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Resumo

O estudo da dindmica molecular de espécies em solucdo fornece informacdes
valiosas para compreender as propriedades macroscopicas dos sistemas. No presente
trabalho, faz-se um estudo eletroquimico mostrando a riqueza de informacGes extraidas
empregando técnicas eletroquimicas. As técnicas eletroquimicas consolidaram e
forneceram novas informacdes sobre os sistemas estudados, que sdo os fenotiazinicos
em meio aquoso e em meio de copolimeros de P-123 e F-127.

A autoagregagdo via empilhamento molecular de fenotiazinicos (azul de
metileno e azul de ortotoluidina) em meio aquoso pode ser monitorado via técnicas
eletroquimicas, o qual permite visualizar o crescimento de agregados pequenos até a
formacdo de estruturas supramoleculares, através do efeito da concentracdo sobre o
coeficiente de difusdo dos fenotiazinicos. Compostos de inclusdo (entre ferroceno e
ciclodextrinas) foram empregados para confirmar os resultados obtidos para o0s
fenotiazinicos. A variacdo da concentracdo do complexo de inclusdo ndo modificou
significativamente seu coeficiente de difusdo, devido a elevada solubilidade das
ciclodextrinas no meio aquoso, validando os resultados encontrados para 0s
fenotiazinicos.

O Azul de ortotoluidina (AO), foi utilizado para avaliar e compreender o
mecanismo de ligacdo com copolimeros de P-123 e F-127. O AO incorporado nas
micelas de copolimeros apresentaram maior reversibilidade e estabilidade
eletroquimica. A forma reduzida do AO interagiu mais efetivamente com P-123. O
coeficiente de difusdo aparente do AO em meio de copolimeros pode ser descrito como
a contribuicdo de quatro parcelas. A ligacdo do AO aos copolimeros é mais efetiva
quando o mesmo é formulado, empregando o método de dispersdo solida, do que
quando se faz apenas uma adicao direta do AO sobre uma solucéo de copolimeros.

Com relagdo a TMC, métodos oOticos e de espalhamento de luz s&o muito
empregados na literatura. Contudo, empregou-se 0 AO como sonda eletroquimica para
determinar a TMC do P-123 e F-127 através da variagdo de algumas propriedades
eletroquimicas em funcdo da temperatura, tendo uma excelente concordancia com
valores da literatura. A termodindmica de ligacdo entre 0 AO e o0s copolimeros,
mostram um comportamento peculiar dos sistemas, onde abaixo da TMC a

espontaneidade é conduzida pela entropia e acima da TMC pela entalpia.
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A investigacdo do efeito da temperatura sobre os sistemas AO/copolimeros foi
realizada empregando-se técnicas Oticas e de espalhamento de luz. Os resultados
ajudaram a elucidar o mecanismo de ligagdo do AO com os copolimeros abaixo e acima
da TMC corroborando com resultados eletroquimicos. Adicionalmente, os valores de
TMC encontrados pelos métodos 6ticos e de espalhamento de luz, concordaram com os

determinados pelas técnicas eletroquimicas.

Palavras chave: Fenotiazinicos, copolimeros, coeficiente de difuséo e eletroquimica.
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Abstract

The study of molecular dynamics for species in solution provides valuable
information for understanding the macroscopic properties of systems. In this work,
electrochemical studies are carried out providing valuable information on the behavior
of species in solution. Electrochemical techniques have been very little used, despite
having a big number of advantages, such as low cost of equipment and materials.
Electrochemical techniques consolidated and provided new information on the studied
systems, which are phenothiazines in aqueous medium and copolymers (P-123 and F-
127).

The self-aggregation phenothiazines via molecular stacking (methylene blue and
toluidine blue) in aqueous medium can be monitored via electrochemical techniques,
which allows us you to monitore the growth of smaller aggregates until the formation of
supramolecular structures through the phenothiazines diffusion coefficient effect with
the concentration. Inclusion compounds between ferrocene and cyclodextrins. were
used to confirm the results obtained for phenothiazine, where there was a decrease in
diffusion coefficient with the concentration increase. Varying the concentration of
inclusion complex did not significantly modify its diffusion coefficient due to the high
solubility of cyclodextrins in the agueous medium, validating the results for the
phenothiazines.

The toluidine blue (TB), which is a potential drug was used to evaluate and
understand the mechanism of biding with P-123 and F-127 copolymer. Such
copolymers can be used in pharmaceutical formulations for medicaments production.
The TB incorporated into copolymers micelles showed higher electrochemical
reversibility and stability. The reduced form of the TB interacted more effectively with
P-123. The TB apparent diffusion coefficient in copolymers can be described as four
input portions. The biding between TB and copolymers is more effective when it is
formulated, using the solid dispersion method, than when only makes direct addition of
TB over a copolymer solution.

With respect to TMC, optical methods and light scattering are widely employed
in the literature. However, TB was employed as electrochemical probe was possible to
determine the TMC of the P-123 and F-127 by varying some electrochemical properties
according to temperature, having excellent agreement with literature values. The
binding thermodynamics between the TB and copolymers, show a peculiar behavior of
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systems where below the TMC the spontaneity is driven by entropy and above, by
enthalpy.

The temperature effect on TB/copolymers systems were investigation carried out
employing optical and light scattering techniques. The results helped to elucidate the
binding mechanism TB with the copolymers above and below the TMC corroborating
with electrochemical results. Additionally, TMC values found by optical and light

scattering methods, agreed to determined by electrochemical techniques.

Keywords: Phenothiazines, copolymers, diffusion coefficient and

electrochemistry.
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CAPITULO 1

Introducéo Geral
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CMoIécuIa de solvente @Espécie negativa € Espécie positiva
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O estudo da dindmica molecular de espécies em solucdo tem sido de
fundamental importancia na compreensdo de sistemas em meio aquoso e coloidal. Tais
estudos ajudam a compreender interacGes especificas entre as moléculas e permite
prever seu comportamento nestes meios. Pardmetros como autoagregacdo molecular,
coeficiente de difusdo, raio hidrodindmico, comportamento termodindmico e entre
outros, que expressdéo um comportamento molecular, tem sido cada vez mais
importantes e necessarios para uma compreensdo mais solida de fenédmenos a nivel
molecular e, por conseguinte, das suas propriedades macroscopicas na natureza.

Vérias técnicas sdo empregadas para se avaliar tais parametros, como por
exemplo, Espectroscopia de UV-Vis, RLS, DLS, Fluorescéncia, RMN, FTIR entre
outras. Contudo, técnicas eletroquimicas tém sido pouco exploradas para elucidar
mecanismos de interacdo de moléculas em solucdo, e quando empregada, na maioria
dos casos, tem-se um baixo nivel de discussdo dos fendmenos. Desta forma, um
conjunto de técnicas voltamétricas de andlises, conhecido pela denominacgao abrangente
de técnicas eletroanaliticas, estd sendo cada vez mais utilizada em é&reas do
conhecimento tdo distinta como medicina, bioquimica, biologia molecular, quimica
ambiental e fisico-quimica, com o objetivo de se obter informacgdes fundamentais sobre
propriedades intrinsecas das substancias (Brainina 1987).

Dentre as vérias vantagens destas técnicas estdo, curto tempo na realizacdo das
analises, baixo custo da instrumentacdo e dos materiais utilizados, se comparados as
técnicas cromatogréficas e espectroscopicas. Além disso, a baixa sensibilidade que as
técnicas eletroquimicas apresentam em relacdo a presenca de interferentes, fizeram com
que elas sejam cada vez mais intensamente utilizadas. Sua crescente importancia levou
ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais sensiveis as espécies em estudo, algumas
inclusive com limites de deteccdo tdo baixos que ja podem ser comparados aos das
técnicas tradicionais utilizadas na analise de compostos organicos e inorganicos em
matrizes ambientais, bioldgicas e em alimentos, tais como cromatografia, fluorescéncia,
técnicas espectroscopicas em geral e entre outras (Brett and Oliveira-Brett 2011).

Os fenotiazinicos, em geral, sdo compostos organicos heterociclicos da classe
dos fenotiazinicos e apresentam mecanismo redox conhecido na literatura (Ong,
Toorisaka et al. 2005, Hoffmann, Dias et al. 2007). Podem atuar na inativacdo de
microorganismos pela formacdo de oxigénio radicalar e j4 sdo empregados em

medicamentos de uso clinico como antidepresivos, antihistaminicos e antipsicotropicos,
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neste ultimo caso, usado desde a década de 1950 (Sudeshna and Parimal 2010, Ohlow
and Moosmann 2011).

Fenotiazinicos como o azul de ortotoluidina (AO) e azul de metileno (AM)
possuem baixa toxicidade, fazendo com que sejam ingrediente interessante em
formulagcBes farmacéuticas e um candidato para ser aplicado em terapias para cancer
(Perussi 2007, Peloi, Biondo et al. 2011, Al-Majmaie, Alattar et al. 2012). Além disso,
muitos fenotiazinicos sdo empregados na natotecnologia, células fotovoltaicas, sensor,
nanofotdnica, e nanoeletrénica (Shetty, Zhang et al. 1996, Schenning and Meijer 2005,
Chen, Lohr et al. 2009). Contudo, a autoagregacdo molecular do AO pode modificar
suas propriedades fisico-quimicas e fotoquimicas e inviabilizar a aplicagdo do mesmo
nas diversas areas citadas. Desta forma, no presente trabalho o AO e AM, foram
escolhidos como moléculas sondas, devido as suas propriedades foto-fisicas e
especialmente eletroquimicas favoraveis, para avaliar a autoagregacdo molecular e
formacdo de macromoléculas de copolimeros do tipo tribloco, que ndo apresentam
atividade 6tica nem eletroquimica, o que dificulta seu estudo a nivel molecular sem
sonda.

Os copolimeros triblocos do tipo PEO-PPO-PEO sdao macromoléculas
classificadas como agentes tensoativos ndo iénicos. Suas aplicacdes sao amplas no setor
industrial (Schmolka 1977), como a produgéo de tintas (Winnik, Breton et al. 1992,
Winnik, Davidson et al. 1992) e na medicina, sendo que neste ultimo caso empregado
no biotransporte e liberacdo controlada de farmacos em formulacGes para aplicacdo in
vivo (Kabanov, Batrakova et al. 1992). Os copolimeros diferem dos surfactantes
tradicionais em sua estrutura complexa de copolimero e por serem termosensiveis e por
conta disto apresentam vantagens em suas aplicacdes. Assim, para 0s copolimeros
formarem micelas, aléem de alcancar a concentracdo micelar critica (CMC) é necessario
atingir a temperatura micelar critica (TMC) (Alexandridis and Alan Hatton 1995).
Logo, o P-123 e F-127 foram eleitos para investigar a autoagregacdo de moléculas de
copolimeros, assim como 0s pardmetros termodinamicos de ligacdo dos mesmos,
empregando-se técnicas eletroquimicas voltamétricas e o azul de ortotoluidina como

sonda.
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1.1 Conceitos fundamentais da voltametria

A voltametria é uma técnica eletroguimica que se baseia nos fendmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho (ET) e a camada fina de
solucdo adjacente a essa superficie. Essa técnica € classificada como dindmica, pois a
cela eletroguimica é operada na presenca de corrente elétrica que, por sua vez, € medida
em funcdo da aplicacdo controlada de um potencial. Nesta técnica, ajusta-se o potencial
(E) e mede a corrente resultante (i), ou seja, tem-se corrente em funcdo do potencial (i =
f(E)). Assim, as informagOes sobre o analito sdo obtidas por meio da medicdo da
magnitude da corrente elétrica que surge no ET ao se aplicar um potencial entre o
mesmo e um eletrodo auxiliar. O registro da corrente em funcdo do potencial é
denominado voltamograma, que pode ser realizado empregando-se diferentes métodos,
sendo que a magnitude da corrente é obtida pela transferéncia de elétrons durante um
processo de oxirreducdo, Equacédo 1.1. Esta corrente, por sua vez, pode ser relacionada
com a quantidade de analito presente na interface do eletrodo e consequentemente com

a quantidade de analito no seio da solucdo (Skoog, Holler et al. 2002).

O + ne R Equacédo 1.1

sendo O a espécie oxidada e R € a espécie reduzida.

Uma reacdo eletroquimica, como a observada na Equacdo 1.1, ocorre na
superficie do eletrodo e a transferéncia de elétrons entre o ET e analito ocorre entre 0s
orbitais HOMO e LUMO do analito e os orbitais moleculares (niveis de Fermi) do
eletrodo. O orbital de maior energia ocupado (HOMO) é particularmente importante
qguando uma oxidacdo esta envolvida. O orbital de maior energia desocupado (LUMO) €
particularmente importante quando uma reducdo esta envolvida (Brett 1996), como

pode ser visualizado na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Niveis de energia de uma espécie genérica A sofrendo oxidacdo ou reducéao
na superficie do ET. Adaptado de Gosser (Gosser 1993).

As espécies oxidadas (O) e reduzidas (R) serdo geradas na superficie do ET, que
atrai predominantemente espécies carregadas positivamente ou negativamente, que
podem ou ndo reagir na sua superficie. Espécies neutras também interagem com o
eletrodo via adsorcdo. Logo, a reacdo redox é composta por uma série de etapas e para
se descrever qualquer processo redox deve ser considerado primeiro, o transporte das
espécies até a superficie do eletrodo e segundo, a reacdo que ocorre no eletrodo. Assim
a corrente ou a velocidade da reacdo redox € governada por processos como: i)
transferéncia de massa (transferéncia de massa do seio da solugdo para a interface
eletrodo/superficie); ii) transferéncia de carga (transferéncia de elétrons na superficie do
eletrodo); iii) reacBes quimicas que precedem ou sucedem a transferéncia de elétrons
que podem por sua vez ser homogéneos (protonacdo, dimerizacao, etc) ou heterogéneos
(decomposicdes cataliticas, adsor¢do, desor¢do, cristalizagdo). A Figura 1.2 mostra um

exemplo da etapa i e ii, que € a situacdo mais simples.
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Figura 1.2. Representacdo do conjunto de etapas que resulta na medida voltamétrica.

E indispensavel que o transporte de massa seja um processo continuo, pois, caso
contrario, a concentracdo da espécie eletroativa de interesse na superficie do ET ird
decrescer rapidamente, inviabilizando a relacdo com a concentracdo do analito no corpo
da solucdo. Existem trés deferentes formas pela qual o transporte de massa pode correr
no meio, migracao, convecgéo e difusao.

Em experimentos empregando voltametria, as condi¢cdes experimentais s&o
ajustadas para que o transporte por migracdo (movimento de ions através da solucgédo
causada pela atracdo ou repulsdo entre as espécies ibnicas em solucdo e o ET) e
convecgdo (movimentacao das espécies causadas por perturbacdo mecanica do fluxo da
solucdo) sejam minimizados. No caso da migragdo, o uso de excesso de eletrdlito, 50 a
100 vezes maior que a concentracdo da espécie eletroativa de interesse, ndo reativo na
solucdo, minimiza a propagacdo de um campo elétrico devido a formacdo de gradiente
de cargas. J& o transporte por convecgdo, € minimizado cessando o distdrbio mecénico
da solucdo (agitacdo mecéanica e borbulhamento de géas) antes de se aplicar o potencial
de trabalho. Assim, o transporte de massa é feito basicamente por difusdo, que é a
movimentacdo espontanea da espécie quimica devido a formagdo de um gradiente de
concentracdo do analito de interesse. Por exemplo, considerando a reacdo redox
(Equacdol) no sentido direto, a medida que a espéecie oxidada (O,q) comeca a ser
reduzida, ha um decréscimo da concentragdo de O na superficie (Ogyp) do ET, e
espontaneamente surgira um fluxo de O do seio da solugdo (Oguk) para a interface
eletrodo/solucdo devido a criacdo do gradiente de concentracdo, como mostra a Figura
1.2.
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A transferéncia de carga e consequentemente 0s processos redox ocorrem na
interface eletrodo/solugdo gerando corrente elétrica. A corrente total € constituida de
duas componentes: corrente faradaica relativa a processo redox da espécie em estudo na
superficie do ET; e a corrente capacitiva, que € a corrente necessaria para carregar a
dupla camada elétrica existente na interface eletrodo/solucéo. Devido a formacdo desta
dupla camada, a interface eletrodo/solucéo se torna uma regido bem distinta do seio da

solucéo.

1.2 Modelos de dupla camada elétrica

Alguns modelos de dupla camada foram desenvolvidos para compreender
melhor a interface eletrodo/solucdo. Séo estes: modelos de Helmholtz, Gouy Chapman,
Stern, Grahame, Bockris, Devanathan e Muller. Todos estes modelos levam em
consideragdo predominantemente as interagdes de natureza eletrostatica. Comecando
com o modelo de Helmholtz em 1879 (Helmholtz 1853), considerado o primeiro
modelo, este se aplica apenas a interacfes na superficie do ET, formando uma dupla
camada compacta, ndo se estendendo para o seio da solucdo. Este modelo assume
também que a concentracdo de eletrolito e o potencial aplicado ndo afetam o valor da
capacidade da dupla camada. Em 1910 Gouy-Chapman (Gouy 1910) consideraram que
tanto o potencial aplicado quanto a concentracao do eletrélito influenciavam o valor da
capacidade da dupla camada. Desta forma, a dupla camada n&o seria compacta, como na
descricdo do modelo de Helmholtz, mas de espessura variavel, estando os ions livres
para se moverem, sendo chamada assim de dupla camada difusa.

Tempos depois, em 1924, Stern combinou o modelo de Helmholtz com o
modelo de Gouy-Chapman. Stern considerou que a dupla camada era formada por uma
camada compacta de ions na superficie do eletrodo, seguida por uma camada difusa,
estendendo-se para o interior da solucdo (Stern 1924). Stern introduz o conceito de
plano de transic¢do entre duas zonas, denominado de plano exterior de Helmholtz (OHP),
que é uma linha imaginaria onde passa atraves dos centros dos ions solvatados e nédo
especificamente adsorvidos, que se encontram na superficie do eletrodo. Dos trés
modelos ja descritos, Stens € o mais completo, no entanto ainda nédo explica todos os
fendmenos. Em 1947, Grahame desenvolve um modelo que é constituido por trés
regides (Grahame 1947). A diferenca deste modelo para o modelo de Stern, é que

Grahame considera adsorcdo especifica, ou seja, um ion especificamente adsorvido
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perde a sua solvatacdo aproximando-se ainda mais da superficie do ET, além disso,
pode ter a mesma carga ou carga oposta a da superficie do eletrodo, e em ambos 0s
casos a ligacdo é forte. Grahame introduz o conceito do plano interior de Helmholtz
(IHP), que é uma linha imaginaria que passa no centro dos ions, sem camada de
solvatacdo, adsorvidos na superficie do eletrodo. Em ambos os modelos, de Stern e
Grahame, o potencial varia linearmente com a distancia de IHP até o OHP, e em
seguida, exponencialmente até a camada difusa.

Mais recentemente, Bockris, Devanathan e Muller (Devanathan and OIM 1963)
levaram em consideracdo a interacdo eletrostatica de solventes dipolares, como por
exemplo, a &gua, com a superficie do eletrodo, pois tém uma concentracdo muito maior
do solvente em relacdo ao soluto. Por exemplo, a 4gua pura tem a concentracao de 55,5
mol L™. Bockris, Devanathan e Muller mostram que h& uma predominancia de
moléculas de solvente na superficie do eletrodo em relacdo ao analito (soluto). As
moléculas de solvente na superficie do eletrodo estdo com seus dipolos orientados de
acordo com a carga do ET, formando uma camada juntamente com as moléculas de
analito especificamente adsorvidos. Assim, considerando o ET como um ion gigante, as
moléculas do solvente formam a sua primeira camada de hidratacdo juntamente com
moléculas de analito. O IHP é o plano que passa através do centro dos dipolos das
moléculas de solvente e os analitos especificamente adsorvidos. De modo semelhante, o
OHP refere-se a adsorcdo dos analitos solvatados que poderiam ser identificados como
uma segunda camada de solvatacdo, e finalmente tem-se a camada difusa. Desta forma,
de Helmholtz & Brokris et al o0 modelo da dupla camada foi desenvolvido e pode ser

representado pelo Figura 1.3.
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Figura 1.3. Representacdo da dupla camada elétrica dos modelos de Helmholtz, Gouy-

Chapman, Stern, Grahame, e Bockris, Devanathan e Muller.

De acordo com a representacdo acima, observa-se que quando um ET é imerso
numa solucdo carregada positiva ou negativamente, este ira alterar a camada da solucgéo
imediatamente vizinha a superficie do ET. Assim, ocorrerd uma orientacdo de
moléculas de solvente e analito sobre a superficie do ET, criando uma contra camada
elétrica, onde a carga total e a densidade de carga seriam iguais a do ET, porem com
sinal oposto, mantendo a neutralidade do sistema. Esta interface formada por duas
laminas de sinais opostos € denominada de dupla camada elétrica, sendo bastante
compacta, ou seja, as moléculas do solvente e analito na camada adjacente ndo possuem
mobilidade, pois estdo especificamente adsorvidas no eletrodo formando o IHP. ApGs
esta regido, moléculas solvatadas do analito estdo presentes, contudo, devido ao seu raio
de hidratacdo ndo conseguem atingir a superficie do ET, formando o OHP. Moléculas
que estdo nesta regido, assim como as que estdo na camada difusa, sofrem atracdo de
longa distancia com o ET. Na camada difusa, a concentracao do analito é proporcional a
concentracdo de analito no seio da solucdo. Moléculas no seio da solucdo ndo sofrem
atracdo eletrostatica com o ET.

Normalmente, a transferéncia de carga entre analito e ET se d& quando o analito

atinge a camada difusa na regido do OHP, mas em alguns casos, onde ocorre adsor¢édo
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especifica, o analito pode chegar até o IHP, camada compacta, substituindo moléculas

do solvente e adsorvendo especificamente ao ET.

1.3 Corrente faradaica e leis de Fick

A corrente observada na interacdo do analito com o ET (oxireducdo) é a
faradaica, pois segue a lei de Faraday. Neste caso, a corrente é proporcional a
concentracdo de analito ativo no seio da solucdo. O outro tipo de corrente, a corrente
capacitiva, ndo é proporcional a concentracdo do analito e nem obedece a lei de faraday
(ndo-faradaica), é gerada devido a presenca de um acumulo de elétrons na superficie do
eletrodo, aumentando a carga da dupla camada elétrica que € uma corrente transiente
causada por mudancas na superficie do eletrodo e da solucéo.

O potencial aplicado no ET atua como a forca motriz para a reagéo
eletroquimica. O controle do potencial do ET possibilita que espécies presente na
solucdo sejam oxidadas ou reduzidas na superficie do ET. Na medida em que o
potencial se torna mais negativo, o ET se torna uma fonte de elétrons favorecendo a
reducdo das espécies na interface solucdo/eletrodo. No caso de um potencial mais
positivo a oxidacdo das espécies sera favorecida. Por esta razdo, quando se faz uma
varredura de potencial no sentido negativo usa-se a denominagdo de varredura catddica,
enguanto que uma varredura de potencial no sentido positivo é a varredura anddica (A.
J. Bard 1980).

A corrente faradaica, i, proveniente da oxirreducdo do analito na superficie do

eletrodo é dada pela Equacéo 1.2.
i=zFZ Equacgéo 1.2

sendo z um numero inteiro de sinal e magnitude da carga i6nica da espécie eletroativa, F
é a constante de Faraday (96.485 C mol™), dn/dt é a taxa de variacdo de mols da espécie
eletroativa. Se considerarmos a taxa de variagcdo dn/dt como o produto entre o fluxo de
espécies eletroativas (J) e a area da secdo reta (A), tem-se que a corrente instantanea

pode ser descrita pela Equacao 1.3.
i = zFA] Equacgéo 1.3
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Como vimos, as espécies ativas chegam ao ET primariamente por difusdo, pois
outras formas de transporte de massa sdo propositalmente limitadas. Nesse caso, J é
dependente do tempo e é descrito pela primeira lei de Fick, que descreve J como o
produto entre o coeficiente de difusdo, D, multiplicado pela variagdo de concentracdo na
interface eletrodo/solucdo (onde a distancia, x, entre a superficie do ET e a solucdo é

zero), Equagéo 1.4.
]=-D— Equacéo 1.4

sendo oc/ox a taxa de variacdo da concentracdo do analito na superficie do eletrodo com
o distancia x, considerando o sistema unidimensional. Os valores do coeficiente de
difusdo em solucdo aquosa varia entre 10° e 10° cm? s e pode ser determinado
empregando-se métodos eletroquimicos. Alternativamente, as relagbes de Stokes-
Einstein podem ser usadas para calcular o coeficiente de difusdo também. Assim, as
relacbes acima, mostram que a corrente é limitada por difusdo ou estd sob o controle
difusional.

A difusdo de espécies no meio, devido ao gradiente de concentracdo, causa uma
variacdo da concentracdo da espécie com o tempo, que pode ser equacionada pela
segunda lei de Fick, para um sistema unidimensional, Equagdo 1.5.

de _ ok
at ~  axz

Equacéo 1.5
oclot é a taxa de variagdo da concentragdo do analito na superficie do eletrodo com o
tempo.

Sendo que as espécies envolvidas no processo sdo ibnicas (fluxo envolvendo

transferéncia de carga), a corrente pode ser expressa pela Equagéo 1.6.
. dc ~
i =zFAD - Equacéo 1.6

Similarmente, se o fluxo de espécies para o ET ndo envolve transferéncia de
carga (transferéncia de cations ou anions), mas € adsortivo, temos um processo

heterogéneo cineticamente controlado. A adsor¢do € um processo heterogéneo e o fluxo
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de especies eletroativas pode ser descrito como uma etapa cinética de primeira ordem
(Equacdo 1.7). Nesse caso, tem-se também uma relacdo onde a corrente € proporcional a

concentracdo da espécie de interesse.
i = zFAkyc Equacgéo 1.7

sendo ki a constante de velocidade heterogénea, descrita em muitos casos como k°.

A escolha da técnica voltamétrica a ser utilizada, esta relacionada com o tipo e a
qualidade das informacdes quantitativas e qualitativas que se quer obter, a respeito do
analito ou do processo que envolve a interacdo entre o analito e o ET (Brett 1996).
Maiores detalhes sobre alguns diferentes modos de aquisi¢cdo serdo descritos mais a

diante.

1.4 Teoria de Butler-Volmer

Butler-Volmer desenvolveram uma teoria capaz de quantificar processos
cinéticos que ocorrem na superficie de um ET, podendo assim elucidar os mecanismos
de reacdo do eletrodo que envolve o processo redox da espécie eletroativa.
Considerando um processo simples em equilibrio de transformacéo de Fe**(aq)/Fe?":

Fe* g + €(eletrodo) Fe** g

Equacéo 1.8
O mecanismo da reacdo acima consiste nos seguintes passos (Vetter 2013):

1. Difusdo das espécies para onde a reacdo ocorre (descrito por um coeficiente de
transferéncia de massa, k).

2. Rearranjo da atmosfera idnica (10 s), descrito pelo principio de Frank-Condon

(processos adiabaticos).

Reorientacdo dos dipolos dos solventes (10 s).

Alteraco nas distancias entre os fons centrais e os ligados (10 s).

Transferéncia do elétron ET/analito (10™° s).

o o ~ w

Relaxacdo no sentido inverso.

Na Figura 1.4, segue uma ilustracdo dos passos mais importantes.
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Figura 1.4. Representacdo do conjunto de etapas que resulta na medida voltamétrica.

Os passos 2-5 estdo incluidos na constante de velocidade, k, ou k., e inclui
adsorcdo de reagente na superficie do ET, que na sequencia sera dessorvido. Os passos
2-4 podem ser vistos como um pré-equilibrio antes da transferéncia do elétron. Durante
a propria transferéncia do elétron, todas as posicdes dos atomos estdo congeladas,
obedecendo ao principio de Frank-Condon (processos adiabaticos).

Para chegar ao modelo cinético de reacdes na superficie de eletrodo proposto por
Butler-Volmer, deve-se iniciar com a expressao de Arrhenius que relaciona entalpia de

ativacdo (AH*) com a constante de velocidade, k, Equacao 1.9.

AH*

k = Ae Trr! Equacéo 1.9

sendo A o fator pré-exponencial. Numa reacao de transferéncia de elétrons, o arranjo da
atmosfera idnica é um passo fundamental, e assim é atil incluir a entropia de ativagéo
(AS*). A reorientacdo e o rearranjo ddo origem a uma separacdo entre o0s niveis de
energia, fazendo com que a energia do complexo ativado seja diferente em relagéo ao
estado inicial. Assim, o fator pre-exponencial pode ser descrito pela Equagéo 1.10:

AS*

A= Ae & Equacao 1.10
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Sendo assim, k pode ser reescrito como a Equacao abaixo:

AG*

s TR Equacdo 1.11

_ [AH*—TAs*

k=Ae

sendo AG* a variacdo da energia livre de Gibbs de ativacdo. Vejamos agora como que 0
potencial aplicado ao ET reflete nos valores de AG*. Consideremos uma meia reacao de

primeira ordem ocorrendo num ET metalico inerte:

O + ne R

sendo ambas as espécies (O e R) solaveis. O par O/R tem uma energia que pode ser
relacionada com o potencial do ET. Chama-se esta energia de Ergox. Aplicando um
potencial no ET, influenciamos o nivel eletrénico ocupado mais elevado no ET, que é
denominado nivel de Fermi (Ef), onde os elétrons sdo sempre transferidos deste nivel e

para este nivel, como pode ser visualizado na Figura 1.5.

LUMO

, Eredox
-
E
M redox E
LUMO
HOMO
R
Reducdo Oxidagdo

(potencial carregado negativamente)  (potencial carregado positivamente)

Figura 1.5. Transferéncia de elétrons de um ET metalico inerte. O potencial aplicado no
mesmo altera o nivel de energia mais elevado, Er, facilitando a reducéo (esquerda) ou a

oxidacgéo (direita).
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A Figura 1.5 mostra que o potencial aplicado pode mudar a direcdo de
transferéncia de elétrons. O perfil de energia livre de Gibbs (G) para esta transferéncia é
um perfil parabolico de reagentes (espécie oxidada) e produtos (espécie reduzida),

observado na Figura 1.6.

A E = E (negativo)
" E=0V

y

Coordenadada reacgdo i

Figura 1.6. Efeito de uma variacdo no potencial aplicado ao eletrodo na reducdo de O

para R.

O ponto onde as curvas de energia livre de Gibbs se interceptam, tem-se a
energia referente ao complexo ativado, ou seja, o estado de transicdo, cuja semelhanca
na estrutura das espécies vai depender da simetria das curvas, que também pode ser
chamado de simetria da barreira energética. Para ocorrer a reducdo, o nivel de Fermi se
eleva acima do nivel LUMO de modo que o ET fica carregado negativamente. Quando
a espécie oxidada recebe o elétron, tem sua energia livre de Gibbs aumentada, e
consequentemente, a simetria da barreira é quebrada, de modo que o complexo ativado
se assemelhard mais a espécie oxidada. Assim, vemos uma maior variagdo da energia
livre de Gibbs de ativacdo (AG*) quando a espécie oxidada ganha um elétron. A
variacdo de x na energia resultard numa variacdo de ocX na energia do complexo

ativado. Entéo, para redugcdo podemos escrever:

AG; = AG;, + a.nFE Equacgéo 1.12
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e de forma semelhante, para oxidacéo:

AGy = AGgo — agnFE Equacao 1.13

sendo E o potencial aplicado ao ET e o € o coeficiente de transferéncia eletronica,
sendo a medida da inclinagdo dos perfis de energia na zona do estado de transicéao e,
portanto, da simetria da barreira. Os valores de a, € o podem variar entre 0 e 1. Um
valor de o = 0,5 significa que o complexo ativado estd exatamente a meio caminho
entre reagente e produto, tendo assim 50 % das caracteristicas estruturais de ambas as
espécies. Em casos onde a < 0,5, a estrutura do complexo ativado é predominantemente
a estrutura da espécie oxidada e a espécie reduzida tem menor energia livre. Quando o
> 0,5, a estrutura do complexo ativado é predominantemente a estrutura da espécie
reduzida e a espécie oxidada apresenta menor energia livre, Figura 1.7 (A. J. Bard 1980,
Brett 1996).

GJ\ (A) GA [B) G4 (C)
(o] R
(o] R
R 0
Coordenadada reacdo - Coordenadada reagdo - Coordenadada reagdo ©

Figura 1.7. Simetrias das barreiras de ativacdo para os casos: A) a < 0,5; B) a =0,5; C)

a>0,5.

Substituindo AG* na equacgéo de constante de velocidade de Arrhenius, temos

para reducéo:

AGE o acnFE

k.= A'e Trr le™Trr | Equagcdo 1.14

para oxidag&o:

AGg o, agnFE

k,=A'e Trr el rr Equacdo 1.15
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Estas EquacOes podem ser escritas do seguinte modo:

_[QcnhFE

ke =keoe Urr ] Equacio 1.16
agnFE

k, = ka,oe[ RT Equacéo 1.17

Como a reacdo é de primeira ordem, no equilibrio:
kc[Olsup = kalR]sup Equacéo 1.18

sendo [Olsyp € [Rlswp a@s concentracbes das espécies oxidadas e reduzidas nas
proximidades da superficie do ET. Se [O]suy = [R]sup, 0 potencial e E’, potencial formal,

e:
k.= k,= k° Equacéo 1.19

sendo k° a constante de velocidade padrdo de superficie de eletrodo. Substituindo as

Equacdes acima, temos:

acnF(E-E")
k. =k°e T ®rr ] Equagcgo 1.20
_ 1.0 [%?ED)] 5
ko, = k%e Equacédo 1.21

Tais Equaces cinéticas acima foram formuladas pela primeira vez por Butler e
Volmer (Butler 1924, Erdey-Gruz and Volmer 1930). A corrente observada para o
controle cinético das reacdes redox na superficie do eletrodo, € proporcional a diferenca
entre a velocidade de oxidacgéo e reducéo, e € dada por:

[ =nFA(kg[Rlsup — kcl[Olsup) Equacéo 1.22
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sendo A a area do eletrodo.

