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RESUMO

Estudou-se o efeito catalitico do complexo hialuronato-brometo
de dodeciltrimetilaménio (Hy-DoTAB), em fun¢do da concentragdo de
DoTAB, sobre reagdes de oximolise e hidrolise do acetato e octanoato de p-
nitrofenila em presenga de 1mM de Hy, tampdo borato pH 9,80 ¢ em 175mM
de NaBr. Foram utilizados dois nucleofilos de distintas hidrofobicidades,
acetofenoxima (hidrofilica) e 4-(9-carboxinonanil)-1-(9-carboxi-1-hidroxi-
iminonanil)benzeno (alta hidrofobicidade) e observou-se que os perfis,
constante de velocidade observada versus concentragdo do surfactante sdo
diferentes, estritamente relacionados com suas diferentes hidrofobicidades.
Para efeito de comparagdo, verificou-se também o efeito catalitico do DoTAB
na auséncia de Hy e, para ambos os nucledfilos, os perfis cinéticos sdo
analogos aos perfis quando Hy esta presente. Sob o ponto de vista cinético, a
influéncia do complexo Hy-DoTAB sobre as reagSes de oximolise nas
condi¢des analisadas, é andlogo aquela exercida por micelas normais de
surfactante DoTAB. As conclusdes mais significativas e esclarecedoras deste
trabalho, foram a partir dos resultados de polarizagdo e intensidade de
fluorescéncia da sonda (4-fluoro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol), ligada cova-
lentemente no poltmero. A formagdo do complexo Hy-DoTAB a altas
concentragdes de NaBr é consistente com o aparecimento de mucelas livres

associadas ao polimero anifnico.
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ABSTRACT

Was studied the effect of the hyaluronate-dodecyltrimethyl-
ammonium bromide complex on the rate of oximolysis and hydrolysis of p-
nitrophenylacetate and p-nitrophenyloctanoate, at 175 mM of NaBr, pH 9,80,
as a function of the surfactant concentration. Was used two different
hydrophobic oximes, acetophenoxime and 4-(9-carboxynonanyl)-1-(9-carboxi-
1-hydroxyiminonanyl) benzene and it was found that the shapes of the rate
surfactant concentration profiles for the oxymolysis by the nucleophiles are
different concerning to the respective hidrophobicities. Also it was not
observed significant differences on the profiles in the presence and absence of
ImM of Hy polymer, meaning that, at these experimental conditions, Hy-
DoTAB complex exibits similiar Kinetic behavior to normal micelles of
DoTAB. The more expressive results in this work, were observed by
measuring the fluorescence intensitie and the depolarization in the presence of
175 mM NaBr, of the complex formed by the hyaluronate, partially modified
by a covalently bound fluorescent probe (4-fluoro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-
diazole). Formation of the surfactant-polymer complex at high concentration of

salt is consistent with appearence of free micelle associate with the anionic

polymer.



CAPITULO |

INTRODUGAO

1 - Acido Hialurénico

Alguns tipos de polissacarideos tém sido muito estudados em razdo
de situarem-se sobre a superficie das células e estarem envolvidos em fenéme-
nos de reconhecimento celular. Entre estes compostos estdo os glicoesfingoli-

pideos, glicoproteinas e glicosaminoglicanos (ou mucopolissacarideos).

Os glicosaminoglicanos acidos sdo macromoléculas pertencentes
a uma familia de polissacarideos carregados (biopolieletrdlitos) constituidos de
duas ou mais unidades monomeéricas de monossacarideos diferentes, distribui-
das por todo tecido conetivo. O membro mais abundante desta classe € o acido

hialurénico.

O acido hialurénico é um polimero linear de alto peso molecular
aproximadamente 5 X 10° com mais de 10.000 unidades dissacaridicas que
conferem alta viscosidade em solugSes aquosas. E encontrado nas valvulas do

coragio, na pele e em concentragdes elevadas no humor vitreo dos olhos, nos



liquidos sinoviais, corddo umbilical, paredes vasculares, cartilagens e na crista
de galo (onde sua concentragdo depende da influéncia da testosterona). Ocorre
ligado aos proteoglicidnios pelo seu centro protéico através de uma proteina de
ligagdo. Estes tipos de agregados dio origem as estruturas complexas de ordem

superior (Fig.01).

Fig. 01 - Esquema ilustrativo da agregagdo de proteoglicdnios com
dcido hialurénico (Ac.Hi), ligado diretamente através de uma
parte protéica (Pr) e de uma proteina de ligagdo (PL), CS identifica
as cadeias de condroitino-sulfato e QS as de queratam-sulfato.

Pertencem ainda a esta classe f3-heparina € o queratam-sulfato,
cujos derivados sdo importantes componentes das cartilagens, dos ossos e da
comea. A B-heparina (ou dermatam-sulfato) e o queratam-sulfato sdo polimeros
facilmente reconhecidos por suas propriedades anticoagulantes, sendo encon-

trados no figado, pulmio e artérias (Tab.01).



TABELA 01 - Exemplos de Glicosaminoglicanos

POLISSACARIDEO CONSTITUINTES OCORRENCIA
Acido hialurénico  |Acido glucurénico, N-acetil-D-glucosamina ' Liquido sinovial
Condroitina Acido glucurdnico, N-acetil-D-galactosamina Coérnea
Condroitina-4-sulfato | Acido glucurénico, N-acetil-D-galactosamina-4-sulfato Cartilagem
Dermatam-sulfato | Acido idurdnico, N-acetil-D-galactosamina-4-sulfato Pele
Queratam-sulfato Galactose, galactose-6-sulfato,N-acetil-D-galactosamina-6-sulfato  |Cémea
Heparina Glucosamina-6-sulfato, acido glucurdnico-2-sulfato, dcido idurdnico Pulmio

As composigdes dos glicosaminoglicanios nos tecidos variam com
a idade do individuo. Por exemplo, a concentra¢do de queratam-sulfato nos
tecidos aumenta com a idade, enquanto que a concentragdo de condroitina-sul-
fato (nos discos vertebrais) bem como o acido hialurénico (na pele) diminuem
com a idade. Entretanto, quando ha uma formagdo excessiva de glicosamino-
glicanos no corpo pode acontecer uma série de problemas como retardamento
mental, gargolismo e deformagdes esqueléticas chamadas mucopolissacarido-
ses. Isto acontece porque algumas enzimas responsaveis pela degradagio dos

glicosaminoglicanos apresentam falhas genéticas em sua estrutura 1.2e3

1.1 - Estrutura

Em 1953 Weissmann e Meyer propuseram uma estrutura para o
acido hialurdnico através de estudos por oxidagdo com periodatos. O 4cido seria
formado por unidades alternadas do acido D-glucurdnico e N-acetil-D-gluco-
samina. Os dois diferentes monossacarideos sdo ligados por uma unidade 3 -1,3
formando um dissacarideo que se liga na préxima unidade por ligagéo glicosi-

dica 3 -1,4 (Fig. 02).
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Fig. 02 - Unidade repetitiva do dcido hialurénico.

Edwin e colaboradores estudaram as conformagdes e interagdes
dindmicas do acido hialurénico em solugfo e no estado sélido e observaram uma
consideravel versatilidade na conformagdo estrutural. Essa conformagido do
polimero ¢ bastante influénciada pela contaminagio por outros glicosaminogli-
canos, pela natureza do contra-ion, grau de hidratagio e pH do meio. A
influéncia dominante parece ser a do contra-ion. Quando em presenga de ions
célcio, o hialuronato cristaliza-se de uma forma bem diferente daquela quando
em presenga de ions monovalentes, cristalizando-se em forma de hélice em
solugdes levemente acidificadas (desta forma o acido hialurénico apresenta uma
simetria enroscada para a esquerda na forma de hélice). Uma explicagio
razoavel para as suas cadeias rigidas poderia ser existéncia das ligagdes de
hidrogénio que seriam estereoquimicamente incluidas dentro da cadeia do 4cido
hialurénico. Desta forma, a configuragdo "trans" favoreceria uma estrutura’

espiral com os dois grupos acetoamidas envolvidos na ligagdo (Fig.03) 45
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Fig. 03 - Esquema das ligagbes de hidrogénio proposta para a
conformagdo do dcido hialurénico.

1.2 - Propriedades Fisicas e Quimicas

O 4cido hialurénico apresenta os seus grupos carboxilados com-
pletamente ionizados em pH 7, conferindo solubilidade em agua cuja solugéo
adquire um aspecto gelatinoso formando solugdes altamente viscosas até mes-
mo em baixas concentragdes (0,1% ou menos), podendo ocupar 80% do total

. . , ST 7
da viscosidade em alguns fluidos bioldgicos 2.6e7

Os métodos empregados para preparar e purificar estes polimeros
dependem muito de sua estrutura carregada. Alguns métodos fisico-quimico
(espectrofotométﬁco, turbidez e titulagdo) sdo utilizados de maneira suave sem
causar quebras na cadeia polimérica 8 A dislise ¢ também muito usada na

remog¢do de sais, aminoacidos e peptideos.

O acido hialurénico tem varios grupos que podem ser modificados
através de reagles quimicas caracteristicas, como por exemplo, hidrélise do gru-
po N-acetoamido para a amina ligado ao carbono C-2 da unidade D-glucosami-
na; esterificagdo do grupo carboxilico ou ainda em reagdes de deslocamento nu-
cleofilicos pelas hidroxilas. Em todos esses processos é necessario preservar a
identidade natural do polimero como o peso molecular e as unidades monoméri-
cas repetitivas da cadeia, juntamente com os grupos funcionais. Sendo assim,
deve-se evitar meios acidos que resultariam em hidrolises dos grupos acetais e

em consequéncia fragmentagdo das cadeias. Um meio fortemente basico tam-



bém pode provocar quebras das cadeias. O efeito de NaOH na conformagio,
interagdo, difusdo e velocidade de hidrélise do acido hialurénico foi observado
utilizando técnica de espalhamento de luz. O resultado encontrado foi a quebra
intramolecular das ligagGes glicosidicas e destrui¢do das ligagdes de hidrogénio
causando com isso diminui¢do das interagdes intermoleculares. Uma concentra-

¢do de 0,1M de hidréxido € suficiente para causar quebras da cadeia poliméricag.

A quebra da cadeia € observada também por uma diminui¢do da
viscosidade da solugdo. Esta diminuigdo pode ser medida se a viscosidade da
solugdo polimérica estiver quantitativamente relacionada com o peso molecular
do polimero. As mudangas de viscosidade entdo, podem ser calculadas através

’ ’ . . ’ 10
~de um numero médio de quebras de cadeia por molécula ",

1.3 - Importancia Bioldgica

O acido hialurdnico apresenta grande importincia bioldgica, todas
relactonadas com suas propriedades polieletroliticas. Basicamente as suas prin-
cipais fungGes estdo relacionadas com amanutengio da pressdo osmotica € com-
pressibilidade nos tecidos conectivos (em cartilagens,ossos € veias). Qutras com
importantissimo papel no corpo no que se refere as propriedades de transportes
e mecanicas, conferem elasticidade nos joelhos e rigidez aos discos das vérte-

bras.

Séo utilizados na area médica para controlar a viscosidade do san-
gue, na manuteng¢do da pressdo osmoética durante uma cirurgia oftalmologica e
na cura de feridas da pele. Atualmente estdo sendo testados como diagndstico
do cancer, observando glicosaminoglicanios marcados extraidos de pacientes.
Uma boa molécula marcada identificaria a doenga e atuaria como guia nos vérios
estagios do cancer' . Na industria cosmética é utilizado na forma de sal, na

fabricagdo de pomadas para a pele, pois é um excelente emulsificante.



2 - Sistemas Micelares - Surfactantes

Estudos dos efeitos de sistemas com interfaces carregadas sobre
reagdes quimicas apresentam uma série de aspectos importantes. Alguns desses
envolvem muitas vezes reagdes catalisadas ou inibidas por sistemas como
polieletrélitos, ciclodextrinas e micelas. Estas reagdes frequentemente ocorrem
na interface entre o solvente, usualmente agua ou uma mistura de solugdes
orgénicas ¢ os agregados. Outras reagdes, como catalise enzimatica e comple-
xagdo de enzimas, também sdo estudadas em interfaces carregadas e muitas

delas tem grande interesse bioldgico 12

2.1 - Definigao e Classificagcao

As substéncias que sdo absorvidas na superficie aquosa atuam no
sentido de diminuir a sua tensdo superficial. Essas substincias, denominadas de
surfactantes ou agentes tensoativos, pertencem a classe de compostos chamados
anfifilicos, cuja estrutura molecular € constituida por uma parte polar e outra
apolar. A parte polar consiste de uma cabega hidrofilica (afinidade pela agua)
enquanto que a parte apolar de uma longa cadeia parafinica hidrofébica (pouca
afinidade pela agua), geralmente com 8 a 18 atomos de carbono, denominada

de "cauda" 13,14

Existem uma variedade de tipos estruturais de surfactantes que sdo
classificados conforme a natureza do grupo hidrofilico, podendo ser catidnicos,

anidnicos, zwitteridnicos e ndo-i6nicos. Os catiénicos possuem a parte hidrofi-



lica da molécula constituida por um atomo ou um grupo carregado positivamen-
te. E de especial interesse os surfactantes cuja cabega é constituida por nitrogé-
nio quaternario. Apresentam importantes aplicagdes no setor industrial, por
exemplo, inibidores de corrosdo, lubrificantes, emulsificantes ¢ na fabricagio
de amaciantes de roupa. No setor da saide é muito utilizado na inibigdo de
microorganismo, pois sdo excelentes bactericidas. Ainda sdo utilizados como

15,16 s aniénicos apresentam a parte hidro-

catalisadores de reagdes quimicas
filica carregada negativamente, sendo que os mais comuns sdo constituidos por
grupos sulfonatos, fosfatos ou carboxilatos. Ja os ndo-idnicos apresentam uma
regidio mais polar que a outra proporcionando afinidade pela agua. Os zwitte-
ridnicos apresentam grupamentos com caracteristicas acida ou basica e passam

a ter comportamento anidénico ou catiénico dependendo do meio em que se

17 . . .
encontram . O esquema 1 mostra exemplos baseados na classificagdo acima

definida.

(a) CH3 (CH2)11 N"(CH3)3 Br
brometo de dodeciltrimetilamonio (DoTAB)

(b) CH3 (CH2)11 SO 4 Na*
dodecilsulfato de sédio (SDS)

(¢) CH3 - (CH2)n N"(CH3)2 CH2 CH2 COO”
propionato de N-alquil-N,N-dimetil-f} -amonio

(d) CH3 (CH2)n-C6 H4-0 - (CH2 CH2 - O)mH
n-alquilfenol-m-polioxietileno

Esquema 1 - Exemplos de alguns surfactantes: (a) catiénico; (b)
anionico; (c) zwitteriénico e (d) ndo-idnico.



2.2 - Micelas - Concentragio Micelar Critica (CMC)

As micelas sdo agregados coloidais formadas por moléculas de
surfactantes em equilibrio com seus mondémeros. Os mondmeros rearranjam-se
espontaneamente de tal forma que adquirem uma conformagao termodindmica
estavel. O processo de agregagdo, também chamado de micelizagio, ¢ ilustrado
na figura 04. A energia livre do processo de micelizagdo tera que ser negativa
para que a agregagdo seja espontanea. Parametros fisico-quimicos como ental-
pia (H) e entropia (S), que estdo relacionados com a energia livre do sistema
(G= H-TS), podem ser usados para estimar as mudangas que acontecem no
processo de micelizagdo. Os agregados apresentam muitas aplicagdes importan-
tes em processos de emulsificagdo, extragdo, catalise, modelo de membranas

e solubilizaqﬁols’ 19e20

N L,
“z=.ﬂ‘:§;:~g:@z

n mondmero micela

Fig. 04 - Processo de micelizagdo.

