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RESUMO

O trabalho descrito nesta dissertacdo teve como objcétivo o estudo das propriedades
acido-base e de solubilidade de uma substincia com acgdo terapéutica, a benzodiazepina
clorodiazepoxido (CLDZ), em diferentes meios micelares sintéticos.

As solucbes aquosas micelares sdo muitas vezes usadas como sistemas modelo
simplificados de membranas biolégicas, por serem constituidas por moléculas com
propriedades anfipaticas que mimetizam certos aspectos das biomembranas. Desta forma,
avaliar o efeito dos sistemas micelares nas propriedades fisico-quimicas do CLDZ torna-se
importante para esclarecer alguns pardmetros farmacocinéticos deste farmaco.

Os estudos foram efectuados por espectrofotometria de ultravioleta-visivel em solucdo
aquosa e em solugdes micelares do surfactante anidnico dodecilsulfato de sédio (SDS), do
surfactante neutro polietilenoglicol p-t-octil-fenol (Triton X-100) e do surfactante catidnico
brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB).

Foram determinadas as constantes de acidez aparente do CLDZ, em solugdes aquosas
dos trés surfactantes mencionados, a 25°C e a uma for¢a iénica de 0,1M em NaCl. O
tratamento matemdtico dos valores das constantes de acidez, foi realizado pela aplicagao de
dois modelos, designadamente o modelo de Berezin e o PIE, que contemplam ou ndo a
existéncia de permuta idnica entre as espécies idnicas em solucdo e o contra-ido do
surfactante, para verificar qual deles melhor expressa a interacgdo do CLDZ em meio micelar.

Efectuaram-se estudos de solubilidade do CLDZ nos diferentes meios mencionados a
25°C e com ajuste de pH, dada a solubilidade desta substincia ser dependente do pH do meio.
Estes estudos permitiram obter as constantes de liga¢do da benzodiazepina as micelas.

Finalmente efectuou-se ainda o estudo por espectrofotometria de ultravioleta-visivel
de outra benzodiazepina utilizada como hipnético, o diazepam (DZP), em solucdes do
surfactante aniénico SDS. Neste estudo utilizou-se concentragdes de surfactante acima e

abaixo da cmc, tendo-se determinado as constantes de acidez aparente do DZP em SDS.




ABSTRACT

The aim of this work was the study of the acid-base properties and solubility of the
benzodiazepine chlorodiazepoxide (CLDZ) in different micellar solutions.

Aqueous micelle solutions are often used as models for the more complex biological
membranes because they are composed of amphiphilic molecules that imitate certain aspects
of biomembranes. In this way evaluating the effect of micellar systems in physical and
chemical properties of CLDZ is important to clarify some farmacocinetic parameters of this
drug.

The studies were performed by UV-VIS spectrophotometry in aqueous solution and in
micellar solutions of the anionic surfactant sodium dodecyl sulphate (SDS), of the nonionic
surfactant polyethyleneglycol p-t-octylphenol (Triton X-100) and of the cationic surfactant
hexadeceyltrimethylammonium bromide (CTAB).

The acidity constants of CLDZ in micellar solutions of the three surfactants mentioned
above were determined at 25°C and with ionic strength equal to 0,1M in NaCL. The results
were mathematically processed, and two models were used to quantify the micellar effects in
equilibrium constants- Berezin and the PIE models. Their difference lies mainly in an
assumption used by the PIE model that the counterions of the ionic surfactants exchange with
other ionic species in solution.

The study of the solubility was performed in the different systems mentioned, at 25°C,
at the same ionic strength and with pH fixed. This study gave the binding constants of CLDZ
to the micelles.

Finally, one determined the acidity constants of another benzodiazepine, used as
hypnotic, diazepam (DZP), in SDS solutions. In this study there were used concentrations in

SDS under and above the cmc.
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PREFACIO

As 1,4- benzodiazepinas, grupo de substincias farmacologicamente activas do qual
fazem parte o clorodiazepéxido (CLDZ) e o diazepam (DZP), séo as drogas psicoterapéuticas
actualmente mais prescritas devido a sua elevada eficiéncia no tratamento da ansiedade. Nao
obstante, pouco se sabe sobre o comportamento destas drogas quando em contacto com as
membranas biol6gicas.

Os sistemas micelares por serem constituidos por moléculas com propriedades
anfipdticas, isto €, por conterem grupos hidrofilicos e grupos hidrofébicos a semelhanca dos
sistemas bioldgicos, t¢ém sido amplamente utilizados como modelos simplificados, uma vez
que mimetizam certos aspectos das biomembranas.

Desta forma, avaliar os efeitos dos sistemas micelares nas propriedades fisicas e
quimicas de substincias com acgdo terapéutica, torna-se importante para compreender e
esclarecer a influéncia de meios organizados em certos pardmetros farmacocinéticos destas
substéncias.

Este trabalho consistiu, na sua grande parte, no estudo da influéncia de diferentes
meios micelares nas propriedades fisico-quimicas do CLDZ, de modo a tentar correlaciona-
las de uma maneira quantitativa com o tipo de interac¢Oes entre esta droga e as micelas.

