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Implementacio da Técnica de Taylor-Aris para medidas de coeficiente de

difusdo em fase liquida e suas aplicacdes.

RESUMO

O coeficiente de difusdo de uma substancia em uma solugdo fornece diversas
informacbes sobre solvatacdo, estado de agregacao, interagdo com outras substancias, etc,
Dentre as técnicas utilizadas para a medida deste parametro a técnica de Taylor-Aris possui
vantagens significativas, principalmente em relagéo ao custo de montagem e operacional, e
versatilidade para a aplicagdo em varios sistemas diferentes. Nesta tese foi montado um
equipamento para a medida de coeficientes de difusdo por esta tecnica, de acordo com
especificacées encontradas na literatura e através de experiéncia anterior do grupo. O sistema
depois de montado passou por uma série de testes, que confirmaram a sua precisdo e
exatidao.

Foram determinados os coeficientes de difusdo para a serie homéloga dos p-
hidroxibenzoatos de alquila (metila a butila) em agua, em solucdo de NaOH e, posterioemente
investigada sua interacdo com p-ciclodextrina (B-CD) e polimeros. Foram utilizadas como
macromoléculas os PEG 8000 e 20000 e um copolimero-bloco tipo ABA, Pluronic F 108, em
diferentes concentragdes. Nos estudos com a B-CD, foi possivel confirmar a formacdo do
complexo de inclus&o e foi verificado que todos os homdlogos sdo incorporados com
intensidade semeihante. A formac&o do complexo foi acompanhada através da medida do
coeficiente de difusdo e o aparecimento de duas regibes de estabilidade sugere a ocorréncia
de estequiometrias 1:1 e 1:2. Os resultados obtidos para os polimeros comprovam a
incorporagéo em solugbes de copolimero-bloco abaixo da c.m.c. e demonstraram a existéncia
de efeito hidrofdbico. Esta mesma caracteristica foi verificada nos estudos com o polimero
PEG 8000, em concentragSes maiores que 2,5%.

Os resultados apresentados nesta tese comprovam o potencial desta técnica para o
estudo de interacGes soluto-macromoléculas em fase liquida.




Assembling of an equipment for measurement of diffusion coefficient in

liquid phase by the Taylor-Aris technique and applications

ABSTRACT

The diffusion coefficient of a compound in solution provides important information on its
solvation, aggregation state and on its interaction with other molecules. The taylor-Aris
technique presents some advantages in relation to the others methods employed for measuring
diffusion coefficients, maily its low cost, simplicity of the apparatus and versality. This thesis
describes the assembling of equipment for such measurements whose precision and accuracy
was proved to be similar to the best reported in the literature.

Diffusion coefficients were measured for a series of alkyl p-hydroxybenzoates {from
methyl to butyl) in water, NaOH solution and in the presence of B-cyclodextrin (B-CD) and
polymers. The titration of solutes followed by the changes on diffusion coefficients upon their
incorporation into 3-CD provides direct evidence for the occurrence of 1:1 and 1:2 complexes.
This technique was also employed to investigate these solutes interaction with polyethylene
oxides 8000 and 20000 and with a triblock copolymer. In all cases, an interaction was proven to
occur and, for the copolymer and for larger PEG at higher concentrations, the more
hydrophobic solutes presented stronger interaction. This finding suggests that even for
compolymers below their critical micelle concentrations and for hydrophobic polymers,
hydrophobic domains may arise from the polymer conformation.

The results reported here prove the potential of the Taylor-Aris technique as an

important tool for studies on incorporation into macromolecules.
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Dedico esta tese a Luciana, minha esposa:
Que 56 haja beleza na sua frente, e que s6 haja beleza atrds de vocé...
Que so haja beleza ao seu redor, e que s6 haja beleza ao seu lado...
Que s6 haja beleza dentro de vocé...

Frente a imensiddo do cosmo e a infinidade do tempo foi um privilégio para mim
repartir um tempo e um lugar com alguém como vocé...

Te amo demais,

Bart



Conselhos de uma
lagarta

A Lagarta e Alice olharam-se por algum tempo em
siléncio. Finalmente, a lagarta tirou o narguilé da boca e perguntou, em voz

ldnguida e sonolenta:
Quem é vocé?

TN@o era um comego de conversa muito animador. Um pouco timida, Alice respondeu: Eu...eu..nem eu
Fxesmo sei, senhora, nesse momento...eu...enfim, sei quem eu era, quando me levantei hoje de manhi, mas
acho que j& me transformei varias vezes desde entiio.
Que ¢ que vocé quer dizer com isto? -perguntou a lagarta, rispidamente - Explique-se!
- Acho que eu mesma ndo posso explicar - Disse Alice - por que eu ndo sou eu, estd vendo?
- Nio, ndo estou.
- Acho que no posso explicar methor - replicou Alice com polidez- por que eu mesma nio consigo
entender , pra comegar. E depois, ter tantos tamanhos diferentes num dia $0 € muito confuso.
- Nio, ndo &.
i - Bom, nfo sei. Talvez a senhora ainda nio tenha passado por isso - continuou Alice - mas quando
“ giver de se tranformar numa crisalida...pois isso lhe acontecera algum dia, ndo é?...e, depois disso, numa
porboleta, tenho a impressdo de que achard meio esquisito, nio?
- Nem um pouco.
- Bom, quem sabe a sua maneira de sentir talvez seja diferente - disse Alice - mas o que sei € que
tudo isso pareceria muito esquisito para mim.
- Voceé! - Exclamou desdenhosa a Lagarta. - E quem é vocé?
- Acho que a senhora deveria me dizer primeiro quem €,
- Por que?
Alice ndo conseguia achar nenhuma boa razio, e como a Lagarta parecia estar com o dnimo desagradavel,
ela voltou as costas, afastando-se.
| - Volte! Chamou a Lagarta. - Tenho algo importante para te dizer.
1ss0 parecia promissor, com certeza. Alice voltou-se e retornou ao cogumelo.
' - Acalme-se! - aconselhou a Lagarta.
- E tudo? - perguntou Alice, contendo-se o mais possivel.
t - Nio - esclareceu a Lagarta.
) Purante alguns minutos a Lagarta tirou algumas bafarodas sem dizer nada.

y Por fim, descruzando os bragos, retirou da boca o narguilé e falou: - Quer dizer que vocé acha que mudou,
-~ "'}
ndo €7,

- W wr e W W e W W e we e =
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Introducao

1. INTRODUCAO:

1.1. COEFICIENTE DE DIFUSAQ E SUAS APLICACOES:
1.1.1. COEFICIENTE DE DIFUSAQ:

Difus&o, € definida como o processo espontaneo de transporte de massa num
sistema fisico-quimico, por efeito de gradiente de concentragdo. De uma maneira geral
estamos no dia a dia participando de uma enormidade de fendmenos fisico-quimicos sem nos
darmos conta disto, assim também ocorre com a difusao, Difus&o significa movimento.
Difundir € se movimentar por entre alguma coisa. Quando um pingo de tinta cai em um copo
com agua limpida, o liquido muda de cor gradativamente. Até que depois de um certo tempo 0
liquido no interior do copo estara colorido. Neste caso, a espécie quimica que promove a cor
se dilui e fica distribuida igualmente por todo o liquido. A difus&o pode ser encontrada ainda
em outros locais e de maneira espantosamente interessante. Neste momento certamente esta
ocorrendo algum tipo de processo onde a difusao esta presente dentro do seu organismo. Isso
porque a difus&o governa a maioria dos mecanismos reguladores da vida. O transporte entre
celulas e o meio exterior ocorre através de difusdo pela dupla camada lipidica da membrana
celular. As reagbes quimicas que ocorrem em sistemas biolégicos, em geral, passam por
etapas onde a ativacdo ou desativacido de certa proteina ou enzima depende de uma reacéo
em um grupo funcional caracteristico. Esta reagdo ocorre normalmente em um sitio bem
localizado na estrutura destas macromolécuias. Portanto, esta reacdc depende de duas
moléculas se encontrarem. As transformacdes envolvidas na bioenergética humana sao uma
sucessao de eventos envolvendo reconhecimento molecular de uma guantidade apreciavel de
moléculas que difundem, de uma maneira ou de outra, até que esteja em posigdo adequada
para que a reagio acontega. As proteinas possuem sitios alostéricos que sdo conhecidos por

serem determinados grupos funcionais caracteristicos de cada proteina especifica. Assim
ocorre com a duplicagéo do DNA, por exemplo.

Porfanto o reconhecimento molecular, que inicialmente depende do deslocamento,

difus&g, das moléculas envolvidas no organismo, pode ser melhor entendido levando-se em

D consigeracdo que moléculas sdo entidades geométricas. Reagbes de incorporacdo e

b

w W W W W

complexagdo com moléculas hospedeiras, como a ciclodextrina, sdo reacbes conhecidas
como reconhecimento molecular.
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As ieis que governam o movimento de moléculas em fase liquida s&o mais complicadas
do que em fase gasosa devido as forgas intermoleculares, que sao mais intensas em liquidos
@lo que em gases. Apenas nos casos de solugées diluidas o suficiente para que uma molécula
@0 sofra infludncia de nenhuma outra que ndo seja o solvente, 0 movimento de moléculas
::»ode ser estudado pelas leis desenvolvidas para os gases.

® Em livros especializados em difuséo como, por exemplo, o “Fundamentals of Diffusion” *
@ odemos encontrar descrigdes detalhadas de como o movimento de migracdo de moléculas

.em um espaco tridimensional depende do gradiente de concentracéo. Neste livro podemos
‘encontrar um completo estudo sobre hidrodinamica molecular, difusdo, e a infludncia de
@ aracteristicas fisico-quimicas do sistema nestes fenémenos.

® Os primeiros trabalhos estudando movimento de particulas foram feitos pelo botanico
‘iobert Brown, em 1928. Enquanto investigava o polen de diversas plantas diferentes, Brown
@bservou que aquele pdlen disperso em agua em um grande nimero de particulas, persistia

e, um movimento “fervilhante”, irregular e ininterrupto. * Robert Brown observou o que hoje
® , .
‘hamamos de movimento Browniano.

®
® Em um liquido puro o movimento de moléculas é aleatério em consegléncia de sua
%nergia térmica. Este o movimento, chamado Browniano, foi descrito por Einsten para um
iistema unidimensional, através da relag3o.
®
®

Bnde <z%> representa o deslocamento quadratico médio da particula/molécula, D, o coeficiente

<z?> = 2Dt [1]

ge difus&o desta molécula, e t, o intervalo de tempo associado. Este coeficiente é chamado de
gceficiente de autodifuséo, ou intradifus&o.
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A lei de Fick descreve o coeficiente de difusdo como uma fungdo do fluxo de
escoamento e dirigido a um gradiente de concentracdo, quando o gradiente de concentracéo

n&o € igual a zero este processo chama-se interdifusdo. Ela pode ser escrita na forma:

Jjz= »-—Dj%gzi Xi : 2]

onde J ; z é o fluxo de massa do componente j, na direcdo z . C; é a concentragdoe o D, é
chamado de coeficiente de interdifusdo, ou de difusdo mitua e | ou i . & o vetor unitario. O
coeficiente de difus@o é proporcional & capacidade de movimentacdo de uma particula; quanto
maior o coeficiente de difus&o mais rapidamente ocorre o movimento entre dois pontos. De
maneira geral, moleculas diferentes sobre um mesmo gradiente de concentracdo se

movimentam mais quanto menores forem, e quanto menor for a sua afinidade com outras
moléculas presentes na solugéo.

O coeficiente de difus&o e o tamanho de moléculas podem ser relacionados através da
equagdo de Stokes-Einsten *° (SE). A partir de estudos com a entropia dos sistemas em
condigbes diferentes, Einsten demonstrou que a temperatura infludncia o movimento de
particulas. Um aumento de temperatura implica em um aumento da energia total do sistema e
parte desta energia € transformada em energia cinética. Portanto, um aumento na temperatura
reflete em uma aumento de energia cinética, 0 que faz com que a particula se movimente mais

rapidamente. Assim, quanto maior a temperatura maior o coeficiente de difusdo. A relacdo
descrita por Einsten foi:

k-T
D="—
- 3]

onde D é o coeficiente de difus&o, k é a constante de Boitzmman e T a temperatura (° Kelvin) .
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O termo f, chamada fator de friccdo, foi determinado por Stokes no seu tratamento
para particulas grandes e esféricas,
f=o.mn.m [4]

onde o € uma constante de proporcionaiidade que é fungdo da espécie que esta difundindo,
podendo ser escrita como: ?

onde B € o coeficiente de relaxago. Quando B é igual a zero a molécula esta totalmente livre
(n@o esta sendo impedida, ou perturbada durante o movimento) e quando B = « a particula
esta em situagao de resisténcia maxima frente ac meio, estes resultados levam a valores de o
limitados entre 4 e 6, respectivamente. Os termos n €I, , viscosidade e raio hidrodinamico,

s&o caracteristicas etruturais, relativas a geometria molecular.