1.5 Voltametria Ciclica (VC)

A VC ¢ a técnica mais comumente usada para adquirir informagdes qualitativas
e quantitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica resulta de
sua habilidade de rapidamente fornecer informacbes sobre a termodinamica de
processos redox, da cinética de reacGes heterogéneas de transferéncia de elétrons e
sobre rea¢Bes quimicas acopladas a processos adsortivos (Wang 2006).

Inicia-se a aplicagéo do potencial de um valor no qual nenhuma redugéo ocorre,
com o aumento do potencial para regides mais positivas (anodica) ocorre a oxidacéo do
composto em solugdo, gerando um pico de corrente proporcional a concentracdo deste
composto, quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma reacdo de
oxidagdo ocorre, o potencial € varrido no sentido inverso, até o valor inicial, e no caso
de uma reacdo reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e se
localizam ainda préximos a superficie do eletrodo) serdo reduzidos, gerando um pico
simétrico ao pico da oxidacdo, Figura 1.8B. O tipo de voltamograma gerado depende do
tipo de mecanismo redox que o composto em questéo sofre no ET, o que faz da VC uma

ferramenta valiosa para estudos mecanisticos.

/1 E, retorno
o

1 & (A) + (B)
x R ﬁ 0 + ne E
pa
S 3
— [t}
@ T
[} [i}]
[ =
2z <]
s O
& »
E, inicial
Epc O + ne «— R
Tempo (s) Potencial (V)

Figura 1.8. A) Sinal de excitacdo. B) Corrente resultante.

A Figura 1.8B ¢é denominada de voltamograma ciclico e os seguintes parametros

sdo extraidos deste voltamograma: potencial de pico catodico (Epc), potencial de pico
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anadico (Epa), potencial de meia onda (E12), corrente de pico catddico (ipc), corrente de

pico anodico (ipa). O E1/2 pode ser determinado pela Equacéo 1.23:

Epa + Epc

Eifp = . Equacéao 1.23

A corrente de pico, para sistema reversiveis € descrito pela Equacdo de Randles-

Sevcik, para eletrodos planares, Equacgéo 1.24, (A. J. Bard 1980):

ipe = 0,4463. (;—;)1/2 n32AD,,"/?Cv1/? Equacdo 1.24

sendo iy a corrente de pico catodica (A), F é a constante de Faraday (96.485 C mol™), R

é a constante dos gases ideais (8,314 J K™ mol™), T é a temperatura (em Kelvin), A é a

érea do eletrodo (0,785 cm?), n é o niimero de elétrons envolvido (n = 2) no processo

redox, D é o coeficiente de difusdo (cm®s™), C é a concentracdo (mol cm™) e v é a
velocidade de varredura (V s™).

Sendo assim, a Equacdo 1.24, que mostra i, o v¥2 & um dos critérios de

reversibilidade do processo redox, outros critérios sao:

e E,independente de v;
o AE;=59/n (mV),
e E,=Ey;,+0,0285/n.

Nos casos que 0s critérios acimas ndo sdo obedecidos o processo redox pode ser
quase reversivel ou irreversivel. Adicionalmente, a reversibilidade de carga pode ser
verificada quando Jipa/ipcl = 1, em qualquer v.

As celas eletroquimicas utilizadas em VC podem ser compostas por trés
eletrodos, sendo estes, eletrodo de trabalho, de referéncia e contra eletrodo, como

mostrado na Figura 1.9.
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ET ER EA

Figura 1.9. Esquema da cela eletroquimica empregada nos experimentos deste trabalho.

ET = eletrodo de trabalho, ER = eletrodo de referéncia e EA = eletrodo auxiliar.

A técnica de VC pode ser empregada em varias aplicagdes como: reversibilidade
do processo redox, estabilidade da espécie eletroativa, determinacdo do numero de
elétrons envolvido no processo redox, potencial formal das espécies, estimativa de
parametros cinéticos, estimativa de constante formacdo e ligacdo, estimativa do

coeficiente de difusdo e elucidagdo de mecanismo de reagédo (A. J. Bard 1980).

1.6 Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

As técnicas de pulso sdo baseadas na cronoamperometria, ou seja, na medida da
corrente elétrica em funcdo do tempo de aplicacdo de um determinado pulso de
potencial. As caracteristicas da corrente medida estdo relacionadas tanto com a largura
do pulso quanto com o degrau de potencial que é aplicado no ET para promover o
processo faradaico (Osteryoung and Osteryoung 1985).

Nas técnicas de pulso, a perturbacdo do potencial do eletrodo ndo é uma fungéo
linear do tempo do experimento, sendo que a sistemética para a variagdo de potencial
segue uma sequéncia de pulsos de potenciais, cujas respostas de corrente obtidas
dependem de como estes pulsos sdo aplicados. Exatamente a diferenca na maneira de
aplicar os pulsos de potencial é que define as caracteristicas basicas da técnica de pulso
(Osteryoung and Osteryoung 1985).
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Na VPD, pulsos de igual amplitude séo aplicados sobre uma rampa linear de
potencial, a corrente é medida antes da aplicacdo do pulso (S1) e outra ao final do pulso
(S2), Figura 1.10A. Estas correntes sdo subtraidas, ja que a primeira é a contribuicao da
corrente capacitiva e a segunda é a contribuicdo da corrente faradaica e, entdo,
graficadas contra o potencial da rampa linear, gerando um voltamograma de pulso

diferencial, com a forma de uma curva gaussiana, Figura 1.10B.

4 A A

—

Sz

Potencial (V)
Corrente (A)

>
Tempo (s) Potencial (V)

Figura 1.10. A) Sinal de excitacdo. B) Corrente resultante.

A corrente de pico é diretamente proporcional a concentracdo, de acordo com a

Equacéo 1.25:

P = nFADY/2¢C 1—0)
P (mt,)V? M+ o

Equacéo 1.25
sendo i, a corrente de pico (A), n é o numero de elétrons envolvidos no processo redox,
F é a constante de Faraday (96.485 C mol™), A é a area do eletrodo em (cm?), tn é 0
tempo entre a segunda e a primeira leitura — tempo de modulagéo (s), D é o coeficiente

de difusdo (cm? s™) e & é descrito pela a Equacdo 1.26:

nF AE

o= e&rz) Equacio 1.26

sendo AE a amplitude do pulso (V).

Nas técnicas de pulso, em especial de pulso diferencial, a corrente capacitiva é

C

proporcional a e, sendo t o tempo, R a resisténcia e C a capacitancia da dupla
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12 -t/RC)’

camada. A corrente faradaica € proporcional a t <, o decaimento da primeira (e

ap6s a aplicacdo do pulso de potencial, é mais rapido do que a Ultima (a t*/2

). Assim, as
medidas de corrente somente séo realizadas apds a contribuicdo da corrente capacitiva
ter se minimizado. A Figura 1.11 apresenta a dependéncia das correntes faradaicas e
capacitivas com relacdo ao tempo e o ponto onde a medida de corrente é realizada. Nas
técnicas de pulso a corrente € medida em uma fragéo de tempo fixa chamado de periodo

(t) (de Souza, Machado et al. 2003).

Medida de Corrente
A

Faradaica

Capacitiva
2 - )_
T T

Tempo de pulso (s)

Corrente (A)

Figura 1.11. Variacdo da corrente faradaica e capacitiva com o tempo, em técnicas de

pulso.

Esta técnica é mais sensivel do que a técnica de VC, isto porque ela possibilita a
minimizacdo da contribuicdo da corrente capacitiva no sinal obtido (pois a corrente
capacitiva ndo depende da concentracdo da espécie em estudo). Esta correcdo de
correntes possibilitada pelo método de VPD permite obter limites de detecgdo da ordem
de 108 mol L.
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1.7 Espectroscopia de absorgéo

Absorcdo eletronica consiste na transicdo eletronica de um elétron do orbital
molecular do estado fundamental para um orbital molecular desocupado de maior
energia pela absor¢cdo de uma radiacdo eletromagnética especifica. Quando a transicdo
ocorre em orbitais mais externos, tem-se uma espectroscopia de absor¢do na regido do
ultravioleta e visivel. Existem vérios tipos de transi¢cGes possiveis, tais como: c—c*,
n—o*, n—n* e n—>n* que ocorrem entre orbital HOMO (orbital molecular ocupado de
mais alta energia) e LUMO (orbital molecular desocupado de mais baixa energia)
(Lakowicz 1999).

Os niveis de energia de uma molécula podem ser representados com base no
modelo de energia potencial de uma molécula diatbmica (AB), onde a energia potencial
dependerd da distancia entre os nucleos nos atomos. Em cada estado eletrénico da
molécula ha um conjunto de niveis eletrénicos vibracionais e rotacionais permitidos,

como mostra a Figura 1.12:

.
Estado
\ excitado
@ S— Estado
%ﬂ — fundamental
= \
Y
>
Xag

Figura 1.12. Niveis de energia de uma molécula diatdmica simples.

Como uma consequéncia da transicao eletronica, a densidade de elétrons tende a
aumentar em determinadas regides da molécula e diminuir em outras. Os nucleos
inicialmente em equilibrio estacionario sofrem a acdo de um novo campo de forcas
respondendo a este campo entrando em vibragOes e oscilando. De acordo com o

principio de Frank-Condon, uma transicdo eletrdnica ocorre com rapidez muito maior
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do que os nucleos podem responder em virtude destes serem muito mais macicos do que
os elétrons. Assim, as transi¢des eletrénicas mais provaveis sdo aquelas cuja separacdo
entre 0s nucleos seja a separacao de equilibrio. Assim, elas s&o originadas do centro do
nivel eletrénico fundamental para o nivel do estado eletronico excitado, verticalmente
acima do fundamental, como mostrado na Figura 1.12 (Berardi 2010).

A quantidade de uma amostra em solucdo pode ser mensurada através da lei de
Beer-Lambert, que relaciona a quantidade de luz absorvida numa amostra com a
espessura do caminho percorrido pela luz na porta amostra e a concentracdo, de acordo

com a Equacéo 1.27:
1= 1,.107% Equacio 1.27

sendo | a intensidade de luz transmitida, |, é a intensidade de luz de luz incidente, c é a
concentracdo (mol L), | é a espessura do porta amostra (cm) e ¢ é o coeficiente de
absortividade molar (mol™ L cm™), que é um parametro caracteristico de cada molécula
num dado solvente e comprimento de onda adequado. A razdo I/, é a fracdo de luz
incidente que é transmitida, e é chamada de transmitancia (T). Assim, a absorbancia (A)

é dada por,

A = log(®) Equacdo 1.28

logo,
A= e.c.l Equacéo 1.29

Desta forma, tem-se uma dependéncia linear da absorbancia com a concentracdo
da espécie absorvedora na amostra. O desvio da linearidade de um grafico de A em
funcdo de ¢ pode ser atribuida a formacéo de agregados (Lakowicz 1999).

1.6 Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

A fluorescéncia é o resultado da emissdo de radiacdo por uma molécula que
absorveu radiacdo, ocorrendo uma relaxacdo do estado excitado para o estado
fundamental. Moléculas quando excitadas podem perder energia por pProcessos

colisionais com moléeculas de solvente ou delas mesma por processos de autoagregacao.
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Estes processos sdo denominados de processos ndo radioativos passando de niveis
vibracionais de mais alta energia para niveis vibracionais de mais baixa energia.
Quando a molécula se encontra no menor nivel eletrdnico do estado excitado, esta pode
retornar para seu estado fundamental de duas formas: i) por processos nao radioativos
ou ii) por emissdo de fluorescéncia, que é uma emissdo radioativa com intervalo de
tempo aproximadamente 107 s.

A energia perdida por processos ndo radioativos contribuem para o aumento do
movimento vibracional ou rotacional da molécula, promovendo uma mudanca térmica
no ambiente da molécula. Processos ndo radioativos como relaxacao vibracional (RV),
conversdo interna (Cl) e cruzamento intersistema (CIS) e outros processos de supressao,
competem com a fluorescéncia. A radiacdo emitida pode ser por fluorescéncia, onde
esta é interrompida no instante que cessa a radiacdo incidente, ou por fosforescéncia,
que ocorre depois do CIS e cessa apenas depois de um longo intervalo de tempo apds a
excitacdo. Abaixo segue o diagrama de Jablonski (Figura 1.13) com os principais tipos
de processos radioativos e ndo radioativos apds a absorcdo de radiacdo (Lakowicz
1999).

F 3
S,
I

E >
N
E q " i~

D1
R
G
| T1
A

Absorgao
10% s
S,

Figura 1.13. Diagrama de Jablonski representando processos de absor¢édo de radiacao,

processos ndo radioativos e radioativos.
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Como ocorre perda de energia por processos nao radioativos depois da molécula
ter sido excitada, a emisséo de fluorescéncia ocorre sempre com uma energia menor do
que a energia que foi necessaria para excitar a molécula. Desta forma, o espectro de
emissdo sera sempre deslocado para regido de maior comprimento de onda em relagédo
ao espectro de absorcdo, de forma que, a diferenca do comprimento de onda de

excitacdo e emissdo € denominada de deslocamento de Stokes (Lakowicz 1999).

1.9 Anisotropia de fluorescéncia estatica

A radiacdo eletromagnética quando passa por um polarimetro ocorre a
polarizacdo da radiacdo, ou seja, uma radiacdo numa Unica direcdo especifica. Esta
radiacdo polarizada excita moléculas, que por sua vez, emitem radiacdo também
polarizada, sendo que o grau de polarizacdo pode ser descrito em termos de anisotropia
de fluorescéncia estatica (r). A origem deste fenbmeno reside na existéncia de
momentos de absorcdo e emissao posicionados em direcbes especificas da estrutura do
fluoréforo quando excitado. Em uma solucdo homogénea as moléculas (fluoréforos)
tendem a se moverem aleatoriamente em todas as dire¢cbes no meio. Quando expostos a
uma radiacdo ou luz polarizada, apenas as moléculas que se encontram com o0 momento
de dipolo de transicdo na mesma direcdo do vetor elétrico desta luz incidente sdo
excitadas, de modo que a populacdo do estado excitado é referente a moléculas com
orientacdo definida e ndo aleatdria (Lakowicz 1999).

A despolarizacdo da emissdo pode ser causada por varios fatores dependendo
das caracteristicas da amostra, sendo que a causa mais comum € a difusdo rotacional das
moléculas. Este movimento depende da viscosidade do meio, do tamanho do fluoréforo
e do sistema onde ele esta inserido. Moléculas fluorescentes que estdo com alto grau de
difusdo rotacional apresentam baixa anisotropia, enquanto que moléculas que estdo mais
imobilizadas no meio, ou seja, com menor grau de difusdo rotacional, apresentam
anisotropia alta. Desta forma, fluor6foros em meios mais viscosos, ou grandes ou ainda
inseridos numa estrutura supramolecular, apresentardo baixo grau de difusdo rotacional
0 que resultara em alta anisotropia, em relacéo a este mesmo fluoréforo no meio aquoso,
por exemplo. A Equacgdo 1.30 € empregada para mensurar o valor de anisotropia de

fluorescéncia (r) (Lakowicz 1999).

_ _Uyy=Gluv)
(Iyv+ 2GHyp)

Equacéo 1.30
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sendo a posicdo do vetor € indicada por V (vertical) e H (horizontal) para excitagdo e
emissdo, respectivamente. O fator G é um fator de correcdo devido a diferenca na
eficiéncia de transmisséo apresentada pelo monocromador da luz polarizada verticalmente e
horizontalmente. Este é calculado pela razéo Inv/InH através de excitagdo horizontal da
amostra. A anisotropia de fluorescéncia (r) € um parametro adimensional que independe da

intensidade total da amostra.

1.10 Espalhamento de luz ressonante (RLS)

A técnica de RLS tem sua origem no espalhamento Rayleigh, que € o fendmeno
da radiacdo eletromagnética depois de atingir a matéria por uma colisdo elastica, cuja
descricdo tem sido feita principalmente por Pasternack (Pasternack, Bustamante et al.
1993). De acordo com a teoria de flutuagdo macroscopica, a lei de espalhamento
Rayleigh ¢ obedecida quando I o A™* (Miller 1978), sendo I intensidade de luz espalhada
e A comprimento de onda, para o espalhamento de luz de particulas moleculares 20
vezes menores que o comprimento de onda do feixe incidente. No entanto, se o
comprimento de onda do feixe incidente é préximo da banda de absorcdo das particulas
moleculares que existem na forma de agregados, havera o desvio da lei do espalhamento
Rayleigh e a intensidade de alguns comprimentos de onda ira aumentar rapidamente.
Este fendbmeno é chamado de espalhamento de luz ressonante (RLS) (Anglister and
Steinberg 1983).

Pasternack descreveu, que o espalhamento de luz de uma seccao transversal para
uma espécie esférica é proporcional ao volume da esfera e a 1 (o e o%), sendo que a
e o sdo a parte real e imaginaria, respectivamente, de polarizabilidade do espalhador.
Por outro lado, a seccdo transversal de absor¢do de luz e consequentemente a
absortividade molar é proporcional apenas a a;. (Pasternack, Schaefer et al. 1994),

No que diz respeito ao avanco e aplicacdes da técnica de RLS, Pasternack e
colaboradores sugeriram que a técnica pode ser usada para determinar o tamanho e
forma de agregados cromoforos da mesma forma que se faz em medidas tradicionais de
espalhamento de luz dindmico (DLS) para se obter o tamanho e forma dos biopolimeros
(Pasternack, Bustamante et al. 1993, Pasternack and Collings 1995). Huang et al,
verificaram que tracos de acidos nucleicos e proteinas em amostras praticas podem ser
determinadas com boa sensibilidade (Huang, Li et al. 1996, Huang, Zhu et al. 1997). A
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agregacao de porfirinas na presenca de proteinas (Huang, Li et al. 1998), a formacdo de
hélices suprahelical de &cidos nucleicos (Huang, Li et al. 1997) e a montagem de longo
alcance de corantes organicos na superficie de acidos nucleicos (Huang, Li et al. 1998)
foram estudadas empregando RLS.

Assim, a técnica RLS é considerada um novo método analitico, que pode
fornecer informacg6es principalmente a respeito da existéncia e do tamanho de espécies
autoagregadas (Faeder and Ladanyi 2000).

1.11 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

O DLS mede a luz espalhada pelas particulas no meio, hum comprimento de onda
ligeiramente diferente do feixe incidente nestas particulas em um angulo determinado. Isto
acontece porque moléculas em movimento alteram o comprimento de onda da luz devido ao
efeito Doppler, que é um fendmeno fisico observado nas ondas eletromagnéticas, neste
caso, refletidas por um objeto que esta em movimento em relacdo a um observador. Se ndo
ha um movimento liquido resultante, as flutuagdes no nimero de moléculas espalhadoras
resultam numa distribuicdo de comprimento de onda de luz espalhada. Neste caso, a
distribuicdo é bastante estreita, e uma fonte de luz extremamente monocromaética €
necessaria.

Esta técnica permite medir particulas de 1 a 5000 nm dependendo da amostra e da
potencia do laser, 0 método empregado € a espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS).
Particulas em solucdo estdo em constante movimento, denominado de movimento
Browniano devido a agitacdo térmica do sistema. Este movimento provoca um padrdo de
speckle de movimento na intensidade de luz espalhada pelas particulas. Assim, ele pode ser
detectado como uma varia¢do na intensidade com o tempo, a partir de uma optica e uma
fotomultiplicadora adequada. Particulas grandes se movem mais lentamente do que as
particulas pequenas, portanto a taxa de flutuacdo da luz espalhada por elas é também mais
lenta, como pode ser visualizado na Figura 1.14. Na espectroscopia de correlagdo de fotons,
a taxa de variacdo dessas flutuacbes &€ empregada para determinar a distribuicdo de

tamanhos das particulas espalhadoras de luz (Berardi 2010).
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Figura 1.14. Representacdo de medida de DLS por PCS em uma amostra com
particulas grandes e outra com particulas pequenas. A intensidade de luz espalhada em

medida em funcdo do tempo.

A analise das medidas pelo método PCS permite o calculo do coeficiente de difuséo
translacional das particulas (D,) que estdo em movimento Browniano, livres de interagdes
com relacdo aos demais centros (regime de diluicdo infinita). Assim, o tamanho das
particulas pode ser estimado a partir destes coeficientes, da temperatura e da

viscosidade do meio empregando a equacao de Stokes-Einstein, Equacgéo 1.31.

= Equacéo 1.31

6TTURY

o

sendo D, 0 coeficiente de difusdo da particula (cm? s™), k é a constante de Boltzmann
(1,38x10% J K1), T é a temperatura (em Kelvin), p é a viscosidade do fluido (cP) e Ry

é o raio hidrodinamico da particula (m).
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CAPITULO 2

Elucidacao de Estruturas Unidimensionais
Supramoleculares Formadas por Empilhamento

n-n de Fenotiazinicos Empregando Voltametria

de Pulso Diferencial




2.1 INTRODUCAO

O comportamento dindmico de espécies moleculares em solucdo tem um efeito
direto sobre as suas propriedades quimicas e fisicas, principalmente nos casos em que as
forcas intermoleculares levam a forte sobreposicdo de orbitais, tais como uma
autoagregacao especifica do tipo empilhamento n-m, que é comum em espécies poli-
aromaticas (PAs) (Shetty, Zhang et al. 1996, Chen, Lohr et al. 2009, Lei, Guo et al.
2012). Desta forma, uma profunda compreensao deste processo torna-se crucial, para o
uso de PAs em células fotovoltaicas organicas, sensores, nanofotdnica e nanoelectronic
(Schenning and Meijer 2005, Perez, Rogers et al. 2014, Zhu, Zheng et al. 2015). Além
disso, o empilhamento molecular também é um processo muito relevante em quimica
medicinal, onde a auto agregacdo de moléculas bioativas pode resultar na mudanca em
suas propriedades fisicas, quimicas, fotoquimicas e fotofisicas levando a uma variacéo
das acOes esperadas e, portanto, na inativacdo e consequentemente em graves efeitos
colaterais aos pacientes (Hashmi, Hu et al. 2002, Barbosa, Itri et al. 2008).

O empilhamento molecular € um processo de auto agregacao reversivel, ou seja,
um equilibrio dindmico sensivel devido as interagdes intermoleculares entre solutos em
relagdo as interagdes intermoleculares entre moléculas de soluto e solvente (Leiras,
Freire et al. 2015, Shen, Jiang et al. 2015). A formacéo de dimeros, trimeros ou grandes
agregados supramoleculares € um evento termodindmico e pode ser desencadeada por
varios tipos de perturbagcdes do sistema, como alteracBes no pH, temperatura ou
concentracdo da especie (Mariani, Moldenhauer et al. 2016). Consequentemente, avaliar
0 comportamento dinamico, tais como a avaliacdo da concentracdo agregacional critica
(CAC) e a aquisicdo de dados experimentais para a elucidacdo da orientacdo molecular
no processo de autoagregacdo, sdo de extrema importancia no desenvolvimento de
novas drogas e na exploracdo de novas propriedades de agregados grandes e de sistemas
supramoleculares, tendo em vista o desenvolvimento de novas tecnologias baseadas em
nanomateriais organicos (Nguyen, Martel et al. 2004, Kastler, Pisula et al. 2005,
Mayerhoffer and Wirthner 2012).

Atualmente, estudos experimentais de empilhamento molecular se baseiam
principalmente em métodos espectroscopicos, como a absor¢do ou emissao eletrénica
(Wang, Han et al. 2003, Chen, Stepanenko et al. 2007, Hagiwara, Akita et al. 2015). No
entanto, em muitos casos, as variagdes do comportamento espectroscépico podem nédo

ser simples de se interpretar no que diz respeito a sistemas supramoleculares. Ha
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também situacdes em que espécies isoladas ou agregadas ndo sdo fotoativas, ou seja,
ndo apresentam propriedades oticas, inviabilizando o uso de métodos espectroscopicos
no monitoramento de tais espécies (Siva, Nayaki et al. 2015). Adicionalmente, métodos
espectroscopicos, de maneira geral, ndo fornecem informacbes adequadas sobre a
estrutura geral e formato dos agregados (Metzroth, Hoffmann et al. 2011).

Alternativamente, para estudar moléculas autoagregadas tém-se as técnicas de
espalhamento de luz, por exemplo, espalhamento de luz ressonancia (RLS),
espalhamento de luz dindmico (DLS) e espalhamento de raios-X de baixo angulo
(SAXS) (Chung, Tamaru et al. 2015, Mariani, Moldenhauer et al. 2016). No entanto,
estas técnicas tém sido empregadas com mais frequéncia para investigar a formacéo de
agregados grandes (Hashmi, Hu et al. 2002, Schenning and Meijer 2005, Perez, Rogers
et al. 2014, Zhu, Zheng et al. 2015). Em tais técnicas, a resolucdo e deteccdo sdo
fortemente limitadas pela concentracdo de soluto e elas ndo sdo apropriadas para
monitorar pequenas variagdes sobre o comportamento dindmico de moléculas em
solugdes em condi¢Oes de baixa concentracéo (Barbosa, Itri et al. 2008).

O coeficiente de difusdo pode fornecer indicacdes valiosas para desvendar a
dindmica molecular de espécies em processo de empilhamento (Marrink and Mark
2003, Macchioni, Ciancaleoni et al. 2008). O valor do coeficiente de difusdo esta
relacionado com a resisténcia ao atrito da particula em movimento em relagdo ao meio.
Assim, a resisténcia depende de fatores intrinsecos das particulas, como o tamanho,
forma e também a forca da interacdo intermolecular com moléculas de solvente. Para
casos ideais, diluicdo infinita, a Equacdo de Stokes-Einstein descreve coeficiente de
difusdo como sendo inversamente proporcional ao raio hidrodindmico da espécie
(Edward 1970). Assim, espera-se que o coeficiente de difusdo decresce em funcdo do
processo de empilhamento, devido o aumento do tamanho das particulas e
consequentemente de seu raio hidrodindmico.

A fim de tornar o coeficiente de difusdo uma propriedade quantitativa util para
estudo de empilhamento molecular, tal pardmetro tem sido determinado por métodos
relativamente precisos (Valente, Nilsson et al. 2005, Nilsson, Cabaleiro-Lago et al.
2006). A técnica de RMN pulsada com gradiente de spin-eco, por exemplo, € uma
técnica precisa e confiavel para determinacdo de coeficiente de difusdo de espécies no
meio. No entanto, tém-se varios inconvenientes, tais como requisitos rigorosos para a
andlise da amostra, uma vez que exige a utilizacdo de solventes deuterados, nédo

apresenta sinal para amostras diluidas e o complexo e demorado tempo de instalacéo e
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aquisicao dos resultados em analise in situ (Hrabe, Kaur et al. 2007, Di Pietro, Palombo
et al. 2014, Guang, Hopson et al. 2015).

Técnicas eletroquimicas também podem ser utilizadas para determinar o
coeficiente de difusdo de espécies no meio (Gogoi, Borah et al. 2015). A corrente
observada no ET é limitada pela cinética de transferéncia de elétrons entre a espécie
eletroativa e o eletrodo e pela transferéncia de massa de moléculas do seio da solugéo
até a regido eletroativa do ET. Neste ultimo caso, descrito pelo coeficiente de difusdo da
espéecie. Um método eletroquimico bem conhecido € a voltametria ciclica (VC), onde a
aplicacdo da Equacdo de Randles-Seveik para processos redox reversiveis, pode ser
empregada para calcular o coeficiente de difusdo de espécies eletroativas (Henstridge,
Laborda et al. 2012). Contudo, a influéncia de processos ndo faradaicos e a resisténcia
da célula limita sensibilidade e confiabilidade do coeficiente de difusdo calculado por
este método especialmente para solugdes diluidas. Contudo, uma determinacdo mais
sensivel do coeficiente de difusdo pode ser feita usando voltametria de pulso diferencial
(VPD) (Wang and Du 2004, Molina, Laborda et al. 2009).

A VPD é realizada pela aplicacdo pulso de potenciais, onde o sinal de corrente é
a diferenca da corrente depois e antes da aplicacdo do pulso. Este fato tende a eliminar
efeitos de processos ndo-faradaicos, tornando assim a VPD uma técnica muito sensivel
e adequada para se extrair valores de coeficiente de difusdo de solugdes diluidas com
maior confiabilidade em relacdo a VC. Desta forma, a VPD passa a ser uma técnica
fascinante para o estudo de empilhamento molecular, a fim de compreender processos
de autoagregacdo formando estruturas supramoleculares. O azul de ortotoluidina e azul
de metileno sdo espécies poliaroméaticas e podem sofrer autoagregacdo via
empilhamento n-m, apresentando propriedades Oticas e eletroquimicas.

O azul de ortotoluidna (AO) e o azul de metileno (AM) sdo compostos
heterociclicos da classe dos fenotiazinicos. Esta classe de compostos apresenta dois
anéis fenil ligados entre um atomo de nitrogénio e um atomo de enxofre (Figura 2.1)
formando um triciclo, relativamente hidrofébico, podendo ou néo ter carga positiva, e

uma cadeia lateral geralmente hidrofilica.
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Figura 2.1. Estrutura molecular do AO (A) e AM (B).

Estes compostos apresentam caracteristicas interessantes para véarias aplicagoes,
principalmente na area de nanomedicina, sendo empregados como farmacos, devido a
sua facilidade em perder um elétron e formar um céation radicalar (Paduszek and
Kalinowski 1983). Os fenotiazinicos também podem atuar na inativacdo de
microorganismos pela formacdo de oxigénio radicalar e ja sdo empregados em
medicamentos de uso clinico como antidepresivos, antihistaminicos e antipsicoticos,
neste ultimo caso, usado desde a década de 1950 (Sudeshna and Parimal 2010, Ohlow
and Moosmann 2011). As acles farmacoldgicas dos medicamentos fenotiazinicos sdo
largamente afetadas pela natureza dos substituintes. Com relacdo aos fenotiazinicos AO
e AM, sua baixa toxicidade faz com que seja ingrediente interessante em formulacdes
farmacéuticas e candidatos para serem aplicados em terapias para cancer. Em especial,
estes possuem Gtimas caracteristicas para ser aplicada na terapia fotodindmica, uma
terapia alternativa para o tratamento de cancer (Perussi 2007, Peloi, Biondo et al. 2011).

Pesquisas in vivo reportam a rapida incorporacdo celular e seletividade de
Benzofenotiazinicos em células tumorais, sem danos a tecidos e vasculaturas periféricas
(Cincotta, Foley et al. 1994). Com base nestas caracteristicas 0 AO e AM (Figura 2.1)
aparece como uma excelente alternativa para aplicagdes fotodindmicas, sendo que este
apresenta um rendimento quéantico de oxigénio singleto relativamente bom, absorcao na
janela terapéutica, baixo rendimento quantico de fotobranqueamento, facil acesso e
baixo custo. Sua agdo abrange desde fungos, bactérias, virus e algumas linhagens de
células neoplasicas (Sharma, Bansal et al. 2005, Donnelly, McCarron et al. 2007, Tsai,
Chien et al. 2011, Al-Majmaie, Alattar et al. 2012, de Menezes, Rodrigues et al. 2014).
Os fenotiazinicos também podem ser aplicados como inseticida, corante de pigmento,
indicadores acido-base (Aaron, Maafi et al. 1996) e na nanotecnologia como célula
fotovoltaica, sensor, nanofétonica, e nanoeletrénica (Shetty, Zhang et al. 1996,
Schenning and Meijer 2005, Chen, Lohr et al. 2009).
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Os fenotiazinicos apresentam comportamento eletroquimico caracteristico no
meio aquoso, permitindo o uso de técnicas eletroquimicas para avaliacdo de efeitos de
autoagregacao via empilhamento molecular.

O mecanismo redox do AO e AM séo conhecidos na literatura (Ong, Toorisaka
et al. 2005, Hoffmann, Dias et al. 2007) e sdo relativamente simples, envolvendo a
transferéncia de dois elétrons durante o processo e é dependente do pH (Figura 2.2).
Para 0 AO, em pH superior a 5 prevalece as estruturas A e B e pH inferior a 5 prevalece

0 processo redox referente as estruturas C e D, como mostrado abaixo.

/@i i@ : e - H+ /@i
(CH3),N S NH; (CH3)N S NH3
A B
+H* e
H
CHs

N
J/i;i I :[ + 2 e +2H* [ :[
(CH3)2N (CH3)2N S NH3

H

Figura 2.2. Formas estruturais no processo redox do AM em fung¢éo do pH (Hoffmann,
Dias et al. 2007).

Para o AM, em pH superior a 5,6 prevalece o equilibrio da estrutura de
ressonancia do AM oxidado com a estrutura de ressonancia do AM reduzido do lado
esquerdo. Em pH inferior a 5,6 prevalece o equilibrio da estrutura de ressonancia do
AM oxidado com a estrutura de ressonancia do AM reduzido do lado direito, como

mostrado abaixo.
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Figura 2.3. Formas estruturais no processo redox do AO em funcdo do pH (Ong,
Toorisaka et al. 2005).

A simplicidade do processo redox do AO e AM assim como o conhecimento do
mecanismo de transferéncia de elétrons e o nimero de elétrons envolvidos, torna estes
fenotiazinicos bons compostos organicos eletroativos para serem empregados como
sonda eletroquimica no estudo de formacéao de autoagregados via empilhamento n-7.

Assim, neste Capitulo, foi realizada uma descrigdo detalhada das caracteristicas
eletroquimicas de AO e AM, avaliando inclusive fendmenos cinéticos que ocorrem na
superficie do ET. Métodos éticos e eletroquimicos foram empregados para avaliar 0s
processos agregacionais. Nos métodos eletroquimicos, parametros como coeficiente de
difuséo e raio hidrodinamico relativo (R};) foram avaliados para estudar o processo de
empilhamento n-n de do AO e AM. Aplicou-se o coeficiente de difusdo, estimado por
VPD, para desenvolver o conceito da variacao relativa do Rj; com o intuito desvendar o
crescimento molecular unidimensional. Através do Ry foi possivel visualizar uma
transicdo de fase do agregado supramolecular, saindo de uma estrutura unidimensional

para uma estrutura tipo cluster, sendo observada pela primeira vez.

