade em sangus e tecidos

bicldgicos v =3 0
1.7, Sistemas Blomindilcos

Devido & possibilidade de utilizar relagBes do tipo RISAR para
axtrapolar comportamentos pars sistemas mals complesxos, o estudo
de sistemas-—modslo vem sendo bastante difundido. Estes slstemas,
bem mals simples, reprodutiveis ¢ de proprisdades mais controladas
e melhor determinadas, 3$Zo genericamente denomlinados sistemas
bhiomi méticos. Entre alguns exemnplos de esstudos envelvendo estes

sistemas, citamos os sstudos

~ de transferéncia de carga em sistemas bicldédgicos utilizando
complexos metilicos ligados por cadelas de peptideocs 8;

de interacio de complexos metilicos com oxigénio molecular e
sua relaclfc com © transporte de oxigénio pela hemoglobina no
processo de resplragdo g;

~gobre sistemas auto-replicantes e sSua relagdo com oS




processos de origem da vida 10;

- com a utilizagio de sistemas—modelo para processos

envolvendo as membranas bioldglicas 11 .

As membranas bioldgicas tém o papel de compartimentalizar os
constituintes das células permitindo a passagem seletiva de
metabslitos e nubrientes para denbro ou para fora., Az membranas
s%0 compostas majoritariamente por lipidios e protetinas e, enm
menor parte, por glicidios. Os lipidios =8o compostos de duas
cadelas longas de hidrocarbonetos, podendo apresentar
inzaturacBes. Eles diferem quanto ao grupo hidrofilico e os mals
comuns s®o @ fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidileta-
nolamina, entre outros. Os dois primeiros grupos tém
caracteristicas anfipréticas apresentando um grupe fosfato = um
grupo amina, e o Ultimo, além destes dois grupos, possul um grupo
carboxilato. A pressnca de lnsatura¢d@es na cadela carbdnica impsde
a formacfo de reglies com arranjos cristalinos na estrutura da
membrana. Desta maneira, ela permanece flulda e deformavel, n3o
sendo observada nenhuma transig&o de Tase nas condi ghes

fizioldgicas

Enquanto ety lipidios tém um papel predomi nantemante
gstrutural, as proteinas =80 responsavels pelas funges
especializadas da membrana. De acordo com a sua leocalizago, podem
ser divididas em intrinsecas C(ou integrais) e extrinsecas (ou’
periféricasd. A distribuicZo dos lipidies e proteinas entre as
camadas interna e externa da membrana ¢ assimétrica. Além disto, a
interagio de uma parte dos lipidoz com as proteinas intrinsscas
faz com que estes apressntem propriedades diferenciadas como menor

mobilidade, suscetipilidade a atague por enzimas etc 13.

Estas caracteristicas das membranas bioldgicas foram
resumidas no modelo 'de mosalco fluido, proposto por Singer £
Nicholscon 14. Segundo ezte models, que € representado na figura
1.1, as membranas podem ser consideradas solugBes bidimensionais
de proteinas em um solvente composto pelos lipidios, organizados

segundo um arranjo em dupla camada.




Entre oz sistemas membranomiméticos mals utilizados, os mals
simples sZo os sistemas bifidsicos Aguarssolvente apolar. Enire os
solventes  ©rganicos, s3o utilizados hewano 15 , hewxadecano S s

16,17

octanol entre cutros. Destes, © mals utilizado ¢ o octanol.

Este solvente, apesar de sua natureza menos apolar, tem capacidade
de solubilizar uma certa guantidade de adgua - a frag®co molar de
dgua de saturagio a 25°¢ est4 entre 0,275 e 0,853 Caproximadamente
2 mol.dm o> 18. Eszstazs moléculas de Agua reproduzemn, de certo modo,
as molécul as de agua gue hidratam os grupos polares e idnicos dos

constitulntes da membrana.
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Figura 1.1. Modelo mosaico-fluide, proposto por Singer e

Nicholson para representar a membrana biocldégica. Adaptado da ref.
14

Entretanto, estes sistemas bifisicos s3c lsotrépicos, e nZo
PO iem uma estrutura organizada COmo a das membranas,
representada na figura 1.1. A=zsim, o sistema Agua~-occtanol pods ser
considerado um modelo adequado para reproduzir interag@es nio

especificas, como por exemplo a hidrofdébica, mas um modeslo pobre




quando occorrem  interag@es ezpecifilcas 19. Devids & eztas
caracteristicas, © si stema Agua-socctanol vem sendo utilizado como
padrZo para determinag@es de hi drofobicidade de compostos com
atividade bioldgica, existindo atualmente um banco de dados que
armazena valores de coeficientes de partig@o de varlios compostos

neste sistema, sediado no Pomona College, California, EUA.

Devido a estas limitagBes dos solventes organicos, sistemas
um pouco malis complexces vém sendo utilizades., Um dos mais simples,
& o formado por monocamadas de surfatantes formadas em interfaces
solugBosar ou solugBorssolido ao. 0 primeiro caso & repreasentado
eaquematicamente na figura 1.2a. A concentragBes malores de
csurfatante, estas moléculas comegam a se organizar em agregados
estiavels, de tamanho definide, chamados micelas. Estes agregados
=%o representados genericamente na figui*a 1.2 e, em mnalores

detal hes, dsscritos na seclo 1.3

& AnARp

it 4 C;."m.c..> txﬁ 1‘o

= = VR

& Ay

>  Tnesofases

Figura 1.2. Representagfo esquemitica do comportamento de

surfatantes em solucfo aguosa, com o aumento da concentracio

Outros sistemas, com caracteristicas ainda mais prdxdmas das
membranas bioldgicas, s¥o os formados pela organizagio de
surfatantes, geralmente com dupla cadeia hidrofdblica, em bicamadas
21. Estes sistemas apresentam a vantagem de apresentar uma mals

estrutura semelhante & da membrana blolégica separando duas




regliBes de solugio, permitindo realizar estudoes de transferdéncla
através da bicamada. Entre estes sistemas, citamos as BLM, “Black
Lipid Membranes", e os lipossomas uni e multilamelares. 0 livro de
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J. H. Fendler, "Membrane Mimetic Chemistry™ =, descreve ainda

outros sistemas utilizados com sste propdsito.

Mals recentemente, Abe e colaboradores €8, 23 observaram uma
correlac¥e entre a atividade blogueadora de impulsos nervosos
causada por anestésicos locals com a adsorgBo destes compostos
zobre carvZo ativo., Eles propSem gque este sistema seja utilizado
principal menite para o caso de compostos idnicos, caso em que a
utilizagHo do sistema Agua~octanol  pode nfSo levar a  bons

resul tados .

Neste s=@ntido, um estudo realizado em nosso grupo 4, mostrou
que existe uma boa correlagfoc entre a atividade bactericida dos
m-alcoxifendlis com a sua adsorbabilidade sobre carv3o ativo, assim
como com a incorporacic destes compostos em micelas. Esta
correlagBo foi atribuida ao papel fundamental desempenhado pelo
efeito hidrofdbico nestes processos, mals do que devido a

semelhancas entre os sistemas-modelo e o sistema bicldgico.

1.3, Hicelas

De acordo com o tipo de surfatante gque as compBe, as micelas
podem ser divididas em ecatidnicas, anidnicas, nEo idnicas ou
zwitteridnicas®”. Em solvente apolar o= surfatantes se corganizam
de modo a minimizar os contatos enire os grupos apolares € ©
sol vente, formando as micelas normais. Em solugBes com solvenites
apolares, a organizacfo se da de modo oposto, formandeo as chamadas
mmicelas inversas ou reversas. Alguns exemplos de surfatantes e

algumas propriedades das micelas normais por eles formadas s3o
fornecidos na Tabela 1.1.

A concentragio a partir da qual as micelas comsgam a @ se




formar & . 1uma caracteristica de cada sistema surfatantessolvente,

dos aditivos presenteé e da temperatura e pressHo. Esta
concentracio £ denominada concentrag¢io micelar critica, c.mc., &
esta diretamente relacionadsa com a establilidade da micela, através
25
de
AG =R TIn comc, [1.41

f mic

Tabela 1.1. Surfatantes mais utilizados e propriedades das
micelas formadas, em &gua = a ESOC yoom dados retiradeos da ref 26,

exceto quando oulras condig@es sio especificadas.

tipo surfatante c.m. . CMD N ® ab
catidnico brometo de hesxa-— g,2 x 1074 &1 o, 20°
ciltrimetil amd—-
nio — CTAB
cloreto de hexa- 8,0 x 107 95 0,31
decilpiridinio
CPCl
aniénico dodecilsulfato 8,1 % 1072 &2 0,21
de sdédio — SDE
dodecanoato de 2,4 % 10”2 56 o, 35
sadio
. d -4 f
naEo Triton X100 3,0 % 10 143 O
idnicos Brij 35° 5,5 x 1077 40 o
vzwitter - dodecil— N,N - 3,0 x 1072 55 o
idnicos" dimetil amdénio-S—
propanc—l-sulfo-
nato

a) ndmero de agregag¢io médio, bd grau de dissocliagfio, <) ref. 27,
dd) octilfenil-{(89,8)polioxietilenc, =23 dodecil-{23Dpolioxietileno,
> ref. 28. ' ‘

As micelas sZ%o agregados dinadmicos, caracterizados por dols




tempos de relaxagifo digtintoes: um, asscociado & entrada o saida de
mondmeros da micela, gque ocorre na escala de microssegundos; e

outro, atribuido ac processo de formagfo e ruptura das micelas, na
29

escala de milissegundos

A estr'ut-ur“a das micelas ainda ¢ motive de discuss3o 30.
Varios mod=los foram propostos para sxpllcar as praprieéﬂades
observadas 31-33 ou como consegudncias de estudos tedricos 34, 36.
¢ modelo malis wutilizado estd representado na figura 1.4. De
maneira geral, as micelas podem ser divididas em trés regies
distintas. Esta ¢ uma divisSo um tanto arbitraria, uma vez gue
exizste una certa rugosidade nas superficies de contats sntre estas
ragiBes. Assim, esta divisio s serda utilizada com o cobjetive de

introduzir algumss das propriedades destes sistemas. 0 interior da

micela & uma regifo mais flulda, na qual oz Atomos ou fragmentos
36

da cadeia hidrofdbica do surfatante aprezsentam mais mobilidade

com pouca oU neEnhuma presenga de dgua 57 e polaridade préxima a de

hidrocarbonstos lliguidos,

Figura 1.3. Modelo proposto por Gruen para uma mlicela de S0S
em Adgua. Adaptadso da ref. 34



A reglio interfacial, composta pelos Atomozs de carbono mails
proximos do grupo polar, compreende a maior frac%o volumétrica da

micela. Esta ¢ uma regifo mals ordenada 6. com majior presenga de

Agua 87 e de maior polaridade » apresentande uma constante

dieldirica efetiva ao redor de 30 38. Este wvaler de rconstante
dielétrica ¢ bem préxime do reportade para moléculas de Agua
fortemente orientadas sobre uma superficie carregada 39_ E nesta

regifio gqus encontra-se solubilizada a maioria dos solutos.

A superficie micelar ¢ composta pelos grupos  polares
solvatados e seus contra—ions, no caso de micelas idnicas. Neste
ultimo caso, a dissociac¥o destes grupos, caracterizada por um
grau de dissoclag¢Bo, o, entre 0,1 e 0,4 %0, faz com que esta

regifio esteja suleita a um potencial eletrostatico, yw, com valores

usualment s entre 100 e 150 my 41. Cs contra—ions livres

distribusm—=se, radialmente, a partir da superficie micelar

conforme descrito pela teoria de Gouy-Chapman 40. Estes detalhes

podem ser melhor visualizados na figura 1.4.

NUCLEO (20-30R)

REGIRO DE STERN {POUCOS A)
[}

N_ e ©°, T ————— DUPLA CAMADA DIFUSA
.~ ol (DIVERSAS CENTENAS )

T

Figura 1.4. RepresentacSo da Begdo transversal de uma micela

em Agua

Devido a suas proprisdades peculiares, além de sua ubilizacB3o

como modelo de membranas biolégicas, as micelas vém apresentando
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outras aplicagBes em diversos ramos da Quimlieca o Arwas correlatas.

Entre estas, citamos:

~ aplicagio am quimica analitica com o objelivo de aumentar
sensibilidade, redugio = ) interferéncia em detecgio por
espectrofotometria de absorgio ou emlssio 48_44;

- uso em cromatografia liquida parz aumentar a resoclugdo na
saparagioc de compostos bastante semslhantes™ )

- wptilizagio como agente solubllizante para compostos pouco
soltveis, especialmente farmacos

- utilizagTo em estudos fotofisicos para estabilizar espédclies
instaveis ou diminulr a formag3o de agregados, devido a suas
prepriedades de compartimentallzagio 47,48;
~ aplicag8o =m sintese orginica, de modo a crlar centros

assimétricos utilizando micelas formadas por surfatante quiraiség

i.4. Objetivos

O objetive central desta tese ¢ o de investigar algumas das
etapas envolvidas no processo de inieragé“o de composztcs com
atividade binldégica com =istemas biomiméticos. A Tamilia de
compostos escolhidos para este estudo fol a série homdloga dos
p-hidroxi benzoatos de alquila, comumente chamados parabens. Ezstes
compostos, mostrados na figura 1.5, sZ%c largamente utilizados como
agentes preservativos. Alem disto, possusm em sua estrutura
quimica caracteristicas gue possibilitam obter infornacBes scobre

processos especificos de interag3o :

- através do grupo hidroxila fenélicé, que lhes confere
caracteristicas de Acido fraco, estudar o efeito dos sistemas
biomimétlcos sobre o equilibric dcido—base dos parabens;

- a interagZo, atrawveés do 'anel aromatico, com grrupos
especificos do receptor, por exemplo cations améhio;

- a possibilidade, devido & disponibilidade de wuma série

homdlega, de avaliar separadamente a contribuigfio hidrofdbica para

11



os processos de interagdo.

Os processos biolégicos que envolvem este tipo de compostos
incluem a solubllizag®o da droga, sua transferéncla através da
membrana bilioldgica e sua interagXo com o© recepior. Por este
motive, estudaremos o comportamento destes compostos em solugio e
sua interagio com sistemas organizados, desde sistemas
biomiméticos mais simples, como micelas e polieletrdlitos, até
sictemas Dbicidgicos como eritrdclitos. Estes processos sSerdo
analisados de acordo com as contribulg@ies de cada uma das

interagiBes especificas descritas acima.

ﬁ—*O—-( CH2,5—6H3

O
h = 0."32,;-'

Figura 1.5. Estrutura quimica dos parabens

1.5. Oz p-Hidroxibenzoatos de Algulla

s parabens estZo entre os aditivos mals wutili zados comno
agentes preservatlivoes, fungicidas es/ou bactericidas, am
formul agBes e cosméticos e alimentos 50. Hos Estadoz Unidos, eles
eZe os (nicos compostos fendlicos liberados para utilizagio em
alimentos, podends ser adicionados atg um limite de 0,1% 51, 52“
Fles =Fo ubilizados nos mais variados Lipos de alimentos, como
margarinas, dueljos, bebidas, pIes 53 y ® cosméticos, como cremes,

wampus ebc.
Além de sua baixa toxicidade, o© seu espasctro de ag3o &

bastante amplo. Quanto a sua aplicagfo, ja foi descrita atividade

destes compostos contra microorganismos de facil incidéncia, como
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por exemplo oz fungos depergillus niger = Coandidae albicans,
bactérias como Lscherichia colil, Staphylococus aqureus, Salmonella

typht e Clostridium botul inumo1r 90 54,55

Entre alguns dos produtos normalmente comerciallizados e gque
contém os pEarabens como agentes preservativos, clitamos : xampus,
condicionadores de cabelo, cremes  hidratantes, or oduto‘s; de
macul agem, cremes desodorantes, creme dental, géls. fixadorss para

cabslo, protetores solarss stc,

Baseados em sstudos microblioldglicos com sais de potissio dos
parabens, Mizuba e Shelkh 58 propuseram gque a forma l1onlizada
apresenta um espectiro de atividade mals amplo contra A, niger & B
tipos de bactérias do que a forma neutra. Por outro lado, Joy e
Cutler S7 reallizaram um estudo de pernmeagcio dos Aclidos benzdleco =
salicilico airavées da membrana de eriirdcitos humano em fungdo do

pH mostrando gue somente a forma nio ionizada penetra na membrana.

Entretanto, estes estudos poedem n¥o estar em ccniradigﬁc, uma
vaz gue o mecanismo proposto para aglo de bactericldas femcfnlicogss
assume | U= a interacio principal CCOrTre na membrana
cltoplasmatica., Eklund 58 observou que o3 parabens diminufam a
diferenca de pH ao através da membrana de £, coli. Isto concorda
com os resultados obiidos por Furr = Russel 60 que Iindicam gqus os
parabens aumentavam a permeabllidade das membranas observada a-
aprtir da liberagfco de material intracelular., EBklund 61 também
verificou gue, paralelamente & inibi¢lo do crescimento de E. coli
pelos parabans, estes compostos diminuiam o consumo de amlnoacidos
2 glicose. Aleém disto, Nes e Eklund 62 relataram gus ecsctes
compostos lniblam a sintese de DNA e RENA por bactérias. A agio dos
parabens parabens sobre © mecanizmo de transporte celular através
das membranas também fol proposta a partir de um estudo dos seus

orpitais moleculareé'de fronteira 63.

Foi obser vad051 » 54,55 que a atividade biocida destes
compostos aumenta com o Ltamanho da cadelsa de hidrocarboneto destes

ésteres, Lendo sido detectado, em alguns casos, um maximo de
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atividade para homélogos intermediarios. A atividadse destes
compostos contra €. botulinum, por exemploS4, ¢ mixima para os
compostos com cadelia entre 11 e 12 Atomos de carbono. Também foram
observadas tenddncias semelhantes para outras propriedades dos
parabens. O ponto de fusSo e a solubllidade em hexano apresentam,
respecti vamente, um maximo e um minimo para os homdlogos heptil e
hexilpar aben 6&. Entretanto, este mesmo comportamento n¥o ol
observade para a solubilidade em dgua e dngulo de contato destes
compostos com égua64. O fato de nZo ser observada correl acio entre
as solubilidades dos parabens e seus pontos de fusSo indica que o
fator determinants para este comportamento das CUrvas de
solubilidade destes compostos & o seu estado em soiugSO.

Beszer = colaboradores 65 s baseados em medl das de
solubilidade dos parabens em 4gua, etanol, octanol e hexano,
observaram gue Ascl® apresenta um maior incremento por  grupo
metileno até o© hexilparaben, com uma variagioc menor para o=
homél ogos maiores. E=zte comportamento fol atribuido a3
possibilidade de mudangas conformacionais nos homél ogos mal ores,
de modo a se acomodarem melhor na estrutura do solvente, causandeo
uma menor perturbacBe para cada grupo metlleno acrescentado. As
entalpias  de solugfo destes compostos tambd#m apresentam  um

comportamento irregular com o aumento da cadeia alquilica.

A grande aplicabilidade dos parabens também motivou uma série!
de estudos de permeagfo através de membranas naturais =

sintéticas. Twist = Zatr 68, 87

relataram estudos de permeasio dos
parabens através de membranas de polidimetilsilexano. Seus
resul tados mostraram 66 que o logaritmo do coeficiente de particio
dos parabens entre a fase aquosa e a membrana sintética aum=nta
com © numero de 4dlomos de carbono na cadeia de hidrocarbonetos,
enguanto a difusividade através da membrana diminui. Outro estudo
dos mesmos autores 57, mostrou que a permeacfo através da membrana
sintética € maior em solugBes de Alcoois, com valor maselmo para o
butanol, do que em solugBes agquosas ou em pressenga de glicdis,
Este comportamneto fol atribufdo a maior interac%o do solvente com

a membrana.
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Komatsu e colaboradores 68-71 estudaram a absorg¢8o de

butilparaben em de pele de cobaias ("guinea pig") na presenga de

micelas e lipossomas. A adlg¥c de micelas nZo ldnicas )
polietilenaglicol reduziug a guanti dade de butllparaben
88, 69

absorvida Oz estudos com lipossomas indicaram que somsnte o
soluto livre penetrava na pele?i e que o padrio de distribul¢fo do
paraben no <orpo do animal permanece inalt&rado?c. Eles observaram
ainda?o que a encapsulagio do butilparaben em lipossoma reduzia
sua atividade blocida contra 8 tipos de fungos e bactérias na

mesma medida em que diminuia a guantidade de solubeo livre.

Existem btambém outros estudos sobre a interagfo dos parabens

72,73 estudaram a interagio

com micelas. Shimamoto e colaboradores
de metil e propilparaben com micelas n¥o idnicas com diferentes
nomeros de grupos oxietileno., A partir de medidas de deslocamentos
gquimicos por RMN e coeficiente de partigdo por ultrafiltragio,
eles propuseram a existéncia de dois sitios de solubilizagdo na
micela nEo idénica. O primeiro, de alta afinidade & baixa
capacidade, na interface entre a cadeia carbdnica e o grupo

polioxielileno; e o segundo, de menor afinidade e maior

capacidade, na regifio ocupada pelos grupos oxietileno.

A interag¥o dos parabens com os grupos oxietileno de
surfatantes ni¥o idénicos também fol proposta, por Goto «f al.74’?8.
a partir de medidas de coeficiente de partigBo ¢ dos deslocamentos
para o vermelho dos especiros eletrdnicos de absorgdo. Além disto,
sstes autores também observaram que os parabens provocam o
abaixamenteo do ponto de turbidez de solugBes destes surfatantes,
sendo © efelto mals pronunci ado para ety homdl ogos mais
hidrofdébl cos 75. Ezte efeito sobre a separagio de fase pode ser

atribuido a modificag®Bes causadas pelo paraben nas Interagdes

entre as cadeias de polioxiebtileno ou sobre a sua hidratag3o.

Este mesmo grupo estudou sistematicamente a interagdo de
parabens com micelas de SDS ?sm?g. Seus principais resultados

foram;
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- determninacfo dos coeficientes de partiglo do metll ao
butilparaben entre &dgua e micelas de SDS??;

-~ observacZo de correlag®o entre estes valores e o
abaixamento da ¢.m.c. do SDS preovocadoe pela interagBo com o
respectivo parjaben7?;

- diminuicia do volume micelar para o SDE, observado a
partir da variag3o de seus tLempos de retengio na cromtégrafila de
filtragio em gel, em oposigdo ao aumento de volume micelar
observado para micelas nZ3o irﬁnicas?e;

- deslocamento do Amax de abscorgiio dos parabens c:.cnm a
incorporaciEa na micela de SDS, atribuido a formagio de pontes de
hidrogénio com o grupo sulfato do surfatante 78 L=

- diminuicioe da interac¢fo dos solutos com az mlcelas de SDS

com a adig&o de Mall na concentragido de B0 mM ?g.

A interaclo dos parabens com micelas .também vem sendo
sistematicamente estudada por Shimizu =3 ITwatsuru. Eles
determinaram os coeficientes de par:t,ir;ﬁo do metil aoc butilparaben
em micelas de 3SDS, Tween 20 Cum surfante nio 1idnicel o CTAB
medinde o deslocamento dos espectiros sletrdnicos de absorgio dos
parabens com sua incorporasio nas micelas e sua dependéncia com a
temperatura 80-82. Ainda utilizando a variagfo dos espectroz de
absorgfo dos parabens causada pela interac3o com as micelas, eles
determinaram os valores de c.m ¢. de surfatantes n3o idnicos e de

micelas mistas compostas por surfatantes iénico e n3o iéni<:083_85.
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2. EXPERIMENTAL
2.1. Reagentes Quimicos

Os p—hidroxibenzoatos de alquila foram utilizados a partir de
amostras doadas pela MNipa Inc, gentilmente cedidas pelo Prof. A.E.
Beezer,com uma pureza atestada pelo fornecedor de 59,9%, | = foram
utilizados sem tratamento prévio. Durante tddos os experimentos,
em solugBo alcalina ou 4dcida, com ou sem micelas, nEo foi
detectado nenhum indicio de hidrélise do paraben, através do
aparecimento da banda de absorgio devida ao acids

phidréxibenzdlico.

A dgua utilizada em todos os experimentos foi bidestilada, em
aparelhagem de vidro, a partir de uma soluglo levemente alcalina
de KMnO,. O etanol utilizado como solvente, era p.a., Merck, 5%

em volume.

Os surfatantes utilizados foram :

- CTAB, brometo de hexadecilirimetilaménieo, Merck, p.a. Clote
331 KZ =2738342). Antes de ssrem usadas, as amostras foram
purificadas por, pelo menos, 3 recristalizagBss a partir de uma
mistura acetonasetanol, 1:1 em volume, £ mantidaz em desmsecador. A
sSUa Cc.m.e.  &m agua, a 25°¢, medida por condutividade, fol 9,2 x
10™* M, em boa concordincia com os valores da litsratura 11.

- S5, dodecilzulfato de sddio, Sigma, g9, fol usado sem
tratamento prévio.

- Genapol X-080, Ciszs COCHQCszs, fol doado pela Hoescht, o
usado como recebido. Sua c.m.c em Agua, a 25°¢, medida utilizando
fenol como sonda foi 2,1 x 10 M.

- DODAC, cloreto de dioctadecildimetilaménico, fol purificado
de uma amosira cesdida pela Herga Inddgstrias Quimicas, por
recristalizagio a partir de uma mistura etanol.acetona, conforme
procedimento descrito na literatura 86. Estas amostras Ja
purificadas foram gentilmente cedidas pela profa. Iolanda M.

Cuccovia.
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Os sals inorginicos wutilizadoes foram : cloreto de sddio,
Vetec, p.a.; cloreto &e potissio, Vetec, p.a.; sulfato de
potassio, MalinckrodtQuimis, p.a.; brometo de potissio, Ecibra,
p.a.; nitrato de potassio, Reagen, p.a.; fluoretlo de polassio,

KF.,2H,0, Ecibra, p.a.; biftalato de potidssio, Reagen, p.a..

0 p—tolusnossul fonato de potissio fol preparado porKLitulagga
do Acldo p-tolughossulfdnico, Carlo Erba, p.a., com KOH. O acido
bérice, Artlab, p.a., fol recristalizade a partir de solugdo
aquosa. O hidréxido de sddio fol Merck, p.a., @ a3 solugfes foram
padronizadas contra biftalato de potdssio. ¢ acido cloridrico fol
usado a partir de solucBes 37% em volums, Merck, p.a.. 0 Tris,

tris-hidroximetilaninometano, p.a. fol fornecido psla Reagen.

Os dlcoois wutilizados como aditivos nas medidas de pKa

aparente foram: etanol, Malinckrodt, p.a.; propancl, Carlo Erba,
p.a. e putanol, Ecira, p.a. . Estes foram sescos e purificados
87

conforme descrito anteriormente .

O polisletrslito polietilencimina, nome comercial Polymin P,
foi wutilizado a partir de uma soluglo agquosa B0OX em massa, da BDH
Chemical Ltd, cedlida palo Prof. I. Waddsd, Estas amostras
apresentavam um forte cheiro de hidréxido de amdénio. Fol realizada
uma tentatliva de borbulhamento de nitrogénio, para arrastar o
nidréxide de amdnio dizzolwido. Ezta, entretanto, devido a alta
viscosidade da amostra, ndo surtiu efelits. Como o pH de todas as
solugles com polieletrdlito fol medido diretamente, o pH das

solueBes utilizadas fol abailxado por adigio de solugioc de HCL.

Os estudos de hemdlise foram realizados com sangue de f[(éme=as
de rato albino, coletado no dia do experimento sem o uso de
anticoagulantes. Os erilrécitos foram separados por centrifugagfo
e lavados com tampio fosfato, isotdnico, de pH 7,4. As amostras
foram preparadas a partir de wuma suspens8o B0% em volume de
hemacias. As membranas de eritrdcito, “ghosts", foram obtidas por
hemdlise induzida em meic hipotdnico e lavadas repetidas vezes

segundo O procedimenﬁo sugerido por Dodge e colaboradores
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2. 2. Egulpamentos

Espectrofotdmetros UV-Visivel : as medidas de absorbaneia
realizadas em comprimento de onda fixo, foram feitas utilizando um
espectrof otdmetro Beckman b-G, com umn compartimento de
termostatizagcfo da cubeta. Os espectros de absorgZo no UV foram

mbtidos =m um espectrofotémetro DMS 100, Intralab.