Os surfactantes cationicos e aniénicos, na auséncia de sal, geral-
mente agregam-se em numero de 50 a 100 mondmeros por micelas (numero

médio de agregacdo) 15

Os agregados micelares podem apresentar estruturas que depen-
dem do solvente onde sdo formados. Quando uma molécula de surfactante é
dissolvida na agua, ela orienta-se de forma que a regido hidrofilica da molécula

fica voltada para a agua e a parte hidrofobica voltada para o interior da micela,
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denominadas de micelas aquosas (por exemplo, brometo de dodeciltrimetila-
monio). Neste caso, considerando uma dispersdo, a agua seria a fase continua.
Quando as micelas apresentam os seus grupamentos hidrofc’)bicos. voltados para
o solvente apolar (benzeno ou hexano) e a parte hidrofilica voltada para "dentro"
temos as micelas reversas, por exemplo, di-2-etilhexilsulfosuccinato de sédio
(aerosol AOT). As micelas naturais ocorrem em abundéncia nos organismos
vivos e apresentam importantissimo papel no que confere as interagdes com

proteinas e emulsificagdes de gordura (por exemplo, lecitinas) 21,22

A medida que a concentragdo do surfactante em solugdo aquosa é
aumentada, varias propriedades fisicas da solu¢do mudam repentinamente. A
mudanga da propriedade esta relacionada com o aparecimento em soluc¢io de
agregados (micelas). A concentra¢do maxima das moléculas do mondmero na
qual comega a formagdo de micelas é chamada CONCENTRACAO MICELAR
CRITICA (CMC). E o pardmetro mais exato para informar sobre o ponto de
formagdo das primeiras micelas e é considerada uma propriedade de destaque
dos anfifilicos. Entre as propriedades fisicas que sdo utilizadas para determinar
o valor da CMC em determinadas condigdes experimentais sdo: Tensdo Super-
ficial, Condutividade, Viscosidade, Espectroscopia e Indice de Refragdo. Os
métodos sdo fundamentados em medidas das propriedades antes e depois da
formagdo do agregado. A CMC corresponde ao ponto médio da inflexdo da
curva, que depende de fatores como: hidrofobicidade da cadeia parafinica, carga
do surfactante, natureza do grupo polar e do contra-ion, do tipo e da concentra-
¢do do eletrdlito adicionado, da temperatura e pressﬁozz’ B A figura 05 ilustra
as variagdes de duas propriedades fisicas, tensdo superficial e condutincia
especifica, em fungido da concentragdo do surfactante e o intervalo onde comega
a surgir as primeiras micelas ou mais precisamente, a faixa de saturagdo de
mondmeros em agua. Abaixo da concentragéo critica micelar existem monéme-
ros atuando como eletrolitos fortes, cuja concentragdo, na maioria dos casos, €

. < ~ . 24,25
considerada constante em concentragdes acima da CMC™ """,



(b)

PROPRIEDADE FISICA

(a)

CONCENTRACAO

Fig. 05 - Efeito da concentra¢do do surfactante sobre as pro-
priedades fisicas (a) tensdo superficial e (b) condutincia es-
pecifica “™

A formagio termodindmica das micelas tem sido considerada como
base nos modelos que incluem agdo das massas, separagdo de fase e teoria
esférica da dupla camada. O modelo de separagdo de fase considera a formagio
das micelas como uma separagio de duas regides distintas que acontece na faixa
da CMC, conduzindo a mudangas de propriedades fisico-quimicas. O modelo
de agdo das massas considera um equilibrio dindmico entre mondémeros €

agregadozs, equagdol.

oD’ +mx’ —_ (DnXm)(n mt (n-m)X (Eq. 1)

onde D é o surfactante catidnico ou aniénico, X é um contra-ion com carga
oposta a molécula de surfactante, n é o nimero de monémeros e m ¢ o nimero
de coﬁtra-ions ligados. A equagdo representa o arranjo dindmico dos mondmeros
para atingirem uma forma estavel através de associagdes sucessivas de equili-

- , .28
brio quimico
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2.3 - Fatores que Afetam a Concentragao Micelar Critica

Existem muitos fatores que afetam a concentragdo micelar critica,
induzindo a um abaixamento ou aumento no seu valor. Estes efeitos sdo
importantes, pois informam sobre a atividade superficial do surfactante em

contato com a superficie do componente adicionado.

A CMC diminui logaritmicamente com o aumento da cadeia para-

finica. Esta dependéncia é expressa pela equagdo 2, onde 4 € B sdo constantes

para uma série homologa e m é o numero de étoWnos.
logCMC=A-Bm (Eq. 2)

Para os surfactantes ndo-16nicos os valores de CMC geralmente sdo

. Al 12
muito pequenos quando comparados com os surfactantes i6nicos

A adigdo de aditivos como eletrolitos também causam diminuigéo
na CMC. Os valores de CMC medidos em presenga de sal sdo interpretados
como uma redugdo das forgas repulsivas entre as cabegas do surfactante cau-

12,2

. 9 ~ " .
sando mudangas estruturais . A expressdo matematica deduzida para este

efeito € uma relagdo logaritmica do tipo:

logCMC = -K log[Sal] + Constante (Eq. 3)

-

onde K € uma constante experimental e apresenta valores entre 0,4 - 0,6 2

Reagdes quimicas cujos reagentes sdo espécies positiva ou negativa
podem sér afetadas dramaticamente pela adigdo de sal na solugéo, causando
alteragdo das propriedades de superficie como: mudanga da polaridade, pH,
potencial de superficie e troca i6nica. A presenga de sal ainda altera significa-

tivamente o valor da constante de velocidade e de equilibrio 22,30

. Portanto, a
adigdo de eletrolitos promove micelizagdo de surfactantes i6nicos porque eles
estabilizam as micelas por neutralizagdo parcial das cargas das cabegas i6nicas

que dependem fortemente da natureza do contra-ion. Para contra-ions monova-
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lentes a CMC de surfactantes i0nicos | diminui segundo a ordem:
Li'>Na">K™>Cs" e para contra-ions divalentes a CMC também diminui obe-
decendo a ordem : Mg+2>Zn+2>Ca+2>Sr+2>B a™2. Quando o contra-ion for um
haleto, a ordem mantém-se : F>CI'>Br >I. A interagdo predominante entre as
cabegas e os contra-ions é puramente eletrostatica sem perda de agua de
hidratagdo pelos contra-ions ou pelos grupos i6nicos do surfactante na formagéo

das micelas 31.

Outros fatores como, a presenga de grupos polares na cadeia
parafinica, o tipo de grupos hidrofilico, temperatura, pressdo entre outros

estudados por Shinoda 29 alteram significativamente o valor da CMC.

2.4 - Estrutura: Tamanho e Forma - Modelos Micelares

As solugdes de surfactantes sdo fascinantes e revelam muitas
propriedades interessantes ao redor da CMC. A geometria micelar ¢ um assunto
polémico que tem inspirado muitos estudos. O tamanho e a forma destes
microreatores>> tem sido descritos por modelos audaciosos que permitem
avaliar sua estrutura. Primeiramente, McBain propés um modelo esférico para
micelas ionicas € lamelar para as micelas neutras. Harkins e Mittelmann
propuseram um modelo cilindrico. Philipoff disse que a micela apresentava uma
dupla camada ionizada e parcialmente hidratada. Debye propds uma micela
cilindrica formada por uma distengio lateral da micela de Hartley. Para Stigter
a micela seria um agregado esférico composto por trés regides distintas: o
nucleo, a camada de Stern e a dupla camada difusa de Gouy-Chapman. O nucleo
seria formado por cadeias parafinicas cujo raio seria aproximadamente o com-
primento da cadeia esticada. A superficie serialisa e entre o niicleo e a superficie

estaria a camada aquosa de Stern com "n" cabegas idnicas do surfactante
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micelizado e (1-a)n contra-ions, sendo que o seria o grau de ionizagdo definido
como uma medida da distribuigdo entre a fase micelar e a fase aquosa. O modelo
"bloco de surfactante" foi proposto por Fromherz, que consiste de cadeias
paralelas e ortogonalmente congregadas para formar as micelas. Para Menger,
além das cadeias parafinicas estarem reunidas no nucleo, haveria alguns mond-
meros flutuando na periferia junto com as cabegas i6nicas. A sua micela seria
altamente porosa com vazios na cadeia parafinica, possibilitando a penetragio
de agua até no sétimo atomo de carbono. Cabane nio concorda com os argu-
mentos de Menger e afirma que ndo ha 4gua no nicleo da micela reafirmando
que a superficie da micela seria lisa. Esta micela seria formada por duas regides:
uma camada que contém carga hidratada e agua e uma outra camada que contém
o primeiro CH2 hidratado. Atualmente o modelo mais consistente com os varios
dados experimentais é o modelo proposto por Hartley, que considera a micela
esférica com os grupos hidrofobicos voltados para o centro e os grupos hidro-
filicos voltados para a periferia da micela. Hartley reforga a idéia que abaixo da
CMC existem eletrdlitos fortes e que na CMC comega o processo de agrega-

~ 33,34
¢do .

As micelas sdo frequentemente pequenos agregados esféricos, mas
podem mudar esta forma quando se aumenta a concentragio de surfactante e
com 1sso, a micela poderia adquirir uma forma mais ampla tornando-se cilindri-
ca. Com um aumento posterior da concentragio de surfactante, o empacotamen-
to hexagonal torna-se predominante. Numa fase mais rica em surfactante
pode-se encontrar cristais s6lidos de surfactante. Finalmente, em altas concen-

tragdes de surfactante em presenga de um aditivo apolar com pouca quantidade
35, 36

\
arranjo das possiveis estruturas formados por surfactante em determinadas

de agua, a micela inverte sua forma . A figura 06 mostra o espetacular

condig¢des fisico-quimicas. O "crescimento" das micelas é muito sensivel as
mudangas do meio, como por exemplo, tornando-se favoravel por adi¢do de

eletrdlitos, pelo comprimento da cadeia do surfactante ou, ainda, por influéncia
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da temperatura. A diferenga de energia entre a forma esférica e a lamelar ndo é
muito significante. Mas, a entalpia de formagio micelar, que tem um valor de
-2,2 KJ/mol para o SDS em 4agua torna-se muito mais exotérmica quando se
adiciona um eletrdlito no meio (por exemplo, NaCl). Para surfactantes cationi-
cos o crescimento micelar é surpreendente, pode aumentar com a diminui¢&o

de temperatura e com o aumento do tamanho do contra-ion (Br ,Cl'e I') 25,

Monomero Micela Micela Cilindrica

Cristais de
Surfactante

77919

Miéroemulséo Empacotamento Hexagonal
de Micela Reversa

Fig. 06 - Diferentes estruturas da micela.

O modelo proposto por Stigter tem ajudado na interpretagdo de
modifica¢des das propriedades micelares como o efeito de aditivos e de tamanho
das cabegas do surfactante. A representagdo esquematica de um corte na micela
de Stigter pode ser visualizada na figura 07, onde pode-se distinguir as regides
caracteristicas desse modelo. Admite que a micela é composta por trés regides
distintas arranjadas num agregado esférico. O nucleo da micela seria composto

pelas cadeias parafinicas de moléculas de surfactante. Circulando o nicleo estdo



16

as cabegas polares do surfactante, junto com um certo numero de contra-ions
(0,6-0,9/grupos 16nicos), constituindo a parte hidrofilica localizada na interface
agua/ micela. Os contra-ions que atuam na interface, conferem neutralidade
elétrica ao sistema. Esta ¢ a chamada regido de Stern. A largura da regido de
Stern € aproximadamente o tamanho da cabeca do surfactante. Por ltimo,
tem-se uma regido contendo contra-ions mais compactamente associados numa

dupla camada elétrica e difusa, chamada de regido de Gouy-Chapmanl4’15’32.

Regido Hidrofébica

Camada de Stern Dupla Camada de
Gouy - Chapman

Fig. 07 - Representagdo esquematica das regides de uma micela
esférica cationica de DoTAB. Os contra-ions sdo representados
por (Br), as cabegas polares por (N +) e as cadeias parafinicas
por( AWV ).

Stigter aceitava que os ions na camada de Stern estariam hidratados

comportando-se como esferas duras e que na extensdo desta camada nédo haveria

31,37

dependéncia da forga 10nica. Romsted concordava com os argumentos de

Stigter e reafirmava que o grau de dissociagdo € a concentragdo de contra-ions
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na camada de Stern sdo essencialmente independente da concentragdo do
surfactante e da forga i6nica. Para Romsted, tanto um substrato orginico corho
um contra-ion, na camada de Stern, estariam sujeitos a um potencial invariavel
com o aumento da concentragdo do contra-ion hidrofilico. O grau de dissocia-
¢do(o) daria uma medida precisa da distribuigdo de contra-ions entre a fase
micelar e a fase aquosa, sendo que mudangas em o refletiriam impecavelmente
em mudangas da concentragdo de contra-ions na camada de Stern. Qualquer

excesso posterior de contra-ions que circundam a dupla camada difusa de

Gouy-Chapman, neutralizaria a carga da micela 38

2.5 - Reagoes Quimicas em Sistemas Micelares

Asreagdes quimicas que ocorrem em interfaces carregadas, produ-
zem efeitos cataliticos ou inibitorios sobre a velocidade das reagdes, causado
pela incorporagdo dos reagentes na micela. Estes efeitos sdo controlados por
dois fatores: interagdes eletrostaticas e interagdes hidrofobicas. As interagdes
eletrostaticas sdo caracterizadas pelas forgas atrativas e repulsivas dos grupos
carregados e contra-ions. O efeito hidrofobico € acentuado quando ha interagio
entre substratos e surfactantes, ambos com longa cadeia parafinica 22 Hartley
observou que micelas anidénicas aumentam a velocidade dareagdo para substrato
de moléculas catiénicos enquanto que micelas cationicas inibem (devido a
repulsdo das cargas). Este efeito é causado pela habilidade das micelas de
incorporar bem ou mal moléculas carregadas 12 A grande maioria das reages
estudadas em sistemas micelares ocorrem provavelmente na superficie micelar,
isto ¢, na camada de Stern. Por exemplo, estdo incluidas reagdes como hidrélise
basica de ésteres p-nitrofenil-n-alcanoatos que sdo definidos pela expressdo

matematica da velocidade:

velocidade =Kkops/ST] = k2[ST][NT] (Eq. 4)
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onde S € o substrato e N ¢ o segundo reagente ([N] > 10[S]). O indice T refere-se
a concentragdo total em moles/litro de solugdo, kobs € a constante de velocidade
observada de primeira ordem e k2 é a constante de velocidade de segunda

ordem32.

Muitos modelos matematicos tem sido propostos para avaliar a
reatividade de micelas em reagles quimicas e ajustar os dados as condigdes
experimentais. Estes modelos consideram que os reagentes se distribuem em

duas fases, aquosa e micelar.

O modelo de Berezin é utilizado para reagdes unimoleculares e

bimoleculares envolvendo substratos neutros.

O modelo de Romsted que suporta a teoria da troca idnica (PIE),
considera ndo s6 o contra-ion distribuindo-se na camada de Stern, como qual-
quer outro ion adicionado, implicando numa troca de ions da fase aquosa para
a fase micelar. Este modelo assume ainda que a micela se encontra numa
pseudo-fase separada e que o grau de dissociagdo (o) do surfactante pode ser
considerado constante. O modelo de Romsted ndo se aplica as reagdes em

presenca de tampado e a dissociagdo de acidos e bases fracas.