A equacéo de SE foi desenvolvida para situagbes em que a particula é muto maior do

que o solvente. Esta equagéo leva em consideracso que a geometria da molécula possui um

® certo raio hidrodinamico, neste caso sua aplicacdo é limitada por que ela foi desenvolvida para

particulas, com tamanhos maiores que molécuias. O raio hidrodinamico é definido como o raio
® de uma esfera que contém uma particula em movimento, em fase liquida. Evans e Tominaga °
@ demonstraram que a relagdo de SE pode ser aplicada a moléculas apenas em condicdes
® especiais. Estes autores mediram experimentalmente o coeficiente de difusdo de varios
® solutos de geometria esférica em vérios solventes, apolares e polares. E observaram que,

@ duando os tamanhos do soiuto e do solvente s&o semelhantes, a equacao de SE falha, mesmo
@ considerando os limites teéricos da constante o = 4 e 6.

0000COGCOGOS
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Quando o tamanho do soluto é bem maior que o do soivente, de maneira que o solvente
possa ser considerado como um continuo, a equacao de SE ¢ vailida. Esta equacdo tem sida
utilizada para determinacdo de tamanho de micelas e macromoléculas em solventes

pequenos, como a agua, por exemplo.Assim, combinando as equacdes 4 e 5, teremos a
equacao de Stokes-Einsten:

p-_ KT 5
o-1-T-

A Tabela 1 mostra vérias propostas de equagbes para determinacdc do raio

hidrodinamico. Todas as equacdes demonstram a proporcicnalidade entre o coeficiente de
difusa@o e o tamanho da particula que difunde.

Tabela 1. Equagdes propostas para relacionar coeficiente de difus&o e raio hidrodinamico 2.

Autores Origem equacdo basica
. ) k-T
Sutherland (1905) . Paralela a SE mas com minimo atrito para esfera D= s
- TC .
. K-T
Glasstone (1941) Empirica D=
2-n-m
213
| AT 3.v1) 1
Scheibel (1954 Empiri D= Bt
( ) mpirica kq-VZJ [ ( J
12
- & - Mt
Wilke & Chang (1955) Empirica D-74.10-8 _("”_o')@ T
n2-V2w
1/6
3 A
King et al. (1965) Empirica D-44.10"8.1. [l’l APvapt
Vo AHyap 2

s numeros subscrito 1 e 2 indicam o solvente e o soluto, respectivamente.
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Portanto, a equagéo de SE ndo pode ser aplicada para todo sistema indistintamente. Os
trabalhos que tentaram melhorar a equacdo de SE tiveram de uma maneira geral uma

preocupagao em comum, rearranjar o desvio encontrado para varias moléculas e associacbes

soluto-solvente e solvente-solvente. A teoria hidrodinamica mais avangada neste sentido é um
refinamento da equacdo original de SE: a teoria da microfricgdo, introduzida por Gieger e
Wirtz * Esta considera que um soluto migrando por entre os espacgos vazios, ou livres,
deixados pelo solvente sofre uma microfriccdo, ou ainda, um microatrito proveniente da
interagdo entre o soluto e o solvente. Este atrito depende basicamente da relacdo entre os
tamanhos, raio molecuiar, do soluto e do solvente. Assim a equacdo 6 tem o acréscimo do

termo fr, que é a fun¢io denominada fator de microfriccéo. Assim:

k-T 7]

onde fr & dado por:

r @ r; séo, respectivamente, os raios moleculares do solvente e do soluto.

- W W W W W OWWF W W W W W W W W TR W W W W W W W e e

A equacdo 8 demonstra que quanto maior o soluto e menor o solvente, o fator de

) microfriccdo vai se aproximando de 1. Assim a equacac de SE ¢ valida na sua forma original.

A Figura 1 mostra os resultados simulados para fr em fungdo da razéo r,/ r, . Para valores

) desta razéo acima de 5 a diferenca entre a equacéo 6 e 7 . usando o fator de microfriccdo é

} menor do que 10 % .
)

o W W W W W
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104 =

£ fator de microfricgao

Figura 1: Simulagao dos dados para microfriccdo.

Assim, uma regra empirica é a que pode-se utilizar a equacso 6 quando o soluto &

cinco vezes maior do que o solvente 2 » justificando o seu uso no estudo de difuséo de

macromoléculas.

No nosso caso todas as associagbes entre moléculas foram feitas acima deste fator.
Todas as macromoléculas utilizadas sao no minimo 5 vezes maior que o solvente (Agua). A

equacgdo 6, com o o = 6, foi usada em todos os célculos contidos neste trabatho.
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112, DESCRICAO DE ALGUNS ESTUDOS USANDO G COEFICIENTE DE DIFUSAO:

- o e e s ww

- e e e s e e

Estudos usando o coeficiente de difusdo tém sido de grande contribui¢do para a
investigacdo de interagdes entre moléculas em fase liquida Alguns trabalhos que usam

medidas de coeficientes de difusdo aplicadas a diversas situacbes sdo apresentados a seguir.

Leaist ef alfi > descreveram um experimento realizado para medir o coeficiente de
difusdo. Neste experimento uma amostra de agua + soluto + HDO & injetada em um fluxo de
agua + soluto. O detetor consegue medir a diferenca entre a agua (H,0) e o HDO. Ajuste
duplo no resultado obtido possibilita a determinagéo simultanea do coeficiente de difuséo da
agua e do soluto. A agua deuterada, neste caso, esta sendo usada como sonda. Neste mesmo
trabaiho foram usadas solugbes aquosas de sacarose e uréia e também foi pesquisada a
variagdo do coeficiente de difusdo de polietileno glicol (PEG) em relagdo ao numero de
unidades -OCH.CH.- nos polimeros PEG 600, 3400 e 8000 g.mol” . Os resultados obtidos
para a difus@o em agua de uma solugdo aquosa de polietileno glicol contende HDO como
tragcador s@o apresentados na tabela 2. Foi também estudada a variacao do coeficiente de
difus@o em diferentes concentragdes de PEG, para pesquisar a possibilidade de estar a
soluggo em diluigdo infinita. Este termo ¢ utilizado para descrever as faixas de concentracéo
onde uma molécula de soluto ndo sofre qualquer efeito de moléculas iguais a ela (soluto) Na

maioria dos casos a diferenga entre os coeficientes de difusdo a diferentes concentragdes esta
na ordem de grandeza do erro experimental,

Foi também verificada a variagdo do coeficiente de difusdo em funcdo da viscosidade
das solugbes. Atraves da equac@o de SE a viscosidade é definida como inversamente
proporcional ao coeficiente de difuséo, porém através dos dados da Tabela 2 & possivel
observar que a variagao do coeficiente de difuséo em relagdo a n / n° é menor do gue o

previsto por SE. Neste estudo, n° é a viscosidade do solvente (dgua) e n é a viscosidade das
solugdes de polimero.
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\ Tabela 2: Coeficiente de difus&o da agua, HDO e PEG (em solugdo aquosa de PEG) °.

' Cy/mol. I M /g D710 Dupo / 107 nin’
. mol™ m?.s” m?.s”
]
000 600 3,58 + 0.008 22,6 + 0.01 1,00
1,00 600 3,44 + 0.007 20,9 + 0.01 1.11
2.00 600 3,36 + 0.006 18,2 + 0.01 1.23
Y 0,00 3400 1,79 +0.012 226 + 0.01 1,00
'\ 1,00 3400 1,67 +0.008 20,8 + 0.01 1,56
) 2,00 3400 1,71 + 0.008 18,2 + 0.01 2,39
. 0,00 8000 1,38 + 0.012 226 + 0.01 1.00
. 1,00 8000 1,41 + 0.011 20,7 + 0.02 248
2,00 8000 1,21 + 0.008 18,0 + 0.02 6,59

. G4 : concentracéo de PEG expressa em fun¢do do mondémero

. Chan e Chan ®" publicaram alguns trabalhos enfocando principalmente interago
' soluto- solvente. Em um dos artigos mais recentes eles usaram solutos pseudo planares, todos
com grupos capazes de formar ponte de hidrogénio, e, a partir da comparacéo da medida do
\ coef:c;ente de difusdo destas espécies em agua e varios solventes diferentes, foi possivel
| comparar os efeitos dos solventes nas interagées tipo ponte de hidrogénio. Este estudo traz
como concluséo principal que o coeficiente de difusdo & sensivel a interagBes como ponte de
hudmgen;o e também mostra que para estes compostos o grupo -OH forma ponte de
h;drogen:o mais efetiva do que o grupo -NH,. Além disso pbde ser observado que para um

' dado soluto, os efeitos da ponte de hidrogénio sio maiores em solventes polares do que em
' apolares. |

. O grupo de trabalho de Tominaga “*'® possui diversos trabalhos importantes usando a
' medida do coeficiente de difusdo. Estudos sobre incorporag&o em micelas foram dos trabalhos
'mais significativos deste grupo. Tominaga e Nishinaka '° demonstraram a dependéncia do
;coeﬁciente de difus&o com a concentraggdo de mondmero formador de micela de C.TAB, n =
+10, 12, 14 e 16. Neste trabalho foi observado que as micelas formadas pelos mondémeros
‘maiores sofrem uma variagdo maior no coeficiente de difusio se tomparada as de mondmeros

menores.
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A quantidade necessaria de surfatante para que o efeito seja observado diminui com o
aumento do mondmero formador. Assim, foi possivel observar gue monbdmeros maiores levam
a formagéo de micelas maiores em concentracdes menores de surfatante.

Yonezawa et alli ° apresentaram um trabalho onde a técnica de Taylor é usada para
estudar o tamanho de nanoparticulas de platina protegidass por C.TAB. Usando dados de
microscopia eletronica para o complexo e de difusdo para o sistema complexo e micela . Os
resultados apresentados comprovam uma protecdo efetiva do “cluster” pelo surfactante, as
medidas de coeficiente de difusdo determinaram raios hidrodinamicos na ordem de

nanometros (10-20 nm). As diferencas entre o tamanho obtido para o complexo e do conjunto

micela-complexo foram determinadas através de técnicas diferentes, microscopia para o

. complexo e coeficiente de difus&o a micela.Assim, quanto maior a espécie, menor o coeficiente

+ de difus@o. No caso, mais efetiva a prote¢do exercida pelo surfactante.

O grupo da universidade de Tel Aviv, Israel, chefiado por Yoram Cohen '*' ests
trabalhando ha bastante tempo com medidas de coeficiente de difusdo. Uma anslise dos
trabathos mais recentes deste grupo mostra a aplicagdo desta técnica a sistemas cada vez
menores. Mayzel et alli '° estudaram a interacdo do éter de coroa 18-C-6 com iodeto de

potassio, demonstrando o efeito da formag&o do complexo na estrutura da &gua de hidratagao
em volita deste complexa.

Mais recentemente este estudo foi aplicado a complexos de inclusdo utilizando

ciclodextrinas. Gafni e Cohen'' utilizaram a y-ciclodextrina com sistemas macromoleculares

- baseados em estrutura coroa 12C4, 12N4 e 1254, em presenca e auséncia de acetatos de

Litio e Potassio, Cloreto de Litio e (Me); NCl. Neste mesmo trabalho forram medidos o
coeficiente de difusao de todas as espécies envolvidas, e foram estudados o efeito do solvente
e pH nas constantes de associagdo do complexo y-CD:12C4. Os resultados obtidos

demonstraram que as interacdes dos ésteres de coroa com a y-CD seguem a ordem: 12C4 >
12N4 > 1284,
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Beezer '*'° da universidade de Kent, Inglaterra, vem usando ha vérios anos a medida
do coeficiente de difus&o aplicada a sistemas biomiméticos como micelas e lipossomos para o
estudo de incorporagio de uma série de compostos. Loh et affi ** utilizando a variacdo do
coeficiente de difus&o em concentragbes cada vez maiores de copolimero, acima da c.m.c.