Banhos ternmostatizados @ a termostatlizagclo das amostras fol
feita com um banho e circulador Masterline 2088, Forma Scientific,
que na falwxa de temperaturas utilizada, entre 15 e 36 °c,

O
asseguroud uma variag¢Zo na temperatura menor que 0,5°C.

Para as madidas de sorgio =m Teflon ubllizamos uma bomba

peristaltica modelo Microperpex 2132, da LKB.

As tentaltivas de determinagio da nassa molecul ar do
polieletrdlite PEI  foram - feltas utilizando wum osmémeiro de

prass¥o de wapor Knauer.

Medidas de pH foram feitas com um pHmetlro Micronal, modelo B
371, com =letrode de vidro calibrade com solugBes de referéncia de
pH 4 e 7, fornecidas p=la Merck. Nas medidas de conduti vidade

utilizamos um condutivimebitro Micronal B 331.

Az medidas dos cosficientes de difusico foram realizadas

utilizando um cromatédgrafoe HPLC Varian 8800, com detecltor
UV-visivel de comprimento de onda wvariavel. O squipamento para
estaz medidas fol arranjado conforme nmoshrado na figura 2.1, A

amostra injetada era previamente dissolvida no mesmo solvente
utilizado como eluente, & os volumes injetados variaram sntre 9 e
1% ul. As concentrag@es dos parabens injetadas eram em torno de 6
x 10* M. O eluente era bombeado através de um tubo de Teflon de
8,5 m de comprimento, enrnlado com didmetro de B0 cm e
termostatizado, a uma vazXo de 10 ml.h™'. A curva de dispers¥o do
soluto era obtida em um registrador a partir das medidas de

absorbancia fornecidas pela detector U¥VsVisivel., O tubo de Teflon
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fol comprado da LKB.

Figura =.1. Egui pamento usado para as medi das dos
coeficientes de 4difusfo. 1. reservatdrio de elusnte = bomba do

HPLC; 2. injetor; 3. tubo de Teflon; 4. detector UVosvisivel; 5.

registrador.

O raio interno deste tubo foi calibrade a partir da

determinag®o dos coeficientes de difusio de p-nitrofencl, p.a.,
Fluka; Bwna'f‘t,ol » P.a., Quimbrasil, e cafeina, p.a., Carlo Erba,
comparando—o8 c¢om valores da literatura 89, 90‘ Entrebtanto, os

valores ocbtidos com os dois primeiros compostos aprasentaram baixa

com p-nitrofencl e 0,388 * 0,050 mm com B-naftol. As curvas de

reprodutibilidade. Os raics assim obtideos foram : 0,356 + 0,015 mm

dispersio destes compostos apresentaram caracteristicas e

indicam a ocorréncia de adsorgZo scbre o Lubo de Teflon, conforme

& discutido na seglo 3.1.

No CAaso da cafeina, estas caracteristicas Nnio foram

go, utilizando

o método de cela de diafragma e o de Taylor, com tubo de acgo

observadas. Aleém disto, o valores medidos por Price
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inoxidavel , concordam entre si, & com o descrito por Leaist = Hui
91, qus foi obtido pela-técnica de Taylor usando tubo de Teflon.
Isto indica que no caso de cafelina, n¥o  ocorr= adsorc;é’é
significati va, permitindo o seu usco como padrio. Assim, ubtilizamos
o valor obltide através da calibragfo com cafeina, que fol r =
0,418 * 0,014 mm. Também foi feita uma estimativa deste wvalor
através de medidas do difmetro de uma seglo transversal do tubo
utllizandoe um microscédpio metalografico no CPgD, Telebras., O valor
médic assim obtido fol r = 0,38 * 0,02 mm, em boa concordancia com

o obtido atraves das medidas de 4difus3o.

A preparagio das amostras de lipossomas fol feita utilizando
um banho com ultra-som Thornton: Os termogramas destas amostras
foram obtidos em um aparelho de DSC DuPont 9300, scob fluxo ds
nitrogénio. As temperaturas e energia de titransicio foram

calculadas em relacio & fusfo de indio metilico.
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3. PROCEDIMENTOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudo do Comportamento dos Parabens em SolugHo

atraves da Determinacfo dos seus Coeficientes de Difusio

O fendme=no da difusio molecular em liguidos esta pressnte enm
diversos processcs fisicos & quimicos que envelvem transferdncia
de massa, CORnG reagtes guimicas; processos de mistwura,

destilagfo e extragZo; processos bioldgicos, como o transporte de

nutrientes e metabdlitos nos seres vivos; de separagio, como
cromatografia; entre outros. Alédm disto, o estudo da difusio
fornece infornmac@ez importantes sobre oubtros processos gue ocorrem
em soluclfo como interagfes soluto-solvente 98’93, agragagio de
solutos 9, 95 ou processos ode particEe de =solutos em sista=mas
macromaolecual ares 96—98.

Por estes motivos, variocs astudos ve&m tratando da
determinag®Eo  dos coeficientes de difusSo em liquidos, da

interpretacio destes resultados ou de técnicas a serem empregadas
nestes estudos. Neste sentido, uma grande variedade de méiodos vém
sendn empregada para determinagfo destes wvalores. Entre os mails

utilizados. citamos : a técnica de interferéncia de Gouy gg, a de

cela de di afragma 190, a de ressconancla magnética nuclear com eco

i '
de spin 1o e o mdtodo de dispers3o, ocu de alargamsnto de banda,

ou alnda cromatografico, de Taylor 102—103. Esta Uliima bLécnica
tem side wuma das mais empregadas devido a relatiwva simplicidade

dos equipamentos empregados = a uma base tedrica bem desenvolvida
104

Os coeficientes de difuslo usualmente descritos na literatura
podem estar relacionados a diferentes processos. C termno
coeficiente de intradifusio ou autodifusio descreve a difusZo de
um composto em uma solucHo homogénesa ou em um liquido pureo, devida
ao movimento Brownlano das moléculas. A difusio que ocorre durante
a mistura de dois componentes, assocliada a gradientes de

concentragEo, ¢ descrita por um cosficiente de interdifusdo, ou de
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difus¥o matua. Quando ocorre auto-associagBSo dos solutos, Leaist e
Hui 91 mostraram que os coeficlientes de Inter e intradifuzsio se
igualam. No caso da técnica de dispersfo de Taylor, o co=ficiente

de 4difusiZo obtido & o coeficiente de interdifusio.

3.1.1. O Método de Taylor para Estudos de Difus"a';o.

Este método originou-se dos estudos de Taylor sobre a
dispersZo de solutes em um selvente fluindo em fluxo laminar no
intericor de um tubo 102, tendo sido aperfeigoado por Aris 103. De
acorde com esta técnica, uma pesguena gquantidade de soluto €
injetada em um eluente que flul em fluxo laminar por um tubo
estreito & longoe. O soluto sofre uma éombina:;‘é‘io de processos de
dispersfo devidos A difusio molecular, causada pelo gradiente de
concentrag®es no interlor do tubo, 2 aoc perfil parabdlico de
velocidades de fluxo do sluente. Apds um determinado intervalo de
tempo a partir da injeglo, a dispersio 60 soluto leva a um perfil
quase gaussiano de concentragfo aco atingir o detector. Uma
representagiio esquemitica deste processo ¢ fornecida na figura
3.1.1. 0s tipos de detectores mais empregados s3o os de indice de
refracfo ou, ho caso de solutoes com cromdforos, o de absorg3o no

Uv ou visiwvel,

INJECAD DA AMOSTRA
[BANDA DD SOLUTO} DISPERSAO DO SOLUTO

Al

/4

t

ESCOAMENTO DISTORCAO DA
LAMINAR' ~ BANDA DO SOLUTO

Figura 3.1.1, Dispers¥o do soluto no tubo utilizando o método
de Taylor Cadaptado de C.A. Ouano e J.A. Carothers J. Phys. Chem.
1975, 78, 13140,

23



A partir da curva de dispersio, O coseficiente de difusZe &

obtido por 104 )

D = 0,231 . ri® . t=r [3.1.11

CWe 22

onde ri & © raioc interno do tube em qua ocorre a difus3io, tr, o
tempo de retsngio do scluto, tempo decorrido entre a sua injegdo e
deteccio do maximo na curva de dispersfZc, e Wirz, a largura da
bancda de dispers3o a meia-altura. As condig@es experimentais de
validade dos requisitos tedricos foram analisadas por Wakesham e
col aboradores 104’. Segundo esstas condig¢les, para a aplicagio da

equacZec [3.1.1), deve-se sati sfazer

L o . 1 > TFOO i3.1.2]

D

onde T_m & a velocidade média do fluide & D, o coeficiente cle
difusSe do soluto. Em nossos experimentos, segundo as condi ¢Bes

. - : - . -3 ~4
desceritas na secdo anterior, uUe ¢ aproximadamente © % 10 m . s

e o wvalor minimo de D, em torno de 4 x 107° nf . s7'. Estes

valores lewvam a um valor de aproximadamente 2400 nesta equaglio.

1L .ot > 10 [3.1.3]

2
r

Este requisito nZo ¢ Lotalmente satisfeito de acordsd com NosSsas
condicBes experimentals, uma vez que OS valeres para este produto
variam entre 3 e 8. Esta condigZo provem da desccnsiderag’ﬁo der um
Lermo na edquac¥o que descreve a largura da banda de dispersio 104.
Entretanto, © erro maximo provocado pela desconsideragdo deste

termo, sob nossas condigcBes experimentais, ¢ de menos de 2%,

iii)> Para assegurar gque o fluxo seja laminar, o numero de

Reynolds, Re, deve salisfazer
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Re = 2 . Ue . ri . p - n < 2000 £3.1.417

Usando a densidade, p, & viscosidade, 7, da Agua, obtivemos Re =
5,1.

R Qs efeitos de fluxos secundarios causados pe.l e
enrtolamnent o do ftubeo em gues ocorre  a difusio podem ser
negligenci ados se a razdo entre os raios de enrolaments & interno
do tubo, <, for maior que 100. De acordo com © arranjo utiiizadc,.
figura a.1, esta razfo & igual a 1300. Outro regquisito & que o

produto do numero de Dean pslo nitmero de Schmidt deve satisfazer

2

De” . Sc = =0 ) [3.1.5]
onde De = Re . w 72 & Se = n 7 Cp . . De acordo com as nossas
condlgles, © valor maximo para este produto € prdximoe de 25, Como
estas condigfes foram impostas 104 de modo a fornecer valores com

precisfo melhor gque 0,1%, valorss um pouce além destes limites sXo

aceitavels.

B2.1.2. DeterminacfZo dos Coefilcientes de Difuzioe

Oz coeficientes de difusfo doz parabens foram determinados
utilizando © método de Taylor, tendo como solventes agua, mistur‘as'
dguasetanol e solugBes de hidrédxido de sé&die. 0Os resultados,
EXPIress0s comoe médias de pelo menos 4 determi nagdes, =stio
listados na Tabela 3.1.1. ©Os valores assim determinados serZo
chamados coeflicientes de difusZoc aparentes, Dap. Analisando—seo
estes resul tados, observa-se que, em alguns casos, a dinminuiclo do
coeficiente de difusZo ao longe da série homdloga € muite grande,
conforme pode ser verificado na figura 3.1.2. Este desvio & maior
para os homdlogoes maiores e para eluentes com maior conterndo de
Agua.

Tominaga = colaboradores 105-107 eastudandn a difusZoe de

meléculas apolares em Agua & etanol observaram que a difus¥o em
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dgua para os mesmos solutos, feitas as correg@es devido as
diferengas na Viscosidadé dos solventes, era mals lenta do gque en
etanol. Eles propuseram que esta diferenga seria consequéncia de
um aumento na microviscosidade do solvente reflexo de um aumento
na ordenacSo deste, causado p=la interagBo com as porg3es
hidrofdébicas do soluto. Entretanto, os valores dos coeficientes de
difus¥o por eles determinados para benzeno, tolueno, etil =)
butilbenzeno nio apresentam nenhum desvio consideravel com o
aumento da cadeia 2alifitica do soluto, como seria esperado devido

a um efsito hidrofdhico.

ot '\
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Figura 3.1.2. Variag3o dos coeficlentes de difusfo aparentes
e corrigidos dos parabens. Dap em: A — agua, A ~ 10% etanol, o -

05% stanol. Deor em: B — agua = O — 10% etanol.
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Além disto, agueles autores realizaram um estudo de difusdo
com variagEo da temperat_,ura 106 e observaram que as energlas de
ativagio para a difusfo daqueles solutos eram nmuito proximas do
valor descrito para a autcedifusfo da agua, © que no seria
esperado em caso de maior estruturagfo deste solvente. boueles
experimentos foram realizados em concentragBes de solutos variando
de 1 a 3 x 107 M, & numa faixa de temperabturas de 2685 a 433 K. Um
comportamento semelhante, em que ndo se observa nenhuma variaglo
anémala, ¢ obtideo analisande a variag¢fo dos coeficientes de
difusio descritos por Frey e King 108 para acetatos de alquila, de
etila a pentila, em agua a 25°C, em concentragBes entre 0,8 e B
mM,

Outra possibilidade para explicar esta variacBo andmala € a
e gus os solutos poderiam  astar sof rendo uma agreaegagio
hidrofébica. De acordo com o método de Tavlor, apds a injegdo, o©
solute se dispersa no interior do tubo atéd gue, gquando atings o
detector, © perfil de sua concentragZfo no interior do tubo £
gaussiano. Através dos coeficlentes de absorgfo molar dos parabens
& possivel avaliar gue a concentragfo méxima sm que estes solutos
atingem'o detector de UY & aproximadamente 1 ~ 50 do valor

. . G
inicial, ou seja, =m torno de 1 x 10 M.

A existéncla de agregacZo hidroféblica em solugBo aguosa &
bastante conhecida, por exemplo, para surfatantes., No caso de’
alguns surfatantes n3o idnicos, a agregagdo pode ocorrer an

109

concentragSes prowimas de 107° M A associa¢§o am solucio

Lambém foi relatada para molécul as COmO cafeina 91,94 ’

oa—feniletilamina 110, 2—-butoxietanol 111 e fenol 312, em agua, a
concentragBes malores, ou para Alcools & fendis, em sol ventes
apréticos. Entretanto, ndo sxiste, ao nosso conhecimanto, relato
de agregagfo de solutos similares aos parabens, em solugdes
aquosas e nesta faixa de concentrag@es. Além disto, n3o fol
observado nenhum desvio na lei de Besr para a absorg3o de luz

ultravioleta pelos parabens na faixa de 107 a 107™* M, que seria

esperado no caso de auto—associagfio destes compostos.

=8



Entretanto, junto com os desvios nos coeficlientes de difus3o,
cbservamos que ocorreu um aumento nos tempos de retengio dos
solutos. O tempo de retengio do soluto depende somente da
velocidade de bombeamento do eluente. Também fol observado que,
junte com © aumento nos tempos de retengio, occorresu, em alguns
casos, © aparecimento de assimetria nas curvas de dispersic. Estas
duas observagBes, de aumesnto no tempo de retengdo e aparecimento
de “ecauda'® nas curvas de dispersio poedem ser interpretadas como

sinal da ocorréncia de adsorgZo do soluto sobre o tubo de Teflon
113

Na realidade, a variacZo da conceniragfo do soluto em fungEo

do tempo nestes experimentos n¥o ¢ perfeitamente gaussiana. Esta

variacgio & descrita por 114
¢ o CDAdY® | exp [-12D ¢t - trd% i Lot [3.1.86)
100.0
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Figura 3.1.3. Simulag¢io da equagio 3.1.8, para coeficienteaes
de difus¥o variando entre 1 o 10 x 10*° n’. s Parsmetros

utilizados : ri = 0,418 mm e tr = 1800 s=.
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Assim, de acordo com ssta equagfo, assimestrias na curva de
di sperszdo podem aparecer para solutos gqu= difundem mais
lentamente, & medida que o fator pré-exponencial se torne mais
importante. A figura 3.1.3 mostra simulag@es de curvas de
dispersZo ~wutilizando os mesmos parametros experi mentais ‘da'-eﬁta

tese, o variando o coeficliente de difusio enire 1 & 10 W 10“10

m®.s*. Nesta i gura observa-se que, para os menores valores de D,
ccorrem assimstrias na parte final da curva de dispers3o.
Entretanto, comparando—se estas curvas com as cbtidas
experimentalmente para a difusfo em &gua, mostradas na figura
3.1.4, verifica-se que a assimetria nas dltimas ¢ mailor.

O 300 1000 1500 2000 £500 3000 t{s}

-

Abse larbitrary units)

Pr

-
Et
-
Me
n 1 1 L] N u‘l
0 500 1600 1500 2000 2500 tis)

Figura 3.1.4. Curvas de dispersfo obtidas experimentalmente
para a difusZoc dos parabens em Agua (ver texto para condigfes

experimentaisl,
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3.1.2. 1. Estudo da Adsorcio dos Parabens sobre Teflon

Teflomn,. politetrafliucretilenc, ¢ um polimero fluorado, com
grande resisténcia quimica e de caracteristicas hidre e
lipofdébicas. Os compostos perfluorados, termo utilizado para

caracterizar que todos os 4tomos de hidrogénio ligados ao carbono

foram substituidos por &tomos de fluor, tém - uma interagdo
desfavoravel tanto com Agua como com hidrocarbonetos 115. Este
comportamento £ atribufido a impedi mentos geomstricos para

acomodagio dos grupos CF,, mais vol umoszos 116, em Agua, £ para sSua
interagfo <om os grupoes CHg, diminuinde as interacBes de van dér
Waals enire eles 117. Por este motivo, os surfatantes perfluoracdos
t.&m um carater mais hidrofdbi ::o. LI oS equl val entes
hidreocarbonados, sendo sua c.m.c. proxima da de um surfatante com
cadeia de hidrocarboneto 1,5 vezes maior. A contribuigio por grupo
CF, para a energia livre de micelizag®o ¢ de aproximadamente 1,8
kT, enguanto que para um grupo <CH,, ¢ de 1,1 kT 138. Outra
propriedades interessante de liquides perflucrados £ a de

fornecerem uma alta solubilidade para gases, obedecendo a lei de

Henry até altas pressBes 119. Por este moiiveo, estes compostos tém
side utilizados como substitutos de sangue, para transporte de
gases no organismo 3’19.

Entretanto, apesar das interag@es desfavoraveis, algumas’

aevidéncias de adsorgfo sm Teflon tém sido relatadas. Entre alguns

dos compostos cuja adsorgio fol estudada, citamos : ferrccarboni-—
las, clorofdérmic e acido acético 120' Sfcidos e bases inorgé&nicos
i21 117,122 123

e surfatantes catidnicos Mesmo assim, Leaist
sugeriu a substituig3o de tubos de ago inoxidavel por tubos de
Teflon para medidas de difus3eo do surfatante nHo-idnico Triton

X-100 atraves da técnica de Taylor.

Para +wverificar a pureza do tubo de Tefleon uwutilizado nas
medidas de dif‘tjs?&io, foi obtido seu espectro de absorgfio na regl3o

do infravermelho utilizande um espectrofotdmetro Nicolet 520, com
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transformada de Fourier, com um aceassédric de ATR (refletiancia
total atenuada). Operando neste modo, © especiro registrado
representa a absorg¥o devida 2 camada mais superficial do
polimeroc.  Os especliros obtidos apresentaram duas bandas
caracteristicas de estiramento C-F, na regifo entre 1100 & 1200

~t
cm o, em concordancia com as observadas para compostos

perflucrados como Fluorolube 1 24- NXo foram observadas bandas
devidas & abscrcZo de modos de estiramento C—-H, na regifo de
2800-2900 em T, ou devido a grupos carbonila, em torno de

18001700 em™ ou hidroxila, conforme mostra a figura 3.1.5.
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Figura 3.1.5. Espectro de absor¢fo no infravermelho obtido
com acessdrio de ATR para os tubos de Teflon ulllizados nos

experimentos de difusio.

Estudos com latex de Teflon 117 indicaram a presenga de

aproximadamente 2% de grupos anidnicos superficiais, provavelmente
carboxilas, como decorréncia do processo de polimerizagfo por

radicalis livres., Entretanto, durante o processo de extrusio,
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devido & menor energia superficial dos compostos flucrados, estes
deveriam deslocar outros grupos polares da superficie do tubo.
Além disto, o espectro de infravermelho indica gque nio ha
contaminag®o por hidrocarbonetos ou grupos polares na superficie

do tubo de Teflon.

Para werificar a oceorréncia de adscrgfo dos parabeﬁs sobre
Teflon, foram realizados experimentos utilizando pd de Teflon..
Este material ol ezcolhido por fornecer uma  malor Area
superficial. © espectro de infravermelho deste material concorda
com o cbitido para o tubo de Teflon, de acordo com a discussdo
anter‘iof. O psd de Teflon foi lavado com stanol & o adlcool retirado
por didlise contra adgua. As medidas de adsorg¢fo foram realizadas
deixande uma sclugHo de paraben em contato com o pd de Tellon por
48 horas, a 25°C, com agitagio em intervalos de 3-4 horas, exceto
durante a noite. A guantidade de paraben remanescente em solugdEo
foi determinada espectrofot,ometricamen_t.e. Entretanto, ©o pd de
Teflon nd¥o era significativemente molhado pela Agua, permanecendo
em Sia mairﬁr‘ parte na superficie da solug8or Desta maneira, a
superficie do polimero exposta a solugBo nIo era reproduzida nos
diferentes expsrimentos, levando a uma baixa reprodutibilidade nos

resultados obtidos.

Entretanto, mesmo sem uma boa reprodutibilidade, fol possivel
observar gue ocorria adsorgfo = gue a quantidade adsorvida era
maior para os solutos mais hidrofdébicos. Outra constatagfo foi a
de gqus a molhabilidade do pd de Teflon era malor nas solugfes dos
homélogos malores, o que era qualitativamente evidenciado pela
maior guantidade de pd submersa. Este fato indica gue a adsorg@o
do paraben sobre o Teflon diminui a energia livre interfaclal para
o contato AguasTeflon. Assim, além da repulsio hidrofdébica do
soluto, a adsorgBo parsce ser favorecida pela diminuigd3o da

repulsio entre a superficie do polimeroc e a agua.
Para obter resultados malis reprodutivels para guantificar a

adsorgio dos parabens, foram realizados experimentos de adsorg@o

utilizando o prépric tubo de Teflon em que foram realizadaz as
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medidas de difusfo. Além da melhor reprodutibilidade, estas
medidas fornecem uma visZo mais realista do que cocorria durante as
medidas de difusZo. A area interna do tubo # de aproximadamente
200 cm®, raio interno de 0,38 mm e 8,5 m de comprimento. Este
arranjo experimental também permite o© contate de uma Area
consideravel de Teflon com um pesdqueno volume de solugBo, em Ltorno
de 4 ml. Assim, mesmo a adsorcio de uma pequena gquantidade de
soluto provoca uma variagio detsctivel na sua concentragio. Isto
nic seria possivel se fosse utilizadeo oultro arranjo que envol vesse
uma malior area superficial de Teflon, mas em contato com um maior
volume de solugdo. A solugio de paraben foi bombeada para o
interior do tubo com o auxilio de uma bomba pesristidltica 2 delxada
em equilibrio com o tubo. Apds o intervale de tempo desejado, a
soiuglo ol relirada & a concenbragiio da soluglio remanesscente,

delLerminada especirofotometricamente.

A cing$lica de adsorgfo foi estudada variando-se o tempo de
equilibrico de 30 minutos a 15 horas. A variag®o da quantidade de
pentilparalben adsorvido em fungio do tempo de exposicio & mostrada
na figura 3. 4. Estas medidas foram feltas em duplicatas
independentes, sendo gque os intervalos mostrades na fi gura

3.1.8 representam estes dols experimentos.
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Figura 3.1.6. Quantidadé de pentilparaben seorvida no tubo de
Teflon em fungfo do tempo de contato. I[pentill = 0,7 mM, T = 25°C.
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Analisando-se estes resultados observamos que a cinébtlca de
difusfo pode ser dividida em dois processos : um bastante rapido,
atingindo um patamar que engloba intervalos de até uma hora, & um
segundo, mais lento, cujo patamar ¢ atingido com tempos de
equilibrio maiores que 5 horas. O primeiro processo pode  ser
atribuideo & adsorgio fislica sobre a superficie do *t;ubo," 2 0
segundo, a um processo de sorgfo dos parabens pelo Teflon. Pode-se
assumir gue no caso dos experimentos de difusfo, o© tempo de
contato do soluto com o Teflon € curio uma vez que a banda de
srluta difunde a uma veloclidade média de 6 mm, <™. Assim, neste
casa a interagBo do soluto com o Teflon deve ser principalmente

como adsorocfo na superficie do polimero.

Processos de sorgfo sfo comuns em polimeros & a sxtensiEzo da
sorc¥o depende da afinidade entre o soluto = © polimero. No caso
do Teflon, fol verificado 1e5 que o Lntumescimento do polimeras por
solventes orginicos estava relacicnada. com & afinidade entre o
solvente o o Teflon, medida a partir dos parametros de Hildebrand,
&. De acordo com este procedimento, compostos com & prodimos Lém
uma maior interagio 136. Assim, compostos como ferrocarbonila, que
possui um parameiro de Hildebrand baixo apresentaram uma g ands

20
sorcio em Teflon 1 .

As isotermas de adsorgfo foram obtidas deixando as amostras
em contato com o Teflen por B horas. No caso do metil e
etilparaben as variag®es de concentragio devidas 3 adsorgiBo foram
muito pequenas, dificultando a dstecgHo. Por este motivo, estas
medidas foram limitadas aoz homdlogos maiores. O resul tados
obtidos s%o mostrados na figura 3.1.7., As curvas regpresentando a
adsorgfo e=m fungfco da concentrag8o em equilibrio tém a forma
classificada por Giles como do tipo isotermas de baixa afinidade
137. As gquantidades maximas de paraben adsorvidas sestBo em torno
de 10, B e 3%, respectivamente, para pentil, butil e propilparaben

confirmando a baixa afinidade entre o soluto e o polimero.
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Figura 3.1.7. Isoctermas de adsorg¢fo de propil, butil e

pentilparaben score o tubo de Teflon., Tempo de contato, B horzs, a
23° c.

Conforme discutldo anteriormente, a aflnidade desta interago
pode ser interpretada atraves dos paradmetros de Hildebrand., Os

perflucorcarbonetos tém parimetros de Hildebrarnd muito baixos,

entre 12 = 13 186. Alguns compostos similares aos parabens, comno
resorcinol e fenol, 1ém estes parimetros maiores, respectivamente,
31,8 e 24,8 126. Yia de regral, a substltui¢io do Atomoz de
hidrogénio por grupos-polares diminui o valor de & : o wvalor para

o o-hexilfenol & de 19.8, e oz para 4-metilresorcinol e

4-~octilresorcinol sZo, respectivamente, 28,4 = 25,4 126.
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A adsaorgdo de parabens ja& fol estudada sobre polietileno, .

polipropileno, cloreto ‘de polivinila (PVC, polimetacrilato,
policarbonateo e peliestireno 1 28. Segundo os autores daquels
trabalho, as isctermas obtidas para a adsorcio dos parabesns a

partir de solugBes agquosas sobre aqueles palimeros se ajustavam de
acordo com © nodelo de Langmuir, indicando uma interagio mai_or do
gque a por nées observado com Teflon. Em alguns casos, como
polietileno, polipropileno e PVC, foi ohservado  um aumento da
adsorgio «com o tamanho do homdlogo. Nos outros  caso,  esta
tendéncia ndo fol observada. Oubtra observagio daqueles aulores,
fol a de gque a adsorgdo diminuia com a ionizag®o dos parabens, enm
concordancia com o gue fol por néds verificado com as medidas de
difusfo (ver discussio na prdxima secfod. Estudos de adsorgdo
sobre silica por espectroscopia na regifio do infravermelho iz9
indicaram gue, naquele caso, o©s parabens adsorvem fizicamente
através da interagfo dos seus grupos carbonila e hidroxila com os
grupos hidroxila superficiais da silica. Aquele estudo fol
realizado apenas com metillparaben, ndo fornecends informacio sobre
a dependéncia da adsorgfio com a hidrofeobicidade do soluto.