2.2 MATERIAIS E METODOLOGIA

2.2.1 Materiais
Os fenotiazinicos AO e AM foram obtidos da Nuclear, todos com grau de pureza

acima de 97%. O cloreto de potéssio (KCI) foi obtido da Merck com grau de pureza
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acima de 98%. A agua empregada para o preparo de todas as solugdes estoques foi dgua
Milli-Q.

2.2.2 Metodologia

2.2.2.1 Preparo das solucdes
As solucdes estoques de AO e AM foram preparadas com a introducdo de KCI

fornecendo uma concentracdo de 6,7x10* mol L™ para ambos os fenotiazinicos e 0,1
mol L™ para o KCI. A solucdo de AO e AM foram padronizada utilizando
espectrofotdmetro UV-Vis usando a lei de Beer e o coeficiente de absortividade molar
(¢) em 4gua que é 3,04x10° e 4,31x10° mol™ L cm™ para 0 AO e AM (Braga 2014),
respectivamente. As solucdes estoques foram guardadas ao abrigo da luz. Antes do uso
das solugbes estoques, uma padronizacdo foi realizada para certificar-se do valor correto

da concentracéo.

2.2.2.2 Caracterizacao eletroquimica
Foi empregada a voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial

(VDP) como técnicas de caracterizacdo eletroquimica. A célula eletroquimica constituiu
de um eletrodo de trabalho (ET) de carbono vitreo, um eletrodo de referéncia de
calomelano Hg/Hg,Cl, saturado e um contra eletrodo de platina. Os voltamogramas
foram obtidos empregando-se KCI na concentracdo de 0,1 mol L™ como eletrélito
suporte. Antes de realizar as medidas borbulhou-se N, por 15 minutos na solugéo para
remover O, do meio aquoso. O eletrodo de trabalho foi limpo por polimento
empregando-se alumina.

Através dos voltamogramas, foram extraidos os seguintes parametros: potencial
catodico (Epc), potencial anddico (Epa), corrente de pico catddico (iyc), corrente de pico
anodico (ip.) e potencial de meia onda (Ei). Através dos voltamogramas foram
analisadas as linearidades entre concentracdo e corrente do AO. A reversibilidade foi
verificada variando a velocidade de varredura, avaliando o perfil do voltamograma e
plotando um grafico de corrente de pico (ip) versus a raiz quadrada da velocidade de

varredura (v'/2

), numa concentracdo constante dos fenotiazinicos. O coeficiente de
transferéncia eletronica (o) foi calculado plotando um grafico de potencial de pico (Ep)

versus Inv, Equacdo de Laviron (Laviron 1979) (Equacdo 2.1):
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E,. =E° + L In (RTkS) — 2w Equacéo 2.1

anF anF

sendo E,. 0 potencial de pico catodico (V), E° é o potencial formal (V), R € a constante
dos gases ideais (8,314 J K™ mol™), F é a constante de Faraday (96.485 C mol™), T é a
temperatura (K), n é o numero de elétrons envolvido no processo redox, v é a
velocidade de varredura (V s?), a é o coeficiente de transferéncia eletronica, ks
constante de velocidade padrdo da reagdo de superficie (cm s™). Os valores de E°
podem ser determinados através do plot de E, versus v pela extrapolacéo da reta onde v
= 0 (coeficiente linear).

A reversibilidade do sistema foi avaliada empregando a Equacdo de Randles-

Sevcik, Equagdo 2.2 (A. J. Bard 1980) fazendo o plot de iy versus v'%,

. F3 1/2 1/2 ~
ipe = 0,4463. (=) " n3/24Dy, 2 Cv'/2 Equagdo 2.2

sendo iy a corrente de pico catddica (A), F é a constante de Faraday (96.485 C mol™), R
é a constante dos gases ideais (8,314 J K™ mol™), T é a temperatura (em Kelvin), A é a
érea do eletrodo (0,785 cm?), n é o nimero de elétrons envolvido (n = 2) no processo
redox, D é o coeficiente de difusdo (cm®s™), C é a concentracdo (mol cm™) e v é a

velocidade de varredura (V s™).

2.2.2.3 Estimativa dos coeficientes de difuséo
Para estimativa do coeficiente de difusdo empregando-se a técnica de VPD,

variou-se o tempo de modulacdo (t,,) para a obtencdo dos voltamogramas, onde plotou-

se um grafico de iy versus (ty) 2

, onde através da reta pode-se extrair o coeficiente
angular e empregando a Equacgéo 2.3 para VPD (A. J. Bard 1980, Brett 1996), estimou-se

os valores de Dgp.

. _ nFADapl/ZC 1-o0 ~
e = T G0 Fquagho 23

sendo & = 3,14, t,, € 0 tempo entre a segunda e a primeira leitura de corrente (0,1 s), F é

a constante de Faraday (96.485 C mol™), A é a 4rea do eletrodo (0,785 cm?), n é o
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numero de elétrons envolvido (n = 2) no processo redox, D,, € 0 coeficiente de difuséo

aparente (cm?s™) e ¢ é dado pela Equacdo 2.4 abaixo:

O = e'RT 2 Equacéo 2.4

sendo AE a amplitude do pulso (V).

2.2.2.4 Espectroscopia UV-Visivel
Para estas medidas foi utilizado espectrofotometro UV-Vis DU8B00 com

controlador de temperatura de alto desempenho do tipo peltier da Beckman/Coulter
Eletronics. Foram adicionados aliquotas da solugdo estoque dos fenotiazinicos numa
cubeta de poliestireno de caminho 6tico de 1,0 cm contendo solugdo aquosa de KCI 0,1
mol L™ totalizando 2,0 mL e a concentracdo desejada. Para as solucdes mais
concentradas, o volume de 2,0 mL foi transferido para uma cubeta de vidro de caminho
otico de 0,1 cm, para evitar problemas de filtro interno. Os graficos de absorbancia

versus comprimento de onda foram registrados.

2.2.2.5 Espectroscopia de fluorescéncia e RLS
Nas medidas de emissdo de fluorescéncia foi utilizado um espectrofluorimetro

Cary Eclipse da Varian/Agilent Tecnologies com sistema Peltier para controle
eletrobnico de temperatura. Foram adicionados aliquotas da solucdo estoque dos
fenotiazinicos numa cubeta de poliestireno de caminho Otico de 1,0 cm contendo
solucdo aquosa de KCI 0,1 mol L™ totalizando 2,0 mL e a concentragdo desejada. O
comprimento de onda de excitacdo foi de 560 nm para ambos os fenotiazicos. No caso

das medidas de RLS, foi utilizado o modo sincrono com delta de 5 nm.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Avaliacao do efeito de adsorc¢éo dos fenotiazinicos

No presente estudo, efeitos de adsor¢do ndo sdo desejados para avaliar processos
de transferéncia de massa e carga. Tais efeitos podem afetar a interpretagdo dos
resultados. Desta forma, experimentos preliminares foram realizados para avaliar os

efeitos de adsorcdo dos fenotiazinicos na superficie do ET (carbono vitreo).

61
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



Variando a velocidade de varredura pelo método de VC e fazendo-se um grafico
de ipc versus v2 ¢ possivel verificar se o processo redox é controlado por difusdo. A
linearidade deste grafico indica que o processo redox é reversivel e controlado por
difusdo. (A. J. Bard 1980). Na Figura 2.4A, baixa concentracdo de fenotiazinico,
verifica-se uma boa linearidade em toda a faixa de velocidade de varredura, indicando
que o processo redox é reversivel e controlado por difusdo nestas condi¢des. Na Figura
2.4B, alta concentragdo de fenotiazinico, verifica-se que a linearidade se mantém apenas
em baixas velocidades de varredura. A quebra da linearidade, aproximadamente em 90
mV s, indica que o processo redox perde a reversibilidade e que pode estar sendo
controlado por fendmenos de adsorcdo. Por esta razéo, os experimentos de variacdo da
concentracdo foram conduzidos em 50 mV s*. Assim, como nesta velocidade de
varredura o ponto esta inserido na regido linear, Figura 2.4, o processo redox é
controlado pela difusdo da espécie e ndo pela quantidade de espécie adsorvida no ET.
Sendo assim, a etapa de difusdo é a limitante no processo redox que ocorre na superficie
do eletrodo. Uma discussdo mais detalhada sobre reversibilidade sera feita na secdo
2.4.3.

0 0
(D) ® AO (D) e AO
A AM A AM
-1
. -30 4
< —
2 o] <
604 N
-3
A
[ ]
44 -90 °
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Figura 2.4. Plot iy versus v-“. A) Baixa concentragdo de fenotiazinico (6 pmol LY. B)

Alta concentracdo de fenotiazinico (600 pmol L™Y).

Um processo de adsorcdo dos fenotiazinicos, possivelmente verificaria uma
alteracdo na corrente com o aumento do ndmero de ciclos, indicando maior
concentracdo local devido a adsorcdo, ou observariamos uma reducdo na corrente,
mostrando uma passivacdo do eletrodo. Contudo, ndo se observou uma variacdo

significativa na corrente nem no potencial, como pode ser observado na Figura 2.5.
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Figura 2.5. VC do AO (100 umol L) em meio aquoso, 0,1 mol L™ de KCl e T = 30,0

°C. A) Viarios ciclos. B) i, em fungdo do nimero de ciclos.

Este resultado sugere que o processo de adsorcdo de moléculas de fenotiazinicos
na superficie do eletrodo de carbono vitreo ndo é significativo, a ponto de mudar as
propriedades eletroquimicas dos fenotiazinicos, como por exemplo, processos
transferéncia de massa e carga avaliadas neste trabalho em funcdo da formacdo de
autoagregados. Por exemplo, Borguet observou uma reducdo drastica na corrente com o
processo de adsorcdo de moléculas de porfirina (Ye, He et al. 2006) enquanto que
Chandrashekar verificou um aumento na corrente do azul de bromotimol no processo de
adsorcdo (Chandrashekar, Swamy et al. 2009). Adicionalmente, processos de adsor¢édo
tendem a alterar as energias dos estados redox, e, portanto, alterar a resposta
eletroquimica das moléculas (Ni and Anson 1985, Hutchison, Postlethwaite et al. 1997).

Efeitos de adsor¢édo podem ser avaliados através do grafico log(i,) em funcéo
log(v), Figura 2.6, onde valores de coeficiente angular préximos de 0,5 e 1,0 indicam
que o mecanismo redox é dominado pela difusdo e adsorcao, respectivamente (Kamyabi
and Shafiee 2012, Tasdemir, Ece et al. 2012).
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Figura 2.6. Plot log(i) versus log(v). A) Referente ao pico anddico para o AO. B)
Referente ao pico catodico para 0 AO. C) Referente ao pico anddico para o AM. D)
Referente ao pico catodico para o AM.

Verifica-se que em todos os graficos o coeficiente angular se aproximou mais
de 0,5, sugerindo que o processo dominante no mecanismo redox é a difusdo.
Adicionalmente, a avaliacdo da corrente de pico (Chen, Stepanenko et al.) em funcéo da
velocidade de varredura (v), Figura 2.7, também fornece informagdes sobre efeitos de
adsorg#o. E conhecido que a dependéncia linear entre i, e v, como mostrado na Equagao
2.5, indica influéncia significativa de processos de adsorcao (A. J. Bard 1980, Brett 1996,
Kissinger and Heineman 1996, Erdogan, Tasdemir et al. 2011).

n2rF2Ar

b = amr "V Equacéo 2.5
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no qual iy é a corrente de pico (A), F é a constante de Faraday (96.485 C mol™?), R é a
constante dos gases ideais (8,314 J K™ mol™), T é a temperatura (em Kelvin), A é a 4rea
do eletrodo (0,785 cm?), n é o niimero de elétrons envolvido (n = 2) no processo redox,
I"é a concentracio da espécie adsorvida no eletrodo (mol cm™) e v é a velocidade de

varredura (V s™).
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Figura 2.7. Plot i, versus v. A) Para 0 AO. B) Para o AM.

Na Figura 2.7 é possivel observar uma dependéncia ndo linear entre corrente e
velocidade de varredura, sugerindo que nos sistemas estudados processos de adsor¢édo
ndo devem influenciar significativamente nos mecanismos de transferéncia de massa e
carga.

Empregando-se a Equacgéo 2.5 e os coeficientes angulares das Figuras 2.7A e B,
calculou-se a concentracdo aproximada de fenotiazinicos adsorvidos no ET (I"). Desta
forma, encontraram-se as concentracdes de 1,09x10™° e 7,49x10™* mol cm™ para o0 AO
e AM, respectivamente. Tais valores sdo insignificantes mesmo nas condicGes de
menores concentracdes dos fenotiazinico. Assim, no presente trabalho processos de

adsorcéo foram desprezados tendo em vista sua insignificante influéncia.

2.4.2 Caracterizacao eletroguimica do AO e AM em meio aquoso

Em geral, os fenotiazinicos apresentam um processo redox com picos
relativamente bem definidos, onde o processo redox é atribuido a regido central do
heterociclico da molécula e envolve a transferéncia de dois elétrons (n = 2). Tal

caracteristica torna os fenotiazinicos bons compostos para serem empregados como
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sondas eletroquimicas. Abaixo segue o equilibrio redox do AO e AM nas condicdes
experimentais trabalhadas.

A) H
N CHg N CHg
/(I I\Aﬁ — H+ I:(
CHz——N S NH; CHz;—N S NH3
| Forma Oxidada Forma Reduzida
CHs CHs
B) H
N N
X +2e +H*
=
(CHz)N $ N(CHg), (CH3),N S N(CHa);
Forma Oxidada Forma Reduzida

Figura 2.8. A) Equilibrio redox do AO em pH > 5. B) Equilibrio redox do AM em pH
> 5,6 (Hoffmann, Dias et al. 2007, Ong, Toorisaka et al. 2005).

Em todos os experimentos envolvendo fenotiazinicos o pH permaneceu entre 6,0
e 6,3. E importante ressaltar que em ambos os equilibrios a forma reduzida tende a ser
mais hidrofilica do que a forma oxidada, devido a maior capacidade de fazer ligacdes de
hidrogénio em meio aquoso. O VC mostra que 0 AO e AM apresentam processos redox

aparentemente reversiveis em meio aquoso na concentracdo de 150 pumol L™, Figura
2.9.
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Figura 2.9. Eletroquimica dos fenotiazinicos (150 pmol L), em meio aquoso, KCI (0,1

mol LY ev=50mV s*eT=230,0°C.A)VC.B) VPD.
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Comparando a técnica de VC e VPD observa-se uma maior sensibilidade para a
técnica de VPD devido principalmente aos menores efeitos de corrente capacitiva,
fornecendo picos catddicos mais intensos, Figura 2.9B. Este fato permite analisar com
maior precisdo a quantidade de espécies eletroativas no meio. Assim, a Figura 2.9B
sugere uma maior quantidade de espécies eletroativas na superficie do eletrodo de
trabalho na seguinte ordem crescente AM < AO. O maior valor de corrente catodica (iyc)
para 0 AO esta relacionado com dois fatores: i) maior transferéncia de massa, 0 que
implica em maior coeficiente de difusdo, de moléculas do seio da solucdo até a regido
eletroativa do ET e ii) maior transferéncia de carga, o que implica em maior velocidade
com que moléculas de AO transferem elétrons para o ET. A influéncia destes dois
fatores serdo discutidos mais adiante. Fazendo-se 0s mesmos voltamogramas, porém em
concentracdes mais elevadas (600 pumol L) verifica-se uma mudanca no perfil dos

mesmaos, devido ao aparecimento de ombros adicionais, Figura 2.10.
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Figura 2.10. Eletroquimica dos fenotiazinicos (600 pmol L™), em meio aquoso, KCI
0,1molL*ev=50mVsteT=230,0°C.A)VC.B) VPD.

Os ombros adicionais, observados na Figura 2.10, podem estar relacionados a
processos redox de espécies autoagregadas no meio aquoso. Tal resultado, ndo significa
gue na concentracdo de 150 pmol L™ (Figura 2.9) ndo existe autoagregados de
fenotiazinicos no meio aquoso, mesmo porque a literatura reporta que tais espécies
podem estar presentes no meio aquoso na forma de dimeros a partir de 8 pmol L™
(Braga 2014). Contudo, mostra que apenas em altas concentragdes de fenotiazinico as

técnicas de VC e VVPD podem visualizar processos de autoagregacdo molecular.
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Nas duas concentrages, 150 e 600 pmol L™ é possivel observar uma diferenca
no potencial de meia onda (Ei) sendo -290 e -240 mV para 0 AO e AM,
respectivamente, para a concentracdo de 150 pmol L. A diferenca de 50 mV para no
potencial, indica que o AM sofre o processo redox mais facilmente. Este fato esta
relacionado com o maior numero de grupos metilénicos ligados ao anel heterociclico,
que aumentam a densidade de elétrons no mesmo por efeito indutivo doador de elétrons.
Adicionalmente, verifica-se que a reducdo do AM é facilitada e a oxidac&o é dificultada
em relacdo ao AO, sugerindo que o efeito indutivo doador de elétrons dos grupos

metilénicos estabilizam mais a forma reduzida do AM.

2.4.3 Estudo da reversibilidade

Para avaliar melhor a reversibilidade eletroquimica do AO e AM, verificou-se o
comportamento da corrente em funcgéo da velocidade de varredura. Para isso, aplicou-se
a Equacdo 2.2 de Randles-Sevcik para processos reversiveis (A. J. Bard 1980) fazendo o

plot de iy versus v2 Figura2.11C e D.
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Figura 2.11. VC dos fenotiazinicos (600 umol L™), em meio aquoso, KCI (0,1 mol LY,
variando a velocidade de varredura (10 - 200 mV s™) e T = 30,0 °C. A) AO; B) AM; C)

Plot de iy versus v? (6 pmol L) e D) Plot de iy versus v* (600 pmol L™).

O plot de ipc versus v foi realizado em duas concentrages, sendo 6 e 600 pmol
L™, para verificar o efeito da presenca de autoagregados na reversibilidade
eletroquimica dos fenotiazinicos. Em baixa concentracdo (Figura 2.11C), onde
supostamente ndo ha presenca de agregados, percebe-se uma boa linearidade, indicando
que o processo redox é reversivel e controlado por difusdo em toda a faixa de
velocidade de varredura estudado. Contudo, em alta concentracdo (Figura 2.11D),
verifica-se um desvio da linearidade nas proximidades de 90 mV s, indicando que para
ambos 0s compostos 0 processo € reversivel e controlado por difusdo apenas em baixas
velocidades de varredura. Estes resultados sugerem que a formacgdo de autoagregados
tende a reduzir a reversibilidade do processo redox dos fenotiazinicos. Além disso, é
plausivel mencionar que o desvio da linearidade é mais acentuado para o AM, pois por
ser relativamente mais hidrofébico que o AO, tem maior tendéncia em formar mais
autoagregados tornando o processo redox menos reversivel, especialmente acima de 100
mV s™.

A Tabela 2.1 mostra que em todas as velocidades tem-se uma maior facilidade
de ocorrer o processo redox para 0 AM, ou seja, a analise feita anteriormente, com
relagdo aos valores de E;,, € valida para todas as velocidades de varredura estudada.

Os parametros nAE e |ipa/ipc] também ajudam a entender a reversibilidade do
processo, sendo que nAE = 59 mV indica reversibilidade do processo redox € [ipa/ipc| =
1,0 indica reversibilidade de carga (A. J. Bard 1980, Brett 1996). Com relacdo aos
valores de nAE, observa-se que em baixas velocidades os valores estdo proximos de 59
mV para ambos 0s compostos, no entanto, tende a aumentar com aumento da
velocidade de varredura. Este resultado indica que os processos redox na superficie do
ET sdo muito rapidos (Chakraborty, Ahmed et al. 2010) e confirma que 0 processo
redox é reversivel em baixas velocidades de varredura sendo mais reversivel para o AO.
Adicionalmente, verifica-se que os valores nAE sdo maiores para 0 AM na maioria das
velocidades de varreduras. As diferencas nos valores de nAE indicam diferentes
barreiras termodinamicas no estado de transicdo (A. J. Bard 1980), de forma que,

menores valores para o AO sugere menor barreira em relagdo ao AM.
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Tabela 2.1. Parametros eletroquimicos (Ep, Ei2, NAE, € ipa/ipc) dos fenotiazinicos (6

umol L), em meio aquoso e em vérias v, 0,1 mol L™ de KCl e T = 30,0 °C.

v(mVs?) Epa Epc E1z = (Epat Epc)/2 N(|Epcl -|Epal) lipalipc|
(mV) (mV) (mV) (mV)
AO  -262 -315 -289 53 1,25
10 | AM  -250 -299 -275 49 2,00
AO  -262 -315 -289 53 1,33
30 | AM  -250 -306 -278 56 1,69
AO  -262 -350 -306 88 1,14
70 | AM  -250 -340 -295 90 2,01
AO  -262 -350 -306 88 0,833
90 | AM  -250 -351 -301 101 1,80
AO  -262 -380 -321 118 0,833
130 | AM  -250 -361 -306 111 1,78
AO  -262 -380 -321 118 0,814
150 | AM  -250 -377 -312 127 1,79

Com relacdo aos valores de |ipa/ioc/, que avalia a reversibilidade de carga,
graficou-se 0 mesmo em funcgéo da velocidade de varredura para compreender melhor o

comportamento, Figura 2.12.
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Figura 2.12. Modulo da razdo entre as correntes de picos (|ipa/ipc|) Versus velocidade de

varredura, para os fenotiazinicos (6 umol L™).

Observa-se na Figura 2.12, que mesmo nas condic¢des de baixa concentracédo, 0s
fenotiazinicos ndo exibem uma reversibilidade carga perfeita (|ipa/ipc] = 1). Contudo,
verifica-se que os valores de |ipa/ipc| estdo mais proximos da unidade para o AO,
indicando novamente que o AO apresenta uma maior reversibilidade de carga. Desta
forma, vemos que reversibilidade de carga segue a tendéncia contraria a

hidrofobicidade, ou seja, quanto menos hidrofébico mais reversivel.

2.4.4 Estudo da autoagregacédo do AO e AM em meio aquoso

Como é conhecido, moléculas de fenotiazinicos tendem a se autoagregarem em
solucdo aquosa. Tal agregacdo gera um empilhamento molecular que é favorecido tanto
por forcas de van de Waals quanto pela polarizabilidade destas moléculas. Inicialmente
os estudos de autoagregacdo foram conduzidos empregando as técnicas Oticas
tradicionais. Tais técnicas permitem monitorar as moléculas na forma monoméricas e
autoagregadas. Abaixo segue os espectros de absortividade molar em funcdo do

comprimento de onda para os fenotiazinicos.
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Figura 2.13. Espectros de absortividade molar em fungdo do comprimento de onda a
30,0 °C e 0,1 mol L™ de KCI. A) AO e B) AM.

Verifica-se a presenca das bandas de mondémeros 626 e 662 nm para o AO e
AM, respectivamente e bandas caracteristicas de agregados 584 e 615 nm para 0 AO e

AM, respectivamente. Em ambos 0s espectros, observa-se uma reducdo do pico
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referente a mondmero e um aumento do pico referente a agregado com o aumento da
concentracdo. Para compreender tais mudancas, construiram-se graficos de

absortividade molar em fungéo da concentracéo, Figura 2.14.
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Figura 2.14. Absortividade molar e razdo das absortividades molares em funcdo da

concentracdo de fenotiazinico.

Verifica-se que a absortividade molar dos monémeros diminui, mas ndo na
mesma propor¢do do aumento da absortividade molar dos agregados. A razdo das
absortividades molares (monémero/agregado) mostra dois regimes de variagdo, que é
atribuido ao processo de autoagregacao.

De acordo com a teoria de éxciton, dois modelos de empilhamento molecular de
cromoforos sdo possiveis no processo de autoagregacdo (Kasha, Rawls et al. 1965). No

modelo 1 (agregado H), moléculas de cromoforo estdo empilhadas paralelamente

72
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



(twisted sandwich-like) enquanto que no modelo 2 (agregado J), moléculas de
cromoéforo estdo alinhadas no mesmo plano (oblique head-to-tail). Desta forma, num
sistema real, o agregado H e J sdo possiveis. No entanto, a literatura tem reportado que
cromoforos catidnicos planares tende a apresentarem majoritariamente agregados do
tipo H em meio aquoso, devido as elevadas forcas de van der Waals e dipolo-dipolo que
ocorrem em curta distdncia no processo de empilhamento molecular (Ghanadzadeh,
Zeini et al. 2008). Assim, atribuiremos daqui em diante que o processo de
empilhamento conduz a formacdo de uma estrutura supramolecular do tipo twisted
sandwich-like (Figura 2.15). Os autoagregados do tipo H sdo observados quando o
angulo (0) entre a direcdo dos momentos dipolares e a linha que une 0s centros
moleculares aproxima-se de 90°. Enquanto para autoagregados do tipo J, 6 aproxima-se

de 0° (Figura 2.15) (Kasha, Rawls et al. 1965).

Agregado H
@ Agregado J
0 =90°

Figura 2.15. Representacdo de autoagregados (dimeros) baseado na teoria do éxiton
(Kasha, Rawls et al. 1965).

A fim de se obter maiores informacfes sobre o processo de empilhamento
molecular, realizaram-se estudos de emissdo da fluorescéncia e espalhamento de luz

ressonante, Figura 2.16.
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Figura 2.16. Espectros de emissdo de fluorescéncia em fungéo da concentracdo, Aexc =
560 nm, T = 30,0 °C e 0,1 mol L™ de KCI. A emiss&o foi coletada no pico de maxima
emissdo. A) e B) Referente ao AO. C) e D) Referente ao AM.

Nas Figuras 2.16A e C, verifica-se um deslocamento batocrémico do pico de
méaxima emissao indicando a desativacdo dos estados excitados com o aumento da
concentracdo de fenotiazinicos. Nas Figuras 2.16B e D, observa-se inicialmente um
aumento da emissdo com o aumento da concentracdo de fenotiazinicos até 25 pmol L™,
onde depois desta concentracdo a emissdo tende a reduzir drasticamente até uma regiao
de menor variacdo com o aumento da concentracdo de fenotiazinico. Esta drastica
reducdo da emissdo esta relacionado principalmente ao empilhamento molecular, que
causa desativacdo do estado excitado por processos colisionais (ndo radioativos). Na
regido onde a emissdo varia muito pouco com o0 aumento da concentragdo dos
fenotiazinicos, fica evidente que o empilhamento molecular gera uma estrutura
supramolecular que emite pouca fluorescéncia. Isto é perfeitamente factivel, sabendo
que estruturas supramoleculares causam um grande numero de colisdes entre as
moléculas empacotadas que interagem fortemente por forcas de van der Waals e dipolo-
dipolo.

Ampliando a regido de baixa concentracdo, verifica-se um desvio da linearidade
nas proximidades das concentracies de 4 e 6 pmol L* para 0 AO e AM,
respectivamente, Figura 2.17. Este desvio pode estar relacionado com a formagéo de
autoagregados de fenotiazinicos e efeito de filtro interno, que € a reabsorcdo de luz
pelas moléculas devido a alta concentracdo (Yazdani, Irandoust et al. 2012).
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Figura 2.17. Espectros de emissdo de fluorescéncia em fungéo da concentragdo do AO
e AM, Aexe = 560 nm, T = 30,0 °C € 0,1 mol L de KCI.

A existéncia de agregados e o processo de empilhamento molecular, também
foram investigados empregando-se medidas de espalhamento de luz ressonante (RLS)
no modo sincrénico com delta de 5 nm. Verifica-se para ambos 0s casos uma emissao
residual em 637 nm com um ombro em 670 nm, Figura 2.18A e B. Tal emissao residual
de fluorescéncia é comprovada pelas Figuras 2.17B e D, que mostram o mesmo perfil
dos espectros de emissdo mostrados nas Figuras 2.18C e D. O ombro observado esta
relacionado com uma diferente espécie emissora provavelmente um autoagregado. Os
espectros de RLS também mostram um sinal de espalhamento caracteristico de
agregados em 760 nm. Proximo da concentragdo onde se observou o desvio da
linearidade, verifica-se um aumento no espalhamento com o aumento da concentracao
de fenotiazinico, principalmente para o AO, Figura 2.18E. Este resultado indica que o
desvio da linearidade observado pode realmente estar relacionado com a formacdo de
autoagregados. Para o AM o sinal de RLS é aproximadamente constante com a
concentracdo, com excecdo de uma concentracdo onde se observa um elevado sinal de

RLS, Figura 2.18F. Assim para 0 AM os resultados de RLS néo foram conclusivos.
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Figura 2.18. Espectros de RLS em funcdo da concentracdo de fenotiazinicos em agua,
0,1 mol L™ de KCl e T = 30,0 °C. Aem = 620 nm (AO), Aem = 640 nm (AM), Agres = 760
nm (fenotiazinicos) e delta (A) =5 nm. (A), (C) e (E) parao AO e (B), (D) e (F) para o

AM.
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As técnicas eletroquimicas foram empregadas, a fim de ajudar a elucidar o
mecanismo de autoagregacdo via empilhamento molecular que ocorre com o0s
fenotiazinicos com o aumento da concentracdo. Assim, parametros cinéticos e

coeficiente de difusdo foram estimados.

2.4.5 Estimativas dos parametros cinéticos: coeficientes de transferéncia de elétrons
(@) e constantes de velocidades de reacao da superficie (ks)

Com o intuito de compreender o efeito da autoagregacdo nos parametros
cinéticos da reacdo redox na superficie do ET, estimaram-se os valores de o e Ks
empregando-se a Equagdo de Laviron (Equagdo 2.1) fazendo-se E, versus Inv, Figura
2.19, que é uma Equacdo derivada do modelo empirico de Tafel e tedrico de Butler-
Volmer (A. J. Bard 1980).

-252 - AM 600 umol L™
+

® — 0
AO 600 pmol L™

< -280 4
g
LIJQ_
-308 - AM 6 pmol L™
AO 6 umol L™
-336 -

-2,03 -1,74 -1,45 -1,16
Inv

Figura 2.19. Plot de Ej versus Inv para 0 AO e AM em meio aquoso a 30,0 °C.

Para estimar os parametros cinéticos, trabalhou-se apenas na regido de menor
reversibilidade, ou seja, em altas velocidades de varredura (110 a 300 mV s), pois é a
regido mais adequada para se aplicar a Equacdo de Laviron (Laviron 1979), como
mostra a Figura 2.19. Os valores de o e ks, encontrados pelo plot Ey. versus Inv, foram

graficados em funcéo da concentracdo e se encontram na Figura 2.20.
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Figura 2.20. A) Plot de a versus [fenotiazinico]. B) Plot de ks versus [fenotiazinico].

Os valores de a, que variam de O a 1, representam a medida de simetria da
barreira de ativacdo entre reagentes e produtos, de acordo com o modelo de Butler-
Volmer. Valores de a < 0,5, a estrutura do complexo ativado tem maior semelhanca a
estrutura da espécie oxidada. Neste caso, a espécie reduzida tem menor energia livre.
Quando o > 0,5, a estrutura do complexo ativado tem maior semelhanca a estrutura da
espécie reduzida, enquanto a espécie oxidada apresenta menor energia livre, Figura 1.7
(A. J. Bard 1980, Brett 1996).

Os valores de ks representam a constante de velocidade heterogéneo do processo
redox que ocorre entre 0 AO e o ET. O termo heterogéneo é usado pelo fato da
transferéncia eletronica ocorrer de uma molécula em solucéo para o ET que é sélido (A.
J. Bard 1980).

Na Figura 2.20A, observa-se que a estabilizacdo da forma oxidada e reduzida,
assim como a estrutura do complexo ativado no processo redox é dependente da
concentracdo de fenotiazinico e consequentemente da formacdo de autoagregados no
meio. Observa-se que a forma reduzida € menos estabilizada até aproximadamente 150
umol L™, acima desta concentracio a forma reduzida é mais estabilizada, ou seja, o
aumento da concentracdo tende a desestabilizar a forma oxidada e estabilizar a forma
reduzida. A explicacdo deste fenébmeno pode estar relacionada com o aumento das
forcas de van de Waals e dipolo-dipolo que atuam a curta distancia, estabilizando mais a
forma reduzida (forma mais hidrofilica), como € o caso do empilhamento molecular que

ocorre entre as moléculas de fenotiazinicos com 0 aumento da concentragéo.
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A Figura 2.20B confirma que a velocidade de transferéncia de elétrons entre a
espécie eletroativa e o ET é proporcional a concentragdo da espécie. Contudo,
verificam-se dois regimes de variagdo de ks em funcdo da concentracdo, ou seja, Ks
apresenta maior variacdo em baixas concentracdes em relacdo a altas concentracdes.
Este resultado mostra que o empilhamento molecular (regido de alta concentracéo),
torna a dependéncia da velocidade de transferéncia de elétrons em fungdo da
concentracdo menos efetiva. Comparativamente, o AO apresenta maiores valores de ks
praticamente em todas as concentracdes, indicando que a transferéncia de elétrons entre
0 AO e o ET é mais rapida, provavelmente devido a sua menor hidrofobicidade.
Adicionalmente, a grandeza nos valores de ks indicam que o equilibrio redox dos
fenotiazinicos na superficie do ET € rapidamente alcancado e que ndo ha reacGes

paralelas ou acopladas.

2.4.6 Estimativas dos coeficientes de difusao

Antes de estimar o coeficiente de difusdo, obtiveram-se os VPD em varias
concentragOes de fenotiazinicos, Figura 2.21A e B. Observa-se um aumento da corrente
catodica (ipc) em funcdo do aumento da concentragdo, Figura 2.21C e D. No entanto,
este aumento ndo é linear na regido de concentracdo estudada, sendo possivel verificar,
para os dois compostos, um ponto de inflexdo. O comportamento ndo linear da corrente
em funcdo da concentracdo pode ser atribuido a variacdo na cinética de transferéncia de
elétrons, como observado anteriormente. Entretanto, também pode ser atribuido a

variacdo do coeficiente de difusdo das espécies com o aumento da concentracao.
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Figura 2.21. VPD em meio aquoso, 0,1 mol L™ de KCl e T = 30,0°C para 0 AO (A) e
AM (B) a diferentes concentragdes aumentando de 0,3 - 400 umol L™ e plot de Ipc €M

funcdo da concentracdo paraa AO (C) e AM (D).