(concentragdo micelar critica), determinaram coeficientes de particdo de uma série de
solutos entre o sistema aquoso e o interior da micela.

A partir da variag&o do coeficiente de difusdo uma relagdo pode ser escrita para
particdo entre solugd@o aquosa e sistema macromolecular: o coeficiente de difusdc em uma
amostra € uma média ponderada entre o coeficiente de difusdo da parte do soluto que esta
difundindo com a macromolécula, e do soluto que estd fora. Quando aumenta a fragdo
incorporada, o coeficiente de difusdo diminui, até que todo o soluto esteja incorporado.
Quando o coeficiente de difusdo ndo muda mais com adi¢gdes de macromoléculas podemos

dizer que o coeficiente de difusdo observado é o do complexo, assim:
Dobs =f. Dmacro + (1 = f)-Dégua [9]

onde Dy € 0 coeficiente de difusdo observado, Deompiexo € 0 coeficiente de difusdo do complexo
em solugdo aquosa, Di. € 0 coeficiente de difusdo para o soluto em agua, e f é a fragdo
incorporada, definida como a razéo entre o numero de moles do soluto no compiexo & ©

numero total de moles do soluto. Assim a fragdo de soluto transferida para a fase micelar pode
ser escrito como:

f:[ Dobs - Da gua j [10]
Dcomplexo - Da gu

Estudos com micelas de C,TAB utilizando o coeficiente de difusdo pode ser encontrada

também na tese de Claudio Tonegutti'”, onde um estudo sistematico sobre a incorporagso em
micelas pode ser encontrado.
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1.2. METODOS DE DETERMINACAO DE COEFICIENTES DE DIFUSAO:

Varias técnicas tém sido utilizadas para medidas de coeficiente de difuséo entre elas,
podemos citar interferometria , RMN de spin-eco ou eco de spin e espalhamento de luz
dindmico. O livro “Diffusion in Liquids” ™ , H. J. V. Tyrrell e K. R. Harris , oferece uma descricéo
detalhada destas técnicas. Nos limitamos a descrever o principio de duas das técnicas mais
utilizadas atualmente para comparacéo com a técnica de Taylor.

A interferdbmetria é baseada na variagdo dos padrées de interferéncia devido a
diferentes indices de refragdo causados pelo gradiente de concentrag&o indice de refragcdo
obtido quando um laser atravessa duas amostras. As posicdes relativas dos feixes
provenientes do laser sdo deslocadas em relagdo & posicdo original. A interferéncia entre
estes dois feixes provoca o aparecimento de padrées, também chamados de franjas de Gouy.
A analise da variacdo temporal destes padrdes permite calcular o coeficiente de difusdo. O
grupo da universidade de Napoli, ltalia, formado por Paduano, Sartorio e Vitagliano'?' usa
técnica de interferdbmetria para a medida do coeficiente de difusdo. Este grupo tém produzido
trabalhos de grande importancia inclusive com o estudo sistematico de compostos de inclusdo
(discutiremos com mais detalhes estes trabalhos na sesséo 4.1.2).

Trabalhos significativos tém sidos reportados na literatura usando o RMN de spin-eco
para determinag@o dos coeficientes de difusdo de solutos e sistemas macromoleculares,
principalmente. Estes estudos tiveram inicio com os trabalhos de Peter Stilbs® onde o antigo
método de gradiente estatico (spin a 80° ou 180°) foi modificado para medir-se a relaxacdo em
- varios pontos, assim, com um campo magnético homogéneo, o efeito da dispersdo e
reordenagdo dos spins s&o obtidos a partir de dois pulsos consecutivos. O eco atenuado pela
difusdo pode ser separado da relaxagio transversal devido a um intervalo homogénec entre
os pulsos. Esta técnica possui uma vantagem significativa pois ndo usa gradiente de
concentragéo para determinar o coeficiente de difusio. Esta técnica é das mais complexas e
Gagas que sao usadas para a medida de coeficiente de difus3o,
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Altieri et alli ©** demonstraram aplicacdo desta técnica para o entendimento de
associagbes formadas entre sistemas bioldgicos como o reconhecimento molecular existente
entre proteinas. A ativagdo de proteinas via ligacdo chave-fechadura como receptores de

citosinas e dominios SH2 e SH3, dependem do grau de agregacdo destas moléculas e isto
pode ser obtido através do D;.

1.3. TECNICA DE TAYLOR-ARIS:

Esta técnica originou-se dos estudos de Taylor  em 1953 sobre disperséo de solutos
em um solvente em fluxo laminar e baixo no interior de um tubo longo e fino, tendo sido

complementada por Aris %. Neste artigo o alargamento da banda de disperséo de uma solucéo

- aquosa de dicromato difundindo em &agua foi estudada pelas teorias hidrodinamicas.

- Diferentes tempos foram usados e o deslocamento alcangado por um pulso de amostra foi

anotado e depois comparado com o anterior, em um experimento que pela primeira vez
demonstrou a formagéo a distribuicdo gaussiana para o gradiente de tonalidade da cor devido

a diferenga de concentracao de ion dicromato em cada caso. Além disso foi a primeira vez que

" foi demonstrado que a concentracao afeta a difusdo, quanto mais diluida a amostra maior a

distancia alcancada.

A técnica de Taylor-Aris para medidas de coeficientes de difusdo s6 existe como

" descrita hoje em dia devido ao trabalho de Alizadeth, Wakehan e Nieto de Castro 7 onde eles

tragaram as bases tedricas e fundamentaram a técnica com equacdes hidrodinamicas. De

+ acordo com esta técnica, uma pequena quantidade de solugdo é injetada em um fluido em

fluxo laminar em um tubo estreito e longo. O soluto entdo sofre uma combinacao de processos

| de dispersao, devido ao gradiente de concentragdo e ao perfil parabdlico de velocidades no

interior do tubo.
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Apos um determinado intervalo de tempo, esta dispersdo produz um perfil de
concentracdo em funcdo do tempo que pode ser descrito por uma equagdo quase-

gaussiana >° do tipo:

1/2

;2 [11]

onde C(1) € a concentragio em um ponto ao longo do tempo, D é o coeficiente de difuséc,

1, & o tempo de retencdo, e F; € o raio interno do tubo de dispersdo. Embora a equagdo 11

descreva a dispersdo do soluto varios autores utilizam a equacdo gaussiana sem

restricbes.

Porém, para alguns casos, ja foi demonstradc que outras equagdes podem ser

usadas com ajustes de ordem superiores. Torkelson e Wisnudel *

apresentaram um
tratamento especifico para difusdo de polimeros de alto peso molecular. Neste caso a
dispersdo €& apreciavel e a distribuicdo gaussiana deve ser escrita levando-se em
consideragéo o coeficiente de disperséo, k. Esta contribuicdo é devida & componente
centripeta que pode atuar em colunas enroladas, como sera discutido em maiores detalhes

na parte experimentai.

Os dados relevantes para o calculo do coeficiente de difusdo sdo: tempo de retencéo
e a varianga da gaussiana (o), obtidos a partir da variagcdo de concentragcdo ao longo do
tempo. Assim a constante D pode ser determinada como:

_ t el
- 2402 [12]
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O soluto a ser estudado é injetado €, em um primeiro instante forma um pulso delta, que
devido a difus&o pela coluna forma um perfil parabdlico de velocidades. Ao final desta coluna
0 gradiente de concenifragdo gerado é lido pelo detector como a variacdo da concentragdo

com o tempo e o grafico formado tem o perfil de uma gaussiana. Ou, esquematicamente:

) injecdo da amostra dispers&o do soluto detetor

Figura 2 : Representacdo dos eventos que ocorrem num equipamento de Taylor-Aris.

r
)
)
}
’ A técnica de Taylor-Aris tém sido das técnicas mais usadas para a determinacdo de
'coeﬁcientes de difusao, com base em levantamento bibliografico a partir de 1990. A maior
)diferenca destas técnicas apresentadas anteriormente e a técnica de Taylor & o custo

»operacional, um sistema tipo Taylor-Aris & significativamente mais barato do que os outros
b .
métodos.
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2. OBJETIVO :

) Esta dissertac&o de mestrado visa & montégem de um equipamento para medidas de
' coeficientes de difuséo em fase liquida usando a técnica de Taylor-Aris. O objetivo é verificar o
' potencial deste equipamento para ¢ estudo de interagdo de solutos com sistemas
: macromoleculares,

)
}

i Para tal foi escolhida uma série homologa, os parabens, onde efeitos estruturais e

) quimicos pudessem ser estudados como variagdo do numero de carbonos da série. Esta série
) foi estudada em solugdes de macromoléculas. O uso dos p-hidroxibenzoatos de alquila (série
' homologa, de metila a butila) tem um interesse pelo fato de serem fungicidas e bactericidas
: largamente utilizados na indUstria cosmética, farmacéutica e alimenticia O uso destes na
) forma de complexos de incluséo com ciclodextrinas para liberacdo controlada pode acarretar o
} desenvolvimento de produtos onde este efeito possa ser utilizado. Os polimeros escolhidos,

' sao de uso frequente em formulagdes farmacéuticas como aditivos para os mais diversos fins,
}
y por exemplo como veiculos ou excipientes.

'
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3. EXPERIMENTAL:
3.1. REAGENTES:

Solventes: O unico solvente utilizado foi 4gua. Esta agua foi tratada e deionizada em
equipamento equipado com filtra Milipore, de qualidade Mili-Q Plus. Todas as solucdes foram
filtradas com um filtro (Varian) utilizado em experimentos de HPLC, com porosidade de
0,23 um,

Solutos: Foi utilizada 3 série homologa dos parabens, p-hidroxi-benzoatos de alquila,
desde metil até pentilparaben. Os parabens foram analisados em equipamento de HPLC
Varian 9050 (coluna C-18, 100x0,46 cm) com solucéo carregadora 1:1 acido acético
1,5%/acetonitrila, fluxo de 0,6 mimin®. Nesta técnica é possivel identificar quantos
componentes existem em uma amostra e, através dos dados referentes a cada um dos
compostos, podemos identificar quanto cada composto contribui na amostra(pela integracdo
do pico). Os resultados obtidos demonstraram que as amostras de metilparaben{Aldrich),
etilparaben(Kochlight), prpilparaben(BDH) e butilparaben (Apin) possuem um composto com
mais de 98% de pureza. Nas amostras de o pentilparaben (Apin) foi encontrade um outro pico
referente a 33% da amostra. A andlise dos tempos de reteng&o em funcdo do nimero de

carbonos sugere que este pico seja devido a um isdmero de cadeia do pentiiparaben,
conforme mostra a Figura 3.

1.8 -
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Figura 3: Linearidade demonstrada pelas amostras da série dos parabens.
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A Figura 3 mostra o gréfico do In do tempo de retencéo pelo numero de carbonos para a

serie, neste grafico é possivel observar que a impureza encontrada na amostra de
pentilparaben é referente a um isdmero deste.

Macromoléculas: Foram utilizados dois tipos de macromoleculas: B-ciclodextrina e os
polimeros PEG 8000 e 20000 (Aidrich) e Pluronic E108 (ICl). Os polimeros utilizados nao

passaram por nenhum pré-tratamento. A Tabela 3 mostra algumas propriedades, fabricante e
numero de unidades formadoras de cada polimero utilizado.

Tabela 3: Composicdo e caracteristicas dos polimeros utilizados.

Massa

Polimero Férmuia Fabricante Estrutura  g.mol-1 EO PO
PEG 8000 HO-(CH; -CH-On-OH Aldrich {_. 8000 284 0
LD
PEG 20000 HO-( CH; -CH-O)n-OH Aldrich {Mmﬁ 20000 713 0
Lot
grox ?
§
F 108/Pluronic HO-EQ, -(PO) -EO -OH ICi g" : 14000 228 184
gﬂi‘?ﬂ‘
}}; -
3 i

¢

13
W)

O controle de qualidade do fornecedor da B-ciclodextrina informou que a quantidade de
~ &gua no produto puro & de aproximadamente 15%. Este mesmo resultado foi obtido por
tratamento de uma amostra de B-ciclodextrina com agente secante %' neste experimento foi
possivel determinar o numero de moléculas de agua por molécula de ciclodextrina. Os
experimentos sugerem que cerca de 6 moléculas de agua podem se alojar no interior da
cavidade da ciclodextrina, correspondendo a 15% de contetido de agua. Assim, a massa molar

utilizada nesta tese para o calculo foi a da espécie B-CDe6H,0, M = 1243 g.mol™.