O modelo de Quina e Chaimovich considera a teoria de troca iénica
permitindo analisar os efeitos interfaciais sobre a velocidade de reagGes em
sistemas micelares tamponados e ndo-tamponados com substratos de carga

oposta a micela bem como estudar as reagdes em presenga de sal 33,3940

Um tratamento quantitativo do efeito cinético das micelas sobre

reagGes unimoleculares, baseia-se no modelo de pseudo-fase expresso pelo

esquema : Ks
S+D SDn
Kw Km
RODUTO RODUTO

ESQUEMA 2
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Através desse esquema podemos observar que o substrato S forma
um complexo com a micela Dn. O equilibrio dinimico é dado por Ks, constante
de ligagdo do substrato. Kw € Km sdo as constantes de velocidade de primeira
ordem nas pseudo-fases aquosa (w) aquosa e micelar (m), respectivamente. A
constante de ligagdo K € definida pela equagio 5:

_ [(SDa] (Eq. 5)
Ks = 1sTma]

As concentragdes sdo escritas em termos do volume total da solu-

¢80 e Dy o surfactante micelizado. Onde:
[Dn] = [DT] - CMC (Eq. 6)
sendo [DT] a concentragio total do de:te:rgente12

Para reagdes bimoleculares, o tratamento matematico é semelhan-

te ao caso anterior e pode ser definido pelo esquema 3:

~  Pseudo-fase \Sw N im Pseudo-fase
aquosa + micelar
o Nw < > Nm
\.* kow l , L kom
PRODUTOS PRODUTOS
ESQUEMA 3

As constantes kaw € kom significam as constantes de velocidade
de segunda ordem nas pseudo-fases aquosa e micelar, respectivamente 32 0s
valores das constantes de velocidade sdo muito afetadas pela mudanga de
velocidade do substrato quando passa do meio aquoso para o meio micelar,
definido pelo equilibrio do esquema 3. O processo causado pela passagem do
substréto da fase aquosa para a fase micelar é afetado pelo aumento da concen-
tragdo dos reagentes no meio micelar, o que causa uma maior interagio idnica

: . , : 4
e hidrofobica das moléculas dos reagentes e das micelas !
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3 - Interacao Polimero-Surfactante

3.1 - Consideragodes Gerais

A formagdo de complexos entre polimero e surfactante é um
assunto que tem sido vastamente explorado desde muitas décadas. O estudo da
formagdo e existéncia de lipo-proteinas agregadas em fluidos biologicos foi o
trabalho precursor desta area. Na década de 40 foram estudados interagdes de
proteinas com surfactantes i6nicos, com o objetivo de avaliar a relevancia dos
fatores eletrostaticos do sistema contendo um surfactante carregado. Sistemas
envolvendo polimero sintético ndo-i6nico e surfactante idnico foram muito
estudados nas décadas de 50 e 60. Saito contribuiu muito com seus trabalhos de
complexagdo de surfactantes ndo-i6nicos, com polimeros polietoxilados e aci-

. vy . . . , 42
dos policarboxilicos, sendo considerado o grande pioneiro dessa area

A recuperagdo de polissacarideos do tecido epitelial exigia reagdes
suaves que evitassem quebras das ligagGes peptidicas. O método da dialise foi
utilizado frequentemente para remover sais ¢ moléculas pequenas que apare-
ciam como subprodutos da extra¢do. A técnica de extragdo era feita utilizando
volumes de etanol na presenga de sais. O processo era considerado facil, porém
exigia muitas etapas e em algumas vezes o precipitado obtido era insolivel em
agua. Uma técnica alternativa envolvia titulagdes de surfactantes em solugdes
poliméricas sob determinadas condigdes de pH, isto €, a solugdo era tampohada
com borato pH 9-10, no caso dos queratam-sulfato, e pH neutro no caso do acido

hialurdnico, até formagdo do complexo polimero-surfactante que precipitava
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em solugdo. Este tipo de associagdo envolvendo técnicas de recuperagdo de

polissacarideos pela agregagdo de surfactante foi observado por Kuhnem 19403

A interagdo entre polimeros sintéticos ou macromoléculas biologi-
cas com surfactantes tem importincias biolégicas (separagdo de proteinas
ligadas em membranas), quimicas (solubilizagdo de polimeros, mudangas con-
formacionais de biopolimeros, floculagio, flotagdo mineral, tintas para roupas
e recuperagdo de 6leos), farmacéuticas (produtos cosméticos), em processos de
mineragio, em aplicagSes na engenharia do petroleo € na medicina. O simples
processo de misturar surfactante com uma solugdo polimérica causa mudangas
imediatas nas propriedades do surfactante, como estabilidade das solugdes
coloidais, absorgdo, solubilizagdo, concentragdo micelar critica, hidrofobicida-
de e efeitos elétricos 4. Estes efeitos tem sido estudados por medidas de tensdo
superficial 44, condutimetria 45, viscosidade 46, fluorescéncia 47 e espalhamento
de luz *®. Através destas técnicas varias estruturas do complexo formado por
polimero-surfactante tem sido propostas para elucidar o arranjo destes agrega-
dos nas observagdes experimentais das técnicas citadas, porém € desconhecida
a estrutura desses agregados e ainda ndo se tem uma base sdlida de como o
surfactante pode influenciar na conformag¢fo do polimero. Existem alguns
modelos que tentam justificar uma possivel estrutura para os agregados, como
por exemplo: o surfactante estaria ligado numa inica camada ou numa bicamada
de polimero. A ligagdo de surfactante-polimero seria definida através de "pon-
tes". Outro modelo supde que o polimero estaria solubilizado por micelas. O
surfactante estaria preso no polimero através de "armadilhas". Outros definem
uma configuragdo do tipo gotas de micela envolvidas numa "corda" polimérica,
e existem outros modelos propostos apenas para ilustrar algumas observagdes
experimentais49. Apesar dessas estruturas nio explicarem alguns fené6menos
observados, acredita-se numa possivel associagdo polimero-surfactante como
modelo em solugdo. Este modelo refere-se a um complexo que consiste numa

molécula de polimero cercando um niimero consideravel de micelas de surfac-



22

tante, como se fosse uma "armadilha polimérica", onde o polimero penetra
parcialmente na regido polar das micelas (Fig. 08). A existéncia destes agrega-
dos implica que as micelas sdo cooperativamente ligadas nas moléculas de

polimero como num aglomerado de surfactante 43

Fig. 08 - Representagdo esquemdtica do complexo polimero-sur-
factante em solugdo aquosa.

Os fatores mais importantes na formagédo desses agregados sdo as
influéncias das cargas da regido polar dos surfactantes na estabilidade do
complexo e o efeito hidrofobico. Estes efeitos dependem da estrutura dos
surfactantes e dos polimeros. Para polimeros ndo-i6nicos a ligagdo ocorre
préoximo da CMC do surfactante, e para polimeros carregados a ligagdo comega

auma ordem de magnitude abaixo da CMC do surfactante de carga opostaSO’Sl.

Recentemente foi estudado um modelo que ajustasse aos dados
obtidos por espalhamento de luz e RNM do complexo formado por poliéxido-

etileno-dodecilsulfato de sodio (PEO-SDS). Neste modelo, admite-se que 10%
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do PEO estaria ligado diretamente na superficie micelar enquanto o restante
estaria ligado nas margens das micelas. Estes resultados seriam consistentes
com as propriedades macroscopicas estudadas por condutimetria e viscometria
mas, néo especificam a natureza da interagdo do PEO e SDS (Fig. 9a) 48 Estudos
de RNM feitos também por Cabane mostraram que a contribuigio das interagdes
hidrofébicas e eletrostaticas sdo comparaveis e ambas ocorrem na superficie
micelar °2. Kwak estudou pela mesma técnica de Cabane e afirmou que o

polimero PEO estaria totalmente solubilizado dentro da micela 53

Dubin e colaboradores mostraram que cations como (Li+, Na'e
NH4+) podem afetar as propriedades da camada de Stern. O cation interage
simultaneamente com a micela (forgas eletrostaticas) e com o polimero (com-
plexagdo-coordenagdo). O cation coordenaria na dupla camada com o polimero
para formar um "pseudo-polication". Estas interagdes estariam atuando na dupla

camada elétrica da micela (Fig. 9b) a8

Fig. 09 - Representagdo esquematica do complexo PEO-SDS.

Scaiano e autores utilizaram sonda fluorescente para estudar o tipo
de agregagdo do poliestireno sulfonado e brometo de dodeciltrimetilamoénio e

observaram que este complexo afeta a fluorecéncia da sonda, causado por
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mudangas na polaridade do ambiente quimico no qual esta se encontra. Eles

afirmam que a formagao do agregado polimero-surfactante € acompanhado por
" " . : L 4

um "enroscamento” da cadeia polimérica fazendo com que poucas moléculas

de surfactante fiquem agregadas nessa cadeia. O modelo seria semelhante a um

arquipélago, onde os surfactantes seriam "pequenas ilhas" rodeadas pelo poli-

56
mero enroscado ~ .

Outros modelos foram propostos por Gildnyi, Wolfram e Nagara-
jan, que se baseavam em estudos do numero de agregagdo do polimero ligado

. 6
na micela

Varios modelos matematicos tem sido desenvolvido com base em
tratamentos tedricos para descrever a absorgdo cooperativa de surfactante nos
diversos tipos de polimeros, isto é, carregados e neutros. Estes modelos estdo

brevemente descritos na literatura. 42, 43.

3.2 - Influéncia da Adicao de Polimeros em Solugdes Micelares

O processo de micelizagdo do surfactante i16nico consiste num
delicado balango de varias forgas e naresisténcia daregido polar dos surfactantes
em permanecer na periferia da micela. A alta densidade de carga nesta regido
favorece a ligagdo apertada de contra-ions, diminuindo com isso o potencial
elétrico e a repulsdo das cabegas do surfactante. O modelo da micela esférica
de Hartley descreve bem estas propriedades em solugdes diluidas. A adigdo
posterior de uma molécula que apresenta uma flexibilidade suficiente para
acomodar a associagdo ion-dipolo entre o dipolo do grupo hidrofilico do
surfactante com os segmentos hidrofobicos de um polimero, resulta numa
protegdo das cargas elétricas, diminui¢do da extensa area parafinica e perturba-

¢do das propriedades do surfactante 42 |
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O complexo formado por polimero-surfactante apresenta proprie-
dades bem diferentes de uma solugdo contendo apenas surfactante. O polimero
causa pertubagdes nas propriedades fisicas das solugdes contendo surfactante

como: tensdo superficial, condutividade elétrica, viscosidade e eletrofore-
ce6,42,45

O método da tensdo superficial é utilizado para estudar complexos
formados por polimeros carregados (polieletrolitos) e surfactantes. A figura 10
representa um exemplo de medida de tensio superficial de uma mistura de
dodecilsulfato de sodio (SDS) e o polieletrlito hidroxietilenocelulose. Em
concentragdes diluidas de SDS aceita-se que o polimero esta em equilibrio com
os mondmeros do surfactante. Aumentando a concentragdo de SDS, os moné-
meros comegam a ligar-se sobre o polimero formando agregados semelhantes
as micelas normais de SDS neutralizando as cargas residuais causando f)recipi-
tagdo do complexo, observado na figura 10 e definida pela zona de precipitagao.
Em concentragdes altas de SDS a solugdo torna-se homogénea devido a solubi-
lizagdo dos agregados . Nestas condig¢des a solugdo € formada por uma mistura

de micelas de SDS normais e complexos polimero-SDS >4
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Fig. 10 - Medida da tensdo superficial de um agregado. A linha
cheia é a tensdo superficial do surfactante e a linha tracejada é a
tensdo superficial do complexo.
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Para os surfactantes i6nicos, uma redugdo no valor da CMC é uma
forte evidéncia da interagdo com o polimero. A energia livre de Gibbs que define

a estabilizagdo do complexo € dada por:
A GO(mic- pol) - A GPmic = RT In(CMCp/ CMC) (Eq.7)

onde CMCp e CMC sdo os valores de concentragdo micelar critica do surfac-
tante em presenga e na auséncia de polimero. Go(mic-pol) e Go(mic) € aenergia
livre do complexo e do surfactante respectivamente. Esta energia corresponde
a energia necessaria quando um mol de surfactante é transferido da micela

normal para micela ligada no polimero50

- O método da condutividade elétrica revela uma interessante obser-
vagdo experimental que consiste de duas quebras no grafico da condutincia
especifica versus concentragdo do surfactante dodecilsulfato de sodio (SDS), na
presenga de 6xido de polietileno. As duas quebras representam a existéncia de
"duas concentragdes micelar critica" definida por C1 que representa a concen-
tragdo na qual comega a ligagdo do polimero com o surfactante ¢ C2 que
representa a concentragdo na qual o polimero torna-se saturado de surfactante
ligado. Para o acido hialurénico a ligagdo com o surfactante catiénico brometo
de tetradeciltrimetilaménio (TTAB) comega a ser bem definida em C1 abaixo
da CMC do surfactante quando na auséncia de sal. O resultado corresponde a
formagdo de uma ligagdo fortemente cooperativa dos mondmeros de surfactante

agregados na cadeia do polimero6’55’56.

Ha evidéncias que o grau de dissociagdo idnica () aumenta nos
complexos formados por dodecilsulfato de sddio (SDS) com os polimeros
polivinilpirrolidona (PVP) e 6xido de polietileno (PEQ), assumindo valores de
0,85 e 0,65, respectivamente, quando comparados com o = 0,35 para micelas

de SDS somente42’ >4, 57.

Frequentemente quando o polimero é adicionado numa solugio
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micelar ha um aumento da viscosidade, que depende da carga do polimero, das
mudangas conformacionais, do seu peso molecular e da forga i6nica do meio.
Em outros casos, pode acontecer um colapso no sistema (polimero se enrosca)

50,55

causando uma diminuig¢do da viscosidade , ocasionando a formag¢do de um

sistema heterogéneo.

3.3 - Separac¢ao de Fase

As interagGes de polimeros carregados com surfactantes de carga
oposta geralmente resultam em precipitagdo (neutralizagdo de cargas). O apa-
recimento de "regides" de interagdo distintas, definida mais precisamente como
separagdo de fases, caracterizada pela turbidez da solugéo, esta relacionado com
aagregacio do surfactante no polimero6’56. O inicio dessaligagdo causaredugdo
das cargas e da hidrofilicidade do complexo formado. A opalescéncia observada
¢ muito estavel e ainda ndo € bem definida. Sua observagio ¢é feita visualmente

e constata-se trés regides distintas:

1) Uma regido transparente, onde o polimero esta em excesso. Ha
um aumento consideravel na viscosidade, devido ao alto peso

molecular do polimero.

2) Uma regido de precipitagdo, onde ocorre a interagdo este-
quiomeétrica (neutralizagdo de cargas). Ha uma redug¢io da viscosi-
dade provavelmente ocasionada pela redugdo da densidade de

carga ¢ por uma mudang¢a conformacional.

3) E o reaparecimento de uma regido novamente transparente de
redisolugdo, onde o complexo insoluvel é solubilizado por um
excesso de surfactante, ¢ um novo aumento da viscosidade é

observado49.
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3.4 - Reacdo de Associacao

A complexagdo entre o polimero e o surfactante pode ser repre-

sentada pela equagdo 10, em agua:

Pn"M" + nQN*A" ——— Pn"QN*|+ nM*A" (Esq. 4)

onde Pn""M" ¢ o sal do cation M com o polimero de valéncia n (no caso do
acido hialurdénico tem valéncia negativa pelos grupos carboxilas) e QN+ um
detergente cationico (por exemplo, brometo de dodeciltrimetilaménio). A rea-
¢do também pode ser escrita em termos de equilibrio envolvendo uma série de

etapas adicionais:

st KL o (psjy)il (Esq. 5)

D ———

onde P € o polimero contendo n carga negativa ¢ S surfactante univalente. A
N . L 8,58,
reagdo pode conduzir a uma neutralizagio de cargas :

- +i

P"+ns" —L = psp (Esq. 6)

A reagdo de associagio € influenciada por varios fatores, damesma

forma que a micelizagdo de surfactantes, evidenciando assim, a similiaridade

dos dois processos. Alguns fatores sio citados, como por exemplo: tempera-

tura, adi¢do de sal, comprimento da cadeia do surfactante, estrutura do surfac-

tante, peso molecular do polimero, estrutura do polimero, pH e hidrofobicidade

do polimer06’42’54.