Bes e colaboradores 117 estudaram a coagulagio de latex de
Teflon com adigdc de surfatantes catidnicos. Aqueles autores
observaram Jue ndEo havia aumento da coagulagfo com o aumesnto na
cadeia carbdnica do surfatante. Por este motivo, atribuiram a
adsorgio dos surfabtantes a atrag3o eletrostatica entre cargas
negativas superficiais no latex, cobrindo em torno de 2% da
superficie, e ©o grupo idnico do tensoativo., Este resultado
contrasta com a observagdo de gque a adsorgfo dos parabesns tem
caracteristicas hidrofdbicas. Os resultados por néds oblidoz esst3o
de acordo com a regra de Traube para adsorcZo 130, indicando que
ha remogZo efetiva da cadeia carbdnica dos solutos da fase agquosa.
De acordo com esta observacfo, os solutos devem estar orientados
paralelamente a'superf‘icie do Teflon. Estes resultados podem ainda
ser atribuidos a sorgio dos parabens pelo Teflon, ou mesmo a uma

combinagfo dos dols processos, o que parece mals provavel.
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3.1.2. 2. Corregio dos Ceoeficientes de Difus¥o para Adsorgio

Os experlmentos descritos anterliormente COMProvaram a
occorréncla de adsorgfo dos parabens sobre Teflon., No caso das
medidas de ‘difus¥o, esta adsorgfc ¢ bem menor devido as menores
concentragfies de soluto uwutilizadas., Mesmo assim, oz valores
descritos para os coeficientes de difus¥o s%o valores aparentes.
Estes wvalores foram corrigides para a adsorgfo utilizando o
tratamenta proposte por Golay para cromatografia capilar 131,
Agssumindo gue o processo de adsorgio @ suficientemente mals rapido
gque o de di fusfo, o coeficiente de difus’o real pode ser oblido a

partir do aparente, que fol determinado diretamente das curvas de

dizpersio, ailravés da equagilo

2 = Dap c1 + &k + 11 k° > {3.1.71

onde o fator de capacidade, ou razfco de distribulgfo das massas,

k, & definido como

k = ta - to [3.1.8]

Lo

e ta @ Lo sHo, respesctivamente, os Lenpos de retengfo dos solutos
adsorvido e ndo retido, A Tabsla 3.1.1. mostra os tempos de
retengio medios para os experimentos com o8 parabens. Nesta tabela
verifica-se que, dentro do erro experimsntal, os tempos de
retengio deo metilparaben n3o variam para os solventes utilizados.
Isteo indica gque, para este composto, ndoc ocorre adsorgHo
significativa sobre o tubo de Teflon, permlilinde a utilizagZo do
tempo de relengfo do metilparaben em cada solvenite como ta para o

soluto nade retido, teo, na equagio {3.1.8]1.

Os fatores de capacidade e o8 coeficlentes de difusio
corrigidos segundo a equaglo [(3.1.7) s3o mostrados na Tabelas
3.1.2. 0s fatores de capacidade, k, representam a fracfo de soluto

presente na fase estacionaria . Analisando-se estes resultados,
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ohserva-s= que a adsorc¢3o, representada p=los  fatores de
capaclidade, & malor para os homélogos mails hidrofdbicos,
concordando com os resultados descritos na secfo anterior. A
adig¢3o de etanol ao eluente diminul esta adsorgfo devido a um
aumento na solubilidade destes compostos. Os parabens %o bastante
solivels =m etanoi, ao passo que apenas ligeiramente soldgveis em
Agua. Entretanto, no caso de elusntes com menor proporégo de
etanocl, at€ 20% em volume, ainda ocorre uma pequena adsorgfo de
paraben. Este comportamento comprova a natureza hidrofébica da
adsorg3o dos parabens sobre o Teflon, conforme wverlficado pelas

medidas de adsorgfo nos experiméntos de bateslada.

Estes resultados permitem afirmar que, embora a interac3o

entre hidrocarbonstos e fluorcarbonetos ssja desfavoravel 115, ela
nEo pode ser desprezada, especialmnente gquando ooorre
simul taneamente com efeltos hidrofébicos, come i Caso das

soluglBes de parabens. Unm comportamento semelhante ac descrito para
oS parabens, smbora um pouco menos intenso comparando-se  os
respectivos homdl ogos, fod chseaervado para a di fusze ce

m-alecoxifendis em Agua 133.

3.1.3. Estimativas do Volume Molecular dos Parshons

3.1.3.1. C4lculo dos raios de van der Waals
Edward 134 propds que a medida adequada para o railo
hidrodinamico de um soluto & obltida através de seu volume de wvan
der Waals. Assim, os raios de van der Waals destes compostos foram
estimados de duas maneiras : através das contribuicBes especificas

de cada tipo de Adtomo da molécula 134 e utillizando o procedimento

sugerido por I—Ii-go 2 CGo 135 a partir das geomstrias molecul ares
otimizadas pelo método  AML. Edward aprezentou uma extensa
compilagdo com os valores médlios para as contribulcBes dos
diferentes 4tomos para os volumes de van der Waals moleculares.

Nos utilizamos sstes valores para estimar os volumes de van der
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Waals dos parabens. A partir da aproximagio de que estes compostos.
podem ser considerados esféricos, calculamos seus raios de van der

Waals

A oubra estimativa fol feita a partir das conformagBes
moleculares de menor energla, calculadas para uma meoldcula no
vAcuo, segundo o método semi-empirico AML. A ‘partir Jdesta
geometria, de acordo com © procedimento sugerido por Higo e Go, e
utilizando um programa elaborade por A €. Gaudlio, o wvolume
molecular foli considerado como © volume ocupado pela molécula
nesta geometria, considerando-se os ralos de van der Waals de cada
dtomo. Alnda utilizando este procedimente, fol estimado o raio de
cada composto totalmente solvatado, somando-se a esta gesometria

otimizadsa wuma monocamada de Agua.

Tzbela 3.1.3. Estimatiwvas dqs raiozs de wvan dor Waals dos

parabens.
homdl ogo rocAY® r P rato solvatado CAYS
metil 3,15 3,15 4,07
etil 3,29 3,28 5,16
propil 3,41 3,40 : ‘ 5,33
pbutil 3,82 3,82 5,48
pentil 3,62 3,862 5,63
a - obtido usando as contribul¢Bes atdmicas, b — obtideo atraves
das geometria oltimizadas por AMl, < ~ cobtido atraves dos raios

calculadoes a paritir das geometrias otimizadas, adicionando uma

nonocanada de moléculas de Agua.
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Ambos os resultados sHo mostrados na Tabela 3.1.3. Esta.
tabela mostra gue os dois procedimentos independentesz levam aos
mesmos valores. O© velume molar experimental relatado para o
metilparaben 136, Vm = 117,85 em®.mol™*, leva a um raio de 3,80 A,
que & maior do que o calculado segundo os procedimentos descritos

acima.

3.,.1.3. 2. bEstimativa dos Raios Hidrodinamlicos

Oz co=ficientes de difusio podem =zer relaclionados aos ralos
hidrodinamicos das particulas gque difundem, através da relagfio de

Stokes~Einstein
I>D = km . T .~ f [3.1.921]

onde kap € & constante de Boltzmann & §F, um fator gqus representa a
fricgio da particula com o solvente., Para o caso de uma particula

esférica, este fator de fricgZo ,f , pode ser expresso como
f = C.n.xn.r £3.1.103

2m que nn €& a viscosidade do sclvente, r, o raio da particula, = C
pode assumir valores enire 4 e B. Estes valores de € representam
os casos extremos em gques sSe considera um cosficiente de atrito
infinito entre a particula & o solvente, C = B, ou o caso de

atrito nulo, em quse C = 4 :'13’?.

Para o caso de uma particula nZo esférica, se a velocidade de
fluxo for baixa o suficiente para permilir gue o movimento
Browniano provoque a aleatoriedade de orientacBes da particula em

relagfo a direg¢do do fluxe, este fator de friegf@o torna-se 138

Ffas = O . 7. n . rs [3.1.1173

x Cpd

onde rs &€ © ralo de uma esfera com o mesmo volume da particula & x

4=



Cpd, uma fungio de p, a razfZo entre os eixos de revoluglio e axial

do elipzdide, definida como

-

x Cpd = p ln [ p + sz - 13*72

]

cp? ~ 10%? [3.1.12)

Utili=zando modelos moleculares em escala, nds estimamos o
valores de P para os cases extremos em Jque a cadeia carbénica dos
parabens esta totalments estendida, e gquando esta se encontra
curvada sobre o anel aromdtico. Em ambos os casos, o ansl & o
grupe carboxila foram mantidos .coplanares, conforme indicado por
chlculos d= orbitals moleculares 63. Os valores de .p_, para os clnco
primeiro homélogos nas duas conformages extremas e a diferenga
entre a aproximagico esférica e a elipsoidal, expressa como 1 ~ X
Cpd>, s%o mostrados na Tabela 3.1.4. Estes resultados mostram que a
diferenca maxima entre a aproximagfo esférica e o caso extremo de

una conformacio totalmente estendida ¢ de 8%.

A confornagcio estendida reduz 2 repul sdo devida a
conformagBes gauche na cadela carbénica, mas a conformnacio com a
cadela enrolada deve ser favorecida sm solugio aquosa, por Sua
menor superficie hidreofdbica. Beezer e colaboradores 64, 65
observaram gqu a solubilidade dos parabsns em adgua, etanol - dgua
g5%, octanol e hexano apresentam uma quebra na sua var‘iaéﬁc com O
aumento da cadeia carbdnlica proxima ao hexilparaben. Estudos de
tempos de relaxagio de surfatantes em soluglo agquosa 139.
mostraram cue a mobilidade dos grupeos metileno aumenta a partir
doz carbono intermedidrios em rslagfo aos mals préximos do grupo

funcional. Por isto, Reezer et o1, 64, 65

sugeriram gqus, a partir
de um certo homdlogo, os grupos metileno tém uma maloer liberdade
de movimento, pasrmitinde gque assumam conformag@es curvadas,
diminuinde sua Aresa superficial e facllitando sua acomodagio
dentro da estrutura do solvente. E interessante notar que esta
quebra na varlagZo da solubilidade ocorre tanto em solventes
polares = estrulurados por pontes de hidrogénio, como Agua e

etanol, quanto em hexano, um solvente apolar em gque existem apenas

interagBes mals fracas, do tipo van der Waals.
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Tabela 3.1.4. Parametros de assimetria, p, e difereng
relativa causada pela assimebria, om relagfo A& hipdiezse de soluto
esféricos, . calculada usando as equactes 3.1.141
3.1.12.

soluto conformacio o) {1 » xCpd1l
matil estendida 1,7 1,03
curvada 1.8 1,02
et.il estendida 1,9 1,04
curvada 1.8 1,02
propil estendida 2,1 1,05
curvada 1.8 1,02
butil estendl da =,3 1,06
curvada 1.6 1,02
pentil estandida 2.6 1,08
curvada 1.8 1,028

Aszim, € provavel gue a conformacio adotada pelos parabesns
nas solucBes aguosas e com  as misturas Agua-etanol seja
intermediaria entre as totalmente estendida = curva., Como nEo
temos outras informacdes Jgque nRos permitam determlnar a sua
conformagio real, escol hemos usar a aproximagio asiérica,
considerando que gualquer desvio devide a diferentes conformagles
pode ser negligenciado, baseados nos resultados sxpressos na

Tabela 3.1.4.

A relagfo de Stokes-Einstein, equagBes [3.1.81 e [3.1.103,
foi originalmente desenvolwvida para a difusfc de esforas
macroscédplcas em um fluido., Assim, devido a diferenga de Lamanho
entre a particula & as moleculas do solvente, este Ultimo pode ser
considerado continuo, Este procedimento vem sendo aplicado pafa

difusio de macromoléculas 138 e agregados nalores, como micelas

140. Entretanto, quando o solulo que difunde & o solvente Lé&m
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tamanhos simllares, as consideragBes envolvidas na relaglo de
Stokes~Einstein ndo sHo mals vilidas. Esta falha fol verificada em

alguns estudos de difus3o 141,1 48_

Por isto, para este tipo de
processo, outros procedimentos que estudam o processo de difusdo
sob o ponto de vista molecular foram propostos. Nestes casos, ao
invés de atrito com um sl vente continuo, ocorrem colisfes entre
moléculas do soluto £ do solvente, gque s3o cansider‘adas: por

exenplo, nas Lteorias de esferas rigidas 143.

Entretanto, muitos pesqulsadores vém aplicando a relacio de
Stokes-Einstein, preferida dexvido A sua simplicidade, para
descrever a difusd3co de moléculas em liquidezs. Em geral, estes
resultados mostram qus esta relagcio € valida, com os valores de C
variando snire 4 e 8, conforme descrito pelas hipdteses de fluxo
com & sem abtrito entre o soluto & o solvente. Tominaga et al. 105
observaram Jue, para a difusio de besnzeno, tol usno, et il @
hexafluorbenzeno em agua, oS valor_ees de C foram, respectivamente,
4,8, 5,3, 5.8 e 5,4. HMNaguele trabalho; o raios hidrodinamlcos

foram obtidos a partir dos volumes de van der Waals caloculados

pelas contribuligBes atdmicas.

Espinowsa e De la Torre 144, estudandoe a difusio de 33
composLtos, de tamanhos varlitande do metano ao antraceno, em
solventes n3o aquosos, verificaram que um valor médio de C = 4,74
descrevia os resultados experimentals com desvios menores gue 1024
Castillo e colaboradores determinaram qi.ze os coeficientes de
difusio de {enocl 112 e Z-butoxifenol 111, an solugles agquosas
bastante diluidas, podem ser relaciconados aos seus ralios de wvan
der Waals wusando a relagfo de Stokes-Einstein com valores de
aproximadamente lguais a 6. Qutros, entretanto, utilizaram esta
equagio assumindo atrite nulo, ou seja, € = 4. Este procedimento
fol aplicado para sstudos de difu=sSo de lfons metilicos e a&nions
inorganicos 145 e propanol 146 em Agua, e para a autodifusio de

Alcoois 147 e alcanos 148.

Para wverificar a validade desta esquaclo, nds realizamos uma

compllagio de alguns resultados de estudos de difusio em solugiho.
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Estes resul tados s3o mostrados no Apéndice 1. Embora haja varias
estimativas experimentals e tedricas wutilizando procedimentos
distinto=s, para o= volumes de van der Waals dos compostos
utilizados nestes estudos, optamds por padronizar estes valores
determinando-os atraves das contribul ¢Bes atdmicas. As
vizscosidades dos solventes foram obtidas da literatura.
Analisando—=se os compostos listados nas tabelas do Apéndi'cl:e i,
verifica-s= que elas abrangem uma grande varledade de compostos,
desde compostos polares & capazes de interagir com sol ventes por
pontes de hidrog®nio, até compostos apolares. Com isto,
pretendemos verifilcar s2 existe um comportamento glopbal, ou se

cada tipo de composto tem um comportamento especifico.

Para wverificar a validade da relacSo de Stekes-Einstein

graficamos os dados listados no Apéndice 1, de acordo com a
equagio
D.n = kB | 1 [3. 121
T C . . (34070 vte

Ezstes graficos foram divididos de acordo com o tipo de solvente em
Agua, solventes orgianicos aprdlicos e alcools. 0s resultados sZo

mostrados, respectivamente, nas figuras 3.1.8 e 3.1.9.

Estas flguras mostram que a difusfo deztes compostos tem
caracteristicas diferentes de acordo com o tipo de solvents. A

difus%o em agua, de acordo com os resultados cobtidos, pode ser

representada por

D.p» T = 1,85 o =0,12> . 102 v*¥? -~ 1,20 ¢o = 0,25 . 1077

n = 80; r = 6,888; F = 2382; 5 = 0,828 e € = 3,88 (o = 0,28
erro m&dio na predigfo = BX%

onde o &€ o desvio padrZo relativo a cada parAmetro da regressZo, n

& o numero de dados, r, o coeficiente de correlag¢fo, F, o wvalor
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para o teste F, 5, o desvio padrZo da regressfo © C, a constants.
da equacdEo de Stokes-Einstein. Nesta =squagio, os valores s3o

expressos =m unidades SI.

S

T ¥/ ] I 1

18 .23 .28 33

-

V3(107%")

Figura 32.1.8. Aplicac¢io da squaglo de Stokes~Einstein para a
difusfo em : O — &gua e ® - solventes orginicos aprdéticos. Linhas
pontilhadas, valores preditos com € = 4 ¢ € = 6. Linhas continuas
representam as melhores retas obltidas por regressZo linear.

Relagio dos solutos utilizados apresentada no Apéndice 1.

Para © caso de difusio en solventes apréticos, o resultads &

=25 —1.3 —4%

D » T = 2,31 Co = 0,182 . 10 v - 1,08 (o = 0,358 . 10

n = 48, r = 0,805; F = 204; 5 = 0,268 & € = 3,07 (o = 0,810

erro médio na predigfo = 35 X%
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Lz I | i
18 23 .28
v (107%m)

33

Figura 3.1.9. Aplicagio da squagio de Stokes-Einstein para a

difusio em adlcoois. Legenda idéntica a da figura 3.1.8.

Os resultados cobtidos para a difusfZo em Alcools sXo

D.n - T = 1,88 Co = 0,83 . 10 2° y*3

v - 0,01 Co = 0,300 R

. 10

n=20; r=0,875; F =585, 5 =0,3"8e C = 4,21 Co =

= O, 582
erro médio na predicio = Q@ %

Considerando em conjunto os dados

relativogs 2 difusZo em
solventes aprdticos @ em adlcools, temos

D.p T = 2,08 Co = 0,14> . 1072 v*? - 0,83 Co = 0,300 . 107 *°
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n=67,r =0,833; F =226; s =0,383 e C = 3,40 Co = 0,23

erro medio na predigfo = 7 %

A andlise das figuras 3.1.8 @ 3.1.9 permite verificar que os
coeficientes de difus3o s3o bastante diferentes de acordo com a
natureza <do solvente. Analisando estes resultados em funqéo dos
intervalos de confianga obbtidos a partir da regressfo linear,
figura 3.1.10, verifica-se que £ possivel, em um nivel de 835% de
confianca, sSeparar os dados de difusfo em Agua dos sm solventes
aprédticos. Os dados obtidos para difusSo em sleools tém uma,
variidncia malor, mas a figura 3.1.11 mostra gque, com niveis de
confilanga menores que 85X, € possivel separar oz dados relativeos i

difusio em agua dos em alcoois.

1 | | i
13 .18 .23 .28 .33

V73 107%m)

Figura 3.1.10, Intervalos de 895% de confilanga para
representaglo dos dados de difusic em : (—) Agua, C—-—-3

sol ventes aprdéticos e (~. —~, =2 dlcoois.
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Estes resultados mostram também que, a despelito de diferengas
que poderiam advir de interagBes sol vente—-sol vente e
soluto-sol vente, estes dados de difusBo apresentam comportamento
similar em Alccols & em solventes aprélicos. Quitra observagic gue
pode ser feita a partir destes resultados, ¢ a de gue, ainda que
as inclinagcBes obtidas nas regressBss lineares realiéad;;s de
acordo com a equagio [3.12) levem a valores de ¢ proximos dos
previstos pela egquagdo de Stokes-Einstein em condigBes de atrito
nulo, os resultados obtidos para a2 difusio em Agua de composios de
dimens®es enire os valores mais comumente encontradoes localizam-se

préximo dos valores prediios assumindo condigBes de atrito maxdme,

6 -
Ry
’,,/’ ‘,-" v

5_...

o 4

©

£ -

- |
2.......,
1 } [ i

13 18 .23 .28 33
-1/ -0 -
V310 m) |
Figura 3.1.11. Intervalos de 854 de confianga pDara

representag¢io dos dados de difusiio. Legenda idéntica a da figura
3.1.10.
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A escolha dos solutos fol feita com o objetive de evitar a
possibilidade de forma¢gdo de . agregados, especialmente nos
solventes apolares, e para fornecer um largo espectro de compostios
polares e apoclares, de modo a detectar qualgquer influéncia
resultante de interagBes soluto-solvente. Easteal = Woolf oz
atribuiram  a tails interacSes as diferencas nas difusividades de
solutos polares e apmiares em acetonitrila, e para difus'é.{o em
Agua, & capacidade de formagfo de pontes de hidrogénio. For oubiro
lado, Chan 149 n3c observou diferengas na difusio sm acetona,
etanol & tetradecano que pudessem =er atribuidas as massas ou
momentos de dipolo dos solutos, mas apenas um pequsno efeito da

forma destas moléculas.

De fato, os resulitados mosirados nas figuras 3.1.8 e 3.1.9,
nio apresentam  nenhuma  diferenga significativa causada, por
interagBes soluto-solvente, quando diferenciados de acordo com o
tipo de solvente. As difsrengas ok_:»servadag para os dols tipos de
solventes btambém ndo podem ser atribuidas a uma dependéncia dos
coneficientes Jde difusio em fungZ2o da viscosidade dos solvenles
diferente daguela proposta pela equaglio de Stokes-Einstein como ja
foi cbservado, uma vez gque éntre os zolventes orginicos utilizados

representam uma larga faixa de viscosidades,

Assim, as diferencaz detectadas pelos coeficientes de difusio
devem ser decorréncia da organizagio do solvente. Meste caso, a
difus¥c em um solvente mais estruturado seria mais lenta, como se=

obzserva para as difusividades em 4gua, em relaglo acs solventes

orginicos. Alnda gque os Alcoois tenham uma c<erta organizagdo,
devido a formacio de pontes de hidrogénio, a difus8o nsstes
solventes £ similar a observada em solventes aprdticos. Além

disto, nZ¥o fol verificada nenhuma diferenga com a mudanga na
polaridade do solvente. Esta mesma diferenga fol obssrvada por
Tominaga e colaboradores 105-107 comparando os coeficientes de
difus%o corrigidos para a viscosidade do solvente em &gua e em
solventes orgianicos. Nagquele caso, entretanto, a difusioc mais
lenta em agua feol atribuida a um aumento na organizag¢io deste

solvente causado pela interagcfo com solutos hidrofdébicos, o que
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nfo fol comprovado.

Os dados mostrades na figura 3.1.8 n3o apresentam nenhuma
diferenciagZio devido a4 hidrofobicidade dos solutos, como seria
esperade segundo esta hipdtese. Estes resultados mostram, porém,
que a viscosidade n¥o ¢ o Unico parametro do solvente que deve ser
considerado para analisar a difus%o, e Jgus exiétém ' dois
comportamentos distintos para solugBes aquosas e de solventes
organicos. Além disto, também indicam que a partir da estimativa
dos volumes moleculares de um soluto obtida pelas contribulg@es
atdmicas, & utilizando uma relagio - simples como a de
Stokes-Einstein, ¢ possivel estimar com boa precisfio o coeficiente
de difusZEo deste composto, ccntan’go gque a solugdo seja

diferenciada sntre agquosa e nido agquosa.

O= rajios hidrodinamicos dos parabens foram estimados

utilizando a equaclo de Stok es;—Ei nstein com O 9= 6, e  as
viscosidades das mistura Aguasetanol da literatura 150.
Anzlisando—se o= ralos assim calculados, mostrados na Tabela

3.1.2, verifica-se uma peguena diminuig¢lo a medida em gque aumenta
o contetdo de etanol no- el uente, Fsta. diminuig3o deve sesr
interpretada com wuma tendéncia, uma vez que sua magnitude &
préxima do  erro  experimental associado aos coeficientes de
difus3o. Apesar das incertezas gquanto & validade desta eqUuagio
para a difusfo molecular, estes valores tém sido usados para
avaliar o nUmero de moléculas gue compﬁem'a entidade que difunde

em sol uc;ﬁoi 40 .

Como =z solubilidade dos parabens ¢ maior em stanol qus em
Agua 65, & esperada uma solvatagio preferencial destes compostos
pelas moléculas de etancl. De acordo com esta hipdtese, a redugio
no raio hidrodinimico indicaria a substituigfo das moléculas de
Agua de solvatag3o, gque estariam mais presas ao soluto, por
moléculas de etanol, gque n¥o difundiriam com o parabesn. Outra
interpretagc3c possivel para os raios hidrodinimicos ¢ que estes
reflitam a correlag¢fo entre os movimentos do secluto e do

solventeim. Assim, esta reduglo no valor estimado para o raio
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indica que, ainda que o etanol interaja preferencialmente com os
parabens, em relagfio A4 4gua, este alcool tem um menor efeito sobre

a difusBo destes compostos:

Outra possibilidade & a de que o3 valores de € da equaciZo de
Stokes~Einstein diminuam do valor B em diregcZo a 4. Isto
ocorreria, de acordo com © que fol discutido ant@riormente; ser A
adigZio de alcool diminuisse significativamente a estruturacfo do
solvente. e o valor de C fosse igual a 4, os raios hidrodinamicos
aumentariam B0%, e a adig3o de Aalcool na verdade estaria
provocands um aunsnto do raio, contrariamente ao discutido
anteriormente. Entretanto, as misturas Agua-etanocl apresentam
certas caracteristicas que nao confirmam a hipdtese de

desestruturagio com o aumento na frag®o de alcoonl.

& viscosidade destas misturas, que representa o atrito entre
camadas adjacentes do solvente, assume valores maiores gue os dos
liquidos purosis{). Do mesmo modo, oz volumes molares doz dois
componentes &, consequentemente, o volume da mistura, diminuem em
relag@o aos valores dos ligquidos puros 151. A variagBo de sntalpla
de mistura segue a mesma tendéncia, assumindo valores negativos,
indicando wma forte interag¥o entre os dois componentes 152.
Assim, pelo menos para as misturas com até 30% de etancl, em
volume, nEo seria esperada uma diminulg¢3o na ordenagSo do solvente
que pudesss modificar o valor de C a ser utilizado na sgquagfo de
Stokes-Einstein. Como os raios hidrodinimicos obtidos em stanol
85% obedecem a mesma tendéncia observada para os eslusntes com
menor quantidade de dlcool, € razoavel assumir gque © comporiamento

descrito pela equagfo de Stokes-Einstein deve s=r o mesmo.

Entretanto, conforme o© gque foi discutido em relaclo a
validade da equag8o de Stokes-Einstein, as razfes para oS
diferentes valores de C ainda n¥o estio completamente entendidas,
ngo sendo possivel afirmar gual dos comportamentos acima descritos

& mais correto.
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3.2. Interagio dos parabens com Micelas
3.2.3. Incorporacio de Solutos em Hicelas

A interagio de solutoes com micelas tem sido estudada
utilizandeo principalmenies dois modelos: o nodelo de a:;ﬁc:; das

massas e o de psesudofase micelar.

O mod=leo de acBo de mas=sas considera que tanto a formacio das
micelas guantoe a incorporagiico de solutos ocorre segundo um

equilibrio sucessiveo de associagdo descrito pelas stapas

Mo + Sw =Sh= MSs ' (3.2.11
Kz
MS1 + Sw ==== MS2 [3.2.21
Kn '
MSn-1 + Sw ==== MSn i [3.2.31
ande Mo, Mi,...,M8n repressntam as micelas puras ou com I3

moléculas c<le solutoe incorporadas, 3w, as mol#culas de scluto na
fase aquosa = Ki, as constantes de equilibrio para cada etapa da

assoclagfo, definldas por

. [MSi] ' [3.2. 41
Ki =
[ MSi-11 [ Sw]

0 modelo de pseudofase analisa a incorporagfo do scoluto na
micela como um processo de btransferéncia da fase aguosa para a
faze micelar. Esta pseudofase, considerada continua ssrla formada
pela unifo de todas as micelas formadas. Segundo este modelo,

podemos def inir um coeficiente de partigio como

{ Sm]l (3.2 9]
[Swl

me —
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em que [Sml & [Sv] representam as conceniragSes molares de soluto
na micela e em agua, definidas, respectivamente, em funcio dos
volumes toitals das fazes micelar e aquosé_ O coeficiesnts de
partigio também pode ser exprasso em fungBo das fragSes molares do

soluto em ambas as fases, representado como K.