18
Experimental

3.2. MCNTAGEM DO EQUIPAMENTO:

O equipamento utilizado nesta tese & composto por uma bomba peristaltica, um injetor,
uma coluna de aco, em detetor e um microcomputador. A bomba peristaltica é responsavel
pelo fluxo de carregador pelo sistema. A velocidade de fluxo utilizada & muito importante
porque o fluxo determina a maioria das condigcdes necessarias para a utilizacdo da técnica,

impostas pela condicdo de fluxo laminar. Uma parte em separado na sessdo testes do
equipamento foi destinada para discutir este item.

E importante que a concentracdo do solvente na amostra e no eluente sejam iguais
para que n&go ocorra efeitos de dispersdo na fronteira do pulso resultante do gradiente de
concentragao entre a amostra e o eluente, gue nado relativo ao soluto.

A amostra é injetada no eluente utilizando um injetor de HPLC Rheodyne com volume
de amostra de 20ul. Apds a injecdo a amostra entra em um tubo de aco inoxidavel, a coluna,
onde ocorre a disperséo. Em geral a coluna mede entre 7 e 30 m de comprimento e tem de
1-0.5 mm de raio interno. Normalmente as colunas sdo enroladas com um diadmetro de
enrolamento em torno de 30-50 cm. Ha casos, como descrito por Wisnude! e Torkelson 2 em
que € necessaria uma modificacdo na geometria do sistema para minimizar os efeitos da

curvatura do tubo sobre o fluxo. Neste trabalho a coluna foi enrolada com 30 cm de diametro.

Esta coluna € termostatizada por uma jaqueta montada em volta como uma camisa, ¢
conjunto depois de montado assemelha-se a um bambolé. Conforme mostra em maiores
detalhes a figura 4. Esta montagem foi feita toda 3 mao, colocando o tubo de ago dentro de
doig geguimentos de mangueiras. Apds todo tubo estar dentro do arranjo formado, gs
mangdeifi‘a'sl 8&0 conectadas e um sistema composto de fechos e duas partes de tubo de

P.v.C. s&o moptados em volta da conex@o das mangueiras. Deqois de montar-este arranjo, a
conexaé é vedada com fita especial (“Silver-Tape”).
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Figura 4: Detalhe da montagem do bambolé,

Posteriormente, a amostra Segue para o detetor, que nesta montagem é um
espectrofotometro UV/VIS CECIL, CE1020s Observando a Figura 2 é possivel identificar
trés momentos distintos dentro do equipamento. Primeiro um pulso de amostra & injetado ne
equipamento, apds este pulso entrar na coluna os efeitos de dispersdo e difusdo molecular

fazem com que o pulso se alargue vagarosamente até que um perfil gaussiano é formado e
detectado como absorbancia ao longo do tempo.

Em todas as etapas o sistema peérmanece com a temperatura controlada po‘r um
sistema paraleloc comandado por um banho termostatico com especificagdo de +0,01 °C,
MQBTC 29-20 da Microquimica Ind. & Com. Ltda. A coluna e a cela de fluxo (que s&o as
partes mais sujeitas a variacdo de temperatura) estdo submetidas a um gradiente de
temperatura que n&o excede 0,3 °C. A cela de fluxo esta localizada dentro do UV/VIS.

Nas Figuras 5 e 6 sdo mostradas Uma representacéo esquematica do equipamentc e
uma foto do equipamento montado no laboratdrio.
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Figura 5: Esquema do equipamento de Taylor-Aris, utilizado nesta tese.

Figura 6: Equipamento montado na laboratério | 114.
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Os dados coletados sdo de absorbancia por tempo e estes s&o transmitidos para um
computador 486 com uma saida serial RS232, que se comunica com o espectrofotdmetro
coletando a medida do aparelho no tempo. Este interfaceamento é moderado por um programa
em linguagem Basic feito especiaimente para este caso no programa Visual Basic 3.0 da
Microsoft. (agradecemos ac Prof. Dr. Jarbas Rohwedder, do Departamento de Quimica

Analitica, a orientag&o na elaboragéo do programa de aquisi¢do de dados)

A estrutura do programa é bem simples, consistindo em um MID, ou pano de fundo, que

imita a tela de comando do espectrofotdmetro, onde as fungbes estdo virtuaimente

[
}
t
i
]
)

representadas no computador. A comunicagéo é feita via saida serial RS232, que coleta a
medida do espectrofotdmetro ao longo do tempo, e o tempo é medido pelo relégio interno do
computador. O intervalo de aquisicéo é varidvel e o nimero de pontos coletados depende de
tempo de leitura, sendo de, no minimo, 500 pontos para constru¢do de cada curva.

O procedimento geral para cada medida consiste basicamente em:

e Lavagem: O sistema ¢ lavado bombeamentos sucessivos de agua, NaOH 5% e HCI 5% por

5 minutos cada, a uma vazéo de 30 mL.h' . Apos isto, lava-se o sistema até pH neutro

(usualmente mais 10 minutos de agua com o mesmo fluxo).

» Injegdo: Apds fazer-se uma linha base estavel por mais de 5 minutos, faz-se a injecdo de

20ul da amostra contendo o soluto dissolvido na solugdo eluente. Para um melhor
rendimento nas analises foram utilizadas injecdes sucessivas, com um intervalo de tempo
de inje¢c@o de 1000 segundos e o ganho de tempo final foi de duas injecdes para trés.

Anteriormente esses dados foram comparados com outros de injecéo simples, e ndo se
observou diferenca alguma.
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A Figura 7 mostra um experimento com injecdo sequencial:
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Figura 7: Injecdo sequéncial, aplicada aos parabens.

espectrofotdmetro de UV/visivel, para o A ... de cada soluto,para maior sensibilidade

e Detetor: O comprimento de onda foi previamente selecionado através de analise em
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3.3. TESTES DO EQUIPAMENTO:
3.3.1. AJUSTE DA CURVA DE DISPERSAO:

Existem duas maneiras de obtengéo do coeficiente de difusdo a partir dos perfis
de concentracao, representados pela equacéo 11 e 12. Alguns grupos utilizam a equagao
quase-gaussiana (equagio 11)* | enquanto outros assumem o perfil gaussiano (equac&o

12)®>°. Este Ultimo, mais simples, tem sido verificado mesmo em casos mais extremos como
a difus&o de nanoparticulas *° ou polimeros®.

Para verificar as diferengcas entre os dois métodos foram realizadas simulagées de
perfis de concentracdo utilizando-se a equagdo quase-gaussiana. Os valores de C(t)

gerados pela equacao 11 foram utilizados para determinar o coeficiente de difusdo usando

a equaglo gaussiana, e os valores obtidos, comparados com os iniciais. A Figura 8 mostra

os perfis de concentragao:
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Figura 8: SimulagGes de perfis de concentragdo usando a equacéo 12 para
D=10( "), § L BT A )20 ) (T M
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Os resultados obtidos nesta simulacao, tabela 4, apresentaram uma variagéo pequena,
observando-se que 0 erro aumenta com o tamanho da espécie quimica. Isto se deve
principalmente a distorcdo que aparece na curva para sistemas que difundem mais
lentamente. Estas distorgdes podem ser associadas também a outros fendmenos, como
adsors&o, que serdo discutidos na sessdo 4.1, de resultados e discussdes.

Tabela 4: Resultados de simulac&o usando equagbes.

Dio/107°m? .87  tr/s varianca/s Dg/107°m?. s  Erro %

1,00 1515 766,2 1,08 7.6
2,00 1448 585,4 1,76 3,8
4,00 1503 394,0 4,04 1,8
6,00 1502 321,0 6,07 1.3
8,00 1502 2779 8,10 1,3
10,00 1501 2488 10,01 1,1

Esta faixa de simulac&o abrange desde a difusdo de benzeno 1.1.10° m* _ s até de
estruturas organizadas como micelas  1.10" m’ . s”. Em trabalho recente Tominaga e

Nishinaka " foram medidos os coeficientes de difuséo de micelas do tipo C,TAB, por exemplo,
o dado obtido para o CTAB, foide 5310 m% g™

Os menores coeficientes de difusdo relatados na literatura obtidos por esta técnica sio
os do trabalho de Wisnudel e Torkelson para uma amostra de poliestireno de tamanho 88000

g.mol” em ciclohexano (3,9.10™”m?'s™) e os maiores sdo os de difusio de 0. em agua, a 96°
C (5,1.10°m?. s")*
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3.3.2. ESTUDO DA DEPENDENCIA DO COEFICIENTE DE DIFUSAQO COM O FLUXO:

As condig¢Ses experimentais para a validade dos requisitos tedricos foram analisadas

por Alizadeth et alli * e para a aplicagéo da equacdo 11, um sistema de Taylor deve estar

em fluxo laminar. A partir desta condic&o os parametros que influenciam o fluxo podem

assumir valores maximos e mi nimos, dependendo do caso. Principalmente deve-se ter:

Ho.¥i > 700

[14]

onde Uy € a velocidade linear média do fluido. O menor nGmero para esta razio obtido por
este equipamento foi de 2535,

Outro critério para validac&o do sistema diz respeito as varidveis operacionais.

Dt
S > 10 [15]
rl

Este criterio ndo é totalmente satisfeito de acordo com as condicées experimentais
obtidas, uma vez que os valores deste produto estdo emtornode 2 a 5.

As outras consideragdes que devem ser levantadas dizem respeito a4 geometria do
tubo de dispersdo. Uma anélise das condigcdes ideais de experimento demonstrou que o
tubo deve ser longo e linear, e ter uma sessao circular perfeita em toda sua extensio.
Desde que ha uma limitagdo pratica na velocidade de fluxo experimental, e que, o fluxo
pode ter valores comparativamente restritos, foi citado no artigo de Alizadeth 2
de 10 m. Ja que manter um tubo de 10 m termostatizado |

7 6 tamanho
inearmente poderé requerer um

custo operacional desnecessario, a maioria das colunas usadas na técnica de Taylor sdo
enroladas de maneira helicoidal.
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Se um tubo onde a dispersdo estd sendo estudada for enrolade helicoidaimente

. podemos definir um numero o , como fung¢do do raio de enrolamento do tubo R., e do raio

interno r;, assim:

®=R./ri [16]

A partir desta definicdo podemos escrever os irés numeros ou relagbes que governam este

tipo de movimento em termos hidrodinamicos, que s&o o0s numeros de Reynalds, Schmidt e
Dean.

¢ numero de Reynalds

Re = 271 u r
7 _
[17]
onde p é adensidade e n é a viscosidade.
* numero de Schmidt
Sc= n/pD [18]
onde D & o coeficiente de difusdo medido.
e numero de Dean
De = Re.o™ [19]

Para que o fluxo seja laminar o produto do quadrado do numero de Dean (De) pelo
numero de Schmidt (Sc) deve ser menor que 20. De acordo com as condigbes utilizadas, apds
os calculos realizados, o valor maximo obtido para este produto € 25. A variagdo deste fator foi
entre 18 + 8. Como estas condicbes foram impostas para fornecer valores com precisao

melhor que 0,1%, valores um pouco aiém destes limites sdo aceitaveis conforme pode ser
verificado mais adiante.
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A segunda etapa foi a verificacdo da regido mais adequada de fluxo para ser usada
para as futuras medidas. Este estudo foi realizado em uma faixa de fluxo da bomba peristaltica
de 24 a 1,5 mi.h " . Primeiramente investigamos a dependéncia para alguns solutos
estudados, usando metilparaben e tolueno. Os resultados estdo na Figura 9.
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Figura 9: Variacdo do coeficiente de difuso aparente ( ® ) metilparaben e ( * ) tolueno

Podemos observar pelo grafico acima que ocorre variagdo no coeficiente de difusdo de
ambos os solutos a partir de um tempo de retencé&o menor que 1200 segundos possuem um
erro inerente. Este deve-se a efeitos de dispersdo secundarios, que interferem na difusdo da
molécula. Wisnudel e Torkelson *° observaram que esta dependéncia é critica quando sao
usadas moléculas maiores, com coeficientes de difusio mencres. Por este motivo foi feito o
mesmo estudo para todas as espécies estudadas nesta tese. Em cada parte de resultados e
discussdes referentes as macromoléculas serdo apresentadas as curvas de coeficiente de
difus&o por tempo de retengéo. Por outro lado, os estudos realizados por Bello et alli > foram
realizados com tempo de retencdo muito menor. Nos seus experimentos o tempo de retencdo
fica na ordem de 1 a 2 minutos. Isto é possivel devido ao raio interno do tubo de dispersao
que neste caso & de 50 a 100 um. Os resuiltados obtidos desta maneira para a ovalbumina

(7.59.10"" m’ s ) e para a hemoglobina (6.79.10°"" m? .s") estdo em boa concordancia com
os dados da literatura.
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3.3.3. CALIBRAGAO DO SISTEMA:

Usamos para a calibracdo do aparelho trés solutos diferentes, e os resultados foram

usados para calcularmos o raio Operacional.O resultado final foi r; = 0,605 + 0,05 mm, valor
médio das medidas com os trés solutos. Tabela 5:

Tabela 5: Raios derivados do coeficiente de difus&o, minimo de 5 experimentos.

tolueno 0,607 2,60
acido benzéico 0,603 0,45
cafeina 0,601 0,98

O raio experimental foi determinado também de outra forma para comparagdo e
validag@o do raio operacional. Foi usado um pedago de tubo, daguele mesmo utilizado como
coluna, e cuidadosamente preenchide com agua de maneira a se certificar que todo contetido

interno do tubo continha apenas agua. A diferenca da pessagem antes e depois de colocar
agua é o volume interno do tubo, portanto:

r=(V/z. 1) {20]

onde V é o volume de agua medido e |, 0 comprimento do tubo.