O efeito da adigdo de sal é um fator de destaque neste trabalho por
favorecer a solubilidade do complexo em solugdo aquosa. A seguir faremos um
breve estudo do efeito salino sobre o complexo formado pelo sal do 4cido

hialurdnico e surfactantes catidnicos.
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3.5 - Efeito do Sal - Concentragao Critica do Eletrélito (CCE)

Os complexos formados sdo geralmente insoliveis em agua e
poderdo tornar-se soliveis pela simples adigdo de surfactante. O mesmo efeito
podera ser observado pela adigdo de sal no sistema?. Scott estudou o efeito da
variagdo da natureza do eletr6lito na solubilizacdo dos complexos sulfato de
dextrana-cetilpiridineos, de heparina e hialuronato. A concentragdo de sal
necessaria para solubilizar o complexo polimero-surfactante é chamada CON-
CENTRACAO CRITICA DO ELETROLITO (CCE). O CCE para o sulfato de
dextrana em presenga de KClI apresenta um valor de 2,0 N (para altas concen-
tragGes de polimero). Para a heparina o CCE é 1,10 N, em KCl ¢ péra )
hialuronato na presenc¢a dos sais KCl, MgClz, Naz SO4 ¢ MgSO4 o CCE
apresenta os seguintes valores 0,22, 0,19, 0,15 e 0,22 respectivamente. As

. . . .8
concentragdes sdo dadas em numero de equivalente-grama por litro

A figura 11 mostra diferentes diagramas determinados por Lind-
man € colaboradores6, da concentragdo de surfactante versus concentragdo de
NaBr para diferentes surfactantes alquiltrimetilamonios em presenga de 1mM
de hialuronato (NaHy). As linhas continuas determinadas para cada composigio
([surfactante]/{NaBr]) em cuja composi¢do o complexo é insoluvel. Em con-
centragdes de NaBr acima da linha continua a solugdo ¢ homogénea. Para o
brometo de dodeciltrimetilaménio (DoTAB) obseva-se que a solugéio é homo-

génea em concentragdes de NaBr de aproximadamente acima de 100mM.

Observa-se ainda, uma forte dependéncia do CCE com o tamanho
da cadeia do surfactante. Quanto maior a cadeia paranifica, maior é a quantidade
de sal requerida para redissolugdo do polimero. Para os surfactantes da cadeia
curta, a formagdo de micelas é energeticamente preferida para ligar com o

hialuronato6’ 8.
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Fig.11 - Concentrag¢do critica do eletrélito (CCE) em solugdes
contendo NaBr e Brometo de alquiltrimetilaménio: Brometo de
cetiltrimetilaménio(CTAB), Brometo de tetradeciltrimeti-
lamonio(TTAB), Brometo de dodeciltrimetilaménio (DoTAB) e
Brometo de Deciltrimetilaménio e ImM de Hialuronato (NaHy),
peso molecular 6,0 X 1 04. Os simbolos claros referem-se a regido
monofdsica e os escuros referem-se a regido bifdsica.

3.6 - Efeito dos Complexos em Reagdes Quimicas

A presenga de micelas nas reagdes quimicas causam efeitos catali-
ticos ou inibig¢do. Engbert 43 estudou a reag¢do de hidrdlise do 1-benzoil-3-fenil-
1,2,4 triazol na presenga do complexo polidoxidoetileno-SDS e
poliéxidopropileno-SDS. Esta reagdo se processa por catilise nucleofilica da
agua, sendo independente do pH. Os resultados mostraram a hidrolise de
inibigdo para ambos os complexos, causados pela redugdo da micropolaridade
do substrato nos sitios da ligagdo naregido de Stern. A presenga de sal no sistema
diminui o grau de ligagdo do surfactante no polimero e diminui a velocidade de
hidrélise. Os dados cinéticos para esta reagdo sdo analisados por modelos de
pseudo-fase e assume a estabilizagdo de "minimicelas" pela ligagdo com o

, 45
polimero
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4 - Sistema em Estudo

4.1 - Oximas

As oximas sio compostos organicos que apresentam o grupo
hidroxiimino na sua estrutura molecular e cujo grupo quando dissociado tor-
nam-se excelentes nucleofilos. Basicamente, sdo as oximas consideradas deri-
vadas das cetonas e aldeidos cuja reagdo ¢ caracterizada por duas etapas: adi¢io

de hidroxilamina e desidrata¢do do carbinolamina ou semicarbazona (Esq. 7).

OH
-
~

NHOH

~ prs —;\ ~ —
_C=0+NHOH = _C -——»/C—-NOH+H20

Esquema 7

O mecanismo de oximolise de ésteres de p-nitrofenila compreende
o ataque do nucledfilo a carbonila, cuja etapa é determinante, seguida de rapida

decomposigdo do intermediario tetraédrico (Esq. 8).

S o i
R-C-X + Y&R-C-X—R-C-Y + X
|
Y

Esquema 8
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Em solugdo aquosa, as oximas I e II (Esq. 9) apresentam pequenas
diferengas de reatividade. Quando em solugdo micelar, as suas reatividades sio

muito diferentes e dependem de sua estrutura, isto €, de sua respectiva hidrofo-

bicidade 3.

Os ésteres de p-nitrofenila tém sido usados como modelo de
reagoes na presenga de micelas com varios tipos de nucleofilos para estudar
propriedades e mudangas de reatividade de agregados micelares. Essas reages
sdo bem conhecidas e sdo facilmente acompanhadas, medindo a absorbéncia do
produto ion p-nitrofenéxido que absorve fortemente em 405 nm 330 octanoato
de p-nitrofenila compreende os ésteres com uma longa cadeia paranifica e sdo
mais sensiveis na reagdo de hidrolise em solugdo micelar do que o acetato de
p-nitrofenila. Esse fato é causado provavelmente pela grande tendéncia do

substrato de se incorporar dentro dos agregados micelares.

4.2 - Esquema Cinético

Este trabalho descreve o efeito do complexo polimero - surfactante
(acido hialurénico - brometo de dodeciltrimetilamdnio) sobre a velocidade de
oximolise (reagéo 1) do acetato de p-nitrofenila e do octanoato de p-nitrofenila

pela oxima I (hidrofilica) e oxima II (hidrofébica) (Esq. 9).
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Esquema 9 - OXIMA I, acetofenoxina; OXIMA II, 4 - (9-carboxi-
nonanil)-1-(9-carboxi-1-hidroxiiminononanil) benzeno; NPA,
acetato de p-nitrofenila e NPO, octanoato de p-nitrofenila.

A incorporagdo dos reagentes na micela ea regido que eles ocupam
sdo fatores importantes no estudo dos efeitos cataliticos ou inibitorios das
reagdes. A estrutura do substrato pode determinar estas posi¢des, por exemplo
a oxima II que apresenta nas suas extremidades grupos carregados negativamen-
te (Esquema 9) estaria acomodada na superficie micelar e sua parte parafinica
incorporada no nucleo. A oxima I estaria acomodada na camada de Stern, por

ser hidrofilica, como mostra a figura 12 31
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5 - Objetivo

A formagdo dos complexos de polimeros com surfactantes apre-
sentam propriedades bem distintas em solu¢do quando comparadas na auséncia
de polimero. Varios tipos de polimeros sintéticos e surfactantes id6nicos ou
ndo-i6nicos foram minunciosamente explorados conforme as suas naturezas

estruturais e hidrofobicas. O estudo mais recente de complexos formados por
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polimero-surfactante foi a elaboragdo de um review muito bem detalhado por

" Goddard 4148,

O interesse por esta drea nos motivou em trabalhar com um poli-
mero natural da familia dos glicosaminoglicanos, o acido hialurénico (Hy) e um
surfactante catiénico, brometo de dodeciltrimetilamo6nio (DoTAB), com o ob-
jetivo de estudar o efeito catalitico do complexo (Hy-DoTAB) sobre reagdes
quimicas na presenga de 175 mm de NaBr, préviamente tamponado a pH 9,80.
As reagées escolhidas foram a oximolise e hidrolise de ésteres de p-nitrofenila
no qual tem sido extensivamente exploradas como modelo de entendimento de
propriedades interfaciais em solugdo micelar 33 Ainda como objetivo primor-
dial do trabalho, foi de estudar algumas propriedades fisico-quimicas baseadas
-em medidas de tensdo superficial do complexo Hy-DoTAB em diferentes
concentragdes de polimeros e um breve estudo de fluorescéncia do complexo
hialuronato marcado covalentemente com uma sonda fluorescente, 4-fluoro-7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol e brometo de dodeciltrimetilaménio (Hy-NBD/ Do-
TAB) na presenga de 175 mM de sal.



CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL

1 - Materiais

1.1 - Reagentes

Os principais reagentes utilizados durante todo o desenvolvimento
deste trabalho estdo citados abaixo. Outros reagentes precursores estio citados

no item 1.2, Preparagdo de Compostos.

O sal de sddio do acido hialurénico (Sigma) é de origem da bactéria
Estreptococus Zooepidémicos e foi utilizado sem purificagdo prévia. O brometo
de dodeciltrimetilamdnio (DoTAB) foi preparado como mostrado no item 1.2.1
e também utilizou-se produto da Sigma, que foi usado apos recristalizagido
prévia em etanol/ acetato de etila. O acétato de p-nitrofenila (NPA) foi preparado
conforme item 1.2.2. O octanoato de p-nitrofenila (NPO) (Sigma) foi utilizado
como foi recebido. A acetofenoxima (oxima I) e o 4-(9-carboxinonanil)-1-(9-

carboxi-1- hidroxiiminononanil)benzeno sdo os mesmos compostos utilizados
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por Chaimovich e Zanette>>, Neste trabalho foi utilizado também o acido
hialurdnico parcialmente modificado marcado com uma sonda fluorescente,
4-fluoro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol(NBD-fluoride), ligada covalentemente
no Hy %39 0s solventes usados foram: acetonitrila, acetona, etanol e acetato
de etila. Os sais, bases e acidos inorganicos utilizados foram: brometo de sodio,
hidroxido de sédio, solugdo padrdo de HCI 1IN titrisol e acido bromidrico. Os
reagentes usados para preparar os tampdes foram: acido borico e tris-(hidroxi-
metil)aminometano. Todos sdo provenientes da Merck. A agua utilizada para

preparar todas as solugdes foi proveniente de um deonizador de marca Millipore.

1.2 - Preparagao de Compostos
1.2.1 - Brometo de Dodeciltrimetilamé6nio (DoTAB)

1.2.1.1 - Preparagao do Brometo de Dodecila

Num baldo de trés bocas de 500 ml, foram adaptados um conden-
sador de refluxo, um agitador mecanico e um funil de adigdo contendo 17,8 ml
de bromo (Merck). Foram adicionados no baldo 4,21 g de féosforo vermelho, 1,5
g de zinco comercial e 100 g de alcool dodecilico (Aldrich 98%). A mistura foi
aquecida em banho de 6leo e areagio transcorreu sob refluxo numa temperatura
de 120°C durante 5 horas. O bromo era adicionado aos poucos durante as trés
primeiras horas. Terminada a reagéo, o contetudo foi transferido para um funil
onde separou-se a fragdo aquosa da orgdnica com uma mistura quente de 7:3 de
alcool etilico/agua. Em seguida lavou-se a fragdo orgéanica com uma solugio de
bicarbonato de sodio e finalmente com agua. O produto foi purificado mediante

destilag¢io a vacuo (0,5 mmHg, 120°C) obtendo-se um rendimento de 83%.
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1.2.1.2 - Preparagao do DoTAB

Num micro-reator de ago revestido internamente com teflon, foram
misturados 45 ml de brometo de dodecila e 60ml de solugdo metandlica de
trimetilamina, preparada a partir de uma destilagdo de uma solugio aquosa da
amina. A concentragdo da amina foi determinada por titulagdo com HCl padrio
utilizando como indicadoro nietilorange. A reagédo transcorreu durante 6,5 horas
numa temperatura de 80°C. O produto tinha aspecto de um sélido amarelo que
foi recristalizado em etanol, lavado a frio com acetato de etila e finalmente seco
a vacuo. O soélido branco foi conseguido com um rendimento de 61%. A
identificagdo estrutural e pureza do composto foi feita por anélise no infraver-

melho (Fig. 13) e por medidas de CMC (Fig. 14).

Na figura 13 podemos identificar as principais bandas caracteristi-
cas dos grupos funcionais do DoTAB. A frequéncia de deformagio axial da
ligagdo C-N, aparece com baixa intensidade, em1050cm™. Em 2900 ¢ 2810
em™! tem-se as frequéncias provenientes das deformagdes axiais simétrica e
assimétrica da ligagdo C-H de metilas ¢ metilenas. Em 1380 e 1475 cm’!
observa-se as bandas caracteristicas de deformag¢des angulares simétrica e

assimétrica das ligagdes C-H das metilas e metilenas.

A figura 14 mostra a variagdo da tensdo superficial (Fig.14a) e
conduténcia especifica (Fig.14b) em fungdo da concentragdo de DoTAB. As
inflexdes observadas (Fig. 14a e Fig. 14b) sdo arrogadas as CMC do surfactante
cujos valores determinados foram 1,62 X 102 M (literatura 1,40 X 1072 M,
25°C) % ¢ 1,60 X 1072 M (literatura 1,58 X 102 M, 25°C) 6°.
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TRANSMITANCIA (%)

100

Fig. 13 - Espectro de absorgdo no infravermelho do brometo de
dodeciltrimetilaménio (DoTAB).
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Fig. 14 - Efeito da concentragdo de DoTAB sobre a tensdo super-
ficial (a) e sobre a condutdncia especifica (b). Os valores de
[DoTAB] onde ocorrem as descontinuidades sdo atribuidos aos
valores da concentra¢do micelar critica do surfactante.
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1.2.2 - Preparacéo do Acetato de p-Nitrofenila

Num baldo de trés bocas de 250 ml foram acoplados um agitador
mecinico ¢ um funil de adigdo contendo 1,8 g de anidrido acético (Merck).
Adicionou-se no baldo uma .solugﬁo aquosa de hidréxido de sdédio 0,2 M
contendo 2 g de p-nitrofenol (Merck) e aproximadamente 500 g de gelo moido.
O sistema foi colocado em uma cuba contendo gelo. A seguir foi adicionado
rapidamente o anidrido acético. Apos 20 minutos de agitagdo formaram-se
cristais amarelados que foram filtrados, lavados com agua gelada, recristaliza-
dos em etanol e finalmente secos a vacuo. O rendimento obtido foi de 15%

(literatura 16%) 61

3
M e v
@ v o A, @ + CH,COOH
1 CH3 - C\\ 1
'NO, o) NO,
p-nitrofenol anidrido acético acetato de p-nitrofenila

Esquema 10 - Reagdo de acilagdo do p-nitrofenol 61

O composto obtido foi confirmado através de analises de absorgido
no infravermelho (Fig. 15), ressonidncia magnética nuclear (Fig. 16) e ponto
de fusdo. O espectro de infravermelho mostra em 1740 cm’! uma banda intensa

correspondente a deformagédo axial da ligagdo C=0 caracteristica de ésteres
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conjugados com o anel benzeno. O anel benzeno é caracterizado pelas bandas
correspondente as deformagdes axiais da ligagdo C=C do anel em 1580 cm e
através da deformagdo axial das ligagées C—H aromaticas compreendida entre
3000- 3020 cm”'. Em 1180 cm™! observa-se uma banda larga caracteristica da
deformagédo axial da ligagdo -OC(=0)C. O grupo nitro é caracterizado pelas
bandas intensas em 1500 e 1330 cm™! devido s deformagdes axiais assimétrica
e simétrica, respectivamente. No espectro de ressondncia magnética nuclear
observa-se um duplo dublete entre & 7,6-9,0 ppm que estdo na regido dos

aromaticos caracteristicos de protons aromaticos p-substituidos. O singlete em

8 2,55 ppm representa o grupo metila ligado ao carbono da carbonila.