Outra maneira de quantificar este processo ¢ atraves da

constante de interagico, Ks, definida como

[SmlT . [3.2.68]
ESwl Dm

ondea Dm € a concentragio de gurfatén'te micelizade, caleowl ado
subtraindo=—se a c.m¢ da concentracfo total, = Sm]’!‘l & a
concentragio de =zoluto na fasse micelar expressa em fungfo do
volumse Ltotal de solugBo. Estas constantes est¥o inter-relacicnadas

i 153
através de

K = Ks Kx - [3.2. 71

Vm, D Vo, D X 55,5

H

onde Vmp £ o volume molar do surfatante micelizado.

A distribuigdo dos solutos entre as fases micelar e agquosa
tem sido descrita com sucesse utilizande a distribuicio de
Poisgcn154 . De acordo com este modelo, assume—s&  gue as
propriedades da micela n¥fo mudam com a incorporagfo do solute, ou
seja, as elapas descritas pelas sguagBes [3.2.1] a [3.2.3] occorram
com a mesma probabilidade, e que a capaclidade de solubilizag®s nas
micelas & i'nfinita. De acordo com estas caracteristicas,

verifica-s= gue este modelo deve se=r adequado para baixos nlUmeros

de ocupacio por micela.
Azsslim, a probabllidade de gque uma micela contenha i meléculas

de scluto, que corresponde A fragio de micelas com este ntmero de

ocupagio, pode ser es=stimada por
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<n> exp ~<n> [3.2. 8]

il

A Vari'at;_ﬁo deo potencial quinmlco de uma molédcula do =oluto ao
ser transferida da fase agquosa para a fase micelar, a pressso

padrZo, pode ser obltida por

g,ei,o Cmicela, T> - w® <Cag, T = RT 1In Cai,mied
Cat, ag?
(3.2.9]

Esta difsrenga & igual & wvariagfo meolar da energia livre do
soluto com a transferéncia, embora haja' criticas para a aplicagio
deste proc=dimento a processos de transferéncia do scluto de um

sol vente Eara outro 155.

No caso de moléculas neubras, o)
coeficients= de atividade na fase aguosa peode ser assumldo como
unitario, sendo o neEsSno ngrmalmenté aplicado para solutos 1dénicos,
Existem algumas tentativas 156 de aplicar teoriaé comoe a  de
soluePes regulares para estimativa do coeficiente de atividade do
eolute na fase micelar. Usualmente, porém, este coeficlente tambédm

& considerado unitario.

Azssim, a atividade do solutos em ambazs as fases pode ser
ectimada determinando—se a sua concentragio ou fragio molar. Neste
sentido existem controvérsias sobre gqual a melhor forma de se
expressar a atividade do soluto em uma das fases. Ben—Naim 157
sugere a utilizagio da concentragfo molar justificando gue esta &
a grandeza que melhor reflete a variagZo local das propriedades
termodinamicas do soluto. Para o caso de micelas, ambos os

153’158_ Nesta tese, expressarsmos

procedimentos tém sido adotados
as variacBes de energia livre para a transferéncia em fungio dos
coeficientes de partigio calculados utilizando as concentragBes

molares do scluto nas duas fases, segundo a egquagio

ME = - R . T . 1In Kmv (232101
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3. 2. 2. Determinaégo dos Cosficientes de Partigdo
dos Parabens em Micelas de CTAB

0 coeficiente de partigfZo dos parabens fol deteminado a
partiir de medida= da variagZo da absorbincia dos parabsns com o
aumento na concentracfo de surfatante. CGenericamente, t;uandc: uma
propriedade P do sistema, referente ao soluto cu ao surfatante,
varia com a incorporacfo do solute na micela, podemos asstumir oule
esta variacio ssja proporcional a concentragio de soluto

incerporado. Assinm,
AP = k . I Sm ] . [3.2.111

opde k & a constante de proporcionalidade. Supondo gque esta
proporcionalidade se mantenha para o <aso limite em que todo o
solute =st& incorporade na fase micelar, © que pode ser aceito

para cases de baixo nimero de ccupagio nas micelas, tenos

H

& Poo k . [ Sm Jowo _ [3.2.121

ou

A Poo X . [ St 1 [3.2.13)

i

onde A Po & a variacfo maxima da propriedade P com a incorporagio

do soluto & [ St 1 é a concentragfo total do seoluto. Como
{ Svwl = [ &1 - [ Sm 1Tt £3.2.141

podemos combinar as equacBes {32.2.111, [(3.2.131 e I3.2.141 em

[3.2.8], que rearranjada leva a

AP = Krmw . Dm . AP (2. 2.1591
Kmw . Dm +  ¥Vm,D

Esta equagHo, semslhante as propostas por Michaslis-Menten para
cinética enzimatica e por Langmuir para adsorgfio, pode ser

rearranjada para permitir a determinagfo de Kmv atraveés de medidas
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de AP com & varilagfo na concentragcfio de surfatante micellizado, Dm,

- Dim + Vm, b [3.2.15]
APwm Kmw . APw

D
AP

ilizando os valores de cosficlentes de partigfo oblidos = a
distribuigZo de Poisson, segundo a squagdio [3.2.8), temos oquee, na
faiwxa de concentragles de soluto 2 de surfatante utilizadas, cerca
de 40 % das micelas snconiram—se desocupadas, 40 ¥ Lém apsnas uma
molécula de soluto & oz restante 20 ¥ podem conter mals de uma
molécula por micela. Assim, o coaficiente de partigZo, Kew, obtido
por este método pode ser considerado um valor nédio para as
Al versas =ituacSes descritas nas equagBes [3.2.11 a [3.2.3], de

acordo com as suposighes do modelo de pseudofase,

No caso dos parabens, foram realizadas medidas de varlagio da
absorbancia em 274 nm, para a espécle neutra, e em 310 nm, para a
espécie anidnica, conforme mostra a figura 3.2.1. Embora sstes n3o
sejam os conmprimentos de onda de absorgfo maxima destes compostos,
eles foram escolhidos por apresentarem a malor variagio de

absorbincia com a incorporagio.

0.40

0.30

0.20

ABS

I
|
L |
200 230 260 290 320 350 {mm)

Figura 3.2.1. Especiro de absorgio de propilparaben, 1,8 x
10™° M, neutro, com HCl S mM e aniénico, com MaOH B mM. Em solucEo
agquosa (2 = com CTAB 3 mM (—~—D2,
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Para garantir gque -as variagBes medidas eram devidas a apenas
uma das espécies, neutra ou anidénica, aestas medidas foram
realizadas em sSolugio de HCL 5 mM & NaOH 5 mM, respectivaments., O
Anions cloreto 2 hidroxila apresentam uma intsrac3o fraca com a
superficie do CTAB 159, de modo gue o resultados nZo devem
diferir dos que =seriam oblidos em Agua. Quando ok CTAB fol
adiciconado, acima da c.mc., a uma solugio aguosa de paraben, sem

controle de pH, observou-se o aparscimento da banda de absorgfo da

espécie 1onizada.

Alguns dos resultados obtidos, representando a \.fariac;liifo da
absorbinci a dogs zolutos como. & concentraciEo de surfatant s
micellzado, rezpecti vanente, segumdmr am equagtes [3.2.15] o)
3. 2161, sdo mostrados na figura 8.2.2. 0 bom ajuste cbiido com
os resultados expsrimentais de acordo com a egquagio (32,161,
comprova & validade das hipdtezes envolvidas neste método,
descritas anteriormente, |

Ot

.06

274nm)
o)
(8]

)
P

O Abs (A
o)
Ll

.02

.01

o) 1 L ) ! !
0 .5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

[cTAB] (mM)

mic
Figura 3.2.2. VYariag3o da absorbincia dos parabens =m 274 nm

em fungdo da concentragfo de CTAB micelizado, a 25°¢.
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Figura 3.2.3. Linearizagfo dozs resultados mostrados na fligura

3.2.2 de acordo com a equaclo [3.2.161

O= resulitados obtidos para a partigfo das espécies neulra e
anidnica, a 15, 25 = 35° € e dados da literatura para os parabens
neuwtros, a EBOC, =30 mostradeos na Tabela 3.2.1. O volume molar do
CTAB micelizade utilizade foi Vm,n = 0.384 dm®. mel™t 180 o
desvios—-padrio assocl ados & determnlinacio da constante de
interagieo, K=, e, consequentemente, de Kmw, _foram menores gquge 10
%, levando a variacfezs menores gue 3 X nos valores de AG. Os
valores cobtidos para o coeficiente de partig3o para a espécie
anidnica do pentilparaben nZo se mostraram reprodutiveis devido a
grande incorporagio do soluto na micela. Para o pentilparaben, os
valores obtidos foram pouco reprodutiveis, provavelmente devido 2

sua grande incorporagfo nas micelas. Por isto, o valor listado na

Tabela 3.2.1. é o obtido por extrapclagio supondo uma dependéncia
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linear de 1ln Kme com o ntimers de Gdbomos de carbons na cadosda

alifatica.

Tabela 3.2.1. Coeficientes de partigfo, Kme, para as espécies

aniédnica e neutra dos parabesns entre Agua e micelas de CTAB

a b d - 8O

homél ogo k% 18°¢ X, 25°¢ x5 a35°c k9 25°¢  Ka , 28°C
metil 1180 1050 oB0 885 7370
etil 1950 1580 1390 1687 12250
propil 4140 2660 2370 4308 1 7EOO
butil 010 8170 - 4850 12225 26950
pentil 8090 7210 5700 — 41770

a, b= cd coefi cientes de partigio para a sspécle neutra dos para-

bens, medidos pela equagfo [3.2.1861, ddvalores medidos por Shimizu
82

2 Iwatsuru , ) coeliclentes de partig¢io medidos para os parabens

ionizados Cpara o pentilparaben, calculado por extrapolagiod

Compar ando~se os coeficientes de partigio por néds obtidos com
as relatados por Shimizu e Iwatsuru 82 » vemos gue ha uma
diferenga que aumenta para os Uultimos compostos da série. Estes
autores mediram KEmv através do deslocamento do comprimento de onda
de absorgcfo maxima dos parabens com a lncorporagico na micela.
Entretanto, agqueles autores n3o fazem menglo de controle de pH
durante o8 sSsus experimentos, indicando a possiblilidade de

ionizagio dos parabens devido a interagfo com as miralas de CTAB,

conforme discutidcde anteriormente.

0 aparecimento da banda de absorgio relativa él espaclie
anidnica, Amax = 302 nmm , causaria um Alwmax malor do ques o©
provocado pela simples i ncorporagico do soluto na micela. Como a
ionizag3o causada pelas micelas de CTAB aumenta com a
hidrofobicidade do soluto, conforme serda discutido na préoxima

sec30, este erro aumentaria ac longo da série, o que explicaria a
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divergénclia dos resultados. 0Oz wvalores obltidos por aquel e
autores, através do mesmo método, para a par;t,ic;ﬁo dos parabens em
micelas de SDS, em gue n3o existe o proeblema da ionizagio dos
solutes, s=So concordantes com os descritos por Goto 2 Endo 78
opbtidos bel a técnica de filtracZfo em gel. O método de
acompanhamento de Almex com a incorporagio do soluto tambem foi
aplicado para a partigio de m—alcoxifendis em micelas de CTAB 161
e o resul tados obtidos concordaram com os determinados atraveées da
variacio dos cosflclentes de difusdo dos solutos. Assim, a -
difersnca enire os nossos e o3 resultados de Shimizu e Iwatsuru
pode ser atribuida & falta de contrele de pH mals do gu= a

deficidnecias nos mdiodos empregados.

Abu—~Hamdi yyah 162 relatou um wvalor de Kmv de B862 para o
etilparaben obtide através de medidas da vari agdo da c.m o, do
CTAR com a incorporaciio do soluto. Este wvalor € menor gue o por

1580, Oubtros valores relatados no mesmo btrabalho

il

nds obtido, Kmw

it

41, e p-etilfencl, Kmv = 503, s3o menores do gque

os descritos por Bunton e Sepulveda 161, respectl vamente 723 e

para fenol, Kme
2180, tambem obiidos através de medidas da varlagZo da absorbAncia
do soluto. Isto indica que o método utilizado por Abu-Hamdyyah
pode levar a coeficientes de partigio menores que OS determi nados

por outros m@itodos.

Por coutro lade, os coeficientes de partigXo por nds obtidos

s¥o bastante préximos dos descritos por Sepilveda e colaboradores

para a partigio de compostos similares aos par abens, como OS
p-alguilfendis 161 e os acidos p-alquilbenzdicos 163, em micelas
de CTAB.

Através da anilise dos resultados listados na Tabela 3. 2.1,
observa-se gue o© aumento da temperatura produz uma tendéncia de
diminui¢Zo nos valores dos coeficientes de partigio. Esta variagio
& discutida apenas como tendéncia porque ela ¢ comparativamente
menor gue a variagf3o devida ao erros experimentals. Entretanto,
este comportamento associado a valores de AH pequenos e negatltl vos,

representado por uma pequena redugdo na constante de squilibrio
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com © aumento da temperatura & uma caracteristica  oomum a
processos de transferéncia de soluteos da 4gua para uma fase
apolar, tendo sido observado, por exemplo, para a partigdio de

fenol & hidrocarbonetos aromiticos em micelas de SDS 164.

A partir da variag¥o da temperatura ¢ possivel, utilizando a
relagio d= van’t Hoff, calcular a variagiZo de entalpia para o
processo de transferéncia dos parabens da Agua para as micelas de

CTAB. Entretanto, conforme salientado por Beezer e colaboradores
1865

¥

o erro experimental associado a determinag3o de Kmw aumenta
consideravelmente a incerteza nos valores de  AtH obt i dos
indiretamentes. Por este motiveo, as medidas calorimétricas de A4H
sEo Sempr e preferidas. Al ém disto, conf orne discutido
anteriormente, os valores de AtH nesta faixa de temperaturas sao
geral mente peEguenos. LApesar destas ressalvas, gtilizamos os
coaficisntes de partigio a 18, 28 e 235°¢ para obter uma estimativa
de AtH. Os wvalores obtidos foram : -7,6, -12,8, -~-18,1, -8,8 =
-13,2 kj.mol_i, para metil, etil, propil, butil e pentilparaben,

respectivamente.

Existem poucas delerminag@es calorimétricas de 2MH para
compostos similares. Um destes estudos ¢ o de Larsen e Magid 165.
que obtiveram, para os acidos o-nitro, o-cloro, o-amino, p-amino,
o-hidréxi e p-hidréxibenzdico, o©os respectives valcores : -9,357,
-9,28, -21.,3, =-7,44, -=25,9 e -38,7. Comparando com a faixa de
valores obtidos para os parabens, observa-s2 que os AtH dos acidos
o-amino, orto = p-hidréxibenzdico sZo bem malores. Esta diferenga
pode s=mer atribuida a4 transigio de fase de micelas de CATB
esféricas para cilindricas, que fol observada em solugBes de CTAB

com o dols primelros compostos 157.

Estes efsitos da ‘temperaturas socbre processosz em solugBo
aquosa estFo relacionados principalmente & estrutura do solvente.
A Agua no estado liquido apresenta uma esirutura tnica em termos
de ordenamento devido a pcssibilidade de um arranjo geométrico das
mol éculas levando & formagZo de pontes de hidregénio muito

: 168
estivels . Estudes sobre processeos em solugfio adgquosa Ccomo
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solubilidads de compostos apolares, establlidade de protefinas i89

. 370 . .
e formacldcoc de micelas indicam gque, préximo da temperatura
ambiente, ha uma peguena redugfoc na variagHo de energia livre

destes processos com o aumsnto da Ltemperatura,

Nesta faixa de temperatura estes processos s3o governados
pela variagio de entropia causada pela diminuig3e na pefturbag’éﬁo
das molécul as de adgua devido 4 interagico com =z=olutes hidrofdédblicos.
Com a transferénclia destes solutos para cutras fases, as meléculas
do solwvente, mals estruturadas devido 2 interagfo com o soluto
hidrofédbico, s3o liberadas causando um grande aunento da entropia
glekal do sistema. Isto € a causa do chamado efeito hidrofobico,
em que se observa uma tendéncia de favorecimento de processos ue
envolvam 2 diminuigioe dos contatos entre a 4dgua & porgies
hidrofébiicas de um soluto. A ltemperaturas malores, a estutura do
sol vente torna—se menos - ordenada e existe um aumento da
contribuli ¢Fo entalpica envolvida nestes processos, dando origem a

chamada interacio hidrofdhica 169.

‘F.2.3. Analise das VariagBes de Energla Livre de

Transferéncia Através das Contribuigdes de Grupos

Uma das maneiras uwutilizadas para analisar a wvariagio de
energia livre associada a um processo guimico € aplicando o
principio da aditividade. De acordo com este principio, assume-se
que as contribuigBes de partes da molécula para as funcles
termodinamicas do processo s80  independentes e aditivas. A
aplicagfo deste procedimento permite a anialise do processo de
acordo com as conbribuiceBes individuais das wvarias interagdes

especificas envolvidas.

Un exemplo antigo de aplicagfo deste método fol a constatagio
relatada por Langmulr 17 de que a transferéncia de série
homdlogas de compostos organicos da fase aquosa para a interface

solugfosar envolvia uma variagfo constante de energia por grupo
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metileno, que dependia do tipo de composto estudado. Este
principio fol também apiicado por Cratin iz para a partigfo de
surfatantes ndo idnicos entre &gua e uma faze apolar. Naguele
trabalho, Cratin observou que a variagfo de energia livre do
processo podia ser dividida em uma contribuligio devida aos grupos
hidrofillicos e outra devida aos grupo hidrofébicos. Oubtro exemplo
de aplicagio deste . esquema foi relatado por Eéezez‘ e
colaboradores, que aplicaram este Lipo de procedimento para
interpretar as fungdes termodinamicas para a transferéncia de
m—alcoxifendls de Adgua para solventes apolares 15 e para analisar

a atividade bactericida de alguns fenéis_ss.

Aplicandoe este procedimento ao processeo de transferdéncia dos
parabens para micelas, temos que a variacHo de energia livre pode
ser decomposta em uma conlribuigifo hidrofdébica, r‘epresentadé pel os
grupes metileno da cadeia hidrocarbénica, uma conitribuig@o
relativa & estrutura base, devida ao anel benzénico e seus
substituintes, e outra eletrostatica, 'par*a o caso de solutos e

micelas idnices., Assim, temos
AtG = AcGE + n . AGH -+ AGE £3.2.17]1

onde os indices B, ®H e E representam, respectivamente, as
contribuig@es da estrutura base, hidroféblica & eletrostatica, e n

& o numero de dAtomos de carbono na cadeia alifiatica.

A equagio [3.2.17] tem =sido aplicada a diversos processos de
interacio, comprovando a possibilidade de separagdo das
contribul ¢@ies individuais de grupos das moléculas. A Tabela 32.2.2
mostra a aplicagio desta equagio para processos de particio de
compostos aromidticos entre a fase aquosa e solventes organicos e

micel as.

A contribuigio da estrutura base reflete a afinidade pela
fase apolar, em relago & fase aguosa. No caso dos compostas
listados na Tabsla 3.2.2, todas contédm um anel aromaticeo e

substituintes hidrofilicos. De maneira geral, a afinidade das
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Tabel a 3.2.2. Contribul ¢cSes para ensrgia livre de
transferéncia de compostos aromiticos de 4gua para solventes
apolares = micelas. Valores obtidos a 25°C e expressos emn
kJ.mol ™t
compostos slstema At CGa AtGa ALCGE ref.
parabens H,0roctanol - 8,04 3,08 - 16

H, 0~ CTAB ~-15,79 1,28 - 5,30 tese
H,0~ SDS ~-12,14 2,02 —= 78
m-alcoxi - H, 0 octanol - 4,37 =, 956 —-— 15
fendis H 0 CTAB -10,38 - 2,84 - 24
H,0 heptano 2,13 3,07 - 15
p-alquil - H,0 octanol 0,0 3,28 - 16
fendis Hgo/heptano 5,21 3,26 —— 163
H_ 0 CTAB -16,38 1,34 - 5,02 161
H,0 5DS 12,92 1,81 - 163
H,0- CPC -13,63 2,33 - 173
dcidos p-al - H O-hepltano 4,29 3,76 e 163
quilbenzdi— H 0~ CTAB ~17,63 1,42 - 4,18 163
COS H,0~ SDS -15,05 1,21 - 163
p-alquil- H,0/ CTAB ~14,29 1,13 - 163
anilinas H,0.” SDS -12,61 1,83 - 5,0a 163
H 0 CPC -11,18 1,72 - 173
p-alquilben— HEO/ CPC -10,49 =,768 Eaiae 173
zaldeldos
p-nitrofe—  H,0~ CTAB - 6,76 - 2,63 - 1753
nilalguil -

carboxilatos

¥ CPC — cloreto de hexadecilpiridinio
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estruturas base dos compostos da Tabela 3.2.2 pelas fases
hidrofdéblcas segue a ordem

CTAB > CPC = SDS > octanol > heptano.

0 heptanco ¢ bastante apolar e, mesmo em condi¢cfes de
saturac®o, possul uma pequena quantidade de moléculas de Agua
solubilizadas. Estudos com m-alcoxifendis 176 mostraram dJdue a

estrutura lbase contribui para a transferéncia com um aumsnto de

entropia, AMSs = B1,6 J.K* s atribuide 4 dessolvatagZEo gue
acompanha a solubkilizag3o na fase apolar. A contribulgiEo
entilpica, entretanto, & desfaveravel, AtHs = 23,85 kJ.mol oo

1::1@

Adgua, de modo qus com a transferéncia, a estrutura base do soluto

octanol, por outro ladeo, & capaz de soubllizar até 2,2 mol .l

pode manter sua camada de hidratag8o. Alédm disto, existe a
possibilidade de interagdo dos mralcdxifendis com o© octanol
através de pontes de hidrogénio gque, junto com interagBes Lipo van

der Waals favoravels levam a uma variag3o de entalpia negatiwva.

Ho caso das micelas, a interagfo com © soluto & mais forte do
que com os =2olventes apolares. Varios estudos mostraram que existe
uma razoivel penetragio de moléculas de igua na estrutura micelar
1?B’i?7, Além  disto, estudos com sondas  solvalocrdmicas 41
indicaram due a2 regifio de solubilizagio de compostoz semel hantes:
apg descritos na Tabela 3.2.2 apresenta uma constante dielétrica
efetiva em torno de 32 para o CTAB. Este valor € maior do gque a
constantes dielétricas do heptano (& =2 28) e octanol (& = 100 150,
e equivale a um solvente com caracteristicas préximas ao etanol (s

= 270,

Além da questZo da polaridade da estrutura base e do solvente
apolar, existem evidénclias de interag¢gBes especificas entre
compostos semslhantes e micelas de SDE = CTAB., Goto e Endo 74
ver‘ifica;*am que os parabens formam pontes de hidrogénio com os
grupos sulfato de micelas de SDS. No caso de micelas catidnicas,
estudos de RMN de ‘H e ¢ 178 e de fluorescéncia 179,180
indicaram a existéncia de uma interac3o entre o ansl aromAtico e

oS grupons amdnio qu'aterné\rio dos surfatantes. 0 fato de guese os
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valores de AtGCs sio malores para CTAB do que para SDS indica que,
das interacdes descritas acima, a maior & a com o surfatante

catidnico.

Atravées da anadlise dos efeltos do anel arcomitico de
p~alquilfendis sobre os deslocamentos quimicos dos proétons do CTAB
11 fol confirmada a proximidade e a sxisténcla de uma: interagsdo
entre o ansl 2 o grupo idénico do surfatante. Estes mesmos estudos
mostraram que n3io foi possivel determinar diferengas na
localizag®o do soluto na micela em fungfo do aumento da cadela
hidrofébica, nem com a ionizagio do soluto., Entrestanto, oulro
estudo de RMN 182 sobre a localizaglo do naftel ionizado em
micelas de brometo de tetradecilirimetilaménio propfie que os anéis
estejam localizados mals proximos dos grupos metileno mails
externos do surfatante. Segundeo este estudo, a interagcXo do .cétion
aménio com o oxigénic negativo prevalece sobre a com © aneéis
benzénicos. Portanto, no caso de solutos aromidticos n¥o ionizados,

parece razoével assumir que o anel permanega préximo da superficie

micelar.

Embora a natureza desta interagfo ainda ndc esteja
esclarecida, devem predominar interag@es do tipo carga, do cation
amdnio, — dipolo, representado pelo anel aromatico e sa2us-
substituintes. Assim, supondo que o nimero de grupos ionizados do
surfatante n¥o varie significativamente para cada tipo de soluto,
uma manesira de analisar esta interag3o € através da estimativa da
carga sobre a estrutura base. A carga socbre os fragmentos da
molécula foi estimada a partir da soma das cargas atdmicas

liquidas de Mulliken 183 calcul adas utilizando o método

semi~empirico AML 184. Este procedimento tem sidoe largamente
aplicado quando se deseja estimar a densidade de carga negativa

zobre determinado dtomo ou grupo da molécula.

Como os grupos substituintes pressentes nos compostos
aromaticos listados na Tabela 3.2.2 sZo bastante diferentes entre
si, torna-se dificil compararar a densidade de carga sobre as

varias estruturas base. Por este motivo, resolvemos padronizar
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esta medida utilizando apenas a carga negativa sobre o anel
aromatico. O papel dos S‘:ubstituintes seria avaliado, portanto, de
modo indireto, através de ssu efeito sobre o anel. ‘
Qutra maneira de analisar a interag8o entre os compostos
aromaticos e os ciétions amdnico & segundo a teoria de Acidos e
bazes de Lewis., De acordo com esta teoria, oz compostos afométicos
agem com bases, doadores de elélrons, =2 os cations amdnico, como
dcidos, deficientes em slétrons. Unma base forle apresenta um orbkital
de fronteira ocupado C(HOMS -~ “Highest Occuplied Molecular Orbital >
com alta energla de modo que a interag¢3o com o orbital desocupado
do acideo CL.UMO ~ "Lowest Unoccupisd Molecular Orbital®™) resulte em

um ganho liguldo de snerglia para.o sistema 185.

Ainda utilizando a teoria de Acidos £ bases de Lewis, podemos
analisar a intesragcfo segundo o conceito de dureza 2 moleza dos

Acidos 2 bases, enunclado por Psarson 186. Neste sentido, oOs

resultados obtidos por Seplulveda e colaboradores‘ 187 para a
interacio de Anions com micelas de cetilirimetilamdnio mostram que
a ordem na intensidade para interagdo segue a sequencia de molexza
dos anions. Assim, isto indica gue estes cations iém comportamento
de acidos moles. Para avallar a moleza de um composto, Parr =
Pearson 18 propuseram a utilizaglo de um indice baseado na-
diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO. Segundo esta

proposta, © indice de moleza, S, pode ser calculado como
S =2 Ce - & > ' [3.2.18]
onde o simbolo £ representa a snergia de cada orbital.

Un procedimento semelhante fol recentemente aplicade para
interpretar valores de varaigZo de energia livre de interagSo de
compostos arcomiticos com sletrodos de mercdrio 189. Meste caso, ©
mercuric tem comportamento de wum 4cido de Lewis mole. Em
concordancia com a teoria de Pearson, fol observado gque, apds uma
corregfio das wvariagBSes de energia livre associadas a adsorg@lo

zobre o eeletrode devido unicamente a fatores hidrofdbicos,
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obtinha-se uma variagio _de energia livre atribulida & interagio do
compostos aromatico com © mercuric metalico qua& apresentava uma

hoa correl a¢io com o parametro de moleza, 5, descrito acima.

