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RESUMO

ROCHA, Julio Cézar Barbosa, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2016. Estrutura e termodinamica de formacao dos complexos
de polimero de B-ciclodextrina com surfactantes idnicos e efeito da
associacdo do polimero com cadeias de DNA. Orientador: Alvaro Vianna
Novaes de Carvalho Teixeira. Coorientadores: Luis Henrique Mendes da Silva
e Oswaldo Monteiro Del Cima.

Os polimeros de B-ciclodextrinas (pBCD) possuem cavidades que, assim como
a B-ciclodextrina, sdo atrativas para a complexacdo de moléculas. A ppBCD
pode ser associada a surfactantes idnicos formando um pseudo polieletrdlito de
carga controlada, que pode ser usado em diversas aplicacdes relevantes, como
por exemplo, a compactacdo de moléculas de DNA. Contudo, ha poucos
trabalhos na literatura que estudaram a interagao de pBCD com surfactantes e
nenhum deles apresentou uma caracterizagdo estrutural e termodindmica da
formacdo destes complexos. Desta forma, investigamos neste trabalho a
formacdo de complexos de pBCD em solucdo aquosa com os surfactantes
ibnicos: dodecil sulfato de sodio, dodecil benzeno sulfonato de sddio e brometo
de dodecil trimetil amdnio, avaliando o efeito do aumento da forga ionica na
estrutura e termodindmica de complexacdo. Medidas de concentracdo micelar
critca (cmc) mostraram que os surfactantes associam-se a pBRCD
preferencialmente, formando micelas apenas ap6s a saturacdo do polimero.
Uma vez saturado o polimero ndo afeta a formacédo das micelas nem interage
com elas. Medidas diretas do tamanho do polimero mostraram que ha a
liberacdo das BCD nao ligadas covalentemente a pBCD com a inser¢cao do
surfactante, seguido do aumento do tamanho da cadeia, ambas causadas pela
repulsdo eletrostatica das moléculas dos surfactantes. Verificamos que a
complexacdo dos surfactantes com a pCD é menos estavel do que com a
BCD. Sugerimos que a diferenca € devido a alteragdes das cavidades da BCD
na forma polimerizada. A interagdo da pBCD com moléculas de DNA foi
estudada usando a técnica de pinga Otica para varias concentracdes do
polimero. Foi determinado que a BCD na forma polimerizada, assim como a
BCD monomeérica, nao atua como intercalante. Entretanto o comprimento de

persisténcia alterou de forma ndo mondtona com a concentracdo do polimero,
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reduzindo de ~ 40 nm (DNA puro) para ~ 22 nm na concentracdo de ~ 10 uM
de pBCD e entre 10 — 25 uM aumentou levemente, estabilizando depois de 25
uM. Usamos o modelo proposto por Rocha para determinar parametros fisico-
quimicos a partir da variacdo do comprimento de persisténcia. Observamos
dois tipos de agregados ao longo da cadeia de DNA. Na faixa de 0 — 10 uM sao
formados agregados de 2-3 moléculas de pBCD por sitio da molécula de DNA e
entre 10 — 25 uM aparecem agregados de 12 pBCD ao longo da cadeia de
DNA. A constante de ligacéo tipica desses dois agregados (~ 10°> M) é maior
do que a observada por Alves e colaboradores para a BCD nativa (~ 10 M™).
Portanto a polimerizagdo das BCD potencializa a interagdo com a molécula de
DNA, criando oportunidades para potenciais aplicacdes usando esses

sistemas.
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ABSTRACT

ROCHA, Julio Cézar Barbosa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2016. Structure and thermodynamics of formation of the
complexes of B-cyclodextrin polymer with ionic surfactants and interaction
of this polymer with DNA chains. Adviser: Alvaro Vianna Novaes de
Carvalho Teixeira. Co-advisers: Luis Henrigue Mendes da Silva and Oswaldo
Monteiro Del Cima.

The [B-cyclodextrin polymer (pBCD) has cavities that are suitable for the
complexation of molecules. The pBCD can be associated with ionic surfactants
to form a pseudo polyelectrolyte that can be used in many important
applications, for example DNA compaction. However, there are few articles in
the literature that studies the interaction of pBCD with surfactants and none
showed a structural characterization and thermodynamics of the formation of
those complexes. In this work, we study the formation of pBCD complexes in
agueous solutions with ionic surfactants: sodium dodecyl sulfate, sodium
dodecyl benzene sulfonate and dodecyl trimethyl ammonium, evaluating the
effect of increasing ionic strength in the structure and thermodynamics of
complexation. The critical micelle concentration (cmc) measurements showed
that the surfactants associate preferentially with the pCD and form micelles
only after the saturation of the polymer. The saturated polymer seems not to
affect nor interacts with the surfactant micelles. Direct measurements of the
polymer size showed that release of non-covalently BCD bound to pBCD takes
place as adding the surfactant, followed by the increase of polymer size. Both
phenomena were caused by strong electrostatic repulsion between surfactant
molecules. We found that the complexes of surfactants with pBCD are less
stable than with BCD. We suggest that the difference is due to alterations of the
BCD cavity when in polymerized form. The interaction of the pCD with DNA
molecules were studied by means of the optical tweezers technique changing
the polymer concentration. It was showed that the polymerized form of BCD
does not act as an intercalator as well as the monomeric BCD. However the
persistence length had a non-trivial dependence with the polymer concentration,

reducing from ~ 40 nm (pure DNA) to ~ 22 nm at a concentration of ~ 10 uM of
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pBCD and between 10-25 uM increased slightly, stabilizing after 25 uM. We use
the model proposed by Rocha to determine physical and chemical parameters
from the variation of the persistence length. We observed two types of
aggregates along the DNA chain. In the range 0 — 10 uM there are aggregates
formed by 2 — 3 pBCD molecules per site of DNA molecule, and between 10 —
25 uM, aggregates of 12 pBCD appear along the DNA strand. The typical
binding constant of these two aggregates (~ 10°> M) to DNA molecule is greater
than that observed by Alves et al. for the native BCD (~ 10°> M™). Therefore, the
polymerization of BCD enhances the interaction with the DNA molecule,

opening a door of potential applications using these systems.
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Capitulo 1
INTRODUCAO

1.1 Introducéo Geral

A quimica supramolecular € o ramo da quimica que estuda as
interagcOes intermoleculares (ligacdo de hidrogénio, forcas de van der Waals,
efeito hidrofdbico, etc.) entre estruturas moleculares. Dentre essas estruturas,
destaca-se a ciclodextrina, um composto obtido da degradacdo do amido que
foi descoberta por Villers em 1891, tendo a forma de um cone truncado com as
hidroxilas primérias no lado mais estreito do cone e as hidroxilas secundérias
no lado mais espesso. A face externa da ciclodextrina € hidrofilica e o interior
hidrofébico [1].

A ciclodextrina e seus derivados sdo muito Uteis para solubilizacdo de
moléculas [1]. Ela tem sido bastante usada na éarea farmacéutica como
carreadores de farmacos de baixa solubilidade em agua. Apresentam baixa
toxicidade para administracdo oral e a liberacdo ocorre facilmente, pois 0s
complexos formados ndo envolvem ligacdes covalentes [2]. Vérios trabalhos
tém mostrado que a encapsulacdo dos farmacos pelas ciclodextrinas e seu
derivados é bastante eficiente no tratamento de doencas como, por exemplo, 0

cancer [3-10].

Dos diversos compostos sintetizados a partir das ciclodextrinas,
destacamos o polimero de B-ciclodextrina (ou pBCD), que é obtido a partir da
polimerizacao das B-ciclodextrina usando o agente de reticulacdo, epicloridrina,
em meio basico [11]. Ele é constituido de varias ciclodextrinas ligadas entre si
por ligagbes covalentes. Esse arranjo de ciclodextrina altera as propriedades
fisico-quimicas quando comparadas a ciclodextrina isolada. Por exemplo, ela
permite aumentar a solubilidade em agua [12]; permite a formacg&o espontanea

de agregados supramoleculares com outros polimeros como, por exemplo,



dextrana modificada com grupos lauril [13] [14]. Esses agregados podem

também ser usados para encapsulacao de farmacos [13].

A pBCD pode associar-se com surfactantes catidnicos para a formacao
de um polieletrélito de carga controlada [15]. Alguns trabalhos ja mostraram
que esse polieletrélito associa-se com polimeros de carga negativa formando

um complexo ternario com potencial para aplicacdo na terapia genética [16-18].

Até onde sabemos poucos trabalhos estudaram a formacdo de
polieletrélitos pela associagdo de polimeros de ciclodextrina com surfactantes
cationicos [15] [16], e nenhum trabalho foi encontrado com surfactantes
aniénicos. Além disso, em nenhum trabalho foi feita a caracterizacéo estrutural
destes complexos em relacdo ao seu tamanho em meio aquoso, nem 0s

parametros termodindmicos da interacdo polimero — surfactante.

Deste modo, o proposito do nosso trabalho € realizar a caracterizacéo
estrutural dos complexos formados entre polimeros de p-ciclodextrina e
surfactantes catibnicos e anionicos e determinar a termodinamica de formagéo
destes complexos. O efeito da forca ibnica também sera discutido para auxiliar
na compreensdo do efeito das interacdes eletrostaticas na estrutura e

termodinamica de formagéo desses complexos.

A caracterizacdo estrutural dos complexos foi determinada pelas
medidas de raio hidrodinamico, variando a concentracdo do surfactante. Ja a
termodinamica de formag&o dos complexos foi caracterizada pelos parametros
termodinamicos: entalpia aparente de interacdo padrdo (AH°), entropia de
complexacdo padrdo (AS°), a energia livre de Gibbs padrdo (AG®), constante de

complexacao (K) e estequiometria de formacao dos complexos (n).

A interacdo do polimero de B-ciclodextrina com moléculas de DNA
também foi determinada na auséncia dos surfactantes, usando a técnica de
pinca Otica. A fim de estudarmos os possiveis efeitos que esse polimero
promove nos parametros mecanicos: comprimento de contorno (ou L) e
comprimento de persisténcia (ou A) da molécula de DNA. Através da variacao
de A em funcéo da [ppCD] determinamos os parametros fisico-quimicos desta

interacao.



Nesta tese apresentamos a revisao bibliografica sobre ciclodextrina e
seus derivados no capitulo 1. A metodologia de preparo das amostras, bem
como o fundamento e descricdo das técnicas no capitulo 2. No capitulo 3
apresentamos os resultados e conclusdes sobre a formagcdo do complexo de
pBCD — surfactantes. Ja no capitulo 4, apresentamos o0s resultados e
conclusdes sobre formagdo dos complexos via associacdo de pRCD com
cadeias de DNA. Finalmente no capitulo 5, temos as conclusdes gerais sobre

os resultados obtidos neste trabalho.

1.2 Revisdo da Quimica de Ciclodextrinas e

surfactantes

As ciclodextrinas mais estudadas na literatura sdo constituidas de 6, 7,
ou 8 unidades de D-glicose, formando uma estrutura ciclica com ligacfes
glicosidicas do tipo a—1,4, elas sdo conhecidas como: a, B € y, e sua formula

quimica é apresentada na Figura 1-1.

HO  OH

Figura 1-1: Estrutura tridimensional das ciclodextrinas em que n representa 0 numero de
unidades de D-glicose. n = 6, 7 ou 8 referem-se «a, B ou y ciclodextrina respectivamente. Figura
extraida da referéncia [19].

As ciclodextrinas tem uma estrutura tridimensional na forma de um

cone truncado como ilustrado na Figura 1-1. Os grupos hidroxilas sé&o



posicionados na face externa do cone, o que confere um carater hidrofilico a
esta regido. J& o hidrogénio dos grupos CH nas posi¢cdes 3 e 5 sao
direcionados ao interior da cavidade da ciclodextrina e também os carbonos da
posicdo 1 e 4 e o oxigénio da posicdo 1 que tornam a cavidade hidrofébica [1].
Consequentemente as moléculas de agua no interior da cavidade das
ciclodextrinas sdo moléculas “ricas em entalpia”, pois as ligacdes de hidrogénio
entre as moléculas de 4gua na cavidade e os hidrogénios das posicbes 3 e 5 e
os carbonos da posicdo 1 e 4 sdo ligacbes mais energéticas dos que as

ligacdes de hidrogénio das moléculas de agua em solucgéao [1].

As principais propriedades das ciclodextrinas s&o apresentadas na

tabela 1.1. As dimensbdes apresentadas na tabela séo referentes a Figura 1-2.

Tabela 1.1: Principais caracteristicas das ciclodextrinas. As dimensdes apresentadas nesta
tabela séo referentes a figura 1-2. Dados extraidos das referéncias [1] [12]

o B Y
Solubilidade em agua (g/100 mL) 14,5 1,85 23,2
Massa molar (g/mol) 972 1135 1297
Volume da Cavidade (nm?) 0,174 0,262 0,427
a (nm) 1,37 1,53 1,69
b (nm) 0,57 0,78 0,95
¢ (nm) 0,45 0,61 0,77
d (nm) 1,32 1,49 1,61
e (nm) 0,78 0,78 0,78



Figura 1-2: Estrutura tridimensional das ciclodextrinas e suas dimensdes.

A diferenca na solubilidade entre a, B e y-ciclodextrinas apresentada na
tabela 1.1 esta associada a formacao de ligacdes de hidrogénio intramolecular
entre as hidroxilas secundarias de unidades de D-glicose adjacentes. A B-
ciclodextrina apresenta todas as ligacfes de hidrogénio entre as hidroxilas
secundarias tornando essa estrutura mais rigida e menos solluvel entre as trés
principais ciclodextrinas. Ja o-ciclodextrina apresenta uma unidade de D-
glicose numa posicéo distorcida que impede a completa formacao das ligacdes
de hidrogénio entre as hidroxilas secundéarias. J& a y-ciclodextrina é uma
estrutura flexivel que dificulta as ligac6es de hidrogénio intramolecular e a torna
a mais soluvel das trés ciclodextrinas [1].

A cavidade da ciclodextrina torna essa molécula interessante para a
solubilizagdo de compostos hidrofébicos de baixo peso molecular [12]. A
formacao dos complexos supramoleculares, entre a ciclodextrina e moléculas
hidrofébicas, envolve varios processos termodinamicos. Os principais sao: a
liberacdo das moléculas de agua de alta energia do interior da cavidade, o
efeito hidrofobico decorrente da retirada de moléculas de agua das partes
hidrofébicas que serdo inseridas na cavidade da ciclodextrina e interagdes

intermoleculares (for¢ca de van der Waals, interagfes eletrostética, ligacdes de



hidrogénio) entre a molécula hospede e o hospedeiro (ciclodextrina) [20] [21].
Entretanto, a importancia de cada termo ainda ndo esta bem estabelecida na
literatura e depende do tipo de molécula hospedeira que esta sendo usada [22].

Este trabalho esta focado na associacao das ciclodextrinas com surfactantes.

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas capazes de reduzir a tensédo
interfacial entre dois meios e que podem se agregar em solucdo formando
micelas. Surfactantes como, por exemplo, o brometo de dodecil trimetil aménio
(DTAB) e o dodecil sulfato de sodio (SDS) tém a parte hidrofobica consistindo
de um hidrocarboneto com 12 &tomos de carbono. Ja foi extensivamente
estudado a interagéo desses surfactantes com a [(-ciclodextrina (ou BCD) [20,
23-26]. As principais conclusdes relatadas para esses complexos envolvem o
retardo da formacdo das micelas de ambos os surfactantes na presenca da
BCD [23-25]. A formacdo do complexo ocorre principalmente numa
estequiometria 1:1 [1], e os complexos pouco afetam as micelas dos
surfactantes [24]. Entretanto, recentemente, Tsianou e colaboradores
mostraram através de medidas de espalhamento de néutrons, que a o-
ciclodextrina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina participam da formacdo das

micelas de SDS em D0 e estao localizadas no nucleo das micelas [26].

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento no interesse nos
polimeros de ciclodextrina [12]. Esses polimeros sado sintetizados,
principalmente, usando a epicloridrina que faz a ligagdo entre duas
ciclodextrinas. A adicdo de tolueno na sintese leva, preferencialmente, a
formacdo de polimeros de ciclodextrinas lineares, enquanto a ndo adicéo leva a
formacdo de polimeros reticulados [27]. O esquema da sintese esta
representado na Figura 1-3. Aqui neste trabalho, estudamos a interacdo dos
polimeros reticulados de poli-B-ciclodextrina (ou pBCD) (Figura 1-3b) com os
surfactantes dodecil sulfato de sédio (SDS), brometo de dodecil trimetil ambnio
(DTAB) e dodecil benzeno sulfonato de sédio (SDBS).



Figura 1-3 llustracdo da sintese do poli-B-ciclodextrina (pBCD) linear com a adi¢cao de tolueno
(a) e pBCD reticulada sem a adigao de tolueno (b). Figura extraida da referéncia [27].

A solubilidade da BCD em agua (1,85 g/100 mL) é muito baixa em
comparacdo com oCD e yCD (14,5 ¢/100 mL e 23,2 g/200 mL,
respectivamente). A sintese da pBCD possibilita aumentar a concentragcdo de
BCD solubilizadas e aumentar, portanto, a capacidade de solubilizacdo de
moléculas hidrofébicas presentes em uma solucdo [12]. Outra aplicacéo
interessante conseguida a partir da polimerizacdo das B-ciclodextrinas é a
capacidade de forma hidrogéis fisicos pela associacao da pBCD e polimeros de
adamantano [12] [27] ou com qualquer outro polimero com partes afins a
cavidade hidrofébica da ciclodextrina. A estrutura pode ser revertida
associando uma molécula hidrofébica que tenha mais afinidade com a
cavidade da ciclodextrina do que o adamantano, ou entdo aumentando a
temperatura. Essa reversibilidade torna esse sistema (til em aplicacfes

biomédicas [12].

A possibilidade de associar as pBCD com estruturas como a dextrana
modificada com grupos lauril permitiu a formacéao de nanogéis com diametro de
algumas centenas de nanémetros, que sdo estaveis por meses a temperaturas
inferiores a 37°C. Essas estruturas podem ser usadas para solubilizar
farmacos, pois algumas cavidades das ciclodextrinas permanecem disponiveis

[13]. A formagédo desses nanogéis deve-se, necessariamente, a presenca das



varias BCD préximas na estrutura da pBCD. De forma que, a interacdo entre os

grupos lauril da dextrana e as cavidades da pBCD sao potencializadas [14].

A associacao de surfactantes idbnicos com a pBCD permite a formacao
de polieletrolitos de carga controlada. Galant e colaboradores estudaram a
interacao da ppBCD com cloreto de dodecil trimetil amoénio (DTAC) em uma série
de trabalhos, visando a formacdo de um polieletrélito reversivel com potencial
para complexar polimeros anidénicos como, por exemplo, o DNA [15-18]. Em
um desses trabalhos eles estudaram a formacao do complexo ppCD — DTAC
sem a adicdo do polimero anibnico [15]. As principais conclus@es apresentadas
foram: os complexos sdo formados numa estequiometria de 1:1, isto €, cada
cavidade da pBCD acomoda apenas uma molécula de DTAC; a constante de
ligacdo do surfactante com a cavidade da BCD diminui com o aumento da
concentracdo de DTAC. H& uma concentracdo minima de DTAC para que 0s
complexos apresentem o comportamento de polieletrolito e, finalmente, a
distribuicdo espacial dos surfactantes ndo acontece de maneira uniforme.
Incialmente, eles séo distribuidos na parte externa da ppCD e, s6 a partir de
uma concentracao critica, as moléculas se distribuem de forma homogénea em
toda a estrutura da ppCD. Exceto por esse trabalho ndo foi encontrado na

literatura o estudo da interacdo de surfactantes com a ppCD.

Desta maneira, a fim de entender a formagcao dos complexos ppCD —
surfactantes, apresentamos neste trabalho uma caracterizacdo estrutural e
termodindmica dessas estruturas. Os surfactantes estudados foram SDS,

DTAB e SDBS e suas férmulas estruturais sdo apresentadas na Figura 1-4.



Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Dodecil benzeno sulfonato de sédio (SDBS)

CH;
,//\/\/\/\/\\/\ T"‘_ CHs
CH Br

Brometo de dodecil trimetilaménio (DTAB)

Figura 1-4: Férmula estrutural dos surfactantes estudados neste trabalho.

A escolha destes surfactantes segue alguns critérios. Primeiramente,
todos sé@o constituidos de um hidrocarboneto com 12 atomos de carbono. O
SDS e o DTAB foram escolhidos, a fim de avaliarmos como a regido hidrofilica
(ou cabeca) do surfactante afeta a complexagdo com a ppCD. Ja a
comparacao do SDS com o SDBS mostra como a substituicdo do oxigénio pelo

anel benzénico na cauda do surfactante influencia na formacdo dos complexos.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivos Gerais

Determinar a estrutura e termodinamica de formacao dos complexos de
pBCD — surfactantes, considerando a complexacéo de surfactantes catidnicos e
anidnicos. Determinar o papel da forga idnica na termodinamica de formacao e

nos parametros estruturais dos complexos.

Estudar as propriedades mecéanicas da molécula DNA em diferentes
concentracdes de ppCD correlacionando com parametros fisico-quimicos.

1.3.1 Objetivos Especificos

Caracterizar a ppCD determinando a massa molar média ponderada
(M,,), o nimero médio de ciclodextrinas disponiveis por cadeia do polimero e o

segundo coeficiente do virial (Az) quando em solucédo aquosa.

Determinar o valor da concentragcdo micelar critica (cmc) dos
surfactantes em agua e na presenca de 0,5% m/V de ppCD, a diferenca (Acmc)

desses valores e o niumero de surfactantes por cadeia de pBCD.

Comparar o raio dos complexos de pBCD — surfactantes em solugéo
aguosa, avaliando os efeitos da diferenca do tipo de carga na cabeca do
surfactante (SDS e DTAB) e o efeito da presenca do anel aromatico no lugar do
oxigénio (SDS e SDBS).

Caracterizar a carga das cadeias pela determinacédo do potencial zeta e
condutividade elétrica de solucées da pCD em diferentes concentracdes dos

surfactantes para confirmarmos a formacao e a carga elétrica dos complexos.

Comparar as curvas de entalpia para os experimentos de titulagéo
isotérmica dos surfactantes em agua e em solugcédo 0,5% m/V de pBCD para
avaliarmos os efeitos que o polimero promove na micelizacdo dos surfactantes

e determinarmos a principal faixa de formag&o dos complexos.
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Determinar os parametros termodindmicos padrbes: entalpia (AH°),
entropia (AS°), energia livre de Gibbs (AG®), constante de ligacdo (K) e
estequiometria (n) de formagéo dos complexos ppCD e BCD com SDS, DTAB e

SDBS, ajustando o modelo de sitios Unicos e independentes [28].

Determinar o papel das interacdes eletrostaticas no tamanho dos
complexos, comparando o raio hidrodinamico com 5 e 15 mM de KCI e
variando a concentracao dos surfactantes de 0 a 15 mM. Avaliar a influéncia da

forca ibnica nos parametros termodinamicos (AG°, AH®, AS®, n e K).

Avaliar os efeitos no comprimento de contorno (L) e persisténcia (A) da
molécula de DNA na presenca de diferentes concentracbes de ppCD.
Determinar a constante de ligacdo e o parametro de Hill para a interacdo pCD

com DNA a partir da variacdo de A em funcéo da [pBCD].
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Capitulo 2
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
E TECNICAS DE CARACTERIZACAO

2.1 Reagentes

Os surfactantes dodecil sulfato de sédio (SDS), brometo de dodecil
trimetil amoénio (DTAB) e dodecil benzeno sulfonato de sodio (SDBS), todos
com pureza 299%, foram obtidos da Sigma Aldrich e usados sem purificacéo
extra. A B-ciclodextrina e o cloreto de potassio (KCI) também foram obtidos da
Sigma Aldrich e usados como recebidos. O polimero de B-ciclodextrina foi
sintetizado pelo Prof. Frederico Barros de Sousa do Instituto de Fisica e
Quimica da Universidade Federal de Itajuba - UNIFEI e gentilmente cedido
para a realizacdo deste trabalho. Detalhes do processo de sintese podem ser

encontrados na referéncia [29].

2.2 Preparacdo de Amostras e Descricdo dos

Equipamentos

As solucdes foram preparadas 24 horas antes do uso, nas
concentracbes de 0,5% e 0,25% m/V de pBCD e BCD, respectivamente,
usando agua deionizada. As solucdes foram filtradas usando um filtro de nylon
de poros com 0,22 um. Os surfactantes foram preparados em varias
concentracbes e sempre acima da cmc, também com pelo menos 24 horas
antes do uso, em agua deionizada. Foram adicionadas aliquotas para varrer
toda faixa de concentracdo desde 0 mM até um valor maior do que a cmc dos

surfactantes estudados.
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Espalhamento de Luz: 10 mL de solugdo 0,5% m/v de pBCD foi
adicionada em cubetas cilindricas de vidro e titulamos aliquotas de solucao 0,5
mol/L de SDS ou DTAB ou 0,25 mol/L do SDBS, varrendo concentracdes dos
surfactantes de 0 — 15 mM. Em cada concentracdo a solucéo foi circulada em
um sistema de mangueiras passando por um filtro de nylon de 0,22 um durante
10 minutos usando uma bomba de circulacdo (Brookhaven Co.) para a
remocdo de impurezas sélidas. A intensidade espalhada pela amostra foi
monitorada usando o equipamento da Brookhaven Co. constituido de um laser
de He-Ne de comprimento de onda de 632,8 nm, um gonibmetro e um
correlacionador TurboCorr. Nas medidas de espalhamento dinamico os
correlagramas foram obtidos apds um tempo longo o suficiente para ndo serem
mais observadas flutuacfes estatisticas importantes (tipicamente 30 minutos
para cada correlagrama). A medida foi feita inicialmente numa faixa de angulos
de 30 — 130° para verificar se os complexos pBCD — surfactantes estdo no
regime difusivo. Confirmada essa condicdo, escolhemos o angulo de 30°. O
ajuste da funcdo de correlagcdo temporal foi feito usando o método de
regularizacdo de maxima entropia e, entdo, obtivemos o valor do raio
hidrodindmico Ry das estruturas dispersas para diferentes concentragdes dos
surfactantes. O mesmo procedimento foi adotado na presenca de 5 ou 15 mM
de KCI. A massa molar da ppCD foi determinada usando a técnica de
espalhamento estatico de luz. Construimos um gréfico de Zimm variando a
concentracao da ppCD de 0,4 — 2,7 mg/mL em intervalos de 0,39 mg/mL e para
cada concentracdo foi realizada uma varredura angular de 40 a 130° em
intervalos de 10°. Todas as medidas foram feitas a temperatura controlada a
(25,0 £ 0,5) °C. A variagéo do indice de refragdo em funcdo da concentracédo
(dn/dc), necessério na determinagdo da massa molar, foi determinada usando
o refratbmetro diferencial (BI-DNDC) da Brookhaven Co. com temperatura
controlada igual a (25,00 £ 0,05)° C.

Microcalorimetria Isotérmica de Titulagdo (u-ITC): Os experimentos
de calorimetria de titulacdo isotérmica foram realizados em um calorimetro
CSC-4200 (Science Corp. Calorimeter) controlado pelo programa ItcRun. Os
experimentos foram realizados em celas de reacdo (amostra e referéncia) de

volume fixo com volume total de 1,30 mL. Para cada experimento, as celas de

13



amostra e referéncia foram preenchidas com uma solucao de ppCD 0,50% m/v
preparada em um solvente de interesse (dgua deionizada ou solugcdo aquosa
de KCI 5,0 ou 15 mM). A solucé&o na cela de amostra foi titulada por meio de
injecdes consecutivas de uma solucéo de surfactante (SDS, SDBS ou DTAB)
preparada com o0 mesmo solvente da solugdo na cela de amostra.
Experimentos de titulagcdo na auséncia da ppCD ou na presenca de BCD 0,25%
m/V, foram igualmente realizados. Os volumes de injecdo, 0 numero de
injecdes e as concentracdes das solucbes de surfactantes foram escolhidos a
fim de se alcancar a concentracao final de surfactante desejada na cela apds o

término do experimento.

Durante cada titulacdo, a mistura na cela de amostra foi agitada a uma
taxa de 300 rpm utilizando um agitador do tipo hélice para homogeneizacao da
amostra. O intervalo de tempo entre cada injecédo foi de 15 minutos, tempo
suficiente para que o sinal registrado pelo equipamento retornasse a linha

base. A temperatura de realizacdo dos experimentos foi de (25,000 + 0,001)° C.

Os dados brutos foram obtidos na forma de graficos de poténcia versus
tempo em que 0s picos associados a cada injecdo foram integrados para obter
a quantidade de energia absorvida ou liberada na forma de calor (g;). A divisdo
de qg; pelo numero de mols de surfactante adicionado forneceu a variacdo de
entalpia observada para cada injecao (AHgps), que foi expressa como funcéo da

concentracéo total de surfactante.

Potencial Zeta: Os experimentos para a determinagdo do potencial
zeta foram realizados num equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern
Instruments. Foi usada solucdo 2% m/V de pBCD ao invés de 0,5% m/V para

melhorar a relacéo sinal/ruido.

Condutivimetria: A condutividade elétrica foi medida na temperatura
de (25,0 £ 0,1) °C usando um condutivimetro digital (DM-32) com células de
condutividade (DMC-010M) com eletrodos de platina da Digimed (Brasil).
Foram preparadas 20 mL de solugbes 0,5% m/V de ppCD ou 0,25% m/V de
BCD em agua. As solucdes de ppCD também foram preparadas em 5 mM de
KCI. Foi titulada, entdo, a solugéo de surfactante (SDS, DTAB ou SDBS).
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Fluorescéncia: Uma solucao de pireno foi preparada na concentracéo
de 95 x 10° mol L™ em etanol. 80 uL desta solucdo foram adicionados num
frasco. O recipiente foi deixado destampado para que o etanol evaporasse. Foi
adicionado, entdo, 7 mL de solugdo 0,5% m/V de pBCD e agitado num banho
de ultrassom por 3 minutos. 2,5 mL dessa solucéo foram transferidas para uma
célula de quartzo de 10 mm. A essa solucédo foi titulada com solucdo de
surfactante (SDS, DTAB ou SDBS). O espectro de fluorescéncia foi medido
num espectrometro de fluorescéncia Cary Eclipse (Agilent Technologies, EUA)
com comprimento de onda de excitacdo de 335 nm e abertura da fenda de 2,5
nm. A faixa de varredura foi de 360 — 400 nm com uma taxa de 30 nm/min. O
espectro de fluorescéncia do pireno foi obtido e calculado a razdo das
intensidades da 1° (372,5 nm) e 3° (383,5 nm) banda do pireno. Essa razao foi

medida em funcdo da concentracao dos surfactantes.

Dispersédo de Taylor: Nessa técnica, usamos um tubo de teflon de 6,1
metros de comprimento e didmetro interno de 0,61 milimetros e com raio de
enrolamento de 10 cm. A vazao foi controlada em 300 pL/h usando uma bomba
de seringa (New Era, modelo NE-1002X). Nessas condi¢es o limite tedrico da
técnica é satisfeito [30]. Foi utilizado como detector o refratdmetro diferencial
(BI-DNDC) da Brookhaven Co. O eluente utilizado em todos os experimentos
foi a 4gua e a temperatura foi mantida em (25 + 1) °C. Os experimentos foram
realizados com as seguintes solu¢des aquosas: ppCD 0,5% m/V, pBCD 0,5%
m/V + 2,5 mM de SDS e BCD 0,25% m/V + 2,5 mM de SDS.

2.3 Técnicas de Caracterizacéo

2.3.1 Espalhamento de Luz

A técnica de espalhamento de luz consiste em incidir um feixe de laser
na amostra e detectar a luz espalhada pela amostra em determinado angulo
em relagdo ao feixe incidente. No espalhamento estatico detecta-se a
intensidade média e no dinamico as flutuacbes da intensidade. A técnica

permite determinar o tamanho de particulas nanométricas dispersas em
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solucdo, como por exemplo: micelas, polimeros, nanoparticulas
semicondutoras. Além disso, também é possivel determinar a massa molar e o

segundo coeficiente do virial de estruturas coloidais.

Espalhamento Estatico de Luz: E uma técnica n&o —invasiva,
tradicionalmente usada na caracterizacdo de coloides [31]. A técnica de
espalhamento estatico de luz possibilita determinar a massa molar média
ponderada pela massa, M,,, e o raio de giragdo, Rg, descritos pelas equagdes
2.1 e 2.2 respectivamente e o segundo coeficiente do Virial, A,, de

macromoléculas em suspensao.

v _ZWiMi _ZniMiz
D XTR T D

R =(RS) = \/§<Z(r - r)> (22)

onde w; € a fracdo de massa das moléculas de um mesmo tamanho, n; é o

nimero de moléculas de massa M;, N é o nimero total de monémeros, 1, é a

—

posicdo de cada monbémero e r € a posicdo do centro de massa do

médio

polimero, ambas em relacdo a uma dada origem.

A intensidade de luz espalhada por um sistema coloidal pode ser

escrita pela equacgéao 2.3 [32]:

1
—=———+2AC+... 2.3
R, M,p(0) ¥ @3
onde c € a concentragdo do soluto, 8 é o angulo entre a linha que une o ponto
espalhador ao observador e o feixe incidente, P(¢) o fator de forma das
particulas espalhadoras, A, o segundo coeficiente do viral, K é a constante
Otica e Ry é a razdo de Rayleigh. Os dois ultimos parametros sao definidos

pelas equacgbes 2.4 e 2.5:
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K = , (2.4)

onde ng € o indice de refracdo do solvente, (dn/dc) o aumento do indice de
refracio com um incremento na concentracdo do soluto, No 0 numero de

Avogadro e 4 o comprimento de onda da radiag&o incidente.

A razéo de Rayleigh relaciona-se com a intensidade espalhada por:

Re =, (2.5)

onde r é a distancia entre observador e o ponto de espalhamento, Iy a
intensidade de luz espalhada pelo solvente e iy a intensidade espalhada pela

solucéo

O método de Zimm consiste em analisar a equacado 2.3 em dois limites,

isto &, 8— 0 que resulta na equacédo 2.6 e ¢ — 0 que fornece a equagédo 2.7.

Kc 1

—=—+2AC 0 — 0, 2.6

R W A, (2.6)
2

Ke_ 1 1+16—7T2<R§>sin2Q c—0. (2.7)

R, M,| 31 2

Construindo um gréfico da intensidade espalhada em funcdo da

concentracdo do soluto e do angulo de espalhamento, podemos ajustar as

equagdes 2.6 e 2.7 nos limites adequados e obter a M,,, (RZ) e A; [31, 32].
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Espalhamento Dinamico de Luz: A flutuacdo da intensidade de luz
espalhada estd relacionada com a dindmica difusiva das particulas
espalhadoras. A técnica que mede essas flutuacdes é chamada espectroscopia
de correlacdo de Fotons. A funcdo de auto-correlacdo temporal é uma funcéo
matematica que é definida como a média estatistica de uma grandeza num
tempo t e num tempo (t + 7) [33]. No espalhamento de luz definimos as

funcdes de auto-correlagdo temporal normalizadas da intensidade espalhada,

g®(r), e do campo elétrico espalhado, g”(r) pelas expressées:

g¥(z) = w (2.8a)
(1)
o <E(t)E*(t +z')>
g (z) = , (2.8b)
(1)
9@ (0) =1+ Blg“ () , (2.8¢)

onde 7 € o tempo de correlacdo, E(t) e I(t) sdo os valor da campo elétrico e
intensidade em um tempo t. O simbolo * indica o complexo conjugado do
parametro. A eg. 2.8c, conhecida como relacdo de Siegert, mostra a relacéo

das duas funcdes de correlacao.

A funcéo de correlagéo da intensidade pode ser escrita em termos da
expanséo de cumulantes (eq. 2.9).

9®(z) = A+Bexp(-2T 7 +y7°). (2.9)

Os parametros A e B sdo parametros de ajuste, onde A é a assintota da funcéo

de correlagéo igual a (1) e B a amplitude da fungéo igual a (1*)-(1)’, T é ataxa
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de decaimento média da exponencial e y € o termo de polidispersdo das

particulas espalhadoras.

Essa equacdo é valida para sistemas com muitas particulas

espalhadoras de baixa dispersao e no regime Browniano.

Em sistemas que seguem uma dinamica difusiva, T' pode ser
relacionado com o termo que contém a dependéncia angular da intensidade

espalhada, o vetor de espalhamento ¢, que € definido pela equacédo 2.11:

I =Dg?, (2.10)

onde D é o coeficiente médio de auto-difusdo translacional dos entes

espalhadores.

q =4insen(gj, (2.11)

onde A é comprimento de onda da radiacao incidente, n € o indice de refracédo
do meio e # é o angulo definido entre a direcdo do laser e a dire¢cdo do

detector.

A equacao 2.10 fornece a correlagdo entre a dinamica da intensidade
espalhada e a dindamica dos entes espalhadores. A constante D é o coeficiente
de autodifusdo e permite fazer essa conexdao. O coeficiente de autodifusdo
relaciona-se com o raio hidrodindmico dos entes espalhadores (R;) pela

equacéao de Stoke — Einstein [33]:

— kB-I_
671D’

(2.12)

h

onde ks é constante de Boltzmann 7 é a viscosidade a qual os entes

espalhadores estdo submetidos e T é a temperatura em escala absoluta.
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2.3.2 Microcalorimetria Isotérmica de Titulacdo (u-1TC)

A u-ITC é especialmente util na determinacédo das energias envolvidas
nos processos de formacao dos complexos em sistemas macromoleculares. Ao
longo das ultimas décadas tem se desenvolvido calorimetros capazes de
detectar energia na forma de calor da ordem de micro joules [28]. A técnica de
u-ITC consiste em realizar a titulacdo de um componente A huma amostra que
conttm um componente B mantido num banho térmico a temperatura
constante. A adicdo do titulante pode levar a troca de calor com o banho
térmico para manter a temperatura da amostra constante. Esse fluxo de calor é
detectado pelo equipamento num espectro de poténcia versus tempo. A

integral dos picos fornece o calor liberado ou absorvido apds cada titulacao.

A p-ITC é a dunica técnica capaz de fornecer uma descricao
termodindmica completa em um Unico experimento [28]. H& véarios modelos
para o ajuste da curva de entalpia aparente de interacdo versus a razao molar
entre ligantes e macromoléculas. O mais simples desses modelos é o de sitios
anicos e independentes. Esse modelo ja foi aplicado com sucesso em sistemas
envolvendo a interagao de surfactantes e BCD [20], e também na interacdo de

dextrana enxertada com grupos lauril e a pCD [14]. [34]

A complexacdo entre dois componentes A e B formando AB esta

representado na eq. 2.13.

A+BH [ AB (2.13)

onde K é a constante de formacao que é definida pela equagéo 2.14.

_ [AB]

_ 2.14
[AlIB]' (244
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onde [A], [B] e [AB] sdo as concentragbes dos componentes A, B e AB

respectivamente.

Além de K, a estequiometria (n) e a entalpia padrdo de complexacéo
(AH®) sdo parametros termodinamicos que caracterizam a reacéo apresentada

na equacéao 2.13.

Conhecendo-se os parametros K e AH° podemos determinar também a
entropia padrédo (AS°) e a energia livre de Gibbs padrdo (AG°) de complexacéo.

Usando as equagdes termodinamicas fundamentais 2.15 e 2.16.

AG® =-RT InK, (2.15)
TAS® = AH® — AG?, (2.16)
onde T é a temperatura na escala absoluta.

A titulacdo de solugcdo de surfactantes em solugdo de pBCD,

tipicamente, envolve variagdo de entalpia (AH?®?). O AHP*® pode ser

obs obs

separado em varios termos como mostrado na equagédo 2.17.