O ponto de fusdo medido foi 80°C (lit., 83°C)°!.

TRANSMITANCIA (%)

Fig. 15 - Espectro de absor¢do no infravermelho do acetato de
p-nitrofenila (NPA).
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Fig. 16 - Espectro de ressondncia magnética nuclear do NPA.

1.3 - Equipamentos

Os equipamentos utilizados para medir CMC foram: tensiémetro
Fisher, modelo 20, baseado no método de Dii Noiily (método do anel); tensio-
metro modelo MQ-TS31 da Micro Quimica, fundamentado no método do peso

26,27 1o qual foi acoplado ao sistema uma bomba de injegdo em fluxo.

da gota
Um condutivimetro modelo Analion C-701 acoplado também em uma bomba
de injeg¢do em fluxo, um banho termostatico da Micro Quimica, um computador

Megabyte e uma impressora Elgin Lady 90.

As medidas de pH foram feitas utilizando um pHmetro Beckman

@71 equipado com um eletrodo de vidro combinado. Os tampdes preparados
foram: borato 20 mm pH 9,80, contendo 175 mM de NaBr preparado por adigdo
de solugdo de hidréxido de sddio sobre uma solugédo de acido borico e o tampéo

tris/HBr, 20mM, pH 8,00, preparado a partir de uma solugdo aquosa de tris
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(hidroximetil)aminometano com solugdo de acido bromidrico.

As medidas da absorbincia foram feitas com auxilio de dois
espectrofotometros modelo Shimadzu UV 210A e Simo Aminco SLM instru-

ments, inc DW 2000.

As medidas de fluorescéncia foram feitas num fluorimetro modelo

Aminco SLM 500 SPD equipado com um polarizador.

Os espectros de absor¢do no ultravioleta com o objetivo de medir
o pKa das oximas foram feitos utilizando um HP espectrofotémetro Hewlett
Packard Super VGA Vectra 286/12 Diodo Array 8425A. Todos os equipamen-
tos citados estavam interfacionados com computador e termostatizados com

banho da Micro Quimica.

As caracterizagGes- dos compostos preparados foram feitos por
espectroscopia ultravioleta visivel (UV-Vis), porressonincia magnética nuclear
(espectrofotometro Varian EM 360L (RMN)) e por infravermelho Perkin Elmer
av). |

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando aparelho da

Micro Quimica modelo MQAPF - 301.
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2 - Métodos

2.1 - Concentragdo Micelar Critica

As determinagdes da concentragdo micelar critica (CMC) do sur-
factante brometo de dodeciltrimetilaménio foram feitas em temperatura ambien-
te através de medidas de tensdo superficial e condutimetria. As técnicas de
tensdo superficial utilizadas foram: método do.anel e do peso da gota. O método
do anel consiste em adicionar aliquotas de uma solugdo do surfactante de
concentragdo 0,1 M num volume inicial de 10 ml de agua para se ter por diluigio,
o valor das demais concentragdes de DoTAB. Deste modo, foram feitas medidas
de tensdo superficial (Y, DYNA/cm)de solugdo de DoTAB em agua, utilizando
uma concentragio inicial de 3 vezes a CMC do surfactante. Do grafico de v
versus In[DoTAB] obteve-se o valor da CMC, dado pela inflexdo da curva. A
auséncia de um minimo na curva é uma boa indicag¢io da pureza do surfactante

preparado (Fig. 14a).

O método condutimétrico consiste primeiramente em calibrar o
eletrodo com uma solugio saturada de KCl 1M para entdo medir a conduténcia
inicial da solugdo. A seguir com uma seringa 6mega de 20 ml, adicionava-se
solugdo de surfactante 0,1 M sobre um volume inicial de agua contida numa
cela. Os dados de condutimetria eram armazenados num microcomputador

usando uma interface da Micro Quimica 12 bits A/D.

O método do peso da gota consiste em coletar numa seringa 6mega

10 ml de solugdo do surfactante 0,1M, conecta-la em uma bomba de injegdo e
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registrar as medidas de tensdo superficial pelo rompimento da gota num capilar
entre duas células fotovoltaicas. Este tensiometro fornecia ainda o valor do
tamanho das gotas. Por este método foi medido o valor da CMC do complexo
acido hialurﬁnico-DdTAB, em diferentes concentragdes de p'olimeros: 1,0,2,5
e 5,0 mM de Hy (Figs. 19 e 20). Em todas as medidas de CMC, as solugdes de
surfactante eram preparadas com adigdo de 175 mM de NaBr em tampéo borato,

pH 9,80.

2.2 - Cinéticas

As reagdes de oximdlise e hidrolise dos ésteres de p-nitrofenila
foram acompanhadas por meio de um espectrofotometro UV-Visivel seguindo
o aparectmento do ion p-nitrofenolato a 405 nm 52 As cubetas utilizadas eram
de quartzo com tampas de teflon, tendo um volume maximo 3 ml e um caminho

otico de 1 cm.

2.2.1 - Cinética de Hidrélise dos Esteres Acetato de p-Nitrofenila
(NPA) e Octanoato de p-Nitrofenila (NPO)

As cinéticas de hidrolise do NPA e do NPO em presenga do
surfactante DoTAB e do complexo Hy-DoTAB em tampéo borato 20 mM, pH
9,80, em presenga de 175 mM de NaBr foram aéompanhadas conforme o
seguinte procedimento: adicionava-se sobre um determinado volume de tampéo
uma aliquota de solugdo estoque de DoTAB (0,1 - 0,3 M) dissolvido no tampéo
contendo 1 mM de Hy, para obter a concentragéo final desejada do polimero ¢

do surfactante. Em seguida, com auxilio de uma microseringa Hamilton, adi-

cionavam-se 7,5 pul de solugdo estoque de NPA (1,23 x 1073 M) ou de NPO
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(1,0 x 1073 M) em acetonitrila. Agitava-se rapidamente e registrava-se a curva
de variagdo da absorbancia versus tempo. O volume final da cubeta era de 2,5
ml e as concentragdes finais de NPA e NPO eram 3,69 x 10° ¢ 3,00 x 10°° M,

respectivamente.

2.2.2 - Cinéticas de Oximolise dos Substratos NPA e NPO

As cinéticas de oximalise dos substratos NPA e NPO pelas oximas
I e II foram feitas em presenga de DoTAB e do complexo Hy-DoTAB, tampéo
borato 20mM, pH 9,80, contendo 175mM de NaBr. O procedimento consistia
em adicionar sobre um volume de tampdo borato uma aliquota de solugdo
estoque de DoTAB (0,1 - 0,3 M), dissolvido no tampéo contendo 1 mM de Hy

para obter-se a concentragdo final desejada do surfactante para um volume final
de 2,5ml. A seguir acrescentavam-se 20ul da solugdo de oxima estoque. A

reagdo comegava com adigdo de 7,5ul de solugdo estoque de NPA ou NPO. As

concentragdes eram as mesmas do item 2.2.1.

Para termos comparativos, as cinéticas de hidrolise e oximolise
foram estudadas também na auséncia do acido hialurénico, com o objetivo de

observar o efeito catalitico do complexo Hy-DoTAB.

2.3 - Medidas do pKa e pKa Aparente (pKap) das Oximas l e Il

Os pKas das oximas em agua, contendo 175 mM de NaBr, foram
obtidos através das medidas de absorbancia das espécies protonada (AHOX) €
desprotonada (A0X ™), em 20 mM de tampao tris/HBr pH 8,20 € em solugdo 1M

de NaOH, respectivamente. As solugdes eram preparadas mediante a adigédo de
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20 pl das oximas I e II em 2,5 ml de solugdo do tampdo ou de base. A técnica
de medida do pKa consistia em determinar as absorbancias das solugdes de
oximas em trés diferentes comprimentos de onda, 270, 291 e 300 nm, para
diferentes solugGes de base cujas concentragdes tinham valores de pH proximos
dos pKa das oximas. Os comprimentos de onda utilizados serviram para iden-
tificar possiveis bandas de absorgdo, e em todos os casos, constatou-se que os

espectros estavam "limpos".

O pKa em presenga do surfactante para cada oxima foi determinado
adicionando-se 20 pl de oxima sobre uma solugdo de NaOH 0,05 M contendo
175 mM de NaBr e em presen¢a de DoTAB. Os valores de absorbancia eram
medidos nos comprimentos de onda 300, 291 ¢ 270 nm enquanto variava-se a
concentragdo de DoTAB adicionando-se diferentes aliquotas de uma solugéo

estoque 0,3 M.

2.4 - Polarizacao da Fluorescéncia

As soluges do polimero marcado (Hy-NBD) eram feitas com uma
solugdo de 1 mM do complexo em presenga de 175 mM de NaBr, em tampio
borato, pH 9,80. As medidas foram obtidas quando adicionava-se aliquotas de
uma solugdo do surfactante DoTAB 0,1 M na solugdo de Hy-NBD (em 175mM
de NaBr), para obter-se a concentragdo final desejada do surfactante para um
volume final de 4,0ml em uma cubeta de quartzo com tampa de teflon. Agita-
va-se o conteido da cubeta e lia-se 19 vezes a intensidade de fluorescéncia com
o objetivo de obter um média estatistica de valores. Para medir a polarizagio foi
conectado um polarizador no caminho 6ptico de excitagdo e de emissdo em
diferentes planos, segundo a geometria esbogada na figura 17. As fendas de

excitagdo/ emissdo utilizadas foram 20/ 7,5 nm. Em geral, polarizava-se a
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excitagdo no vetor vertical e realizavam-se medidas de emissdo de fluorescéncia
nos planos orientado horizontal (perpendicular para o vetor elétrico incidente)

e vertical (paralelo para o vetor elétrico incidente), ou seja, medidas de intensi-

dade de fluorescéncia 0-90 e 0-0°.

Fig. 17 - Arranjo geométrico para medir a polarizagdo de fluo-
rescéncia: "a", "b" e "c" representam os polaroides de excitagdo,
emissdo e a cubeta , respectivamente. As letras V e H sdo as
posigdes dos polardides. |



CAPIiTULO Il

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Concentragao Critica Micelar do DoTAB em Presenca e
na Auséncia de Hy

Surfactantes carregados como o brometo de dodeciltrimetilaménio,
interagem fortemente com polieletrolitos de carga oposta, por exemplo, com o
acido hialurénico® >®, Segundo Lindman6, aligagdo do surfactante no polimero
comega numa concentragdo bem definida denominada C1, abaixo da CMC do
surfactante. A interagdo de surfactantes i6nicos com polieletrdlitos de carga
oposta conduz a uma separagdo de fase que depende das concentragdes do
surfactante e do sal. A fig. 11 mostra o diagrama de separagio de fase em fungio
das concentragdes de DoTAB e de NaBr. Considerando o diagrama para o
DoTAB, qualquer composi¢do de CCE abaixo da curva é referente ao precipi-
tado do complexo Hy-DoTAB e em quaisquer composi¢des acima da curva a
solugdo ¢ transparente. Portanto, arazio principal da adigdode 175 mM de NaBr
nas solugdes cinéticas foi para obter as condi¢des experimentais nas quais o

complexo Hy-DoTAB fosse soluvel em toda faixa de concentragdo de DoTAB.
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Estas condigdes foram obtidas por titulagdo de uma solugdo de 20 mM de
DoTAB em presenga de 1 mM de Hy com solugdo 1 mM de NaBr. Curiosamen-
te, observou-se que em 145 mM de NaBr na mesma concentragdo de DoTAB
acima, a solugdo resultante era turva, contrariamente ao que era esperado quando
considera-se o diagrama da fig. 11. A partir da fig. 11, a concentragio critica
eletrolitica em 100 mM de DoTAB deveria ser aproximadamente 100 mM de
sal e com 145 mM de NaBr deveria satisfazer as condigdes experimentais ideais

para processar os estudos cinéticos.

A figura 18 apresenta a variagdo da tensdo superficial em fungio
da concentragdo do DoTAB em presenga de 175 mM de NaBr e em tampio
borato pH 9,80. O ponto de descontinuidade da curva refere-se a CMC, cujo
valor foi 0,0042 M que esta proximo do valor da literatura, 0,0032 M em 200mM
de NaBr?®, A adigdo de sal ocasiona um abaixamento da atividade do ion

surfactante estabilizando as micelas e aumentando o niimero de agregag:éo6’44.
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Fig. 18 - Tensdo superficial versus Concetragdo de DoTAB em
175mM de NaBr e tampdo borato pH=9,80.
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As figuras 19 e 20 mostram as variagdes de tensdo superficial com
o aumento da concentragio de DoTAB em presenga de diferentes concentragdes
de polimero 1,0 x 1073 e2,5x 1073 M, cujos vaiores de CMC obtidos foram
3,6Ox10'3 e 2,4Ox10'3 M, respectivamente. Observou-se ainda que em 5,0x
10°M de Hy ocorria uma acentuada turvagdo em decorréncia da precipitagio
do complexo Hy-DoTAB, que provavelmente ¢ devido ao fato que a composiqﬁo
formada da mistura por Hy, DoTAB e NaBr néo alcanga o correspondente valor
da concentragdo critica eletrolitica necessaria para que a solugdo seja homogé-
nea. Uma possibilidade para redissolver o precipitado seria a de aumentar a

concentragdo de NaBr.

Os resultados de CMC em fungéo da concentragdo de Hy mostram
que, pelo menos quando [Hy] € 1,0 x 103 ¢ 2,5x 10> M ocorre uma significativa
diminuig¢do dos valores da CMC quando comparados com o valor na auséncia
de polimero (4,2 x 107 M). No entanto, para tirar algumas conclusdes mais
concretas sobre a interagdo Hy-DoTAB nas condigbes experimentais estudadas
utilizando a técnica de medida de tensdo superficial, seria necessario um estudo
mais sistematico, verificando, por exemplo, o efeito de diferentes surfactantes
catidnicos versus concentragdo de Hy sobre a concentragdo critica micelar.
Atualmente Zanette e col. estio estudando um possivel mecanismo para a
interagdo de polimeros carregados com surfactantes de carga oposta, baseado
num equilibrio dindmico entre a micelizagdo do surfactante e agregagio surfac-

tante-polimero.
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Fig. 19 - Tensdo superficial versus concentragdo de DoTAB con-
tendo 1 mM de Hy em presenga de 175 mM de NaBr.
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Fig. 20 - Tensdo superficial versus concentrag¢do de DoTAB con-
tendo 2,5 mM de Hy em presenga de 175 mM de NaBr.
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2. Medidas Cinéticas

2.1 - Reagdes de Oximdlise e Hidrolise de Esteres de p-nitrofenila
em Presencga e na Auséncia de Hy-DoTAB

Os valores das constantes de velocidade para as reagdes de oximo6-
lise das oximas I e II sdo muito semelhantes em solugdes aquosas na auséncia
de DoTAB. Entretanto, as reagdes do ion oximato com ésteres de p-nitrofenila

3 . . A 62, 63
sdo fortemente catalisadas por micelas catiGnicas

. Recentemente, foi
analisado quantitativamente o efeito micelar sobre a constante de velocidade do
acetato e do octanoato de p-nitrofenila com diferentes oximas, empregando o

modelo de pseudo-fase de troca idnica para tratar os resultados cinéticos®’

As figuras 21 e 22 mostram o efeito da concentragdo de DoTAB
sobre a constante de velocidade observada (Kobs) da oximélise do NPA pelas
oximas I e II, respectivamente, em presenca e na auséncia de 1 mM de Hy. Na
figura 21, os perfis das curvas cinéticas mostram que a aceleragdio maxima da
velocidade da reagdo ocorre entre 22-25 mM de surfactante, cujo Kobs maximo
¢ aproximadamente 5 vezes maior do que o valor da concentragdo micelar critica
do surfactante nas mesmas condigdes experimentais (CMC =4,2 x 1073 M). Ja
a figura 22 mostra que 0 Kobs maximo € deslocado para menores concentragdes
do surfactante, proximo ao valor da CMC. Estas diferengas estio relacionadas
com as diferentes hidrofobicidades das oximas I e II, cujas constantes de
incorporagdo (Ks), medidas com o brometo de hexadeciltrimetilamonio

CTABr),sdo 110 ¢ 15 .000M™! (33), respectivamente. A constante de incorpo-
p
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ragdo define a distribuigdo dos reagentes entre as pseudo-fases micelar e aquosa.
Os valores de Ks aumentam com o aumento da hidrofobicidade do substratols.
Da mesma forma, o NPA apresenta um valor de Ks = 54 M'-1 (64) e, logo, é um

substrato bastante hidrofilico.