Uma vez que a autoagregacdo por empilhamento molecular afetam dois
parametros diferentes que influenciam na corrente de pico, a andlise de tal fendbmeno
através da corrente de pico torna-se dificil e ambigua. No entanto, uma vez que 0s
experimento foram realizados de forma controlada, os coeficientes de difusdo (D)
podem ser determinados utilizando ip. da VPD. Neste método, tem-se a minimizagéo de
efeitos capacitivos tornando assim uma técnica mais confiavel do que VC. Os valores
dos coeficientes de difusdo foram calculados usando a Equacao caracteristica da técnica
de VPD, Equacéo 2.3 (Brett 1996). Assim, realizaram-se os graficos de D em funcéo das

concentracOes de fenotiazinicos, Figura 2.21.
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Figura 2.22. Coeficiente de difusdo (D) dos fenotiazinicos em funcéo da concentragdo

em meio aquoso, 0,1 mol L™ de KCl e T = 30,0°C. A) AO e B) AM.
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Verifica-se na Figura 2.22, uma reducdo no D com o aumento da concentragédo
de fenotiazinicos. Esta reducdo é mais drastica em baixas concentragdes e menos
pronunciada em altas concentracdes. Em baixas concentragdes, aproximadamente 10°° e
10™° mol L?, os D estdo ao redor de 10®° cm? s que é caracteristico de espécies com
pequeno volume molecular. Aumentando a concentragdo para acima de 10 mol L™, os
D diminuem para 10”7 cm? s, valores normalmente associados a espécies com grande
volume molecular tais como polimeros sintéticos e proteinas em meio aquoso.

De acordo com a equacdo de Stokes-Einstein (Equacao 1.31), D é proporcional a
temperatura absoluta e inversamente proporcional ao coeficiente de atrito, que também
pode ser chamado como o coeficiente de arrasto. Em temperatura constante, o D s
muda em funcdo da variacdo no coeficiente de atrito. Portanto, pode-se fazer uma
relacdo direta na variacdo do D em funcdo da concentracdo de fenotiazinico como
dependente do tamanho/forma da espécie em solucdo, uma vez que as alteracdes nas
forcas de interacdo entre as espécies em funcdo do processo de empilhamento podem
ser negligenciadas.

Assim, em baixas concentracfes, o processo de empilhamento alterara
significativamente o tamanho das espécies que se difundem no meio, observando-se
uma acentuada variagdo no coeficiente de difusdo nesta regido. Por exemplo, a
formacdo de dimeros a partir dos monémeros, dobra o tamanho da espécie em
movimento, enquanto que a formacdo de trimeros a partir de um dimero tem-se um
aumento de 50% do tamanho da espécie. Em maiores concentracfes, 0 crescimento
molecular via empilhamento dos fenotiazinicos, ocasionam em variagbes menos
significativas na difuséo e consequentemente no tamanho dos agregados. Ent&o, nesta
regido de concentracdo, tal crescimento conduz a pequenas variacdes relativas no
tamanho dos agregados.

De maneira geral, a reducdo do coeficiente de difusdo sugere a formacéo de
autoagregados de diferentes tamanhos se empilhando no meio aquoso. Para se obter
uma melhor percepcéo dos efeitos de empilhamento molecular, com relagdo ao tamanho
dos agregados, é factivel analisar em termos de raio hidrodindmico relativo (Rj).

Assim, os valores de R}, foram determinados pela Equacéo 2.6

R, == =— Equacéo 2.6
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sendo que D, € o coeficiente de difusdo da espécie na primeira concentracdo empregada
(0,3 pumol L), onde supostamente ndo ha agregados como observados nos resultados
Gticos. Este termo atua como um pardmetro padrédo interno.

Entdo, neste caso, 0 primeiro ponto medido esta abaixo da concentracdo
agregacional critica (Macchioni, Ciancaleoni et al.), tendo em vista as moléculas
isoladas empregadas como referéncia para a variacdo do D. Desta forma, a utilizacdo
dos valores relativos de raio fornece uma melhor visdo da variagdo do tamanho

hidrodindmico dos agregados em fungdo da concentracdo das espécies, como pode ser

observado na Figura 2.23A.
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Figura 2.23. A) Valores de raio hidrodindmico relativo (R}j;) em funcdo da
concentracdo de fenotiazinicos. B) Representacdo esquematica do processo de auto
agregacao com i) representando o processo de agregacao inicial representada na CAC,
em seguida, ii) crescimento unidimensional do agregado via empilhamento molecular e
iii) um colapso do empilhamento unidimensional dos agregados através de uma

transicdo de fase formando grupos de agregados mais compactos.

Verifica-se na Figura 2.23A que os valores de R}, comegam a aumentar acima de
9 umol L*, para ambos os compostos, indicando o comego do processo de
autoagregacao, ou seja, uma CAC. Este valor esta em concordancia aos valores
encontrados na literatura empregando-se técnicas 6ticas sendo 10 e 5 pmol L™ para o
AO e AM, respectivamente. Desta forma, pode-se afirmar que medidas de R}, em
funcdo da concentracdo, empregando VPD, pode fornecer um método confidvel para
determinacdo de CAC de espécies eletroativas no meio.

O processo de empilhamento molecular leva a um crescimento do agregado, e
consequentemente, em um aumento nos valores de Rj; com o aumento da concentragdo
para ambos 0s compostos até numa concentracdo onde se observa uma subita
diminuicdo de Rj;, Figura 2.23A. No entanto, a concentragdo onde ocorre esta
diminuicdo ndo € o mesmo. A mudanga no padrdo de variagdo do Rj em funcdo da
concentracdo de fenotiazinicos indica uma mudanca no processo de crescimento do
autoagregado e uma reducdo severa do volume hidrodindmico dos mesmos. A mudanca
subita nos valores de Rj; com o aumento da concentragdo de fenotiazinas pode ser
explicada pelas alteracdes na anisometria do agregado, ou seja, passando de uma
estrutura com menor anisometria para uma estrutura com maior anisometria, Figura
2.23B. O processo de empilhamento a baixa concentracdo, leva a um crescimento
unidimensional do agregado em solugdo, devido as interagfes direcionais dos orbitais ©
delocalizados. No entanto, os dados sugerem que esta estrutura empilhada
unidimensionalmente é submetida a uma transi¢éo de fase para atingir uma forma mais
condensada em solucdo. A transicdo de forma, com o aumento do tamanho do agregado,
esta representado na Figura 2.23B.

A curva do Rj; indica que em baixa concentracdo, moléculas livres tendem a
formar agregados de maior anisometria via empilhamento n-n. Em seguida, a0 aumentar

a concentracdo, ocorre um crescimento unidimensional que segue a mesma tendéncia
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anisometrica apenas num curto intervalo de concentracdo. Seria de esperar que a
estabilidade das estruturas unidimensionais mudasse em funcéo do seu tamanho. Assim,
quando um valor maximo de tamanho é atingido, a estabilidade do sistema
unidimensional ja ndo é estruturalmente mais estdvel. Neste ponto, o agregado
unidimensional é submetido a um processo de rearranjo (colapso) para formar
agregados mais estaveis, tipo cluster, que tém menor anisometria. A transicdo de fase é
observada em 170 e 200 umol L™ para AM e AO, respectivamente. Os valores maximos
de R}, alcancado pelos sistemas antes da mudanca de comportamento é 60 para 0 AO e
72 para 0 AM. Este resultado sugere que o AM tende a formar agregados
unidimensionais maiores, 0 que pode ser explicado pela maior hidrofobicidade do AM
em relacdo ao AO.

Com a finalidade de comprovar o colapso da estrutura unidimensional,
realizaram-se medidas de Espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS), numa
concentracdo abaixo (100 umol L) e outra acima (250 pmol L™) da regi&o de colapso,
Figura 2.24.
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Figura 2.24. SAXS para os fenotiazincos em 0,1 mol L™* de KCl e T = 30,0 °C. A) AO
e B) AM.

A Figura 2.24A e B mostram um discreto, mas consistente aumento na
intensidade de espalhamento nas proximidades de 0,35 A * para a concentragdo de 100
umol L™, em ambos os compostos. Este resultado indica uma maior intensidade de
espalhamento ocasionado pela estrutura unidimensional dos autoagregado, em relagédo
ao cluster, cujo formato implica em menor intensidade de espalhamento. Assim, 0s

resultados de SAXS concordam com a maior anisometria das estruturas previstas abaixo
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de 170 e 200 umol L™ para AM e AO, respectivamente, como apontado pelos dados de
VPD.

2.5 CONCLUSAO PARCIAL

A atividade eletroquimica bem definida dos fenotiazinicos AO e AM, composto
por um unico processo redox atribuida a um processo de transferéncia de dois elétrons,
referente ao grupo tiazina, proporcionou a oportunidade de avaliar a dinamica molecular
de moléculas em solucdo aquosa. A VC é usada para caracterizar as propriedades
eletroquimicas gerais do AO e AM. As diferencas moleculares entre AO e AM,
resultam em diferencas na reversibilidade eletroquimica, sendo que o AO apresentou-se
como sistema mais reversivel.

A autoagregacdo dos fenotiazinicos afeta as propriedades eletroquimicas de
modo geral, tais como reversibilidade, transferéncia de massa (relacionado ao D) e
transferéncia de carga (relacionado a ks). O empilhamento molecular tende a estabilizar
a forma oxidada dos fenotiazinicos, que € a forma mais hidrofdbica.

A técnica de VPD é relativamente sensivel para investigar processo de
autoagregacao molecular até mesmo em solucdes diluida de AO e AM. O coeficiente de
difusdo calculado pela técnica de VPD, diminuir significativamente de 5 umol L™ para
300 umol L. Uma melhor compreenséo do processo agregacional dos fenotiazinicos
sdo obtidos na andlise do Rj; em fungdo da concentracdo da espécie. A concentragao
agregacional critica (CAC) é observada nas proximidades de 9 umol L™ tanto para AO
quanto para AM. Portanto, em concentraces superiores a 9 pmol L™ moléculas de AO
ou AM tendem a formar agregados moleculares em solucdo aquosa. O tamanho dos
agregados cresce com o aumento da concentracdo. O perfil de crescimento sugere que 0
processo de crescimento inicial segue um processo de crescimento unidimensional via
empilhamento 7-m. Na regido de a 170 e 200 pmol L* para 0 AM e AO,
respectivamente, ocorre um colapso da estrutura unidimensional, com baixa
anisometria, para uma estrutura com alta anisometria, tipo cluster. Estruturas
autoagregadas num empilhamento n-mt unidimensional abrange apenas uma curta faixa
de concentragéo.

A utilizacdo de VVPD para investigar dinamica molecular de espécies eletroativas

em solucdo, mostrou-se capaz de ser uma técnica poderosa, mesmo em solugdes
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diluidas. As forcas intermoleculares especificas podem ser exploradas para criar
estruturas de automontagem em solucdo, mas, no caso dos fenotiazinicos estudados, as
condi¢Ges devem ser cuidadosamente avaliadas devido aos limites de estabilidade

estruturais dos sistemas.
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CAPITULO 3

Avaliacao do Coeficiente de Difusao de
Compostos de Inclusao Formados entre

Ciclodextrinas e Ferroceno
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3.1 INTRODUCAO

Ciclodextrinas (CDs) é uma classe de moléculas hospedeiras naturais, obtidas a

partir da degradacdo enzimatica do amido (Singh, Bharti et al. 2010). Sdo constituidos

por unidades de D-glucopiranose, que unidas originam estruturas ciclicas em formato de

cone. As CDs obtidas com maior rendimento, conhecidas como naturais, contem seis,

sete e oito unidades de glicose, sendo denominadas de a-ciclodextrina (a-CD), B-

ciclodextrina ($-CD) e y-ciclodextrina (y-CD), respectivamente, Figura 3.1.
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Figura 3.1. Estruturas quimicas das CDs.
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A estrutura espacial conica e a orientacdo dos grupos hidroxilicos para o exterior

conferem a estes acucares ciclicos propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capazes

de solubilizar-se em meio aquoso € a0 mesmo tempo encapsular no interior da sua

cavidade moléculas hidrofobicas. Estas caracteristicas tornam as CDs carreadores em

potencial de farmacos. Sendo assim, a formagdo de complexos de inclusdo com varias

moléculas hospede organica ou inorgéanica, é uma das caracteristicas mais importantes

das CDs. A formacdo do complexo de inclusdo dependerd do tamanho da molécula

hospede e do didmetro da cavidade da CD empregada como hospedeira. O didametro da

cavidade e a solubilidade de todas as CDs estdo apresentados na Tabela 3.1 (Buschmann

and Schollmeyer 2002, Singh, Bharti et al. 2010).

88

Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



Tabela 3.1. Algumas propriedades e dimensdes das trés CDs mais comuns (Miranda,
Martins et al. 2011).

Tipo de Diametro Diametro Solubilidade Peso Molecular
CD interno (10™°m)  externo (10°m)  em &gua (g/100 mL) (g/mol)
a-CD 4,7-53 13,7 14,5 972
p-CD 6,0-6,5 15,3 1,85 1135
v-CD 75-8.3 16,9 23,2 1297

Observa-se na Tabela 3.1 que as ciclodextrinas possuem uma faixa de diametros
determinados e fixos, de forma que complexos de inclusdo 1:1 estaveis (Popescu and
Grigoriu 2012) sao formados com moléculas cujo diametro é menor que o didmetro da
cavidade.

Como as CDs néo sdo eletroativas, para medir seu coeficiente de difusdo, deve-
se introduzir em sua cavidade hidrofobica uma molécula eletroativa com potencial
redox bem definido e tamanho apropriado como molécula sonda para investigar as
propriedades eletroquimicas e estimar o coeficiente de difusdo em meio aquoso. Uma
molécula cujo potencial redox é bem definido e forma um complexo de inclusdo 1:1
com a 3-CD e a y-CD, com excelente estabilidade em meio aquoso, € o ferroceno (Peng,
Feng et al. 2014). Ent&o, empregou-se o ferroceno para formar compostos de incluséo e
estimar o coeficiente de difusdo das CDs. A formacgdo de compostos de incluséo do tipo
1:1 esta condicionado pela afinidade hospede/hospedeiro e tamanho da molécula
hospede. Por exemplo, dependendo das condi¢cdes experimentais, ndo ha formacao de
complexo de inclusdo do tipo 1:1 entre fenotiazinico e CDs (Raj and Ramaraj 1996,
Zhang, Shuang et al. 2003),

O ferroceno (Fc) é um composto organometalico cuja formula é Fe(CsHs),. E
um exemplo de metaloceno, uma classe de compostos organometalicos, e consiste de
dois anéis ciclopentadienil presos a lados opostos de um atomo central de metal. Tais
compostos sdo também conhecidos com compostos sanduiche, como mostra a Figura
3.2.
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Figura 3.2. Estrutura molecular do ferroceno ([Fe(n’-CsHs)2]) — composto sanduiche.

O éatomo de ferro no ferroceno € normalmente apresentado com Nox +2,
comprovado por espectroscopia Mdssbauer. Em cada anel ciclopentadienil (Cp) é
alocada uma Unica carga negativa, levando a seis 0 niUmeros de elétrons © em cada anel,
e assim os tornando aromaticos. Estes doze elétrons (seis de cada anel) sdo entdo
compartilhados com o metal por meio de ligacdo covalente héptica, que, quando
combinada aos seis elétrons d no Fe?*, resulta no complexo com configuracio de 18
elétrons (Seiler and Dunitz 1982).

A falta de ligacGes individuais entre os atomos de carbono do anel Cp e o ion
Fe** resulta em os anéis Cp girarem livremente ao redor do eixo Cp(centrside)-Fe-
Cp eentroide), COMO 0bservado por ressonancia magnética nuclear e microscopia eletronica
de tunelamento (Abel, Long et al. 1991).

O Fc exibe processo redox reversivel e o niamero de elétrons transferidos no
processo redox € bem definido (Barrado, Couto et al. 2014). Além disso, os dois anéis
Cp tornam o complexo como um todo relativamente hidrofobico, ou seja, insollivel em
meio aquoso. Desta forma, como cavidade das CDs é hidrofébica, em meio aquoso, o
Fc tende a migrar espontaneamente para o interior das CDs, interagindo e ligando-se
fortemente com sua cavidade, formando complexos de inclusdo relativamente estaveis
(Figura 3.3) do tipo 1:1 com a p-CD e a y-CD (Zhang, Chen et al. 2011, Peng, Feng et
al. 2014).

p-CD y-CD
Figura 3.3. Representagdo dos compostos de inclusdo entre ferroceno e as
ciclodextrinas.
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Visando mostrar que o coeficiente de difusdo, estimado por métodos
eletroquimicos, depende do tamanho da espécie no meio e que o tamanho da espécie
depende da concentracdo, no caso dos fenotiazinicos, devido ao processo de
autoagregacao, realizou-se estudos com as CDs. As CDs possuem elevada solubilidade
em agua (Tabela 3.2) e ndo sofrem processo de autoagregacdo em larga faixa de
concentragdo. Sendo assim, ndo se observaria uma variagdo no coeficiente de difuséo
com o0 aumento da concentracdo das CDs. Este fato contribui para validar o método de
monitoramento do empilhamento molecular pela anélise do coeficiente de difuséo e raio
hidrodinamico via método eletroquimico, proposto no Capitulo 2.

Portanto, neste Capitulo realizou-se uma caracterizacdo eletroquimica dos
compostos de inclusdo B-CD/Fc e y-CD/Fc em meio aquoso e determinou-se o
coeficiente de difuséo. Adicionalmente, avaliou-se o efeito da concentragdo sobre o
coeficiente de difusdo e comparou-se com o0s resultados encontrados para 0S
fenotiazinicos, discutidos no Capitulo 2. Tal comparacdo propiciou evidéncias para
reforcar a proposta de monitoramento de autoagregados via voltametria de pulso

diferencial, discutida no Capitulo 2.

3.2 MATERIAIS E METODOLOGIA

3.2.1 Materiais
O cloreto de potassio (KCI) foi obtido da Merck com grau de pureza acima de

98%. As ciclodextrinas (B-CD e y-CD) e o ferroceno foram obtidos da Aldrich, com
grau de pureza acima de 99%. A agua empregada para o preparo de todas as solucdes de
trabalho foi agua Milli-Q. O etanol empregado para o preparo dos compostos de
incluséo e solucdo de ferroceno foi de grau PA.

3.2.2 Metodologia

3.2.2.1 Preparo das solucdes e composto de inclusdo
A solugdo estoque de ferroceno foi preparada com a introducdo de KCI

fornecendo uma concentracdo de 1,0x10° mol L™ de ferroceno e 0,1 mol L™ para o
KCI. A solucéo estoque de ferroceno € a propria solucdo de trabalho e foi preparado
dissolvendo-se o ferroceno numa mistura de &gua/etanol 40% (v/v). As soluges
estoques foram guardadas ao abrigo da luz. O processo encapsulamento (formacéo do

composto de inclusdo) foi empregado o método da dispersdo solida (Zhang, Jackson et
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al. 1996, van Nostrum 2004), sendo que a agitacdo na etapa de hidratacao foi realizada a
temperatura ambiente Assim, as solugdes dos compostos de incluséo apresentaram
concentracdo de 1,0x10° mol L™ para as ciclodextrinas e 1,0x10° mol L™ para o

ferroceno.

3.2.2.2 Caracterizacdo eletroquimica e estimativa do coeficiente de difusdo
Foi empregada a voltametria ciclica (VC) como técnicas de caracterizacao

eletroquimica. A célula eletroquimica constituiu de um eletrodo de trabalho (ET) de
carbono vitreo, um eletrodo de referéncia de calomelano Hg/Hg,Cl, saturado e um
contra eletrodo de platina. Os voltamogramas foram obtidos empregando-se KCI na
concentracdo de 0,1 mol/L como eletrélito suporte. Antes de realizar as medidas
borbulhou-se N, por 15 minutos na solucdo para remover O, do meio aquoso. O
eletrodo de trabalho foi limpo por polimento empregando-se alumina.

Através dos voltamogramas, foram extraidos os pardmetros de potencial
catodico (Epc), potencial anddico (Epa), corrente de pico catddico (iyc), corrente de pico
anodico (ipa) e potencial de meia onda (Ei). Através dos voltamogramas foram
analisadas as linearidades entre concentracdo e corrente do AO. A reversibilidade foi
verificada variando a velocidade de varredura, avaliando o perfil do voltamograma e
plotando um gréfico de corrente de pico (ip) versus a raiz quadrada da velocidade de

varredura (v

), numa concentracdo constante dos ferroceno e CD.

A reversibilidade foi avaliada empregando a Equacdo de Randles-Sevcik,
Equago 2.2, (A. J. Bard 1980) fazendo i, versus v*2.

Empregando a técnica de VPD, foi empregada para estimar o coeficiente de
difuséo aparente (Dap). Para isso, variou-se o tempo de modulagéo (tn) para a obtencdo

-1/2

dos voltamogramas, onde plotou-se um gréafico de i, versus (tn) ', onde através da reta

pode-se extrair o coeficiente angular e empregando a Equacéo 2.3 para VPD (A. J. Bard
1980, Brett 1996), estimou-se 0s valores de Dgp.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Caracterizacao eletroquimica e reversibilidade

Os sistemas foram caracterizados empregando-se a VC, Figura 3.4. Verifica-se

uma drastica mudanca na corrente de pico do Fc sozinho em comparacao aos sistemas

92
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



contendo Fc e CDs. Esta reducdo na corrente indica a formacdo de compostos de
inclusdo 1:1 de B-CD/Fc e y-CD/Fc. Avaliando de maneira detalhada a reducéo das
correntes de pico, sabe-se que tem origem em dois fatores: i) diminuicdo da
transferéncia de massa, relacionado a difusdo da espécie no meio e ii) diminuicdo da
transferéncia de carga, relacionado a velocidade de transferéncia de elétrons entre 0 ET
e a molécula eletroativa (A. J. Bard 1980). Com relacdo ao fator i, 0 encapsulamento do
Fc diminui a velocidade com que a sonda eletroquimica se difundiu do seio da solugdo
para a regido eletroativa do ET, devido ao maior volume e raio hidrodindmico do
composto de inclusdo. Desta forma, tem-se uma reducdo da concentracdo de Fc na
superficie do ET, o que reduz as correntes de pico do mesmo. De fato, pode-se observar
que entre os compostos de inclusdo, o sistema y-CD/Fc se difunde mais lentamente
devido ao seu maior volume, fornecendo menores correntes de pico em relacdo ao
sistema B-CD. Quantificaremos este resultado mais adiante. Com relagdo ao fator ii,
como nédo se observa mudanga consideravel no potencial de pico (Ep) provavelmente
ndo a influéncia na velocidade de transferéncia de elétrons (ks) quando Fc é encapsulado

nas CDs. Desta forma, o fator ii ndo contribui para a reducéo das correntes de pico.

—Fc
244 |——Fc +p-CD
—— Fc +y-CD
12 1
<
— 5
-12
-24- ] ] ] ] ]
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Potencial (V)
Figura 3.4. VC do Fc (1,0 mmol L) na mistura 4gua/etanol (40%) e em meio aquoso
encapsulado na B-CD e y-CD, KCI (0,1 mol L™), v=50mV s* e T = 30,0 °C.

Os parametros eletroquimicos foram extraidos dos voltamogramas apresentados

na Figura 3.4 e se encontram na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Pardmetros eletroquimicos (Ep, E1/2, NAE, € ipalipe) do Fc (1,0 mmol L™) na
mistura agua/etanol (40%) e em meio aquoso encapsulado na B-CD e y-CD, KCI (0,1
mol L), v=50mV s*e T =30,0 °C.

Fc 250 200 225 50 1,32
B-CD/Fc 250 200 225 50 1,20
v-CD/Fc 220 170 195 50 1,04

Na Tabela 3.2 verifica-se que nos trés sistemas, tem-se uma reversibilidade
redox e de carga relativamente boa, pois os valores de nAE, ~ 59 mV e |ipa/ipc| ~ 1,0,
respectivamente (Brett 1996). Em relacdo ao Ej, observa-se um deslocamento para
regido de maior facilidade de ocorrer o processo redox apenas para o sistema y-CD/Fc.
A variacdo de E;;, sugere mudanga de ambiente quimico. Desta forma, o resultado
mostra que uma mudanca no ambiente quimico ocorreu apenas para o sistema y-CD/Fc.
Este resultado é particularmente interessante, pois sugere que a cavidade das CDs,
mesmo sendo hidrofébicas, pode estar hidratada. Assim vemos que, a cavidade da y-CD
é menos hidratada, em relacdo a B-CD que se apresentou 0 mesmo ambiente quimico,
em termos de Ej/,, que o Fc sozinho em meio aquoso.

Aplicando-se a Equacdo de Randles-Sevcik, Equacédo 2.2 (A. J. Bard 1980), pode-
se observar excelente linearidade para os todos os sistemas na ampla faixa de velocidade de

varredura estudado, Figura 3.5.

(A) (8)
80 1

100 ~

501 40+

()

i
pa

, (1)
]

-50 - 40+

T T T T T -80 . . i . -
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potencial (V) V2 (v s

94
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



(D)
40 4 401

204

pa

()

(A
°

pc

-20 - -20 -

-40 -40
0,0 01 0.2 03 04 o5 %0 0.2 0.4 0.6 08 10

1/2 -1\1/2
Potencial (V) vo(VsY)

30
© G

154

pa

 (4A)

pc

-154

-30 1

0,0 0,1 0:2 0:3 0:4 0,5 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Potencial (V) V2 WV S-l)llz

Figura 3.5. Voltamogramas ciclicos dos sistemas em KCI (0,1 mol L™), variando a
velocidade de varredura (10 - 1000 mV s%). A) e B) Fc (1,0 mmol L?), em meio de
4gua com 40% de etanol. C) e D) Fc (1,0 mmol L™) + B-CD (1,0 mmol L) em meio

aquoso. E) e F) Fc (1,0 mmol L™) +y-CD (1,0 mmol L) em meio aquoso.

Este resultado mostra que o processo redox do Fc é reversivel e controlado por
difusdo em todas as velocidades de varredura para o Fc livre e encapsulado. Além disso,
como nos sistemas da Figura 3.5 ndo ha formacdo de autoagregados, verifica-se que a
reversibilidade do processo redox, pode ser um parametro Util na avaliacdo de processos

de autoagregacdo de moléculas no meio aquoso, como discutido no Capitulo 2.

3.3.2 Estimativa do coeficiente de difusao

O coeficiente de difusdo foi estimado empregando-se a técnica de VC por meio

dos gréaficos da Figura 3.5. Os Valores estdo apresentados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Valores de coeficientes de difusédo aparente (Dap) do ferroceno na mistura
4gua/etanol (40%) e em meio aquoso, encapsulado na B-CD e y-CD, KCI, 0,1 mol L™ T
= 30,0 °C.

Sistemas  (Dgp, 10°, cm® s™)

*FC 0,17
B-CDIFc 0,075
y-CD/Fc 0,013

*Meio hidroalcodlico

Como era de se esperar pelos voltamogramas j& apresentados, verifica-se uma
reducdo no coeficiente de difusdo do Fc no composto de incluséo, de aproximadamente
2 vezes para B-CD/Fc e 10 vezes para y-CD/Fc. Este resultado confirma a formacao dos
compostos de inclusdo. A reducdo do coeficiente de difusdo esta em harmonia com o
previsto pela Equacdo de Stokes-Einstein, que mostra uma relacdo inversamente
proporcional entre o raio hidrodindmico e o coeficiente de difusdo da espécie no meio.
Assim, 0 aumento do raio hidrodindmico da espécie tende a diminuir o coeficiente de
difusdo da mesma, como observado na Tabela 3.3.

Em medidas eletroquimicas, a literatura relata que o coeficiente de difusdo de
compostos eletroativos encapsulados em macromoléculas transportadoras, geralmente é
dado pela soma de duas parcelas, Equacdo 3.2. Sendo uma, referente ao coeficiente de
difusdo das espécies ndo encapsuladas, e outra, referente ao coeficiente de difusdo da
espécie encapsulada (Mackay 1994, Rusling 1997, Charlton and Doherty 2000, Ferreira,
El Seoud et al. 2004, Haque, Rahman et al. 2011, Mahmud, Samed et al. 2011). Sendo
assim, o coeficiente de difusdo observado é denominado de coeficiente de difusdo

aparente (Dap).

Dgp = aDg. + bD¢p Equacdo 3.2

onde Dg. € Dcp sdo os coeficientes de difusdo do ferroceno livre e ferroceno inserido na
CD, respectivamente. Os termos a e b representam a fracdo de espécies de ferroceno
nestas diferentes formas, cuja soma € igual a 1. Contudo, como a estabilidade energética
do Fc é maior na forma de composto de inclusdo, entdo, é considerado que todo o Fc no

meio esta encapsulado sendo que o termo a ~ 0. Assim, o coeficiente de difusdo do
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ferroceno passa a ser predominantemente determinado pelo coeficiente de difusédo do

composto de incluséo (Dcp).

3.3.3 Efeito da concentracéo sobre o coeficiente de difusdo aparente

Com a finalidade de validar os resultados apresentados no Capitulo 2, onde se
monitorou o empilhamento molecular através de variagdes no coeficiente de difusdo
com o0 aumento da concentracdo empregando-se técnica eletroquimica, compararam-se
dois sistemas. Um sistema onde h& formagdo de auto agregados com o aumento da
concentracdo, como foi o caso dos fenotiazinicos estudados no Capitulo 2, e outro onde
0 aumento da concentracdo ndo promove a formacdo de auto agregados, como € 0 caso
dos compostos de inclusdo CD/Fc, estudado neste Capitulo, devido a elevada
solubilidade das CDs em meio aquoso, Tabela 3.1. Assim, o coeficiente de difuséo
aparente foi determinado empregando a Equagdo 2.3, fazendo iy versus tn 2, para
varias concentragdes. Os valores de coeficiente de difusdo aparente foram graficados em

funcdo da concentracdo, Figura 3.6A.
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Figura 3.6. Coeficiente de difusdo estimado por VPD em funcdo da concentragdo. A)

Para o complexo de inclusdo B-CD/Fc. B) Para os fenotiazinicos.

Na Figura 3.6A, ndo se verifica uma variacdo significativa do coeficiente de
difusdo do composto de inclusdo 3-CD/Fc com o aumento da concentragdo. Por outro
lado, verifica-se na Figura 3.6B uma drastica reducéo do coeficiente de difusdo com o
aumento da concentracdo dos fenotiazinicos até uma regido onde a concentracdo nao
influencia significativamente. Este comportamento € tipico do processo de

empilhamento molecular visualizado no Capitulo 2. Este resultado indica que a
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formacdo de autoagregados de fenotiazinicos, formando estruturas com maior raio
hidrodindmico e consequentemente menores coeficiente de difusdo € nitidamente
possivel. Desta forma, confirma-se que a mudanga do coeficiente de difusdo de uma
espécie eletroativa, com o aumento da concentracdo, esta relacionada com o fenémeno

de empilhamento molecular via processo de autoagregacéo.

3.4 CONCLUSAO PARCIAL

Verificou-se a formagdo dos compostos de inclusdo B-CD/Fc e y-CD/Fc. A
cavidade da y-CD aparentemente é menos hidratada. O processo redox do ferroceno e
compostos de inclusdo sdo reversiveis e controlados por difusdo numa ampla faixa de
velocidade de varredura nas condicGes experimentais estudadas. A reversibilidade do
processo redox pode ser um parametro Gtil na avaliacdo de processos de autoagregacao
de moléculas no meio aquoso. Os compostos de inclusdo estudados, por apresentarem
maior raio hidrodinamico, tém menores coeficientes de difusdo em relacdo ao Fc
sozinho. O coeficiente de difusdo do Fc encapsulado é dado pelo coeficiente de difusdo
do composto de inclusdo. O aumento da concentracdo das CDs ndo altera
significativamente o coeficiente de difusdo dos compostos de inclusdo. O empilhamento
molecular via autoagregacdo molecular € um processo que pode ser monitorado
empregando-se a técnica de VVPD, avaliando a variacdo do coeficiente de difusdo e raio

hidrodinamico em func¢do da concentracao.
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CAPITULO 4

Estudo da Interacdo Entre Azul de
Ortotoluidina e Copolimeros do Tipo P-123 e
F-127: Uma Abordagem Eletroquimica

Dap = aDpjpre + bDagr + ¢Dypni + dDpic

bDagr




4.1 INTRODUCAO

Agentes tensoativos sdo moléculas anfifilicas, ou seja, possui caracteristica de
interagir com meio hidrofilico e hidrofoébico. Sendo assim, tal molécula é constituida de
pelo menos uma regido hidrofilica que interagem bem com meio aquoso e pelo menos
uma regido hidrofobica que interage bem em meio organico, Figura 4.1. Os tensoativos
podem ser classificados em trés classes gerais: i) idnico (possuindo uma parte carregada
positivamente ou negativamente); ii) ndo iénica (possuindo uma parte polar (capaz de
fazer ligacGes de hidrogénio com a agua) e iii) zwiteribnica (possuindo uma parte

caracterizada por dipolo).

Unidade Unidade
hidrofébica hidrofilica

Figura 4.1. Representagdo de um agente tensoativo.