O resultado médio obtido com cinco medidas foi de 0,585 + 0,005 mm, em muito boa
concordancia com o obtido através dos coeficientes de difuséo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES:

Depois dos testes descritos na parte experimental, foram medidos os coeficientes de
difusdo da série dos p-hidroxibenzoatos de alquila. Duas razdes nos levaram a estudar esta
serie homalega. Primeiramente o estudo do efeito hidrofébico. Devido ac aumento da cadeia
alquila a solubilidade dos parabens diminui, porque o radical alquila é apolar e quanto maior a
cadeia mais apolar. O efeito hidrofébico ocorre em alguns casos quando a interacédc existente
€ apolar. Em uma sclugdo aquosa a molécula pouco soluvél, hidrofébica, pode interagir
fortemente com uma macromolecula, por exemplo, e assim manter seu carater hidrofébico.
Além do carater hidrofdbico a utilizacdo dos parabens na industria alimenticia, farmacéutica e
cosmetica, em varios produtos de uso geral, caracteriza um estudo com aplicacdo pratica, tanto
da técnica de andlise de incorporacdo em macromoleculas como no desenvolvimento de novos

produtocs. Foi levado em consideragdo, tambeém, que esta séria j& havia sido estudada em
experiéncia anterior do grupo. ¥

4.1. PARABENS EM AGUA-

O uso dos p-hidroxibenzoatos de alquila de cadeia pequena foi patenteado por G. F.
D'Alelio, patente americana n° 2,269,186,1942, como produtos antimicrobiancs. Robach e
Pierson® estudaram seu efeito contra  Clostridium botulinum™ e demonstraram neste trabaiho a

inibicdo da produgdc da toxina desta bactéria. A acao dos parabens sobre diversas outras

bacterias também foi estudada. Hirai™ observou a atividade dos parabens contra Eschericha

coli, Staphylococus aureous e Bacillus subtilis. Nos trabalhos de Macias® os parabens se

mostraram eficazes contra Salmonela Typhi, Saccharomyces cerevisiae e Rhizopas nigricans.
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Foi pesquisada a eficiéncia de parabens (metil 3 octil) como conservantes em cerveja (F.
B. Strandskov e J. B. Bockelman, patente americana n° 3,232,766,1966), utilizandoc-se de 6
ng.mi” para heptil e octilparabens e acima de 300 ug.ml" para os homdlogos mencres. Metil,
etil e propilparabens foram sugeridos pala FDA® como substitutos ao nitrito em produtos a
base de carne crua para minimizar a possibilidade de contaminacdo por Clostridium
botulinum™. Na industria coméstica os parabens podem ser encontrados em pasta de dentes,

em sabonetes especiais e cremes de tratamento. Normalmente aparecem em produtos de
melhor qualidade.

A medida do coeficiente de difusdo dos parabens foi feita em solucdo aquosa e em
solugdo de NaOH 5 mmol.L". Os anions foram caracterizados a partir do deslocamento do
maximo de absorbéncia de caracteristico dos parabens, de 256 para 296 nm. A Figura 10
mostra os resultados obtidos com a adigéo de quantidades equivalentes de NaOH mmol L' em
solugdo aquosa de metilparaben 10° mmol.L" | até que o espectro de absorbancia ndo mais
altera-se, determinando a formacdo total dos anions, como estudado anteriormente®. Quando
a posicdo do méximo de absorbancia ndo mais se alterar, estara caracterizado 3 ionizacdo de
toda a amostra. Ou seja, todas as moiéculas de parabens estaréo na forma ionizada. Cada um
dos parabens foi estudado cinco vezes, em dias diferentes, e foi feita uma analise da variagéo
do coeficiente de difusdo com a concentracdio. O coeficiente de difusdc de cada um dos
' parabens nao variou em uma faixa de concentrages de 10°a 10* mol.L" | que foi a faixa de
concentrac&o utilizada nos estudos com macromoléculas. Fsta & a concentrac&do de soluto na

amostra injetada. A medida que a amostra se dispersa no interior do tubo, esta dilui-se.

) *Food and Drug Administration, servigo americana de controle a novos usos ou substancias para a industria & o comércio americano ( E.LA)
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Figura 10: Espectro de absorcéo de UV/VIS de (M) metilparaben neutro e ([1) anion .

Assim, as concenfrag:ées de soluto que atingem o detetor sdo pelo menos 50 vezes
menores do que as injetadas. A difusdo portantoc é um processc que ocoerre por toda a coluna,
€ por esta razdo também que o eluente deve ter a mesma concentracao/composicdo que a
amostra. Este fator de diluicio varia com o fluxo e, nos experimentos realizados nesta tese,
esteve entre 50 (para vazdo de 4 mL.h") e 65 {para vazdo de 1,5 mL.h")‘ A Figura 11 mostra

os coeficientes de difusdo em funcaoc da concentracdo para 0s parabens (0 desvio padrdo
relativo das medidas n&o foi maior que 3% em todos os casos).
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Figura 11: Coeficientes de difusdo de W metil, @ etil. A propil, I butil ® pentilparaben,

em funcéo da concentracdo de solugdo injetada.

Os resultados obtidos para o coeficiente de difus3do das espécies de parabens em agua
demonstrou que nesta faixa de concentracao pode-se considerar as solugbes como em diluicéo

infinita, ou seja, ndc ha efeitos de interagfo soluto-soluto. Os resultados estéo na Tabela 6.

Tabeia 6: Coeficiente de difusdo para a série dos parabens em agua.

D/10"m*s™

soluto em agua em sol. basica
metil - 8,88 8,58
etil 7,95 7,70
propil 6,54 7,12
butil 520 6,40

pentil 3,93 —
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Uma andlise dos resuitados obtidos neste equipamento foi feita por comparacéo
com as versGes anteriores¥ utilizadas para medir o coeficiente de difusio dos
parabens, isto pdde ser feito pela regresséo linear dos dados no grafico da Figura 12
Para o grafico do coeficiente de difusdo versuys o nimero de carbonos, levando-se em
consideracac que a cada homélogo uma gquantidade equivalente a um CH,- aumenta no
raio hidrodinamico da molécuia, considerando-se a equacdo de SE, uma série homdloga
implica em uma reta neste grafico.

Cowficiente de difusdo / 10h'%m?2g"

=]

I T T T ~

Metil Etil Propil Butil Pentil

Figura 12: Coeficiente de difusdo para os parabens, Mestatese Aref. 32 e ®ref. 14

neutros e ¥ref. 32 e ©) esta tese em NaQOH.
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A primeira observacdo é que todos os conjuntos de pontos formam retas. Os
resuitados obtidos foram considerados satisfatérios para a medida dos parabens em agua
porque 0s dados foram concordantes com medidas anteriores em outras versdes do
equipamento. O conjunte de dados mais concordantes sc o da referéncia 14 com os
resultados deste trabalho, nestas duas versdes foram utilizadas colunas de ago-

inoxidavel.

A medida dos anions foi analisada em comparagédo com a referéncia 32, e os
resultados foram considerados satisfatérios. O ajuste para os dados deste trabalho para a
série dos &nions foi tdo boa quanto a dos parabens neutros, comprovando que o
procedimento experimental foi eficiente.

A diferenca entre estas duas versfes que foram usadas para medir os anions foi
basicamente a coluna de dispersdo, o material da coluna na primeira versdo™ era de
Teflon, tinha 8,5 m de comprimento, raio interno {calibrado) de 0,418 + 0,014mm e foi

enrolado em circulo de 50 cm de diametro.

Aguele trabalhc demonstrou experimentalmente que o material da coluna de
dispers&o € determinante para que o equipamento montado segundo a técnica de Taylor
tenha boa operacionalidade. Nagueie caso™ , Observou-se que havia adsorgdo de alguns
solutos sobre a coluna de Teflon. A adsorsdo de solutos na ccluna pode ser corrigida
por um método mateméatico que leva em consideragdo a diferenca entre os tempos de
retencdo de um soiuto que ndo possui adsor¢éo, t;, € o tempo de retencéo pars uma
melécula que adsorve, 1, .
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Nos resultados obtidos neste trabalho n&o foi detectada nenhuma distorgdo no perfil
das curvas de dispers@o. Porém, foi possivel verificar um aumento gradativo nos tempos
de retencdo ao longo da série, este aumento foi da ordem de 12% entre metil e
pentilparaben. A Figura 13 mostra a comparagéo entre os tempos de retenc&o para série
dos parabens e cafeina. A cafeina (t, = 1450 s) foi utilizada como padréo de comparagéo

devido & sua boa solubilidade em agua e por apresentar o menor tempo de retengéo,
juntamente com o &cido benzdico.

A A - »
» n
1400 I T i ]

¥
Metil Etil Propil Butil Pentil

Figura 13: Tempos de retencéo, A ref. 32 e M desta tese para os parabens neutros,

a linha marca o da cafeina.
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A equacao proposta por Golay foi derivado para descrever a difusdo de solutos, e 0
processo de particdo entre coluna e fase movel, em cromatrografia capi!ar”. Este método
descreve um ajuste para os dados experimentais (grafico 12) onde o D..., coeficiente de
difusdo corrigido, é dado por:

" Deor= Dapp {1+ 6k + 11K [21]
(1+Kk)
o fator k € dado por:
k=ta-to [22]
to

onde t, & o tempo de retengido medido e t, é o tempo de retengdo em uma situagdo que n&o
ocorre adsorgao.

A Figura 14 mostra dados (da referéncia 32 e desta tese) corrigidos pelo método de
Golay:

s
[
|
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©

Coeficiente de difusgo / 1.10"0 m2g™
1

F Y

Metii Etil Propil Butil Pentil

Figura 14: Analise dos dados de De., Aneutros e @ anions ref. 32 e M neutros e

¥anions desta tese.
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Este tratamento sé foi bem sucedido no caso dos anions da referéncia 32,
exatamente o caso em gue o ajuste demonstrado na Figura 12 foi menos concordante.
Porém no caso em que o tempo de retengdo mais aumentou, dos parabens neutros®,
conforme mostra a Figura 13, ocorreu uma piora nos dados comparando ao conjunto de
dados sem correcdo. Portanto este ndo € um bom metodo para corrigir os dados devido a
adsorsdo. Com este tratamento é possivel apenas discriminar quando a adsorgdo é

significativa.

A diminuicdo no coeficiente de difusdo foi atribuido & adsor¢do devida ao
retardamento que o pulso recebe ao difundir-se enquanto particiona entre a solugdo ¢ a
superficie da coluna, quanto maior a molécula mais lento € este equilibrio e portanto maior
o tempo de retengdo. Além disso pdde ser observado também o aparecimento de
distor¢cdes do perfil gaussianico, o aparecimento de caudas nas gussianas obtidas para os
homélogos maiores (& partir do propilparaben). Mais caracteristicamente com
pentilparaben. Este caso foi estudado em maiores detalhes com relacéo a possibilidade de
estar ocorrendo adsorcdo. Um experimento foi realizado para tentar observar os efeitos da
adsor¢do sobre o tempo de retengdo. Para minimizarmos o efeito da adsorcdo um

experimento visando diminuir a interag&o entre a coluna e a fase mével foi desenvolvido.