Os perfis das curvas (fig. 21 e 22) sdo caracteristicos de reagdes
bimoleculares onde os valores Kobs maximos sdo atribuidos as condiges
experimentais onde as concentragdes do substrato e do nucleéfilo na fase

micelar sio maximas.

A parte descendente da curva observada a medida que a concentra-
¢do de DoTAB aumenta ¢ atribuida a inibigdo causada pelos ions brometos

provenientes da dissociagdo micelar (o Cd) que desloca hidroxidos da superfi-

cie micelar por troca idnica.

Os resultados cinéticos mais expressivos sdo aqueles quando com-
parados em presenga e na auséncia de ImM de hialuronato (fig. 21 e 22).
Observa-se que o complexo Hy-DoTAB afeta a constante de velocidade obser-
vada para as reagdes de oximolise do NPA com as oximas I e I, da mesma forma

que as micelas normais de DoTAB afetam.
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Fig. 21 - Efeito da concentra¢do de DoTAB sobre a reagdo de
oximdlise do acetato de p-nitrofenila (NPA) com a oxima II, sem

polimero (@) e com ] mM de Hy (&), em presenga de tampdo borato
pH=9,80 e 175mM de NaBr.
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Fig. 22 - Efeito da concentra¢gdo de DoTAB sobre a reagdo de
oximdlise do acetato de p-nitrofenila (NPA) com a oxima I, sem
polimero (@) e com I mMde Hy (&), em presenga de tampdo borato
pH=9,80 e 175mM de NaBr. A curva abaixo representa a reagdo
de hidrdlise do NPA na auséncia de polimero.
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Nas mesmas condigles experimentais, estudou-se o efeito da con-
centragdo do DoTAB sobre a reagdio de oximolise e hidrolise do octanoato de
p-nitrofenila (NPO) na auséncia e em presen¢a de ImM de Hy (Fig. 23 e 24).
Todas as observaq6eé e consideragdes feitas para o substrato NPA sio extendi-
das para o substrato NPO. No entanto, o NPO (Ks=15000 M'1)65é muito mais
hidrofobico do que o NPA (Ks=54 M'l)64 que ¢ arazdo principal dos diferentes
perfis das curvas observadas nas figuras 21, 22 e 23. Nio obstante, a alta
concentragdo de sal (175 mM de NaBr) na qual as reagdes sdo acompanhadas,
¢ possivel observar diferengas nos perfis que dependem das respectivas hidro-
fobic.idades dos substratos, nucledfilos e da concentragdo de hidréxido na

superficie micelar.

Da mesma forma, Romsted’! estudou a hidrélise dos ésteres hexa-
noato e acetato de p-nitrofenila e observou que o éster com longa cadeia
paranifica tem maior preferéncia de formar "complexos"com as micelas de
cloreto de tetradeciltrimetilaménio do que os ésteres de cadeia curta. Este fato
estava estritamente relacionado com a hidrofobicidade dos substratos, isto é, o
hexanoato estava mais incorporado na micela. Os valores das constantes de

incorporagdo foram estimados como sendo 16.000 e 33 M'l, respectivamente.

Inspecionando os perfis das curvas cinéticas das figuras 23 e 24,
na auséncia e em presenga de ImM de Hy, observa-se que o complexo Hy-Do-
TAB afeta também a reagdo de oximoélise do NPO de forma idéntica daquela
quando o polimero estd ausente. Os valores de Kobs maximos estio bem
deslocados para baixas concentragdes de surfactante préximos do valor da CMC
do DoTAB. O NPO e a oxima II ligam-se fortemente, tanto nas micelas normais
de DoTAB quanto nos complexos Hy-DoTAB e que, portanto, é possivel
assumir que estejam localizados num mesmo microambiente quimico, isto &,
mesmo pH local, polaridade e potencial de superficie onde as reagdes procés-

sam-S§€.
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Para a reagdo envolvendo a oxima I e NPO, o nucledfilo particiona
em ambientes quimicos diferentes, o que acarreta diferengas nos valores de
Kobs. Para o NPA e a oxima I, cujos valores de constantes de incorporagdo sdo
pequenos, tem-se a réag:ﬁo ocorrendo na pseudo-fase aquosa, por outro lado, a
reagdo do NPA com a oxima II estaria em ambiente quimico diferente, com a

total incorporagdo da oximanas micelas de DoTAB ouno agregado Hy-DoTAB.

Uma conclusdo importante, sob o ponto de vista cinético, seria que
o complexo Hy-DoTAB séo agregados muito semelhantes as micelas normais
de DoTAB, tendo em vista que nas mesmas condi¢des experimentais estudadas,
os. agregados exercem semelhantes efeitos cataliticos. Espera-se entdo que
propriedades micelares importantes como grau de dissociagdo, numero de
agregacdo, polaridade e potencial de superficie devem ser semelhantes em
ambos os agregados nas condigbes experimentais estudadas. Entretanto, a figura
25 mostra exatamente o contrario da afirmagdo acima. Neste caso, estudou-se
o efeito de inibigdo provocado pelo aumento da concentragdo do hialuronato
sobre a reagdo de oximoélise do NPA com a oxima II. Observa-se que em 5SmM
de Hy o valor da constante de velocidade praticamente reduz-se a metade quando
comparado com o valor em 1mM de Hy. A figura 26 reforga o efeito causado
pela concentragdo do polimero sobre a reagdo de oximoélise do éster NPO com
a oxima I. Os efeitos de inibig¢do observados podem ser atribuidos 4 mudanga
do grau de dissociagdo do complexo, que aumentaria com o aumento da
concentragdo de polimero e também devido ao aumento da pseudo-fase Hy-
DoTAB que € analogo ao efeito de inibigio observado quando aumenta-se
[DoTAB] nos perfis, kobs versus [DoTAB], observado nas figuras 21, 23 e 24,

que ¢ atribuido a diluigdo dos reagentes na pseudo-fase micelar.
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0 5 10 15 20 25 30
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Fig. 23 - Efeito da concentra¢do de DoTAB na velocidade de

hidrdlise (A) e oximdlise do octanoato de p-nitrofenila (NPO) para

a oxima I (®) e oxima II (®) na auséncia de polimero, em tampdo
borato pH=9,80 e 175mM de NaBr.
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Fig. 23 - Efeito da concentragdo de DoTAB na velocidade de

hidrdlise (A) e oximdlise do octanoato de p-nitrofenila (NPO) para

a oxima I (®) e oxima II (®) na auséncia de polimero, em tampdo
borato pH=9,80 e 175mM de NaBr.
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Fig. 25 - Efeito da concentragdo do hialuronato sobre a reagdo de
oximélise do NPA com a oxima II, em presenga de 25mM de
DoTAB, tampdo borato pH 9,80 e 175mM de NaBr.

0 2 10°[Hy], M 4 6

Fig. 26 - Efeito da concentragdo do hialuronato na reagdo de
oximdélise do NPO com a oxima I, em presenga de 25mM de
DoTAB, tampdo borato pH 9,80 e 175mM de NaBr.
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A figura 27 mostra o efeito da concentragdo do hialuronato sobre
areagdo de oximolise do NPA com a oxima I, em 25mM de DoTAB. Os dados
mostrados nio sdo surpreendentes € sim bastante claros, pois a constante da
curva é devido ao substrato e nucledfilo serem bastante hidrofilicos e ainda,
quando aumentamos a concentragio de Hy, o polimero perderia sua flexibilida-
de e adquiriria um empacotamento muito rigido ("enroscado") o que impediria
a penetragdo dos substrato e nucledfilo no complexo. Em concentragdes de
polimero maior que 5,0mM foi constatado um espalhamento de luz muito
intenso, caracterizado pela formagio de globulos na solugéo, consequentemen-

. 9
te, uma mudanga de estrutura estaria ocorrendo”.

10° kobs, s

0 1 10° [Hy], M 2 3

Fig. 27 - Efeito da concentragdo do hialuronato na reagdo de
oximolise do NPA com a oxima I, em presenga de 25mM de DoTAB,
tampado borato pH 9,80 e 175mM de NaBr.
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3- Medidas de pKa e pKap das Oximas

As reagdes bimoleculares catalisadas por micelas requerem que os
reagentes incorporem-se nesses agregados ¢ o conhecimentd da natureza dos
reagentes facilita a determinagdo das suas posigGes esperadas na micela®?. As
micelas causam mudangas acentuadas na constante de ionizagdo aparente de

acidos orgéanicos fracos quando ligados66.

As oximas sdo acidos organicos fracos derivados das cetonas e
, : . , . ., 66 : oy
aldeidos cuja reatividade em agua é bem conhecida ", e cujo equilibrio de

dissociagdo acido-base ¢ definido pelo esquema 11 abaixo:

@>>-C-CH3 _ -C-CH, + W
i — I

N N

\ \

OH o)
OXIMA (OX) OXIMATO (OX")

Esquema 11 - Equilibrio dcido-bdsico da acetofenoxima.

A constante de ionizagdo de acidos fracos depende da basicidade
do solvente e, portanto, do meio onde ocorre a reagdo. A estrutura molecular da
forma protonada (acida) e da forma desprotonada também influencia a constante
de 1onizagdo das oximas. Para a acetofenbxima, o grupo fenila em ressonancia
com os elétrons © do grupo hidroxiimino, exerce um efeito de retirar elétrons

tornando os hidrogénios mais ionizaveis, pois a estabilidade da base conjugada
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aumenta quando comparado com uma oxima alifatica.

Em solugdes micelares, o grau de ionizagdo de oximas € altamente
afetado pelas micelas. O pH interfacial é a principal variavel a ser considerada
quando a constante de velocidade depende da concentragdo do nucledfilo que
inicialmente provém da ionizagéo de um acido fraco. A interpretagdo dos perfis
de velocidade das reagdes de oximolise depende do conhecimento do valor de
pK aparente (pKap) em fungdo da concentragdo do surfactante. Entdo, para
avaliar as reatividades das oximas em solu¢des micelares é necessario conhecer

seus respectivos valores de pKapB'3

3.1- Medidas do pKa das Oximas em Agua

Os valores do pKa para as oximas I e II na auséncia de DoTAB
foram determinados graficando diferentes valores de pH da solugdo versus a
relagdo de absorgdo das espécies protonada (HOX) e desprotonada (OX ) dada

pela equagdo 8.

(Amis - AHOX)
log( [HOX] ) ((on - Amis) ) a9

onde AHOX e AQX- representam as absorbancias das espécies em solugdo

totalmente protonada e desprotonada, respectivamente. Amis € a absorbancia da

mistura de espécies em solugdo, num determinado pH.

A figura 28 mostra a variagdo da relagdo logaritmica da razio
[OX J/[HOX] em fungdo do pH na auséncia de sal para a oxima II, determinado
nos comprimentos de onda 270, 291 e 300 nm. O valor do pKa encontrado em

agua a partir da figura 28 é 12,36, quando log [OX ™ J/[HOX]=0.
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log [OX")/ [HOX]

10 1" pH 12 13 14

Fig. 28 - Efeito do pH sobre o Log da relagdo das concentragdes
das espécies protonada e desprotonada para a oxima II, determi-
nado em 270 (®) e 291nm (A), na auséncia de sal.

log [OX')/ [HOX]

10 1 12 13 14
pH

Fig. 29 - Efeito do pH sobre a relagdo log[OX J/[HOX] para a
oxima I (a) e oxima II (b), medidos nos comprimentos de onda 270
(@) e 291nm (), na presenga de 175mM de NaBr.
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Os pKa das oximas também foram determinados em presenga de
sal, 175 mM de NaBr, a fim de avaliar o seu valor nas mesmas condigdes
experimentais cinéticas. Os resultados encontrados foram 11,65 ¢ 12,26 para as
oximas I e II, respectivamente (Fig. 29). A figura 30 representa os espectros de
absor¢do das oximas I (Fig. 32a) e II (Fig. 32b) em diferentes concentragdes de
base. Verifica-se que o ponto isobéstico para ambos nucledfilos estdo proximos
de 250 nm e a qualidade dos espectros de absorgdo sdo condizentes com um alto

grau de pureza das amostras.

Os valores dos pKa para as oximas I e II em presenga de sal sdo
semelhantes aos valores quando na auséncia de sal e sdo analogos aos valores
da literatura. Os valores de pKa para a oxima II na auséncia e presenga de sal
foram 12,36 e 12,26, respectivamente (literatura: 12,20 i0,04)63. Para a oxima
[ em presenga de sal foi 11,65 (literatura: 11,58 t0,04)63. Isto significa que a
forga idnica ndo esta influenciando significativamente no valor do pKa das

oximas.
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Fig. 30 - Espectro de absor¢do UV das oximas I (a) e II (b) em
175mM de NaBr e, em dzferentes concentragoes de NaOH
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5,0x1072(6); 0,1(7) e 0,5M(8).
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3.2- Medidas dos pKa Aparentes (pKap) das Oximas em Presenga
de Surfactantes

O efeito do DoTAB sobre o pKap da oxima II foi determinado com
o uso da equagdo 9, proveniente da equagdo 8. O valor do pH na equagdo 9

refere-se ao pH do meio.
Amis - AHOX
pKap =pH - 1°g(((/§’3§< - Amis))) (#2.9)

A figura 31a mostra a variagdo do pKap da oxima II avaliado em

0,05M de NaOH e em presenga de 175mM de NaBr em fungdo da [DoTAB]. E

interessante observar que o pKap da oxima II, altamente hidrofdbica, e portanto
totalmente incorporada na micela, é constante em toda a faixa de concentragio
do surfactante estudada apresentando valores maiores do que em agua. Nota-se
ainda que o pKap aumenta repentinamente em 6,0mM de DoTAB. Este aumento
do pKap, préoximo do valor da CMC do DoTAB ¢ atribuido a incorporagéo da
oxima na fase micelar logo na CMC e também favorecido pela alta concentragio
de NaBr presente em solugdo que troca com os ions hidréxidos ligados na

superficie micelar, deixando o pH local menos basico.

Portanto, as inibigdes da velocidade observada nas reagdes de
oximolise ou hidrdlise ndo podem ser atribuidas ao efeito do pKap da oxima II
porque esses valores sdo sempre constantes em toda faixa de concentragio de
surfactante estudada. O pKap na presenga de polimero ndo foi medido, porque
o hialuronato em meio basico sofre quebra das ligagdes glicosidicas. A hidrdlise
do polimero comega com a desprotonagido de um grupo OH (o pKa encontrado

esta proximo de 13)°.