Em solucdo aquosa 0s agentes tensoativos podem exibir diversos tipos de
comportamento dependendo da concentracdo. Em solucdes com baixa concentracdo, ou
seja, abaixo da concentracdo micelar critica (CMC) as moléculas de tensoativos tendem
a ficarem na interface agua/ar com a parte hidrofébica em direcdo ao ar. Contudo,
guando tem-se uma solucdo com concentracdo acima da CMC as moléculas de
tensoativos tendem a formar aglomerados de moléculas de tensoativos denominados de
micelas, de forma que a parte hidrofdbica situa-se no interior da micela minimizando o
contato com agua e a parte hidrofilica em contato com a agua (Tanford 1980, Chevalier
and Zemb 1990). Entretanto, mesmo depois da formagdo da micela, estudos cinéticos
mostraram que existe um equilibrio dindmico (Figura 4.2) entre mondmeros e micelas,
ou seja, moléculas de tensoativos podem ser transferidas para a micela e para o meio

aquoso (Blankschtein, Thurston et al. 1986).
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Figura 4.2. Representacdo da formacdo de micelas. Equilibrio dindmico.

A formacdo da micela € o resultado do balango principalmente das for¢as de van
der Waals, eletrostaticas, hidrofébicas e de ligacbes de hidrogénio (Tanford 1980,
Israelachvili 2011). A principal forca atrativa € o efeito hidrofobico associado a parte
hidrofobica. As forcas repulsivas é o resultado de interacdes estéricas (existente entre as
parte polar hidratada dos tensoativos ndo idnicos) e eletrostaticas (para tensoativos com
cargas iguais) associadas as unidades hidrofilicas. Desta forma, o processo de
micelizacdo é o balanco entre as forcas atrativas e repulsivas (Kamei, Wang et al.
2002). O efeito hidrofobico é governado pelo aumento da entropia quando o0s
tensoativos s@o transferidos do meio aquoso para a micela. Apesar de se ter uma
diminuicdo da entropia das moléculas de tensoativos com a formacéo da micela, ocorre
um aumento significativo na entropia das moléculas de agua, organizadas ao redor dos
tensoativos. O efeito do aumento da entropia das moléculas de agua prevalece, pois
estas se encontram em maior quantidade (Tanford 1980). No que diz respeito aos
tensoativos ndo ibnicos, um tipo muito intrigante dentro desta classe sao os tensoativos
copoliméricos do tipo dibloco (AB) ou tribloco (ABA).

Copolimeros triblocos sdo macromoléculas classificadas como agentes
tensoativos ndo idnicos constituidas por unidades repetidas de poli(oxi-etileno) — PEO e
poli(oxi-propileno) — PPO, sendo a unidade PEO hidrofilica e a PPO hidrofébica. Os
copolimeros foram introduzidos no mercado pela “Wyandotte Chemicals Corporation”
em 1950 e comercialmente sdo conhecidos como Polaxameros produzido pela ICI ou
Pluronics® produzido pela BASF (Croy and Kwon 2004). Na Figura 4.3, tém-se a

representacdo de dois tipos de copolimeros triblocos P-123 e F-127.
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Figura 4.3. Estrutura dos surfactantes Pluronics®: A) P-123 e B) F-127.

Com relacdo a nomenclatura, a letra F e P, flocos e pasta, respectivamente,
indicam o estado fisico a temperatura ambiente. Os copolimeros sdo classificados
através de um sistema numeérico de trés digitos, na qual, considerando um unimero
(monémero de um poloxamero), os dois primeiros multiplicados por 100 d& o valor
aproximado da massa molecular do centro hidrofobico, enquanto o ultimo digito
significa a fracdo em peso de grupos hidrofilicos PEO em um unimero desta micela
(Alexandridis and Alan Hatton 1995). Neste sentido, para o P-123 tem-se uma massa
molecular de aproximadamente 1200 para sua unidade hidrofébica enquanto que ha a
presenca de 30% de unidades hidrofilicas em um unimero deste copolimero. Para o F-
127, por sua vez, tem-se 0 mesmo valor de massa molecular de unidades hidrofébicas
porém ha a presenca de 70% de unidades hidrofilicas em sua estrutura, ou seja, 0
surfactante polimérico tribloco F-127 possui uma natureza mais hidrofilica em relacéo o
P-123 (Alexandridis and Alan Hatton 1995).

A variagdo da proporcdo de PEO e PPO no processo de sintese conduz a
formacdo de uma gama de copolimeros com propriedades 6timas e aplicacfes em
diversas areas no setor industrial, tais como detergéncia, dispersdo, formacdo de
espuma, emulsificacdo, lubrificacdo, formulacdo de cosméticos (Schmolka 1977) e
tintas (Winnik, Breton et al. 1992, Winnik, Davidson et al. 1992). Além disso,
aplicacGes mais especificas na area da medicina tem sido um grande objeto de estudo
para varios grupos de pesquisa. Por exemplo, onde os copolimeros sdo empregados na
formulacdo de medicamentos com o intuito de solubilizar um farmaco insoldvel em
meio aquoso, visando uma aplicacdo intravenosa com liberacdo controlada (Lin and
Kawashima 1985, Guzman, Garcia et al. 1992, Kabanov, Batrakova et al. 1992). Estes
copolimeros possuem baixa toxicidade em comparacdo aos agentes tensoativos
presentes nos sistemas micelares tradicionais. Adicionalmente, possuem caracteristicas
unicas como a consideravel biocompatibilidade bem como uma melhor entrega do
farmaco em sitios especificos (van Nostrum 2004, Miyata, Christie et al. 2011), além de

se mostrarem eficientes como entidades biotransportadoras de moléculas hidrofdbicas
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(Hioka, Chowdhary et al. 2002, Sezgin, Yuksel et al. 2006, Chiappetta and Sosnik
2007, Kedar, Phutane et al. 2010). A solubilizacao/transporte de farmacos hidrofilicos
também tem sido objeto de estudo, inicialmente proposto em 1984 por Bader e
colaboradores e desde entdo vem sido amplamente utilizado (Jones and Leroux 1999).
Como os copolimeros triblocos PEO-PPO-PEO apresentam uma regido
hidrofilica (PEO) e hidrofébica (PPO), os unimeros em meio aquoso, acima da
concentracdo micelar critica (CMC), podem se autoagregar espontaneamente para
formar micelas poliméricas aproximadamente esféricas, com o interior hidrofobico
(core) e exterior hidrofilico (corona) (Kabanov, Batrakova et al. 2002). Em comparacéo
aos surfactantes tradicionais, os copolimeros possuem CMC relativamente baixa (em
torno de 10°° mol L™), os tornando mais resistentes aos efeitos de diluicdo do formulado
no plasma quando, por exemplo, in vivo. Contudo, estes copolimeros séo
termosensiveis, o que implica que a formacdo da micela também é dependente da
temperatura e a sua formagdo ocorre somente acima da temperatura micelar critica
(TMC), que é a temperatura minima para se ter a formacgdo de micelas. A formacdo da
micela pode ser representada de acordo com o modelo de acdo de massas, ou seja, 0S
unimeros e micela em um equilibrio de formacéo/dissociacdo (Horencc 1983), onde a
formacdo da micela ocorre apenas acima da CMC e TMC. Na Figura 4.4 é mostrado a

representacdo de uma micela de copolimero tribloco em equilibrio dindmico com

unimeros.
Corona
[Unimeros] > CMC
T>TMC
T)nimeros] <CMC
T<TMC
") l\' ‘\ 2 £
J’ I« ,A\ - <
\ ‘,sws. DAY ,
SR
Core
Unimeros Micela

Figura 4.4. Representacdo da formacgdo de micelas de copolimero tribloco. Equilibrio

dinamico.
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Devido as diversas caracteristicas peculiares das micelas poliméricas e suas
aplicacOes diversas, em especial, como biotransportadores de farmacos, é de extrema
importancia a compreensdo dos fenbmenos de ligacdo e interagcbes com moléculas
incorporadas. A nanoestrutura formada entre micelas poliméricas e moléculas
incorporadas, tem sido tradicionalmente investigada via métodos 6ticos. No entanto,
muitos farmacos ndo apresentam propriedades 6ticas adequadas, inviabilizando o uso do
mesmo para avaliar o0 mecanismo de ligagdo e interacdo com as micelas poliméricas.
Assim, técnicas eletroquimicas podem ser empregadas tendo em vista o grande numero
de moléculas que apresentam processo redox. Mesmo sendo muito bem fundamentadas
na literatura, tais técnicas sdo ainda subutilizadas para tais estudos, e quando
empregadas, geralmente apresentam baixo nivel de discussdo. Além disso, técnicas
eletroquimicas apresentam diversas vantagens em comparagdo as técnicas tradicionais,
tais como, simplicidade na execucdo e interpretacdo dos resultados, baixo custo de
equipamento, relativamente sensivel e fornece um elevado niumero de informacdes sobre
0 sistema (A. J. Bard 1980, Brett 1996).

A vista disso, para investigar o mecanismo de ligacdo via métodos
eletroquimicos, utilizou-se o azul de ortotoluidina (AO), cujo processo redox € bem
definido e apresenta uma maior reversibilidade eletroquimica em relacdo ao azul de
metileno. Dentre as varias aplicacdes do AO, é de destaque, 0 uso deste como farmaco
em potencial para tratamento alternativo de cancer (Al-Majmaie, Alattar et al. 2012).

Assim, neste Capitulo, realizou-se uma caracterizacdo eletroquimica dos
sistemas AO/P-123 e AO/F-127, juntamente com a avaliacdo da estabilidade e
reversibilidade eletroquimica. Foi realizada uma avaliacdo do efeito temporal na
interacdo entre 0 AO e 0s copolimeros. Pardmetros cinéticos tais como, coeficiente de
transferéncia de elétrons (o) e constante de velocidade de reacdo de superficie (ks),
foram estimados. Além disso, determinaram-se as constantes de ligacdo (K,) e 0s

coeficientes de difuséo aparente (Dap) dos sistemas.

4.2 MATERIAIS E METODOLOGIA

4.2.1 Materiais
O AO foi obtido da Nuclear com grau de pureza acima de 97%. O cloreto de

potassio (KCI) foi obtido da Merck com grau de pureza acima de 98%. Os Pluronics®

P-123 e F-127 foram obtidos da Aldrich, com grau de pureza acima de 99%. A agua
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empregada para o prepara de todas as solugcfes estoques e de trabalho foi agua Milli-Q.

O etanol empregado para a producgédo dos formulados foi de grau PA.

4.2.2 Metodologia

4.2.2.1 Preparo das solucdes e formulados
A solucédo estoque do AO foi preparada com a introducdo de KCI fornecendo

uma concentracéo de 6,7x10™ mol L™ para o AO e 0,1 mol L™ para o KCI. A solucéo de
AO foi padronizada utilizando espectrofotometro UV-Vis usando a lei de Beer e 0
coeficiente de absortividade molar (g) em &gua que é 3,04x10° mol™ L cm™ (Braga
2014). As solucdes estoques foram guardadas ao abrigo da luz. Antes do uso das
solugdes estoques, uma padronizacgdo foi realizada para certificar-se do valor correto da
concentracdo. No processo de incorporacdo do AO (confeccdo dos formulados) via
método da dispersdo sélida, como representado na Figura 4.5 (Zhang, Jackson et al.
1996, van Nostrum 2004). A agitacdo assim como o controle de temperatura (70°C) foi
feito no banho do tipo Dubnoff com agitacdo MA-093, Marconi Ltda. Assim, nos
formulados, obteve-se 8% (m/v) de copolimeros, 1,0x10“ mol L™ de AO. Para a
estimativa das constantes de ligacdo, as solugdes estoque de P-123 e F-127 foram de
14% (m/v). Estas solugdes foram preparadas dissolvendo-se os Pluronics® em solugéo
aquosa de KCI 0,1 mol L™, deixadas em repouso por 24 horas e agitadas usando
Ultrason.

Dissolucdodo AQ e
copolimeroem
EtOH

Agitacdo da mistura Rotoevaporaro
a T;aml:u por 3h EtOH

Agitacdo moderada Hidratagdocom
no banhoa 70 °C solucdo aquosa de Dessecador por 24h
por 8h KCl, 0,1 mol L

Figura 4.5. Representacdo da rota de confeccéo dos formulados.

4.2.2.2 Caracterizagao eletroquimica
Foi empregada a voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial

(VDP) como técnicas de caracterizacdo eletroquimica. A célula eletroquimica constituiu
de um eletrodo de trabalho (ET) de carbono vitreo, um eletrodo de referéncia de
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calomelano Hg/Hg,Cl, saturado e um contra eletrodo de platina. Os voltamogramas
foram obtidos empregando-se KCI na concentragdo de 0,1 mol/L como eletrélito
suporte. Antes de realizar as medidas borbulhou-se N, por 15 minutos na solugéo para
remover O, do meio aquoso. O eletrodo de trabalho foi limpo por polimento
empregando-se alumina.

Através dos voltamogramas, foram extraidos os parametros de potencial
catodico (Epc), potencial anddico (Epa), corrente de pico catddico (i), corrente de pico
anodico (ipa) e potencial de meia onda (Ei»). Através dos voltamogramas foram
analisadas as linearidades entre concentracdo e corrente do AO. A estabilidade foi
verificada realizando dez ciclos voltamétricos subsequentes. A reversibilidade foi
verificada variando a velocidade de varredura, avaliando o perfil do voltamograma e
plotando um gréafico de corrente de pico (ip) versus a raiz quadrada da velocidade de

varredura (v'/2

), numa concentracdo constante dos fenotiazinicos. O coeficiente de
transferéncia eletronica (o) foi calculado plotando um grafico de potencial de pico (Ep)

versus Inv, Equacdo 2.2 de Laviron (Laviron 1979).

4.2.2.3 Determinacdes das constantes de ligacéo (Ky)
Uma aliquota da solucdo estoque de AO em KCI (0,1 mol L™?) foi adicionado a

uma solucéo aquosa de KCI totalizando 6,0 mL e 1,0x10™ mol L™ de AO na célula
eletroquimica. Depois de estabilizar a temperatura na cela, a solucao foi desairada por
15 minutos e em seguida titulada com pequenas aliquotas de solucéo estoque de P-123 e
F-127 ambas a 14%. Apo6s cada adicdo de Pluronics®, agitou-se 0 meio e borbulho N,
por aproximadamente 5 minutos. As intensidades de corrente foram monitoradas
empregando VPD e corrigidas em funcdo da diluicdo do meio. Os valores de corrente
em funcdo da concentracdo do copolimero fornece uma isoterma de ligacao entre 0 AO
e 0 copolimero, onde a Equacdo 4.1 permite fazer um ajuste teérico com 0s pontos

experimentais obtidos (Enache, Bulcu et al. 2007, Toader and VVolanschi 2007).

_ lo+ lmax-Kp.C
pc 1+ Kp.C

Equagéo 4.1
sendo i a corrente do pico catodico (A), i, corrente do pico na auséncia de surfactante
(A\), ima é a corrente de pico maxima (A), C a concentracdo do fenotiazinico (mol L™) e

Ky é a constante de ligacdo (L mol™).
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4.2.2.4 Estimativa dos coeficientes de difusdo aparente
Para a estimativa dos coeficientes de difuséo aparente (Dap), empregou-se a

técnica de VPD. Variou-se o tempo de modulacdo (t,) para a obtencdo dos

12 onde através da reta

voltamogramas, onde plotou-se um grafico de iy, versus (tm)
pode-se extrair o coeficiente angular e empregando a Equacdo 3.1 para VPD (A. J. Bard

1980, Brett 1996).

4.2.2.5 Avaliacéo do efeito temporal na ligacdo do AO
Uma aliquota de solucdo estoque de AO foi adicionado a solucéo de copolimero

(8%) e KCI 0,1 mol L™, fornecendo uma concentracéo de 1,0x10“ mol L™ de AO e
totalizando 6,0 mL de volume total na cela. A solucdo foi desairada por 15 minutos e
feito o primeiro voltamograma. Em seguida, outros voltamogramas foram realizados,

sempre desairando antes, de tempos em tempos num intervalo de 36 horas.

4.2.2.6 Espalhamento de luz dindmico (DLS)
Para estas medidas foram adicionados 1,0 mL do formulado numa cubeta de

poliestireno. Devido as caracteristicas da amostra, ajustou-se a radiacdo de baixo angulo

(12,8 °). As medidas foram feitas em triplicatas de 10 repetices.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacao eletroquimica

Para compreender melhor o nivel de interacdo do AO encapsulado nos
copolimeros P-123 e F-127, realizaram-se algumas medidas eletroquimicas do AO em
meio de surfactante ndo iénico simples - Triton X-100 (TX). Em todos os experimentos
com AO em meio aquoso e em copolimeros o pH permaneceu entre 6,0 e 6,3. Abaixo
segue 0s voltamogramas ciclicos do AO em meio aquoso e nos sistemas AO/P-123,
AO/F-127, AOITX, Figura 4.6.
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AO/P-123
—— AOIF-127
AO/TX-100
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Potencial (V)

Figura 4.6. VC do AO (100 umol L™) em 4gua e incorporado nos copolimeros: P-123 (8
%), F-127 (8%) e TX (2,0 mmol L™), com 0,1 mol L™ de KCI, v=50 mV s e T = 30,0
°C. Sendo que o branco é H,0 + KCI.

Na Figura 4.6, para os sistemas AO/P-123 e AO/F-127, observamos uma reducéo
nas correntes de pico (catodica e anddica) concomitantemente com um deslocamento dos
potencias, indicando que o AO esta encapsulado nas micelas poliméricas. A reducdo da
corrente esta relacionada com a diminuicdo da concentracdo de AO na superficie do
eletrodo, 0 que é uma consequéncia da reducdo do coeficiente de difusdo das moléculas de
AO devido a ligacdo dos mesmos com unimeros e principalmente com micelas, ja que as
condi¢des sdo acima da CMC e TMC. A diminuicdo do coeficiente de difusdo é um
resultado da diminuicdo da velocidade com que as moléculas AO séo repostas por
moléculas do seio da solucdo (bulk), depois da reducdo/oxidacéo, na superficie do ET.
Além disso, a reducdo na corrente também pode estar relacionada com a diminuicdo da
velocidade de transferéncia de elétrons na superficie do ET devido a interacdo
AO/copolimeros.

O deslocamento dos potenciais catodicos e anddicos para valores mais positivos
(Tabela 4.1) indicam uma mudanca nos ambientes quimicos das espécies reduzidas e
oxidadas do AO. Nas condicfes trabalhadas (pH > 5,0) o equilibrio redox ocorre da

seguinte forma (Hoffmann, Dias et al. 2007):
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Figura 4.7. Equilibrio redox do AO em pH > 5.

A estrutura quimica do AO em suas formas oxidada e reduzida, Figura 4.7,
mostra que a forma reduzida do AO possui maior carater hidrofilico em comparagao a
estrutura quimica da forma oxidada, devido ao maior nimero de possibilidades de
estabelecimento de ligagcbes de hidrogénio com as moléculas de agua. Esta informacao
¢ extremamente importante para compreender os deslocamentos de potenciais
observados na Figura 4.6. Verifica-se que o AO reduz mais facilmente e oxida com
maior dificuldade no formulado do que em &gua, isto ocorre provavelmente devido a
melhor estabilizacdo da forma reduzida, devido as interacdes de van de Waals e ligacédo
de hidrogénio com as cadeias de PEO dos copolimeros.

Para o sistema AO/TX ndo se observou uma varia¢do consideravel nas correntes e
nem nos potenciais redox (Figura 4.6) em relacdo aos sistemas AO/copolimeros, indicando
que micelas simples tem maior dificuldade de encapsular o AO, possivelmente devido ao
menor tamanho das moléculas de TX e baixo caréater hidrofébico do AO.

Através da Figura 4.6 foi possivel extrair os parametros eletroquimicos que

caracterizam os sistemas. Estes parametros estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. ParAmetros eletroquimicos (Ep, Ei, NAE, € inalip) do AO (100 umol L™)
em meio aquoso, em copolimeros (8%) e TX (2,0 mmol L), 0,1 mol L™ de KCI, v = 50
mVs'eT=230,0°C.

Sistemas Epa(MV) Epc(MV)  Ez2(MV)  nAE, (MV)  |ipalipd|

H,O/KCI -225 -330 -278 105 0,780
P-123 -154 -197 -176 43 0,990
F-127 -145 -187 -166 42 0,992

X -236 -308 -272 72 0,762

Verifica-se que o AO nos sistemas de P-123 e F-127 tem seu E;, deslocado em

102 e 112 mV, respectivamente, enquanto que o TX desloca apenas em 6 mV,
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confirmando a maior efetividade na mudancga de ambiente quimico do AO em micelas
de copolimeros, em comparagdo ao sistema AO/TX. Este resultado mostra que
provavelmente o AO esta mais internalizado nas micelas de copolimeros do que nas
micelas simples de TX.

Os parametros NAE, ~ 59 mV e |infipc | ~ 1, caracterizam um processo redox
reversivel e reversibilidade de carga, respectivamente (A. J. Bard 1980). Desta forma,
observa-se que 0 AO em meio de P-123 e F-127 apresentou uma melhor reversibilidade
redox e de carga do que o AO em meio aquoso, tendo em vista que os valores de tais
pardmetros foram mais préximos de 59 mV e 1 em meio de copolimeros.

No Capitulo 2, verificou-se que pode haver moléculas autoagregadas a partir de 9
umol L. Isto significa que na concentracdo de AO empregado nestes experimentos (100
umol L™), ha moléculas autoagregadas especialmente em meio aquoso. Desta forma,
sabendo da capacidade de monomerizacdo que os copolimeros apresentam, estes resultados
sugerem que a monomerizacdo tende a aumentar a reversibilidade eletroquimica do AO.
Realmente, como foi constatada no Capitulo 2, a autoagregacdo de fenotiazinicos causa
uma diminuicdo da reversibilidade dos mesmos.

Para o sistema AO/TX, nota-se uma menor capacidade de monomerizacao dos
autoagregados de AO em comparacao aos surfactantes copoliméricos, como observado
nos voltamogramas ciclicos, e agora confirmado com a baixa proximidade dos

parametros nAE, (mV) e |ipa/ipc| a0s valores 59 mV e 1, respectivamente.

4.3.2 Reversibilidade dos sistemas

A reversibilidade do AO encapsulado nos copolimeros de P-123 e F-127,
verificada anteriormente, pode ser confirmada através da variacdo das correntes de pico
com a velocidade de varredura (v). Para isto, empregou-se a Equacdo Randles-Sevcik
(Equacdo 2.2) para sistemas reversiveis referentes ao método de VC e construiu graficos

de i, versus v'%, Figura 4.8.
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Figura 4.8. Avaliacdo da reversibilidade do AO (100 umol L) encapsulado nos

copolimeros (8%), 0,1 mol L™ de KCl e T = 30,0 °C. A) e B) AO/H,0. C) e D) AO/P-123.
E) e F) AO/F-127.

Observa-se nitidamente uma maior simetria nos voltamogramas ciclicos do AO

incorporado em copolimeros, mostrando novamente que o AO tem maior reversibilidade

eletroquimica quando estd em meio de surfactante copolimérico. Esta observacdo é

confirmada através dos graficos de i, versus v, onde uma melhor linearidade ¢ verificada
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nos sistemas AO/copolimeros, Figura 4.8D e F. Contudo, em todos os casos, a linearidade é
obedecida apenas num intervalo de baixa velocidade de varredura, 10 a 90 mV s™ para o
AO em meio aquoso e 10 a 130 mV s™ para 0 AO encapsulado em copolimeros. Estes
resultados indicam que o processo redox do AO, na superficie do ET, é reversivel e

controlado por difuséo apenas dentro destas faixas de velocidade de varredura.

4.3.3 Estudo de estabilidade eletroquimica dos formulados

A estabilidade eletroquimica é uma consequéncia da capacidade em que a
concentracdo local (na superficie do ET) permanece constante com o aumento do
namero de ciclos, ou seja, a capacidade das espécies oxidadas serem reduzidas na
mesma proporcao, voltando ao seu estado de origem para serem oxidadas novamente. E
um parametro que esta relacionada com a reversibilidade redox da espécie eletroativa.
Compostos eletroquimicamente estaveis tendem a serem reversiveis. Desta forma,
avaliou-se primeiramente a estabilidade dos sistemas AO/P-123 e AO/F-127
formulados, fazendo-se varios ciclos (Figura 4.9) e avaliando as variacBes nas correntes

de picos e nos potenciais redox.

-0,6 -0,4 -0I,2 0,0 0,2 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.9. VVoltametria ciclica de 30 ciclos consecutivos para 0 AO (100 pmol L™) em
4gua e para os sistemas formulados em copolimeros (8%), KC1 0,1 mol L, v= 50 mV s’ e
T=230,0°C. A) AO/P-123. B) AO/F-127.

Primeiramente, verificou-se que o AO formulado, nestas condigOes
experimentais, aparenta ter maior estabilidade eletroquimica em formulado de P-123 do
que em agua e menor estabilidade eletroquimica em F-127 do que em agua. Este

resultado mostra uma maior dificuldade do F-127 em repor a concentracdo de AO na
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superficie do eletrodo. Quando comparamos a estabilidade do AO entre os formulados,
observamos na Figura 4.9 que o AO incorporado em P-123 apresentou maior constancia
nas correntes de picos, especialmente quando se compara 0s picos anddicos de ambos 0s
formulados. Este resultado indica que o AO incorporado em P-123 apresenta maior
estabilidade eletroquimica. A mesma avaliacdo foi realizada para o sistema AO/TX,
Figura 4.10, porém em condi¢cBes de maiores concentracbes de AO para verificar o
efeito da agregacédo na estabilidade e reversibilidade.

@) _ /

1®)

300 pmol L

24

—0I,6 —OI,4 —0I,2 O:O 0:2 —0l,6 —Ol,4 —0l,2 O:O 0:2
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.10. Voltametria ciclica de 30 ciclos consecutivos do AO (35 e 300 pmol L™) em

4gua e em meio de TX (2,0 mmol L), KCI 0,1 mol L™, v=50 mV st e T =30,0 °C. A)

AO sem TX. B) AO com TX.

Verifica-se na Figura 4.10A gque em solucdo mais concentrada de AO um ombro
anodico adicional aparece em -0,12 V. Contudo, nas mesmas condi¢cdes, mas na
presenca de TX, o sinal ndo aparece, como pode ser visto na Figura 4.10B. Este
resultado sugere que 0 ombro pode estar associado a formacao de autoagregados de AO
eletroativo na solucéo, que em meio de TX sdo monomerizados. Assim, pode-se inferir
que surfactantes sdo capazes de aumentar a reversibilidade eletroquimica de compostos
eletroativos que formam autoagregados, pois 0s voltamogramas ficam mais simétricos
na presenca do surfactante simples TX.

Observa-se também que em meio de surfactante, ha uma maior estabilidade
eletroquimica do AO, tanto em baixa concentracdo (35 pmol L) quanto em alta
concentracdo (300 umol L), pois as correntes de picos sdo praticamente constantes na
presenca de TX em comparacao as correntes do AO na auséncia do surfactante, como

pode ser visto comparativamente na Figura 4.10A e B. Este resultado mostra que os
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surfactantes/micelas ajudam a estabelecer a concentracdo local (na superficie do
eletrodo) de espécies oxidadas e reduzidas no decorrer dos ciclos. Isto ocorre
provavelmente devido a capacidade dos surfactantes em manter as moléculas de AO

monomerizadas.

4.3.4 Determinac0es das constantes de ligacao

Para investigar o nivel de ligacdo do AO com micelas de copolimeros,
determinou-se as constantes de ligacdo (Kp) a 30,0 °C empregando a Equagdo 4.1 de
ajuste ndo linear. Como é conhecida na literatura, esta temperatura esta acima da TMC
dos copolimeros (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994, Wanka, Hoffmann et al. 1994).

Neste experimento o AO ndo foi formulado pelo método de dispersdo sdélida.
Para a determinacdo de Ky, adicGes de aliquotas de solucdo estoque de copolimeros
foram adicionadas sobre uma solucéo de AO. Abaixo segue o0s voltamogramas de pulso
diferencial e variacdo da corrente catddica em funcdo da concentracdo de copolimeros,
Figura 4.11.
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Figura 4.11. Variacdo da corrente catodica do AO (100 pmol L™) com adicdo de
copolimero, 0,1 mol L™ de KCI, t, =0,1se T = 30,0 °C. A) VPD para AO/P-123. B)
Curva de corrente em funcdo da [P-123]. C) VPD para AO/F-127. D) Curva de corrente
em funcéo da [P-127].

Na Figura 4.11 A e C pode ser observado um aumento na corrente catddica com
a adicao de copolimeros, indicando uma monomerizacéo de moléculas de AO. Contudo,
observa-se que o P-123 tem maior capacidade de monomerizar os autoagregados de
AO, pois a saturacdo do sistema foi alcangada numa concentragdo menor em relagéo ao
sistema AO/F-127, onde néo se verifica saturacdo na faixa de concentragdo estudada.
Através dos valores de Ky foi possivel calcular a variagdo da energia de Gibbs (AG®),

nessas condi¢cdes experimentais, empregando a Equacéo 4.2.
AG° = —RTInK, Equacdo 4.2

sendo R a constante dos gases ideais (8,314 J K™* mol™) e T é a temperatura (em

Kelvin). Os valores de K, e AG® se encontram na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Valores de Ky, AG® e coeficiente de correlagdo (R?) para AO/copolimeros,
com [AO] = 100 umol L™, 0,2 mol L™ de KCl e T = 30,0 °C.
Sistemas Ky (Lmol™) AG° (kIJmol?) R’
P-123 3.846+392 -20,81 0,9551
F-127 184+3 -13,14 0,9937

Os perfis das isotermas de ligacdo sdo confirmados pelo valor da constante de
ligacdo que foi aproximadamente 21 vezes maior para o sistema AO/P-123. Este
resultado mostra que o AO liga-se mais efetivamente e tem um mecanismo de ligacédo
termodinamicamente mais favoravel para o sistema AO/P-123. Uma representacdo da

ligagdo de moléculas de AO nas micelas de copolimeros € mostrado na Figura 4.11.
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Figura 4.12. Representacdo do equilibrio termodinamico do AO ligado a micela de

copolimero.

E importante salientar que, era de se esperar uma maior ligacdo para 0s
copolimeros de F-127, sendo este mais hidrofilico do que o P-123, pois apresenta maior
teor de grupos hidrofilicos PEO (70%) (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994), como
visto na Figura 4.3. Tal anomalia, também observada por Braga, pode residir no fato de
moléculas de AO competir com moléculas de agua na corona hidrofilica das micelas
copoliméricas (Braga 2014), ou seja, o elevado grau de hidratacdo nos grupos PEO, faz
com gue moléculas de dgua blindam a interacdo do AO com tais grupos. Como o F-127
possui uma corona hidrofilica mais hidratada, por ter maior teor hidrofilico, o grande
namero de moléculas de agua pode impedir ou blindar a interacdo do AO com 0s grupos
PEO da micela. As micelas de P-123 tem sua corona menos hidratada, devido ao menor
teor hidrofilico, conferindo um menor efeito de blindagem pelas moléculas de agua e
consequentemente uma maior interacdo do AO com os grupos PEO das micelas de P-
123.

4.3.5 Estimativas dos parametros cinéticos: coeficientes de transferéncia de elétrons
(a) e constantes de velocidades de reagéo da superficie (ks)

Os parametros cinéticos o e ks foram estimados empregando a Equacdo de
Laviron (Equacédo 2.1) fazendo E, versus Inv, Figura 4.13B (A. J. Bard 1980). Os valores
de potencial formal (E°) da Equagdo 2.1, foram determinados através do grafico de Epc

versus v pela extrapolacdo da reta sendo v = 0 (coeficiente linear), Figura 4.13A.

116
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



(A | -0.181 (B)
-0,18 1 .\\*\‘
-0,24 - ’\\
-0,24- <
S ® AO/MH,0 T = AO/H,0
U e AO/P-123 u ® AO/P-123
0304 | A AOF127 -0,30 - A AOIF-127
-0,36'u‘“-§-\ % .\l\.\.
0,06 0,12 0,18 0,24 0,30 21 18 15 12
v(V 5'1) Inv

Figura 4.13. Estimativa dos parametros cinéticos do AO (100 umol L) em meio
aquoso e copolimeros (8%), 0,1 mol L™ de KCI, T = 30,0 °C. A) Plot Epc versus v. B)

Plot Epc versus Inv.

Os voltamogramas ciclicos referentes & variacdo de velocidade de varredura
foram apresentados anteriormente (Figura 4.8B, D e F) na discusséo da reversibilidade
eletroquimica do AO nos diferentes meios. Para estimar 0s parametros cinéticos,
trabalhou-se apenas na regido de menor reversibilidade, ou seja, em altas velocidades de
varredura (110 a 300 mV s™), pois é a regido mais adequada para se aplicar a Equagéo
de Laviron (Laviron 1979), como mostra a Figura 4.13B. Os valores de a e ks estdo

apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Parametros cinéticos, o e ks do AO (100 umol L™) em meio aquoso e em
copolimeros (8%), potencial formal (E°) e coeficiente de correlagdo (R), 0,1 mol L™ de

KCle T =30,0°C.

Parametros H,O P-123 F-127
E° (mV) 353  -181  -180
R(EpcxInv) 0986 0,995 0,988
o 0,69 0,37 0,59

Ks 3,1 15 2,1

Observa-se uma reducdo nos valores de o e ks do AO quando 0 mesmo €
incorporado em micelas de copolimeros em relagdo ao AO em meio aquoso, como tem
sido observado na literatura com micelas simples (Jiao, Li et al. 2005, Toader and
Volanschi 2007).
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O valor de a esta relacionado com a simetria da barreira de ativacdo e as
energias do estado oxidado, reduzido e do complexo ativado (A. J. Bard 1980). Assim, o
valor de o de 0,69 e 0,59 para 0 AO em meio aquoso e de F-127, respectivamente,
indicam que a estrutura do complexo ativado é mais semelhante a estrutura da forma
reduzida do AO e, consequentemente, o equilibrio redox est4d mais deslocado para a
forma oxidada que apresenta menor energia livre. No entanto, comparativamente com o
AO em meio aquoso, verifica-se uma pequena estabilizacdo da forma reduzida. O valor
de a foi menor que 0,5 apenas para 0 AO em P-123 (0,37), indicando que o a estrutura
do complexo ativado é mais semelhante a estrutura da forma oxidada do AO, sendo
neste caso, o equilibrio redox mais deslocado para a forma reduzida que apresenta
menor energia livre. Estes resultados mostram que, na presenca de P-123, a forma
reduzida do AO é mais estabilizada pelas interacdes de van der Waals e ligaces de
hidrogénio com os grupos PEO dos copolimeros do que na presenca de F-127.
Provavelmente, o efeito de blindagem causado pela grande quantidade de &gua de
hidratacdo entre as unidades de PEO, faz com que a forma reduzida do AO n&o seja tdo
estabilizada como ocorreu no P-123. Estes dados entdo em concordancia com o
deslocamento dos potenciais de reducdo e oxidacdo do AO, em meio aquoso e
copolimeros, quando comparamos o0s voltamogramas na Figura 4.6.