A Tabela 3.3.3 mostra os valorss oblidos para as vArias
propriedades, calculados para os menores homdélogos de cada uma das
sdries lismtadas na Tabela 3.2.2. A=  cargas atdmicas foram
calculadas ubilizando o program semi-empirico AMl, - As energlias dos
orbitais de fronteira foram obtidas através do método HAMA3 190’
partir das geomeirias otimizadas pelo AMI. A wtilizag3o das
hipdteses descritas acima n3co levou a nenhuma correlagiEo
significativa enire as propriedades calculadas # a variag3o de
energia livre associada & interagdo da estrutura base destes
compostos com as micelas de CTAB. Tambéﬁ foram testadas regressSes
miltiplas de AGe conbtra mais de uma das'propriedades calcul adas,

mas =m nernhuma das tentativas foram obtidas correl agfies

significati vas.

Tabela 3.3.3. Paramstros tedricos calculados para ©os menores

compostos de séries homél ogas de solutos aromaticos

comnposto sCHOMOO =C LUMOD s carga

metilparaben - 8,568 - 0,485 - 0,236 - 0,519
m—metdxi Fenol - 8,488 1.022 - 0,210 - 2,312
p-metllifenol - 8,390 1,182 - 0,209 - 0,584
4. metilbenzdico — 2,504 - 0,848 - 0,228 - 0,885
p-metilanilina - 8,027 1,181 - 0,217 ~- 0,623
tolusno - 9,236 1,043 - 0,195 - 0,720
metilbenzaldeido - 8,070 - 0,918 - 0,245 - 0,822
nitraofenilformialeo - 9,726 - 1,576 - 0,248 - 0,445
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Estes resultados negativos podem ser interpretados <como um
indicativo de gques o model o proposto € muito simples & n3o leva em
considerac=o todos os aspectos enveolvidos na interaglo. Entre as
principais causas para a falha dos modelos propostos deve estar o
efeito dos diferentes grupos sobre a localizacfo do soluto na
micela e suas interagfes individuais com o surfatante. Aldm dos
diferentes tipos de substituintes, a Tabela 3.2.2 aprese.nt;a também
compostos mono e dissubstituidos e em diferentes posigles
relativas, meta e para. Como a interagio depende da disténcia
entre o anel & os grupos polares do surfatante, sua intensidads
deve ser bastante dependente da localizagfo do soluto. Além de
influenciar na localizagBo dos solutos, os substituintes podem,
separadam=asnte, interagir com o surfatante, ezpecialmente no caso
de substitwuintes com alta densidade életrénica como carbonila,

carboxilas e grupos nitro.

A contribuigio hidrofdbica para a variaglo de gnergia livre
do processo de bransferéncia de fase, MAGu, pode ser interpretada
como © Lrabalho exercido, a temperatura e pressfo constantes, para
transferir um grupo metileno da fase aquosa para a fase apolar. Um
dos pI‘iFﬁE—Ei ros Ltrabalhos neste sentido fol o reallzado por Langmuir
171 para a transferéncia de séries homdlogas do interior da
solugEo adgquosa para a interface solugforsar. Naguels trazbalho,
Langmuir determinou uma contribulicio média de -2,81 kJ.mol -t para
a snergia livre de transferéncla de grupos metileno do interior da
soluglo aguosa para a interface. Uma observagfo semelhante fol
relatada .p::r“ Traube 130, levando a uma regra empirica sobre o

abai xamento da tensZo superficial de solugBes de homdlogos.

A interpretagico dos wvalores de AGH esti relacionada A

equagio proposta por Collander, em 1951 1 92‘ Pe acordo com aquela
proposigio, os coeficlentes de partigio, K, de um determinado
zoluto entre Agua e duas fases apolares I e II, podem ser
relacionados segundo '

in Kz = a + b . 1ln Kn 3. 2,193
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onde a e b s3o os parimetros para os ajustes da equagdo. Aplicando
esta relagSo para a transferéncia de séries homdlogas, Beszer e
colaboradores 1 propuseram gue o parameiro b da equagfo de

Collander, e=eq. [32.2.191, descrito como
b = CAt.GHDI e C&t@u)n [3.2.20]

pode ser utilizado para avaliar certas caracteristicas dos
ambientes do solubilizagZo do soluto nas faszes apolares I e II.
Nagquele trabalho os autores observaram que, para uma grande
variedads de sistemas COmo solventes orginicos, mnicel as,
lipossomas € membranas de eritrdcitos, AGe estava relacionado com

a quantidade de Agua solubilizada na fase apolar.

Vario=s estudos tém sido feitos a resspeito da interprelagio da
contribul ¢Fo por grupe - metileno. Entre outros, Pool e e
colaboradores 193 sugeriram que os valores de AtCa obtidos por
cromatografia para a transferéncia de fase gasosa para a fase
gstacionaria estaria relacionada - polaridads global, sem
defini-la especificamente. Com este objetivo, Abraham et al. 104
tentaram correlacicnar valores de incremento por grupo metileno
para AG enveolvida na transferéncia da fase gasosa para solugdo
com varios parametros dos solventes. Entre os parametros estudados
astavam parametro de Hildebrand, constante dielétrica, indice de

refragio, parameiro ETCSO) de polaridade de solventes ete.

A conclus8o deste estudo fol de que ACr n3Eo & apenas um
parametro de polaridade do sclvente, mas reflete uma combinagiEo de
processos envolvidos na partigZo. Como suporte para esta proposta
estava o fato de gue as melhores correlag@ies foram cobltidas entre
At e © parametro de solubilidade de Hildebrand C:SHD e uma
fungiio, F (nd, definida em termos do indice de refragdoc do
solvente. De acordo com esta proposta, o parametro de Hildebrand,
que esta relacionado com a energia coesiva do solvente, mede a
energia necessaria para a criacfo de uma cavidade no solvente para
inser¢Zo de cada fragmento do soluto. O parametro de refracgfo

abrange as interac;ﬁes dispersivas entre os grupos metlleno,
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apolares, e 0 solvenie.

Mata—Segreda 195 aplicando um modelo cindtico denominado
modelo de pressfo de solvatacio para dados de itransferéncia de
solutos da Agua para fases hidrofdblica=s, sugeriu que o termo
entrépico deve ser considerado, além das contribuigfes entalpicas.
As contribulgfes entrdépicas tornam—-se mals importantes quande o
solute & tLransferido para uma fase hidrofédbica organizada, como
micelas, lipossomas ou proteinas. Segundo aguele autor, b1
restrigcfo de movimentos do soluto incopeoradeo na fase apolar
explicaria porgue a contribuigio MGz £ menor guando =snvolve
sistemas hidrofdébicos organizados, =m compafagﬁo com o5 solventes

organicos.

De maneira geral, estes estudos concordam no fato de que o
paramstro ALGH reflete  certas propriedades do sitio de
solubilizagcio na fase apolar. Segundo este principio geral,
valores mais negativos sHo encontrados para fases gque mais se

assenelham aos hidrocarbonstos liguldos.

Analisando as contribuig@es hidrofdébicas listadas na Tabela
3.2.2 para compostos aromaticos, verificamos gus os valorss de
AtGy para transferéncia para micelas encontram—se na faixa de -1,1°
a —2,7 kJ.mol *. J& os valores relatados para a transferéncia para
solventes apolares wvariam entre -3,0 =« -3,8 kJ.mal"i. Desta
maneira, podemos conclulr gue os siticos de solublilizagio =m
micelas tém propriedades intermediirias entre a Agua e solventes

apwlares como octanol & heptano.

No caso especifico da transferéncla dos parabens para micel.as

de CTAB, estes valores s3o menores que alguns reportados para a

transferéncia de compostos como oS m—alcoxifendis 24 1=
élcooisigﬁ’ig? para micelas de CTAB, ocu dos préprios parabens para
micelas de SDS 74. Por outro lado, estes valores s assemelham aos

obtidos para a transferécia de outros compostos aromiaticos como os
p-alquilfendis, dcidos pralquilbenzdicos e prnitrofenilcar—

boxilatos de alquila para micelas de CTAB, conforme mostra a
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Tabela 3.=.2. Ainda no caso dos parabens, as contribuiges
hidrofdébicas para a transferéncia para micelas de CTAB sZo menores
que as medidas para Agua-soctanol, indicande que o sitio de
solubilizac®o nas micelas bLem caracteristicas intermediirias entre

octanol e Agua.

45}

2.5

- iGH (KJ/mol)
»

__,74! 1 L L ] i i I
6 8 10 12 14 16 18 20

-4 !Gg {KJ/mol)

Figura 3.2.4. Relagio entre as contribuigBes da estrutura
base, AtGs, e hidrofdbica, AGH, para a variagio energia livre
para a transferéncia de compostos aromaticos para micelas. € -

CTAB, @ - SDS e & - CPC

Observou—-se, btambém, gue existe uma certa correlagio entre osg
valores de AGeE e AiGH, conforme mostra a figura 3.2. 4. Os
resultados mostrados nesta figura indicam um cbmportamento geral,
aplicavel a partigﬁo de compostos aromidticos em micelas catidnicas

como CTAB e CPC, e anidnicas, como SDS. A equaglo obtida por
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regressio llnear para as 14 séries de arométicos representadas na

figura 3.2. 4, fol

HGr = - 18,91 o = 1,820 + 3,10 Co = 0,782 ACH
A [3.2.211
onde as contribuicBes de MG estHo expressas em kJ.mol ', e o

representa o desvio padrfo de cada paramgtro da regress®Eo. 0O
coeficiente de correlagdo obtide foi r = 0,751, 2 o valor para o
teste F, F = 18,5, O desvio médic dos pontos sxperimentals para os

preditos p=la regressio fol de 12%.

De acordo com a tendéncia representada por este pontos, uma
forte interagdo entre a estrutrura base = as micelas leva a
valores peJquenos para a contribuigie hidrofdbica. Conforme a
interpretagio dada & contribuig¢®o hidrofdbica, no caso de valores
grandes de AMGa, o©0s grupos metileno seriam solubilizados em
anbientes menos semelhantes aocs hidrocarbonstos. Assumindo  qus
haja um aumento na quantidade de moléculas de 4dgua incorporadas, a
partir da superficie micelar 198. estes resultados indicam que uma
interac;”é‘o forte da estrutura base com a micela manteria oz sol utos

mais proximos a superficis.

0Oz valores listados na Tabela 3.2.2 para as conbtribuld ¢S8es
eletrogtaticas, AtGe, =s8o bastanlte semelhantes, mesmo para o caso
de micelas de SDS. Entretanto, para o cahso de micelas de CTAB,
estes valores sfo menores que os oblidos para a associagBo de
contra—fons inorginicos, relatados por Sepdlveda e colaboradores
187. Estes valores variam de -9,06 kJ.mol“", para fluoreto, a —-17,1
kJ.mcld, para nitrate. A variagZo na energia livre de um ion sob
agfio de um potencial eletrostitico, ¥, pode ser calculada através

d91

MGCE ¥, z . e [3. 2. 221

]

onde z & & representam a carga do fon e © valoer da carga do

elétron, respectivamente.
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Para o caso do CTAB, supondo uma interagf@o puraments

eletrostatica & utilizando o valor de ¥ da literatura 41, ¥ = 140

mY, temos que a contriuigio eletrostitica seria AMGe = -13,5
kJ. mol -, Os valores malores obtidos para alguns anions
inorganicos 187 podem ser creditados & presenga de oubtras

interagSes além das puramente eletrostiticas. Estas decorrem da
interagfo do cition amdnioc, gque tem comportamento. de acido mole,
com bases moles como alguns dos Anions. A participag¢do de acidos e

bases moles confere um certo cariater covalente 4 interagfo.

No caso da interagBo dos compostos aromidticos com micelas de
CTAR, existem algumas hipdteses para explicar os balxos valores de
AGr em relagio aos obtidos com Anions inorginicos., A primeira,
sugerida por Sespulveda et al. 153 & de gque o3 Anions organicos
formem pares idnicos com oz citions de CTAB na fase aquosa e gue
este par 1d6nico &€ dque seja transferido para a micela. Outra
pozssibilidade € a de que a carga sobre o oxigénio, adq‘uiri da com a
ioni zéu:;ﬁo , seja distribuida pela estrutura base devido 2
ressonancia. Assim, 2 interagfo occorreria através de mals de um
sitic néegativo representado pelos dtomos com malor densidade de
carga devido A& ressonincia. Outra possibilidade, ainda, & a de
que, uma vezr gque apenas 20 % das moléculas de CTAB na micelas.
estEo dissociadas, 05 solutos anidnicos sz encontrem distantes das
cargas positivas, embora a proximidade entre os dols seja
favorecida pela atragio eletrostatica.

Valores de ensrgia de interagfo da ordem de - B % 1 kJ.mr:vl--:l
foram descritos para contribuigBes eletrostatica para a interagio
em sistema macrociclicos, emn solugdes agquosas 199, a{)o. Este
resultado fol relatado a partir do estudo de uma grande variedade
de combi nagBes de compostos anidnicos de di ferentes
caracteristicas como tamanho, tipo de astomos, polarizabilidades e
densidades de carga 199. Entre alguns dos grupos anidnicos,
citamos : carboxilato, fosfato e fenolato. Os compostos

hospedeiros estudados compreenderam macrociclos e ciclodextrinas

modificadas com carga negativa sobre adtomos de nitrog2nio em
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grupas do tipo +NH:E’2. "'NIEE‘1b e helerocliclos aromaticos. A oblengdo
de um valor semelhante para as contribuligdes eletrostiticas para
interagfo em macrociclos ciclodextrinas e micelas sugere gue Lodas
envolvem um tipo comum de interacio apontando a necsssidade de

mais estudos a fim de entender esta similaridade,
Z. 2.4, Efeito dos Parabens sobre a c:m.c. do CTAB

A incorporacfo de solutos com caracteristicas hidrofdbicas em
micelas, redur a sua c.mc. e, de acordo com a equagdco [1.41,
aumenta a sua establlidade, medida pof AfGmie, Este efeito pode
ser atribuido & redugfo na repulsio entre os grupos idnicos do
surfatante =] pela interagdo favoravel entre solutos com
caracteristicas hidrofdbicas e a fase micelar. O efeito dos
solutos sobre a c.m.c estd relacionado com a gquantidade de solubo
incorporada na fase micelar. Por—- este motive, foram propostos

métodos 16@, 201

que permitem a delerminagieo doz coeficientes de
particfo a pariir do abaisxamento da c.m. c. Estes mdtodos levam a

equagio geral
in [Ce.me. ™ 7 Ce.meD]l = k . Cs 13, 2.283)

onde os indices v e g representam oz valores de c.m.c em Agua e na
presenga de uma concentragfo Cs de soluto. Segundo sstes modelos,
a constante k estd diretamente relacionada com o coeficiente de

parti¢fo do soluto.

A c.m.c do CTAB na presenga dos parabens fol medida a partir

do aparecimento da espécle anidnica do soluto, representada pela

absorbéncia em A = 302 nm. Na figura 3. 2.5, mostramos este efeito
segundo a eguagio [3.2.23]. Como, de acordo com os modelos
propostos 16z, 201 » k & diretamente proporcicnal aos coeficientes

de partigdo, seria esperado um aumento linear de ln k com o numero
de atomos de carbono na cadela alifiatica. A figura 32.2.5 mostra a

relagZo de 1In k, calculado pela squagio [3.2.23], com o tamanho da
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cadeia dos parabens.
—~6.8

in C.M.C.

05 10 1.5 20 2.5 30 35 40 435 5.0
[ParaBEN]x 10* (M)

Figura 32.2.5. Varliag3o da c:.rﬁ.c:. de CTAB com a conceniragHo
de parabsn, a =5°C. A~ metil; A - etil; o - propil e @ -

butilparaben.

Anal isando-se o5 resultados graficados na figura 3.2.08,.
obssrva-se que a relagfo entre In k e o nimero de Alomos de
carbono na cadeia alifitica n¥o & linsar. E que neste caso, ocorre
a lncorporagfo de duas sspdcies do mesmo soluto, a forma neutra e
a anidnica. Assim, a equagio [3.2.283] torna-se

In Ce.m.e.” 7 c.me. > = k . [HAl + k_ . [A"}

HA A
{3. 2. 241

onde kHA = kA representam a capacidade da redug3o da c.m.c. para

as espécies HA e A,

A sspécie anidnica deve ser mais efetiva em reduzir a <.m. c.
do CTAR devido ac seu malor coeficlente de particioc & ao seu malor

efeito sobre a repulsio enbtre os grupos idénicos do surfatante.
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Assumindo <ue as constantes kHAe kA ndo variem multo para os
guatro homdlogos estudados, o desvio do comportamento linear
predito por equaglies do. tipo da equag3o [3.2.23] pode ser
atribuido majoritariamente & ionizacio dos parabens. Confirmando
esta suposigHo, observa-se na figura 3.2.8 que este desvio, assim

como a ioni zagZo, aumenta ao longo da série.

8.5
8 f—
7.5
s 7=
o
851
f 1 1 1

Me Et fr Bu

Figura 3.2.6. RelagHo entre In k (eqg. [3.2.231) & o nimero de

Atomos de carbono na cadeia alifatica dos parabens

Do mesmo modo que o discutido na seg3o 3.2.1 para os
coeficientes de paritigio descritos por Shimizu e Iwatsuruga, a
ionizacio dos solutos na prasenga das micel as pode levar a esrros
sistematicos na aplicag8o de equagles do tipo da equagl3o [3.2.23].
Este Lipo dde método foi aplicado por Abu-Hamdiyyah 16z para medir
os coeficisentes de partigio de uma série de solutos em micelas de
CTAB, entre sles o etilparaben. Q0 valor obtido, Kme = 862, & menor
do que o medido por nds, Kme = 18580. Naguele trabalho n3o ha
mengSo de conirole de pH para evitar a ionizagfo. Entretante, a
discrepanci a entre os resultados deve ter outra causa, uma vez gue
a ionlzag®Eo levaria a valores de Kmw malores que os reais. De
qualguer maneira, resultados do tipo dos mostrados na figura 3.2.6
enfatizam a importancia de controle do pH em estudos gue utilizem

solutos ionizidvels & micelas.
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3. 2. Yonizacio dos Parabens em Presenga de Micelas

A vbservagfio do efeito de surfatantes sobre a lonizagio de
solutos remonta aos primeiros estudos envolvendo micelas, como os
relatados por Hartley em. 1939 202. Nestes estudos, Hartley
ohservou oue micelas afetam a ionizagfo de corantes ut;il'i.zados
como indicadores de pH e esnuncicu wuma regra gqualitativa para a
descrigio deste efeito. De acordo com esta regra, o deslocamento
do equilibric de ionizagdo seria favorecido no sentido de aumentar
a interacfo, ou reduzir a repuls3io, eletrostatica entre a espécie

jonizada do =olutoc & a micela.

A influédncia das micelas sobre o equilibrio de ionizaglo de
um s=oluto pode ser representada, para o caso de um acido, HéA,

conforme o esguema abalxo

CKadw : _
CHAYw mmmmm CHDwv + CADw , Agua
————————— - K mmmemm———ee K4 —mmmmmm K o s
HA H A
CKalm . _
CHAmM ===== CH Om + CADm micela

Esguema 3.3.1.

A constante de ionizagcBo dos solutos na fase aguosa, (Kaldw,
nfo se altera na presenca de mlcelas, exceto pela mudanga na forga
idnica da solugo. Enitretanto, a interagBo do scoluto com as

micelas muda a constante aparente de ionizag3o, definda como

CKadap = [ A 1t . [ H v [3.3.11

[ HA 3t

onde © indice it refere-se as conceniragBes totals, definldas como

a soma das concentragcdes nas fases aquosa e micelar, expressas m
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relagio a0 volume total da solugZo.

Esta forma de expressar a constante de lonizagdo € a mailis
adegquada porgue, usualmente procede-se de modo a que as micelas
nSo interfiram nas medidas realizadas e assim, as gquantidades
medidas, por exemplo intensidade de luz absorvida ou emitida pelo
soluto, s3o0 relativas as concentragfes totals das espécies‘ HA e
AT, Além disto, o pH determinado experimentalmente, seja por
medida direta utilizando eletrodos ou controlado pelo usc de

tampdes, € o pH da fase agquosa.

Analisando-se o esquema 32.3.1, para o caso de uma nicela
catidnica, observa-se ques uma interagfo maior da espécie A, enm
relagZo &2 HA, com a micela leva a um deslocamentie do squilibrio de
dizssociagio na fase aquosa no sentido do aumento da ionizagHo.
Assim, obedecendo & invaridnclia da constante de ionizagfo (Kaldw,
observa-se um aumento da concentragfo total da espécie anidnica e
uma conseguente redugio do pKa aparente. No caso oposto,
representado por uma micela anidénica, hid uma interagfio maior da
espécie neutra devido - repul s3o eletrostatica entre oS
surfatantes e a espfcie anidnica. HNeste caso, hid um deslocamento
do equilibrio na fase aquosa no sentido de diminuit,fﬁo da
dissociacfo, com um aumento no pKa aparente. Este procedimento
leva as regras gqualitativas enuncladas por Hartley para predigfo

do aefeito de micelas sobre egquilibrics de ionlzagcEo.

Outra maneira de interpretar este fendmeno & analisande o
efeiteo do potencizl eletrostético da superficie micelar sobre a
concentragio de H" nesta fase. No caso de micelas catidénicas, o oH
na Interface micelar deve ser maior do que na solugifo, =)
vice—e-versa. Assim, uma espécle solubilizada na fase micelar
comporta—se como se estivesse em um meio de pH diferente do pH no
interior da =solucio aquosé. Este comportamento leva a Lima

diferen¢ca entre o pKa aparente e o determinado em soluglo aguosa.

A distribuicZoc dos fons H a partir da superficie micelar

pode ser assumida como obedecendo a relagSo de Boltzmann., Assim,
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I HIm = [ H lw. exp ~Ce . ¥/ k T [3.3.2]
B

onde ¢ &€ a carga do eléiron e ka’ a constante de Boltzmann., No
caso de solutos totalmente incorporados na fase micelar, as
concentragBes nesta faze poedem ser igualadas As concentragdes
totais. Aplicando esie principio e substituindo a egquagio [3.3.21]
na equagio [3.3.13}, obtém-se a seguinte relag¥o entre o pKa
aparente de compostos presentes apenas na fase apolar e o©

potencial elelrostitico micelar

CpKadap -~ ({pKadm = -—e ., ¥ /k T £3.3. 31

B

203 '
Fernandez & Fromherz aplicaram este procedimento
utilizando a equagio {3.3.3] para avaliar o potencial

eletrostatico da superficie de micelas. Estes auteores, ubtilizando
como sondas compostos totalmente incorporados na fase micelar e
estimando (pKadm como o pKa dos mesmos compostos bLotalmente
incorporados em micelas nBo-idnicas, obtiveram estimatlvas dos
pot=snclals superficials para micelas de SDE, ¥ = -134 mV, = CTAR,
¥ = 140 mV.

O mesmoe tipo de procedimento foi bastante .utilizado por

41, 204-2086 utilizando corantes

Prummond e colaboradores
solvatocr&micos como sondas para determinagfo simultéanea do
potencial eletrostatico e da constante dielétirica efetiva de
interfaces de micelas, lipossomas e micreoemulsdSes. Bonnet e@ al.
=07 utilizaram um procedimento semelhante para estudar a lonizacHo
de aclido estsirico em lipossomas de dipalmitoilfosfatidileoclina,
DPPC. Aplicando as relag@es envolvidas no Esquema 3.3.1, pode-se

obter a equagio

CpKadm ~ (pKadw . = log CKA ~ KHAD - (e ¥ 7 2,3 . kT2
| [3.3.41

Segundo esta equagfo, a. diferenga entre o pKa na fase aquosa

e na fase hidrofdbica depende da relagio entre os coeficientes de
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partic¥Eo das espécies HA e A e do potencial eletrostitico da
interface. No caso do aAcido esteirico, como ambas as formas, HA e
A, devem estar quase completamente lncorporadas nos lipossomas, a
raz¥oc entre os ceoeficientes de partigiio assume um valor bem
proximo da unidade. Deste modo, a eguag3ic [3.3.4) proposta por

Bonnet e col aboradores 207 se aproxima da equag3c [3.3.3],

proposta por Fernandez e Fromherz 203.

Entretanto, para solutos gque se encontrem distribuidos entre
as fases aquosa e a hidrofdébica, a equagio [3.3.4] € de grande
importancia. Uma vez determinados os coeficientes de partig@o das
formas Acida e bisica, ¢ possivel estimar o valor da constante de
ionizag¥o na fase hidrofdbica, (Kadm. Este valor, que pode ser
utilizado em relagfes do tipo da equac;ﬁr-: [3.3.3) para determinagio
de ¥, ¢ usualmente estimado de duas maneiras : através da ‘medida
do pKa em micelas nZo-idnicas (por exemplo 203, 204> ou através da
determinagBo do pKa em misturas de solventes, por exemplo

41, 203, 204

dgua-dioxano com constante dielétrica préxima da

estimada para a superficie micelar.

Do mesmo modo, esta relagfo permite a avaliag®o de ¥ a partir
da determinagfo dos cosficientes de partigdo KA e KHA 2 da
eszstimativa de (pKadm. Aplicando esta relaglo para a ionizacHo de-
scidos graxos marcados com sondas de ESR, Bonnet e colaboradores
=07 estimaram o poctencial superficial de lipossomas de DPPC. 03
valores obtidoz para trés tipos de sondas variaram de -20 a -—-38
mV, enguanto o valor descrito por Drummond &t al. 204 & de -~ EBES

mY.

Utilizando a relagcfco de Boltzmann para a distribulgio dos
ions H' entre a supsrficie micelar e a solugfo aguosa, ¢ possivel
estimar a diferenga entre o pH nos dois ambientes. Para o caso do
CTAB, com ¥ = 140 mV e aplicando a equaglo [3.3.2] tLemnos dJdue a
diferenga entre o pH dos dolis meios & de aproximadamente 2;,4
unidades, A&Assim, no caso extremo de o soluto estar total mente
incorporado na' fase micelar, esta seria a variagio maxima no pKa

aparente. A menor constante dielétrica da interface micelar,
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entretanteo, deveria dificultar a ionizagfo do soluto naguela fase,.
de modo guie esta variagBo méxima de 2,4 unidades dificilmente
seria alcangada. A malioria dos valores de ApKa relatados para
micelas est i abalxo deste valor, existindo, porém, vArios relatos
de variacBes de pKa aparente em terno de 2 unidades 268. Al guns
valores maiores ainda, de até 5 a B unidades, foram reportados

para o caso de microemul s8es 208.

Assim, a varlagio do pKa aparente com a2 incorporagcfo na
micela nEo pode ser totalmente explicado pelo efeito do potencial
de superficie. Além disto, isto n3o explicaria a influgncia de
micelas nao-idnicas. Ouiros efeitos como a redugcBo da constante
dielétrica efelliva & das diferengas entre os cosficientes de
partiq8o das duas espécies devem contribulr para o efsito global.
Por este molivo, o modelos gque descrevem quantitatilvamente os
efeitos de micelas sobre o pKa de solutos podem ser divididos em
dois grupos principais: oz que atribuem o efeito ao potencial
eletrogstitico da micela e o5 que relacionam este efeito com os

coeficientes de partigio das espécies em squlilibrio,

Os 'pri meiros modelos, representados pelas sgquagBies [3.3.31 =
[(3.23.4]1, Lt&m sido aplicados com sucesso para compostos totél ment e
incorporados na fase micelar. Desta mansira, através do uso de
sondas adecdcuadas € possivel estimar o potencial eletrostitico

superficial de micelas 203’204, lipossomas 204 e fragmentos de

membranas bioldgicas 209.

Entre o5 modelos que relacionam o ApKa com os coeficlentes de
partigdo enitre as duas fases, um ¢ representado pela equagZo
dezcrita por Martinek e colaboradores 210. De acordo com este
procediment o, combinando as constantes dos equilibricos descritos
no Esquema &£.1 com a definigio de pKa aparente, equaglo [3.3.11, &

possivel obtler a seguinte express3o para ApKa

CpKadap - (pKadw = log €1 + K . DD [3.3.5]
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Nesta equagio, o efelteo do potencial eletrostitico &
considerado a partir da dependgénciza das constantes de ligacZo, Ks’
que estlo diretamente relacionadas aos coeficientes de partigFo,

Kmw.