Na fig. 31, a curva b, mostra o efeito do surfactante brometo de
cetiltrimetilamdnio (CTABr) sobre o pKap da oxima Il em presenga de 0,0058M

de brometo. Observa-se primeiramente um abaixamento do pKap para depois
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aumentar e atingir valores proximos ao valor do pKa em agua, quando em altas
concentragdes do surfactante. Este efeito € devido a presenga de sal causado
pelos a Cd brometos provenientes do surfactante micelizado. Comparando as
formas das curvas das figuras 31a e 31b pode-se observar que o aumento do
pKap € devido unicamente ao efeito salino provocado pela alta concentragio de
NaBr em solugéo e, por consequinte, a troca idnica entre os brometos da fase

aquosa (w) e os ions hidroxidos ligados (b).

Kox—/Br-

=

OH (b) + Br (w)

> OH (w) + Br (b) (Eq.10)

Desta forma, em 175mM de NaBr, é suficiente para deixar a
superficie da micela muito menos basica do que a pseudo-fase aquosa
(NaOH=0,05M). Fundamentalmente, o pKap da oxima II é maior do que o pKa
em agua porque o pH local da camada de Stern, provavelmente, ¢ menor do que
o pH da pseudo-fase aquosa. Portanto, os diferentes perfis observados na fig. 31
estdo relacionados com as diferentes concentragdes de brometo em solugdo e
que valores de concentragdo intermediarios definiriam também perfis cujas

fungdes seriam intermediarias entre os definidos pelas curvas a e b.

Estes tipos de mudangas nos valores de pKa tem sido arduamente

estudados pelo modelo de pseudo-fase troca idnica.
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Fig. 31 - Efeito da [DoTAB] sobre o valor do pKap da oxima II,
determinado em 0,05M de NaOH(a) e efeito da [CTABr] sobre o
pKap da oxima 11 (b)63.
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Na determinagdo do pKap da oxima I, que é razoavelmente hidro-
filica, verificou-se que o ponto isobéstico ndo era bem definido e estava
deslocado para comprimentos de onda proximos'de 280nm (Tabela 25). Esta
dificuldade reside basicamente, no fato que a oxima I ¢ hidrofilica e particiona
entre as pseudo-fases micelares e aquosas. Um problema adicional é a troca
i6nica entre oximato ligado e o brometo livre (Eq. 15), onde Kox /Br  repre-
senta a constante de troca i6nica OX /Br . A ionizagdo do grupo hidroxiimino
ocorre tanto na pseudo-fase aquosa (w) como na micelar (m) cuja extensio

depende da concentragdo do surfactante (Esquema 12).

Ks
- - ﬁ - -
Cd+@cﬁ‘CH3‘___ C - CH,

'OH (W) 'OH (m)

Kw Km

@-c-cm + Br( )&@L@ C-CH, + Brw)|
I
N

Mo () (m)
+H

Esquema 12 - Equilibrios das espécies protonada e desprotonada
para a oxima I na pseudo-fase micelar (m) e aquosa (w). Ks, Kw,
Km e Kox-/Br significam: constante de incorporagdo do sub-
strato, constante de dissocia¢do da oxima protonada (forma dcida)
em dgua, constante de dissociagdo da oxima protonada na fase
micelar e constante de troca idnica, respectivamente.
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4 - Medidas de Intensidade de Fluorescéncia

A técnica de fluorescéncia permite a utilizagdo de moléculas em
concentragdes micromoleculares capazes de fornecer informagdes sobre o mi-
croambiente no qual se encontram, no que se refere a viscosidade, vizinhanga e
polaridade. A técnica de fluorescéncia € geralmente associada com a emisséo
de energia radiante mediante o acompanhamento da emissdo de um estado
excitado singlete para o estado fundamental de baixa energia. Sondas fluores-
centes sdo moléculas que funcionam como sensores do microambiente € os
fotons emitidos por elas sdo verdadeiros "mapeadores" das vizinhangas da sonda

num determinado tempo de emissio®” %%,

Em geral, o processo consiste da absorgdo de um foton da propria
frequéncia somente se a radiagdo incidente for polarizada, isto é, se o seu vetor
elétrico for paralelo ao eixo do cromoéforo. Se o vetor elétrico estiver orientado

em todas as diregGes no espago (Fig. 32), a radiagdo € dita néo-polarizada69.

v v

NAO-POLARIZADA POLARIZADA

Fig. 32 - Representagdo do vetor elétrico da radiagdo ndo-polari-
zada e polarizada.
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O grau de polarizagio de fluorescéncia (P) é definido por:

__Imp-lv(Ilva/Ivv) .
P =TT mv (va 7vw) | (Eq-11)

onde IHH e Ivv sdo as intensidades de fluorescéncia medidas com os polariza-
dores de excitagdo e emissdo orientado nas posigdes horizontal-horizontal e
vertical-vertical, respectivameﬁte. As intensidades Igy e IvH foram medidas
com o polarizador de excitagdo e emissdo nas posi¢gdes horizontal-vertical e

vertical-horizontal.

Com o objetivo de conhecer melhor as interagdes da formagéo do
complexo Hy-DoTAB, utilizou-se a molécula-sonda 4-fluoro-7-nitrobenz-2-
oxa-1,3-diazole (NBD-F), ligada covalentemente no polimero cuja descrigao
esta na referéncia 9. A figura 33 mostra o espectro de absorg¢io no ultravioleta-
visivel (UV-Vis) da sonda livre (NBD-F) e o da sonda ligada no polimero
(Hy-NBD) em solugdo com 175mM de NaBr. Pode-se observar o acentuado
deslocamento batocromico da banda de absorgio do Hy-NBD. Em solugio
aquosa, a sonda livre NBD-F e a ligada no polimero Hy-NBD apresentam suas
bandas de absor¢do em 330 e 464 nm, respectivamente. O espectro de fluores-
céncia do Hy-NBD em 20mM de tampio borato, pH=9,80 ¢ 175mM de NaBr
mostrou maximos de excitagdo e emissdo em 470 e 548 nm, respectivamente.
Essas propriedades espectrais demonstram que a sonda esta ligada covalente-
mente no grupo amino do mondmero glucosamina. A ligagdo da sonda no
polimero é efetuada por uma reagio de substituigido nucleofilica com o ataque
do grupo amino, da unidade D-glucosamina, sobre 6 carbono-7 do NBD-F que
contém um bom grupo de saida (fluoreto). O produto dareagdo apresenta intensa
absor¢do e propriedades fluorescentes no qual é extremamente sensivel a

polaridade do meio’ 7!,

Mediu-se também a intensidade de fluorescéncia da solugdo de
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Hy-NBD em presenga e na auséncia de 175mM de NaBr, nas mesmas condigdes
experimentais, obtendo-se valores de polarizagdo de 0,188 e 0,184, respectiva-
mente, cujos valores demonstram que a polarizagido ndo é afetada pela adigdo

de sal quando comparada com o valor na auséncia.
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Fig. 33 - Espectro de absor¢do UV-Visivel para a sonda livre (a)
e ligada no polimero (b) em 175mM de NaBr.

As figura 34 e 35 mostram o efeito da concentragio de DoTAB

sobre a intensidade de fluorescéncia (I) e polarizag¢do (P) do Hy-NBD, medido
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em 548nm e em presenga de 175mM de NaBr. Observa-se que em baixas
concentragdes de DoTAB (concentragdes inferiores a 3,2mM) os valores de
polarizagdo permanecem constantes e sdo semelhantes aqueles medidos sem
DoTAB em presenga e na auséncia de sal. A polarizagdo de fluorescéncia
comec¢a a diminuir quando a concentragdo do surfactante atinge a CMC.
Analogamente, a intensidade de fluorescéncia mostra um impeto aumento na
mesma concentragio de surfactante, indicando uma mudanga no microambiente
da sonda, isto €, do aquoso para o ambiente micelar, demonstrando que é
sensivel a diminui¢do da micropolaridade do meio. De fato, mediu-se a inten-
sidade de fluorescéncia de ImM de Hy-NBD em diferentes fragdes de agua-te-
trahidrofurano (Fig. 36) e observou-se que a intensidade de fluorescéncia
aumenta com o aumento da percentagem de tetrahidrofurano. A figura 36 mostra
que para 34,8% de tetrahidrofurano a intensidade de fluorescéncia é duas vezes

maior (I=4,430) do que quando em e’1gua72 (1=2,454).

As mudangas significativas das curvas observadas de intensidade
e polarizagdo de fluorescéncia do Hy-NBD sdo patentes e estdo intrinsecamente
relacionadas com o aparecimento dos agregados micelares. Abaixo da CMC do
surfactante nfo se observa qualquer mudanga da intensidade e polarizagdo de
fluorescéncia, consequentemente, a sonda "sente" 0 mesmo microambiente em

toda faixa de [DoTAB] estudada abaixo da CMC do surfactante.

Thalberg e Lindmam® estudaram a interagdo do Hy com diferentes
surfactantes catidnicos. Em seus estudos de condutividade na auséncia de sal e
em concentragdes abaixo da CMC, eles demonstram que ocorrem duas mudan-
¢as abruptas na fung¢ao linear dos valores de condutincia versus a concentragdo
de brometo de tetradeciltrimetilaménio (TTAB). A primeira inflexdo foi deno-
minada C1 e interpretada como sendo o inicio de uma ligagdo cooperativa do
surfactante sobre o polimero. A medida que se aumenta a concentragio do

surfactante, observaram uma segunda inflexdo proxima de 1mM de TTAB,
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denominada C2 e definida como o final da ligagdo do polimero no surfactante.
Nesta regido (entre C1 e C2), onde a ligacdo do surfactante é cooperativa,
também ocorre separagdo de fase devido a neutralizagdo parcial das cargas
negativas do polimero por ligagdo eletrostatica do mondmero catidnico. Os
autores demonstram ainda que a adigdo de um excesso de surfactante e/ou sal
redissolve o complexo. Explicaram a redissolugdo do complexo polimero
surfactante baseado no fato de que ocorre dimunuigio da ligagdo do surfactante

no polimero, isto é, o complexo torna-se menos estavel do que micelas normais

de TTAB.

Nas condigdes experimentais deste trabalho, utilizou-se alta con-
centragdo de sal, o que corresponde a uma elevada densidade de carga que
desfavorece por "blindagem", a ligagdo do surfactante catiénico monomérico
no polimero anidnico. J4 em baixas concentragdes de sal, as interagdes eietros-
taticas entre o monémero e o polimero causam precipitagﬁoG. A interagdo de
polimeros com surfactantes de carga oposta descrita por outros autores®*1->8
foi observada em concentragGes de surfactantes abaixo da CMC, no entanto, em
nossas condig¢des a sonda fluorescente ndo "observa" essas interag3es, consis-
tente com a "blindagem" das cargas devido a adigdo de sal e por consegiiinte
diminuigédo da ligagdo do surfactante no polimero. Portanto, em alta concentra-
¢do de sal, aassociagdo é devido as interagdes do polimeronamicela de DoTAB.
Esta conclusdo € pertinente aos dados da figura 34, isto é, o aumento da
intensidade e a diminuigdo da polarizagdo de fluorescéncia é devido ao fato que
a sonda esta sendo transferida da agua para um microambiente menos polar do
complexo polimero-micela. Embora ndés asumimos que a "blindagem" provo-
cada pelo sal evita a associagdo entre o polimero e o surfactante monomeérico,
1sto ndo impediria a associagdo com as micelas por causa de sua alta densidade

de carga.
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Fig. 34 - Intensidade de fluorescéncia do Hy-NBD como fun¢do da
concentragdo de DoTAB (®) e CMC do DoTAB na presenga de 1mM
de Hy (B), em 175mM de NaBr.
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Fig. 36 - Variagdo dos valores de intensidade de fluorescéncia do
Hy-NBD versus % de volume de tetrahidrofurano (THF) e dgua.
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A ligeira diminui¢3o da polarizagdo em concentra¢gdes de DoTAB
acima da CMC é provavelmente relacionada com o aumento do tempo de meia-
vida da sonda no microambiente micelar, causado por um aumento da viscosi-
dade do meio no qual a sonda esta dispersa67. Sendo assim, ndo é possivel tragar
algumas conclusées sobre conformagdes do hialuronato baseadas nessas mu-
dangas de polarizagdo, embora sdo frequentemente relacionadas com mudangas
conformacionais. Além disso, tem sido estudado que a difusdo translacional do
Hy ¢ independente da conformagio em diferentes concentragdes de sal73, nido
se tem certeza de como a difusdo rotacional seria afetada por mudangas confor-
macionais. Analogas explicagdes podem ser dadas para complexos formados
por polimeros ndo-iénicos e surfactantes, onde os complexos envolvem a
associagdo ou o "atracamento” das micelas do surfactante na cadeia polimérica
(Fig.37). Isto significa que o ambiente dos grupos alquilas do surfactante é
parecido com as micelas idnicas e as interagdes que ocorrem na regido hidrofi-

lica ou préximo dos primeiros grupos metilénicos do surfactante em estudo> >4,

'L Micela Livie

Fig. 37 - Representacdo esquemdtica do complexo Hy-DoTAB em
solugdo.



CAPITULO IV

CONCLUSAO

As reagdes de oximolise e hidrolise dos ésteres NPO ¢ NPA em
presencga e na auséncia de ImM de polimero e em 175mM de NaBr, mostram que,
nas mesmas condigdes experimentais, o complexo Hy-DoTAB catalisa as reagdes
analogamente as micelas normais de DoTAB. Sob o ponto de vista cinético,
conclui-se que os complexos sdo agregados muito semelhante as micelas de
DoTAB. Em concentragdes acima de 1mM de hialuronato em 25mM DoTAB,

observou-se que a reagdo de oximolise era ligeiramente inibida.

Os resultados que apresentam evidéncias interessantes sobre a inte-
ra¢ao do hialuronato com DoTAB séo os de fluorescéncia. O impeto aumento da
intensidade de fluorescéncia esta estritamente relacionado com o aparecimento
de micelas em solugdo e o inicio da ligagdo de DoTAB sobre a cadeia do
hialuronato parcialmente modificado pela sonda NBD. Analogamente, os resul-
tados de polarizagdo de fluorescéncia sdo concordantes com as consideragles

feitas acima.

Finalmente, as interpretagdes dos resultados cinéticos a luz dos
resultados de fluorescéncia, nos diz que o complexo Hy-DoTAB e micelas de
DoTAB exercem semelhantes efeitos cataliticos porque o complexo nada mais
seria do que o polimero associado A micela de DoTAB, observado acima da CMC,
e em ambos os casos, a catalise é exercida por agregados micelares do brometo

de dodeciltrimetilamonio (DoTAB).
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TABELA 02 - Valores de tensdo superficial do DoTAB em dgua.

- In [DoTAB], M 7' (dina. cm-1)
6,91 60,50
6,22 59,10
581 57,30
5,52 56,70
5,30 54,00
5,12 52,60
4,96 51,80
4,83 51,20
4,71 51,20
4,60 50,50
4,42 47,30
427 4510
413 43,20
4,02 43,00
3,91 43,00
3,86 43,20
3,82 42,80
3,73 43,50
3,65 43,30
3,58 43,30
3,51 43,70
3,47 43.30
3,44 43,10
3,38 43,50
3,32 43,60
3,27 43,40
3,22 4330
3,17 43,60
3,12 43,60
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TABELA 03 - Valores de tensdo superficial do DoTAB em presenca de

175mM de NaBr.