A reducdo de ks do AO em meio de copolimeros em comparacdo ao meio
aquoso, indicam uma reducédo na velocidade do processo redox entre espécie eletroativa
e ET, isto ocorre devido a interacdo do AO com as micelas e unimeros. Contudo,
também mostra a intensidade desta interacdo, pois se observa um valor de 1,5 e 2,1 s™
para 0 AO/P-123 e AO/F-127, respectivamente. Este resultado sugere uma maior
interacdo do AO com P-123, pois torna o processo redox na superficie do ET mais
lento. Adicionalmente, valores de ks superior a 0,020 s, como é o caso, indicam um
equilibrio redox simples, sem reacGes paralelas ou acopladas e que este equilibrio é
alcancado rapidamente ap0s a aplicagdo de um potencial (A. J. Bard 1980, Brett 1996).

Tanto os valores de o quanto os valores de ks estdio em concordancia com 0s
valores encontrados na determinacdo da constante de ligacdo (K,) encontrados
anteriormente, onde se verificou uma maior ligagdo para o sistema AO/P-123. Assim,
estes resultados confirmam a hip6tese proposta por Braga, onde as moléculas de dgua de

hidratagdo dos grupos PEO blindam a interagdo das moléculas de AO nestes grupos.
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4.3.6 Estimativas dos coeficientes de difuséo aparente

Os coeficientes de difusdo aparente (D,p) dos sistemas formulados de AO/P-123
e AO/F-127 foram estimados empregando-se a Equacdo 3.1 referente ao método de
VPD. Abaixo segue a variacdo da corrente de pico catdédico em funcdo do tempo de
modulagdo (Figura 4.14A, B e C) e o plot de i, versus 1/(t,)"?, Figura 4.14D.
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Figura 4.14. Estimativa do D, para o AO (100 pmol L") em meio aquoso e em
copolimeros (8%). Variacdo do tempo de modulacdo (tn,) para: A) AO/P-123, B) AO/F-

127 e C) AO/H;0. D) Plot de iy versus 1/(tm)1’2 para AO em meio aquoso e em
copolimeros.

Os valores de D4, foram extraidos através das retas obtidas na Figura 4.14D e
estdo apresentados na Tabela 4.4.

Para compreender melhor os valores encontrados de Dy, por VPD, realizaram-se
experimentos empregando espelhamento de luz dinamico (DLS) para determinar o

coeficiente de difusdo dos sistemas AO/P-123 e AO/F-127. Os valores dos coeficientes
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de difusdo (D) estimados por DLS se encontram na Tabela 4.4, juntamente com 0s

valores de Dy, estimados por VPD.

Tabela 4.4. Valores de Dy, e D estimados por VPD e DLS, respectivamente, do AO
(100 pmol L™) em 4gua e incorporado nas micelas de copolimeros (8%), 0,1 mol L™ de
KCle T =30,0°C.

Técnicas: VPD DLS
Sistemas  Dgp (10°,cm®s™ D (10°cm®s™)
H,O 8,7 -
P-123 3,7 0,080
F-127 4,8 0,0067

Com relagéo aos valores de Dy, encontrados por VPD, verifica-se uma redugéo
do mesmo em meio de copolimeros em relacdo ao meio aquoso, Tabela 4.4, indicando
que a incorporacdo do AO em micelas de copolimeros diminui a difusibilidade do AO
no meio. Entre os copolimeros, verifica-se um menor valor Dy, para o sistema AO/P-
123. Entretanto, na técnica de DLS o menor valor do D foi para o sistema AO/F-127.
Adicionalmente, os valores de D encontrados por DLS s&o muito menores em relacéo
aos valores de Dy, encontrados por VPD. Esta inversdo e discrepancia nos valores
podem ser justificadas pelas caracteristicas intrinsecas de analise do coeficiente de
difusdo de cada técnica. Assim, é apropriado compreender tais caracteristicas.

A técnica de DLS avalia o coeficiente de difusdo de espécies com base no
movimento Browniano empregando-se a Equacgéo de Stokes-Einstein, cuja relacéo entre
coeficiente de difusdo e raio hidrodindmico da espécie € inversamente proporcional. A
técnica considera que as espécies no meio sdo esféricas e livres de interacdes
intermoleculares. Além disso, como se trata de uma técnica de espalhamento de luz, esta
avalia o coeficiente de difusdo apenas das especies que causam espalhamento no meio.

Por outro lado, a técnica de VPD avalia o coeficiente de difusdo da sonda
eletroquimica que chega até a superficie do ET. Em meio de copolimeros, moléculas de
AO podem chegar até a superficie do eletrodo de diferentes formas, sendo elas: livre,
autoagregadas, ligado a unimeros e incorporado na micela. Assim, é proposto que,

empregando uma técnica eletroquimica, o coeficiente de difusdo deve ser uma
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somatoria destas parcelas, que sdo as quatro formas mais relevantes que o AO pode

chegar até a superficie do eletrodo, Equagéo 4.3.

Doy = aDpjyre + bDggr + cDypi + dDpjc Equacéo 4.3

sendo Dy, 0 coeficiente de difusdo aparente, a, b, ¢ e d representam as fragdes das
espécies de AO livres, autoagregado, ligado a unimeros e incorporado na micela,
respectivamente, cuja a soma é igual a um.

Como mencionado, os valores de Dy, estimados empregando VPD sdo muito
maiores em relacdo aos D estimados empregando DLS, que por sua vez forneceram
valores semelhantes aos encontrados na literatura em condicGes experimentais
semelhantes (Malmsten and Lindman 1992, Alexandridis and Alan Hatton 1995). Este
fato é condizente com a Equacédo proposta, pois na técnica de VPD tem contribuicdo de
outras trés parcelas, e ndo somente da parcela referente micela com AO incorporado
(Dmic), como é analisado em DLS, ja que € a Unica forma onde se observa espalhamento
significativo. Este resultado é particularmente interessante, pois mostra que nem todas
as moléculas de AO estdo ligadas as micelas, mesmo tendo elevados valores de Ky. Ha
moléculas de AO ligadas a unimeros, na forma autoagregada e livre, porem com fracoes
distintas apresentando possivelmente a seguinte ondem: d > ¢ > b >> a. Desta forma o
equilibrio dindmico apresentado na Figura 4.13 € insuficiente para representar 0s
sistemas AO/copolimeros, de forma que um equilibrio mais completo é proposto, Figura
4.15.
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Figura 4.15. Equilibrios dindmicos existentes nos sistemas: equilibrio mondémero e
autoagregado de AO, equilibrio autoagregado de AO e unimeros e equilibrio unimeros

com AO e micela.

Também mencionamos que, quando comparamos os valores de D, na técnica de
DLS, entre os copolimeros, Tabela 4.5, verifica-se um valor maior para o sistema AO/P-
123, mostrando que, de acordo com a Equacdo de Stokes-Einstein, as micelas de P-123
sdo menores (Alexandridis and Alan Hatton 1995, Hecht and Hoffmann 1995).
Contudo, na tecnica de VPD o contrario é observado, ou seja, 0 Dap, € menor para 0
sistema AO/P-123. Este resultado esta em harmonia com os valores de K, e a Equacéo
4.3 proposta. Como o AO liga-se mais efetivamente nos copolimeros de P-123 (maior
Kp), hd uma fracdo menor de moléculas de AO ligadas a unimeros, autoagregadas e
livre, contribuindo para reduzir os valores de Dy, Dagr € Diire, respectivamente, e
consequentemente o valor Dgp.

Estes resultados, de maneira geral, mostram que ndo se pode simplesmente
excluir a existéncia de moléculas livres, autoagregadas e ligados a unimeros, no meio,

atribuindo valores de a, b e ¢ = 0 e considerando-se apenas Dap = Dmic como a literatura
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tem reportado (Mackay 1994, Rusling 1997, Charlton and Doherty 2000, Ferreira, El
Seoud et al. 2004, Haque, Rahman et al. 2011, Mahmud, Samed et al. 2011).
Uma anélise mais detalhada das micelas de copolimeros com e sem AO,

empregando DLS, seréa realizada no Capitulo 6.

4.3.7 Efeito temporal da interacdo do AO

Avaliou-se o efeito temporal da interacdo do AO com as micelas de copolimeros
de P-123 e F-127. Contudo, para esta avaliacdo, ndo se realizou a incorporacdo do AO
pelo método de dispersdo sélida, e sim adicdo direta da sonda. O AO foi introduzido
numa solucdo de copolimero (8%) e realizaram-se diversos voltamogramas num
intervalo de aproximadamente 36 horas. Este experimento teve o objetivo de avaliar o
grau de penetracdo do AO nas micelas de copolimeros através da adicdo direta. Abaixo
segue os voltamogramas ciclicos somente para o sistema P-123, Figura 4.16. Como o
comportamento da corrente e potencial foi semelhante para o sistema envolvendo o F-

127, optou-se por ndo apresentar.
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Figura 4.16. Efeito do tempo na interacdo do AO (100 pumol L™) com P-123 (8%), KCI
0,1 mol L, v= 50 mV s e T =30,0°C. A) VC do AO em P-123 por adicio direta em
funcéo do tempo. B) VCs do AO em P-123 por adi¢édo direta comparando com AO em
P-123 formulado.

Verifica-se na Figura 4.16A que as correntes e 0s potenciais ndo variam muito
em fungéo do tempo, no entanto uma tendéncia € observada, como pode ser observado
na Figura 4.17A. Na Figura 4.16B, a comparac¢do da adi¢do direta de AO e 0 mesmo
formulado pelo método de dispersdo sélida, mostra claramente o nivel de intera¢do do
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AO com o P-123. No formulado as moléculas de AO interagem mais efetivamente com
as micelas, onde neste caso, grande parte das moléculas de AO estdo incorporadas nas
micelas. Na adicdo direta o AO interage mais fracamente com as micelas, pois
provavelmente o AO ndo chega a penetrar na corona hidrofilica. Estes resultados
mostram que os valores de constantes de ligacdo determinados anteriormente avaliam
uma ligacdo mais superficial com micelas e unimeros, ja que o método de determinagédo
foi por adicéo direta.

Para observar melhor a tendéncia nas correntes e nos potenciais, construiu

graficos de ip, versus tempo e Ep, versus tempo, Figura 4.17.
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Figura 4.17. Efeito do tempo na interacdo do AO (100 umol L™) com copolimeros
(8%), por adigéo direta, KCI 0,1 mol L™, v= 50 mV s* e T = 30,0 °C. A) Plot de ip

versus tempo. B) Plot de Ep, versus tempo.

Nos primeiros minutos a corrente diminui em funcdo do tempo, Figura 4.17A,
sugerindo uma reducdo do coeficiente de difusdo e da constante de velocidade de
transferéncia de elétrons na superficie do ET, devido a interacdo do AO com o0s
copolimeros, como ja constatado. Depois de aproximadamente 25 minutos, a corrente
comeca a aumentar, indicando que a interacdo do AO com os copolimeros esta
promovendo monomerizacdo de moléculas de AO autoagregadas, Figura 4.17A. A
Figura 4.17B, mostra um pequeno deslocamento no potencial anddico para regido de
mais dificil oxidacdo (potencial mais positivo) nos primeiros minutos, devido a maior
estabilizacdo da forma reduzida do AO nos grupos hidrofilicos PEO, como discutido
anteriormente. Este deslocamento, mesmo que pequeno, mostra uma leve mudanca de
ambiente quimico do AO com o tempo. Contudo, depois de aproximadamente uma

hora, os valores de Ep, ficam oscilantes, dentro de um valor médio de -166 e -183 mV
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para 0 AO/F-127 e AO/P-123, respectivamente. Estes valores sugerem um ambiente
quimico mais favordvel eletroquimicamente para o sistema AO/P-123, o que é
condizente com os resultados obtidos de K e Ks.

4.4 CONCLUSAO

O AOQ interage mais efetivamente com os copolimeros P-123 e F-127 em relagéo
ao surfactante simples TX. Os sistemas formulados com AO encapsulado nos
copolimeros aumentam a reversibilidade e estabilidade eletroquimica do fenotiazinico.
Tanto em meio aquoso como encapsulado o processo redox do AO é reversivel e
controlado por difusdo apenas em baixas velocidades de varredura. A forma reduzida do
AO é mais estabilizada em copolimeros em relagdo ao meio aquoso. Dentre 0s
copolimeros, esta estabilizacdo foi mais eficiente para o P-123. O método eletroquimico
permite determinar o coeficiente de difusdo aparente do AO em meio de micelas de
copolimeros, que é uma soma de quatro parcelas. A ligacdo do AO, por adicao direta em
meio de copolimeros é apenas superficial, ou seja, ndo penetra na corona hidrofilica
com o tempo. A interacdo do AO com as micelas poliméricas é mais efetiva no
formulado do que em adicdo direta. O AO liga-se mais efetivamente e espontaneamente
com as micelas de P-123 do que nas micelas de F-127. Ha realmente uma competicédo
entre moléculas de agua e moléculas de AO na interacdo com os grupos PEO das
micelas de F-127. O equilibrio redox para todos os sistemas é simples e rapidamente
alcancado.

Métodos eletroquimicos sdo viaveis na investigacdo dos efeitos de interacdo de
sondas e farmacos com micelas poliméricas, ajudando a compreender as mudancas nas
propriedades eletroguimicas das espécies encapsuladas e entender o mecanismo de
ligagdo, fornecendo informacdes adicionais em relacdo aos obtidos pelos métodos 6ticos

tradicionais.
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CAPITULO 5

Avaliacdo Eletroquimica no Processo de
Autoagregacao de Pluronics® do Tipo P-123 e
F-127 e Termodinamica de ligacao com Azul

de Ortotoluidina
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5.1 INTRODUCAO

O processo de micelizagdo em meio aquoso de copolimeros do tipo tribloco
(PEO-PPO-PEO), como por exemplo, P-123 e F-127, tem atraido muita atencdo em
varios grupos de pesquisa, devido a grande importancia e vasta aplicacdo em diversos da
indastria (Winnik, Breton et al. 1992, Winnik, Davidson et al. 1992, Hioka, Chowdhary
et al. 2002, van Nostrum 2004, Sezgin, Yiksel et al. 2006, Chiappetta and Sosnik 2007,
Kedar, Phutane et al. 2010, Miyata, Christie et al. 2011). Em meio aquoso, estes
copolimeros tendem a formar micelas acima da concentragdo micelar critica (CMC) com
um interior hidrofébico denominado de core, e uma camada hidrofilica denominada de
corona (Kabanov, Batrakova et al. 2002). Para uma dada concentracdo de copolimeros,
a temperatura na qual as micelas poliméricas sdo formadas é chamada de temperatura
micelar critica (TMC). O core, formada por unidades de PPO, é uma regido com poucas
moléculas de agua capaz de aprisionar moléculas hidrofobicas devido as interacfes de
van der Waals. A corona, formada por unidades de PEO, é uma regido mais hidratada,
onde ocorre ligacdo de hidrogénio entre moléculas de dgua e unidades de PEO (Kedar,
Phutane et al. 2010).

Tanto CMC quanto a TMC podem ser determinadas através de estudos de
espalhamento estatico e dindmico de luz (Zhou and Chu 1988, Nelson and Cosgrove
2004), emissdo de fluorescéncia utilizando-se de sondas fluorescentes como o 1,6-
difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994) e micro DSC
(Zhou and Chu 1988, Hecht and Hoffmann 1995), onde neste Gltimo, é definida como a
intersecdo da tangente no primeiro ponto de inflexdo do pico-térmico com a linha base
(Hecht and Hoffmann 1995). No caso da TMC, tem-se uma dependéncia com a
concentracdo de copolimero em solucdo. Assim, Hecht e Hoffmann propuseram uma
equacdo que permite calcular o valor tedrico da TMC, dos copolimeros do tipo PEO-
PPO-PEO, de acordo com a porcentagem (m/V) do copolimero em solucdo, Equacéo 5.1
(Hecht and Hoffmann 1995).

TMC =TMC° — A(w) Equacgéo 5.1

sendo TMC® corresponde ao valor da TMC a diluicéo infinita igual 17,8 °C para o P-
123, e 20,4 °C para o F-127, w € a concentragdo de copolimero em porcentagem (m/V) e

A é o coeficiente angular do grafico TMC versus concentracdo de copolimero, que €
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igual a 0,38 (°C/%m) para o0 P-123 e 0,59 (°C/%m) para o F-127 (Hecht and Hoffmann
1995).

A formacédo da micela em meio aquoso, devido a autoagregacdo dos unimeros, é
dirigida por uma reducdo na energia livre de Gibbs padrdo (AG®), ou seja, € um processo
termodinamicamente favoravel (Kwon 2003). Contudo a micelizacdo de copolimeros
anfifilicos € inerentemente mais complexa do que a micelizacdo de agentes surfactantes
convencionais de baixo peso molecular (Alexandridis and Alan Hatton 1995). Estudos
revelaram que a transferéncia de um unimero da solugdo para a micela € um processo
entalpicamente desfavoravel, ou seja, com entalpia padrdo (AH®) de micelizacdo
positiva. Porem, como o processo € termodinamicamente favoravel, tem-se que a
transferéncia destes unimeros do meio aquoso para a micela é um processo
entropicamente favoravel, o que significa um valor positivo de entropia padrdo (AS°) de
micelizagdo. Desta forma, o fator TAS® é maior do que 0 AH®, resultando em um AG® <
0 (Alexandridis and Alan Hatton 1995).

A visdo tradicional de formacdo de micelas reside principalmente no efeito
hidrofobico (Ben-Naim 1980, Tanford 1980, Hiemenz 1986, Hunter 1987). Os unimeros
em solucdo apresentam as unidades de PPO hidrofébicas relativamente expostas as
moléculas de agua, que precisam de um alto grau de organizacdo para solvatar um
unimero em meio aquoso, o0 que conduz a uma reducdo na entropia padrdo da vizinhanca
(AS,iz°). Quando um unimero é transferido do meio aquoso para a micela, as moléculas
de agua se desorganizam e AS,;;° aumenta consideravelmente, de modo que supera a
reducdo da entropia padrdo do sistema (AS°) causado pela autoagregacdo dos unimeros
na formacdo da micela, levando assim, a uma entropia padrdo global positiva. Como o
AH° de micelizacdo é positivo, 0 aumento da temperatura tende a conduzir a uma maior
formacédo de micela, mostrando que a magnitude do efeito hidrofébico tende a aumentar
com o aumento da temperatura (Ben-Naim 1980). No entanto, Alexandridis verificou
que tal explicacdo ndo leva em consideracdo a natureza especifica dos copolimeros
PEO-PPO-PEO (Alexandridis and Alan Hatton 1995).

Copolimeros do tipo PEO-PPO-PEO sdo relativamente menos hidrofébicos
quando apresentam alto teor de unidades de PEO, ou apresentam baixa massa
molecular. Estes tendem a formar micelas em temperaturas maiores, tendo maiores
valores de TMC. Isto foi explicado por Alexandridis et al, onde verificou que em altas

temperaturas a &gua ndo solvata muito bem as unidades de PEO e PPO dos copolimeros
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(Alexandridis, Holzwarth et al. 1994). Por outro lado, copolimeros de PEO-PPO-PEO
com unidades de PEO com peso molecular constante e PPO com peso molecular
variavel, os valores de CMC (a uma dada temperatura) diminuem com o aumento do
numero de unidades de PPO, mostrando que copolimeros com alto teor de unidades de
PPO, ou seja, mais hidrofébico tendem a apresentarem menores valores de CMC e
TMC.

Em meio aquoso a baixas temperaturas, moléculas de 4gua formam uma camada
de hidratacdo ao redor das moléculas de unimeros. No entanto, o aumento da
temperatura promove quebra das ligac6es de hidrogénio da &gua com as cadeias de PEO
e PPO. Tal fendmeno favorece, principalmente, as interagdes hidrofébicas do polimero
(PPO) e em determinados casos, dependendo da natureza hidrofébica do copolimero e
sua concentracao no meio aquoso, pode-se ter a formacao de gel em temperaturas muito
elevadas. (Miller and Drabik 1984, Attwood, Collett et al. 1985).

Em baixas temperaturas, mas acima da TMC, tem-se uma solugdo com micelas
simples com formato aproximadamente esférico de tamanho aproximadamente 10 — 100
nm (Goldmints, von Gottberg et al. 1997, Goldmints, Yu et al. 1999, Yang,
Alexandridis et al. 2000). Contudo, o aumento da temperatura promove um
comportamento dual no tamanho da micela. Um dos efeitos é a desidratacdo das
unidades de PEO devido a quebra das ligacfes de hidrogénio entre moléculas de agua e
0s grupos hidroxilas do PEO, conduzindo a uma reducdo do volume da micela (Miller
and Drabik 1984, Attwood, Collett et al. 1985). O outro efeito € 0 aumento no ndmero
de agregacdo da micela, o que implica num aumento do volume da micela (Linse and
Malmsten 1992). Alexandridis e Hatton relatam que estes dois efeitos opostos faz com
que o raio hidrodindmico das micelas de copolimeros de PEO-PPO-PEO permaneca
quase que independente da temperatura (Alexandridis and Alan Hatton 1995).

O aumento de temperatura para valores muito acima da TMC pode causar efeitos
drasticos no formato destes copolimeros no meio aquoso, como por exemplo, a
formacdo de estruturas cubicas e cilindricas (Figura 5.1) quando a temperatura aumentar
para valores muito acima da TMC (Fan, Degen et al. 2010). Estas estruturas sdo
formadas devido a autoagregacdo de micelas esféricas, que ao expelirem agua com o
aumento da temperatura, expde grupos hidrofobicos de PPO ao meio aquoso que
induzem a autoagregacdo micelar. A observagdo destes formatos tem sido reportada na

literatura usando técnicas de espalhamento de luz, como DLS (Rassing and Attwood
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1982, Zhou and Chu 1988, Yu, Deng et al. 1992), SANS, SAXS (Foster, Cosgrove et al.
2009, Hammouda 2010) e RMN (Rassing 1984).

T
Intermediaria

-
& &
-

Figura 5.1. Representacdo esquematica dos possiveis formatos dos copolimeros
tribloco PEO-PPO-PEO.

Alguns estudos reportam que a forca idnica, dependendo da concentracdo do
eletrolito, ndo afeta de maneira significativa os valores de CMC e TMC (Mata, Majhi et
al. 2005). Fan e colaboradores verificaram que quando se adiciona um eletrolito num
sistema de micelas poliméricas, o0 meio torna-se mais i6nico, como consequéncia,
moléculas de unimeros tem maior dificuldade em permanecer solvatados no meio
aquoso e com maior facilidade em serem transferidos deste meio para as micelas,
proporcionando um aumento no nimero de agregacdo da mesma. No entanto, o raio da
micela polimérica ndo muda significativamente, pois o aumento do raio no core é
compensado pela diminuicdo do raio da corona (Fan, Degen et al. 2010). Além disso,
Fan também verificou que a adicdo de eletrdlito tende a contribuir com a desidratacao
das cadeias de PEO expelindo agua de dentro da micela.

Desta forma, a presenca de eletrolito em concentragfes relativamente baixas,
aparentemente ndo causaria mudancas significativas no tamanho das micelas de
copolimeros (Fan, Degen et al. 2010) e nem nos valores de CMC e TMC (Mata, Majhi
et al. 2005). As principais propriedades dos copolimeros P-123 e F-127 estéo

apresentadas na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Propriedades dos copolimeros P-123 e F-127 (Alexandridis, Holzwarth et
al. 1994, Wanka, Hoffmann et al. 1994).

Copolimeros P-123 F-127
Proporcéo PEO/PPO (EO)20(PO)70(EO)20 (EO)106(PO)70(EO)106
Porcentagem de PEO 30% 70%
Massa Molar 5.800 g mol™ 12.600 g mol™
N° de agregacéo (30,0 °C e 1%) 211 67
CMC (30,0 °C e 1 %) 9,0x10° mol L™ 8,0x10™ mol L™
TMC (1%) 16,0 °C 24,0 °C
Viscosidade (cP) 350 (pasta a 60,0 °C) 3100 (solido a 77,0 °C)
Tensdo superficial (0,1%, 25,0°C) 34 dyn cm™ 41 dyncm™

A complexidade da nanoestrutura de micelas copoliméricas e os efeitos
complexos causados na dinamica molecular, em meio aquoso, das mesmas com a
variagdo da temperatura, torna este sistema particularmente interessante de ser estudado.
Porquanto, a melhor compreensdo de tal sistema tende melhorar e ampliar a
aplicabilidade destes copolimeros nos diversos setores industriais.

A avaliacdo do efeito da temperatura sobre o comportamento molecular de
copolimeros, em meio aquoso, envolvendo técnicas de espalhamento de luz como DLS,
SANS, SAXS e RMN, tém sido amplamente exploradas na literatura, como
mencionado. Contudo, ndo ha registro empregando-se técnicas eletroquimicas, que €
versatil, de baixo custo, relativamente sensivel e de facil operacdo e interpretacdo.
Tendo em vista que os copolimeros ndo apresentam propriedades eletroquimicas,
utilizou-se o azul de ortotoluidina (AO) como sonda eletroquimica catibnica e
relativamente hidrofilica.

Desta forma, neste Capitulo, avaliou-se o efeito da temperatura sobre o processo
de autoagregacdo dos copolimeros de P-123 e F-127, determinando a TMC e 0s
parametros termodinamicos de ligacdo entre as micelas copoliméricas e o AO, abaixo e
acima da TMC, empregando pela primeira vez voltametria ciclica (VC) e voltametria de
pulso diferencial (VPD).
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5.2 MATERIAIS E METODOLOGIA

5.2.1 Materiais
O AO foi obtido da Nuclear com grau de pureza acima de 97%. O cloreto de

potassio (KCI) foi obtido da Merck com grau de pureza acima de 98%. Os Pluronics®
P-123 e F-127 foram obtidos da Aldrich, com grau de pureza acima de 99%. A agua
empregada para o prepara de todas as solucdes estoques e de trabalho foi agua Milli-Q.
O etanol empregado para a producgédo dos formulados foi de grau PA.

5.2.2 Metodologia

5.2.2.1 Preparo das solucdes e formulados
A solucédo estoque do AO foi preparada com a introducdo de KCI fornecendo

uma concentracéo de 6,7x10™ mol L™ para o AO e 0,1 mol L™ para o KCI. A solucéo de
AO foi padronizada utilizando espectrofotometro UV-Vis usando a lei de Beer e 0
coeficiente de absortividade molar (€) em agua que é 3,04x10° mol™ L cm™ (Braga
2014). As solugdes estoques foram guardadas ao abrigo da luz. Antes do uso das
solucdes estoques, uma padronizacdo foi realizada para certificar-se do valor correto da
concentracdo. No processo de incorporacdo do AO (confeccdo dos formulados) via
método da dispersao sélida (Figura 4.5) (Zhang, Jackson et al. 1996, van Nostrum 2004)
a agitacdo assim como o controle de temperatura (70 °C) foi feito no banho do tipo
Dubnoff com agitacdo MA-093, Marconi Ltda. Assim, nos formulados, obteve-se 8%
(m/v) de copolimeros, 1,0x10* mol L™* de AO. Para a estimativa das constantes de
ligagéo, as solugdes estoque de P-123 e F-127 foram de 14 % (m/v). Estas solugdes
foram preparadas dissolvendo-se os Pluronics® em solucéo aquosa de KCI 0,1 mol L™,

deixadas em repouso por 24 horas e agitadas usando Ultrason.

5.2.2.2 Avaliacéo do efeito da temperatura sobre os copolimeros
Para realizar esta avaliacdo, formulados de AO/P-123 e AO/F-123 foram

preparados com 8% de copolimero, 1,0x10“ mol L™ de AO e 0,1 mol L™ de KCI. Foi
empregada a técnica de Voltametria ciclica (VC) e Voltametria de pulso diferencial
(VPD). As medidas foram realizadas somente depois de 5 minutos apos a estabilizacao
da temperatura.
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5.2.2.3 Voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (VPD)
As medidas de VC foram realizadas introduzindo 6,0 mL do formulado na cela

eletroquimica. Para a VC empregou-se a velocidade de varredura (v) de 50 mV s* e
para a VPD um tempo de modulacdo (t,) de 0,1 s. Antes de realizar as medidas
borbulhou-se N, por 15 minutos na solugdo para remover O, do meio aquoso. O
eletrodo de trabalho foi limpo por polimento empregando-se alumina.

5.2.2.4 Estimativa dos coeficientes de difusdo aparente
Para estimar os coeficientes de difuséo aparente (D,p) empregou-se a técnica de

VDP. Variou-se o tempo de modulacgéo (ty) para a obtencdo dos voltamogramas, onde

plotou-se um grafico de i, versus (tm) w2

, onde através da reta pode-se extrair o
coeficiente angular e empregando a Equacgéo 2.3 para VPD (A. J. Bard 1980, Brett 1996),

estimou-se os valores de Dgp.

5.2.2.5 Determinagdes das constantes de ligacéo
Uma aliquota da solucéo estoque de AO em KCI (0,1 mol L™) foi adicionado a

uma solucdo aquosa de KCI totalizando 6,0 mL e 1,0x10” mol L™ de AO na célula
eletroquimica. Depois de estabilizar a temperatura na cela, a solugédo foi desairada por
15 minutos e em seguida titulada com pequenas aliquotas de solucdo estoque de P-123 e
F-127 ambas a 14%. Apo6s cada adi¢do de Pluronics®, agitou-se o meio e borbulho N,
por aproximadamente 5 minutos. As intensidades de corrente foram monitoradas
empregando VPD e corrigidas em funcdo da diluicdo do meio. Os valores de corrente
em funcdo da concentracdo do copolimero fornece uma isoterma de ligacao entre o0 AO
e o copolimero, onde a Equacdo 4.1 permite fazer um ajuste tedrico com 0s pontos

experimentais obtidos (Enache, Bulcu et al. 2007, Toader and Volanschi 2007).

5.2.2.6 Estimativa dos parametros termodinamicos de ligacéo
As constantes de ligagdo foram determinadas de acordo com o procedimento

4.2.2 para as temperaturas de 5, 15, 25, 35, 45, 55 e 65°C, e 0s parametros
termodindmicos (AG®, AH® e AS°) foram estimados empregando as Equaces 4.2, 5.1,
5.2 (De, Bhattacharya et al. 2010) e 5.3 abaixo:

AH®° ~ AS°

+
RT R

InK, = — Equacéo 5.1
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0CT/) _ o = 2 »
T = =a—cT Equacédo 5.2
ot/

o _ (AH°-AG®)
T

AS Equacdo 5.3

Sendo que a e ¢, na Equacdo 5.2, sdo coeficientes extraidos através de um ajuste

polinomial parabolico.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Avaliacédo do efeito da temperatura

Micelas copoliméricas sdo consideradas termosensiveis, ou seja, além de terem
uma CMC, tem-se uma temperatura micelar critica (TMC). Desta forma, a micela se
forma apenas a partir de uma dada temperatura e concentracio critica. E conhecido que
a CMC diminui com o aumento da temperatura devido as interacfes mais desfavoraveis
entre moléculas de agua e cadeias de copolimero (Zhou and Chu 1988, Reddy, Fordham
et al. 1990, Brown, Schillen et al. 1991, Alexandridis, Holzwarth et al. 1994).

Para a avaliacdo do efeito da temperatura sobre os copolimeros P-123 e F-127,
estes foram formuladas com o AO, com intuito de incorporar a sonda eletroquimica, e
assim, avaliar as mudanca nas propriedades fisico-quimicas, eletroquimicas e
compreender o efeito da temperatura nas micelas de P-123 e F-127. Assim,
empregaram-se as técnicas eletroquimicas de Voltametria ciclica (VC) e Voltametria de
pulso diferencial (VPD).

Na Figura 5.2, segue a variacdo da corrente pelo método VC e VPD, do
potencial catodico e coeficiente de difuséo aparente (Dgp) pelo metodo VPD em funcéo
da temperatura. No caso do grafico de Da, em fungdo da temperatura, 0s Dy, foram

estimados empregando-se a Equagéo 2.3, fazendo-se i, em fungéo de 1U(tm) Y.
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Figura 5.2. Efeito da temperatura sobre os sistema AO (100 umol L™)/copolimero (8%)

formulados, 0,1 mol L™ de KCI. Para VC, v =50 mV s* e VPD, t, = 0,1 5. A) VC, i,

versus Temperatura. B) VPD, iy versus Temperatura. C) VPD, Dy, versus Temperatura.

D) VPD, Ej/, versus Temperatura.

As Figuras acima mostram uma mudanga no regime da variacdo das

propriedades eletroquimicas na faixa de temperatura de 12,0 — 25,0 °C e 18,0 e 23,8 °C

para os sistemas P-123/A0 e F-127/A0, respectivamente. Esta regido possivelmente €

devido a regido da TMC para P-123 e F-127 tendo o AO como sonda eletroquimica. Os

valores de TMC nas diferentes propriedades e métodos eletroquimicos podem ser

melhores visualizados na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2. Valores de TMC para os copolimeros (8%) com AO (100 umol L™) e 0,1
mol L de KCI.