AHP® = AHy, + AH,, + AH__ (2.17)
o AHyg; refere-se a entalpia de diluicdo das cadeias de surfactante apos a
formacao de micelas;
o AHgem refere-se a entalpia de demicelizacéo das cadeias do surfactante.
o AHgaint € a entalpia aparente de interagcdo entre as cadeias do

surfactante e as cadeias da ppCD.

Estamos interessados na chamada variacdo de entalpia aparente de
interagdo AHap.int. ESsa entalpia € aparente, pois ndo sabemos precisamente
guantas moléculas de surfactante interagem com a ppBCD e quantas moléculas

vao para a solucao.

E necessario para a determinagéo de AHap.int que a adi¢do de surfactante

seja feita em agua.
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AHS® = AH,, + AH

obs dil dem

(2.18)

A subtracdo da equacdo 2.18 da equacdo 2.17 permite determinar a

entalpia aparente de interacdo entre o surfactante e a cadeia de pRCD.

No caso particular para a interacdo da pCD com o surfactante podemos

escrever:

AH o int = AHsyrippop + AHHZO—HZO + AHHZO—pBCD + AHHZO—Surf' (2.19)

o AH € energia liberada ou absorvida na interacdo do surfactante

Surf-pBCD
com a ppCD;

J AH,, -0 € a energia liberada pela interacado entre as moléculas de agua

gue sairam da cavidade da pBCD e das primeiras camadas de solvatacao do
surfactante.

o AH, oeco © @ energia gasta para retirar moléculas de agua das

cavidades da ppCD.

o AH, o5 € @ energia gasta para retirar moléculas de agua das primeiras

camadas de solvatacdo das moléculas de surfactante.

Para compreender a termodindmica de formacdo dos complexos
pBCD - surfactantes, é necessario verificar qual a importancia de cada termo

da equacao 2.19 para o processo de complexacao.

2.3.3 Potencial Zeta

Particulas coloidais dispersas num sistema agquoso estdo sujeitas ao
movimento Browniano. Elas podem flocular formando agregados e, em
seguida, coagular e sedimentar. Na grande maioria das aplicagcbes nesses

sistemas, é importante controlar esses processos fisico—quimicos, de forma

gue as particulas permanecem dispersas. Ha dois principais potencias que
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atuam de maneira contraria nas particulas, um deles é o potencial atrativo
criado pelas interagbes de van der Waals (VDW), que tendem a fazer as
particulas se aproximarem e o outro um potencial eletrostatico repulsivo. O

balanco entre eles determinara se as particulas permanecerao estaveis.

Ha varias maneiras de tornar as particulas estaveis, para uma
dispersdo de sélido em liquido. Uma delas € a adsorcdo de polimeros ou
surfactantes na particula de forma que a repulsdo estérica entre as cadeias das
estruturas adsorvidas ndo permita que as interacbes de VDW sejam
dominantes. Outra maneira € alterar a carga das particulas coloidais de forma
que o potencial eletrostético repulsivo seja superior as interacbes de VDW.
Essa segunda opcédo geralmente € mais usada, pois € mais barata e mais facil
de reverter 0 processo caso seja necessario que as particulas agreguem. Os
complexos pPRCD - surfactantes sdo exemplos tipicos de sistemas com
mudanca da carga das estruturas coloidais, pois os surfactantes ibnicos em
solucéo aquosa dissociam dos contra-ions e se complexam na ppCD formando

uma estrutura carregada.

As particulas coloidais quando possuem carga criam na regido proxima
a elas uma camada onde se encontram uma maior concentracdo de ions de
carga oposta. A medida que afastamos dessas particulas em dire¢&o a solucéo
a densidade de cargas positivas e negativas tornam-se iguais. Ha& duas
camadas elétricas proxima da particula, uma conhecida como camada de Stern
e a outra é a camada difusa. O potencial zeta € definido como o potencial
eletrostatico na superficie de separacdo entre a regido onde as cargas se
movimentam com a particula e a regido onde as cargas permanecem no

dispersante.

Em experimentos de eletroforese pode se determinar o potencial zeta
das particulas. Aplicando-se um campo elétrico no sistema coloidal, as
particulas vdo se mover na direcdo do eletrodo de carga oposta. Nesse
movimento elas estardo sujeitas as forgas viscosas. Apos um dado intervalo de
tempo a velocidade (mobilidade eletroforética) da particula ficara constante. A
mobilidade eletroforética relaciona-se com o potencial zeta pela equacao de
Henry:
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B 2¢zf (Ka)

U
E 3

, (2.20)
onde U: é a mobilidade eletroforética, ¢ é a constante dielétrica, z € o potencial
zeta, n € a viscosidade, f(xa) a funcdo de Henry e xa é a razdo do raio da

particula pela espessura da dupla camada elétrica.

Ha duas aproximacdes para a funcdo de Henry: quando o raio das
particulas € muito maior que o comprimento de Debye de modo que xa > 100 e
f (k@) = 1,5 (aproximacdo de Smoluchowski), que normalmente é valido para
particulas em meios aquosos de baixa concentracdo de eletrdlitos; quando o
raio da particula é pequeno em comparacdo ao comprimento de Debye de
modo que xa < 0,1 e f(xa) = 1 (aproximagao de Huckel), normalmente usada

para coldides em meios ndo aquosos.

O potencial zeta é fortemente dependente do potencial hidrogeniénico
(PH) da solucao e as particulas sdo consideradas estaveis se o potencial zeta
<-30 mV ou > +30 mV.

2.3.4 Condutivimetria

A resisténcia elétrica, R, € um parametro que depende das
caracteristicas geométricas e da natureza do material. A equacéo que relaciona

essas propriedades é:

rR=2t (2.21)

onde p é a resisténcia especifica, L € o comprimento e A é a area de seccao

transversal do condutor.

A condutancia é definida como o inverso da resisténcia.
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_A A 2.22)

G-=
R pL L

onde G é a condutancia e « € a condutividade especifica.

Nas medidas com solucdes eletroliticas realizadas no condutivimetro,
construimos um gréfico de x em diferentes concentra¢des dos surfactantes. A
cmc pode ser determinada pelo método tradicional de intersecao das linhas de
regressdo antes e depois da cmc e o grau de ionizagdo pela razdo das
inclinagcbes nessas mesmas condi¢fes. Entretanto esse método ndo € muito
preciso, principalmente para surfactantes com transicdo gradual da
condutividade. O método para determinacdo da cmc e grau de ionizagdo usado
neste trabalho foi proposto por Carpena e colaboradores e consiste de um

ajuste ndo-linear da equacéo (2.23) [35].

c-cmce

l1+e 4¢

x(c)=x(c =0)+Sc+AcS(g—1)+In (2.23)

cmc !

1+e 4
onde x € a condutividade especifica, ¢ é a concentracdo do surfactante, S € a
inclinacdo antes da cmc, g € o grau de ionizacdo, Ac é a faixa de concentracdo

da transicdo. Através do ajuste dos dados de x versus c sdo obtidos os

paradmetros S, cmg, g e Ac.

2.3.5 Fluorescéncia do Pireno

O espectro de fluorescéncia do pireno é fortemente afetado pelo
solvente. Em solventes hidrofilicos o pico | de intensidade em (372,5 nm) é
mais pronunciado do que em solventes hidrofébicos [36]. A andlise da razéo
dos picos | e Il (383,0 nm) € um excelente método para a determinacdo da

cmc dos surfactantes idnicos e n&o idbnicos[37-41].

A razao dos picos | e Ill (razdo 1:3) no gréafico de fluorescéncia do

pireno em solugcbes micelares apresenta comportamento tipico de uma
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sigmoide decrescente. Aguiar e colaboradores propuseram um metodo
analitico, a fim de padronizar a obtencdo da cmc. O método consiste em ajustar
uma sigmoide decrescente de Boltzmann (2.24) nos dados de razdo 1:3 do
espectro de fluorescéncia do pireno em diferentes concentracbes do

surfactante [41].

y-2Th p (2.24)

X—Xg

l+e ™

onde A; e A, sdo os limites superiores e inferiores da sigmoide, X, € 0 ponto de
inflexdo da sigmoide e Ax é a faixa no eixo x onde ocorre variagao da sigmoide

no eixo y (Figura 2-1).

2.2 T T T

Razao 1:3 (pireno)

[surfactante] (mM)

Figura 2-1 Modelo de sigmoide decrescente usado nos ajustes da razdo dos picos 1:3 do
espectro de fluorescéncia do pireno. cmc; é o ponto de inflexdao da curva (x,) € cmc, é o ponto

de intersecéo das retas y; = f(x) e y, = A,. Figura adaptada da referéncia [41].

Os valores de cmc; e cmc;, sédo definidos como os valores no eixo x do
ponto de inflexdo da sigmoide e o ponto de intersecao entre as curvas ys = f(x)

e y» = A, respectivamente.

cmc, = X, cMC, = X, + 2AX. (2.25)
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O critério adotado por Aguiar e colaboradores para a escolha de cmc;
ou cmc, como o valor da cmc é: se Xo/Ax < 10, o cmc; melhor representa a
cmc. Agora se Xg/Ax > 10 o cmc, é o valor a ser escolhido. No apéndice A
encontram-se as curvas de fluorescéncia e as sigmoides para todos os
surfactantes estudados neste trabalho, tanto em 4gua como em solucdo de
pBCD, na presenca e auséncia de KCI.

2.3.5 Disperséo de Taylor

O coeficiente de difusdo das particulas esféricas (D) pode ser calculado
pela equacdo de Stoke — Einstein (2.12) realizando medidas de espalhamento
dindmico de luz. A disperséo de Taylor também possibilita determinar D usando
um aparato experimental mais simples e barato. Ela foi, primeiramente,
desenvolvida por Taylor em 1953 [42]. O experimento consiste em realizar um
escoamento laminar em uma tubulagdo de secdo circular e, em algum
momento, injetar uma quantidade de soluto. O perfil de concentracdo do soluto
ao longo da tubulacdo sera distorcida pelo fluxo. Sendo V(t) uma resposta
qualquer de um detector sensivel a concentracdo do soluto, apdés um certo
intervalo de tempo o soluto dispersara formando um perfil aproximadamente

gaussiano, seguindo a equagéo (2.26):

-12D(t-tz )

12
V(t)=A+Bt+VméX(tTRj e o, (2.26)

onde r é o raio interno do tubo, tg € o tempo de retengéo (tempo entre a injecao
e 0 maximo da curva), A e B sdo parametros ajustaveis, t é a variavel
independente (tempo) € Vmax € 0 maximo valor da resposta na curva de

distribuicao.
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Capitulo 3

RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Caracterizacao da ppCD

As propriedades fisico-quimicas de polimeros de ciclodextrinas estédo
fortemente correlacionadas as condi¢cdes de sua sintese [11] que, de forma
geral, sdo obtidos pela condensacdo da BCD em meio béasico usando a
epicloridrina (EP). O polimero usado neste trabalho foi sintetizado pelo Prof.
Frederico Barros de Souza do Instituto de Fisica e Quimica da Universidade
Federal de Itajubd - UNIFEI e gentilmente cedido, mais detalhe do processo de
sintese pode ser encontrado na referéncia [29]. Este polimero apresenta uma
porcentagem de 50% em massa de ciclodextrinas por cadeia da ppCD,

determinada via ressonéncia magnética nuclear.

A determinacdo da massa molar de um polimero é de fundamental
importancia, pois permite determinar o ndmero médio de unidades de
ciclodextrina em cada cadeia da macromolécula (ngcp). Dessa forma, pode-se
correlacionar o numero dessas unidades de ciclodextrina com a quantidade de
mondmeros de surfactante que interagem com a ppBCD. A massa molar da
pBCD foi determinada usando a técnica de espalhamento estatico de luz,

construindo um grafico de Zimm, Figura 3-1.
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Figura 3-1 Grafico de Zimm para a pBCD. A massa molar foi determinada extrapolando as
curvas para 6— 0 (O) ec — 0 (W) e ajustando as equacgdes 2.6 e 2.7 respectivamente.

A tabela 3.1 apresenta os parametros de caracterizacdo da ppCD
obtidos do grafico de Zimm. O raio hidrodinamico da ppCD (= 5nm), que sera
mostrado posteriormente na Figura 3-6, é muito menor do que o comprimento
de onda do laser (632,8 nm) usado no experimento. Desta maneira, ndo ha
dependéncia angular da intensidade, e o termo entre colchetes na equacéo 2.7
€ aproximadamente igual a 1, ndo sendo possivel a determinacao do raio de

giracado das cadeias de ppCD.

Tabela 3.1: Caracterizagdo da pBCD: massa molar ( MW ), 2° coeficiente do virial (A;) e nimero
de ciclodextrina por pBCD (ngcp).
M,, (g/mol) A, (cm®mol/g?) NBco
67000 + 1000 (-3,5 + 0,6)x10™ 29,5+ 0,4

O namero de 29,5 + 0,4 ciclodextrinas por cadeia de ppCD, é o numero
de unidade de BCD presentes em cada cadeia do polimero, obtido dividindo
50% da massa molar do polimero pela massa molar da BCD. Considerando

apenas 0 mecanismo de associagdo de 1:1, o numero maximo de surfactantes
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esperado por polimero é de 29,5. J& 0 A, negativo indica uma interagdo atrativa
entre as macromoléculas. Comparando com os valores de A, obtidos por De
Souza e colaboradores para solucdes de BCD abaixo da concentracdo de
agregacdo critca (A2 =-9 x 10° cm®mol/g?) [43], verificamos que a
polimerizacdo das BCD tornou a interacdo consideravelmente mais atrativa

sem, no entanto, levar a formacéo de agregados.

3.2 Formacéao dos Complexos pRCD - surfactantes

Quando solucdes de surfactante e pBCD séo preparadas, processos de
agregacdo podem ocorrer, envolvendo a formacdo de complexos ppCD -
surfactante [15] [16]. ApOs a saturacdo dos monbémeros do surfactante na
cadeia da pBCD, espera-se que micelas do surfactante sejam formadas em
solugdo [15]. Consequentemente, a determinacdo da cmc dos surfactantes
permite determinar a faixa de concentragdo do estudo. Além disso, a diferenca
entre os valores de cmc obtidas em solugdo de pBCD e em agua (Acmc)
fornece informagcBes acerca do numero de moléculas do surfactante que

formam complexos com a ppCD.

A cmc foi determinada medindo a condutividade especifica da solucao
em diferentes concentracbes do surfactante e ajustando a equacao 2.23 as

curvas da Figura 3-2.

A condutividade especifica da solucdo est4d intrinsecamente
relacionada a mobilidade das particulas carregadas. Quando da formacédo das
micelas, uma parte dos surfactantes e contra ions se associam em estruturas
micelares que possuem uma mobilidade menor do que os surfactantes e contra
ions livres. Desta maneira, ocorre uma mudanca de inclinacdo nas curvas de
condutividade pela concentragdo do surfactante na regido préxima a cmc. A
Figura 3-2 ilustra as curvas de condutividade para os surfactantes (SDS, DTAB

e SDBS) em agua e em solucéo 0,5% m/V de ppCD.
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Figura 3-2: Curva de condutividades em diferentes concentragbes dos surfactantes. SDS em
agua ( A ), SDS em 0,5% m/V de pBCD ( A ), DTAB em 4gua (O ), DTAB em 0,5% m/V de
pRCD (® ), SDBS em agua ( € ) e SDBS em 0,5% m/V de ppCD ( ® ). As linhas continua e
pontilhada s&o o resultado do ajuste da equagéo 2.23.

A tabela 3.2 mostra os valores de cmc dos surfactantes em agua e em
solucéo de pBCD 0,5% m/V, determinados pelas medidas de condutividade. Os
valores de Acmc para os trés surfactantes e a razdo entre ndmero de

surfactantes por cadeia de pBCD (nsuit/Npgcp) também sédo apresentados.

Tabela 3.2: cmc dos surfactantes em agua e em solugao 0,5% m/V de ppCD determinada das
medidas de condutividade.

cmc (mM)

Surfactante : Acmc Nsuri/Npgco
H,O H,O (literatura) 0,5 % m/V pBCD
SDS 7,7+0,1 7,91 — 8,28* 10,4+0,3 2,7+0,4 366
DTAB 15,0+0,2 13,01 - 15,03* 17,1+0,2 2,1+0,4 28+ 6
SDBS 2+1 1,87** 4+1 2+1 27 + 13***

* resultados da referéncia [44].
** resultados da referéncia [45].
*** calculado considerando o valor da cmc da literatura.
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Os valores de cmc em agua apresentados na tabela 3.2 estdo em bom
acordo com os valores encontrados na literatura, exceto para o SDBS, onde a
leve mudanca na inclinacéo antes e depois da cmc tornou a medida imprecisa.
Nesse caso foi utilizado o valor da cmc em agua encontrado na literatura. O
valor da cmc para a solucéo de pBCD depende da massa molar e do contetdo
de ciclodextrina da ppCD, sendo diferente para cada polimero. Os polimeros de
ciclodextrina tem a capacidade de aumentar a cmc dos surfactantes, pois antes
gue as micelas sejam formadas, uma parte dos surfactantes é associado ao
polimero formando um pseudo polieletrdlito [15]. A Figura 3-3 ilustra as etapas
de formagédo dos complexos pBCD — DTAB. Destacamos aqui a complexacéo
dos surfactantes pela ppCD anterior a formacdo das micelas. As etapas
ilustradas nessa figura serdo discutidas na proxima secdo, quando resultados
das medidas do raio hidrodindmico dos complexos em fun¢do da concentracao

do surfactante seréo apresentados.

Figura 3-3: llustracdo das etapas de formacdo dos complexos de ppCD - DTAB, um
comportamento semelhante é observado para os outros dois surfactantes.

Os valores de Acmc permitem determinar 0 numero maximo de
moléculas de surfactante associadas para cada molécula do polimero,
Nsuri/Npgcp, que para 0 SDBS e DTAB s&o proximos a ngcp = 29,5 + 0,4. Ja para
o complexo SDS — pBCD encontramos que ha 36 + 6 moléculas do surfactante
para cada cadeia do polimero. Deste modo, todas as ciclodextrinas disponiveis
devem estar ocupadas por moléculas de DTAB e SDBS na condigdo de

saturacdo da cadeia. Enquanto que para o SDS, além de todas as cavidades
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estarem preenchidas, possivelmente algumas delas devem ter duas moléculas
de surfactante. Junquera e colaboradores mostraram que a estequiometria dos
complexos de DTAB com BCD ou hidroxipropil-BCD sao 1:1 [25]. J& resultado
da simulacdo por dindmica molecular para a associacdo de SDS com BCD
mostrou que ha tanto complexos na estequiometria 1:1 quanto 1:2, isto €, uma
molécula de BCD e duas moléculas de SDS [46]. Ndo foram encontradas

referéncias para a estequiometria do SDBS com BCD.

Além da cmc, determinamos o grau de ionizacdo dos complexos
pBCD - surfactantes. Definimos essa varidvel como a razdo das inclinacdes
das retas em solucao de 0,5% m/V de ppCD e em agua antes da cmc. Ja o
grau de ionizacdo das micelas tanto em agua quanto em solucdo de pBCD foi
obtido como parametro de ajuste da equacao 2.23 aos dados da Figura 3-2. Os

resultados estao apresentados na tabela 3.3.

Tabela 3.3: Grau de ionizagdo dos complexos ppCD — surfactante e das micelas em agua e em
solugéo 0,5% m/V de pBCD.

Surfactantes pRCD Micelas em H,0O Micelas em pBCD
SDS 0,89 +£ 0,01 0,35+ 0,01 0,35+ 0,01
DTAB 0,94 + 0,01 0,26 + 0,01 0,27 £ 0,01
SDBS 0,98 + 0,02 0,69 £ 0,02 0,69 + 0,02

As moléculas de surfactantes sdo forcadas a se concentrar junto a
molécula do polimero. Mesmo assim, os contra ions ndo sdo atraidos
fortemente para proximo do complexo ppCD - surfactante, como podemos ver
pelos altos graus de ioniza¢do do complexo, maior do que 89% para todos 0s
surfactantes, evidenciando que as moléculas do surfactante ao longo da pBCD

nao estao localizadas tdo proximas umas das outras como em uma micela.