-log [DOTAB], M T (dina. ecm™1)
4,00 42,87
3,70 42,99
3,52 45,60
3,40 44,81
3,22 40,02
3,07 41,96
3,00 41,01
2,82 38,64
2,70 35,33
2,60 | 34,96
2,52 34,00
2,40 31,65
2,10 30,28
2,00 29,44
1,82 28,66
1,52 2931
1,35 28,92
1,22 30,09
1,00 28,68
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TABELA 04 - Valores de tensdo superficial do DoTAB em presenga de ImM
de Hy em 175mM de NaBr.

-log [DoTAB] 7' (dina. cm-1)
4,00 53,63
3,70 51,32
3,52 46,59
3,40 45,80
3,30 43,30
3,22 42,59
3,16 42,59
3,10 42,59
3,01 36,28
2,82 37,07
2,70 34,40
2,52 31,70
2,40 30,08
2,22 30,08
2,10 29.70
2,00 31,26
1,92 30,08
1,85 29,11
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TABELA 05 - Valores de tensdo superficial do DoTAB em presenca de
2,5mM de Hy e 175mM de NaBr.

-log [DoTAB], M Y (dina. cm™1)
4,00 42,59
3,70 41,80
3,52 38,25
3,40 41,40
3,22 40,81
3,07 36,87
3,00 32,20
2,82 31,65
2,70 29,96
2,60 27,37
2,52 27,98
2,35 27,98
2,22 28,63
2,10 29,44
2,00 27,93
1,60 27,93
1,40 27,93
1,26 28,59
1,12 27,51
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TABELA 06 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximolise do NPA com a oxima Il em fungdo da
concentragdo de DoTAB, em presenca de 175mM de NaBr,
PH 9,80 e na auséncia de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
10 2,66
20 2,26
30 2,23
50 1,84
70 1,83
80 1,77
100 1,70
148 1,51
200 1,27
300 1,00

TABELA 07 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximolise do NPA com a oxima II em fung¢do da

concentragdo de DoTAB, em presenga de 175mM de NaBr,
PH 9,80 e na presenca de ImM de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
10 2,82
20 2,35
30 2,35
50 2,13
70 1,81
80 1,75
100 1,63
148 1,51
200 1,27
300 1,18
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TABELA 08 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximdlise do NPA com a oxima I em fung¢do da
concentra¢do de DoTAB, em presen¢a de 175mM de NaBr,
PH 9,80 e na auséncia de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
0,00 1,32
5,00 1,94
7,00 2,20
10,00 1,96
20,00 2,51
30,00 2,47
50,00 2,28
80,00 1,91
100,00 1,58
200,00 1,26
250,00 1,13
300,00 0,68

TABELA 09 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reacdo de oximolise do NPA com a oxima I em fungdo da
concentra¢do de DoTAB, em presengca de 175mM de NaBr,
PH 9,80 e na presenga de ImM de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1

0,00 1,36

6,00 1,89
10,00 2,65
30,00 2,60
50,00 2,50
80,00 2,33
100,00 1,91
200,00 1,11
250,00 1,11
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TABELA 10 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de hidrolise do NPA em fungdo da concentragdo de
DoTAB, em presenga de 175mM de NaBr, pH 9,80 e na
auséncia de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
5,00 1,04
6,00 0,98
7,00 1,02
10,00 -
20,00 1,14
30,00 1,13
50,00 0,86
80,00 0,85
100,00 0,87

200,00 0,82
250,00 0,67
300,00 0,61

TABELA 11 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximdlise do NPO com a oxima I em funcdo da

concentragdo de DoTAB, em presenga de 175mM de NaBr,
. pH 9,80 e na auséncia de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
0,20 0,402
0,40 0,491
0,80 0,526
1,40 0,595
1,60 0,638
2,40 0,682
4,00 1,360
6,80 1,370
10,00 1,320
16,80 0,798
26,80 0,656
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TABELA 12 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximolise do NPO com a oxima II em fungdo da
concentragdo de DoTAB, em presenga de 175mM de NaBr,
PH 9,80 e na auséncia de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
0,20 0,470
0,40 0,520
0,30 0,698
1,40 0,924
1,60 1,040
2,40 1,700
4,00 1,420
6,30 0,681
10,00 0,548
16,80 0,480
26,80 0,427

TABELA 13 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de hidrdlise do NPO em fungdo da concentragdo de
DoTAB, em presenga de 175mM de NaBr, pH 9,80 e na
auséncia de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
0,20 0,4003
0,40 0,366
0,30 0,489
1,40 0,555
1,60 0,530
2,00 0,620
2,40 0,485
3,00 0,469
4,00 0,333
6,80 0,319
10,00 0,312
16,80 0,313
26,80 0,267
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TABELA 14 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximdlise do NPO com a oxima I em fungdo da
concentragdo de DoTAB, em presenca de 175mM de NaBr,
PH 9,80 e ImM de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
0,20 0,415
0,40 0,523
0,80 0,520
1,40 0,670
1,60 0,610
2,40 0,698
4,00 1,210
6,80 1,140
10,00 1,070
16,80 0,867
26,80 0,707

TABELA 15 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximolise do NPO com a oxima II em fungdo da
concentragdo de DoTAB, em presenga de 175mM de NaBr,
PH 9,80 e em ImM de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
0,20 0,323
0,40 0,604
0,80 0,678
1,40 0,973
1,60 1,150
2,00 1,260
2,40 1,710
3,00 1,670
4,00 1,210
6,80 0,827
10,00 0,450
16,80 0,366
26,30 0,323
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TABELA 16 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de hidrdlise do NPO em fung¢do da concentragdo de
DoTAB, em presen¢a de 175mM de NaBr, pH 9,80 e em
1 mM de Hy (T=300C).

[DoTAB], mM 103 kobs, s-1
0,20 0,393
0,40 0,431
0,80 0,422
1,40 0,440
1,60 0,548
2,00 0,462
2,40 0,455
3,00 0,487
4,00 0,369

TABELA 17 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de oximdlise do NPA com a oxima II em fun¢do da

concentracdo de hialuronato, em presen¢a de 175mM de
NaBr, pH 9,80 e 2,5x10-2M de DoTAB (T=300C).

[Hy], mM 103 kobs, s-1
0,00 2,38
0,15 2,27
0,35 2,18
0,75 2,16
1,00 2,21
1,50 1,94
2,00 1,80
2,50 1,60
3,00 1,54
4,00 1,35
5,00 1,22
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TABELA 18 - Variagdo dos valores da constante de velocidade (kobs) da
reagdo de hidrolise do NPO com a oxima I em fungdo da

concentra¢do de hialuronato, em presenga de 175mM de
NaBr, pH 9,80 e em 2,5x10-2M de DoTAB (T=30°C).

[Hy], mM 103 kobs, s-1
0,50 0,743
1,00 0,640
1,50 0,561
2,00 T 0,603
2,50 0,536
3,00 0,520
3,50 | 0,485
4,00 0,441
4,50 0,482
5,00 0,442

TABELA 19 - Efeito da concentracdo de polimero sobre a reagdo de
oximdlise do NPA com a oxima I em presenca de 175mM de
NaBr, pH 9,80 e em 2,5x10-2M de DoTAB (T=300C).

103[Hy], M 103 kobs, s-1
0,00 3,72
0,15 3,67
0,25 3,93
0,35 3,46
0,50 3,54
0,75 3,54
0,85 3,58
1,00 3,78
1,50 3,58
2,00 3,25
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TABELA 20 - Determinagdo do pKa da oxima II em dgua. Variagdo dos
valores de pH em fungdo da expressdo log(OX-]/[HOX] nos

comprimentos de ondas: 270, 291 e 300 nm.

pH log [OX-] / [HOX]
270 nm 291 nm 300 nm
11,00 1,55 1,43 -
11,70 0,70 0,71 0,71
11,81 0,72 0,68 0,68
11,87 0,54 0,55 0,55
12,00 0,38 0,40 0,40
12,52 0,21 -0,20 -0,18
12,74 -0,36 -0,37 -0,37
12,95 -0,67 -0,69 -0,66
13,70 -1,37 -1,42 -

Para 270 nm: - Agox = 0,4868
- Agx- =1,0342

Para 291nm: - Aggy = 0,072715
- Agx- =0,43502

Para 300nm: - Aggyx = 0,02349
- Aox- =0,20933



TABELA 21 - Determinagdo do pKa da oxima II em presenga de 175mM de
NaBr. Variagdo dos valores de pH em fun¢do da expressdo
log[OX-]/[HOX] nos comprimentos de ondas: 270, 291 e
300 nm (T=300C). -

pH log [OX"] / [HOX]
270 nm’ 291 nm 300 nm
11,00 1,65 1,52 1,54
11,70 0,53 0,65 0,56
11,81 0,54 0,52 0,52
11,87 0,42 0,41 0,41
12,00 0,21 0,23 0,24
12,52 -0,29 -0,28 -0,28
12,74 0,55 0,54 0,48
12,95 0,75 -0,74 -0,73
13,70 -2,29 -1,65 -1,41 .

TABELA 22 - Determinagdo do pKa da oxima I em presenca de 175mM de
NaBr. Variagdo dos valores de pH em fungdo da expressdo
log[OX-]/[HOX] nos comprimentos de ondas: 270, 291 e
300 nm (T=300C).

pH log [OX"] / [HOX]

270 nm 291 nm 300 nm
11,00 0,84 0,81 0,87
11,70 -0,051 -0,021 0,013
11,87 -0,20 -0,17 -0,14
11,90 0,25 0,21 0,18
12,00 0,37 -0,60 0,27
12,52 -1,13 -0,89 0,75
12,74 . -1,40 -1,36
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TABELA 23 - Determinagdo do pKa da oxima Il em presenc¢a de 175mM de

NaBr em diferentes concentragdes de DoTAB (T=300C).

103[DoTAB], M pKap
270 nm 291 nm 300 nm
2,38 12,89 12,95 12,97
4,72 12,61 12,69 12,71
7,03 12,57 12,66 12,68
9,30 12,55 12,65 12,66
11,60 12,59 12,66 12,68
22,22 12,58 12,66 12,68
32,14 12,59 12,67 12,68
39,08 12,73 12,70 12,72
50,00 12,72 12,70 12,71
63,00 12,65 12,69 12,70
80,00 12,76 12,73 12,75
100,00 12,70 12,72 12,73
150,00 12,71 12,74 12,75
200,00 12,75 12,78 12,78
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TABELA 24 - Variagdo dos valores de absorbdncia da oxima Il em fungdo
da concentragdo de DoTAB, em presenca de 0,05M de
NaOH e 175mM de NaBr. Os valores de Agpox e Aox-foram
medidos em Tris/HBr, pH 8,0 e 10 M de NaOH,

respectivamente.

[DoTABLM | 270 nm 29inm | 300nm | ) mAX. |ABS MAX.
2,38 0,7809 0,4050 0,2449 258 0,9048
4,72 0,8301 0,5351 0,3380 262 0,8718
7,03 0,8317 0,5470 0,3471 262 0,8654
9,30 0,8292 0,5484 0,3496 262 0,8617
11,60 0,8140 0,5369 0,3410 262 0,8462
22,22 0,7868 0,5184 0,3300 262 0,8192
32,14 0,7559 0,4962 0,3162 262 0,7895
39,08 0,7239 0,4747 0,3012 262 0,7550
50,00 0,6842 0,4470 0,2849 262 0,7596
63,00 0,6583 0,4292 0,2744 262 0,6903
80,00 0,6785 0,4350 0,2743 262 0,7153

100,00 0,6873 0,4393 0,2804 262 0,7286
150,00 0,6850 0,4283 0,2728 262 0,7338
200,00 0,6791 0,4134 0,2624 262 0,7381
0,8969 0,3479 0,3726 - 260 0,9993

103[D;TA81, 270 291 300 | 2 mMAX. |ABS MAX.
Ayox 39,08 0,5745 | 0,0582 | 0,0110 254 0,9553
Aox- 39,08 0,8840 | 0,8921 | 0,6021 282 1,0227
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TABELA 25 - Variagdo dos valores de absorbdncia da oxima I em fungdo

da concentragdo de DoTAB, em presenca de 0,05M de
NaOH e 175mM de NaBr. Os valores de Agoy e Apx- foram
medidos em Tris/HBr, pH 80 e 1,0 M de NaOH,
respectivamente.

[DoTABLM | 270 nm 291 nm 300 nm A MAX | ABS MAX.

2,38 1,0606 0,3651 0,1469 264 1,1262
4,72 1,0491 0,3779 0,1580 264 1,1083
7,03 1,0372 0,3951 0,1720 264 1,0881
9,30 1,0319 0,4129 0,1870 264 1,0760
11,63 1,0203 0,4256 0,1974 264 1,0583
22,22 0,9731 0,4653 0,2324 266 0,9922
32,14 0,9297 0,4832 0,2508 268 0,9388
39,08 0,9188 0,4847 0,2537 268 0,9268
50,00 0,8746 0,4952 0,2666 268 0,8777
63,00 0,8191 0,4852 0,2658 268 0,8192
80,00 0,8586 0,5265 0,2922 270 0,8586
100,00 0,8530 0,5419 0,3051 270 0,8530
150,00 0,8349 0,5543 0,3176 272 0,8351
200,00 0,8282 0,5647 0,3264 272 0,8300
1,0654 0,3718 0,1536 264 1,1311

103[D;TAB]. 270 291 300 | 2 MAX. |ABS MAX.

Ayox
Aox-

39,08 0,2645 0,0204 0,0038 244 0,9258
39,08 1,0171 0,7195 0,4148 274 1,0395




TABELA 26 - Variagdo dos valores de intensidade de fluorescéncia em
diferentes planos vibracionais: horizontal-horizontal (H-H),
horizontal-vertical (H-V), vertical-vertical (V-V) e vertical-
horizontal (V-H) em presnega de diferentes concentragées de
DoTAB, 175mM de NaBr (T=30°C).

EXC - EM
10 [DoTABLM| H-H HV v-v V-H

0,01 7,407 6,136 2,884 2,471
0,03 7,903 6,482 2,996 2,586
0,05 7713 6.294 2,898 2,503
0,07 8 084 6,618 3,498 2,680
0,10 . 71,841 6,378 2,954 2,561
0,30 7,949 6,477 3,000 2,570
0,50 8,333 6,825 3,135 2,718
0,70 8,180 6,740 3,105 2,702
1,13 8,243 6,799 3,201 2,741
2,05 1,002 0,816 0,364 0322
3,05 1,480 1222 0,524 0,490
5,00 1,958 1,561 0,650 0,690
7.00 2,396 1,853 0,775 0,743
9,00 2,512 2,014 0,842 0,790

CONDICOES : HY 800, EXC 470(300-600), EM 490(490-700)
Fenda EMIS 7,5, Fenda EXC 20, Filter 1 e Ganho 10.
Estes valores foram obtidos de uma média aritmética de
19 medidas.
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TABELA 27 - Variagdo dos valores de polarizagdo (P) e intensidade de
Sfluorescéncia (I) do Hy-NDB, em fungdo da concentragdo de
DoTAB, em presenga de 175mM de NaBr (T=300C).

-log [DoTAB], M P |
4,00 0,170 7,41
3,52 0,171 7,90
3,30 0,173 7,71
3,15 0,229 8,08
3,00 0,180 6,38
2,52 0,178 7,95
2,30 0,169 8,33
2,16 0,165 8,18
2,00 0,172 8,24
1,69 0,163 10,02
1,52 0,131 14,89
1,30 0,145 19,58
1,16 0,148 23,96
1,05 0,141 25,12

TABELA 28 - Variagdo dos valores de intensidade de fluorescéncia (I) do
Hy-NBD, em fung¢do da concentragdo do tetrahidrofurano
(THF), em presenga de 175mM de NaBr (T=300C).

| V% THF
2,454 0,00
2,500 0,80
2,598 2,80
2,755 6,80
2,908 10,80
3,368 18,80
3,920 26,80
4.430 34,80
4,828 42,80
5,023 50,80
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