Para que isto ocorra devemos diminuir a diferenga de concentracéo, do soluto, entre
a solugdo injetada e a carregadora. Ou seja, devemos usar soluto também na solugao
carregadora. Assim diminuirmos a possibilidade de interag@o entre o soluto que esta na
amostra injetada e a parede da coluna, pois os sitios de adsorcdo ja estardo ocupados

com outras moléculas de soluto.
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Desta forma podemos criar uma zona de saturac&o em soluto, que cobre a coluna, e
diminui a interagdo entre a coluna e o soluto que foi injetado. A Figura 15 mostra ¢
experimento realizado para pentilparaben, e que o deslocamento do tempo de retencao

néo foi significativo neste caso.
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Figura 15 : Curvas para (1) cafeina, (2) 5,5; (3)2,8; (4)1,3 e (5)0,9.10™ mol.L' de

diferenga de concentrac&o de pentilparaben entre o eluente e a amostra.

Portanto, ao diminuirmos a diferenga de concentracdo de pentilparaben entre a
amostra e a solugao carregadora a interacdo da superficie do ago inoxidavel e a amostra
diminui por que guando existem mais moléculas de soluto disponiveis ha uma competigéo

pelos sitios de adsorgéo da superficie da coluna.
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Assim as moléculas de soluto que estdo na amostra ficam menos sujeitas a
adsorgdo. Se este experimento esté correto deve existir alguma diferenca de concentragao
baixa o bastante onde este efeito se perderia por total. Portanto, foram feitos
experimentos como descrito para descobrir uma diferenca concentracdo baixa o suficiente

para que o tempo de retengéo diminua. Os resultados estao graficados na Figura 16.
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Figura 16: tempos de retencéo para @ metil, B etil, ¥ propil, ® butil e A pentilparaben,.

O mesmo experimento aplicado ao pentilparaben foi realizado tambem para todos
os outros homdlogos da série (metil a butil) sem que fosse possivel verificar qualquer

modificacdo nos tempos de retengéo. Conforme mostra a Figura 16.
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Este resultado é importante porque pode ser um indicio de que a adsorgéo esta
apenas comecando a ocorrer, e que para homdlogos maiores (acima de seis carbonos no
grupo alquil) poderiam ter este efeito mais pronunciado. Porém, os experimentos
realizados com o pentilparaben indicam que a adsorgéo existente nesse caso ndo afeta o
coeficiente de difusdo (veja tabela 6). O ajuste para os dados na Figura 12 mostra que a
relacdo linear inversa com o aumento do raio hidrodinamico estd em boa concordancia,
mesmo com 0 aumento no tempo de retencdo. O pentilparaben n&o foi usado em nenhum
dos experimentos posteriores, como seguranca, e foi considerado que a adsorsdo que
pudesse existir nos outros homdlogos néo afetaria o coeficiente de difusdo.

Tabela 7: Coeficiente de difusdo para pentilparaben descritos na Figura 16.

delta C/mol.|” Tris D/10"m? s
55 1735 3,93
28 1715 3,93
1,3 1692 3,93
0,9 1680 3,93

O fato da adsorgéo nao afetar o coeficiente de difusdo pode ser uma indicacdo de
que a velocidade de troca, adsorgéo/desorcdo, nas paredes do tubo de aco inoxidavel é
répida, ou peio menos rapida o bastante para ndo afetar a difusdo. Em artigo tedrico
Madras et afli > realizaram simulagdes de curvas gaussianas, representando a difusdo
medida por equipamento de Taylor. Naquele estudo a adsorg&o foi tratada como um ajuste
da equagdo gaussiana (equacgéo 11).

Outra observagdo importante & que existem na literatura propostas visando a
corrigir os dados onde ocorre adsorgdo. Este tratamento foi utilizado nos estudos com o
equipamento com coluna de Teflon® mencionados anteriormente. Porém, os resultados
obtidos ndo sustentam uma melhora nos dados, os dados corrigidos s&o piores do gue os
sem correcac e em apenas um caso os dados melhoram (o que néo pode ser considerado
um bom meétodo, por que quando os dados sem correcao estavam em boa concordancia, o
tratamento piorou a regressao linear, F igura 13).
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Figura 17:

Representagio esquematica e computacional das moléculas de

a, B e y-ciclodextrinas.
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As caracteristicas dos a, B, e y-ciclodextrinas sdo mostradas na tabela 7:

Tabela 8: Caracteristicas estruturais das ciclodextrinas. =2

Massa Dimensdes da cavidade / A Volume
CcD Molecular / g.mol-1  Diametro Altura da cavidade / A’
alfa 972 57 7,8 176
beta 1135 7.8 7.8 346
gama 1297 9,5 7,8 510

a: valor estimado através dos coeficientes de difusdo da o e da y-ciclodextrinas.

Varios trabalhos na literatura descreveram aplicagbes de diferentes técnicas de
analise ao estudo do efeito de complexagéo entre ciclodextrinas e outros tantos solutos
de interesse industrial e/ou farmacéutico. Técnicas como RMN ROESY®™“ ¢ NOE ,

espectroscopia, tanto de absorcdo % como fluorescéncia % %

, voltametria ,
calorimetria *' e técnicas que medem o coeficiente de difusdo como interferometria’®?' e
RMN'"® pulsado de eco de spin estdo sendo empregadas para o estudo da velocidade
de incorporag@o, da sua estequiometria e das variagbes de energia envolvidas na
formacao do compiaxo de inclusdo. Os complexos de inclusdo entre parabens e
Ciclodextrinas foram estudados por Nakai® e colaboradores em fase solida. Nestes
estudos foram usadas técnicas combinadas, na maioria dos trabalhos, raio-X, DSC e
espectroscopia de absorcdo no infravermelho. Nakai demonstrou, através de estudos de
raio-X, que amostras de metilparaben que passaram por um processo de liofilizag3o,
formam cristais diferentes na presenca e auséncia de a-ciclodextrina. Neste mesmo
trabaiho foi apresentada uma técnica eficiente para determinar a formagio do complexo
de inclusdo. Medidas de DSC foram feitas com os cristais de metilparaben e o-
ciclodextrina, preparados por liofilizacdo, em diferentes razdes paraben/o-CD. O pico
caracteristico obtido para o metilparaben desaparece & medida que esta razdo diminui e

foi estimado que a raz&o necessaria para a formacdo do complexo de inclusdo seria de 1.
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Nesta tese a formacdo do complexo de inclusdo foi acompanhada pela medida do
coeficiente de difusdo dos parabens em presenca de ciclodextrina. De posse dos
coeficientes de difusdo das moléculas em agua, foram feitas analises em amostras onde a
razéo B-ciclodextrina/parabens aumentava, e o seu coeficiente de difusdo diminuia até
estabilizar. Os coeficientes de difusdo da a- e da y-ciclodextrina em &gua foram
determinados para estimar o da B-CD, que & bem menos soltivel. Impossibilitando sua

determinacao direta.

Tabela 9: Dados experimentais sobre as ciclodextrinas

Solubilidade em coeficiente de Raio
CD agua / g.100mL™"  difusd0/10 °m’s' hidrodinamico / AS
alfa 14,5 3,57 58
beta 1,85 3.4° 6,2
gama 23,2 3,09 6,4

a valor estimado através dos coeficientes de difusao da o e da y-CD através dos volumes,

S&o poucos os trabalhos que relatam coeficientes de difus&o de ciclodextrinas e
n&o foi encontrado na literatura qualquer trabalho utilizando a técnica de Taylor, portanto
usamos para comparacdo resultados obtidos com outras técnicas. Gafni e Cohen ™
mediram o coeficiente de difusdo da v-CD, com PESE NMR, obtendo um valor 3,2+02
10" m? . s Nos trabalhos de Paduano ef aili '*?' , foram medidos os coeficientes de

difusao para as trés espécies de ciclodextrina, a, B e v, obtendo 3,5 :32e3,110"m? . ¢
respectivamente.

Utilizando a técnica de Taylor e injetando solugbes de o e y-CD, em uma faixa de
concentragdo de 0,1 e 0,05 mol.L™ , estimamos o coeficiente de difusdo para a B-CD. Isto
foi feito levando-se em consideragdo a relagdo entre os volumes molares das
ciclodextrinas. Devido a baixa solubilidade da B-CD, que impossibili sua medida direta. Os
resultados obtidos foram de 3,57 e 3,09 10 m? & para a « e da y-CD,

respectivamente. Estes resultados estdo em boa concordancia com os dados da
literatura.
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Porém, antes de realizar os experimentos foi feito um estudo da variacdo do
coeficiente de difusdo das possiveis espécies envolvidas para avaliar a velocidade de
escoamento do liquido carregador que deveria ser empregada. Os resultados obtidos

estdo no grafico da Figura 18, onde a velocidade de escoamento é medida pelo tempo de

retencao.
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Figura 18: Medidas feitas em razao [B-CDYpb] igual a 4, para os anions M metil, @ etil,
A propil, ® butil; e A butilparaben neutro.

Os reéuitados obtidos indicaram um patamar para a vazdo em um tempo de
retenca@o acima de 4000s, o fluxo deveria ser de 1,5 ml.h" . Normalmente a dependéncia
com ¢ fluxo é menor, ou seja, a velocidade de fluxo influéncia menos o coeficiente de
difusdo para moléculas menores, conforme mostrado na Figura 9, para metilparaben e
tolueno. Um resultado parecido foi reportado por Torkelson e Wisnudel® para

macromoléculas em soluces concentradas,
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O coeficiente de difusdo de uma amostra contendo o soluto e a ciclodextring &
dado pelo coeficiente de difusdo da parte do soluto que esta difundindo como complexo e
0 restante do soluto livre. Em um ponto onde nem todo soluto esta complexado, o
coeficiente de difus&o é dado por: ™,

Dobs = f -Dcomplexo + (1 "j)-Dégua [23]

onde Dus € 0 coeficiente de difusdo medido a partir de um ponto onde nem todo soluto
esta incorporado, Deomgeo € © cosficiente de difusdo do complexo formado, D, é o
coeficiente de difusédo do soluto em agua. E, f é a fragdo de soluto que esta formando o
complexo de inclusdo, ou seja, uma razéo entre o nimero de moles de soluto complexado
pelo numero de moles totais de soluto:

J=n complexo/ N totais [24]

A frag&o incorporada mede a quantidade de soluto que esta formando o complexo
de inclus&o, guando a razédo de ciclodextrina & tal que o f é igual a 1, todas as moléculas
de soluto estéo dentro de pelo menos uma ciclodextrina. A Figura 19 mostra o grafico da
variagédo do coeficiente de difusao Para amostras de alquilparabens em agua, pH = 6,5,
em fungdo de proporgdes calculadas de B-ciclodextrina/soluto. Nos experimentos
demonstrados na Figura 20 foram utilizadas solugbes de parabens em tampao de borato,
0,25 molL" em pH = 11. A solugbes tampdo foram utilizadas em uma faixa de
concentragéo diluida, e portanto foram desconsiderados quaisquer efeitos destes na
difusdo efou incorporacdo®™ Todos os resultados foram obtidos em triplicada e seus

desvios padrdes relativos ndo excederam 3%. O experimento foi feito com fluxe de 1,5
mL.h™.
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A razao [B-CD]/ [soluto] representa a razio entre as concentragées na amostra
injetada.
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Figura 19: Variacso do coeficiente de difusdo dos parabens na presenca de quantidades

crescentes de 3-CD Dgps para B metil, @ etil, A propil, ¥ butilparaben em agua.
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Figura 20: Variacdo do coeficiente de difusio dos parabens em presenca de quantidades
crescentes de 3-CD M metil @ etil, & propil, ¥ butilparaben em tampéo de bérax pH = 11.
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Ao adicionarmos ciclodextrina em uma solugdo contendo um soluto qualquer, se
este soluto tem pouca afinidade com a3 agua, este pode se isolar do ambiente quimico ao
seu redor se alojando dentro da cavidade. O coeficiente de difusdo de uma amostra que
possui soluto & dado pela média ponderada entra a parte do soluto que difunde dentro da
ciclodextrina e o soluto livre conforme mestra a equacdo 23., aumentando a quantidade
de soluto que difunde dentro da ciclodextring (ao adicionarmos ciclodextrina). Até que
com uma certa quantidade de ciclodextrina todo o soluto difunde dentro da ciclodexirina.
Neste ponto o complexo estd totalmente formado, ou seja, a unica espécie quimica
presente na amostra é o complexo. Assim, os patamares demonstrados nas Figuras 19 e

20 representam as regides onde existem espécies quimicas predominantes.