O maior grau de ionizacdo dos complexos de pBCD com SDBS
(~ 100%) pode também justificar o maior raio do complexo, apds a saturagéo
do polimero, como sera mostrado na Figura 3-6. Em relacdo aos complexos
com DTAB, encontramos que 6% da carga total do polimero, devido as
moléculas de surfactante, estdo associada aos ions Br. Na literatura foi

reportado uma interacdo de 1% de Br com os complexos de BCD — DTAB e
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hidroxipropil - BCD (HP — BCD) — DTAB [25] O valor de 6%, maior que o
encontrado em BCD, é razoavel, pois para o polimero h4 (29,5 + 0,4)
ciclodextrinas por macromolécula, com potencial para serem ocupadas, e que
devem gerar um potencial elétrico atrativo para o Br maior do que no caso dos
complexos com ciclodextrinas livres. O menor grau de ionizacdo dos
complexos pBCD — SDS em relagdo aos complexos com o0s outros dois
surfactantes, conforme apresentado na tabela 3.3, pode ser um indicio que ha
algumas cavidades com duas moléculas de SDS. Neste caso, uma
concentracdo local maior de cargas levaria a uma adsor¢cdo de mais contra —
ions para blindar a interacdo repulsiva entre as regides hidrofilica de dois

surfactantes na mesma cavidade do polimero.

O grau de ioniza¢do das micelas de SDS e DTAB esta em bom acordo
com a literatura [35]. Observamos que a presenca do polimero nao altera o
grau de ionizagao das micelas, resultado similar ao reportado na literatura para
ciclodextrinas livres. Por exemplo, o complexo BCD — SDS pouco influencia as
micelas desse surfactante [24]. Bem como, o complexo formado entre a BCD e
o0 brometo de dodeciletildimetil aménio ndo altera o grau de dissociacao das
micelas [47]. Nao foram encontrados valores de referéncia para o grau de

ionizacao das micelas de SDBS.

3.3 — Efeito dos surfactantes na estrutura da pCD

O espalhamento dinamico permite determinar o coeficiente de
autodifusdo translacional das moléculas em solucdo pelo ajuste da funcao de
auto correlacado temporal da intensidade espalhada. Ja o raio hidrodindmico
dos entes espalhadores é calculado a partir do coeficiente de difusdo usando a
equacdo de Stokes — Einstein. Essa técnica € muito usada em solugdes de
macromoléculas, pois estas envolvem particulas com massa molar elevada que
espalham bastante luz, condicdo necessaria nas medidas de espalhamento. As

funcdes de auto correlacéo temporal do campo elétrico ao quadrado, |g®(z) |3,

sdo apresentadas na Figura 3-4 em fungcédo da concentracdo dos surfactantes,
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e na Figura 3-5 apresentamos as curvas de distribuicAo de tamanho do
complexo pBCD — SDS.
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Figura 3-4: Curvas de auto correlacao temporal do campo elétrico espalhado ao quadrado para
os complexos pBCD — surfactante em funcdo da concentracéo de surfactante.
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Figura 3-5: Curva de distribuigdo de tamanho para o complexo pBCD — SDS. Duas populacdes
de particulas sdo observadas: uma em torno de 1 nm e outra em torno de 5 nm em todas as
concentracdes de SDS.

Na Figura 3-5 temos a distribuicdo de intensidade de tamanho que
forneceu duas populacdes principais dependentes da [SDS]. Comportamento
analogo foi observado para os outros surfactantes. A distribuicdo de
intensidade pelo tamanho foi obtida pelo calculo da transformada inversa de
Laplace usando o método de méaxima entropia [48]. Destas distribuicdes
obtivemos os valores do raio hidrodindmico dos complexos ppRCD -
surfactantes em funcdo da concentracdo dos surfactantes. As curvas séo

mostradas na Figura 3-6.
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Figura 3-6: Raio hidrodindmico das estruturas de pBCD — BCD em diferentes concentracdes
dos surfactantes: (® ) DTAB, (’ ) SDBS e ( A ) SDS. Os simbolos vazados referem-se ao
raio da ciclodextrinas livres e as setas representam a Acmc obtidas da tabela 3.2.

Interessantemente, duas populacdes de particulas foram obtidas a
partir dos dados de espalhamento de luz. Uma primeira populagéo apresentou
raio hidrodindmico igual a 1 nm que foi independente da concentracdo de
surfactante. Para a segunda populacdo, o raio hidrodinamico do polimero
dependeu da concentracdo de surfactante, sendo que, quando a concentragao
do surfactante aumentou de 0 para 0,5 mM, o valor de Ry diminuiu de
aproximadamente 4,8 nm para préximo de 4 nm, atingindo um valor minimo. A
partir desta concentracdo, o valor de R, aumentou até atingir um valor
constante que dependeu do tipo de surfactante, sugerindo a saturacdo da
cadeia do polimero pelos monémeros de surfactante. A concentracdo na qual o
valor de Ry tornou-se constante foi definida como concentracdo de
estabilizacdo (cest) € 0 valor da ordenada nessa concentracao foi definido como

o raio de estabilizac&o (Rest)

A mudancga da estrutura do surfactante afeta tanto o valor do raio

hidrodindmico méaximo do polimero quanto a concentracdo de estabilizacéo,

DTAB SDS SDBS

gue aumentaram na mesma ordem, isto €, Rest < Rest < Rest e
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DTA

B SDS
Cest < Cest

< Cest"P°. A ordem no aumento desses dois parametros
coincide com a ordem do aumento no valor de Acmc observada na tabela 3.2,
exceto para o SDBS onde esse valor esta impreciso. Assim, sugerimos que 0s
valores de Rest € Cest €Sta0 relacionados a concentracéo e ao grau de saturacao

da cadeia do polimero de pBCD pelos surfactantes.

Interessantemente, o valor de cest € menor do que o valor da cmc do
surfactante na presenca do polimero. Por exemplo, para o DTAB, o valor de
Cest”° é de aproximadamente 3 mM, enquanto que a cmc deste surfactante na
presenca de ppCD é de 17,1 mM. Esses resultados comprovam que a entrada
do surfactante nas cavidades da ppCD acontece em baixas concentracdes e
que a adicdo do DTAB em concentragdes superiores a 3 mM afeta pouco o raio
da macromolécula, sugerindo que a saturacdo das cadeias da pBCD pelos

mondmeros do surfactante acontece previamente a formacéo das micelas.

Um interessante célculo pode ser feito, comparando a energia
eletrostatica das cargas inseridas na pBCD com a energia térmica (kgT).
Apenas em distancias nas quais a energia eletrostatica superar a energia
térmica os efeitos de repulsdo das cargas presentes nos surfactantes podem
ser considerados. Obviamente a energia elastica envolvendo as ramificacfes
que compbdem o polimero deve, também, ser superada pela energia
eletrostatica para haver uma deformacao razoavel da estrutura do polimero.
Para pequenas deformacdes, consideramos que a variacdo da energia elastica
em relacdo ao polimero sem cargas € muito menor que a energia térmica.
Desta maneira, calculamos para o complexo pBCD — SDS a quantidade de
surfactantes necessarios para que a energia eletrostatica seja da mesma
ordem da energia térmica e encontramos que sdo necessdrias 6 unidades de
surfactantes em cada cadeia do polimero que equivale a uma concentracéo de
0,45 mM de surfactante, que é coerente com o resultado mostrado na Figura
3-6, que sugere que os efeitos de inchamento do polimero por repulsdo
eletrostatica comecam a ser observados para concentragcdes acima de cerca
de 0,5 mM de surfactante. Os detalhes dos calculos sdo apresentados no
Apéndice B.
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Nossos resultados mostram que, a partir de cerca de 0,5 mM de
surfactante, o polimero tem o comportamento de um pseudo polieletrdlito cuja
carga é progressivamente elevada, isto €, um polimero cujo raio da cadeia em
solucdo aumenta com a quantidade de carga. Essas cargas sdo devido ao
surfactante associado a pBCD. Galant e colaboradores ja haviam observado o
comportamento de pseudo polieletrélito para associacdo de DTAC (estrutura
quimica igual DTAB, exceto pela troca do contra-ion Br pelo CI') com a ppCD
[15]. Nessa referéncia, no entanto, ndo foram feitas medidas direta dos raios
em solucdo, mas medidas da dimensao fractal das estruturas em diferentes

guantidades de surfactantes.

Para baixas concentracdes de surfactante e, portanto, baixos valores
de carga no polimero, é esperado que o raio do pseudo polieletrélito
permanecesse constante, uma vez que nao hé cargas o suficiente para que a
energia eletrostatica supere a energia térmica. Surpreendentemente, 0S N0SS0S
resultados mostraram uma reducao do raio hidrodinamico para concentracdes
de surfactante abaixo até cerca de 0,5 mM, o que ndo foi observada na
literatura [15].

Nossa hipotese € que a reducéo do raio estd associada a presenca de
unidades de BCD monomérica na solucao que inicialmente estdo associadas
ao polimero (Ry da BCD = 0,62 nm [49]). Quando as primeiras moléculas do
surfactante séo adicionadas na solugéo, elas preferencialmente interagem com
as ciclodextrinas disponiveis [15]. A interacdo dos surfactantes com a estrutura
pBCD — BCD expulsa as ciclodextrinas que ndo estdo ligadas covalentemente,
devido ao potencial eletrostatico repulsivo criado pelas cabecas dos
surfactantes. As etapas deste processo sao ilustradas na

Figura 3-7.
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Figura 3-7: Etapas no processo de formacado dos complexos pBCD — DTAB. (a) sem adicao do
surfactante, (b) concentracdo do surfactante equivalente ao ponto de minimo na curva de raio
da Figura 3-6, (c) concentracdo do surfactante entre o ponto de minimo e a Ceg; € (d) apds Cest.

Inicialmente destacamos na

Figura 3-7: (a) a existéncia de duas populacdes de particulas, mesmo
sem a adicao de surfactante. Nesta etapa, propomos que existem tanto
ciclodextrinas ligadas covalentemente entre si formando a pCD guanto
ciclodextrinas que néo estao ligadas por ligacdes quimicas, mas que estao
associadas ao polimero. Parte dessas ciclodextrinas ndo ligadas
covalentemente ao polimero séo liberadas em solugéo (b). A adicéo dos
surfactantes promove a liberacdo de mais ciclodextrinas ndo-ligadas a ppCD,
justificando a reducao do Ry na Figura 3-6 para concentracdo de até 0,5 mM de
surfactante. Quando o raio atinge o ponto de minimo, que corresponde a cerca
de 0,5 mM de surfactante na Figura 3-6, grande parte das ciclodextrinas ja
foram desprendidas, e (c) as novas moléculas de surfactantes que sao
adicionadas séo direcionadas para a pBCD. Neste novo contexto, as moléculas
do surfactante sdo forcadas a concentrarem proximas umas das outras e a
interagdo repulsiva entre a parte hidrofilica dos surfactantes promove o
aumento do raio dos complexos pBCD — DTAB até a saturacdo do polimero. (d)
A partir desse ponto, as novas moléculas de surfactante sdo dispersas na
solucéo e, em concentracdes elevadas o suficiente, ocorre a formacéo das

micelas, como ilustrada na

Figura 3-7.
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O efeito da liberacdo de unidades de ciclodextrina para a solucao
também pode ser verificado pela analise das curvas de intensidade espalhada
pela solugcdo de ppCD na presenca dos surfactantes. Para isso, a intensidade
espalhada de cada solucdo foi calculada em suas duas contribuicbes: uma
relativa ao complexo pBCD - surfactante (Ipgcp) € outra relativa ao complexo
BCD — surfactante (lgcp). Ambas as intensidades foram determinadas pelo
produto da intensidade total pela area do pico de cada distribuicdo de tamanho

(Figura 3-5). Os resultados estédo apresentados na Figura 3-8.

/1

0 5 10 15

[Surfactante] (mM)

Figura 3-8: Intensidade espalhada pelos complexos de ppCD (simbolos preenchidos) e de
ciclodextrinas livres (simbolos vazios) versus concentracdo de surfactante: (@, O) DTAB,
(¢, ) SDBS e (A, A) SDS. As linhas continuas sédo guias.

Pela Figura 3-8 vemos que a intensidade relativa a BCD isolada, lgcp,
aumenta para as primeiras adicbes do surfactante até cerca de 2 mM de
surfactante. Esse aumento corrobora a nossa hipétese de que as BCD nao-
ligadas estdo migrando do complexo pBCD — surfactante para a solucdo. A

curva de lpgcp segue, aproximadamente, o perfil da curva do tamanho do
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polimero de um modo nao-trivial e ndo foram observadas tendéncias distintas

para cada surfactante.

Para confirmar nossas hipéteses sobre a liberacdo de unidades de
ciclodextrina ndo ligadas a cadeia do polimero durante o processo de interacao
com os mondmeros dos surfactantes, os coeficientes de difusdo dos complexos
envolvidos nesse processo (pBCD-Surfactante e PCD-Surfactante) foram
determinados utilizando medidas de dispersédo de Taylor apenas para o SDS.
As curvas de dispersdo de Taylor obtidas para amostras constituidas por 0,5%
m/v de pBCD, 0,25% m/v de BCD + 2,5 mM de SDS e 0,5% m/v de ppCD + 2,5
mM de SDS sao mostradas na Figura 3-9. A concentracdo de 2,5 mM de SDS
foi escolhida, pois todas as ciclodextrinas livres ja estdo desacopladas do
complexo com a pBCD nessa condig¢ao. As linhas continuas em preto na Figura
3-9 sédo os resultados do ajuste das curvas segundo a equacéo 2.26. A soma
das curvas resultantes dos dois ajustes foi comparada com os dados
experimentais do complexo pCD + SDS, (linha vermelha na Figura 3-9) tendo

uma excelente concordancia com os valores obtidos experimentalmente.
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Figura 3-9: Curvas de dispersao de Taylor das solugdes: 0,5% m/V de pRCD (© ), 0,25% m/V
de BCD + 2,5 mM de SDS (O ), 0,5% m/V de pBCD + 2,5 mM de SDS (O ).
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Os valores dos raios hidrodinamicos obtidos a partir dos coeficientes de
difusdo pelo método de Taylor foram de (3,8 + 0,1) nm para os agregados
pBCD — BCD na auséncia de surfactante e de (0,61 + 0,05) nm para a BCD na
presenca do SDS, valores inferiores aqueles determinados através das
medidas de espalhamento de luz (Figura 3-6), mas mostra, também, a
presenca de duas populacdes de estruturas dispersas em solucdo. Como
podemos observar, a curva continua em vermelho se ajusta bem a curva
experimental obtida para a solucédo de 0,5% m/v de pBCD + 2,5 mM de SDS,
mostrando que aquelas duas populagdes de particulas (complexos BCD-SDS e
macromoléculas de pBCD) estdo presentes nesta solugcdo. Consequentemente,
a presenca do surfactante é responsavel pelo desacoplamento das unidades
de ciclodextrina da cadeia do polimero de pCD que leva a reducdo do raio

hidrodinamico do mesmo.

As medidas de potencial zeta forneceram evidéncias da formacao dos
complexos ppCD - surfactantes, e ajudaram na interpretacdo das curvas de
raio hidrodinamico obtidas na Figura 3-6. O potencial zeta foi medido em
diferentes concentracdes dos surfactantes. Como esperado, foi observado um
valor positivo para o complexo pBCD — DTAB e valores negativos para 0s

complexos pBCD - surfactantes aniénicos (Figura 3-10).
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Figura 3-10: Curva de potencial zeta para os complexos de pBCD — surfactante: (® ) DTAB,
(® )SDBS e ( A )SDS.

Para os surfactantes anidnicos, o potencial zeta na superficie do
complexo de ppCD diminui com o aumento da concentracdo de surfactante,
estabilizando-se para uma concentracdo de 5 mM. Esse resultado estad de
acordo com as medidas de raio hidrodindmico mostrados na Figura 3-6, em
que o processo de insercdo dos surfactantes anibnicos ocorre para
concentracfes abaixo de 5 mM, faixa de concentracdo onde ha as variacdes
significativas do raio hidrodinAmico. Por outro lado os resultados mostram que
ndo héa diferenca significativa entre os valores de potencial zeta para os
complexos com ambos os surfactantes anidnicos, que justifique a diferenca dos
raios hidrodinamicos que foi observada nos complexos com SDS e SDBS,
supondo que a diferenca dos raios é devido a repulsdo eletrostatica das
moléculas associadas dos surfactantes. No entanto, os complexos envolvendo
o SDS tém um grau de ionizagcdo menor que do SDBS (0,89 no primeiro e 0,98
no ultimo), o que poderia indicar uma pequena blindagem eletrostatica pelos
contra-ions no complexo ppBCD — SDS, tendo como efeito um menor aumento

do raio hidrodinamico em altas concentracdes do surfactante.
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Para os complexos de ppCD com DTAB, os valores de potencial zeta
medidos sdo menores em modulo do que aqueles com os surfactantes
anidnicos. Esse resultado indica uma menor repulsdo entre mondémeros de

DTAB ligados na cadeia do polimero, o que pode justificar a diferenca de raio

DTAB 4 SDS SDBS

observada na Figura 3-6, onde 0 Reg € menor do que 0S Resi” ~ € Rest
N&o foi possivel medir o potencial zeta para altas concentragdes do DTAB, por

que, na presenca de Br’, h4 oxidag&o do eletrodo da célula [50].

3.4 Termodinamica de Formacao dos Complexos

Os resultados que temos demonstrado até agora tém sugerido que
durante o processo de interacdo do surfactante com a pBCD, unidades de
ciclodextrina ndo ligadas a cadeia do polimero séo inicialmente liberadas para
0 seio da solugéo, resultando em uma diminuicdo do raio hidrodinamico do
polimero. Posteriormente, com a interacdo pBCD - surfactante, o raio
hidrodindmico da macromolécula aumenta, como resultado da repulsdo
eletrostatica entre os grupos carregados do surfactante que estdo complexados
na cadeia do polimero. A fim de determinar os pardmetros termodindmicos de
interacdo da inclusdo dos mondmeros de surfactante nas unidades de
ciclodextrina, experimentos de microcalorimetria de titulacéo isotérmica (u-ITC)
foram realizados, comparando os efeitos da adicdo do surfactante em agua e
em solucéo 0,5% m/V da ppCD (Figura 3-11).

45



AH (kJ/mol)
AH (kJ/mol)

[DTAB] (mM)

4 T T T T

AH (kJ/mol)

] 5 10 15 20 25

[SDS] (mM)

Figura 3-11: Curvas calorimétricas para a titulagdo dos surfactantes em &gua (simbolos
vazados) e em solugéo 0,5% m/V de pBCD (simbolos preenchidos). As setas duplas nos
graficos do DTAB e SDS correspondem as diferencas de concentragdo Acmc apresentadas na
Tabela 3.3.

Os experimentos de titulagdo calorimétrica foram realizados na mesma
faixa de concentracéo dos surfactantes que aquela avaliada nas curvas de raio
hidrodinamico, a fim de evidenciarmos o0s processos termodinamicos
envolvidos e comparar com a informacédo obtida pela variacao do raio. A Figura
3-11 refere-se a entalpia de interacdo, observada no experimento de titulacao
dos surfactantes em agua e em solugéo de 0,5% m/V de ppBCD. Desta figura,
destacamos que tanto para o DTAB quanto para o SDS, o perfil das curvas de
titulacdo do surfactante em agua foi deslocado para maiores concentracdes
dos surfactantes na presenca do polimero. Evidenciando o fenébmeno no qual
as moléculas de surfactante sdo preferencialmente associadas ao polimero
para, apés a saturacdo no polimero, seguir o processo de micelizacdo em

solucdo. A semelhanca da forma das curvas de variacdo da entalpia apos as
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primeiras titulagbes em agua e em solugdo de pBCD sugere que o polimero
nao afeta o processo de formacdo de micelas de surfactantes. Todo esse
comportamento ndo esta claramente exposto nas curvas do SDBS, o que deve
estar relacionado a superposicdo dos processos de micelizacdo e

complexacao.