Outra maneira de quantificar o efeito de micelas sobre o pKa
de solutos decorrente da interaci3o entre estes agregados & as
espécies Acida e bisica do soluto € através da aplicagfo do modslo
de troca i4énica de pseudofase, PPIE, proposto por Quina e

Chaimovich a7, a1l )

Este modelo considera gue a partigio de
espécies ionicas em micelas também idnicas pode ser descrita como

um processo de troca idnica, semelhante a0 que ocorre sobre

resinas. DPesta manesira, & possivel definir uma constante de
seletividade, !{A/Y , para a troca idnica da espécie A pelos
contra—-ions, Y , do surfatante ou outros ions presentes. Segundo

este model o, podemnos escrever

C(pKadap - (pKadw = log Lo B KS HA Dmd

»

1 + K . €LYl ~ [Y11D
ALY
[3.3.6]

onde [¥i]l] = [Yv]l representam, respsctivamente, as concentracges
dos contra—iocns livres e ligados a micela. Segundo esta sguago, s
efeito do potencial eletrostitico € representado pela razfo zntre
as concentrag¢ies dos contra-fons livres e ligados, que indica a
quantidade de cargas elélricas remanescentes sobre a superficie da

micela.

3.3.1. Determinagio do Efeito de Micelas sobre o pKa

Aparente dos Parabens

Os pKa dos parabens em presenga de micelas foram determinadOS

utilizando a reélagio

pka = pH + log ¢ [HAIl ~ [A} D (3.3.71
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A razdc enire as concentragBes das espécies em equilibrio foi
determinada especirofotometricamente, em A = 302 nm. O pH foi

determinado através de medida direta utilizande sletrodo de vidro.

Os pKa em 4gua foram determinados utilizando-tampﬁes borato,
com forga i1dnica ajustada para 0,1 M, com KCl. Estes valores foram
corriglides para o valor termeodinimico, pKaT, admitindo solugfc en
Agua pura, ulilizando a relacio de Davies elz para determinacio do
coeficiente de atividade de espéclies idnicas em fungio da forca
iénica '

log Ve = o,8 . Z, - Zg I17/2 - 0,80 1

1+ 1172 [3.3. 8]

onde =z, & Z, sdo as cargas do cation e do anion, e I, a forca

idnica da solugio.

Assumiu-se que a atividade da espécie neutra pode ser
aproximada pela sua concentragfo molar e que nZ¥o varia com a
presenga de ions. Com isto, e utilizando a equaglo [3.3.8] o pKa
determinado atraveées da equagfo [3.3.71, em um melo de forga idnica
I pode ser transformado no pKa termodinamico através da relacHo

pka® = pKa - 2 . log 7, [3.3.9]

Os valores determinados neste trabalho s%o mostrados na Tabela
3.83.1. A comparag¢io com oz valores descritos na literatura 213

para a lonizaglo em Agua, mostra uma boa concordiancia,

Ma presenga de surfatantes, o pKa aparente fol determinade do
mesmo modo descrito anteriormente para as medidas em tampRo.
Existem algumas criticas ao uso de eletrodos de vidro para medidas
de pH em presenga de surfatantes. Berthod 2 Saliba ci4 obser varam
que a adsorg¢io de surfatantes sobre o eletrode de vidre modificawva
a sua resposta. Esta adsor¢io levava & uma modificacio do valor de

pH fornecido pelo aparelho, efsitoe este qi.:e aumentava em fungcio do
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tempo decorrido atéd a medida. Aqueles autores estudaram estes
efeitos em solugBes tamponadas de NaH_ PO, em pH préximo de 7. Os
menores efseitos foram observados com CTAB e Brij, em gques se
observou um aumento do pH menor que 0,03 unidades em uma hora de
observagHo, com solugBes de surfatante 1 % em massa. No caso do
SDS, na mesma concentragfo, fol observada uma redug®o no pH de 0, 4
unidades =m uma hora. Shikashata e colaboradores 215 eétudaram o
efeito da adigio de CTAB em concentragdes de 5 e 10 mM sobre o pH
de solugBes de HCl, com valores de pH até 4. Eles observaram gque o
surfatante causa um aumento de pH de atd 0,1 unidade, nas solugles

menos Acl das.

Tabela 3.3.1. Constantes de ionizagio, pKa, para os parabens
em Agua & pKa aparentes em presenga de micelas, 2a 25°¢, VariagEHo

nos resul tados experimentals menor que 12

paraben =m NaCl I = 0" I = 0O CTAB CTAB ZTAB Genapol 3SDS

O,t M 1,2° 2,4 8,0 1,2 10 F
metil - 8,28 8,48 8,48 7,97  7.74 7,80 8,209 8,49
etil 8,27 8,48 8,50 7,78 7.86 7,56 8,34 8,55
propil 2,85 8,47 — 7.57 7,42 7,50 8,40 8,67
butil £,22 8,43 8,47 7,37 7,31 7,42 8,687 8,85

a— calculado alravées das equagSes [3.3.8] & [3.3.8), b- ref. 213

c— valores de concentraclo expressos em mM.

Nesta parte do trabalho, os pKa foram determinados atravées da
medida direta de pH com eletrodo de vidro. Na se¢io seguint= desta
tese, sHo descritos- resultados de estudos da ionizagiHo dos
parabéns em presenga de micelas de CTAB em meio tamponado.
utilizando tampdo Tris.HBr, 25 mM em Tris e 15 mM em HBr, com pH
proxime a 8. Para verificar a concordancia dos dois métodos:—,

comparamos na Tabela 3.3.2 os resultados obtidos em meio tamponado
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com os obtidos pela medida direta de pH em soclugSc 18 mM em Br ,

como no caso tamponado.

Na Tabela 3.3.2 observa-se que os pKa obtidos pelos
dj;fz»:ar*entes metodos se aproximam ao longo da série ocorrendo uma
inversf¥o para o butilparaben. Isto ocorre porque, no caso das
medidas em meios nio tamponado, © aumento na concentragio de CTAB
provoca uma diminuigio do ApKa, o gue seri discutido a seguir. Por
este motivo, a comparagio deve ser feita utilizando apenas os dois
prim=siros compostos, =sm gue este efeito de competigio € menos
pronunciado. Assim, observa-se gque os valores de pka em meio
tamponado =% até 0,2 unidades maiores que os obbidos por medida
direta do pH. Isteo indica, de acordo com a equagfo [3.3.71, que =10
valoreg de= pH medidos com eletrodo de vidro em presenga de CTAR,

nesta falxa de concentragcio, sfo até 0,2 unidades menores.

Tabela 3.3.2. Verificaglo da concordiancia entre as medidas
de pKa em melo tamponado e através da determinagcio direta do pH.o

Valores de pKa em solugBes de CTAR 2,7 mM, 15 mM em Br , a 25°¢, .

homdl ogo pKa, tampio pKa, esletrodo diferenga
meatil 8,28 3,09 _ + 0,12
etll 8,18 8,10 + 0,08
propil 8,01 7,99 + 0,02
butil 7,86 8,03 - 0,177

% valores n3o considerados, ver discussZo no texto

Analisando-se os resultados da Tabela 3.3.1., verifica-se cjurer
eles concordam com a regra enunciada por Hartley., As micelas
catidnicas de CTAB provocam uma diminuigfo no wvalor d4do pKa
aparente, o gue corresponde a um aumento na ilonizagdo dos
parabens. As micelas anidnicas e n¥o idnicas tém wum efeito

contrario, sendo gue as micelas de SDS api‘esentam um efeito maior.



Além disto, este efeito aumenta com a concentraglo das micelas =
com a hidrofobicidade dos solutos. Estes dols tltimos efeitos

podem ser inferidos das equagBes [(3.3.8]1 e [3.3.6].

A dependéncia de ApKa com a hidrofobicidade do soluto também

207’216. Estes autores

fol obssrvada por Bonnet & colaboradores
descreveram este efeito de acordo com a eguagio [3.3.41, conforme
descrito anter‘ior'.mente. 0 mesmo efeito fol observadeo por Harada et
al. el estudando a dissocliagio de propil e metilamina en presenga
de micelas de SDS. Entretanto, Harada e colabeoradores atribuiram
este efeito a difersntes posigBes do grupe amino da metil e
propilamina na superficie micelar. No caso de 'pvalquilfenéis,
Bunton e Cowell 181 realizaram um estude sobre o efelitc destes
compostos Sobre o deslocamento quimico de RMN de protons do CTAB e
concluiram que © tamanho do radical alquila n3o afeta a
localizac¥o do soluto na micela. Estes resultados concordam com
obser vagies dos mesmos aulores e18 de que a reatividade de ions
fendxido em micelas de CTAB nfo era afetada pelo tamanho oo
substituinte alguila. Assim o efeito da hidroft:biciciade do soluto
sobre o ApKa deve ser airibuido a uma maior interagfio das espécies
em equilibrioc com as micelas, conforme prevém as equagBes [3.3. 51

e [3.3.61.

0 efeito de micelas de CTAB foi estudado em malior
profundidade. A figura 3.3.1 mostra a variagfo na relagio entre as
concentragBes das formas 4cida e basica dos parabens em fungdo da
concentrac®o de CTAB, em melo n¥o tamponado. MNela pode-se observar
que a adig@lo de CTAB provoca um aumento na ionizagZo do paraben
ate um valor maximo, que corresponde a um minimo de log [HAIZL AT,
a partir do gqual este efeito comega a diminuir. Este maximo e
dependente do tamanho do homélogo, ocorrendo a concentragDes
mencres para os solutos mals hidrofdbicos. Além disto, est;e maxi mo
ccorre a concentrag@es ligeiramente maicres a 35°C em relaglSo aos
valores a 285°¢C. Este mesmo efeito pode ser verificado nos

resul tados mostrados na Tabela 3. 3. 2.

A ocorréncia deste maximo no ApKa &€ prevista pelo modelo de
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troca idnica de pssudofase. O grau de dissociaglo micelar, o, &

assumido como constante com o aumento na concentragfio de CTAB.
219

Esta hipdétese & confirmada por um estudo sistemitico . Assim,
podemeos definir 2 como 1 - o, expressando-o como
3 = €m 2 + CLm 3= ' , {3.3.10]
OH b4 S

onde (mds representa a razfio entre as concentracSes analiticas das
espécies OH e X, neste caso Br , ligadas & micela por mol de
surfatante micelizado, Do formalismo de troca 1idénica, podemos

definir a contante de troca iénica na superficie micelar como

X fOH 1w . €m Ds O [3.3.111
K x .

[X 1w . Cm_ DJs
OH

05 10 1.5 20 25 3.0 35 4.0 45
CTAB

Figura 3.3.1. Efeito da adig¢io de CTAB sobre a icnizago dos
parabens em Agua. A 25°C : A - metil, m® =~ butil e O - pentil. A
35°C : A — butil e o ~ pentil.
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Rearranjando a equagio [3.3.11] e combinandeo—a com a egquagfo

[3.3.91, te=mos

o= mejs + [ OHlw . meDS [3.3.12])

[X73w . K_*

Com o© aumento na concentragfo de CTAB ha um c<consequente
aumento na concentragfo de contra—-ions livres, [X lw. Como o pH em
sAgua e, consasquentemente, [OH Jw, permanscem constantes, mel)s
deve aumentar para gue (3 permanga constante, Do mesmo modo, da
equagio [32.3.101, se me)s aumenta e (3 é& constante, CmQHDS deve
diminuir. Com a redugfoc de CmOHDs, diminui o pH na superficie
micelar &, como consequéncia, ocorre a reduglo no valor de ApKa. O
aparecimento do decréscimo de ApKa ¢ sentido a concentragcfes
menores p=los sclubtos malis hidrofdbicos porque estes estZo mais
presentes mna fase micelar. HNas concentrag®es =m gue foram feltos
os experimentos, este efeito ndo foli observado quando se trabalhou

em meio tamponado.

A ionizagd3co dos parabens em funcio da concentragfo de (TAB
foi estudada em meio tamponado, a 25 e 38°C. O tampfo wutilizado
foi o Tris.HBr, 25 mM em Tris e 15 mM em HBr, com pH em torno de
8. A utilizagio de LtampBes para estudos com micelas requer culdado
devide a possibilidade de competiglo do tampio com o substrato

pela superficie micelar 208. Estudos de Chaimovich & colaboradores

a7 nostraram gue os pKa aparentes medidos diferem de acords com o
tipo de tampdo utilizado. Por este motivo, ¢ importante escolher
unm tipo de tampfo que interaja pouco com a micela. © Tris,
itris-hidroximetilaminometano, £ um composto bastante soldvel enm
dgua, & por isto, menos soldvel nas micelas. Além disto, as formas
em equilibric no tampdo s3o neutra e positiva, sem presenga de
espécie anidnica. O tnico Anion presente no tampdSo ¢ o brometo que
¢ também © contra-ion do surfatante e cujo efeito pode ser

conslderado pelo formalismo de troca ldnica, eguagio [3.3.6].

As medidas do pKa aparente foram feltas determinando
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espectrofotomelricamente, em A = 302 nm, a concentraglo do paraben
na forma anidnica e, conseguentemente, a2 relagdo entre as
concentragtes das dués espécies. O pH foli medido para o tampdo e
considerou—se que ndo variava com a adigdo de CTAB. A adigio de
CTAB fol feita através de micro-seringa, calibrada por pesagem,
com adigBes de surfatante tipicamente na cordem de 10 ul. Embora os
volumes adicionados fossem pequenos, os valores de absorbancia

foram corrigidos para a diluig¢3o.

8.6

{pke) ap

02 04 06 08 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
CCTABR Imic (“rnM)

Figura 3.3.2. Variagio do pKa aparente dos parabens, em melos
tamponado, emn fungdo da concentragio de CTAB micellzado, a 25°a,
O - metil e A ~ propil, experimental; O - metil e A — propil,
calcul ado, SEgundo a equégzo £3.3.81; linhas continuas -

calculadas segundo o modelo PPIE, equagio [3. 3. 6]
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Os resultados sZo mostrados nas figuras 73.3.2 e 3.3.3,
respectivamente para 25 e 35° ¢, para metll e propilparabsn. O
comportame=nto dos outros compostos da série ¢ semelhante. Na
figura 3.3.2, estes resultados s%o comparados com os previstos
pelas equagdes [3.3.8]1 e [3.3.61, utilizando os coeficientes de
parti¢io das espécies neutra e anidnica dos parabens., A equagio
[3.3.8}, que relaciona diretamente os coeficientes de particgZo com
a wvariagBEo do pH, apresenta uma boa concordincia qualitativa com
os reasul bados experimentails. Entretanto, os valores de ApKa
previstos para o metil e etilparaben s%o maiores que oS
experimentals, enquanto a situac8sc se inverte para os outros

homdl ogos.

8.5

(pka) ap

kY

T [ ! ! | 1

G5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
CCTABI mie (M)

Figura 3.3.3. Variag3o do pKa aparente dos parabens, em meics,
tamponado a 35°C, com a concentragfio de CTAB micelizade., © -metil
e A — propil, experimental; linhas continuas -~ calculado ssegundos o

modelos PPIE, equaglo [3,3.6].
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A Tabela 3.3.3 mostra os coeficlentes de partigfo das
espécies anldnicas calculados utilizando os valores experimentais
do coeficliente de partigiZo da forma neutra e do pKa aparents,
Comparando estes valores com o©os determinados diretamente,
obser‘va-fse que eles também apresentam um crescimento linear de
Clin K,\"D com o numero de Atomos de carbono na cadeia aliféatica.
Entretanto, o coeficlente linear, que repressnta  as outras
contribul ¢Bes que ndo a hidrofsdbica, ¢ menor, e o incremento por
grupo metilence, maior. O menor valor obtido para o cosficiente
linear pode ser decorréncia da presenga de brometo na determinagSo
do pKa aparente, o que diminuiria a interagfc do anion com‘ 2

micsla catl dnica.

Um incremento maior por grupo metileno indicaria uma rﬁudanr;a
no sitio de seolubilizagSo na micela, em relagio ao da espécie
neubra. Ao contrario, estudos de Bunton e @ Cowell 181 com
pralquilfendis mostraram gue a ionizac;ﬁo daqueles compostos nHEo
provocava mudanga na sua localizagdo nas micelas de CTAB. Além
diste, nZFo szeria esperado qu=e a presenga de lons bromsto em
concentrag®o balixa causasse tal modificacZo. Por isto, e como os
valores de KA~ relatados na segic anterior foram medidos
diretament=, enquanto o3 listados na Tabela 32.3.3 530 calculados a

partir de diferentes resultados expsrimentais, consideramos gue o3

primeiros devem ser os mais exatos.

¢ aumento da temperatura provoca uma redugdo no efeito das
micelas sobre a variag3o do pKa aparente dos parabens, em relagc3o
ao pKa em &Agua, na mesma temperatura. Este copportamento concorda
com © observade na determinagio dos coeficlientes de particio,
indicando uma menor intera¢d3o dos parabens com a micela a medida

que se aumenta a temperatura.
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Tabela 3.3.3. Coeficientes de parti¢3o, Kmv, para as espécles.
anidnicas dos parabens, calculados através da equacXfo [3.3.81, e
constantes de seletividade para a troca ifnica, K . Valores

ASBr
calculados a partir dos pKa aparentes, medides a 23 e 35°C.

homélogo - Ka, 25°C Kassr, 285°C Ka, 38°C Kaspr, 35°C
metil 5200 * 290 36,3 £ 2,2 6370 380 44,8 * 2,9
etil 10450 * 330 72,4 + 2,3 11930 £ 380 77,1 % 3,5
propil 24330 + 500 163 *+. 5 25860 + 1100 180 + B
butil 44700 * 1200 300 + 9 35770 + 4470 2B0 * 32
pentil B8800 * 6000 463 + 37 52400 % 3700 3B+ 27

Os valores de pKa aparentes também foram interpretados de
acordo com o modelo de itroca idénica de pseudofase (PPIE). As
figuras mostram uma boa concordancia entre os resultados
experimentals e o3 calculados, com  um pegusno  desvio a
concentrag@es maiores de CTAB, para metil e propilparaben. Os
mesmos resultados foram obtidos para os outros homdlogos De acordo
com © modelo PPIE 211, as econcentragf@es doz anions ligados e

livres, Yb e Yf, respectivamente, podem ser expressas como
[¥e]l = C1 - e , DM — ([OH Ib - (A b [3.3.131

onde o indice b representa as espécies ligadas 4 micela, = Dm, =

concentragfo de surfatante micelizada, e

£Yr) = o . DM + c.ome. + [OH1b + [A1b + I[BYlr
(3.3.141

onde {BYlr representa a concentragfo total de eletrdlito
adicionado. Para efetuar estes cidlculos consideramos o = 0,2, para

CTAB, a 28 e 35°C 7. A c.mc. do CTAD variava de acordo com o
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homélogo utilizado, e seu valor fol determinado pela extrapolac®o.
das curvas pKa aparente versus concentragio de CTAB. Al£m disto,
na faixa de concentragBes de surfatante, paraben e tampZXo,
principal mente em Br , utilizadas, as equacles [3.3.13] e [3.3.14]

se reduziam a
(Y]l = €1 - O . D 13.3.15)
[Yf] = o . Du + c.mec. + [BYlT [3.3.16)

Assim, calculando [Yb)l e [Yf] de acordo com as esquacSes
£3.3.15]1 e [3.3.16] e utilizando os coeficientes de particio da
forma neubra dos parabens foi possivel determinar as constantes de
seletividade para a troca idnica do énion brometo pela espécie
anidnica do parabsn na superficie do CTAB. Oz valores calc;‘ulados
para =% e 35°C s¥o mostrados na Tabela 3.3.3. A titule de
comparagio, o valor de KarBr descrito para fenol L=}

n-heptilmercatptana em CTAB, a 30°C, s%o, respactivamente, 34 e 75
27 _ _

Como foli demonstrado no esquemei 3.3.1, o ciclo que descreve
os equilibrios de ionizagBo e partigfSo em Agua e micela envolve
também uma elapa de icnizagcio do soluto na fase micelar. Confomre
descrito anteriormente, rearranjando-se as eguagdes que descrevem
o esquema 2.1, Bonnet e colaboradores =07 obtiveram a equacio
[3.3. 41, que relacicna a diferenga enire os pKa em Agua £ nha fase
micelar com os coeficientes de partigZo das espécies em equilibrio
o com < potencial eletrostitico micelar. MHilizando os
cosficientes de partigdo determinados para as feormas neutras =
anidénicas dos parabens e o© potencial eletrostitico do C’I‘AB-
descrito na literatura, ¥ = 140 mV 41’2(}3, podemos calcular
CpKadm. Os valores obtidos para os respeclivos homdlogos foram -
9,928, para o metilparaben: O,88, etil; 9,98, propil, 10,05, butil
e 10,00, pentil. De acordo com estes resultados, © ApKa médio,
entre a ionizagdo na fase micelar e em Agua , (pKadw = 8,40, &

1,87 £ 0,07,
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Fernardez < Fromherz 203 realizaram um extensivo estudo sobre
os equilibrios envolvidos no processo de ifonizacio em presenga de
micelas. D& acordo com seu trabalho, © processo de lonizagdo no
interior da micela, representadeo no esquema 3.3.1, pode ser
decomposto em duas etapas. Na primeira, as espécies neutra,
anidnica e o prdéton liberado pela ionizagfo se sncontram dentro da
micela, em um ambiente de reduzida constante dielétrica}.‘ néque}.e
trabalho, denominado C(pKadm. Numa setapa posterior, o préton migra
para a interface micelar, em um ambliente predominantemente agquoso,
com este processo sendo descrito por uma constante de equllibrio
por eles denominada (pKaldi. A diferenga enire os dols processos £
dada pela transferéncia do prdéditon de um ambliente de constante
dielétrica menor, £ = 32 para superficie de micelas de CTAB, para

um ambiente de constante dielétrica semelhante & da adgua.

Aquel es autores mediram s pKa de um indicador,
hidroxicumarina, em adgua e em misturas de dgua~dioxano, de
diferentes constantes dielétricaz. Para misturas de constante

diglétrica préximas das descritas para micelas, &€ = 32, o wvalor
obtido para o A (pKadm, utilizando o valor determinado na mistura
Aguasdioxano de mesma polaridade, fol de aproximadamente 1,86,
Determinando a diferenga no coeficiente de atividade do prdton
nesta mistura aguasdioxanc e em Agua, eles estimaram um ACpKall dde
aproximadamente 1,0, Aplicando © mesmo tipo de procedimento,
Drummond e colaboradores 204 estimaram valores de ACpKadm e
ACpKadli para o corante ETC3O), 2,6-difenil-4-(2,4,6-trifenil-1-
-piridiniod fendxido, em varias micelas e lipossomas. 0Os valores
obtidos para micelas de CTAB foram : ACpKadm = 1,5 e ACpKadi =
1,0. Estes wvalores foram estimades em fungdoc da constanbe
dielétrica efetiva de cada sistema organizade e foram bastante
semel hantes para todos o5 sistemas estudados @ micelas catidnicas,
anifdnicas, n3do idnicas e lipossomas anidnicos.

Bonnet e colaboradores 216 determinaram as constantes de
ionizaglio para acido estearico & mercaploetanclamina (MEAD erﬁ Aagua
e em lipossomas de DPPC, Os valores obtidos foram @ (pKadw = 4,2 &

CpKadm = 7,4, para &cido estedrico, & (pKadw = 10,4 = (pKadm =
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5,4, para MEA. Comparando os valores de ApKa por néos estimados com

s relatados por Fernadez 2 Fromherz 203 =) Drummond e

col aboradores 204, 205, venos que estes se aproximam mais dos
atribuidos a (ApKaldm. Assim, de acordo com o valor determinado
pela egquagio [3.3.4) para pKa na fase micelar, ©o equilibrio
descrito no esgquema 2.1 envolve a presenga de todas al$ espdcies na
fase micelar e o pKa corresponde ao (pKadm, ssagundo a con\}em;ﬁo
utilizada por Fernandez e Fromherz, Entretanto, oz . valores por nés
obtidos sE0 menores do gque oz descritos por Bonnet et al. 816: 2,8

para &Acldo estearico e 5,0 para MEA.

3.3.2. Efeito de Aditivos sobre a lonizagio dos Parabens
com Micelas de CTAB

Nest.a =slapa fol estudada a influfncia de aditivos =cbre o
efeito das micelas de CTAB na io:;aizac;'é.“'o dos parabens. De acordo
com o gue fTol descrito anteriormente, o efeito dag' micel as esta
intimamente relacionado com o potencial eletrostatico superficial
ou, segundo outro modelo, com a troca idnica entre o conmtra—ion
micelar e a espécie anidnica do paraben. Assim, através do
acompanhamento da lonizagfo do paraben, & possivel avaliar as
modi ficagBes causadas na micela pela presenga do aditivo., Os
aditivos estudadeos foram Anions: fluoreto, cloreto, brometo,
nitrato, sulfato g p-toluenossulfonato; Adlcoois de cadeia curta:

de etanol ao butanocl, e Genapol, um surfatante n8o idnico de

composiglo média €, Hy,g =~ COCH,CHY gOH, ou €, ,EQq.

Os pKa foram determinados, em meio nfo tamponado, pela medida
direta do pH com eleirodo de vidro, 0 efelioc dos aditiveos foi
examni nado acompanhando—-se espectrofolometricamente a variacio da
razio enitre as concentragfes das espédcles neubra e anidnica dos
parabens com a concentragfo adicionada. ©Os experimentos foram
realizados a 25°C. Conforme descrito na seqgdo anterior, a medida
direta do pH em solugles micelares pode levar a desvios no valor

medido estimados em até 0,2 unidades de pH.

o8



Este estudo fol realizado utilizando os 4 primeiros hom&logos
dos parabens. A adigio de &nions produzia uma diminuigZo no ApKa
causado pelas micelas, em relagldo ao valor em Adgua. Esta variag3o
no pKa aparents aumentava com a hidrofobicidade do soluto. Estes
resultados $£3o mostrados para as adigBes de brometo, fluoreto e
p-tolusnossulfonato, respectivamente, nas figuras 3.3.4 a é.B.S.

Entretanto, com a adigio de adlcools = de Genapol o pKa aparente

aumenta, mas o efeito £ aproximadamente igual para todos os
homdlogos. A maiores concentragcfes destes aditivos, ocorrs uma
pequena diferenciagiio entre os solutos. 0s resultados para a

adigio de Genapol e propanol sio mostrados nas figuras 3.3.7 e

3.3.8.
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Figura 3.3.4. Efeito da adi¢Zo de KBr sobre o pKa aparente
dos parabens em soluglo de CTAB 1,3 mM.
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Figura 3.3.5. Efeito da adigio de KF sobre o pKa aparentes dos

parabens, em solugdc de CTAB 1,3 mM.

Estes resultados indicam gue os compostos mals hidrofdbicos
s=Ho mais influenclados pela competigio com os Anions adicionados.
Isto parece razoavel uma vez Jgque os solutos mais hidrofdbicos
estBo presentes em maior quantidade na fase micelar. Este
resultado & semelhante ac observado para a ionizag3o dos parabens
em fungio da concentragio de CTAB, em que, a concentragcBes mais
altas de surfatante, o ApKa comegava a diminuir e sste efeito era
maior para o©os homdlogos maiores. No caso da adic3o de Alcoois e
Genapol, n3o existe a competigio pela superficle ionizada da

micela.
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Figura 3.3.8. Efeito da adigfo de p-toluenossulfonato de
sédio sobre o pKa aparsnte dos parabens, em solugcio de CTABR 1,3 mM

Az variagfes no pKa aparente com a concentragfo doz aditivos
s¥o mostradas para metil e propilparaben, respectivamente, nas
figuras 3.3.8 e 3.3.10. Com a adi¢Zo de p—-tolusnossulfonato, na
concentragdo em Ltorno de 2 mM, aproximadamente na proporg3o 1:1 em
relagfo ac CTAB, observou-ss um grande aumento na viscosidade
aparente das solugBes. Esta mudanga indica gque ocorreu uma
transic®o de fase nas micelas de CTAB, formando micel as
cilindricas e conferindo propriedades viscoslasticas & scolugiEo.