TMC (°C)
Técnicas P-123 F-127
VPD (ipexT) 12,0 25,0
VPD (DgpXT) 15,0 20,0
VPD (EpexT) 25,0 25,0
VC (ipaXT) 20,0 25,0
DSC* 16,0 24,0

*Nas condicgdes de 1% de copolimero sem KCI (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994).

Verifica-se uma concordancia dos valores da TMC determinados pelos métodos
eletroquimicos em relacdo aos valores encontrados por Alexandridis e Wanka, em
condicdes experimentais semelhantes, empregando o método de Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC). Contudo, dentre os metodos eletroquimicos, o método
de VPD, avaliando 0 Dy, € i,c em fungdo da temperatura, foi 0 que obteve-se maiores
variacdes nas propriedades e valores de TMC mais proximos ao da literatura. Esta maior
variacdo na propriedade em funcdo da temperatura, contribui para minimizar erros
experimentais, fornecendo resultados mais reais. Portanto, fica constatada a viabilidade
na determinacdo da TMC de copolimeros empregando métodos eletroquimicos.

Estas mudancas no regime da variacdo na propriedade eletroquimica indicam
uma mudanca de interacdo entre as moléculas de copolimero e a sonda eletroquimica.
Abaixo da TMC as moléculas de AO estariam interagindo com as moléculas de agua e
0s unimeros, enquanto que acima da TMC, a interacdo seria preferencialmente com as
micelas.

Avaliando as correntes de picos anddicos (ips) e catddico (ipc) pelo método de
VC e VPD, respectivamente, verifica-se que em baixas temperaturas a corrente é baixa
e varia muito pouco com a temperatura. A baixa corrente € devido a concentracdo
reduzida de AO na superficie do ET, que esta relacionada a dois fatores: i) diminui¢do
da solubilidade do AO, aumentando a quantidade de autoagregados e agregados maiores
e, portanto diminuindo o Dgp, e ii) interacdo das moléculas de AO com unimeros, e
consequentemente, também contribuindo para reduzir o D,p. Estes fatores sdo

perfeitamente plausiveis, tendo em vista que os resultados das Figuras 5.2A, B e C,
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mostram que a ipa, ipc € Dap do AO diminuem com a diminui¢do da temperatura e que
tais pardmetros sdo menores em meio de copolimeros em relagdo ao meio aquoso.
Além disso, estes resultados sugerem que, em baixa temperatura, ndo ha variacdo
significativa do coeficiente de difusdo aparente (Dap) nem da constante de velocidade de
reacao de superficie (ks), que sdo parametros que limitam a corrente observada.

Em altas temperaturas, apos a TMC (ponto de inflex&o), observa-se um aumento
gradativo na corrente da sonda (Figuras 5.2A e B), indicando um aumento na
concentracdo do AO na superficie do ET. Este aumento da concentracdo esta
relacionado com o aumento do Dy, visualizado na Figura 5.2C. Neste caso, novamente
foi possivel observar um ponto de inflexdo na variagdo do D,, em funcéo da
temperatura.

Nas técnicas eletroquimicas, o coeficiente de difusdo é avaliado através de uma
sonda eletroquimica (AO) que chega até a superficie do ET, predominantemente por
difusdo devido ao gradiente de concentragdo de AO, de diversas formas, sendo elas:
livre, autoagregado, ligado a unimeros e incorporado na micela, como proposto pela
Equacéo 4.3. Sendo assim, 0 aumento constante no Da, com a temperatura, pode ter
contribuicdo predominante do aumento do movimento Browniano, ou seja, aumenta a
velocidade de reposicdo de moléculas de AO, em todas as formas, na superficie do ET.

Na variacéo do Epc com a temperatura, Figura 5.2D, observou-se também uma
regido de inflexdo nas proximidades da TMC. O E, pouco varia em baixas
temperaturas, indicando uma interacdo no mesmo ambiente quimico até o ponto de
inflexdo. Depois da TMC, o ambiente quimico comeca a mudar, ou seja, 0 E torna-se
menos positivo a medida que a temperatura aumenta. Este resultado mostra que o AO
tem maior dificuldade de reduzir com o aumento da temperatura. Vimos no Capitulo 4
que o AO formulado em P-123 e F-127 reduz mais facilmente em comparacdo ao AO
em meio aquoso devido a maior estabilizagdo da forma reduzida (Figura 4.5), mais
hidrofilica, pelos grupos de PEO destes surfactantes. Desta forma, o processo de
desidratacdo das cadeias de PEO e consequentemente a exposicdo das cadeias
hidrofobicas de PPO com o aumento da temperatura, pode contribuir para diminuir a

estabilizacdo da forma reduzida do AO incorporado na micela copolimérica.
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5.3.2 Estimativas dos parametros termodinamicos

A fim de compreender melhor a interagcdo do AO abaixo e acima da TMC foram
estimados o0s parametros termodinamicos (AH°, AS° e AG°). Para estimar tais
pardmetros, primeiramente determinaram-se as constantes de ligacdo em varias
temperaturas (5,0 a 65,0 °C) pelo método de VPD, obtendo-se as isotermas abaixo para
os sistemas AO/P-123 e AO/F-127, Figura 5.3. Deve-se lembrar de que para este
experimento ndao houve o preparo de formulados. Aliquotas de uma solucdo estoque
com 14% (m/V) de copolimero, foram adicionados diretamente a solu¢éo aquosa de AO

com KCI, 0,1 mol L™. Desta forma, avalia-se uma ligacdo mais superficial nas micelas
de copolimeros.
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Figura 5.3. Curvas de variagdo da corrente catédica do AO (100 umol L) em funcéo da
[copolimero], ajustada pela Equacdo 4.1, em varias temperaturas, 0,1 mol L™ de KCl e
tn=0,1s.

E importante frisar, que a curvatura do ajuste te6rico com 0s pontos
experimentais refletem a intensidade da ligacdo do AO com as micelas de copolimeros.
Assim, pequena curvatura reflete em ligacdo fraca, e grande curvatura ligacéo forte. A
Figura 5.3 mostra um efeito interessante nas isotermas de ligacdo para 0s sistemas
AO/P-123 e AO/F-127. Verifica-se que em baixas temperaturas, em especial abaixo da
TMC, ha preferéncia de moléculas de AO em ligarem-se aos copolimeros na forma de
unimeros ao invés de ficarem solvatados por moléculas de agua no meio aquoso, pois 0s
valores de K; foram maiores que 1, Tabela 5.3. Contudo, esta ligacdo é relativamente
fraca, mas tende a aumentar com o aumento da temperatura até chegar as proximidades
da TMC, onde depois deste ponto a curvatura comega a diminuir, indicando que a
ligacdo comeca enfraquecer com o aumento da temperatura. Este fenémeno pode ser
visualizado com os valores de constante de ligacdo (K,) e variacdo da energia livre de
Gibbs padrdo (AG®), Tabela 5.3.

Na Tabela 5.3 verifica-se claramente que a ligagdo do AO em ambas as micelas
tende a aumentar até um maximo e em seguida diminuir. O aumento da ligagdo esta
relacionado com o aumento da interacdo AO/copolimeros a medida que agregados pré-
micelares cada vez maiores se formam até a formacdo da micela. Alexandridis verificou
que a entalpia padrdo (AH®) de micelizacdo é positiva, contudo o termo -TAS® é muito
negativo, o que conduz a um processo espontaneo (Alexandridis and Alan Hatton 1995).
Desta forma, 0 aumento da temperatura desloca o equilibrio dindmico unimero/micela

para o lado de formacao de mais micelas, e assim uma maior interagdo com o AO.
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Tabela 5.3. Valores de constante de ligacdo (Kp) e variagcdo da energia livre de Gibbs

padréo (AG®°) em vérias temperaturas, 0,1 mol L™ de KCl e t, = 0,1 s.

Sistema: AO/P-123 AO/F-127
Ko AG® Ko AG®
Temp. (°C) (mol* L) (kJ mol™) (mol™ L) (kJ mol™)
5 9,99+0,90 -5,32 113+11 -10,94
15 273+14 -13,44 14542 -11,92
25 7.610+708 -22,15 199+3 -13,13
35 2.990+88 -20,50 280+9 -14,44
45 1.650+74 -19,59 165+4 -13,51
55 987455 -18,81 120+2 -13,06
65 855+25 -18,98 100+2 -12,95

Depois da regido da TMC, o aumento da temperatura promove uma

desestabilizacdo do sistema, observado pela diminuicdo da constante de ligacdo e

consequentemente dos valores menos negativos de AG®°, Tabela 5.3. Para compreender

melhor os valores encontrados na Tabela acima, aplicou-se o plot de van’t Hoff

(Equacdo 5.1), Figura 5.4.
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Figura 5.4. Plot de van’t Hoff para os sistemas AO (100 pmol L™)/copolimeros.
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Verificam-se na Figura 5.4 dois comportamentos termodindmicos distintos, antes e
depois da TMC dos copolimeros. Antes da TMC um perfil de AH° > 0, regido
aproximadamente linear de inclinagdo negativa, e depois da TMC uma regido néo
linear. A regido linear pode ser ajustada empregando o modelo de van’t Hoff, Figura
5.5.

9,21 P-123 5,7 F-127
5,0 - 25,0 °C " 5,0 - 35,0 °C
6,94 5,4 4
o ¥.D
X c
= £
514
4,61
4,8
2,34
0,00336 0,00344 0,00352 0,00360 0,00324 0,00333 0,00342 0,00351 0,00360
Tt (K)'1 T (K)'l

Figura 5.5. Plot de van’t Hoff para os sistemas AO (100 umol L™)/copolimeros.

Verifica-se um comportamento relativamente linear nas faixas de temperatura de 5,0
a 25,0 °C para AO/P-123 e 5,0 a 35,0 °C para AO/F-127. O modelo de van’t Hoff assume
que os valores AH® e AS° sdo constantes na faixa de temperatura investigada. Assim,
aplicando a Equacéo 5.1, por meio dos coeficientes angulares e lineares foram extraidos
os valores AH® e AS°®, respectivamente. Tais valores estdo apresentados na Tabela 5.4.

Na regiao acima da TMC ndo ¢ possivel aplicar o modelo de van’t Hoff, pois ¢é
uma regido ndo linear. Neste caso, deve se empregar a metodologia proposta por
Bhattacharya et al, que faz um ajuste dos pontos experimentais de AG® versus T
utilizando uma equacédo polinomial de segunda ordem (De, Bhattacharya et al. 2010),
Equacdo 5.2.

A Figura 5.6 mostra claramente uma regido ndo linear depois da TMC dos
copolimeros, onde a metodologia citada acima deve ser aplicada. A Regido
aproximadamente linear confirma que os valores de AH° e AS° sdo constantes nesta
regido, em concordancia com a Equacgéo termodinamica AG® = AH®° - TAS® e passivel

de empregar o modelo de van’t Hoff.

142
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



B AO/P-123
- m ® AO/F-127
S -10 -
= °
iy °
= - ° ® ® °
O -15 - ®
3
u [ ]
[ |
-20 - .
[ |
280 300 320 340

Temperatura (K)

Figura 5.6. Plot de AG® versus T para os sistemas AO (100 umol L™)/copolimeros.

Na Figura 5.7, tém-se 0s ajustes ndo lineares de AG® versus T aplicados a regido

ndo linear.
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Figura 5.7. Plot de AG® versus T para os sistemas AO (100 pmol L™)/copolimeros.

Na Figura 5.7 se verifica um bom ajuste aplicando-se a Equacdo 5.2 da
metodologia de Bhattacharya. Esta metodologia assume que os valores de AH® e AS°
sdo dependentes da temperatura (De, Bhattacharya et al. 2010). Os valores de AS°
foram determinados aplicando a Equacgéo 5.3, e se encontram na Tabela 5.4 juntamente

com os valores de AG° e AH°.
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Tabela 5.4. Parametros termodindmicos (AG®°, AH® e AS®) em varias temperaturas, 0,1
mol L™ de KCI para os sistemas AO/P-123 e AO/F-127.

Sistema: AO/P-123 AO/F-127
Temp. AG° AH° AS° AG° AH° AS°®
(°C)  (kImol™  (kImol) @K'molY) (kImol?) (kImol?) @UK!mol?)
5 -5,32 +228,68 +840,96 -10,94 +21,58 +116,62
15 -13,44 +228,68 +840,96 -11,92 +21,58 +116,62
25 -22,15 -78,48 -188,93 -13,13 +21,58 +116,62
35 -20,50 -62,15 -135,16 -14,44 -48,55 -110,69
45 -19,59 -45,30 -80,81 -13,51 -35,71 -69,78
55 -18,81 -27,92 -27,76 -13,06 -22,46 -28,65
65 -18,98 -9,99 +26,58 -12.95 -8,80 +12,27

Observa-se na Tabela 5.4, que para ambos 0s sistemas em baixas temperaturas,
em especial abaixo da TMC, os valores de AH° e AS° sdo independentes da
temperatura. Como abaixo da TMC, tem-se predominantemente unimeros, o equilibrio
avaliado é entre moléculas de AO livre e agregadas com unimeros, como pode ser

visualizado na Figura 5.8.

N g,

Figura 5.8. Representagdo do equilibrio do AO ligado a unimeros, abaixo da TMC.

Os valores de AG°® mostram que a associagdo de moléculas de AO a unimeros é
um processo espontaneo, ou seja, moléculas de AO preferem ligarem-se a unimeros ao
invés de solvatadas por moléculas de agua. Os valores de AH° e AS° mostram que esta
associacdo € dominada pela entropia, ou seja, mesmo as moléculas de éagua
estabilizando mais o AO livre, pois AH® > 0, a elevada variacdo na entropia (AS°® >> 0)

torna a associacdo do AO a unimeros um processo termodinamicamente favoravel. Esta
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grande variacé@o na entropia ocorre devido a maior estruturacdo de moléculas de agua ao
redor dos unimeros sozinhos em comparagdo aos unimeros ligados a moléculas de AO.
Assim, pode-se dizer que a interacdo de moléculas de AO a unimeros quebra o elevado
grau de estruturacdo de moléculas de agua ao redor dos unimeros. Isto ocorre
provavelmente porque moléculas de AO podem contribuir para reducdo da
hidrofobicidade dos copolimeros no complexo AO/unimero. Comparativamente, a
desorganizacéo é maior para o sistema AO/P-123 (AS° = 840,96 J K™ mol™), sugerindo
que as moléculas de agua se organizam muito mais ao redor dos unimeros de P-123 do
gue nos unimero de F-127 (AS° = 116,62 J K™* mol™), isto ocorre possivelmente devido
ao maior carater hidrofébico dos unimeros de P-123.

Os valores de AH® aproximadamente 10 vezes maiores para o sistema AO/P-123
(AH° = 228,68 kJ mol™) em comparacdo ao sistema AO/F-127 (AH® = 21,58 kJ mol™),
sugerem uma maior estabilizacdo energética neste ultimo. Contudo, devido ao fator
entropico que é maior para o AO/P-123, a ligacdo do AO a unimeros de P-123 é um
processo mais favoravel, com excecdo da temperatura de 5,0 °C, onde se verificou uma
constante de ligagdo muito baixa para o0 AO/P-123, Tabela 5.3.

Curiosamente, entre 25,0 — 55,0 °C para o0 AO/P-123 e 35,0 — 55,0 °C para o
AO/P-123, ocorre uma inversdo nos sinais dos parametros AH® e AS®, ou seja, a ligacéo
de moléculas de AO aos copolimeros continua sendo espontanea, mas agora governada
pela entalpia. Esta inversdo provavelmente esta relacionada com a formagao das micelas
de P-123 e F-127 a 15,0 e 20,0 °C, respectivamente, valores de TMC encontrados pelo
método VPD (D4 x T). Sendo assim, acima da TMC moléculas de AO ligam-se a
unimeros e, predominantemente a micelas de copolimeros no meio, de forma que o

equilibrio a ser avaliado pode ser representado pela Figura 5.9.

Figura 5.9. Representacdo do equilibrio do AO ligado a micela.
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Valores de entalpias negativas indicam que o aumento da temperatura
desfavorece a ligacdo de moléculas de AO aos copolimeros, pois neste caso tem-se AH®
< 0, justificando a diminuicdo de K, (Tabela 5.3) com o aumento da temperatura acima
da TMC. Além disso, mostram que moléculas de AO, agora sdo energeticamente
estabilizadas quando ligadas aos copolimeros, ou seja, preferem interagir com
copolimeros a permanecerem solvatadas por moléculas de agua. Ja os valores AS° < 0,
mostram que a associacdo de moléculas de AO aos copolimeros levam a uma maior
organizacdo intramicelar para acomodar moléculas de AO, que provavelmente
prevalece em relagcdo a qualquer outro efeito entropico contrério. Esta organizacdo do
sistema AO/micela possivelmente esta relacionado com a desidratagdo e aumento no
naumero de agregacdo das micelas que ocorre com o0 aumento da temperatura.

A medida que a temperatura aumenta, acima da TMC, verifica-se uma pequena
diminuicdo da estabilizacdo de moléculas de AO com copolimeros, devido aos valores
de AH° que tornam-se menos negativos. Isto ocorre pois a agitacdo das moléculas
prejudica as interagdes de van der Waals e ligagOes de hidrogénio existentes entre estas
espécies. Em relacdo a variacdo da entropia, observa-se que a mesma aumenta com o
aumento da temperatura acima da TMC, ou seja, fica menos negativa, Tabela 5.4. Isto
acontece provavelmente devido ao maior nimero de graus de liberdade das moléculas
de agua, AO e das cadeias dos copolimeros com o aumento da temperatura. Assim
vemos que, acima da TMC a desidratacdo e o aumento do nimero de agregacdo da
micela, que ocorre com 0 aumento da temperatura, devem contribuir para a diminuicao
da estabilidade do AO ligado aos copolimeros e contribui para deixar mais
desorganizado, como pode ser visualizada nas tendéncias de AH° e AS®, Tabela 5.4.

Quando a temperatura chega ao extremo de 65,0 °C, o sistema passa a ter uma
variacdo positiva na entropia novamente. Isto ocorre possivelmente devido ao elevado
aumento dos graus de liberdade das moléculas de agua, AO e cadeias poliméricas.
Contudo, o fato de ser o ultimo ponto experimental, pode haver limitacbes do modelo
empregado.

Comparando os sistemas acima da TMC, observa-se uma maior estabiliza¢éo de
moléculas de AO nos copolimeros de P-123, devido aos valores mais negativos de AH®,
praticamente em todas as temperaturas. Este resultado mostra que moléculas de AO

interagem mais efetivamente com copolimeros de P-123, provavelmente devido ao
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menor efeito de blindagem causado pela 4gua de hidratacdo presente nos grupos PEO
do P-123, que é um copolimero mais hidrofébico em comparagéo ao F-127.

Finalmente, os pardmetros termodindmicos encontrados para 0s sistemas em
questdo, mostram um comportamento termodinamico peculiar, pois uma inversdo nos
sinais dos parametros termodinamicos foi constatada. Este fato ndo tem sido comum na
literatura envolvendo micelas de copolimeros, que tem reportado valores de AH® > 0 e
AS° > 0, para P-123, F-127 e outros copolimeros, num intervalo de temperatura
semelhante ao estudado (Alexandridis and Alan Hatton 1995, Alexandridis, Nivaggioli
et al. 1995, Bohorquez, Koch et al. 1999, Fan, Degen et al. 2010, Dutra, Ribeiro et al.
2015). Este comportamento pode ser atribuido a natureza especifica da interacdo entre

moléculas de AO e os copolimeros P-123 e F-127, na forma de unimeros e/ou micelas.

5.4 CONCLUSAO PARCIAL

Foi possivel observar dois regimes de variagdo nas propriedades eletroquimicas
onde o ponto de inflexdo mostrou ser a TMC dos copolimeros. Os valores de TMC
concordaram com os valores encontrados na literatura empregando outros métodos.
Abaixo da TMC, ha unimeros ou pré-agregados micelares pequenos onde moléculas de
AO estdo interagindo na forma monomérica e/ou agregada. A avaliagdo do coeficiente
de difusdo aparente em funcdo da temperatura pelo método eletroquimico,
aparentemente é dominada efeito do movimento Browniano na solucdo, especialmente
em temperaturas acima da TMC. Métodos eletroquimicos sao viaveis na investigacdo do
efeito da temperatura, assim como sdo apropriados para determinar a TMC dos
copolimeros empregando sonda eletroativa.

Tém-se dois comportamentos termodindmicos de ligagdo do AO aos
copolimeros P-123 e F-127, mostrando-se um sistema muito peculiar. Abaixo da TMC a
formacgédo da micela é entropicamente favoravel enquanto que acima da TMC ocorre
uma invers@o nos parametros termodindmicos de entalpia e entropia, e a espontaneidade
passa a ser governada pela entalpia. De fato, moléculas de AO interage diferentemente
com unimeros e micelas, assim como altera a organizacdo molecular do meio acima e
abaixo da TMC. A VPD se mostrou eficiente também para avaliacdo dos parametros

termodinamicos dos sistemas estudados.
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CAPITULO 6

Estudo Fotofisico da Interacdo Fenotiazinico-
Polaxamero: Implicacdes no Processo de
Autoagregacao de Copolimero Coloidal em

Solucéo
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6.1 INTRODUCAO

Os Pluronics® P-123 e F-127 sdo dois copolimeros que tem sido extremamente
explorado em formulagGes farmacéuticas como nanoparticulas biotransportadoras de
farmacos. Em geral, todos os Pluronics® sdo termosensiveis e apresentam seu processo
de agregacdo altamente dependente da temperatura (Prasad, Luong et al. 1979, Rassing,
McKenna et al. 1984, Turro and Chung 1984), e numa dada concentracdo, formam
micelas em uma temperatura micelar critica (TMC). A TMC de copolimeros
termosensiveis, tem apresentado grande valia para compreender o mecanismo de
micelizacdo de tais surfactantes.

A avaliacdo dos aspectos estruturais e dinamicos destes copolimeros tem sido
investigada por véarios métodos, como por exemplo, calorimetria de varredura
diferencial (DSC) (Alexandridis and Holzwarth 1997), microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) (Mortensen and Talmon 1995, Lam, Grigorieff et al. 1999),
viscosimetria (Glatter, Scherf et al. 1994, Hvidt, Joergensen et al. 1994), ressonancia
magnética nuclear (RMN) (Cau and Lacelle 1996, Ma, Guo et al. 2006, Ma, Guo et al.
2007), espalhamento de néutrons de baixo angulo (SANS) (Sharma and Bhatia 2004,
Mortensen, Batsberg et al. 2008), tensdo superficial (Alexandridis, Holzwarth et al.
1994, Wanka, Hoffmann et al. 1994), ressonancia de spin eletrénico (ESR) (Degtyarev
and Schlick 1999), infravermelho de transformada de Fourier (FTIR) (Su, Liu et al.
2002, Su, Wang et al. 2002) e espectroscopia Raman (Guo, Wang et al. 1999). Contudo,
0s métodos de espalhamento de luz dindmico (DLS) (Alexandridis, Nivaggioli et al.
1995, Jgrgensen, Hvidt et al. 1997, Bohorquez, Koch et al. 1999), absorcdo de UV-Vis
com sondas selecionadas (Lopes and Loh 1998) e fluorescéncia, onde a sonda
empregada é o DPH (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994) sdo mais difundidos devido
ao baixo custo de equipamento e simplicidade na execusdo do experimenteo e analise
dos resultados.

Uma nova maneira de avaliar a dependéncia da agregacdo com a temperatura e
realizar a determinacdo da TMC, via técnicas eletroquimicas, foi explanada no Capitulo
5. Neste Capitulo, exploraremos 0s aspectos estruturais e dinamicos do P-123 e F-127
com a variagdo da temperatura empregando as técnicas Oticas tradicionais, tais como,
UV-Vis, fluorescéncia e DLS. Além destas técnicas, a técnica de espalhamento de luz

ressonante (RLS) e anisotropia de fluorescéncia, onde ndo ha muito relato na literatura
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e podem ser executadas por um fluorimetro, serdo empregadas para ajudar na

compreencdo dos fendmenos dindmicos e estuturais dos copolimeros.

6.2 MATERIAIS E METODOLOGIA

6.2.1 Materiais
O AO foi obtido da Nuclear com grau de pureza acima de 97%. O cloreto de

potassio (KCI) foi obtido da Merck com grau de pureza acima de 98%. Os Pluronics®
P-123 e F-127 foram obtidos da Aldrich, com grau de pureza acima de 99%. A agua
empregada para o prepara de todas as solucdes estoques e de trabalho foi agua Milli-Q.
O etanol empregado para a produgdo dos formulados foi de grau PA.

6.2.2 Metodologia

6.2.2.1 Preparo das solucdes e formulados
A solucédo estoque do AO foi preparada com a introducdo de KCI fornecendo

uma concentracéo de 6,7x10™ mol L™ para o AO e 0,1 mol L™ para o KCI. A solucéo de
AO foi padronizada utilizando espectrofotometro UV-Vis usando a lei de Beer e 0
coeficiente de absortividade molar (¢) em agua que é 3,04x10° mol™ L cm™ (Braga
2014). As solugdes estoques foram guardadas ao abrigo da luz. Antes do uso das
solucdes estoques, uma padronizacdo foi realizada para certificar-se do valor correto da
concentracdo. No processo de incorporacdo do AO (confeccdo dos formulados) via
método da dispersdo solida (Figura 4.14) (Zhang, Jackson et al. 1996, van Nostrum
2004) a agitagdo assim como o controle de temperatura (70 °C) foi feito no banho do
tipo Dubnoff com agitacdo MA-093, Marconi Ltda. Assim, nos formulados, obteve-se
8% (m/v) de copolimeros, 1,0x10™ mol L™ de AO.

6.2.2.2 Avaliacdo do efeito da temperatura sobre os copolimeros
Para realizar esta avaliagdo, formulados de AO/P-123 e AO/F-123 foram

preparados com 8% de copolimero, 1,0x10 mol L™ de AO e 0,1 mol L™ de KCI. Vrias
técnicas Oticas foram empregadas para compreender o efeito da temperatura sobre os
copolimeros, sdo estas: Espectroscopia de absorcéo eletrénica (UV-Vis), Espectroscopia
de emissdo eletrdnica (Fluorescéncia), Anisotropia de Fluorescéncia Estética,

Espalhamento de luz ressonante (RLS) e Espalhamento de luz dindmico (DLS). As
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medidas foram realizadas somente depois de 5 minutos ap6s a estabilizacdo da

temperatura.

6.2.2.3 Espectroscopia UV-Visivel
Para estas medidas foi utilizado espectrofotometro UV-Vis DU800 com

controlador de temperatura de alto desempenho do tipo Peltier da Beckman/Coulter
Eletronics. Foram adicionados 2,0 mL do formulado foi adicionado a uma cubeta de
poliestireno e os graficos de absorbancia versus comprimento de onda foram

registrados.

6.2.2.4 Espectroscopia de fluorescéncia
Nas medidas de emissdo de fluorescéncia foi utilizado um espectrofluorimetro

Cary Eclipse da Varian/Agilent Tecnologies com sistema Peltier para controle
eletrébnico de temperatura. Foram adicionados 2,0 mL do formulado numa cubeta de

poliestireno. O Comprimento de onda de excitacdo foi de 560 nm.

6.2.2.5 Anisotropia de fluorescéncia (r)
Estas medidas foram realizadas usando o mesmo equipamento de onde se

realizou as medidas de Fluorescéncia. Foram adicionados 2,0 mL do formulado numa
cubeta de poliestireno. O comprimento de onda de emissdo do mondmero foi

monitorado em 646 nm.

6.2.2.6 Espalhamento de luz ressonante (RLYS)
Estas medidas também foram realizadas usando o mesmo equipamento de onde

se realizou as medidas de Fluorescéncia. Foram adicionados 2,0 mL do formulado numa

cubeta de poliestireno, com delta (A) igual a zero.

6.2.2.7 Espalhamento de luz dindmico (DLS)
Para estas medidas foram adicionados 1,0 mL do formulado numa cubeta de

poliestireno. Devido as caracteristicas da amostra, ajustou-se a radiacéo de baixo angulo

(12,8 °). As medidas foram feitas em triplicatas de 10 repeticGes.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1 UV-Vis

A utilizacdo dos métodos 6ticos na avaliacdo do efeito da temperatura sobre o0s
copolimeros e determinacdo da TMC, tem como proposito ajudar a elucidar o
mecanismo de ligacdo do AO com os copolimeros em funcdo da temperatura assim
como validar os valores de TMC encontrados pelos métodos eletroquimicos discutidos
no Capitulo 5. No entanto, nos métodos eletroquimicos, as condi¢cdes de concentracdo
da sonda (100 pumol L) poderiam afetar a interpretacdo molecular dos efeitos de
autoagregacao de copolimeros e fornecer valores de TMC duvidosos, devido ao efeito
de filtro interno. Este efeito ocorre em amostras muito concentradas, onde moléculas
absorvem ou reabsorvem a luz transmitida ou emitida das proprias moléculas do meio
antes de chegar ao detector (Lakowicz 1999). Para certificar-se que os resultados
obtidos ndo estdo tendo sua interpretacdo distorcida devido ao efeito de filtro interno,
realizou-se os experimentos de UV-Vis, Fluorescéncia, Anisotropia de Fluorescéncia e
RLS em duas condi¢des de concentracdo: i) alta concentracdo de AO, condicdo
trabalhada nos experimentos de eletroquimica, 100 umol L™, onde ha efeito de filtro
interno e ii) menor concentracio de AO, onde néo h4 efeito de filtro interno, 6 pmol L™,
(Braga 2014). Assim, inicia-se com os resultados de UV-Vis.

O AO tem uma banda de absorcdo eletrdnica na regido do visivel com um
maximo de absorcdo referente a mondémeros em 620 nm e, dependendo da
concentracdo, um ombro na regido 585 nm referente a espécies autoagregadas (Braga
2014). Assim, as propriedades 6ticas do AO incorporado em copolimeros foram
avaliadas com a variacdo da temperatura, primeiramente para alta concentracdo de AO,
Figura 6.1.

Na Figura 6.1A e C, observa-se que mesmo o AO formulado, ainda ha presenca de
moléculas autoagregadas no meio, principalmente em baixas temperaturas (Figura inserida).
Estes agregados provavelmente estdo em pequena quantidade no meio aquoso. Liu
observou que unimeros e micelas de copolimeros podem induzir a autoagregacdo de
moléculas hospedes (Liu, Zou et al. 2010). Desta forma, ndo se pode descartar a
possibilidade de haver autoagregados de AO ligado a unimeros e micelas como proposto na
Figura 4.14 (Capitulo 4).
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Figura 6.1. Variacdo da absorbancia do AO (100 umol L) em copolimeros (8%) com
a temperatura, KCI 0,1 mol L™. A) e B) Sistema AO/P-123. C) e D) Sistema AO/F-127.

A Figura inserida € uma ampliacdo da regido referente ao sinal de agregado.

Os espectros de absorbancia mostram um aumento da absorbancia do pico de
mondémero (620 nm) do AO concomitantemente com o desaparecimento do pico de
agregado (585 nm) com o aumento da temperatura, indicando a monomerizagdo do AO
causado pelo aumento da temperatura. Contudo, observam-se dois regimes na varia¢do da
absorbancia com o aumento da temperatura. Em baixas temperaturas, verifica-se um
aumento mais acentuado na absorbancia, enquanto que em altas temperaturas o aumento da
absorbancia é mais gradativo, de forma que se observa um ponto de inflexdo em 15,3 e 23,4
°C para os sistemas AO/P-123 e AO/F-127, respectivamente, que representa a regido da
TMC dos copolimeros (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994, Wanka, Hoffmann et al.
1994).

Abaixo da TMC, os resultados do Capitulo 5 mostraram que moléculas de AO estdo
preferencialmente ligadas a unimeros, como ilustrado na Figura 5.9 do Capitulo 5. A Figura
6.1A e C mostram que em baixas temperaturas tém-se mais agregados, pois nesta regido o

sinal de absorbancia do agregado € maior. Entdo, é plausivel dizer que as moléculas de AO

153
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



estdo ligados aos unimeros ndo somente na forma monomeérica, mas podem estar ligadas
também na forma agregada, como proposto por Liu (Liu, Zou et al. 2010). Assim, 0
aumento da temperatura tende a monomerizar moléculas de AO no meio aquoso e ligado a
unimeros. Desta forma, como a capacidade de monomerizacdo de moléculas de AO dos
unimeros é limitada, o aumento da temperatura afetard& mais efetivamente na
monomerizagdo das moléculas de AO. Acima da TMC também pode haver agregados,
porem a formagdo das micelas contribuem significativamente na monomerizagéo de
moléculas de AO, como verificado no Capitulo 2, de forma que o0 aumento da temperatura
afetara menos na monomerizacao de moléculas de AO.

A n&o variacdo do comprimento de onda nos espectros de absor¢do mostra que o
ambiente quimico do estado fundamental do AO, antes e depois da TMC, é praticamente o
mesmo, indicando que antes da TMC o ambiente interacional das moléculas de AO com 0s
unimeros € equivalente ao do AO incorporado nas micelas de copolimero.

Para verificar o efeito da monomerizagio do AO em meio aquoso com a

temperatura, em comparagao aos sistemas formulados, tem-se a Figura 6.2.
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Temperatura (°C)
Figura 6.2. Variacdo da absorbancia do AO (100 umol L™) com a temperatura, em

meio aquoso e em copolimeros (8%) com 0,1 mol L™ de KCI.

A Figura 6.2 mostra que em meio aquoso, 0 aumento da absorbancia do AO com a
temperatura € linear, enquanto que em meio de copolimeros tém-se dois regimes de

variacao na absorbancia, devido a formacg&o das micelas de P-123 e F-127.
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Os experimentos acima foram conduzidos numa faixa de concentracdo onde ha
efeito de filtro interno. Como mencionado, também se realizaram 0s experimentos acima

das condigBes onde este efeito é inexistente, baixa concentragdo de AO, Figura 6.3.
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Figura 6.3. Variacdo da absorbancia do AO (6 pmol L™) com a temperatura, em meio
de copolimeros (8%) e 0,1 mol L™ de KCI.