Como podemos observar, os valores de AH séo diferentes para a curva
de adicdo de surfactante em 4gua e em solucdo do polimero em concentracfes
muito baixas (primeiras 5 a 10 inje¢cBes), confirmando que a interagdo com o
polimero ocorre ja nos primeiros pontos da curva de titulacdo. Desta maneira, a
fim de obtermos os parametros termodinamicos de formacdo dos complexos
polimero-surfactante, repetimos os experimentos de titulacdo calorimétrica em
baixas concentracbes dos surfactantes, para evitarmos os efeitos de

micelizacdo dos surfactantes e assim obtermos a entalpia aparente de

A Figura 3-12 mostra 0 AHap.int dos surfactantes com BCD e ppCD. A
interacdo ocorre com a liberacdo de energia para os trés surfactantes em BCD
e para os surfactantes anionicos em pBCD, contudo a interagcdo do DTAB com

pBCD é endotérmica.
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Figura 3-12: Entalpia aparente de interacdo para a titulagdo dos surfactantes SDBS (<> ),
DTAB (O), SDS ( A ) em solugbes de BCD com diferentes concentracbes (& esquerda) e
SDBS ( . ), DTAB (® ), SDS ( A ) em solucdo 0,5% m/V de pBCD (a direita). No detalhe: a
entalpia aparente de interacdo para o DTAB. Os valores de concentracdo dos surfactantes
foram normalizados pela concentragéo total de ciclodextrina. As curvas continuas mostram os
ajustes para o modelo de sitios Unicos independentes.

47



Alguns efeitos interessantes devem ser notados na Figura 3-12. Por
exemplo, a redugdo do moédulo AHgp.int, quando as ciclodextrinas estéo
polimerizadas em relacédo as ciclodextrinas livres, ou seja, a complexacédo dos
surfactantes nas ciclodextrinas polimerizadas é menos exotérmica que nas
ciclodextrinas livres. Algumas hipdteses foram propostas para explicar a
reducdo do modulo de AHapine. A primeira foi que a repulséo eletrostatica entre
as cabecas dos surfactantes, que sao forcadas a ficarem mais préximas entre
si quando complexadas na pBCD, era a responsavel por reduzir o valor AHap.int.
Essa hipbtese foi prontamente descartada, pois a insercdo das primeiras
moléculas de surfactante na cadeia da pBCD, nao deveria ser afetada pela
repulsdo eletrostatica e, desta forma, espera-se que 0 AHg,.int deva convergir
para o mesmo valor da interagao BCD — surfactante para concentracées muito
baixas de surfactante. A nossa segunda hipétese é que a entalpia aparente de
interacdo € afetada pela polimerizacdo das ciclodextrinas, ou modificando a
cavidade, ou modificando 0 meio sobre o qual os surfactantes estao inseridos.

Para entendermos o processo de interacdo dos surfactantes com a
pBCD é preciso que compreendamos a interacao dos surfactantes com a BCD.
Algumas conclusdes podem ser obtidas da literatura. Por exemplo, sabe-se
gue a entrada de SDS e DTAB nas cavidades da BCD, ocorre com liberacdo de
energia [20]. Os dois principais termos exotérmicos s&o: a liberacdo de
moléculas de agua de alta energia do interior das cavidades e a interacdo de
Van der Waals entre surfactante e a PCD [1] [20] [21] [22]. Benko e
colaboradores estudaram a complexacdo de BCD com uma série de
surfactantes com mesma parte hidrofébica, mas diferentes regides hidrofilicas.
Neste estudo, eles observaram que a regido hidrofilica ndo afeta a energia livre
de Gibbs de complexacdo devido a compensacdo entalpico-entrépica e
verificaram, também, que o principal termo no processo de complexacdo é o
efeito hidrofdbico [20].

Nao encontramos na literatura trabalhos que estudaram a
termodinamica de formagao de pCD com surfactantes. Alguns trabalhos com

hidroxpropil-BCD (HP — BCD) e sais de bile forneceram importantes conclusdes
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que serdo apresentadas nesse paragrafo e ajudaram a compreender a
termodinamica de formacdo dos complexos pBRCD - surfactantes.
Recentemente, Sochnbeck e colaboradores mostraram que sais de bile formam
complexos menos estaveis com HP — BCD do que com a BCD [51] [52]. Além
disso, verificaram que o aumento no namero de grupos HP na ciclodextrina
aumenta a entropia e entalpia de complexacéo, ou seja, a complexagéo torna-
se menos exotérmica [51] [52]. O aumento de entalpia foi associado a efeitos
estéricos, promovidos pela presenca do HP que dificulta a entrada dos sais de
bile na BCD e também altera a rigidez das cavidades, reduzindo a otimizacéo
de encaixe do hospede no hospedeiro. J& 0 aumento de entropia foi associado
a extensdo da cavidade hidrofébica promovida pelos grupos HP, em que a
insercao dos sais de bile é precedida pela liberacdo das moléculas de agua da
cavidade e dos grupos HP. Foi observada para esse fendmeno a compensacao
entalpico — entropica, de forma que a energia livre de Gibbs aumenta apenas
levemente. Da mesma forma, o efeito da polimerizacdo das ciclodextrinas na
termodinamica de complexacédo observado neste trabalho é de tornar a entalpia
de interacdo menos exotérmica e também aumentar a entropia (resultados
apresentados mais adiante, na tabela 3.4), quando comparada com o0 mesmo

processo para a ciclodextrina livre.

Os parametros termodinamicos para a formacédo dos complexos BCD —
surfactantes e ppCD - surfactantes foram obtidos através do ajuste das curvas
da Figura 3-12 pelo modelo de sitios Unicos e independentes. Para a ppCD os
ajustes foram feitos em termos da concentragdgo de ppCD e nao a
concentragéo de BCD. Desta maneira, o valor de n obtido do ajuste do modelo
fornece o numero de sitios ativos por cadeia ou 0 niumero de moléculas dos
surfactantes que interagem com cada cadeia da pBCD. Ja os valores n para a
formagao dos complexos com BCD sao proximos de 0,8 para os surfactantes
anibnicos e proximos de 0,9 para o DTAB e que, portanto, sugerem a
existéncia de mecanismos multiplos de associacéo entre BCD — surfactante. Os

resultados séo apresentados na tabela 3.4.
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Tabela 3.4 Parametros termodinamicos para a interagcdo BCD - surfactantes. n é a
estequiometria da reacéo, K a constante de ligagéo, AH® a entalpia padrdo de interacdo, TAS® o
termo entropico e AG® a variacio da energia livre de Gibbs padr&o.

BCD

Surfactante n K (M™) AH® (kJ/mol) TAS® (kdJ/mol) = AG® (kJ/mol)
SDS 0,81 +0,01 15100 + 900 -18,2+0,2 5604 -23,8+0,2
DTAB 0,87 £ 0,01 17000 = 2000 -12,7+0,2 11,4+£04 -24,1+£0,2
SDBS 0,78 £ 0,01 46000 £ 3000 -309+£04 -4,3+0,6 -26,6 £0,2

pBCD

n K (MY AHC (k3/mol) TAS® (kJ/mol) | AG® (kd/mol)
SDS 20,5+0,5 2200 + 100 -12,1£0,3 70£0,4 -19,1+£0,1
DTAB 34,2+0,6 4000 = 500 22+0,1 22804 -20,6 £0,3
SDBS 38,1+0,2 9500 + 500 -16,5+0,1 6,2+0,2 -22,7+0,1

Os resultados apresentados tabela 3.4 serdo discutidos em partes.
Vamos comegcar com a interagdo dos surfactantes e a BCD. Temos que o AH°
depende da natureza do surfactante e segue a seguinte ordem (do mais
exotérmico para 0 menos exotérmico): SDBS < SDS < DTAB. Assim,
comparando os surfactantes anidénicos, em que a diferenca na estrutura
quimica é a presenca de um atomo de oxigénio (no caso do SDS) ou de um
anel benzénico (no caso do SDBS) entre a cabeca polar e a cauda apolar,
verificamos um aumento na interacdo com a cavidade da BCD para o SDBS
que possui o anel benzénico em sua estrutura. As moléculas de &agua
possivelmente sdo todas liberadas da cavidade da BCD na presencga dos trés
surfactantes, ndo sendo, portanto, as responsaveis pela diferenca no AH® para
0os complexos de inclusdo dos trés surfactantes. Neste contexto, Nilsson e
colaboradores discutiram que a inser¢cdo de moléculas com oito grupos CH; ja
sdo suficientes para que todas as moléculas de agua sejam liberadas das
cavidades tanto da aCD quanto da BCD [53]. Os resultados mostram que o AG°
€ apenas levemente alterado na complexacdo com os diferentes surfactantes
devido ao efeito de compensacéao entalpico — entrépica, observada tanto para a
interacdo dos surfactantes com a BCD quanto com a ppCD. A Figura 3-13

ilustra este efeito de compensacao.
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Figura 3-13: Grafico de compensacao entalpico-entropica para a formacao dos complexos da
BCD com os trés surfactantes (simbolos vazados) e a complexagdo dos surfactantes com a
pBCD (simbolos preenchidos). As linhas (continua e tracejada) mostram o comportamento
esperado para AG° constante.

Na Figura 3-13 temos o grafico de compensacéo entalpico — entrépica
para a interacdo dos surfactantes com a BCD e ppCD. Os dados foram
ajustados por uma relagéo linear de inclinacdo igual a um. O coeficiente linear
mostra o valor de AG® e foram (-24,8 + 0,9) kJ/mol e (-21 * 1) kJ/mol para os
complexos de BCD e pBCD com os surfactantes, respectivamente. Esses
valores correspondem, também, a média dos valores da energia livre de Gibbs

padrdo determinado na tabela 3.4 para os trés surfactantes.

O processo de complexacao dos surfactantes com a ppCD é menos
favoravel do que com a BCD. Isso pode ser visto, comparando na tabela 3.4 as
respectivas AG® entre os processos. A reducéo da estabilidade do complexo do
surfactante com a pBCD deve-se ao termo entélpico cada vez menos
exotérmico. A ppCD, assim como a HP —BCD, tem grupos substituidos nas
regides proximas a cavidade. Como discutido para a complexacao de sais de
bile com a HP — BCD, o aumento da entalpia ocorre devido, principalmente, a

dois fatores: a repulsdo estérica que dificulta entrada das moléculas dos
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surfactantes nas cavidades e a reducdo da otimizacdo de encaixe entre
héspede e hospedeiro que reduz as interagdes de van der Waals [51] [52]. As
mesmas conclusbes da interagdo entre HP —3CD e sais de bile, parecem
pertinentes para explicar a reducédo da estabilidade dos complexos de ppCD —

surfactantes.

Os valores de n encontrados para a interagdo BCD — surfactantes na
tabela 3.4 indicam a existéncia de equilibrios multiplos. Deste modo,
mecanismos de associacao de 2:1 (2 moléculas de BCD e uma molécula de
surfactante) e 1:1 devem coexistir em solugdo. Equilibrios multiplos foram
observados para a associacdo de BCD com farmacos [43] [54] [55] [56]. J&
Brocos e colaboradores mostraram através de simulacdo por dinamica

molecular, que a estequiometria 2:1 (BCD /SDS) é possivel e estavel [46].

Os valores encontrados para o complexo pBRCD — surfactantes
deveriam ser préximos ao numero de ciclodextrinas disponiveis por polimero,
isto €, ngcp = 29,5 + 0,4. Apesar dos resultados para n ndo concordarem (20,5
para o SDS, 34,2 para o DTAB e 38,1 para o SDBS), os valores estdo na
mesma ordem de grandeza do valor esperado. Para o complexo pBCD — SDS,
acreditamos que essa diferenca esta associada ao baixo valor de K o que torna

a determinacao de n imprecisa para as condi¢cdes experimentais adotas.

3.5 Efeito de Forcga IGnica

A mudanca da forca idnica da solucdo permite determinar o papel das
interacdes eletrostaticas na formacdo dos complexos pPCD - surfactantes.
Desta maneira, preparamos solucfes do polimero e dos surfactantes em 5 mM

de KCl e para o DTAB também foram preparadas solu¢cdes em 15 mM de KCI.

As curvas de condutividade (Figura 3-14) foram obtidas em solucao
com 5 mM de KCI e usadas na determinacédo da cmc dos surfactantes, no grau
de ionizagédo dos complexos e das micelas. Novamente, podemos notar que as

curvas de condutividade para o experimento com o SDBS apresenta apenas
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uma leve mudanca de inclinacdo, proximo a regiao da cmc, o que dificulta uma

determinacao precisa desta propriedade termodinamica.
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Figura 3-14: Condutividade especifica com a adicdo de 5 mM de KCI. SDS em 4gua ( A ) e
SDS em 0,5% m/V de pBCD ( A ). DTAB em agua (© ), DTAB em 0,5% m/V de pBCD (®),
SDBS em agua ( 14 ) e SDBS em 0,5% m/V de pBCD ( ¢ ). As linhas continuas e tracejadas
referem-se ao ajuste da equacao 2.23 aos dados experimentais.

As curvas de condutividade da Figura 3-14 apresentaram
comportamento analogo aos das solu¢gées em agua (0 mM de KCI), mas foram
deslocadas ao longo do eixo das ordenadas em 700 uS/cm. Esse
deslocamento se deve a presenca de ions livres na solucdo. A cmc foi obtida
ajustando a equacdo 2.23 as curvas da Figura 3-14 e seus valores séo

apresentados na tabela 3.5.

53



Tabela 3.5: cmc dos surfactantes em agua e em solug¢ao 0,5% m/V de pBCD com 5 mM KCI.
Comparacao da Acmc para os trés surfactantes em 0 e 5 mM de KCI e a razdo do namero de
surfactantes por pCD.

Surfactante Agua +5mM 0,5 % m/V Acmc Nsurt/NppcD Acmc
KCl pRCD +5 (5 mM KCI) (5 mM KCI) (0 mM KCI)
(mM) mM KCl (mM) (mM)
(mM)
SDS 54+0,1 8,3+0,1 29+0,2 38+3 2,704
DTAB 128+0,1 146+0,1 1,8+0,2 24+3 21+x04
SDBS 1,1+£0,5 42 32 40 + 27 21

Para a melhor visualizagcdo dos resultados, os valores de cmc foram
esbocados em forma de grafico e comparados com os valores obtidos sem a

presenca do sal, e sdo apresentados na Figura 3-15.

pBCD

agua

cme (mM)

]

OmM 5mM KCI OmM 5mM KCI OmM 5mM KCl

SDS DTAB SDBS

Figura 3-15 cmc dos surfactantes em agua ou solu¢ao 0,5% m/V de pBCD com 0 ou 5 mM de
KCI. As barras preenchidas referem-se a cmc em 0 mM e as barras vazadas em 5 mM de KCI.

Os valores de cmc de todos os sistemas reduziram com a adi¢cao do
KCI, resultado ja esperado e encontrado na literatura [15] e causado pela
blindagem parcial da repulséo eletrostatica das cabecas dos surfactantes pelos

ions, contribuindo para a formagdo de micelas. Mas, interessantemente, a
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presenca do sal ndo alterou a Acmc que se manteve dentro da barra de erro.
Deste modo, notamos que a presenca do sal ndo afeta o nUmero de cavidades
das ciclodextrinas acessiveis aos surfactantes. Nossa hipotese é que a
repulsdo eletrostatica criada pela entrada das primeiras moléculas de
surfactantes no complexo, ndo é um fator impeditivo para entrada de novas
moléculas, caso contrario a presenca de ions adicionais em solucéo alteraria o
namero de moléculas por cadeia. Os resultados de DLS e ITC que serdo
apresentadas posteriormente corroboram essa hipétese

O grau de ionizacdo dos complexos e o grau de ionizacdo das micelas
em agua e em solucdo 0,5% m/V de pBCD, todos com 5 mM de KCI, foram
determinados pelas medidas de condutividade, seguindo 0 mesmo
procedimento descrito anteriormente nas medidas sem KCI. Os resultados sdo

mostrados na tabela 3.6.

Tabela 3.6: Grau de ionizacdo dos complexos e das micelas em agua e em solugéo 0,5% m/V
de pBCD com 0 ou 5 mM de KCI.

pRBCD Micelas em H,O Micelas em pBCD

Conc. KClI 5 mM 0 mM 5 mM 0 mM 5mM 0 mM
SDS 0,86+0,02 0,89+0,01 0,31+0,01 0,35+0,01 0,31+0,01 0,35+0,01
DTAB 0,95+0,01 0,94+0,01 0,26+0,01 0,26+0,01 0,30+0,01 0,27+0,01
SDBS 0,94+0,02 0,98+0,02 0,81+0,01 0,69+0,02 0,94+0,01 0,69 +0,02

O grau de ionizacdo desses complexos pouco mudaram com KCI.
Foram observadas variacdes significativas somente no grau de ionizacdo das
micelas de SDBS.

O raio hidrodindmico fornece uma medida direta do tamanho dos
complexos pRCD - surfactante, que depende da interacdo entre o0s
surfactantes adsorvidos no polimero. A Figura 3-16 mostra os graficos do raio
hidrodinamico dos complexos em 0 e 5 mM de KCIl. Para o DTAB também

foram feitas medidas em 15 mM de KCI.
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Figura 3-16 Raio hidrodindmico dos complexos pBCD — surfactantes em diferentes
concentracdes dos surfactantes sem KCI (simbolos preenchidos), com a adicdo de 5 mM KCI
(simbolos vazados) e para 0 DTAB com 15 mM de KCI (77 ).

A reducdo das variacdes do raio hidrodindmico com o aumento da
concentracédo dos surfactantes foi o principal efeito observado da presenca do
sal. Tanto a reducao do raio dos complexos para as concentragdes abaixo de 1
mM, quanto o aumento para concentracdes acima de 1 mM diminuiram de
magnitude na presenca do sal. Esse efeito tornou-se ainda mais evidente,
quando aumentamos a concentracao para 15 mM de KCI. N&o foi possivel a
realizacdo do experimento para os surfactantes anionicos com 15 mM de KClI,
por que o ion K* precipita o SDS [57] e no experimento com SDBS foi
observado alta intensidade espalhada, indicativo da formacdo de grandes

agregados.
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Anteriormente, associamos a liberacéo das ciclodextrinas nao ligadas a
pBCD com a diminuicdo do raio para concentragdes inferiores a 1 mM de
surfactante. A presengca do KCI reduziu a diminuicdo do raio para todos os
surfactantes. A nossa hipdtese para essa atenua¢do na diminuicéo do raio € a
minimizacdo do desprendimento das BCD do complexo. Sendo que, a
blindagem promovida pelos ions K* ou CI" das interagbes entre surfactantes
adsorvidos em ciclodextrinas diferentes, reduz o efeito eletrostatico repulsivo
entre elas. Consequentemente, reduz a liberacdo delas para a solucdo. Ja o
menor aumento do raio acima de 1 mM, também ocorre devido a atenuacéo
das interacOes repulsivas entre as cabecas dos surfactantes associadas em
diferentes partes do complexo, de forma que ndo h& variacdes do raio do

complexo com 15 mM de KCI.

A intensidade espalhada pela solucdo de pBCD em diferentes
concentragbes de DTAB em 0, 5 e 15 mM de KCI sdo mostradas na Figura
3-17 e é mais uma evidéncia da hipotese da blindagem eletrostatica impedindo
a liberacdo das ciclodextrinas livres e impedindo o inchamento da cadeia. A
intensidade foi separada em dois termos: um relativo ao complexo pBCD —
DTAB e o outro relativo a BCD — DTAB. Observa-se uma menor reducéo da
intensidade espalhada pelo complexo polimero—surfactante e também um
menor aumento da intensidade do complexo BCD - surfactante, quando se

aumenta a concentracao de KCI.
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Figura 3-17: Intensidade espalhada pelos complexos de pBCD — DTAB (linhas tracejadas) e
pelos complexos BCD — DTAB (linhas continuas) em diferentes concentracbes de DTAB,
mantendo fixa a concentracdo de KCI para cada curva. As concentra¢Bes de KCI foram: 0 mM
KCI (®),5 mM de KCI (O ) e 15 mM de KCI (7).