Este tipo de micelas wvem sendo bastante estudado (por exemplo,
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167,2200, dinclusive a sua formagio devido 2 interacio de CTABR conm

p-toluenossul fonato 2al, 822. Com nenhum dos outros Anions

estudados observou-se modificagZio na viscosidade detectavel

visualmente que indicasse a ocorréncia de formag3o de outros tipos

de micelas.
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Figura 3.3.7. Efeito da adigio de C,2E04 sobre o pKa aparente
dos parabens, em solugfo de CTAB 1,3 mM

No camo da adigfo de p-tolusnossulfonato observa-se gue
ocorre uma estabilizagfio no ApKa para uma concentr a2g3c do sal em
torno de 3 mM, com este - valor mantendo-se constante com
posteriores adig@es do sal. Esta invarifncia com postericres
adi¢gBes de sal pode ser atribuida a modificacBes causadas pela

formagio das micelas cilindricas. Estas micelas caracterizam-se
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por uma =estrutura mails organizada e um menor grau de dissociagio,

se comparadas as micelas esféricas.
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Figura 3.3.8. Efeito da adig¢iSo de propanol sobre o pKa

aparente dos parabens, em solugio de CTAB 1,3 mM

Com a adigio de sulfato, também se observa um patamar, em
concentrages proximas de S mM de sal. Neste caso n3o se obhservou
nenhuma variagio na viscosidade das solugBes, mas estudos de
polarizagdo da fluorescéncia de pireno em micelas de CTAB =e3
indicaram que a adig¢Ho de gulfato provoca um aumento na rigidez da
interface micelar. Outro ceomportamento andmalc causade pela
interagfo de sulfato com estas micelas, fol relatade por Biresaw
et al. 224: Estes autcores determinaram que micelas de CTA_ SO,
possuem um grau de dissociag¢®o muito baixe, cerca de 0,00, e gque a

tamanho das micelas n3o varia significativamente com a adig®o de
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Na S50, ate 0,6 M. Azssim, estes efeitos de sulfate scbre a
ordenago £ © Jgrau de dissociagio de micelas de CTAB devem ser os

responsaveis pelo comportamento peculiar mostrade nas figuras
3.3.89 & 3.3.10.
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Figura 3.3.9. pKa aparente de metilparaben em solugZe de CTAB
1,3 mM, em fung3o da concentrac3o de aditives : © - F, & - Br ,

A~-Cl, m - NOB—, O - p-Lolusnossul fonato, o — SOH= e & - CigEOs
Comparando-se os efeitos de cada aditivo para um mesmo
homdlogo, € possivel obler a seguintes série
F’ < Cl™ < Br = NOsi £ sulfato { p-tolusnossulfonato.

Na Tabela 3.3.4, a sédrie obtida nesta tese & comparada com

cutros estudos da interag¢fo de Anions com micelas de CTAB. Esta
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tabela mostra qus, apesar da utilizacgHo de métodoz, dirstos e
indiretos, bastante variados, os resultados s3o concordantes. Uma
das discordancias ¢ a posig3o do fon sulfato na série obtida por
Callahan = Cook 228, em gque este Anlon aparsce como © de menor
interagio. Naquele trabalho, a concentragio de Anions utilizada
fol de 0,1 M. Extrapolando ¢ comportamento mostirade nas figuras
3.3.9 & 3. 3.10 vemos gque, devido ao patamar do pKa apérente que

ocorre com a adigfo de sulfato, este deveria apresentar um efeito

menor gue o= oulres dnions a concenlracBes maiores.

piKa

1 T i T { "
0005 ©0.070 0.015 0020 0.025 0030

CAditivel (M)

Figura 3.3.10. pKa aparente do propilparaben em =soluglic de
CTaB 1,3 mM em fungZo da concentragio de aditivos Cmesmos simbolos
da figura 3=.3.90.

Sepilveda e colaboradores investigaram =xtensivamente a

interagfo de anions com micelas de CTAB (24,25, 27,283, Com sste
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objetivo,

aqueles autores tentaram correlacionar as variagBes de

potencial quimico dos Anions para a transferéncia da Agua para as

micelas de CTAB com virias propriedades dos Anions.

Tabela 3.3.4. Interacfo de Anions com micelas de CTAB

Método Utilizado Intensidade da Interagfo ref
medidas de pKa de sonda F’ < Ci™ < Br~ 203
Ultrafiitragfo e variag3o F <B,0, <HPO, <Cl <S0, 225
na absorbancia de um <Br <N03m '
complexo metalico
solubilizagio de sondas F~ <OH <CO, <DAc <B,O, 226

<HPO,  <Cl <sS0, <Br

<NO,
cinética de penetragfo de OAc = F~ <Cl~ <Br~ <NoOg 227
sondas em micelas o mdedidas <S(:",$m <OBz
de c.m.c
aumento da absorbincia de S0,  <C17 <Br” x NOL~ 228
um complexo metilico
supressZo de fluorescéncia F~ <Cl™ <Br~ = NO,~ 22g
transigfo de micelas esfé- Cl™ <Br~ <NO, <p-TOS 221
ricas para cilindricas
OAc - acetato, OBz - benzoato e p-TOS — p-itoluenocssul fonato

230

Apesar dos estudos de Larsen e Magid » em gque ol

observada uma relagfo quase linear entre Ath para o prcc;;sgs?o de
assoclagdo € o raio hidratado dos Anions, Sepulveda ef al. nHEO
observaram uma correlagio significativa entre Aug,u dos por eles
Outra tentativa foli a

estudados, e seu respective ralo hidratado.
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comparagio das Atmp dos &dnions com as sua entroplas de
hidratagZo, gque também n¥o forneceu correlaglo significativa. As
melhores corrslacBes foram obltidas entre os valores de Atm,u e as
polarizabil idades e equivalentes—grama, este Ultimo considerado
como uma mexdida do ndmero de elétrons, de cada &nion. Neste caso,
Anions mais polarizdveis, ou mailores, apresentaram uma maior

interagio com as micelas de CTAB.

Interpretando sstes resultados em termos da teoria de Acidos
e bases duros e moles de Pearson 186, o cation amdnio comporta-se
como um dcido mole. Os valores das equivalentes—grama dos Anlons
estudados nesta tese s3o (expressos em gramas por equivalented:
fluoreto, 18; cloreto, 36; sulfato, 48; nitrato, 62 e bromsto, 8O.
Assim, se considerarmos gque ¢ squivalente-grama pode ser usado
como uma estimativa da polarizabilidade de cada 4nion, a série
obtida neste trabalho confirma as observacBes de Sepilveda ef al.
18?, conflrmande a validade da utilizagio do modelc de Acidoes &

bases duros e moles de Pearson para a interagcfo de anions com

micelas de hexadeciltirimetilaménio CCTAD.

Analisando as figuras 3.3.9 e 3.3.10, pode—-se observar que,
apesar de nio possulr carga negativa, o surfatante n3oc idnico tem
um efelto =obre o pKa aparente maior do gue os outros inions. Além
disto, a wvariag8c no pKa aparente & a mesma para os 4 homdl ogos
estudados, ocorrendo uma pequena diferenciagfo a concentracies
malores de (C,,E04. De fato, devido a suas caracteristicas
hidrofébicas, espera—-se gque a interagSo do Cizagé com a micela
seja bastante intensa. A formag¢foc de micelas mistas de CTAB e
C,E0g, diminui a densidade de carga superficial em relagSo AaAs
mlcelas e CTAB puras e, consequantemente, la] potencial
eletrostatico da superficie micelar. Entretanto, a concentragfes
maiores de C,,0Eg, entre 2@ e 3 mM, os pKa aparentes dos parabens
tornam—se maiores que os pKa em Adgua. Isto indica que as micelas
mistas passam a se comportar como micelas nZo idnicas, diminuindo
a ionizagio dos parabens. '

Mever e Sept‘xlveda_aal, estudande a associaciio de contra-—ions
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a micelas mistas de CTAB e Brij 35, constataram gque, a fragcSes
mol ares de CTAB menc;r es que 0,2, a micela mista tinha
caracteristicas de micela n&Eo tonica. Com base neste
comportamento, aqueles aulores propuseram que € necessaria uma
densidade e carga supsrficial minima para que haja a formagio da
camada de Stern em uma micela mista, Entretanto, ezsto
comportamemnto nio fol observado em estudos de ka.oyama e

colaboradores em micelas mistas de prostaglandina a3z e SDS e DTAC

233 com wum surfatante nEo 1dnico. Agueles autores estudaram a
solubllizagio de anilinonaftalenossulfonato (ANSI e acetilcolina
naquelas micelas mistas e observaram uma redugdo gradual do
coeficient= de parti¢i3o das sondas para misturas com fragdies de O,
0,2, 0,4, 0,8, 0,8 e 1. A auséncia de varlagBes bruscas indica
que, pelo meEnos na faixa estudada, ndo ocorria nudanga  no
compor bamento da micela. A observagZo, a partir dos resultados
desta tese., de gue em solugties com conceniracBies proximas de CTAB
e C4,EQ0yq as micelas mistas diminuiam a ionizagZo dos parabens

concorda com os resultados de Meyer e Sepdlveda 231. 7

A adigfo dos Alcools mostra um comportamento semelhante ao
observado ©com o surfatante nEo idnico, embora bem menos intenso.
Quando analisado em fungfo da gquantidade de alcool adicionada, o
efeitce sobre o pKa aparente £ malor para os Alceools mals
hidrofdbicos, conforme mostra a figura 3.3.11. Os cosficientes de
particio para 4lcools em micelas de CTAB podem ser estimados a
partir dos resultados de Gettings et «l. 234, extrapolando os
valores para o etanol e propancl considerandoe um aumento linear de
In Kmv com o© numero de atomos de carbono do Alcool. A partir
destes wvalores, ¢ possivel obter a figura 3.3.12, em gque s
exprassa a variagldo no pKa aparente do propilparaben em fungio dda
fragfo de &lcool na micela. MNeste caso, observa-se uma tendéncila

contraria a da figura 3.3.11 : para uma dada fragZo de &lcool

ilncorporada na micela, o efeito & malor para os &lcools menores,
Esta figura mostra uma tendéncia oposta a4 relatada por

Miyashita e Hayano 287 estudando o efelto de Alcools scbhre a

velocidade de penetragic de uma sonda em micelas de CTAB., NMaquele
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trabalho os efeitos de todos os 4lcools estudados, do butanol ao
heptanol , eram f‘:‘.@m@lhan‘;es, quando padronizados para a fragio de
Alcool incorporada a4 micela. Esta aparente discrepiancia pode ser
atribuida as diferentes faixas de concentracBes de Alcool
utilizadas nesta tese e no trabalho de Myashita e Hayano.
Enquanto aqueles aulores trabalharam ¢com concentrag@es de &alcool
menores dgue 10 mM, nesta tese, devido ao menor efeito ca-uaado pela

adi¢Bo dos Adlcoois, trabalhou~se com concentrag@es variando de 0,5

ateé 4 M.

7.4 ! T T T | | — I
(8] 0.5 1.0 1.8 2.0 2.5 3.0 3.53

[ Alteeol] (M)

Figura 3.3.11. pKa aparente de propilparaben em fungfc da
concentragio total de dlcool adicionada. A ~etanol, o — propancl e

B — bubanol.

Estudes da formagZo de micelas em solventes mistos 235, 236

mostram que a adigf¥o de 4lcoocis de cadeia curta tem um efeito

bifasico a baixas concentrag®es, facllita a micelizagZfo;
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enquants: a concentragies maiores, dificulta este processo,
chegando nesmo a inibi-lo a concentragBes maiores 235.
Recentemente, Oroni e colaboradores =35 mostraram gue oubtras
propriedades do sistema Aagua-sdlcool tém uma variagZo brusca na
mesma regiio em que ocorre a mudanca na agfo do Alcool sobre a
micelizagdo. Baseados nestes resultados, foli proposto que o efeito
dos alcools sobre a micelizagZo pode ser atribuido 2 ri;pf.ura das
estruturas formadas pela dgua para acomodar pequenas guantidades
de &Alcool na estrutura por ela formada neo estado liquido. Assim, o
efeito de Alcoois nas propriedades micelares & devido

principal mente a seu efelio scbre o solvente,

T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 ]

(Xa) mic-

Figura 3.3.12. pKa aparente de propilparaben em fun¢Zo da
frag@o molar de 4lcocol na micela Cver textod). A — etanel, o

-propanol e 8 — butanol.
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Assim, devido as altas concentragBes do dlcool utilizadas em
nossos estudos, seu ‘efeito predominante & © de modificar as
propriedades do sistema solvente, dificultando a formag3o de
micelas. Este comportamento ¢ diferente do observado por Mivashita
2 Hayvano, a concenirac@es menores de aditivoe, em gque havia um
aumento da velocidade de incorporacio da sonda na micela com a
adigHo dos alcoois. Com o aumentio na c.mc. do CTAB causado pelos
&lcoois, diminuiria a quantidade de micelas e, consequentesmente, o
efeito destas sobre o pKa aparente dos parabens., Entretanto,
Lianos & Zana e37 relataram dque a adigio de butanol a micelas de
CTAB provocava uma diminuigSo do nimero de agregacio de 8O para
20, para uma concentragfo de butanol de 0.85 M, formandoe micelas

mistas com atd 70 moléculas de butanol.

Além disto, observa—-se que a concenﬂragﬁes maitores de Aalcool
o pKa aparente é malor do gue o pKa =m adgua, do mesmoe modo que
observado com a adigfo de CGenapol. Este efeito pode ser atribuido
a inii¢g8o da formagdo de micelas ou 4 formagSo de micelas mistas
de comportamento semelhante ac das n8o idnicas. Segundo Ionescu e
colaboradores 235, ezta inibig3o ocorre em. fragdes volumétricas em
torno de 10 a 15% em 4alcool. De fato, analisando a figura 3.3.11.,
observa-se gque valores de pKa aparente maiores que o pKa em Agua,
(pKadw = 8,40, ocorrem em fra¢ﬁes volumétricas dos Alcoois entre

18-18%, em concordancia com as observacBSes de Jonescu ot al. 235.
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3. 4~ Interag3o dos Parabens com Polieletrslitos,

Eritrécitos e Lipossomas

Nesta ‘Sez}r;ﬁo apresentamos oz resultados obtidos no estude da
interagioc " dos parabens com outros sistemas biomiméti\cgss,_ COMo
polieletrdl itos e lipossomas preparados com surfatantes
sintéticos,. e com membranas de eritrédcitos de rato. O objetivo
destes estwudos fol estender, de maneira exploratéria, os estudos
realizados com micelas a oublros sistemas de caracteristicas
semel hantess, comd 0% polieletrdlitos. 0  estudo envol vendo
eritrécitos fol desenvelvido com o objetve de estudar a interag=o
dos parabens com um sistema biolégico real. A interagfo destes
compostos c—om lipossomas fol estudada por calorimetria diferencial
de varredur-a (DSCD, com o objetive de relacionar o efeito protetor
dos parabens contra hemdlise hipobtdnica com possiveis variagSes

causadas sobre a temperatura de transigdo de fase dos lipossomas.

3.4. 1, Efeito de Polieletrdlito sobre o Equilirio de

ITonizag®o dos Parabens

Quando em solugio aguosa, os polieletrédlitos assumem uma
conformag@o de modo a balancear a solvatag¥o dos grupos ionizados
com a menor exXposlgioco de suas regi@es hidrofdébilicas. O mesmo
comportamento € observado para proteinas erﬁ solugdo aquosa. Assim,
esta confor magio depende do tipo de polieletrdlito e do nimero de
grupos dissociados, que pode ser afetado pela presenga de outros
eletrdlitos e pela constante dielétrica do melo. Dependendo destes
parimetros, alguns polieletrdlitos assumem conformacBes em qiIe
existem dominios hidrofdblicos, menos acessivels a agua 838’239.
Estas caracteristicas assemelham-se as de micelas iénicas, em gque
existe unma regiﬁo de caracteristicas hidrofébicas com os grupos
eletricamente carregados fazendo a interface com o solvente. Estas
semelhangas explicam o efeito de polieletrédlitos catalisando

reagcfes quimicas 240, 241
243

@ alterando os valores de pKa aparente de

alguns solutos
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Utili =ando-se desta semelhanga, Morishima e colaboradores 243
aplicaram o m&todo de medidas de pKa aparenie e variagSoc do A
maximo de absorgio de sondas quimicamente ligadas A estrutura do
polimero para determinar o potencial eletrostatico e a constante
dielétrica efetiva de polieletrélitos. ComparandOfse ,estes
resultado com os obtidos por Drummond et al. 204, co;ﬁ ‘mi'celas,
ohserva-se gque os potencials eletrostiticos sio préximes, enguanto
as constantes dielétricas efetivas sZo malores. Estes wvalores
indicam dgur=, no caso dos polisletrdlitos a estrutura & malis
aberta & mais acessivel a adgua do que as micelas. Ainda segundo
aquele estudo, com a adig8o de sletrdlitos os valores de ¥ & a
polaridade diminuem, indicande que, com a neutralizagio da carga
elétrica do polimero, este assume uma conformag®o mais compacta.
Determinag@es de pKa aparente de fendis substituidoes na pressnga
de polications a4z mostraram deslocamentos no pKa, em relagio ao

valor em 4&gua, de até 3 unidades, um efeito semelhante ao

registrado com micelas, conforme demcriteo na segfo 3. 3.

O polieletrdlito utilizado foi a polietilencimina CPEID, wum
polimero obtido pela polimerizacfio da etilenimina Caziridina?. Uma
descrigdo detalhada da sintese, caracterizacfoc e de élgumas
propriedades desta familia de polieletrédlitos fol apresentada
recentement e por Kobavyashi 244. Este polimero foi escolhido porgue
Ja existe um estudo de efeito sobre o pKa de solutos, com o qual
nossos resultados podem ser comparados .84’3. Além disto, este
polieletrol ito possul grupos aménio, do mesmo modo gue o CTAB, e
nZo possul grupos cromdforos, permite ¢ estudo da ionizacfo dos

parabens por especirofotometria.

_ Foi realizada uma tentativa de determinag3o da massa molar
média do polieletrdélito através de osmometiria de press3o de vapor.
As medidas foram realizadas em solugZo 0,01 M tanto em NaOH quanto
em NaCl para reduzir a contribuig¢fo da ionizagZfo do polication,
segundo © procedimentoe sugerido por wvan den Berg e colaboradores
245. Entretanto o polieletrdlito apresentou uma diminuic¢cio da

solubilidade nestas condig&es, levando a solugfes Lurvas a maiores
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concentragfes. Além disto, devido & alta massa molecular do
polimero, as variag@es medidas foram muito paquenas para permitir
a obtengfo de resultados reprodutiveis. © wvalor fornecido para a

massa molecular média do produto vendido pela Aldrich & entre

50000 e B0000 g.mol t 46,
As medidas de pKa aparente foram realizadas
espectrofotometricamente utilizando uma © solugdo de PET

neutralizada com HCl até pH aproximadamente 8. Uma solugSo de PEI
5 g.;l_""l apresentava um pH em torno de 11. Para levar este wvalor a
8, era necessaria a adig3o de HCl até uma concentracfo de
aproximadamente 0,03 M. A concentragfio de PEI fol calculada a
partir do wvalor fornecido pelo fabricante, 48% em peso. Foi feita
uma tentativa de determinagZo da céncentra;ﬁo do polication
através de medidas da wvariag8oc do indice de refragclo -cs::;m a
concentragdo de PEI. Entretanto, esta variagfio n3c pdde ser
detectada na falxa de concentragio até que as solugles comegassem

a se apresentar turvas.

A relagio entre as concentragfes das formas neutra e anidnica
dos parabens fol medida em 302 nm. Algumas solugBes mais
concentradas em PEI eram ligeiramente turvas e a absorbancia
devida a esta turbidez fol descontada do wvalor medido. © pH apés
adi¢¥o do polieletrdlito foi medido com eletrode de +vidro. As
mesmas medidas foram repetidas em uma solugSo tampfo de Tris.HCL,
10mM em Tris e pH 8,0, & em presenca de NaCl 0,05 M. Estas medidas
foram realizadas wutilizando metil, propil e pentilparaben. Os
resultados obtidos para propil e pentilparaben, idénticos aos com

metilparaben, s¥o mostrados na figura 3.4.1.

Da analise desta figura, observamos que

-~ ©o policidtion provoca uma redugio no pKa aparente dos
parabens a baixas concentraﬁgﬁes do polieletrélito, menos de 2
g.lmi, atingindo um patamar a partir deste valor, atéd o limite de
concetragio estudado, em torno de 6 g.1 %;

-~ o efeito do policdtion fol o mesmo para todos os homélogos

estudados;
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- a variagio no pKa aparente provocada pele PEI foi menor nas.
solugBes com tamp3o, e imperceptivel nas solugBes em que foi

adicionado MaCl na concentragioc de 0,08 M,

8.5

[PEI] (g/1)

Figura 3.4.1. Ionizagfo dos parab@né =m fungHo da
concentragdo de PEI. Concentragfio dos parabens =m torno de 2 x
10°° M. Em meio n¥o tamponado : A -~ prdpil e 0 - pentil; com
tamp3o Tris-HCGl : A -~ propil e 8 — pentil; em meio nI¥o tamponado,

com NaCl O,08 M : O -~ propll = O - pentil.

Destes resultados observamos que, diferentements da interacfo
com micelas, o efeilo de PEI scobre a ionizacfo dos parabens n3o
tem carater hidrofébico. Se assim fosse, seria esperada uma malor
interagio dos compostos mais hidrofdbicos. Isto pode ser
interpretado como um ilndicativeo de que, nas condigBes estudadas, a
estrutura deste policidtion n3Ec apresenta sitios hidrofdbicos

acessivels para o soluto. Este comportamento & diferente, por
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exemplo, do observade por Yang e Engberts 239 analisando a
flucrescéncia de pireno em soluc@es de peolialgquilmetildialilama-
nio. Assim, o efeito do polieletrélito scbre a ionizagdo dos
parabens pode ser creditado somente A interagSo eletrostatica
entre o policdtion e a espécie anidnica do paraben. O caridter
eletrostatico da interag3fo £ comprovado pela redugcico do efeito em
solugBes tamponadas, devido a competicio com AaAnions cloréto do
Ltamp3o, e pela sua supress3o em solugcBes mais concentradas em
NaCl,

Observa-se também que os valores de ApKa obtidos s¥o menores
que os relatados por Arcelli e Concilio 342, estudando a ionizagXo
de fendis substituidos em presenca de PEI. Entretanto, as maiores
variag@ies de pKa obtidas naquele estudo foram observadas quando o
soluto possula um substituinte anidnico, o que  aumasntaria a
interagdoc com o policition. Quando os compostos estudados nl3o
tinham carga elétrica, a variagio méxima observada foli de 0,7
unidades de pKa. Estes valores est3o bem proximos dos ebtidos com
os parabens, cﬁjos ApKa maximos es_tﬁo en tornoe de 0,5 unidades.
Ainda em relag3o a edte estudo, guando o fenol utilizade tinha um
substituinte catiénicb, como © dimetilanilinio, n%o foi observada
variag8o significativa do pKa, o que pode ser atribuido a repul sgo

entre os grupos de mesma carga do soluto o do pol imerao.

3.4.2. Interagio dos parabens com eritrécitos

Os eritrdcitos sfHo muito utilizados em estudos da interagcio
de drogas com sistemas bloldgicos por dois motives principals
sua importante fungfo nos processos vitals dos seres vivos,
principalmente o transporte de gases, e sua relativa simplicidade
e facilidade de manuseio. Os eritrédcitos maduros s3o células
anucleadas abundantemente presentes ne sangue. As  hemicias
humanas, em um meio isotdnico, tém um formato discdide com uim
diametro aproximado de 7 a 8 um. Este formato confere a0

eritrécito uma 4rea superficial de excesso, em relagfio a uma
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esfera de mesmo volume, Este formato € importante para permitir o
deslocamento desta cflula por fendas & capilares de tamanho menor
que 7 um, Este compor tamento também & possivel devido -]

deformabilidade e resisténcia 2 fragmentagio de sua membrana 24?.

As caracteristicas mais importantes das membranas bioldgicas
Jja foram descritas na Introdugf3o desta tese, Outra caracteristica
importante dos eritrdécitos & gue eles possusem uma assimetria na
distribuigZo dos fosfolipidios entre as camadas externa e interna
da membrana, com predominadncia de carga positiva na externa, e de

carga negativa na interna 847.

A ‘integridade das cglulas & mantida por um ténue equilibrio
entre diversos fatores. Além da ja ciiada interagdo hidrofdébica,
que tem um lmportante papel na estruturagfo das membranas, outro
fator importante € o eguilibrico ocsmdético. As células, nos seres
vivos, encontram—se em um melio isctdnico a uma concentragfo de
0,9% em peso de NaCl. Certos comi:»ostoé quinicos, ao interagirem
com as c<£lulas, podem afetar este esquilibrio, féciiitancﬁo o
dificultando o extravasamento do material contido pela membrana.

No caso dos eritrdcitos, este processo € chamads de hemdlise.

Pesta maneira, a avaliagfo do tipo = da extens3o do efeitito
causado pela droga fornece informagBes scobre a interagio da droga
com a membrana da hemiacia. Variozs sstudos vém avaliando o efeito
hemolitico ou eritroprotetor de drogas. Hammarlund e colaboradores

248, por exemplo, vém apresentando uma extensa compilagcEs do

efeito hemolitico de varias drogas. Hansch = Glave 249 aplicaram
correlagfes do tipo QSAR para analisar o efeito hemolitico de uma
séris de compostos € observaram uma semelhanga com as relagles
obtidas para os seus efeitos antibacterial e narcédtico. Seeman e

col aboradores 250, 251

também observaram uma correlagio entre o
efeito hemolitico de Alcoois e fendis e sua incorporagic na
membrana dos eritrdcitos, como suporte A4 teoria que relacicna
efeito sobre a membrana com atividade anestética. Ezta correlagio
também foli relatada para derivados catidnicos da fenotiazina, por

Harie &t al. 25'?’.
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Osoric e Castro et al. @33 observaram que a atividade

nemolitica de A4lcoocis, glicdis e acetais variava em fung®o do
numeroe de grupos metileno de cada composto, atingindo um efeito
mAxime para compostos que possulam entre 10 e 12 grupos CHT
Estudos com compostos anfifilicos como detergentes nEo idnicos
254, 255 Aclidos graxos 258_ revelaram um comportamentz; Abifésié'o
frente A hemdlise. A concentragSes balxas, estes compostos
apresentaram um efeito protetor, enquanto a concentragfes mailores,

causaram um aumento na hemdl ise.

Akl e Yamamotio e57 estudaram calorimetricamente a hemndlise
causadar por fenctiazinas = drogas Canti-inflamatérias. Eles
ocbservaram gque a hemdlise € um procésso endotérmico, & que a
quantidade de calor liberada estid diretaments relacionada A
gquantidade de hemoglobina liberada das células. Observaram btambém
gue no caso dos anti-inflamatdrios, drogas anidnicas, o processo
era composto por duas  fases a ;ﬁrimeira, exotérmica, gque
predomlnava até 30 minutes, atribuida a interag¢fo da droga com as
membranas, © a segunda, =2ndoiérmica, acompanhada por liberagZo de
hemoglobina. No caso das fenotiazinas, catiénicas, a interag¥o era

sempre endoltérmica & acompanhada de liberag¢io de hsmoglobina.

Uma importante contribuig¢fo fol a fornecida por OCgliso e
colaboradores 258, que‘r'ealizar-am um extenso estudo da intesrag3Xo
de drogas com eritrdciteos. Uma das principais observagles, a
partir de estudos de microscopla eletrdnica foi a de gus, com a
adig80 das drogas hemoliticas ccorriam mudangas morfoldgicas nos
eritrécitos. A concentragBes em que se iniciava a hemdlis=, havia
um inchamento das hemacias e, a conceniragfes malores, <
aparecimento de espiculas que estavam assocladas a um
extravasamento total da hemoglebina contida em cada célula. Assim,
estes estudos evidenciaram gqgue uma determinada percentagem de
hemdlise significa a liberagio de wuma fragcio da hemoglobina
contida na célula devido & fragilizagEo das membranas, = ndo a

ruptura de uma delerminada frag¢fo das hemiclas.
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3.4.2.1. Ensaios Hemolitlcos com os Parabens.