A primeira observagdo é que os complexos 1:1 com os anions possuem tamanhos
muito similares aos complexos formados com os parabens neutros, exceto para 0
butilparaben . Portanto, a carga Nnegativa localizada no oxigénio extremo dos parabens
ndo contribui significativamente para incorporagéo dentro da cavidade hidrofébica da
ciclodextrina. A constante de formagdo do complexo, estimada através da inclinagéo da
curva do coeficiente de difusdo, aumenta do neutro em relagdo ao anion, mas esta
modificag@o pode ser atribuida a maior solubilidade dos parabens com carga, diminuindo

o carater hidrofdbico da associagéo soluto/macromolécula .

Ocorreu o aparecimento de um patamar para as espécies neutras e dois patamares
para os anions e para o butilparaben neutro. Este patamar, onde o coeficiente de
difuso do soluto ndo se altera mais com a adigdo de B-ciclodextrina, é o Dcomplexo
mencionado anteriormente. O aparecimento de dois patamares pode ser uma indicagdo
de duas estequiometrias, 1:1 e 1:2, entre o soluto e a B-ciclodextrina. Os valores destes
patamares s&o concordantes para todos os solutos em menos de 1%. O primeiro ocorre
com um Deompie™ 3,14 € 0 segundo a 2,23.10™ m?s” o que aplicando na equacio 6
fornece raios hidrodinamicos de 7,80 e 11,0 .10 m, respectivamente.
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Através de simples geometria, desenhando trapézios para representar moléculas
de ciclodextrinas utilizando os valores da Tabela 7, & facil verificar que o tamanho do
complexo 1:2 no necessariamente € o dobro do tamanho do complexo 1:1. A razdo entre
Os raios de esferas que circundam os trapézios referentes ac complexo 1:1 e 1:2 é de
aproximadamente 1,5 vezes. Ou Seja, uma segunda ciclodextrina aumenta em cerca de
50% o tamanho do complexo. O que fortalece ainda mais a hipdtese de que o que
estamos observando s#o as estequiometrias. Os resultados experimentais apresentados

nesta tese apontam para uma razao entre os raios dos complexos 1:1 e 1:2 de cerca de
1.4.

A presenga da carga negativa parece facilitar a acomodac&o da segunda molécula
de ciclodextrina em volta do paraben, o que ndo foi observado, mesmo estudando
solugbes com excesso de ciclodextrina, para as especies neutras. A Unica excegao foi o
butilparaben. Através de estimativas baseadas nos comprimentos e angulos de ligacao
para os parabens e para a B-CD observou-se que um ajuste perfeito do soluto dentro da
cavidade da B-CD faz com que o grupo alquila fique para fora da cavidade, em contato
com o ambiente aquoso. Esta parte hidrofébica pode interagir com outra molécula de
ciclodextrina para formar o complexo 1:2. Os dados obtidos para a difusdo dos parabens
neutros comprovam que a segunda complexacio é efetiva apenas para o butilparaben, o
que possui maior grupo alquila. Com o anion porém, a molécula do soluto parece formar o
complexo com uma mobilidade maior ou com a cadeia carbbénica mais exposta, fazendo
com que o soiuto figue mais livre para acomodar a segunda ciclodextrina. Essas
transicbes de estequiometria de 1:1 para 1:2 ocorrem em razdes iguais de [B-CD] /

[soluto] para todos os homélogos. Para os parabens de cadeia alquila pequena o patamar
ocorre em uma razac de aproximadamente 1.
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A estequiometria envolvida na formacdo do complexo de inclusdo é um dos
objetivos da maioria dos trabalhos com ciclodextrinas. As técnica utilizadas, de maneira
geral, estdo sempre associadas ao método de Job, que consiste em acompanhar a
variagdo de uma certa propriedade fisico-quimica frente a diferentes razdes [B-CD] /
[soluto]. A seguir, uma série de estudos onde a investigacdo da estequiometria de
complexagédo serdo discutidos com detalhes.

A associagéo de a-ciclodextrina com dlcoois e a didis lineares™ foi estudada por
calorimetria por |. Wadso e colaboradores, e nestes trabalhos foi demonstrado gue a
formag&o do complexo com a a-ciclodextrina segue também uma tendéncia baseada no
efeito hidrofébico. Esta tendéncia é quebrada quando o tamanho da cadeia carbonica é
tal que nao ¢ possivel acomodar toda a molécula no interior da ciclodextrina. Neste caso,
esta mudanga ocorre com cadeias de aproximadamente 6 atomos de carbono. Quando
isto ocorre, é impossivel ajustar os dados calorimétricos a um modelo de complexacéo
1:1, sendo necessario considerar também a estequiometria 1:2.

Castruonuovo™ et allj trabalhando com o-o-amino acidos e acidos carboxilicos
estuda por calorimetria o efeito do comprimento da cadeia alquila frente a incorporagéo,
e também chegaram as mesmas conclusdes, comprovando assim um
comprometimento entre as estruturas das duas moléculas na formagéo do complexo de
inclusdo. Para os anions dos parabens a estequiometria 1.2 ocorre mesmo para
pequenos tamanhos do grupo alquila, o que pode indicar que a formagéo do complexo
depende do comprimento do soluto. isto pode ser entendido imaginando que as duas
ciclodextrinas do complexo 1:2 possuem ponte de hidrogénio muito forte entre as duas
coroas de hidroxilas.

Em artigo recente Connors * relata na forma de revisdo a discussdo sobre as
constantes de equilibrio, K1 e Ky, em complexos de inclusdo.,
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Recentemente um artigo de Salvatierra et alli “ demonstrou um completo estudo
sobre a complexagio de acido benzéico por B-CD. Este trabalho comprovou através de
dados de RMN NOE as interagdes existentes entre protons da ciclodextrina e do acido
benzéico. Dados de acoplamento e mudanca no deslocamento quimico A8, para diferentes
proporgbes de acido benzodico e ciclodextrina foram obtidos através de experimentos de
1D-ROESY. Os resultados foram interpretados como determinantes na associagdo mais
ou menos efetiva entre os protons Hi; e Hs da ciclodextring e Ho , Hn e H,
respectivamente, protons em Posicdo orto-, meta- e para- do anel benzénico. Todos os
sinais iguais observados para os dados de NOE quando H, é irradiado, e o fato que o
maior valor do NOE de H,, para Hs em comparacéo com o valor de Hn para Hs, sugerem
uma geometria de inclusdo com o préton aromatico H, localizado no plano equatorial da

ciclodextrina, H,no eixo central do eixo vertical, e H,, & mesma distancia de H, e =

e
Hg COOH Hg
Hoo Ho
fHy (O H,
H H COOH

Figura 21: Representacdo dos prétons associados durante inclusdo.
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Um completo estudo usando mecanica molecular foi também desenvolvido para a
comparacéo energética entre as possiveis posicées relativas. Duas posigbes relativas
foram inicialmente propostas.(a) paralela (b) perpendicular. A primeira foi logo descartada
por nac haver nenhuma interac&o importante que fosse beneficiada com essa posicdo. A
segunda pode ser das duas formas apresentadas na figura 21. O calculo da energia do
processo de inclusdo foi obtido através de estruturas minimizadas por MM2, MM3 e
usando o campo de forga Alliger's MM2(85)”. A diferenca energética obtida entre os dois
mecanismos propostos foi de apenas 0.27 kcal.mol” , @ favor da primeira hipétese. Estes
resultados tedricos foram obtidos a partir de otimizagbes geradas com coordenadas
estipuladas a partir de resultados dos experimentos de RMN NOE.

Para o benzoato, Hirai ef alli “ demonstraram através de experimentos de
RMN 2D-ROESY que a carga negativa do oxigénio da carbonila é estabilizada mais
fortemente pela parte da molécula da ciclodextrina que possui 0s grupos -CH,-OH e ndo o
lado dos OH’s somente. Estes resultados foram muito Gteis para a confirmacgdo do modelo
proposto para a interacdo existente na complexagdo dos parabens, neutros e anions, ia
que esta preferéncia na interagdo dos grupos -COOH, anel benzénico e desta carga
negativa é bastante semelhante.

Para os parabens neutros o efeito na interac&o dos prétons Hs e H, deve ser o
mesmo porque o importante neste caso é o grupo -COOR que tambeém esta presente nos
parabens como éster. O anel benzénico deve estar paralelo ao eixo vertical da
ciclodextrina e o grupo alquil é pequenc o bastante para estar na posicao horizontal. Até
que este grupo alquil atinja um determinado tamanho tal que ndo mais é totaimente
incluido pela estrutura da ciclodextrina, uma parte da molécula fica para fora da cavidade.
Neste momento outra ciclodextrina pode interagir com este complexo formando o
compiexo 1:2.
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Para os anions a carga negativa pode ser melhor estabilizada pela face que
contém os grupos CH,-OH da ciclodextrina. A formagdo do complexo de inclusao dos
parabens neutros, foi praticamente igual para todos 0s homélogos (exceto butiiparaben),
isto pode ser uma indicagdo de que o determinante para a formag¢éo do complexo ndo é a
cadeia alquila sair da agua para se alojar na cavidade da ciclodextrina. Portanto, o
modelo proposto para a formacio do complexo de inclusdo implica na entrada do grupo -
QOH, na posic8o para-, e posterior acomodacaco do anel aromatico dentro da cavidade e
localizacgéo do grupo éster verticalmente em frente aos -OH's da parte da -ciclodextrina
que que possui os grupos -CH»-OH. O butilparaben por sua vez apresenta dois
patamares para o coeficiente de difusdo, indicativo dos compiexos 1:1 e 1:2, mostrando
gue a cadeia alquila deve mesmo estar exposta na fase aguosa. Isto mostra que quando
a cadeia for de um determinado tamanho outra ciclodextrina é capturada para a formagao
do complexo 1.2 soluto:-ciclodextrina. A Figura 22 mostra as possibilidades para a

formacao do complexc de inclusdo em cada caso.

Figura 22: Representacio esquematica dos complexos de incluséo.

metilparaben:B-ciclodextrina

butilparaben: B-ciclodextrina

complexo 1:2 com P-ciclodex::
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4.3. Estudo do efeito da adicao de polimeros em solucdes de parabens:

Dois tipos diferentes de polimeros foram utilizados neste trabatho: PEG e Pluronic. Os
PEG's (polioxietileno) s&o polimeros lineares formados por uma seguencia de unidades EO
ligadas entre si. O Pluronic F108 é um copotimero bloco tipo ABA, ou seja, possui uma parte
central menos soluvel (policxipropileno~PO) entre duas partes constituidas de uridades EOQ,
oxietilenicas {CH,-CH,-O) ligadas entre si. Este copolimero pode assumir diferentes arranjos

em solugdo, ver, por exemplo, Tabela 3.

Algumas vezes estes padrdes sao especificos, mas outras apenas a forma final da
macromolécula & importante. No caso de polimeros bioiégicos, como as proteinas e o DNA | n&o
apenas a forma geometrica é importante como também a sequéncia exata, porque & esta

sequéncia que registra a informagaoc quimica.

Polimeros séo utilizados em varios produtos industriais, desde o uso da goma arabica na
antiguidade. Nos ultimos 30 anos as propridades fisico-quimicas “especiais” dos polimeros gue
foram sendo descobertas despertaram atencdo especial para o estudo de macromoléculas.
Principaimente devido ao usc de grande quantidade de material polimérico pela industria

quimica em varios produtos como excipientes, fixadores e géis.

Normalmente os polimeros séc encontrados em formulagbes farmacéuticas como
excipientes, ou seja, tudo aquilo que nado é o principia ativo de um produto, per exemplo uma
capsula. Existem alguns tipos de capsulas onde o principio ativo ocupa toda parte interna,
capsula de alho, ou dleo de figado de bacalhau, etc. Porém, na maioria dos casos onde o
remédio € um principio ativo sintético, o resto do enchimento da capsula é algum tipo de
material polimérico. Em produtos da industria alimenticia e de cosméticos os pclimeros s&o
utilizados como geéis e fixadores. Os géis sdo utilizados em produtos comestiveis, gelatinas, e

em produtos cosméticos, como géis para cabelo.
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A propriedade descrita como fixacdo, também chamada incorporagdo, ocorre quando o
polimero consegue reter ou fixar outras moléculas dentro da sua estrutura. Este efeito pode ser
comparado a formacio do complexo de inclusdo, porque os solutos ficam fixos em uma
estrutura maior. O estudo de incorporacdo > e agregacao > de polimeros & importante porgue o
uso direto deste efeito em formulaces industriais pode acarretar uma modificagdo no modo de
administracéo de produtos de interesse.