Na Figura 6.3, ndo é possivel verificar dois regimes de variacdo da absorbancia
como verificado nos resultados anteriores. Observa-se apenas um aumento um pouco mais
dréastico para o sistema AO/P-123 em torno de 25 °C, indicando uma mudanca na
autoagregacao do P-123, que poderia ser a TMC. Contudo, este valor ndo esta em acordo
com os dados da literatura que € em torno de 16,0 °C para o P-123 (Alexandridis,
Holzwarth et al. 1994, Wanka, Hoffmann et al. 1994). Este resultado mostra que nestas
condi¢des de concentracdo, apesar de resolver o problema de filtro interno, ndo é possivel
usar a técnica de UV-Vis para monitorar o processo de agregacdo dos copolimeros e
determinagdo da TMC de maneira plausivel. Além disso, também nos faz questionar se o
efeito do filtro interno realmente poderia ser um fator limitante para se avaliar os efeitos de
agregacdo dos copolimeros e determinar a TMC. Para uma melhor compreensdo dos
fenbmenos observados e do efeito do filtro interno empregou-se também a fluorescéncia,

considerada uma técnica Gtica extremamente sensivel (Lakowicz 1999).
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6.3.2 Fluorescéncia

Moléculas de AO exibem emissao consideravel de fluorescéncia, com maximo

de emissdo da espécie monomérica em meio aquoso na regidao de 649 nm (Braga 2014).

Quando existem autoagregados de AO, o comprimento de onda de emissao pode sofrer

um deslocamento batocrémico (para o vermelho), devido a desativacdo dos estados

excitados por colisdo (Lakowicz 1999), como pode ser observado nos espectros de

emissdo apresentados na Figura 6.4, cuja concentracdo ha presenca de autoagregados.

A sensibilidade da técnica de fluorescéncia permitiu avaliar mais nitidamente o efeito de

monomerizacdo, como observado nos resultados de UV-Vis, e a mudanga de

microambiente do sistema AO/copolimero causado pela variacdo da temperatura, como

pode ser visualizado na Figura 6.4. Primeiramente realizamos 0s experimentos nas

condicdes de alta concentracdo de AO.
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Figura 6.4. Variacdo da intensidade de emissdao e no comprimento de onda do AO (100
umol L) com a temperatura em meio de copolimeros (8%), KCI 0,1 mol L™ Aexcitagio =

560 nme }Lemissﬁo = 676 nm.

Assim como 0 observado nos dados de absorcdo, verificamos um aumento da
intensidade de emissdo com o0 aumento da temperatura, onde existem dois regimes na
variacdo, porem neste caso mais pronunciado, indicando também a TMC dos
copolimeros. Este resultado também mostra o maior efeito da temperatura na
monomerizacdo de autoagregados de AO abaixo da TMC, enquanto que acima, a maior
capacidade de monomerizacdo das micelas, torna o efeito da temperatura menos
pronunciado. Verifica-se também uma pequena, mais tendenciosa, variacdo no
comprimento de onda de emissdo do AO, onde também se observa dois regimes de
variacao.

Abaixo da TMC, o aumento da temperatura promove um deslocamento
batocrémico (para o vermelho) no maximo de intensidade de emissdo do AO, indicando
que o fenotiazinico tende a interagir mais efetivamente com as cadeias hidrofilicas de
PEO dos copolimeros, como reportado na literatura com outras sondas (Valdes-Aguilera
and Neckers 1989, Amat-Guerri, Lopez-Gonzalez et al. 1990, Zhang, Zhang et al.
2010). Contudo, verifica-se um deslocamento mais acentuado do comprimento de onda
de emiss@o com o0 aumento da temperatura para o sistema AO/P-123 em comparacgao ao
sistema AO/F-127. Este resultado mostra a maior eficiéncia na desidratacdo das micelas
de P-123, provavelmente devido a sua maior hidrofobicidade.

Acima da TMC, o comprimento de onda néo varia (para o P-123) ou varia muito
pouco (para o F-127), indicando que o ambiente micelar onde o AO esta inserido ndo

varia até a temperatura de 50 °C, mesmo com a desidratacdo e o aumento do numero de
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agregacao da micela. A pequena variacdo do comprimento de onda acima da TMC para
o0 sistema AO/F-127, provavelmente esta associada com o fato de micelas de F-127
serem mais hidratadas em relacdo as micelas de P-123. Isto ocorre devido ao maior
numero de grupos PEO (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994), o que implica numa
micela mais fluida e consequentemente com maior mobilidade do AO entre as cadeias
poliméricas na interface agua/corona. Além disso, pode-se inferir que a desidratacdo e
compactacdo dos grupos PEO das micelas, que ocorre com 0 aumento da temperatura
(Liang, Guo et al. 2007), afeta os microambientes micelares apenas das micelas de F-
127.

E importante ressaltar que o AO em meio aquoso também se observa variagio
do comprimento de onda com 0 aumento da temperatura, isto ocorre devido ao aumento
na eficiéncia dos processos de relaxamento vibracional (Cl) na desativacdo do estado
excitado (Lakowicz 1999). No entanto, abaixo da TMC o ambiente quimico do AO, de
maneira geral, ndo ¢ o meio aquoso, pois 0 comprimento de onda de emissdo do AO
formulado néo é igual ao comprimento de onda do mesmo em meio aquoso, como pode

ser observado na Figura 6.5.
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Figura 6.5. Variacdo no comprimento de onda do AO (100 pmol L%) com a
temperatura em meio aquoso e de copolimeros (8%), KCI 0,1 mol L™ Aexcitacio = 560 nm

(5] kemissao = 676 nm.

Este resultado, assim como os resultados de UV-Vis, confirmam os resultados

encontrados no Capitulo 5, onde se verificou que abaixo da TMC moléculas de AO
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estdo preferencialmente ligados a unimeros. Adicionalmente, em baixas temperatura as
interacbes de van der Waals e ligacdo de hidrogénio com os grupos PEO dos
copolimeros, promovem uma maior desativacdo dos estados excitados em relacdo ao
meio aquoso. Ja em altas temperaturas (acima de 30,0 °C — Figura 6.5), 0 meio micelar
protege as moléculas de AO da desativacdo dos estados excitados por colisdo com
moléculas de agua, que estdo com elevado grau de agitacéo.

A avaliagéo do efeito da temperatura em baixa concentragdo do AO, encontra-se
abaixo na Figura 6.6.
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Figura 6.6. Variacdo da intensidade de emissdo e no comprimento de onda do AO (6
umol L'l) com a temperatura em meio de copolimeros (8%), KCI 0,1 mol L Aexcitacio =

560 nme kemissao = 676 nm.

Verifica-se um comportamento diferente na intensidade e comprimento de onda
de emissdo com a temperatura nas condicGes de baixa concentracdo de AO. Com
relacdo as intensidades de emissdo, observa-se uma diminuicdo com o aumento da
temperatura até a regido da TMC, onde neste ponto, tem-se um aumento da emissdo e
depois comeca a diminuir novamente. Nesta condi¢gdo de concentracdo, supostamente ha
apenas mondmeros de AO, e 0 aumento da temperatura ndo provocara a
monomerizacdo como Vvisto anteriormente, mas provocara a desativacdo dos estados
excitados, por colisdo com moléculas de agua, que reduzira a intensidade de emissdo
das moléculas de AO. Quando a micela é formada nas temperaturas de 15,0 e 20,0 °C
para 0 P-123 e F-127, respectivamente, as moléculas de AO sdo incorporadas nas
micelas e consequentemente protegidas das desativacbes por moléculas de agua e,

portanto é observado um aumento na intensidade de emissdo nesta regido.
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Comparativamente, moléculas de AO em P-123 apresentam maior intensidade de
emissdo do que em F-127, em toda a faixa de temperatura, sugerindo que copolimeros
de P-123 protegem mais eficazmente as moléculas de AO das moléculas de agua, pois
séo mais hodrofobicos.

Com relagdo a variacdo do comprimento de onda, verifica-se que é pequeno
porém tendencioso. Observa-se uma mudanca de comportamento na mesma regido de
temperatura encontrado na variacdo da intensidade de emisséo, confirmando a formagéo
da micela. Contudo, o comportamento também ¢ diferente do observado com o
experimento feito em condi¢des de alta concentracdo de AO. Abaixo da TMC, o
comprimento de onda de emissdo permanece praticamente constante com o aumento da
temperatura, mostrando que o ambiente quimico € 0 mesmo nesta regido, ou seja,
moléculas de AO interagindo preferencialmente com unimeros.

Quando a micela é formada, moléculas de AO sdo transferidas do ambiente
quimico dos unimeros para 0 ambiente quimico micelar. No ambiente micelar o
comprimento de onda permanece aproximadamente constante com o aumento da
temperatura. Além disso, verifica-se que o comprimento de onda de emissdo do sistema
AO/F-127 estd numa regido menos energética em relacdo ao sistema AO/P-123. Este
resultado sugere que em F-127 as moléculas de AO sofrem mais processos de
desativacdo do estado excitado. Isto ocorre possivelmente devido ao maior grau de
hidratacdo existente nos copolimeros de F-127, ou seja, as moléculas de AO estdo mais
expostas as moléculas de agua, especialmente acima da TMC no F-127. Desta forma,
micelas de F-127 tem um maior nimero de moléculas de agua capazes de interagir com
moléculas de AO e causar sua desativacdo. Adicionalmente, uma variacdo mais drastica
no comprimento de onda € observado para o sistema AO/P-123, indicando a maior
capacidade do P-123 em mudar o ambiente quimico do AO pelo processo de
incorporagdo na formagdo da micela.

Os valores de TMC encontrados nas condi¢des de baixa concentracdo de AO,
sdo semelhantes aos valores encontrados em alta concentragéo, sugerindo que o efeito
de filtro interno ndo contribui para atrapalhar ou inviabilizar a determinagéo da TMC
nestas condigdes. No entanto, a interpretacdo do efeito da autoagregacdo dos
copolimeros com o0 aumento da temperatura é diferente.

No espectrofluorimetro também & possivel avaliar a anisotropia de fluorescéncia,

que vem sendo pouco empregada para avaliacdo de processos de autoagregacao de
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copolimeros. Assim para ajudar

na compreensdo dos sistemas realizaram-se

experimentos de anisotropia em alta e baixa concentracéo de AO.

6.3.3 Anisotropia de fluorescéncia (r)

A técnica de anisotropia se baseia na excitacdo seletiva do fluoréforo pela luz
polarizada, onde a molécula absorve preferencialmente os fotons provenientes da luz
polarizada devido ao alinhamento do vetor elétrico ao momento de transicdo da
molécula, conduzindo a uma emissdo de fluorescéncia polarizada (Lakowicz 1999).
Desta forma, para avaliar a mobilidade do AO encapsulado nas micelas de P-123 e F-127,
medidas de anisotropia de fluorescéncia estatica (r) foram realizadas, concomitantemente
aos experimentos de absorcdo eletronica e emissdo de fluorescéncia. Abaixo segue a
variacao da anisotropia de fluorescéncia do AO em funcdo da temperatura nas condicdes de

alta e baixa concentracéo, Figura 6.7.
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Figura 6.7. Variacdo da anisotropia de fluorescéncia (r) do AO com a temperatura em
copolimeros (8%), KCI 0,1 mol L™, Lecitaczo = 600 NM € Aemissio = 646 nm. A) [AQ] = 100
umol L™, B) [AO] = 6 pmol L™

Observa-se na Figura 6.7A, em alta concentragcdo de AO, que a anisotropia do AO
em meio aquoso tende a diminuir com o aumento da temperatura, isto acontece devido ao
aumento da rotacéo difusional das moléculas de AO, tendo em vista que a viscosidade do
meio aquoso tende a diminuir com o aumento da temperatura (Lakowicz 1999). Quando o
AO esta incorporado nos copolimeros a mesma diminuigdo é observada, porém um desvio
na tendéncia é observada em 15,0 e 20,0 °C para AO/P-123 e AO/F-127, respectivamente.

Estes valores coincidem com os valores de TMC encontrados anteriormente.

161
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



Abaixo da TMC, a mobilidade do AO em P-123 e F-127 diminui com o aumento da
temperatura. Contudo, abaixo da TMC o AO se encontra preferencialmente ligado aos
unimeros, pois nesta regido o AO em copolimeros possui maior anisotropia em comparagao
ao AO no meio aquoso, Figura 6.7A, 0 que esta em harmonia com o0s resultados de
fluorescéncia. Quando a micela é formada (ha TMC) as moléculas de AO, agora
incorporadas, estdo mais imobilizadas, e consequentemente apresentam um aumento na
anisotropia. Depois da TMC, a anisotropia tende a diminuir novamente com o aumento da
temperatura, devido a maior mobilidade do AO dentro da micela, Figura 6.7.
Adicionalmente, verifica-se que praticamente em todas as temperaturas, a anisotropia do
AO incorporado em micelas de P-123 é maior do que a anisotropia do mesmo incorporado
em micelas de F-127, especialmente nas condi¢Oes de alta concentragdo de AO, Figura
6.7A. Este resultado sugere que as moléculas de AO estdo mais imobilizadas nas micelas de
P-123, provavelmente devido a maior compactacdo dos grupos PEO, pois apresentam um
menor grau de hidratacdo em relacdo aos grupos PEO das micelas de F-127. Esta maior
compactagéo, torna 0 microambiente das micelas de P-123 mais denso e viscoso em relagdo
as micelas de F-127.

Na Figura 6.7B, em baixa concentracdo de AO, 0 mesmo comportamento é
observado na variacéo da anisotropia de fluorescéncia com o aumento da temperatura. No
entanto, uma variacdo maior na anisotropia é observada quando a micela é formada.
Novamente, o efeito de filtro interno ndo alterou o valor de TMC dos copolimeros, e neste
caso, também ndo alterou a interpretacdo da avaliacdo da autoagregacao dos copolimeros
com a temperatura.

Curiosamente, o aumento da temperatura promove diminui¢cdo na anisotropia de
fluorescéncia estatica, 0 que ndo era de se esperar, sabendo que 0 aumento da temperatura
implica numa desidratacdo da micela tornando-a mais compacta, 0 que ocasionaria uma
maior mobilizacdo do AO entre os grupos PEO e consequentemente maior anisotropia. Este
resultado sugere que pode haver efeitos de tempo de vida no processo de desativacdo dos
estados excitados do AO.

Fica evidente a possibilidade de realizar a determinacdo da TMC por anisotropia
de fluorescéncia, fornecendo resultados para confirmar fatores como mobilidade da
sonda observados de maneira discreta nos resultados de fluorescéncia.

Como hé tendéncia dos copolimeros em sofrer autoagregacdo com o aumento da
temperatura, levando a formacdo de micelas, estudos de RLS foram realizados para avaliar

a existéncia de espécies espalhadoras de luz.
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6.3.4 RLS

Tendo em vista que os copolimeros sdo macromoléculas relativamente grandes, e
que unimeros, pré-agregados micelares e micelas podem apresentar espalhamento de luz,
medidas de espalhamento de luz ressonante (RLS) foram conduzidos para verificar o grau
de espalhamento provocado pelos sistemas AO/P-123 e AO/F-127 com o0 aumento da

temperatura, nas condigdes de baixa e alta concentracdo de AO, Figura 6.8
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Figura 6.8. Avaliacdo da intensidade do espalhamento de luz (RLS) em funcdo da
temperatura, 8% dos copolimeros e 0,1 mol L™ de KCI, Ar.s = 400. A) RLS do AO/P-
123, [AO] = 100 umol L%, B) RLS do AO/F-123, [AO] = 100 umol L. C) RLS versus
temperatura do AO/P-123, [AQO] = 100 umol L. D) RLS versus temperatura do AO/F-
127, [AO] = 100 umol L. E) RLS versus temperatura do AO/P-123, [AO] = 6 umol L’
' F) RLS versus temperatura do AO/F-127, [AO] = 6 pmol L™

Nas Figuras 6.8A e B observa-se um sinal evidente de espalhamento na regido
de 400 nm que é caracteristico do espalhamento proveniente de moléculas de
copolimeros autoagregadas. Além disso, verifica-se um sinal de RLS na regido de 680
nm referente a fluorescéncia residual do AO, como observado no Capitulo 2.

A Figura 6.8C, D, E e F verifica-se uma regido de mudanca na intensidade de
espalhamento na regido de 15,0 e 20,0 °C para os sistemas AO/P-123 e AO/F-127,
respectivamente. E interessante ressaltar que abaixo da TMC o espalhamento é
praticamente constante, indicando a ndo formacdo de pré-agregados micelares grandes.
Na regido da TMC, a intensidade de espalhamento aumenta, pois micelas poliméricas
sdo formadas. Contudo, a variacdo na intensidade de espalhamento, na TMC, € maior
para o sistema AO/F-127, o que esta em concordancia com a literatura (Alexandridis,
Holzwarth et al. 1994). Alexandridis relata que micelas de F-127, mesmo tendo menor
nimero de agregacdo em relacdo as micelas de P-123, apresentam maior raio
hidrodinamico, pois possuem maior numero de unidade de PEO, e consequentemente,
maior capacidade de hidratacéo.

Depois da TMC, até a temperatura de 45,0 °C, verifica-se um aumento gradativo
do espalhamento de luz apenas para o AO/F-127, enquanto que para o0 AO/P-123 o
espalhamento permaneceu praticamente constante. O aumento da temperatura provoca
um efeito dual no tamanho da micela, ou seja, a desidratacdo, que conduz a uma
reducdo do raio hidrodindmico (Miller and Drabik 1984, Attwood, Collett et al. 1985) e
0 aumento do numero de agregacdo, que leva a um aumento do raio hidrodindmico
(Linse and Malmsten 1992). Assim, para o F-127 o efeito do aumento do nimero de
agregacao foi predominante nesta faixa de temperatura, pois se verificou um aumento
no raio hidrodindmico e consequentemente no espalhamento de luz. Ja para o P-123,
provavelmente os efeitos se anulam, de modo que o raio hidrodindAmico permanece

aproximadamente constante dentro desta faixa de temperatura, pois ndo houve muita
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variacdo no espalhamento de luz, como observado por Alexandridis (Alexandridis and
Alan Hatton 1995).

Ao aumentar a temperatura para valores superiores a 45,0 °C, verifica-se um
aumento mais acentuado no espalhamento de luz para ambas as micelas, sugerindo uma
autoagregacdo micelar, especialmente para as micelas de P-123, onde ocorre um
aumento mais acentuado em relacdo as micelas de F-127. Tal autoagregacdo €
perfeitamente factivel, tendo em vista que o aumento da temperatura promove a
desidratacdo das micelas de copolimeros e consequentemente uma exposi¢do dos grupos
hidrofobicos de PPO ao meio aquoso, induzindo a autoagregacdo micelar (Fan, Degen
et al. 2010). Como as micelas de P-123 sdo mais hidrofobicas, estas tenderdo a sofrer
autoagregacao micelar mais facilmente com o aumento da temperatura, podendo formar
autoagregados com formato cubico e cilindrico, como foi ilustrado na Figura 5.1
(Capitulo 5)

Fica evidente a possibilidade de realizar a determinacdo da TMC por RLS.
Comparando os sistemas nas condi¢des de alta (Figura 6.8C e D) e baixa (Figura 6.8E e
F) concentragdo de AO, nota-se 0 mesmo comportamento dos resultados e um valor de
TMC praticamente idéntico. Tais resultados mostram que o efeito de filtro interno ndo
afeta a interpretacdo nem a determinacao da TMC dos sistemas empregando RLS.

Nas técnicas até aqui estudadas, verificou-se que a avaliacdo do efeito da
temperatura na autoagregacdo de copolimeros forneceu interpretacdes diferentes,
dependendo da concentracdo da sonda, apenas para a técnica de fluorescéncia. No
entanto, a visualizacdo da TMC foi possivel em todas as técnicas, inclusive em alta
concentracdo de AO. Este fato sugere que o efeito de filtro interno, ndo atrapalha e nem
impossibilita a determinagdo da TMC, pois os valores foram muito proximos aos
valores encontrados nas condigdes de baixa concentracdo de AO, como pode ser

visualizado na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1. Valores de TMC para os copolimeros (8%) com AO em baixa (6 umol L™)

e alta (100 pmol L™), 0,1 mol L™ de KCI, empregando-se Vvérias técnicas.

TMC (°C) Baixa concentragéo Alta concentracao
Técnicas P-123 F-127 P-123 F-127
*Fluorescéncia 15,0 20,0 15,2 23,1
Anisotropia 15,0 20,0 15,0 20,0
RLS 12,0 20,0 15,0 20,0
UV-Vis 25,0 - 15,3 23,4

*Valores de TMC encontrados pela média dos valores encontrados nos graficos de
intensidade e comprimento de onda em fungéo da temperatura.

Particulas que causam espalhamento podem ser visualizadas com experimentos
de DLS e obter maiores informacGes sobre os sistemas coloidais. Assim a técnica de

DLS foi empregada.

6.3.5 DLS

A fim de caracterizar melhor as particulas coloidais que originaram os sinais de
espalhamento de luz observados nos experimentos de RLS, foram realizadas medidas de
espalhamento de luz dindmico (DLS). Esta técnica permitiu avaliar o coeficiente de
difusdo e o raio hidrodindmico (Ry) das particulas através da Equacdo de Stokes-
Einstein. Na Figura 6.9 tem-se a variacdo dos coeficientes de difusdo das particulas

coloidais em fungéo da temperatura.
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Figura 6.9. Variagdo do coeficiente de difusdo das micelas de copolimeros (8%) com a

temperatura, na presenca e na auséncia de AO (100 umol L™) e 0,1 mol L™ de KCI.
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Uma vantagem desta técnica € que ndo ha a necessidade de uma sonda para avaliar
0 espalhamento de luz dindmico, podendo-se fazer comparacfes do tamanho da particula
coloidal na presenca e na auséncia do AO, Figura 6.9. Verifica-se uma mudanca de variagdo
no coeficiente de difusdo das particulas na regido da TMC. E interessante observar que 0s
valores de TMC dos copolimeros diminuem na presenca do AO, 0 que esta em
concordancia ao relatado por Basak e Bandyopadhyay recentemente com F-127 e
Ibuprofeno (Basak e Bandyopadhyay 2013). Este resultado indica que o fenotiazinico em
copolimeros pode favorecer a formacao da micela.

Abaixo da TMC, os valores de coeficiente de difusdo aparentam pouca variagéo,
considerando as flutuagdes do método, o que confirma os dados de RLS onde mostraram
baixo espalhamento de luz, pois provavelmente ndo hd formacdo de pré-agregados
micelares grandes. Acima da TMC, tem-se um aumento acentuado do coeficiente de
difusdo, o que poderia sugerir uma drastica diminui¢do do raio hidrodinamico da micela
nesta regido. No entanto, este fendmeno é atribuido ao aumento do movimento Browniano
das espécies em solucdo com o aumento da temperatura. Na faixa de temperatura de 30,0 a
40,0 °C, observa-se uma queda drastica do coeficiente de difusdo, devido ao elevado
aumento do tamanho da particula nesta regido de temperatura. Este resultado reforca a
hipétese dos sistemas AO/P-123 e AO/F-127 estarem assumindo um empacotamento
cubico e cilindrico em temperaturas muito acima da TMC, como sugerido pelos resultados
de RLS.

Através dos valores dos coeficientes de difusdo das particulas coloidais, é possivel
extrair o raio hidrodindmico das mesmas empregando a Equacao de Stokes-Einstein, como
mencionado anteriormente. Estes valores estdo apresentados na Tabela 6.2 para a

temperatura de 30,0 °C.

Tabela 6.2. Valores dos raios hidrodinamicos (Ry) (Kadam, Yerramilli et al. 2009) das
micelas de copolimeros (8%) na presenca e auséncia de AO (100 umol L™) e 0,1 mol L*
de KClaT =30,0°C.

Sistemas: P-123 AO/P-123 F-127 AOIF-127
R (nm) 37,43 34,77 212,31 450,04
*Rys (Nm) 8,5 10,7 10,3 14,6

*Referente a valores da literatura nas condi¢cbes de 1% de copolimeros, na auséncia e

presenca de Carbamazepina (CBZ), na auséncia de sal a 37,0 °C (Kadam, Yerramilli et al.
2009).
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Os valores maiores em relacdo aos da literatura podem estar relacionados com a
porcentagem de copolimeros, quem afetam drasticamente o raio de hidratagéo, sendo o
F-127 o mais afetado por ser uma micela mais hidrofilica.

Ficam confirmados na Tabela 6.2, que micelas de F-127 sdo maiores em relacéo
a micelas de P-123, como relatado na literatura (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994).
Observa-se também, que a presenca de AO praticamente ndo altera o tamanho da micela
de P-123, porem altera muito o tamanho da micela de F-127. Kuperkar e Kumar
verificaram que a adicdo de moléculas (aditivos) em meio coloidal de copolimero
promove um aumento no raio hidrodinamico das micelas (Ganguly, Kuperkar et al.
2012, ANDRES F., HECTOR et al. 2014, Dey, Kumar et al. 2014). Tal efeito tem sido
postulado por Kumar, que propde uma substituicdo de moléculas de agua de hidratagdo
dos grupos hidrofilicos PEO por moléculas que estdo sendo incorporadas, ocasionando
um aumento na hidrofobicidade da micela. Este efeito de desidratagdo melhora as
interacdes intramicelares atrativas, o que promove a formacdo de clusters micelar
grandes (Dey, Kumar et al. 2014). Para a micela de P-123, por ser uma micela mais
densa e compacta, como verificado nos resultados de anisotropia, a presenca do AO
provavelmente ndo afeta de maneira significativa o raio hidrodinamico da mesma. O
efeito da mudanca do tamanho da micela com a incorporacao de moléculas de AO pode
ser visualizado também na Figura 6.10.
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Figura 6.10. Medidas de DLS de copolimeros (8%) a 30,0 °C, na presenca e na
auséncia de AO (100 umol L™) e 0,1 mol L™ de KCI.

Considerando a flutuagdo da técnica e a escala utilizada em ambos os gréficos,

o tamanho da micela de P-123 ndo muda muito na incorporacdo do AO. Ja a micela de
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F-127 tem um aumento consideravel em seu tamanho. Além disso, verifica-se que a
incorporagdo do AO promove um alargamento da curva da distribuigdo do tamanho.
Este fato sugere que a incorporacdo do AO nas micelas de copolimeros causa uma
maior distribuicdo nos tamanhos das mesmas no meio.

Uma avaliacdo na distribuicdo do tamanho das micelas com AO incorporado
em funcdo da temperatura também foi realizada, Figura 6.11. Os resultados mostram um
aumento do tamanho e na distribuicdo das espécies no meio com o aumento da
temperatura. Comparando 0s sistemas, 0 aumento é notavelmente maior para o sistema
AO/F-127. Com relacdo ao aumento do tamanho, este resultado confirma que o
aumento da temperatura influencia mais no aumento do nimero de agregacdo em

relacdo a desidratacdo da micela, para o F-127, como verificado nos resultados de RLS.
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Figura 6.11. Medidas de DLS de copolimeros (8%) em funcdo da temperatura, na
presenca de AO (100 umol L™) e 0,1 mol L™ de KCI. A) AO/P-123. B) AO/F-127.

Na Tabela 6.3 segue os valores de TMC encontrados por todas as técnicas
Oticas e de espalhamento de luz discutidas acima e as técnicas eletroguimicas discutidas
no Capitulo 5, apenas para a condicdo de alta concentracdo de AO. Nas técnicas onde
foi possivel observar a TMC pela variagdo de mais de uma propriedade, calculou-se a
TMC média.
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Tabela 6.3. Valores de TMC para os copolimeros (8%) com AO (100 umol L™) e 0,1

mol L™ de KCI, empregando-se vérias técnicas.

TMC (°C)

Técnicas P-123 F-127
VPD 17,3 23,3
VC 20,0 25,0
UV-Vis 15,3 23,4
Fluorescéncia 15,2 23,1
Anisotropia 15,0 20,0
RLS 15,0 20,0
DLS 12,0 20,0
DSC* 16,0 24,0

*Nas condigdes de 1% de copolimeros sem KCI (Alexandridis, Holzwarth et al. 1994,
Wanka, Hoffmann et al. 1994).

Os resultados mostram uma concordancia com os valores de TMC encontrados
empregando as técnicas eletroquimicas, sendo que dentre elas a técnica de VPD
apresentou melhores valores. Os valores de TMC encontrados estdo proximos aos
encontrados por Alexandridis e Wanka, em condi¢bes experimentais semelhantes,
empregando fluorescéncia tendo DPH como sonda e DSC. Desta forma, fica
confirmado a viabilidade de se empregar técnicas eletroquimicas, em especial a VPD,
na determinacdo da TMC, mostrando uma sensibilidade equivalente a técnica de
fluorescéncia, considerada uma das técnicas Gticas com maior sensibilidade no meio
cientifico. Adicionalmente, as técnicas eletroquimicas mostraram-se Uteis na avaliacdo

do comportamento molecular dos sistemas AO/copolimeros com a temperatura.

6.4 CONCLUSAO PARCIAL

Nas condi¢bes de alta concentragdo, moléculas de AO no formulado,
dependendo da temperatura, podem existir na forma autoagregada, ligadas a unimeros
e/ou micelas de P-123 e F-127. A monomeriza¢do do AO em copolimeros ocorre em

funcdo do aumento da temperatura e da formacéo da micela. Micelas de F-127 s&o mais
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fluidas, enquanto que micelas de P-123 sdo mais compactas, permitindo baixa
mobilidade do AO incorporado.

Abaixo da TMC, tem-se unimeros ou pré-agregados micelares pequenos onde
moléculas de AO estdo interagindo na forma monomérica e/ou agregada. Acima da
TMC, moléculas de AO interagem preferencialmente na forma monomérica com
micelas, sendo que neste Ultimo caso, a populacdo de entidades com tamanhos
diferentes aumentam com o aumento da temperatura, especialmente para o F-127. Na
regido de temperatura intermediaria, o tamanho das micelas com AO incorporado é
modulado pelo efeito de desidratacdo e aumento do nimero de agregacao, sendo que
para 0 AO/F-127 este ultimo efeito predomina. A incorporacdo de AO em micelas de P-
123 e F-127, tende a reduzir o valor das TMC e aumentar o tamanho apenas das micelas
de F-127.

Acima da TMC o micro ambiente do AO néo é alterado significativamente,
mesmo com a desidratacdo da micela, com o aumento da temperatura. Nesta regiéo, o
AO fica mais protegido de moléculas de dgua incorporado em micelas de P-123. Acima
de 40,0 °C ocorre autoagregacao micelar.

Nas condicBGes de baixa concentracdo, apenas a técnica de UV-Vis ndo foi
muito eficiente para avaliar os efeitos de autoagregacdo de copolimeros e
consequentemente na determinacdo da TMC. Os experimentos realizados em alta
concentracdo, apesar do efeito do filtro interno, aparentemente ndo afetam a
interpretagdo molecular, contudo ndo altera os valores na determinagdo da TMC. Na
comparacdo entre as condicdes efeito de filtro interno e auséncia deste efeito, a
interpretacdo molecular foi diferente apenas para a técnica de fluorescéncia, porem 0s
valores de TMC foram semelhantes.

As técnicas de anisotropia de fluorescéncia e RLS, que sdo pouco empregadas,
se mostraram Uteis fornecendo informagdes valiosas sobre a mobilidade da sonda e
autoagregacao milcelar.

Os valores de TMC encontrados pelos métodos 6ticos estdo em concordancia
com os determinados por métodos eletroquimicos, principalmente em relagéo a VPD.
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CAPITULO 7

Concluséao final e Perspectivas Futuras

172
Tese de Doutorado: Fernando Rodrigues de Carvalho



O estudo da dindmica molecular de moléculas de fenotiazinicos em meio
aquoso e de copolimeros foi possivel de ser investigada empregando técnicas
eletroquimicas para suportar e complementar as observacOes verificadas por métodos
Oticos. Os copolimeros modificam as propriedades Oticas, e especialmente,
eletroquimicas do AO, possibilitando extrair novas informacdes a respeito da interagdo
entre moléculas de AO e copolimeros de P-123 e F-127, e a auto agregacdo destes
copolimeros em funcdo da temperatura. As técnicas Oticas validaram o método
eletroquimico para a determinacao da TMC.

Os métodos eletroquimicos forneceram um grande ndmero de informagdes
sobre os sistemas. Tais informagfes podem contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos de ligagdo entre farmacos e micelas e ajudar a entender processos de
autoagregacao de moléculas pequenas e grandes, formando estruturas supramoleculares,
contribuindo assim para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas e novos
materiais. A utilizacdo de técnicas Oticas juntamente com as técnicas eletroquimicas,
refinaram os resultados e ajudaram significativamente na compreensdo molecular dos
fendmenos observados.

O presente estudo pode ser ampliado de muitas maneiras. Pode-se empregar a
técnica de SAXS, para avaliar melhor o processo de autoagregacdo dos copolimeros
com e sem AO incorporado em fungdo da concentracdo e temperatura com intuito de
confirmar os diferentes formatos dos copolimeros no meio.

Também é valido investigar as propriedades termodinamicas de ligacdo com
outra molécula sonda, com diferentes caracteristicas estruturais, para compreender
melhor comportamentos termodinamicos peculiar nos sistemas AO/copolimeros.

E relevante avaliar a capacidade de liberacdo controlada de moléculas de AO
incorporadas em copolimeros via técnicas eletroquimicas. Para isso, modificacdes no
processo de formulacdo devem ser realizadas.

Os copolimeros ndo séo eletroativos, portanto, houve a necessidade de uma
sonda eletroquimica para avaliar sua autoagregagdo em funcdo da temperatura. Existe a
possibilidade de ancorar espécies eletroativas nos unimeros, tornando-os assim
eletroativos. Assim, a mesma avaliagdo poderia ser executada, porem sem a utilizacdo
da sonda, fornecendo informagdes importantes sobre as interacbes dos unimeros em

meio aquoso e aglomerado numa micela.
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