Avaliando as curvas da Figura 3-17 em diferentes concentragdes de
KCI, sugerimos que o efeito de menor reducdo da intensidade dos complexos
pBCD — DTAB, aumentando-se a concentracdo de KCI, é devido ao menor
desprendimento das ciclodextrinas, e que torna-se evidente, quando
observamos a intensidade espalhada pelas estruturas de BCD - DTAB. A
intensidade espalhada por essas estruturas aumenta menos com a aumento da
concentracdo de KCI, o que certamente esta associada a menor quantidade
dessas estruturas na solucéao.

O efeito da forga ionica foi avaliado na termodindmica de formacéao dos
complexos. Observamos apenas variacdes modestas na curva de entalpia
aparente com o aumento da concentracdo de KCI como ilustrado na Figura
3-18, muito diferente dos resultados das curvas de raio hidrodindmico
observados na Figura 3-16, em que a adicdo de 5 mM de KCI foi suficiente

para minimizar os efeitos de redug&o e aumento do raio dos complexos.
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Figura 3-18: Entalpia aparente de interacdo dos complexos pBCD - surfactantes com: 0 mM
KCI (simbolos preenchidos), 5 mM KCI (simbolos vazados) e 15 mM KCI ( =¥ ), a concentrac&o
inicial da pBCD foi 0,5% m/V.

As curvas de entalpia (Figura 3-18) com a adicdo de 5 e 15 mM de KCI
sdo similares aquelas com 0 mM de KCI. Desta maneira, apesar da forte
influéncia do KCI no raio dos complexos, a termodinamica de complexa¢cédo nao
parece ser afetada pelo aumento da forca ibnica. Sendo assim, sugerimos que
as energias de complexacéo entre os surfactantes e a pBCD sdo muito maiores
que as energias de interacdo eletrostatica. Em outras palavras, as interaces
de natureza eletrostatica tém efeito significativo no aumento e diminuicdo do
tamanho dos complexos, mas ndo absorvem ou liberam quantidades

significativas de energia.

Os parametros termodinamicos apresentados na tabela 3.7 foram

obtidos através do ajuste das curvas da Figura 3-18 pelo modelo de sitios

59



anicos e independentes. Os valores de n para a pBCD foram determinados

considerando a concentrag&o do polimero.

Tabela 3.7: Parametros termodinamicos para a interacdo ppCD — surfactantes em diferentes
concentracdes de KCI. n é a estequiometria da reacéo, K a constante de ligacdo, AH® a entalpia
aparente de interacéo padrdo, TAS® o termo entrépico e AG® a energia livre de Gibbs padr&o.

pBCD + 0 mM KCI

n K (M™) AH® (kJ/mol) TAS® (kJ/mol) AG® (kJ/mol)
SDS 20,5+0,5 2200 + 100 -12,1£0,3 70£0,4 -19,1+£0,1
DTAB 34,2+0,6 4000 = 500 22+0,1 22804 -20,6 £0,3
SDBS 38,1+0,2 9500 + 500 -16,5+0,1 6,2+0,2 -22,7+0,1
pRCD + 5 mM KCI
n K (M™) AH® (kJ/mol) TAS® (kJ/mol) AG® (kJ/mol)
SDS 20,8+ 0,5 2200 + 100 -10,3x04 8,805 -19,1+£0,1
DTAB 33,8+0,5 8000 + 1000 2,1+£0,1 244+04 -22,3+0,3
SDBS 39,3+0,2 7900 + 400 -17,8+0,1 4,4+0,2 -22,2+0,1
pRCD + 15 mM KCI
n K (MY AH® (kJ/mol) TAS® (kJ/mol) AG® (k3/mol)
DTAB 36,7+0,8 7000 £ 1000 25+0,1 24,4+ 0,5 -21,9+0,4

Interessantemente, apesar da forte influéncia do KCI no raio dos
complexos, o AG® sofreu pequenas variages com o aumento da forga idnica.
Esse resultado confirma nossa hipotese, anteriormente descrita, de que néo
sdo as forcas eletrostaticas as responsaveis por reduzir a estabilidade dos
complexos com pBCD quando comparados aos complexos com BCD. Pois as
interagbes eletrostaticas repulsivas, entre os surfactantes adsorvidos em
diferentes cavidades do complexo ppBCD - surfactante sdo minimizadas com a
adicao de KCI, conforme vimos nas curvas de raio da Figura 3-16. Mas mesmo
assim, a estabilidade dos complexos ndo € afetada. Desta maneira, podemos
inferir que a repulséo estérica e a reducdo das interacbes de van der Waals
sao as principais contribuicbes para a diminuicdo da estabilidade do complexo
e ndo a repulsao eletrostatica entre as regides hidrofilicas dos surfactantes que
sdo forcados a se concentrarem proximas devido a polimerizagcdo das

ciclodextrinas.
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Outro resultado interessante na tabela 3.7, refere-se ao grau de
ocupacao da cadeia do polimero pelos surfactantes (n). Observamos que esse
valor ndo muda com o aumento da forca ibnica. Este resultado esta de acordo
com a comparacao das Acmc da tabela 3.5 e Figura 3-15, onde vimos que o

KCI ndo aumenta o nimero de cavidades acessiveis aos surfactantes.

3.6 Mecanismo de Interacao pBCD - surfactantes

Nesta secdo, apresentaremos 0S mecanismos que propomos para a
associacdo entre a pBCD e surfactantes ibnicos com base nos dados obtidos
pelos experimentos realizados. Compararemos também, com 0s mecanismos

conhecidos de interagao entre surfactantes e polimeros, no caso, PEO e pBCD.

3.6.1 Formacéao de micelas ao longo da Cadeia polimérica

Em 2005 Dai e Tam propuseram um mecanismo para a interacao entre
PEO e SDS [58]. A Figura 3-19 ilustra as etapas do mecanismo de associacao
PEO e SDS.

[SDS] < CAC [SDS] ~ CAC [SDS] ~ C,

[SDS] increases

Figura 3-19: Mecanismos de associacdo entre PEO e SDS em diferentes concentracdes do
surfactante. Figura extraida da referéncia [58].
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Figura 3-20: Raio hidrodindmico dos complexos PEO — SDS e entalpia de formacdo destes
complexos em diferentes concentraces de SDS. Foi usada solugcdo de 0,1% m/m de PEO
300.000 Da no experimento. Figura extraida da referéncia [58].

A associacdo entre PEO — SDS pode ser dividida em trés regides,
cujas repercussdes em termos de tamanho da cadeia e da variagéo de entalpia
de interacdo estdo apresentadas na Figura 3-20: | abaixo da concentracéo de
agregacao critica (CAC), Il entre a CAC e a concentracdo de saturacdo das
cadeias (C,) e Ill ap6s a C,. Na regidao |, o raio da molécula de PEO
permanece constante e a entalpia aparente de interacdo € proxima de zero
Nesta regido as moléculas de surfactante ndo interagem com a cadeia do
polimero. Entretanto quando a concentracao de surfactante atinge a CAC o raio
hidrodindmico do complexo diminui. Tal reducao foi associada a desidratacéo
da cadeia e formacdo de agregados micelares com baixo numero de
agregacdo ao longo do polimero, conforme ilustrado na estrutura central da
Figura 3-19. Continuando a aumentar a concentracao de SDS, o raio atinge um
ponto de minimo e depois comeca a aumentar. Essa mudanca de regime foi
associada ao aumento no niumero de agregacdo das micelas e a reidratacéo
das cadeias PEO, de tal forma que a cadeia do polimero engloba as micelas
conforme a estrutura a direita na Figura 3-19. Finalmente, apés a C, ndo é
observada interacédo entre PEO e SDS e aparece estruturas da ordem 1 nm
gue sdo as micelas livres. Esse mecanismo foi aplicado com muito sucesso
para a interacdo entre PEO e SDS. Entretanto ele ndo é o modelo ideal para

explicar a formagédo dos complexos de ppCD — surfactantes, apesar da curva
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de raio hidrodinamico do complexo de pBCD apresentar algumas semelhancas

com a curva do complexo de PEO.

A principal semelhanca entre as curvas acontece nas regides Il e Ill.
Nessas regides, o raio dos complexos de PEO reduz de valor, atinge um ponto
de minimo e depois aumenta até atingir um valor constante apds a C,. As
curvas de raio hidrodindmico apresentadas na Figura 3-6 tém um
comportamento qualitativo semelhante, exceto para a regiao |, pois ndo é
observada uma regido de raio constante para baixas concentragcdes do
surfactante na formacdo dos complexos com a pBCD. Entretanto, ha varios
aspectos que contrariam esse mecanismo de associacdo para 0S NOSS0S

resultados.

Os resultados de ITC apresentados nas Figura 3-11 e Figura 3-12
indicam a nado existéncia de uma CAC para associacdo entre pBCD —
surfactantes, pois ja nas primeiras adicdes de moléculas de surfactantes, a
entalpia aparente é diferente de zero, o que mostra que os surfactantes estao
complexando com a ppCD. Outro aspecto que pode ser claramente observado
na Figura 3-11 para as curva de DTAB e SDS, é que a micelizacdo na
presenca da pBCD em comparacdo a micelizacdo em agua, parece apenas
estar deslocada no eixo das abcissas, ndo sendo observada nas curvas
calorimétricas nenhum tipo adicional de agregacdo e/ou altera¢do no processo

de micelizacao.

O alto grau de ionizagéao dos complexos (0,89 — 0,98), apresentados na
tabela 3.3, indica que quase todos o0s contra-ions estdo dissociados. Se
pequenos agregados micelares fossem formados ao longo da cadeia de ppCD,
era esperado que esse grau de ionizacdo fosse bem menor, pois seriam
necessarios contra-ions para estabilizar as micelas. Além disso, o grau de
ionizacdo das micelas em agua e em solucdo de pBCD é praticamente o
mesmo, confirmando que as micelas ndo séo influenciadas pela presenca da
pBCD. As curvas de razdo de banda do pireno, apresentadas no apéndice A,
confirmam que, tanto as micelas formadas em &gua, quanto as micelas
formadas em solucdo de 0,5% m/V pBCD possuem o nucleo hidrofébico

semelhante. Portanto, temos fortes evidéncias experimentais de que o
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mecanismo de associacdo proposto por Dai e Tam, ndo € adequado para

explicar a complexacao de pBCD com os surfactantes.

3.6.2 Mecanismo de Interacdo ppCD — surfactantes

Galant e colaboradores propuseram um mecanismo de associacao
para a interacdo entre cloreto de dodecil trimetil aménio (DTAC) e a pBCD,
usando técnicas como viscosimetria e espalhamento de néutrons a baixo
angulo (SANS) [15, 16]. A estrutura resultante deste mecanismo esté ilustrada
na Figura 3-21.

Figura 3-21: Estrutura dos complexos ppCD —DTAC. A esquerda: os surfactantes s&o
distribuidos na periferia da pBCD em concentragdes inferiores a concentracdo critica de
surfactante (C;). A direita: os surfactantes s&o distribuidos de forma homogénea ao longo da
pBCD para concentragbes superiores a C;. Figura extraida da referéncia [15].

Eles propuseram a existéncia de uma concentracdo critica de
surfactante (C;). Esta concentracdo separa dois regimes de distribuicdo dos
surfactantes ao longo da cadeia do polimero. Abaixo da C; os surfactantes sao
distribuidos na parte externa da ppCD. Nesta regido, as cadeias do polimero
nao sofrem um aumento do volume e comportam-se como cadeias neutras. Ja
para concentracdes acima de Cj, ocorre o inchamento do polimero, os
surfactantes se distribuem de forma homogénea ao longo da cadeia e o
complexo comporta-se como pseudo polieletrélito, como ilustrado a direita da

Figura 3-21. Em nosso trabalho, ndo evidenciamos a existéncia de C;, como
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proposto por Galant. Nao podemos afirmar que 0S nossos resultados séo
contraditorios aos de Galant, pois a técnica de DLS n&o é sensivel a mudancas
na distribuicdo de surfactantes ao longo do complexo, mas sim ao raio do
complexo como um todo. Mas também, ndo reforcam a hipotese de
preenchimento preferencial do surfactante na regido periférica da ppCD para
depois preencher a regido central, pois usamos o modelo de sitio Unico e
independente que ajustou muito bem o0s dados experimentais de
microcalorimetria. Considerando que o mecanismo de associac¢ao polimero —
surfactante proposto por Galant esteja correto, constatamos que a mudanca
no regime de distribuicdo dos surfactantes no complexo ndo envolve variagdo
significativa do contetdo entalpico do sistema, pois ndo foi observada qualquer
anomalia nas curvas de entalpia aparente de interacdo mostrada na Figura
3-12.

A partir das curvas de raio hidrodinamico apresentadas na Figura 3-6,
sugerimos um mecanismo de associacdo diferente do proposto por Galant.
Esse mecanismo pode ser aplicado aos outros dois surfactantes. A estrutura
dos complexos é apresentada na Figura 3-22 para diferentes concentracdes do
DTAB. Nessa figura, em (a) temos o complexo sem a adi¢cdo do surfactante.
Nesta situacdo, ha tanto ciclodextrinas livre em solucdo, quanto ciclodextrinas
que estdo interagindo com a pBCD. A adicdo de surfactantes induz o
desprendimento das ciclodextrinas ndo-ligadas ao polimero para a solucéo,
que acarreta uma reducao do raio hidrodinamico. (b) Quando grande parte das
ciclodextrinas for expulsa o raio hidrodinamico da ppCD atinge o ponto minimo
na curva da Figura 3-6. (c) As novas moléculas de surfactante adicionadas
formam o complexo com a pBCD e a repulsado eletrostética entre a cabeca dos
surfactantes promove o inchamento do complexo. (d) ApGs a saturacdo das
cadeias do polimero, as moléculas de surfactantes sdo redirecionadas para a

solucéo e posteriormente ocorre a formacao das micelas.
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Figura 3-22: Mecanismo de formagao dos complexos ppCD — DTAB, da esquerda para a direita
a concentragdo do surfactante aumenta. (a) Complexo pBCD —BCD sem a adigdo do
surfactante, (b) Complexo pBCD — DTAB e expulsdo das ciclodextrinas n&o ligadas, (c)
Aumento do raio da pBCD, (d) saturagéo da cadeia de pCD e formagao de micelas.

Interessantemente, o efeito de aumento da forga ionica foi reduzir as
variacdes do raio hidrodinamico como ilustrado na Figura 3-16. Com a adi¢ao
de 15 mM de KCI, a curva de raio dos complexos pCD — DTAB praticamente

nao sofreu alteracdo. Apresentamos na

Figura 3-23, a formacao dos complexos de DTAB e pBCD na presenca
de 15 mM de KCI.

Figura 3-23: Mecanismo de formagdo dos complexos pBCD — DTAB com 15 mM de KCI, da
esquerda para a direita a concentragdo do surfactante aumenta. (a) Complexo pCD — BCD
sem a adigdo do surfactante, (b) Complexo pBCD — DTAB ap0s a saturagéo do polimero.
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Figura 3-23 ilustra o efeito que a adsor¢cdo do DTAB promove na

estrutura da cadeia do polimero na presenca de 15 mM de KCI. A

Figura 3-23 (a) mostra a coexisténcia de ciclodextrinas livres e aquelas
gue interagem com o complexo. A presenca do sal ndo modificou o tamanho

inicial da cadeia do polimero. J& a

Figura 3-23 (b) mostra o complexo completamente saturado por
moléculas do surfactante. Como o raio hidrodinAmico ndo muda com o
aumento da concentracdo do DTAB, propomos 0 seguinte mecanismo: as
moléculas de surfactantes adsorvidas no complexo ndo sdo capazes de expelir
as ciclodextrinas ndo-ligadas, bem como o complexo nao sofre o processo de
inchamento, devido a blindagem eletrostatica promovida pelos ions CI". Esse
modelo pode ser aplicado de maneira analoga para os surfactantes na
concentracdo de 5 mM de KCI, entretanto nessa situacéo, algumas moléculas
de ciclodextrinas séo expelidas do complexo e acontece um inchamento parcial
do complexo polimero — surfactante, pois nessas condi¢des, a for¢ca idnica ndo
€ capaz de blindar totalmente as interacdes repulsivas entre os surfactantes. E

por ultimo temos a formacao das micelas apds a saturacdo do polimero na

Figura 3-23 (c).

3.7 Conclusdes e Perspectivas do Capitulo 3

Complexos estaveis foram formados entre a pBCD e os trés
surfactantes estudados. A cmc aumentou na presenca do polimero, resultado
da formacdo do complexo. A partir da Acmc, calculamos o numero de
surfactantes por cadeia de pBCD e encontramos 36 £ 6 para o SDS, 28 +6
para o DTAB e 27 + 13 para o SDBS. O numero de ciclodextrinas por polimero
foi (ngep = 29,5 + 0,4). Consequentemente, todas as cavidades estdo ocupadas
por moléculas de surfactantes ap0s a saturacdo da cadeia e possivelmente
para o SDS algumas cavidades possuem duas moléculas. O grau de ionizacdo
das micelas dos trés surfactantes ndo sofreu variagdo na presenga ou auséncia

do polimero. Entretanto, o grau de ionizagdo do complexo ppBCD - surfactante
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foi dependente do surfactante e seguiu a seguinte ordem SDBS > DTAB >
SDS.

Observamos, sem a adicdo de surfactante, a existéncia de duas
populacbes de particulas, uma de aproximadamente 1 nm, que sugerimos ser
de BCD livre e a outra de 5 nm de raio que associamos aos complexos de
pBCD — BCD. Ocorreu uma redugao do raio hidrodindmico da ppCD com a
adicdo dos trés surfactantes, que associamos ao desprendimento das
ciclodextrinas nao ligadas covalentemente ao polimero. O comportamento de
pseudo polieletrolito encontrado em outros trabalhos [15, 16], sO foi observado
a partir da concentragédo de 1 mM, quando o raio passou a aumentar devido a
repulséo eletrostatica entre as cabecas dos surfactantes adsorvidas em regides
préoximas do complexo. A técnica de dispersao de Taylor confirmou a existéncia
de duas populagbes de particulas e também evidenciou o desprendimento das
ciclodextrinas. J& o potencial zeta confirmou a associacdo dos trés surfactantes
com o polimero e, como esperado, o complexo com o surfactante catiénico
apresentou carga positiva e o complexo com os surfactantes aniénicos carga
negativa. Além disso, evidenciamos que a formacdo dos complexos para 0s

surfactantes anidnicos ocorre para concentracoes inferiores a 5 mM.

A entalpia de interacdo polimero — surfactante foi determinada na
mesma faixa de concentragcdo das curvas de raio hidrodindmico e comparada
com a curva de diluicdo do surfactante em agua. A presenca do polimero
deslocou as curvas de micelizacdo para maiores concentracdes de surfactante,
consequéncia da formacdo dos complexos antes da micelizacdo. Os
parametros termodinamicos (n, K, AH, AS e AG) foram obtidos para a inclusédo
dos surfactantes tanto na BCD quanto na ppCD, usando o modelo de sitios

anicos e independentes.

Foram observadas diferencas no AH® para a inclusédo dos surfactantes
em BCD, seguindo a seguinte ordem SDBS < SDS < DTAB. Nesta sequéncia, a
inclusdo € mais exotérmica para SDBS e menos para o DTAB. A compensacéao
entalpico — entrépica foi observada para a formagdo dos complexos BCD —

surfactantes.
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Ja os complexos de surfactantes com a pCD sao menos estaveis do
que com a BCD. A diminuicdo na estabilidade deve-se ao aumento da entalpia,
devido principalmente a dois fatores: as forcas estéricas causada pela
polimerizacdo da BCD que dificultam a entrada do surfactante nas cavidades
da ppCD e a redugcdo do encaixe entre surfactante — cavidade, pois a
polimerizacdo altera a cavidade reduzindo as interagbes entre hospede e
hospedeiro.