O nosso trabalho visa ao estudo da variacao do coeficiente de difusao de solugdes dos
p-hidroxibenzoatos de alquila, parabens, de metil a butilparaben na presenca de PEG e Pluronic
F108. Este assunto traga um paralelo entre estudos anteriores de Loh™ e esta tese. No
trabalho anterior ™ | foram utilizados outros polimeros em concentrages acima da regido de
concentragdo micelar critica (¢.m.c). Ou seja, através de experiéncias anteriares do grupo 454>
foi possivel nestes Ultimos anos verificar que polimeros agregam formando estruturas maiores
que tém capacidade de interagir com solutos. Assim, como os surfatantes catidnicos, uma
pequena diferenca de solubilidade na prépria moiécula pode criar um ambiente propicic a
formagéo de estruturas maiores, a partir da associacdo entre as macromoléculas.

No caso de micelas, a parte mais polar (mais solivel em agua) possui uma tendéncia a
ficar orientada para o meio aquoso, enquanto a parte mencs soluvel procura nao ficar exposta
ao ambiente aquoso. A forma final é bem conhecida. Uma esfera & formada, separando o meio
aqguoso do interior hidrofabico. Assim, & formado um ambiente diferente dentro do sistema
aquoso. Um [ocal onde moléculas que ndo possuem boa afinidade com a agua podem encontrar

melhores condigdes.

Nesta tese foram utilizadas soluges abaixo da c.m.c. (para F108 0,7%) * e o efeito
hidrofébico foi estudado em palimeros soldveis em agua. Os coeficientes de difusdo obtidos séo
listados na Tabela 9. Foram utilizadas solugGes de parabens em concentracdes conhecidas e

os polimeros foram adicionades em diferentes concentragbes percentuais (mim).
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Os tempos de retengao utilizados, reflexc da velocidade de escoamento, apresentaram
mesmo comportamento do que as solugdes aquosas de parabens. A viscosidade aumentou em
alguns casos, porém a mudanca no coeficiente de difusio ndo foi proporcional (assumindo a

relagéo de Stokes-Einstein, equagio 6), como descrito anteriormente na introducgéo.

Tabeta 10: O coeficientes de difus3o dos parabens em solugbes contendo polimeres
¢ expressocem 10"°m’ . s” e a viscosidade, em gm™ s
agua  peg20000 ™ peg8000'™ F 108 ©™* pegB000 >°* pegB000 °* F 108 %%

metilparaben 8,98 8,02 775 813 7,21 7,15 8,36
etilparaben 7,95 6,87 7.67 7,02 5,39 6,08 6,84
propilparaben 6,54 5,72 590 5,53 524 4,326 5,34
butilparaben 5,20 5,24 493 4,17 3,89 2,19 2,95
viscosidade 0,854 1,236 1,24 1,145 0,962 1,147 1,006
Dados experimentais com desvio padrio relativo menor que 3%.

Na introducdo desta tese foi comentado o uso das equagbes 9 e 10 para o
acompanhamento do efeito de incorporacao, definindo-se um parametro £ (fracio de soluto

incorporada), gue € a raz3o entre a quantidade de soluto que estd dentro do sistema
macromolecular e a quantidade de soluto total:

f = 1 sonto inoorperadof M totais [25]

Este fator também pode ser descrito como:

f = (Da’gua = Doi:»s)"f (Dégua - Dcempiexg) [26]

- onde D,y € o coeficiente de difusdo do soluto em solugéo aguosa diluida. D € 6 observado na
presenca de polimero, € 0 Dompeo € 0 coeficiente de difusio para a molécuia de polimero
contendo as moiéculas de soluto incorporadas. Este Gltimo pode ser considerado muito préxime

- do coeficiente de difusdc para a macromolécula s0Zinha, Demplee & D polimers , QUE pOT SUAE VEZ

" depende da forma e tamanho do polimero, portanto, é um fator que depende da massa
| molecular, da temperatura e conceniragZo do polimero.  Porém, os resultados obtidos por
Leaist °, e listados na Tabela 2 para a medida dos coeficientes de difusdc de PEG 3400, 8000

e 8000, comprovaram pequena diferenca existente para o coeficiente de difusao.
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' Assumindo-se que D puimer varia pouco, utilizaremos a relagdo (Dagua - Dobs } / Dagea
) como estimativa da frag&o de soluto incorporada. A F igura 23 mostra a variagio desta relacio |
! para os diversos polimeros, em funcac dos paraben correspondente da série homéloga. Este

' fator & uma expressao da intensidade de interacdo polimerc-soluto e o aumento neste fator
, reflete um aumento na intensidade de incorporacio.
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Figura 23: Variac&o das razbes de coeficientes de difusdo dos parabens devido a interacdes

Utilizando © Dyoimero , para PEG 8000 na Tabela 2, existente na literatura ndo ocorre
qualquer modificacdo nos dados expressos na Figura 23, comprovando que o procedimento é
correto. Dados sobre estrutura, composicdo e nimero de unidades formadoras dos polimeros

utilizados, mostrados na Tabela 3, devem ser levados em consideracado para andlise dos
resuitados obtidos.
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Analisando o grafico da Figura 23 podemos distinguir dois comportamentos distintos. Um
grupo de curvas possui tendéncia 4 ascensso, ou sefa, 0 fator (Dagua ~ Dobs ) /' Daguz @aumenta ao
longe da série homdloga. Isto ocorre para as duas concentracGes do Pluronic F108 & para
PEG8000 2,5%, e esta tendéncia pode ser explicada pelo efeito hidrofdbico. Os copolimeros
bloco ABA, como o F108, possuem grupos PO menos soldveis que os EO localizados na parte
central destas macromoléculas que podem formar dominios hidrofébicos que permitem a
incorporacéo de moléculas hidrofébicas. O resultado obtido para PEGB000, em concentracdes
acima de 2,5%, ¢ muito importante por que fica evidenciado que polimeros com estruturas
abertas também podem apresentar efeito hidrofobico. Estas estruturas s&o normalmente espiral
ou globular dependendc da concentragdo e da temperatura, e podem apresentar algum tipo de
dominio hidrofébico.

O outro grupo de curvas, representadas pelos outros PEG’s, possuem uma inclinagdo
negativa e um comportamento exatamente contrario em comparagdo ac primeiro grupo. O
arranjo estrutural dos PEG’s € o de uma espiral, e esta tendéncia pode ser um reflexo de uma
incompatibilidade do arranjo estrutural entre as macromoléculas e o butilparaben. Assim como
foi observado neste frabalho sobre o tamanho do grupc butil em relacdoc a cavidade da 3-
ciclodextrina, neste caso o tamanho da uma hélice da espiral € maior para ¢ PEG 20000 ¢ que
poderia ser uma razao para gue naoc ocorra uma incorporacdo seguindo o efeito hidrofébico. O
PEG 8000 2.5% deve estar em uma conformacac mais rigida e fechada que em concentracio

1%, isto explicaria por que apresenta efeito hidrofdbico apenas numa concentracdo maior.

Uma analise dos tempos de retencdo obtidos para a difuséo dos p-hidroxibenzcates de
alquila em solugbes de polimeros deve ser feita para podermos nos certificar que os resultados
obtidos n&@o est&o afetados por efeito de adsorciio dos solutos na parede do ago inoxidavel,
como foi feito na Figura 13. Assim, podemos nos certificar gue os resultados sdo confiaveis. O
grafico da Figura 24 mostra a variagdo do tempo de retencdo com o numero de carbonos do
grupo alquil para a série dos p-hidroxibenzoatos de alquila, os dados foram colhidos a uma

vazdode 7,5ml.h ™"
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Figura 24: Variagao do tempo de retengéo para % PEG 8000 2,5% , Ml 1%, 20000 1%, e
VF1080,1% e - F108 0,4%.

Da mesma maneira que a difusdo em solucdo aquosa diluida, dos parabens, neste caso,
foi observado um aumento gradativo des tempos de retengdo, principalmente para os solutocs
menos soluveis e em solugbes de polimeros mais hidrofébicos. Isto pode ser explicado por um
aumento na tendéncia a adsorg&o devido 3 interagao soluto-polimero. Assim, com o aumento do
numerc de sitios de adsorgdo, dado pelas moléculas de polimero que também ficam adsorvidas
na superficie da coluna de aco inoxidave!, ocorre um ligeiro aumento no tempo de retencéo.

Porém, como foi discutido anteriormente, este efeito parece nac afetar a medida dos
ceeficientes de difusdo.
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5. CONCLUSOES:

Um equipamento para medida de coeficiente de difusdo segundo a técnica de Taylor-
Aris foi montado, testado e aplicado ac estudo de interagbes soluto-macromoleculas. Os
resultados obtidos para medida do coeficiente de difus3o dos parabens em agua comprovou

que o equipamento mentado tem qualidade igual ou superior & outros descritos na literatura.

A formagdo do complexo de inclusac entre os parabens e a B-ciclodextrina pdde ser
acompanhada através da modificacdo do coeficiente de difus&o, foram usadas as espécies
neutras e os anions dos parabens. Os resuitados obtidos demonstraram um patamar, onde o
coeficiente de difus&c permaneceu constante mesmo com adicbes sucessivas de ciclodextrina,
para os parabens neutros, exceto butilparaben. E, dois patamares para as espécies anionicas
€ o0 butilparaben neutro. Estes dois patamares foram atribuidos a formagéo de duas
estequiometrias, no primeiro patamar uma primeira molécula de ciclodextrina forma o complexo
1:1 com o soluto e, com o aumentc na quantidade de ciclodextrina dispenivel, ocorre a

formac&o do complexo 1.2 soluto:ciclodextrina.

Os resultados obtidos tanto para o complexo 1:1, como o 1.2, e a medida dos
coeficientes de difusdo das espécies em agua (alfa e gama-ciclodextrinas) foram coerentes

com estudos reportados na literatura.
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Os resultados obtides para os polimeros foram comparados com estudos anteriores do
grupo. A incorporacdo em micelas de copolimero-bloce ja havia sido estudada e o efeito
hidrefébico caracterizado. Para estruturas organizadas como micelas esta verificacao nio é
surpriendente, porém nesta tese foi comprovada a existéncia de efsito hidrofébico nos
copolimeros bloco abaixo da c.m.c. e para polimeros hidrosollveis em solugdo aquosa PEG
8000 2,5 e 5%, Estas observacdes concordam com dados recentes obtidos por Polveri e van
der Ven® sobre agregacio de PEG. Neste trabalhe foi comprovado que a agregacgdo entre

moléculas de PEG & progressiva, depende da concentracdo e massa molecular dos polimeros.

Pode ser verificado ainda que a intensidade com que estes efeitos ocorrem depende
diretamente do numero de unidades EQ, em termos de concentracao de unidades no espaco
tridimensional {densidade de unidades). Esta dependéncia do efeito hidrofdbico com o numero
de unidades, concentragdo de polimero, pode ser entendida imaginando-se dois ciclindros
iguais € nao expansiveis, em cada um deles é colocada uma quantidade de elasticos de
maneira que um ciclindro tem o dobro de numero de elasticas que o outrc. Se o espacgo esig
mais preenchido em um dos cilindros, ac colocarmos quantidades iguais de clips em cada um
dos cilindros o mais concentrado podera reter mais facilmente uim numero maior de chps assim
a incorporagio sera mais eficiente e o efeito hidrofébico mais pronunciado por que quanto
maior o clips mais facilmente ele ficard agarrado em alguma parte do elastico. O cilindro é um
espaco imaginario dentro das dimensdes atdmicas, o eldstico os polimeros e os clips és

moléculas de soluto.

O conjunto de resultados contidos nesta tese e aqui descritos, principalmente a
determinagdo das estequiometrias de complexos de inclusdo com a B-CD e as
informacdes obtidas sobre a conformacgdo, estado de agregacido e efetividade de
incorporagao, comprovam a importancia e o petencial de aplicagdo futuro da técnica de

Taylor no estudo de interacGes entre solutos ¢ macromoléculas em fase liquida.
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