A interagio dos parabens com eritrédcitos fol avaliada a
partir do efeito destes compostos sobre a resisténcia de hemacias
A hemdl ise hipotdnica. Nestes axperimentos, verifica-ss o
efeito de um determinade composto sobre a guantidade de
hemoglobina libsrada em uma suspensZo de hemacias @rﬁ um meio
hipoténico. Estes ensaios foram realizados utilizando eritrdcitos
dee rato, preparados ssegundo procedimento descrito no capitulo

Experimental.

Uma gquantidade fixa de hemécias fol suspensa em solugBes de
parabsns de concentragio em torno de E:":‘o x 107 M e concentragbes
variaveis de HNaCl. Apds 15 minutos de incubag3do a E?OC, a
gquantidade de hemoblobina liberada foi determinada espectro—
fotometricamente a 548 nm. A percentagem de hemdlise fol caleculada
em relagdo a controles de hemdlise nula e total. De modoe a levar
em consideragio possiveis variag@es em cada amostra, inerentes ao
uso de amﬁbstr‘és coletadas de diferentes cobaias, os resultados
obtidos expreszam experimentos em duplicata e utilizando sangue
de, pel;:: menes, dois animais diferentes. Estes resultados s3Ho

mostrados na figura 3.4.2.

O efeito dos parabens szobre a resisténcia a hemdlise
hipoténica pode ser verificado em comparagio com  a curva
hemolitica controle. Desta maneira, verifica—-se que estes
compostos apresentam um efeito eritroprotetor. Um pardmetro de
medida desta protegdo & o desleocamento em relagio & curva
controle. Assim, em um determinado nivel de hemdlise, esta
distancia pode ser interpretada como a variagio na concentragfo de
NaCl, ou na press3o osmdtica, que a hemidcia suporta, devido a
interagfio com o paraben, mantendo o mesmo nivel de hemdlise de uma
solug3do sem o composto. Com base neste pardmetro, observa—se que,
na faixa de concentracdes utilizadas, © metilparaben nZ¥o apresenta
efeito significativo e gque, para os demais homdlogos, a proteg3o
aumenta com a cadela carbdnica, Este sfeito protetor j& havia sido

relatado por Machleidt et al. 251 para o metilparaben, utilizando
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sangue humano. No caso de bactérias, especificamente Serratia.
Marcescens 60, entretanto, foi observado que a interacfo com os
parabens auumentava a liberacfo de material intracelular como {ons
inorganicos e nucleotideos. Este efeito fol proposto como uma das

causas de sua atividade bactericida.

100.0 : . : — : . S

..f\?\
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"-*;\ B *-——% controle
30.0 + VOV O metil - 4
5 Wy a--Betil .
¥ vy G- - 4 propil
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Figura 3.4.2. Efeito dos parabens sobre a resiténcia de

eritrédcitos de rato 4 hemdlise hipo-osmética. [Parabenl = 6 x 102

M.

Machleidt et ol £51 estudaram o efesito protetor contra

hemdlise de uma grande quantidade de fendis substituides. Agueles
autores verificaram que o efeito protetor, exprezsso como o
logaritmo da concentracio de droga em que a hemdlise & de SO0%,
apresenta uma relagfo linear com o logaritmo do seu cosficlente de
partigdo entre agua e octancl. Este resultado indicou gque, apesar
das diferencas entre oz substituintes dos fendis, que levam A

diferentes parametlros estéricos & eletrdénicos, os seus efeitos
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diferentes parimetros estéricoz e eletrdnicos, os seus efeltos
eritroprotetores eram compardveis quando normalizados atraveés dos
seus coeficientes de partiglo entre &4gua e octancl. Assim, esta
protegiic parece nio iter carater especifico, dependendo apenas da
quantidade de composto - incorporade na membrana. Tambe&m foi
sugeride dque a inceorporagio de drogas, provoca uma fluidi.zac;:k"a"c da
membrana de eritrdcitos 358, que levaria a uma major resisténcia
contra o estresse hipo-osmédlico. Estes metanismos devem estar

envolvidos na interagfo dos parabens com o5 eritirdcitos.

3.4.2. 2. Determinagdo do Coeflcientz de ParlicZo dos Parabens

entre Agua e Membrana de Eritrécitos

Para verificar a observag8c felta por Machleidt e

colaboradores 251, citada acima, estudamos a interagSo dos
parabens c<om membranas de eritrdécitos, '"ghosts"., Selug@es de

paraben de concentrag®o em torno de 100 M foram delixadas em
contato com aproxdimadamente 1 mg de “ghosts™., Apds centrifugaclo,
e adigZo de uma solugfo diluida de NaOH, a quan.t,ic!ade de soluto
livre foi determinada espectrofotomstricamente =am 310 nm. Este
comprimento de onda ol escolhido para  diminuir sventuais
interferéncias de, por exemplo, proteinas extraidas das membranas.
O método colorimétrico sugerido por Machleidt et «l. 251 nEo fol

sensivel o bastante para as concentragBes de paraben utilizadas.

Entretanto, os.  resultados obtidos, como médias de 4
determi nagBes para cada homsl ogo, apresentaram uma grande
dispers3co com estimativas de desvio padr3o em torno de 15%. Os
coeficientes de particio foram calculados como

Kp = Cmemb ~ Cw Eal

onde Cmemb € o0 nidmero de moles de soluto por kg de membrana, e Cw,

a concentragdo molar do soluto na fase aquosa.
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Os valores medios cohtidos foram : 477, 520, 480, 782 e 1573,
respectivamenie para cs‘cinco primeiro homdlogos, com um desvio
padrZo estimado de até 18X, Os valores para os dols primeiros
compostos encontram-~ze fora da tendéncia de aumento de Kp com o
aunento da cadeia alifaltica. Isto pode ser atribulde & baixwa
incorporagio destes compostos nos fragmentos da menhr ana.
Machleidt et al. 251-propuseram que o cosficiente ck; particio
entre agua e “ghosis" de sangue humane seria 1-5 do wvalor do
coeficiente de particlio entre Agua e octanol. Segundo esta
avaliagBo, o2 valores esperados para ©s cinco primeiro homélogos
desta familia =eriam : 18, D9, 219, 743 = 2B73 16. Comparando-se
estes valores com os por ndgs obtidos, verifica-se gue os valorss
280 semel hantes apenas para o butilparaben, e que o increments por

grupe metileno € bem malor gue o estimade a partir dos nossos

resultados.

2.4.3. Efeito dos parabens sobre a iransicfo de

fase de lipossomas

Conforme discutido anteriormente., wma das propostas para
explicar © =feito de drogas sobre a resisténclia hemolitica envoelve
um aumento na fluidez da membrana devido & incorporagio da droga
233. Um modelo mals simples gque pode ser utilizado para estudar o
efeito de drogas sobre a establilidade e organizagio de
biomembranas s3o os lipossomas. Estes também slo arranjos fechados
de surfatantes organizados em bicamada. A cordenagiZo da estrutura
depende do tipo de surfatante que a compBe, e de cutros fatores
come a temperatura em que os sistema se enconbtra. Com o aumento da
temperatura, este arranjo passa de uma estrutura mais ordenada, na

fase de gel, para um arranjo =m que as moldculas do surfatante e

g grupos adquirem malor mobilidade das cadelas e de rotag3o das
259

ligag®es quimicas, na fase. de cristal liquido Esta
temperatura ¢ chamada Ltemperatura de transiglo de fase, Tc.
260
Inous e colaboradores » determinaram gquse surfatantes
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catidnicos de cadeias carbdnicas C,, e C,., tinham um efeito
bifisico =obre a temperatura de transic¢3o de lipossomas, engquanto

os de cadeia Cg e C respectivamente, diminuiam e aumentavam Te.

ER
Um comportamento bifidcico semelhante fol relatade para o efeito de
surfatantes sobre a resistdéncia hemolitica de eritrdcitos 854—885,
Quire paralelo entre lise e transigio de fase em lipossomas pode
ser feitoc a partir s dos resultados obtidos por .Jaeg@r =
colaboradores 281, Estudando lipossomas formados por surfatantes
catidnicos agqueles aultorss observaram ogus a ordenagidce =2 o
empacotamento dos surfatantes aumenta na mesma sequénocia gue as
temperaturas de transigio de fase. Assim, Te poderia ser utilizada
como parametro de avaliag3o do efelto de drogas sobre a ordenac3o

dos lipomssomas.

Além disto, a variacgc@o de To provecéda pela incorparagio de
uma droga pode ser utllizZada para determinar o coeficiente de
particio desle composto entre a fass aquosa e a hidrofdblica,
conforne descrito por Kaminoh et «l. 262. VariagBes na temperatura
de transicglo de fase também foram utilizadas para delectar fusio

de lipossomas induzida por derivados de polistilenoglicol 863.

Por estes motivos, nos propusemcos a sstudar a Lransicio de
fase de lipossomas de cloreto de dioctadecildimetilamdnio C(DODACD
em Agua e em presenga dos parabens. Para preparagcZo dos
lipossomas, uma certa quantidade de DODAC foli dissoclvida em CHCL 4
e depois seca, em fluxo de nitroggnico ¢ delixada por 1 hora ligada
a uma bomba de vacuo. A seguir, fol adicicnada a quantidade
necessaria de dgua ou solugfo de paraben e a amostra delxada em um
banhe de ultira-som por 40 minutos, entre 45 e B50°C. A=
concentragfes de DODAC wutilizadas foram senire 10 a 20 mM. As
amostras assim preparadas apresentavam-se levemente turvas e foram
utilizadas, no maximo, 4 dias apds a preparagio. 0Os lipossonas
preparados desta maneira =3¢ unilamslares = de difmelro médio em

Ltarno de BO0O A 254°

As  Lemperaturas e entalplas de +transigBoe de fase foram

determinadas através da calorimetria diferencial de wvarredura
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(DSC>. As anidlises empregavam tipicamente 20 mg de amosira = 15 mg
de aAgua como referéncia. As varreduras foram efetuadas em duas
veloclidades diferentes, a 3 e B graus-minuto, sentre 0 e 70°¢.
Neste caso, confirmou-se gue velocidades malores proporoionavam
sinalis mais intensos detecltados pelo aparelhe, Usualmente, este
tipo de medidas ¢ felto utilizando um aparelho de DSC de alta
sensibilidads, também chamado mic:ro—DSC.‘ Mestes éasos, as
velocidades de varredura empregadas s3Ho menores gue 1 grausminuto
263’268’866. Velocldades de varredura mals altas podem levar a
problemnas c<como gradientss de temperatura no interior da amostra
qgue afastariam a transig¢g8o das condigBes de equilibrio. MNeste
sentido, Besnoist ab7 mostrou gue, mesmo a velocldades de varredura
muito baixas, os iLermogramas oblidos para estas Lransig®Bes em

mesolases apresentavam diferencas.

Alguns termogramas obbidos sZo mostradoes nas figuras 3.4.3 a
3.4.8. Devido as baixas energlas envolvidas nesta transig8o, e As
bal xas concentragBes das amostras, oS resultados obtidos
encontravam—se perio dos limites de detecgio do aperalho, um DSC
convencional. Por isto, com amostras de concentragio menor que 10
mM ou utilizando velocidades de varredura menor que 4 graus.sminuto
n3o foi possivel detectar o pico relativa a transigfo. Um aumento
na concentragio do surfatante poderia levar a formagio de
mesofases, que também apresentam itransig@es de fase na regifo
entre 38 e 42°C 268, 269 Na tentativa de aumentar a intensidade do
sinal observado, evitando a formagfo de mezofases, concentramos
uma amostra de lipossomas, de concentrag®o original préxima a
10mM. Estas amostras foram colocadas em sacos de didlise, = o
solvente retirado por =vaporagcSo atd que a amostra tivesse 1.8 de
seu volume inicial. Entretanteo, a amostra final tinha aparénela
bastante turva e alta viscosidade, indicando a formagfc de outras

fases.

Como resumc dos resultados obtidos, citamos :
- para amostras de DODAC, com concentracio entre 10 e 20mM,
as temperaturas de transigio observadas variaram entre 356 e 10°¢,

e as entalpias de transicZo, entre 17 e 25 kJ.mol *;
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Figura 3.4.3. Termograma obtido por DSC para lipossomas de

DODAC 19 mM, em agua.

~ com a adigZo de pentilparaben, na concentragio de B x
10—4}4, Te wariou entre 38 e 39 OC, e AtH, entre 13 e 43 k.}'.mol*".
Os experl mentos reallzados com propillparaben, na mesma
concentragfo forneceram valores de To entre 3U = 40°C = AtH entre
33 e 42 kJ.mol *. Com metilparaben, também 6 x 10 % M, a Te medida
foi 38°C & © AtH, 25 kJ.mol *.

- a adig¢fc de pentilparaben a concentraglies malores, na
proporgio 1:2 em relagdo ao DODAC, produziu soclugBes bem mals
turvas, embora sem precipitagio no intervalo de 4 dias apds a
preparagio. Os termogramas destas amostras, preparadas =]
analisadas em duplicata, nZo apresentaram nenhum pico na regifioc de
20 a 70°C. As  amostiras com menor  concentragio dos  solutos
apresentavam uma raz3o entre as concenbrag@es de paraben = DODAC
na faixa de 0,03:1 a 0,06:1. Estes resultados indicam gque unma
maior concentragfio de paraben, com razio de concentragBes 0,5:1

impede a formag3dc dos lipogsbmas.

i85



a-olﬁ oy
5°C/min

dxr |
(mw)

i 0

e
) zo E!a ég 50 T{Qc)

Figura 3.4.4. Termograma obtido por DSC para lipossomas de

DODAC 18 mM, em presenga de pentilparaben 8 x 107° M.
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Figura 3.4.5. Termograma cobtido por DSC para solucio de DODAC
Z1l mM em presenga de pentilparabern 11 mM.
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Apesar dos problemas com a sensibilidade deo aparelho para
este tipo de estude, levandoe a valores pouco reprodutivels, os
resul tados obtidos estifo préxdmos dos descrites para sistemas
semal hantes. Ckahatla e col aboradores 270 estudaram
calorimetricamente liposgsomas de DODARE, brometo de
dioctadecildimetilamdnio em conceniracBes em torno de 206 3ﬁM. Os
liposzomas preparados por uUltra—-sonificagfo apressntaram um pico
largo devido & transigfo de fase, entre 40 e 50°C, com uma
entalpla de transig¢lo estimada, para o plco principal, 48°C, de 27

k3. mol .

Sutro estudo snvol vendo vesiculas de DODAB fol o realizado
por Jasgsr e colaboradores @81 Os termogramas obtidos por ISC
para estes llpossomas confirmaram a dependdncia dos resultados Com
o método de preparacio. Os lipossomas preparados por
ultra-sonificagio apresentaram duas populagBes com diidmetros
mé&dios de 200 & BO0O A, & um pleo largo devido & transicZo de fase,
com plcos em 32 e 57°C. Quando a mostra fol preparada por agltagdo
vigorosa, aguales autores obser varam trés popul acdes de
lipossomas, com diametros médios de B70, 1900 e 12000 A. A Gliima
popul agEo fol ztribuida & agregacio das vesiculas. A anadlise por

DSC destas amosiras revelou trés plcos em 33, 48 e 52°C.

Através destes estudos de DEC cbservamos gue ol pomsivel
detectar a transi¢foc de fase de liposéomas de DODAC, embora
trabalhando nos limites de detecelo do aparslho 2 em altas
velocidades de varredura. Apesar da pouca reprodutiblilidade dos
resultados, os valores de Tc 2 energias de itransicfo obtidos s3o
préximos dos relatadoz para =sistemas semelhantes., Entretanto,
estes problemas nSo possibilitaram verificar a hipdtese inicial
deste estude : de que a incorporagio dos parabens nos lipossomnas
modificaria a temperatura de transic¥o de fase e que esta variacfo
seria um reflexo de mudangas na ordenaglo dos lipossomas,

comprovando o efelio eritropotetor destes compostos.
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4. CONCLUSAO

Os e=situdos de difusZoe foram realizados na itentativa deo
estimar os raios hidrodin8micos dos parabens em solucfo. Durante o
andamento destes estudos, verificamos a ocorréncia de adsorgcio dos
parabensl sobre o Teflon nos experimentos utilizando o método de
Taylor. FPosteriormente, esta adsorgZo fol confirmada en
experimentos em balelada. Como o método de Tayior ¢ o mais
utilziados para sstudos de difusio, algumas vezes com tubos de
Teflon, esta constatacfce ol importante no sentido de alertar
sobre erros sistematicos que  podem  ocorrer nesta técnica
decorrentes da adsorgio do soluto. Aldm disto, estes resuliados

confirmaram o carater hidrofdbico desta 4az:ia»;mrs;§a.

Para calcular oS ralos hidrodinimicos a partir dos
coeficientes de difusfc, utilizamos a relagBo de Stokes-Einstein.
Para testar a validade desta equagio. realizamos uma cémpilaggo de
varios estudos de difus¥o. Através destes resultados, foi possi vel
cdeterminar quer esta equacio apresenta dois conportamentos
distintos para difusfo em adgua e em solventes orgénicos,
provavelmente como reflexo de uma malor estruluragio da agua. Além
disto, mostramos que, através desta equagHo simples & do cilculo
dos volumes de van de Waals usando azs coniribul¢Bes atdmicas, &
possivel obter boas estimativas do coeficiente de difusio de

moléculas,

0z raios hidrodinimicos cobtidos experimentalmente s50 menores
gue os calculados através das contribuicBes atdmicas e utilizando
a geometria molecular oltimizada = oz raiocs atdmicos de wvan der
Waals. Entretanto, devido as incertezas sobre o valor da constante
C a ser utilizado nesta equagio, nZo foi possivel conclulr sobre a

variagio destes raios com a adigio de etanol ao solvente.
Os resultados obtidos nos estudos de partigio em micelas

enfatizaram a necessidade de um rigorosc controle de pH em

experimentos com solutos ionizidvels & micelas. Este parece ser o
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motive da discordlncia enbtre os cceficlientes de particlio por nds
obtidos & os descritos na literatura. A andlise das variéxgﬁes de
energia livre para o processo de interacfo com micelas fol feita
analisando-se as contribuiceBes de gruposs das moléculaz. Os modelos
propostoz para a inlerpretagfio da contribuiclo das estruturas baze
nfo forneceram bons resultados. Entretanto, ssie tipo de analise
parece promissor, tende sido aplicada com sucesso para interpretar

a adsorgXEo de moldéulas aromAticas sobre elebrodos de merclGrio.

Foi observada uma correlagio entre as coniribuicBes da
estrutura base e hidrofdbica, sugerindo que uma forte interac¥o da
estrutura base com os grupos iénicos do detergente mantém o soluto
numa regifo mais externa da micela. O valor obtide para a
contribuicBoe eletrostitica ao processo de interagclo € nulto
gsemal hante ac relatado para interacio com macrociclos =]
ciclodextrinas modificadas, embora seja menor gque © estimado
suponde uma interagfo puramente eletrostitica com a superficie

micelar.

As medidas do pKa aparente dos parabens com micelas confirmou
a previsEo gualitativa feita através das regras de Hartley, em
fung3o da carga das micelas. A andliss guantitativa do efeito de
micelas de CTAB sobre a ionizag3o dos parabens comprovou a

validade do modelo de troca iénica de pseudofase.

A variag3o do pKa aparente causada por micelas de CTAB foi
utilizada para detlectar o aparecimento de micelas, possiilitando a
determinagio da c.m.c.. Além disto, através destas medidas fol
possivel estudar o efeito de aditivos sobre as micelas de CTAB. No
caso de aAnions, fol possivel obter uma ordenagfo destes de acordo
com a intensidade de interag¢f3o com as micelas, gque concorda com
outras descritas a partir de outros métodos. O efeite de Alcools
de cadeia curta pode ser atribuide a mudangas nas propriedades do
solvente ou a formagBo de micelas mistas com excesso de moléculas
de alcool, em relagfo ao CTAB. A adig3o de Cy4E0q provocou a maior
redugio no ApKa, que fol atrlibuida a4 formacBo de micelas mistas.

Para maiores frag¢Ses ds (31’:,‘?'53(3&j adicionado, estazs micelas mistas
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comportam—=se como micelas nEo idnicas.

A adig3o do polication PEI provoca um aumento na ionizagHo
dos parabens. Entretanto, diferentemente do que foli observado com
CTAB, este efeito ndo tem cariter hidrofdébico. A adicZo de NaCl na
concentragio de 0,08 M inibiu a wvariagfio de pKa causada pelo
polieletrodlito. o

Os ensalos hemoliticos mostraram que os parabens aumentam a
resiténcia das hemacias aoc melo hipoténico. Este efeitoc aumenta
com a hidrofobicidade do paraben, do mesmo modo que os seus

coeficientes de particfo na biomembrana.

0 estudo da transicio de fase dos iiposscmas por DEC mostrou
que, utilizando uma aparelho de DSC convencicnal & po.ssivel
detectar esta transicio. Entretanto, a reprodutibilidade das
temperaturas e energias de transicX¥o assim obtidas ¢ muito peguena

para permitir a detecgdo dos efeitos da incorporacgio dos parabens.
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APENDICE

Tabela A.1 Coeficientes de difusZo em Agua, volumes de wvan
der Waals moleculares (calculado segundo contribuigBes atdmicas).

Valores medidos a 258°C, exceto quando indicada outra temperatura.

composto ' vm CA7> D ¢10™*%n%. 7% ref
1. 1,2-butanodiol 84,8 9,27 107
2. 1,4-butanodiol ' 24,8 _ Q9,13 107
3. meso-eritrol 104,2 - 8,13 107
4. xilitol ' 127, 4 . 7,88 107
5. manitol 180,88 . B,78 107
6. inositol 139, 2 5,95 - 107
7. benzeno 80,4 11,0 108
8. n-butilbenzeno 148,8 7,80 108
9. bifenil 150, 2 . 8,33 105
10. naftaleno 123, 4 8,80 : o6
11. etilnaftalenoc 187, 8 7,80 o 105
12. fenol 88,3 S, 4 ' 111
13. glicina 67,2 | 10,8 271
14. diglicina 123,82 7,91 - 271
15. triglicina 184,8 6,68 271
16. glicose 146,7 5,73 | 271
17. sacarose =67,1 5,21 271
18, rafinoss 399, 0 4,324 ) =271
19. alanina 84,4 9,10 a7t
20. serina o=,1 8,80 271
21. treonina 109,1 , 7,98 271
22, wvalina 118,4 V73 271
23, leucina 135,4 7.6 k 271
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Tabela A.l1. Continuag&io

composto vm CA®> D 107 *"m% 57 ref
24. aspargina 104,3 8,30 : 271
25. glutamina 121, 3 7,862 ' .. 27
26. prolina o 107,0 ' 8,78 271
27. histidina 135, 2 7,33 271
8. fenilalanina 153, 8 7,08 =71
29. Ac. m—aminobenzdico 171 _ 7,74 =271
30. &c. p-aminobenzéico 171 ' 8,43 271 -
31, formamida 42,7 15,7 oz
32. tolueno - o7,8 , 9.5 ' o2
33. ciclohexano 102 g,0 . o2
34. hexafluorbenzeno 108 2,6 105
35. cafefina 171,3 7,72 | 89
36. etanol 53,1 : 12,28 278
37. propanol 70,1 9,9 : o2
328. n~butanol 87,1 a,72 272
39. n-hexanol 121,14 8,268 z7a2
40. n-octanol 155,1 5,9 278
41. sc. benzéico 107,9 9,0. 273
42. p-cresol 105,9 9,5 2 274
43. 4le. benzilico 108,55 g,0 # 274
44. Z-butoxietano] 127,3 7,89 1=
45, 2,86-dimetoxd fencol 135,77 ax-14 B =74
46, o-etoxifenol 129,1 7.18 b =274
47. p~fenetidina 133,313 5, 51 b =74
48. dopamina 159 6,69 = 275
49. norepinefrina 166 6,11 2 =78
50. L-DOPA 187 7,35 2 - ars
51. etilbenzeno 114,88 g9,0 =278
32. furfural 80,8 11,2 276
53. cistina 13,2 7,80 g5
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Tabela A.1. ContinuagHo

composto : vm cA%> D €107 %% . 57> ref.
54. p-naftol 131,5 8,10 & 80
5%, p-nitroanilina 119 7,46 & . g0
56. p-nitrofenol . 114,8 6,02 2 90
57. glicerol 85,5 e,3 276
58, ac. sucinico 99,6 8,6 78
59. metilparaben 13,5 _ 7,38 tese
50. metédxifenol 112,1 R 8,89 24

a - 30°C , b - solugfio de H_ SO, 0,1 M
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Tabela A.2. Coeficientes de difusZoc em solventes organicos

Waals Ccalculades atraves das

Valores medidos a 25°C,

aprdéticos, volumes de van der

contribulgdes atdmicasd. exceto gquando

outra temperatura for indicada.

10

composto solvente vm €A% D c10™ %% . 5™ ref,
i. benzeno hexano 80,4 47,3 277
2. tolusno hexano Q7.8 43,7 277
3. Cs, ‘ hexano 51,8 58,7 =277
4, acetonitrila AN 47,1 43,4 Q=
5. dicloroetano AN 73,6 34,5 s2
6. dicloroetano tolusno T 73,6 24,9 8z
7. dicleorostanoc hexano 73,5 46,4 o2
8. dimetilformamida AN 77,7 34,1 o2
. dimetilformamida tolueno 777 24,3 o2
10. benzeno AN 80,4 38,1 s
11. benzeno Ltolueno 80,4 24,0 o=
12. tolueno AN 97,8 33,8 oz
13. tolueno tolueno 97,8 22,4 _ o2
14. bromobenzeno AN o9, 6 31,4 22
15. bromobenzeno tolu=no 99,8 :20,5 o2
16, bromobenzeno hexano 99,8 38,86 o2
17. cicloexano AN 102 32,3 a2
18. ciclosxano tolueno 102 21,0 ‘ az
19, cicloexano haxano 1028 36,9 g2
20. ciclo—octano tolueno 138 19,4 o2
2. ciclo—octano hexano 138 23,8 g2
22. p—xileno acetona 1185,2 35,2 149
23. p-cloroxilenc acetona 112,23 28,0 149
24. p—diclorcbenzeno acetona 109,4 34,68 149
28. m-xileno acetona 118,2 34,2 149
26. m—-diclorobsnzeno acetona 109,4 33,8 1489
27. o—xileno acetona 115,2 33.9 149.
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Tabela A.2. Continuagio

composto solvente vm A% D10 %n%. a7 ref.
28. o-diclorobenzeno acetona 1083, 4 33,8 149
29, tetrametilestanho acetona 114,89 33,8 149
30. metanol ccl, 35,9 26,1 144
31. benzeno acetona 80, 4 41,7 144
32. fenol ccl, 89,5 13,7 144
33. naftaleno cel,, 123,4 2 12,0 144
34. dimetilacetamida CCl, 04,7 2 12,5 144
35. bifenil cel 180,2 2 10,7 144
35. bifenil benzeno 10,2 2 15,6 144
37. antraceno ccl, 177,0 2 10,3 144
38. hexaclorobenzeno CC1, 1867,4 9,2 144
39. 1-propanol octano 70,1 b 35,4 2?8
40. i-pentanol octano 104,141 b . e5,8 zva
41. benzeno CHCL 4 80,4 © 21,0 2680
42. tolueno CHCL 4 97,8 © 20,1 280
43, etilbenzeno CHC1 114,8 © 18,0 280
44, i-propilbenzeno  CHClg 131,8 © 16,6 280
45. i-butilbenzeno  CHCl, 148,8 © 18,1 280
AN - acetonitrila, a —20° ¢ , b - 27°C, ¢ — 23° C
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