O efeito das interagcbes eletrostaticas entre as cabecas dos
surfactantes foi avaliado pelo aumento da forga idnica da solugéo pela adicéo
de KCI. A Acmc nao foi afetada pelo aumento da forca ibnica. Deste modo, n&o
foi observado aumento no nimero de cavidades acessiveis aos surfactantes na
presenca de 5 mM de KCI. Em relacédo ao raio hidrodindmico dos complexos
nao houve nenhuma alteracdo do raio alterando a concentracdo de surfactante
na presenca de 15 mM de KCI. Comprovamos, aumentando a forga idnica da
solugcédo, que o processo de desprendimento das ciclodextrinas do complexo
pBCD — surfactante, assim como o0 crescimento do complexo para
concentracfes de surfactante acima de 1 mM, € principalmente eletrostatico.
Verificamos ainda, que o aumento da forga iGnica ndo modifica de maneira
significativa a entalpia e entropia padrdo de complexacdo, apesar dos efeitos
nas curvas de raio serem pronunciados. Concluimos, entdo, que o
desprendimento das ciclodextrinas, bem como o aumento do tamanho dos
complexos, ndo envolvem absorcdo ou liberagdo significativa de energia
quando comparadas com as energias de complexacdo do surfactante na
cavidade das BCD.

Propusemos o0 seguinte mecanismo para interagdo de pBCD com
surfactantes. Inicialmente, ha ciclodextrinas livres na solucéo e interagindo com
a ppCD. A 0 mM de KCI, quando os surfactantes sao adsorvidos na pBCD eles
expulsam as ciclodextrinas ndo ligadas no complexo. Apds a expulsédo de todas
as ciclodextrinas livres, a adicdo de surfactante € responsavel pelo inchamento
da cadeia do polimero até a saturacao. Nesta condi¢do, as novas moléculas de
surfactante serdo redirecionadas para a solucéo e posteriormente formardo as
micelas. Ja a presenca do KCI| promove a blindagem eletrostética, prevenindo

tanto a expulsédo das ciclodextrinas livres quanto o inchamento do complexo.
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Nossos resultados descartam a formacao de micelas ao longo da cadeia do
polimero, tal como observado na associacdo de PEO com SDS proposto por
Dai e Tam [58]. Também, ndo obtivemos evidéncias experimentais que
comprovem que os surfactantes inicialmente se distribuem na periferia da
pBCD até uma concentracdo critica e depois passa a se distribuir
homogeneamente na cadeia do polimero como proposto por Galant e

colaboradores [15].

Sugerimos que os surfactantes podem ser usados na purificacdo dos
polimeros de ciclodextrinas, pois a repulsao eletrostatica entre BCD e a ppCD
quando os surfactantes sdo adsorvidos nessa estrutura, podem facilitar o
processo de dialise da pBCD. Esse processo de purificagdo sera objeto de

futuros estudos.
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Capitulo 4
INTERACAO DNA — PBCD

4.1 Breve Historico

As ciclodextrinas s&o estruturas supramoleculares que despertam
grande interesse nas areas: farmacéutica, alimentos e cosmeéticos, pois ela
possui um interior hidrofébico que permite a complexacdo de compostos
liofilicos e a parte externa hidrofilica, o que a torna solivel em agua [1]. Desta
maneira, a compreensdo das interagfes entre ciclodextrinas e DNA é de
extrema importancia para que possa se desenvolver produtos seguros para o

consumo humano.

Alves e colaboradores estudaram a interacdo entre BCD e A-DNA,
usando a técnica de pinca 6tica para o estiramento de uma Unica molécula de
DNA na presenca de diferentes concentracdes de BCD [59]. Eles observaram
um comportamento ndo mondtono entre o comprimento de persisténcia (A) e a
concentracado de BCD e néo observaram variacdo no comprimento de contorno
(L). A BCD néo altera a rigidez do DNA na faixa de concentracdo de
micromolar, os efeitos sédo observados apenas para concentracdo acima de
1 mM. Nessas condi¢cdes, o DNA torna-se mais rigido até a concentracdo de
6 mM. Apos essa concentracdo, o DNA sofre o processo de desnaturacdo com
consequente reducao de A. Alves verificou que a BCD neutra interage menos
com a molécula de DNA do que a BCD catidnica, sendo, portanto, mais

adequada ao consumo humano [59].

Ja Siman e colaboradores estudaram a formacdo de complexos entre
BCD catibnica e A-DNA [60].. Eles observaram incialmente a redugéo de A até
a concentracdo de 20 uM, depois um aumento até 55 uM, apds essa
concentracéo, ocorre uma queda abrupta de A, indicando a desnaturacao da
cadeia de DNA.
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A polimerizacdo das ciclodextrinas permite alterar propriedades fisico-
quimicas das ciclodextrinas. Esses polimeros podem ser associados a
dextrana modificada com grupos lauril para a formacdo de nanogéis e usados
para a solubilizacdo de farmacos [13]. Os polimeros de ciclodextrinas
apresentam propriedades quimicas e mecanicas que 0s tornam interessantes
para aplicacdes nas areas de biomédica, farmécia, etc. [12]. Apesar disso, ndo
encontramos estudos que avaliem os efeitos da interacao de pBCD com DNA.

Desta forma, propomos neste trabalho avaliar a interacéo entre pCD e
A-DNA. Estudamos as propriedades mecénicas (A e L) em diferentes
concentracbes de pBCD. Usamos o modelo estatistico proposto por Rocha
para determinar as propriedades fisico-quimicas da interagédo entre ppCD e
DNA a partir da variacdo de A [60]. Esse modelo foi usado com sucesso na
determinacao de parametros fisico-quimicos para a interacao entre DNA — BCD
neutra e DNA — BCD cationica [59] [60].

4.2 Tecnica de Caracterizacao

4.2.1 Preparacao de Amostras

As solucdes para as medidas de interacdo de A-DNA (New England
Biolabs) com a pBCD foram preparadas em solugdo salina tamponada de
fosfato com PH 7,4 e [NaCl] = 140 mM. A concentracdo de pares de base de
DNA usada ao longo de todo experimento foi 2,4 uM. As extremidades das
moléculas de DNA séo ligadas a proteina biotina para facilitar a ligagdo com
microesferas de poliestireno de 3 um de diametro (Bangs Labs) que vém

recobertas com a proteina estreptavidina.

O porta-amostra € preparado colando-se um anel de borracha a uma
laminula de vidro. Para potencializar as interagdes entre a molécula de DNA e
a laminula é necessario que ela seja tratada. Primeiro adiciona-se 20 uL de

solugcdo 1,9 ug/mL de proteina de soro de leite biotilinada (BSA-biot) em
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tampéao A’ ao porta-amostra e espera-se 20 minutos. Apos este tempo retira-se
0 excesso da solucdo de BSA-biot e adiciona-se lentamente 20 uL de solucéo
tampdao A e retira-a logo em seguida. A seguir adiciona-se 20 uL de solucéo 0,1
mg/mL de estreptavidina em tampdo de fosfato e espera 20 minutos. Em

seguida o porta amostra € novamente lavado com 20 uL de solucdo tampéo A.

A montagem da pinga Otica consiste de um laser de fibra dopada com
itérbio de comprimento de onda 1064 nm com poténcia maxima de 5,8 W da
IPG Photonics. O feixe de laser passa por um conjunto de espelhos para
alinhamento e em seguida pela objetiva do microscopio invertido (aumento de
100X e abertura numérica 1,4) da Nikon Ti-S que serve para focalizar o feixe
na amostra. O porta amostra é colocado sobre o estagio de piezoelétrico que
possibilita o deslocamento translacional. O equipamento foi anteriormente
calibrado por dois métodos independentes: calibracdo por forca de Stokes
Indireta e andlise das flutuacdes Brownianas da microesfera no poco de

potencial da pin¢a, como descrito na referéncia [61].

O experimento consiste em, apés localizar um DNA ligado a laminula e
ao mesmo tempo a microesfera de poliestireno, quando encontrado, realizar
uma série de 6 estiramentos e, entdo, determina-se os parametros Aq e Lo (ou
comprimento de contorno e persisténcia do DNA puro respectivamente), estédo
dentro da faixa adequada [62]. Uma concentracao de ligante é adicionada e
esperava-se um tempo entre 20 a 30 minutos, tempo suficiente para o sistema
entrar em equilibrio e novamente a mesma molécula de DNA é estirada para

determinar A e L na presenca do ligante.

4.2.2 Fundamentos da Técnica

O pingamento otico consiste em focalizar um feixe de laser gaussiano,
sobre uma particula dielétrica que tenha indice de refragcdo maior do que o

meio. Esse fenbmeno foi descoberto em 1969 por Arthur Ashkin e

" Solugdo tampédo é preparada com 10 mM de MgCl,, 25 mM de Tris HCl em pH8 e 40 mM de KCI
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colaboradores nos Estados Unidos [63]. Desde entdo o pincamento 6tico vem

sendo utilizado nas areas de fisica, bioquimica, biologia, etc.

Uma das areas de grande interesse na fisica biolégica envolve o
estudo da interacdo de DNA —farmacos. A técnica de pingcamento Otico
possibilita a determinacdo de parametros mecéanicos. Por exemplo, o
comprimento de contorno e comprimento de persisténcia das moléculas de
DNA em diferentes concentracdes de farmacos. Uma das grandes vantagens

dessa técnica é a realizacédo do experimento com uma unica molécula [64].

A figura 4-1 ilustra uma microesfera presa ao poco de potencial criado
por um feixe de laser focalizado. Essa microesfera esta ligada ao porta-amostra
por uma Unica molécula de DNA. Um deslocador piezoelétrico colocado sobre
0 estdgio do microscépio desloca o porta amostra para a esquerda. A
microesfera também é deslocada e como o feixe de laser é mantido fixo, a
forca da pinca tende a trazé-la para o foco, estirando a molécula de DNA. O
experimento é realizado em baixas velocidades (v ~ 0,1 um/s), garantindo que
a microesfera passe por estados de equilibrio e as forcas de Stokes sejam

despreziveis.

Figura 4-1: Representacdo esquematica do pingamento 6tico. A microesfera, presa no poco de
potencial do laser, € ligada a molécula de DNA que por sua vez esté ligada ao porta-amostra. O
piezoelétrico desloca o porta-amostra para a esquerda estirando a molécula de DNA. Figura
extraida da referéncia [65].
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Marko e Siggia obtiveram a equacdo que relaciona a forca com o
estiramento da molécula de DNA no regime entropico”. A equacgdo 4.1 é a

componente x desta forca [66].

F. —_B + _Zlx DNA ’ (4.1)
+h?

DNA

onde Fx é a componente x da forca, Kg é a constante de Boltzmann, T é a
temperatura absoluta, A € o comprimento de persisténcia, L € o comprimento
de contorno, Xpna € a projecdo da distancia ponta a ponta da molécula de DNA

ao longo do eixo x, h é a altura da microesfera em relacdo a laminula.

As curvas de forca pelo estiramento da molécula de DNA sé&o
construidas a partir da obtencdo da posicao do centroide da microesfera em
funcdo do tempo, determinados por video microscopia. JA& a forca de

estiramento no DNA é igual a for¢a da pinca que € calculada pela equacao 4.2.

F. =F,  =KkAx, (4.2)

DNA ~ ' Pinga

onde Fpna € 0 modulo da forga de estiramento no DNA, Fpinca € modulo da forca
Otica, k é a constante da pinca, Ax é a deformacéo do centroide da microesfera

em relacao a posicao de equilibrio (foco do laser).

O ajuste da equacdo 4.1 aos dados experimentais permite a
determinacdo de A e L. A curva apresentada na figura 4-2 € a curva
experimental obtida para o estiramento da molécula de DNA sem a adicao de
ligantes. A linha continua em preto é o resultado do ajuste da equacéao 4.1.

* . Lo ~ _
O regime entrépico ocorre quando as forga externas sdo suficientemente pequenas para serem capazes
de alterar apenas a conformag&o do polimero.
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Figura 4-2: Curva de forca para o estiramento de uma Unica molécula de DNA. Obtenc¢éo do
comprimento de contorno e persisténcia com: A = 46 + 2 nm e L = 155 £+ 0,1 um,
respectivamente, obtidos pelo ajuste da equacéo 4.1.

Nos experimentos o ajuste foi limitado de modo que a forca maxima
fosse de 2 pN, garantindo que a microesfera encontra-se na regido harmonica
do poco de potencial do laser. Desse modo garante-se que a equacao proposta
por Marko e Siggia ajusta-se muito bem os dados experimentais.

Rocha propés um modelo para transi¢do estrutural das moléculas de
DNA na presenca de diferentes concentracdes de ligante. Considerando que o
DNA era constituido de molas entropicas associadas em série, sendo que a
porcdo do DNA onde n&o havia ligante, se comporta como uma mola com
comprimento de persisténcia Aq (DNA puro). J& a porcdo da molécula com o
ligante tem persisténcia A; [60]. A equacdo 4.3 considera o DNA como uma

série de i molas entrépicas associadas em série [64], com:

RAGIAGINAGI

1
A A A A

- (4.3)
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onde fo(r), fi(r), f2(r),... sdo as funcbes da fracdo de ligante e representa a
probabilidade de encontrar uma mola com comprimento de persisténcia A;, ja

Ae é 0 comprimento de persisténcia efetivo do DNA.

A isoterma de Hill € uma equacdo capaz de conectar as propriedades
mecanicas do DNA com parametros fisico-quimicos. Ela relaciona a fracdo de

ligantes ligados num substrato com a concentracdo de ligantes livres:

_ rmax (Kin )n

TLKCY Y

onde r é a fracdo de ligantes ligados, K; é a constante de associacdo, C; € a
concentragéo de ligantes livres (C; = Cy — Cp = Ct - rCyp), Cp € a concentragao
de ligante ligado, Ct é a concentragéo de ligante total Cy, € a concentragéo de
pares de bases da molécula de DNA, n é o expoente de Hill (parametro de

cooperatividade) e rnax € 0 valor de saturacao de r.

O expoente de Hill ou parametro de cooperatividade indica o quanto €
cooperativa ou ndo a associagao do ligante com o substrato, isto ¢, se n>1a
associacao é de cooperatividade positiva, se n < 1 de cooperatividade negativa
e se n = 1 é ndo-cooperativa. Deste modo, n > 1 significa que a entrada do

primeiro ligante facilita a entrada do préximo ligante.

A grande dificuldade de se obter os parametros fisico-quimicos das
medidas do comprimento de persisténcia reside no fato de a isoterma de Hill
relacionar o r contra C;. Em geral os graficos de comprimento de persisténcia
sdo relacionados a Cr. A isoterma de Hill foi escolhida por conveniéncia.
Entretanto, outras isotermas poderiam ser usadas, desde que forneca

parametros fisico-quimicos reais.
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4.3 Fisico-quimica de Interacdo DNA - pCD

Os experimentos de pinca Otica possibilitam determinar os parametros
mecanicos (A e L) dos complexos DNA — pBCD estirando uma unica molécula
de DNA em diferentes concentragbes de pBCD. Na figura 4-3 mostramos o
comportamento de L em fung&o da concentragdo de ligante.

20 1 1 1 1 1 1 1

18 | -

16 |

‘15-§ { -

14 | -

L (um)

13 | .

12 1 1 1 1 1 1 1

0 50 100 150 200 250 300 350
[PBCD] (nm)

Figura 4-3: Comprimento de contorno do complexo DNA — pBCD em diferentes concentragoes
da pBCD.

Os valores de L na figura 4-3 sdo a média de valores de L, obtidos em
experimentos com duas moléculas de DNA distintas. N&o observamos
variacfes significativas de L quando aumentamos a concentracdo de ligante.
As barras de erros nos graficos da figura 4-3 e 4-4 foram calculadas pelo

desvio-padrdo médio do conjunto de medidas.

Interessantemente, observamos uma reducdo da rigidez da molécula
de DNA a medida que aumentamos a concentracdo de pBCD até 10 uM.

Nestas condigdes, A diminui de ~ 40 nm (DNA puro) para ~ 22 nm na
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concentracéo de 10 uM. A figura 4.4 mostra o comportamento do comprimento
de persisténcia em funcdo da concentracdo de pBCD para o complexo DNA —
pBCD.

45 I I I I I I I

40 | -

35 .

30

A (nm)
——

20 1 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350

[PBCD] (uM)

Figura 4-4: Comprimento de persisténcia (A) do complexo ppCD - DNA em func¢do da
concentracdo de ppCD. Um comportamento ndo monétono foi observado aumentando-se a
concentracdo de ppCD. Um valor de minimo de A (~ 22 nm) foi observado na concentragédo de

10 uM de pBCD.

O comprimento de persisténcia esta intrinsicamente relacionado a
rigidez da molécula de DNA. Uma reducdo do comprimento de persisténcia
indica que a molécula tornou-se mais flexivel interagindo com a ppBCD. Na
regido entre 0 (DNA puro) até 10 uM de pBCD, percebemos o aumento da
flexibilidade da molécula de DNA. Entretanto, a partir de 10 uM ocorre um leve
aumento de A, estabilizando em 25 uM. Esse comportamento ndo monotono
dos complexos com o aumento da concentragdo de pBCD sugere que temos

dois mecanismos de ligacdo da pCD com o DNA.

Para ajustar os dados da figura 4.4, usamos um modelo mais simples
do que o proposto na equacédo 4.3 com apenas 2 sitios de ligacdo possiveis. A

equacao 4.5 representa este modelo.
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1 _@- X)? . 2x(1-x) +x_2
A Ay A A,

: (4.5)

onde X = rffmax € Po = (1 — x)% P1 = 2x(1 — x); P, = x? sdo probabilidades de
encontrar dois sitios proximos desocupados, dois sitios proximos um ocupado
e 0 outro desocupado e dois sitios proximos ocupados, respectivamente. Ag, Az
e A, sdo os comprimentos de persisténcia local para cada uma das

configuracbes anteriormente descritas.

A ligacdo entre o comprimento de persisténcia e os parametros fisico-
quimicos de formacdo dos complexos ppCD—-DNA pode ser feita
considerando uma isoterma adequada. Neste caso em particular, sao
necessarios duas isotermas para ajustar os dados da figura 4-4. Propomos

aqui, usar a soma de duas isotermas de Hill, como mostrado na equacéo 4.6.

_(kCy)" . (KC,)"
2[1+(KC)™ | 2[1+(KC)™]

(4.6)

onde K; e K, sdo as constante de ligagcdo do modos 1 e 2 respectivamente. n;
e n, sdo os graus de cooperatividade. Neste caso em particular, n; e n;
também representa o numero de pRCD que liga cooperativamente a cada sitio

da molécula de DNA nos modos 1 e 2 respectivamente.

O comprimento de persisténcia na figura 4-4 esta relacionado a
concentracéo total de ligante. Para acoplarmos as equacdes 4.5 e 4.6 e usa-las
para ajustar os dados da figura 4-4 é necessario usar o seguinte vinculo
Ci=Cr— Cp = C1 — rCp,. Foram considerados como parametros fixos no ajuste:
Ao =(40 £ 3) nm, A, = (26 = 3) nm e Cy, = 2,4 mM, e parametros variaveis: Kj,
Kz, N1, N2, A1 € rmax. Por conveniéncia ajustamos o inverso de A em funcao da

[PBCD] e cujo resultado do ajuste esta apresentado na figura 4-5.
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Figura 4-5: Inverso do comprimento de persisténcia, A", em funcédo da concentracdo de ppCD.
A linha continua representa ajuste o modelo de 2 sitios, acoplado com a soma de duas
isotermas de Hill. O ajuste permite a determinacé@o dos parametros fisico-quimicos de formacgéo
dos complexos pCD — DNA.

No grafico da fig. 4-5 mostramos o ajuste pelo modelo de 2 sitios
independentes, acoplado com a soma de 2 isotermas de Hill. Verificamos que
0S pontos experimentais sdo muito bem ajustados por esse modelo e fornece
parametros fisico-quimicos reais. Modelo com mais de 2 sitios independentes,
ou mesmo somar mais de 2 isotermas poderiam ser usados. Provavelmente o
ajuste ficaria ainda melhor, entretanto o excesso de parametros poderia
aumentar as barras de erros e até mesmo gerar parametros fisico-quimicos
nao-reais. Deste modo, esse modelo foi escolhido por se tratar do mais simples

possivel e que ajusta muito bem os dados experimentais.

Obtivemos os parametros fisico-quimicos do ajuste: K; = 2,5x10°> M,
K,=1x10° M?*, n; = 2,6, n, = 12 e A; = 18 nm. Os erros relativos foram
estimados entre 10 — 15 %. Desta maneira, temos a formacéo de agregados de

2-3 moléculas de pBCD e agregados com 12 moléculas de pBCD ao longo da
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cadeia de DNA, sendo que os agregados de 2-3 moléculas reduzem a
persisténcia da molécula de DNA localmente de ~ 40 nm para 18 nm. Enquanto
os agregados de 12 moléculas reduzem a persisténcia de ~ 40 nm para
~ 26 nm. Vemos que as constantes de ligacdo dos agregados menores é 2,5

vezes maior do que os agregados com 12 moléculas.

As duas isotermas de ligacdo obtidas do ajuste sdo apresentadas na
figura 4.6 em funcdo da concentracdo de pBCD, juntamente com 0s mesmos
resultados do grafico da figura 4.5, porém restrito a faixa de concentracao de

0 — 25 uM onde efetivamente ocorrem alteracdes na interacdo pCD — DNA.
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Figura 4-6: (O) Bl; é a isoterma de ligacao dos agregados de 2-3 moléculas de pCD, enquanto
(©) Bl, é a isoterma de ligacdo dos agregados com 12 moléculas de ppCD por sitio da
molécula de DNA. (o) é 0 A pela [pBCD] na regido de 0-25 puM e a linha continua em preto é o
resultado do ajuste do modelo de dois sitios independentes.

Os resultados da figura 4-6 indicam que primeiro sdo formados
agregados de 2-3 moléculas ao longo da cadeia de DNA, reduzindo o
comprimento de persisténcia de ~ 40 nm para ~ 22 nm (ou A" aumentando de
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0,025 a 0,045 nm™), a saturacdo destes agregados ao longo da cadeia de DNA
ocorre ~ 10 uM, regido onde a fracdo de moléculas ligadas da primeira
isoterma € dominante. Proximo a essa concentracéo, a formacéo de agregados
de 12 moléculas de pBCD ao longo da cadeia de DNA, torna-se importante e
aumenta A de ~ 22 nm para ~ 26 nm (ou A™ reduzindo de 0,045 a 0,038 nm™).

A saturagao das cadeias ocorre para a concentragao de pCD ~ 25 uM.

Propomos o seguinte mecanismo de interacao entre a pCD e o DNA.
Inicialmente, sdo formados ao longo da cadeia de DNA agregados de 2-3
moléculas de ppCD. Esses agregados alteram localmente o comprimento de
persisténcia de Ao = (40 £ 3) nm para A; = 18 nm, aumentando o niumero de
dobras da cadeia de DNA. Esse processo acontece principalmente de 0 — 10
uM de pBCD. A partir de 10 uM, forma-se na cadeia de DNA agregados de 12
moléculas de pBCD, esses agregados possuem comprimento de persisténcia
local, A, = 26 + 3 nm, sendo responsavel pelo leve aumento do comprimento
de persisténcia na faixa de 10 — 25 uM. A partir de 25 uM ocorre a saturacéo

da molécula de DNA com os agregados de ppCD.

Uma interessante comparagdo entre 0S nossos resultados e os
resultados obtidos por Alves e colaboradores para BCD neutra pode ser feita
[59]. Observamos que a pBCD afeta o comprimento de persisténcia da
molécula de DNA na faixa de concentracdo de 0 — 25 yuM. Determinamos
anteriormente que cada pBCD possui cerca de 30 unidades de BCD. Sendo
assim, a faixa de concentracao em unidades de BCD torna-se 0 — 750 uM. J&
Alves e colaboradores observaram que a partir de 3000 uM de BCD neutra
ocorre alteracdo de A. Além disso, podemos comparar as constantes de
associacdo tipica com o DNA, para a ppCD (~ 10° M) enquanto para BCD
neutra (~10°M™). Portanto, constatamos que a polimerizacdo das
ciclodextrinas potencializa as interacdes com a molécula de DNA.
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4.4 Conclusdes e Perspectivas do capitulo 4

Realizamos experimentos de pinca oOtica em moléculas de DNA com
pBCD. Verificamos que o comprimento de persisténcia variou com o aumento
da concentracdo de pBCD de forma ndo monotona. Uma reducdo de A de
~40 nm para ~ 22 nm foi observada na faixa de 0 —10 uM e um aumento
menos acentuado de A entre 10 — 25 uM de ppCD. O ajuste dos dados de A
em funcdo da [pBCD] pelo modelo de dois sitios independentes acoplada com
duas isotermas de Hill permitiu determinar os parametros fisico quimicos da
interacdo pBCD — DNA. J4 o comprimento de contorno ndo variou na faixa de
concentracdo de ppCD estudada neste trabalho, o que mostra que a pBCD,

assim como a BCD n&o atua como intercalante.

A interacdo do polimero com o DNA apresenta dois mecanismos
diferentes de ligacdo dependentes da faixa de concentracdo. De 0 — 10 uM
estruturas com 2-3 moléculas de pBCD séo observadas ao longo da cadeia de
DNA. Essas estruturas sao capazes de reduzir o comprimento de persisténcia
localmente de ~40nm para ~ 18 nm. Interpretamos esse efeito como o
aumento do numero de dobras da cadeia de DNA induzida por esses pequenos
agregados. Ja na regido entre 10 — 25 uM, agregados com 12 moléculas de
pBCD séo formados ao longo da molécula de DNA, aumentando levemente o
comprimento de persisténcia. A constante de ligacdo entre os agregados
menores de pBCD e o DNA é 2,5 vezes maior do que a constante de ligacado da
cadeia de DNA com os agregados maiores. Observamos que a constante de
ligacdo dos agregados de pBCD com o DNA é da ordem de 10> M, valor trés
ordem de grandeza maior do que para a interacdo entre BCD nativa e DNA
(~10°M™). Portanto, a polimerizagdo das ciclodextrinas potencializa a

interacdo com a cadeia de DNA.

Entender como os agregados de pBRCD afetam o processo de
desnaturacdo da cadeia de DNA no regime de altas forcas, assim como avaliar
o efeito da adicdo de surfactantes catibnicos e anidnicos na modulacdo da
interacdo entre a pBCD e o DNA desperta grande interesse e seré objeto de

futuros estudos.
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Capitulo 5
CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho avaliamos a formacdo de complexos ppCD —
surfactantes, sendo o primeiro trabalho relativo a caracterizacdo estrutural da
pBCD em diferentes concentracbes de surfactante. Propusemos um
mecanismo de interacdo entre os surfactantes e a pBCD. Na regido de 0 —
0,5 mM de surfactante, a entrada das moléculas de surfactante expulsa as
ciclodextrinas ndo ligadas covalentemente no complexo de pBCD reduzindo o
raio hidrodinamico. Ja para concentracdes maiores do que 0,5 mM, a adsorcéo
do surfactante induz um aumento do raio hidrodinamico do complexo, devido
aos efeitos de repulsdo eletrostdtica entre as cabecas do surfactante em
diferentes por¢des do complexo pRCD — surfactantes. Ja o aumento da forca
ibnica reduziu os efeitos de desprendimento da ciclodextrinas livres e também

reduziu o aumento do raio hidrodindmico dos complexos.

Os parametros termodinamicos da interacdo entre pBCD e surfactantes
sofreram apenas leve alteracdo com o aumento da forcga ibnica, diferentemente
do raio hidrodinamico, onde o efeito de completo amortecimento das variagdes
do raio foi observado para o complexo pBCD — DTAB na presenca de 15 mM
de KCI. Entéo, sugerimos que os efeitos de desprendimento das ciclodextrina,
bem como o aumento do raio para o complexo formado a 0 mM de KCI nao
envolvem quantidades significativas de energia em comparacdo as energias

envolvidas na insercao das cadeias de surfactante nas cavidades da BCD.

Por dltimo propomos que os surfactantes tem um potencial de uso
interessante na sintese dos polimeros de ciclodextrina, pois eles poderiam ser
usados na etapa de purificacdo da pBCD, a fim de evitar a formacédo de
complexos entre a pBCD e as BCD livres. Esta proposta sera objeto de futuros

estudos.

J& para os complexos de DNA — pBCD verificamos que o comprimento

de contorno néo se altera na faixa de concentracéo estudada e o comprimento
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de persisténcia altera de maneira ndo monétona. Foi possivel determinar os
parametros fisico-quimicos através das medidas de A em func¢édo da [ppCD].
Observamos dois tipos de agregados de pBCD que se ligam ao DNA. Para a
concentracdo de 0 — 10 uM, agregados de 2-3 moléculas sao formadas ao
longo da cadeia de DNA e para a faixa de concentragédo entre 10 — 25 uM

agregados de 12 moléculas de ppCD séao formadas ao longo da cadeia.

Outro resultado interessante veio da comparacdo da constante de
ligacdo entre pBCD com DNA (~ 10° M%) com a constante de ligacdo dos
complexos BCD —DNA (~10>M™). Sugerimos que a polimerizacdo das

ciclodextrinas potencializa a interacdo com a cadeia de DNA.

Os efeitos da adicdo de surfactantes catibnicos e anidnicos na
associacdo entre DNA e pBCD sera objeto de futuros estudos, bem como o
estudo da desnaturacdo da molécula de DNA na presenca da pfCD no regime

de altas forcas.
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APENDICE A

Fluorescéncia do Pireno

Os resultado para a cmc de todos os surfactantes também foram
obtidos pelo método de fluorescéncia do pireno, tanto em agua quanto em
solugcéo 0,5% m/V de pBCD. Neste apéndice iremos mostrar oS espectros de
fluorescéncia do pireno em agua e em solugcdo de ppCD 0,5% m/V e as
respectivas razdes de bandas 1:3 em funcdo da concentracdo dos

surfactantes.
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Figura A.1: Espectro de fluorescéncia obtido para o pireno em agua (a) e em solucéo 0,5% m/V
pBCD (b). As curvas pontilhadas sdo o resultado da deconvolucdo dos pontos experimentais e
a curva continua € o resultado da soma das curvas deconvoluidas.

As razdes de banda 1:3 no espectro de fluorescéncia do pireno,
geralmente, séo calculadas pelo valor da fluorescéncia no ponto | divido pela
fluorescéncia no ponto Ill. Como a dispersdo dos dados experimentais pode
provocar erro nos valores determinados, resolvemos usar o método de
deconvolugcdo como mostrado na figura A.1. Usamos como a intensidade, 0s

respectivos maximos dos picos deconvoluidos. No processo de deconvolucao
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foi considerada a fluorescéncia na regidao 360 < 4 < 386 nm, pois a segunda

parte da curva gera distorcdes no pico Ill.

As curvas resultantes das

razdbes de bandas em funcdo da

concentracdo dos surfactantes segue o comportamento de uma sigmoide

decrescente e foi ajustado pela sigmoide de Boltzmann (eq. 2.24). Os valores

de cmc; e cmc, foram calculados pelas equacfes em 2.25 e sdo apresentados

30

na tabela A.1.
2 T T T T T T T
2 F .
1,8 P
—_ h = gL Tl 4
o o
© o
lﬁ ‘ﬁ
& x
1.2 | i
1 L 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 8 0 5 10 15 20 25
[SDBS] (mMM) [DTAB] (MM)
2+ 4
o
-
o
£
o
°
Hug
N
(1]
o
1 L 1 1

[SDS] (mM)

Figura A.2: Curvas de razdo de banda 1:3 para diferentes concentragbes dos surfactantes,
simbolos preenchidos referem-se ao experimento em solu¢do de 0,5% m/V de ppCD e

simbolos vazados em agua.
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Tabela A.1: Parametros obtidos do ajuste da sigmoide de Boltzamnn em agua e em solucao
0,5% m/V de pBCD, Xq € o centro da sigmoide, Ax é variacdo de y em torno de x,, cmc; € cmc,
sdo cmc dada pela eq. 2.25 e cmc sdo valores da literatura e Acmc, € a diferenca de cmc, na
solucao de ppCD e em agua.

Agua

Xo AX cmc; (mM) cmc, (mM) cmc (mM) XolAX
SDS 7,7£0,2 0,4+0,3 7,7+0,2 8,5+0,8 7,91-38,28 19,3
DTAB 10,6x0,1 1,7+0,3 10,6x0,1 14,0+0,7 13,01 -15,03 6,3
SDBS 0,8+0,1 0,4+0,1 0,84+0,1 1,6+0,3 1,87 2

0,5% m/V pCD

Xo AX cmc; (mM) cmc, (mM) Acmc;, (mM) Xol AX
SDS 10,3+0,1 1,2+0,1 10,3+0,1 12,7+0,3 4+1 8,6
DTAB 16,5+0,3 1,4+0,2 16,5+0,3 19,3+0,7 5+1 11,8
SDBS 3,8+0,1 1,3+0,1 3,8+0,1 6,4+0,3 5+1 29

Segundo Aguiar e colaboradores [41] o cmc, deve ser usado quando
Xo/AX > 10. Para 0s nossos resultados usando agua como diluente apenas o
SDS cumpriu essa condi¢do. Entretanto os valores encontrados para a cmc;
sdo mais proximos aos valores apresentados na literatura para todos os
surfactantes. Os valores de Acmc, sdo bem maiores do que a Acmc da tabela
3.2, indicando uma maior complexacao dos surfactantes pela BCD e ppCD na
presenca do pireno. A explicacao para esse fendémeno ainda nao foi muito bem
compreendida, necessitando de mais estudos.

As razdes de banda 1:3 do pireno também foram determinadas para os
surfactantes em solucdes aquosa de 5 mM de KCl e 0,5% m/V ppCD + 5 mM
KCl e sdo apresentadas na figura A.3. Os valores de cmc; e cmc, também

foram calculados e sédo apresentados na tabela A.2.
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Fig. A.3: Curvas de razdo de banda 1:3 para diferentes concentragBes dos surfactantes,
simbolos preenchidos referem-se ao experimento em solugéo de 0,5% m/V de ppCD + 5 mM
de KCI e simbolos vazados em soluc¢édo aquosa de 5 mM de KCI.

Tabela A.2: Pardmetros obtidos do ajuste da sigmoide de Boltzamnn em solugédo aquosa de 5
mM de KCI e em 0,5% m/V de pBCD + 5 mM de KCI, xq € 0 centro da sigmoide, Ax é variagdo
de y em torno de x,, cmc; € cmc, sdo a cmc dada pela eq. 2.25 e cmc séo valores da literatura
e Acmc, é a diferenca de cmc, na solucdo de ppCD e na solugdo aquosa.

SDS
DTAB
SDBS

SDS
DTAB
SDBS

Xo
6,0+0,1
10,8+0,2
0,49+0,01

Xo
8,9+0,2
15,9+0,2
2,96+0,08

Agua + 5 mM de KClI

AX cmc; (mM) cmc, (mM) cmc (mM)
0,24+0,04 6,0£0,1 6,5+0,2 -
1,5+0,2 10,8+0,2 13,8+0,6 -
0,18+0,01 0,49+0,01 0,85+0,03 -
0,5% m/V pBCD + 5 mM de KCI
AX cmc; (mM) cmc, (mM) Acmc, (mM)
0,9+0,2 8,9+0,2 10,7+0,6 4,2+0,8
0,9+0,2 15,9+0,2 17,7+£0,6 4+1
1,0+0,1 2,96+0,08 5,0+0,1 4,2+0,1

Xol AX
25
6,7
2,7

Xol AX

9,9
17,7
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APENDICE B

Calculo da Energia Eletrostatica

No célculo da energia eletrostatica associada a formacdo do complexo
pBCD — SDS consideramos o polimero como uma estrutura esférica de raio Ry,
com N cargas elétricas em seu interior. Supomos que as cargas estdo
dispostas homogeneamente no volume, chamamos de d a distancia minima

entre duas cargas, como ilustrado na figura B1.

N cargas

Polimero

Figura B1: Estrutura esquemética de um polimero considerando-o constituido de N cargas
espagadas homogeneamente em que d representa a distancia minima entre duas cargas.
Cada carga ocupa um volume esférico de raio d/2 (linhas pontilhadas).

O volume do polimero é, aproximadamente, o nimero de cargas vezes
o volume da esfera definido por cada carga, cujo o raio é d/2, mostrado na
figura pelas linhas pontilhadas. Podemos obter a relacdo entre d e o raio

hidrodinamico obtido na Figura 3-6 considerando a equacao B1:

ArR} N 4rz(d/2)°
3 3

(B1)
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onde Ry é o raio hidrodindmico do polimero considerando que ndo haja o
desprendimento de ciclodextrinas (= 3,6 nm). Ou seja, ignora-se 0Ss primeiros
pontos na Figura 3.6 em que o raio hidrodindmico reduz de valor com a
concentracdo e estima-se 0 valor extrapolado desse raio para concentracao

igual a zero de SDS.

Rearranjando a equacéo B1 temos:

d=2R N (B2)

Observe que a equacéo B2 relaciona a distancia entre as cargas com o
namero de cargas que sao adicionadas ao polimero. Consideramos que 0 raio
hidrodinamico do complexo pCD — SDS ndo muda até a energia eletrostéatica
ser da ordem, pelo menos, da energia térmica como serd discutido
posteriormente. Note também, que a distancia minima entre as cargas diminui
com o aumento do numero de cargas. Essa consideracao é bastante coerente,
pois, a medida que novas moléculas de surfactante sdo distribuidas ao longo
da cadeia do polimero e, considerando que a distribuicdo ocorre de maneira
homogénea, é esperado que um surfactante figue cada vez mais proximo dos

surfactantes restantes.

A energia eletrostatica (E,, ) € a energia classica do eletromagnetismo

de duas cargas separadas por d, vezes o valor das cargas interagindo. Nessa
aproximacédo desconsidera-se a energia devido aos segundos vizinhos e
considera-se que o numero de pares interagindo é N. Logo:

1 e?

E=——
4rze d

(B3)

onde ¢ é a permissividade elétrica da agua e e o modulo da carga do elétron.

A consideragdo de que a energia eletrostatica, na eq. (B3), é
proporcional & N pode ndo ser uma boa aproximacdo. Desta maneira, em um

calculo mais adequado, precisamos contar quantos pares de cargas estédo
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interagindo. A construcdo das formas geométricas permite determinar quantos

vizinhos imediatos cada carga tem.

Seja N = 2, entdo a energia eletrostatica desta configuracdo de cargas

2
é %%, pois, neste caso, apenas um par de interacdo entre duas cargas €
e

formada. Esse valor de energia sera chamado de E,. Ja para N = 3 as trés
cargas formardo um triangulo ao conectar o centro de esfera com as proximas
vizinhas, como ilustrado na tabela B1. Ou seja, ha trés pares de cargas

interagindo, sendo que cada par de carga contribui com E,, e entdo a energia
total do sistema €, E, =3E,. Note que o valor de d deve ser recalculado pela

equacao (B2), pois este valor depende do nimero de cargas. Repetindo o
calculo temos as figuras e energias mostradas na tabela B1, considerando as
novas distancias mantendo a restricdo que o volume total das esferas deve se
manter. O numero de pares de interacdes serd o numero de arestas das figuras
geometricas mostradas. Na ultima coluna é feito o céalculo da raz&do da energia

eletrostatica pela energia térmica. Nesse célculo foram usados os valores:

g(égua) =707.10"% F/m; k, =1,381.10>° J/K;T =298K;e=16.10"° C
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Tabela B1l: Figuras geométricas representando a interacdo entre pares de cargas. N é o
numero de cargas associadas a cadeia do polimero e (n° de arestas) representa 0 nimero de
pares de interagdes entre as cargas. A energia eletrostatica do conjunto é E, = (n®arestas) xE,
e, na Ultima coluna, é apresentada a razdo da energia eletrostéatica pela energia térmica.

N Forma geomeétrica n®arestas | E E, TkgT
2 1 E, 0,1
3 3 3E, 0,29
4 6 6E, 0,58
5 9 9E, 0,87
6 12 12E, 1,16
7 15 15E, 1,45

A energia eletrostatica supera a energia térmica quando ha N=6
moléculas de SDS por polimero, que equivale a uma concentracdo de 0,45 mM
de SDS para uma solugao de 0,5% m/V de pBCD. Essa concentracdo é
préxima da encontrada para que o raio do complexo pCD — SDS comece a

aumentar, cerca de 0,5 mM, como ilustrado na Figura 3-6.
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