O trabalho experimental efectuado para esta dissertagdo surge como seguimento do
trabalho realizado durante o semindrio de licenciatura, no qual foi efectuado o estudo
espectral do CLDZ em SDS. Assim, iniciou-se a parte experimental deste trabalho por
finalizar estudo das propriedades &4cido-base do CLDZ em SDS e obter os valores de
solubilidade da benzodiazepina neste meio, prosseguindo-se com estudos idénticos para
outros dois surfactantes (Triton X-100 e CTAB). De realcar ainda que os 3 surfactantes

usados pertencem a classes diferentes, de modo a permitir a verificagio do efeito da carga das

micelas.
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Esta dissertacdo estd dividida em cinco capitulos e trés apéndices: No primeiro
capitulo sdo definidos os conceitos bdsicos necessdrios para a compreensdo e execu¢do do
trabalho experimental; o capitulo dois destina-se a descri¢do das condi¢des experimentais em
que o trabalho foi realizado, com especial €nfase no sistema de titulagdo utilizado e algumas
observagdes experimentais relevantes para a determinagdo de constantes de ionizagdo; no
capitulo trés apresentam-se os resultados obtidos no estudo espectrofotométrico das
propriedades dcido-base e solubilidade do CLDZ em solu¢do aquosa e em solugdes micelares
dos surfactantes SDS, Triton X-100 e CTAB; no capitulo quatro sdo apresentadas as
consideracgoes finais acerca dos resultados experimentais obtidos ao longo de todo o trabalho
e conclusdes alcangadas; no capitulo cinco apresentam-se as referéncias bibliogréficas
referidas ao longo da dissertacdo e termina-se com trés apéndices: o primeiro apresenta as
propriedades farmacocinéticas das duas benzodiazepinas utilizadas no trabalho, o segundo
apresenta as recomendacoes da IUPAC para a publicagdo de constantes de equilibrio e o
terceiro apresenta os resultados obtidos no estudo do comportamento de outra

benzodiazepina, o diazepam (DZP) em solucdes de SDS.



CAPITULO 1

INTRODUCAO TEORICA

Neste capitulo sdo definidos os conceitos necessdrios para a compreensio,
interpretagdo e execugdo do trabalho experimental.

Inicia-se pela descricdo geral das propriedades fisico-quimicas das substidncias em
estudo: clorodiazepoxido, diazepam e surfactantes (secgdes 1.1 e 1.2), prosseguindo-se com a
descricdo e andlise dos estudos efectuados de solubilidade e de d4cido-base em meios
micelares (secgdes 1.3 e 1.4).

Uma vez que o trabalho experimental incidiu especialmente na determinagio
espectrofotométrica de constantes de acidez, a tdltima sec¢do (1.5) € destinada a descrigdo

sumaria do método utilizado.
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1.1 BENZODIAZEPINAS

Aspectos gerais

As benzodiazepinas sdo um grupo de substdncias farmacologicamente activas,
utilizadas como tranquilizan'tes. Actuam em diferentes areas do cérebro e do sistema nervoso
central, incluindo o sistema limbico que controla as emogdes e o cortex cerebral que é
responsdvel pela andlise de informagao.’

Actualmente as 1,4-benzodiazepinas sdo as drogas psicoterapéuticas mais prescritas
devido 2 sua elevada eficiéncia no tratamento da ansiedade, podendo ter outras indicages
terapéuticas, funcionando como sedativos ou hipnéticos. Todas as benzodiazepinas tém
propriedades farmacoldgicas similares diferindo no entanto na selectividade, o que pode

conduzir a uma utiliza¢do clinica diferente.”
Clorodiazepoxido e Diazepam

O potencial das 1,4-benzodiazepinas como substancias farmacologicamente activas foi
pela primeira vez explorado por Randal® nos seus estudos com o clorodiazepdxido, que foi a
primeira benzodiazepina bem sucedida desenvolvida nos Laboratérios Roche nos fins dos
anos 50. Mais tarde, nos anos setenta apareceu uma nova benzodiazepina, o diazepam que
dadas as suas propriedades ansioliticas, relaxantes musculares e anticonvulsivantes,
rapidamente destronou o clorodiazepéxido, sendo o firmaco mais vendido no mundo (s6 nos
Estados Unidos os médicos prescrevem 44 milhdes de receitas deste ansiolitico).

Relativamente aos efeitos adversos mais comuns da utilizagdo destas drogas, verifica-
-se que o diazepam e o clorodiazepoxido podem provocar sonoléncia, dificuldades de
coordenagdo, fadiga, tonturas e ataxia. De salientar ainda que apesar de inicialmente se ter
pensado que estas substincias nao fossem viciantes, estd hoje demonstrado que as
benzodiazepinas provocam dependéncia. A dependéncia é detectada pelo aparecimento dos
seguintes sintomas aquando da sua ndo utilizagdo: insénia, ansiedade, perda de apetite,
tremores, suores e distirbios de perce:pc;z?lo.2 Alguns destes sintomas sdo precisamente 0s
responsdveis pela prescrigdo das benzodiazepinas, 0 que resulta num ciclo vicioso de
dependéncia. De facto sdo drogas cujé. habituagdo ocorre tdo facilmente que a dependéncia
delas pode ocorrer ao fim de apenas algumas semanas apesar de tomadas em doses normais,

daf a sua prescrig@o ser restringida a quatro semanas no méximo.'
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As propriedades farmacocinéticas, as formas de administragdo e as dosagens utilizadas

do clorodiazepdxido e do diazepam encontram-se resumidas no apéndice A.

Estrutura e nomenclatura

As 1,4-benzodiazepinas tém a estrutura geral representada no esquema da figural.l
(5-fenil-1,4-benzodiazepina-2-ona).

As drogas com esta estrutura geral, fazem parte dos chamados agentes ansioliticos e
devem a sua actividade bioldgica 2 presenga do anel de sete lados e a presenca de
substituintes nas posicdes 1, 2, 3 e 7. A existéncia de substituintes electronegativos tal como o
cloro nas posigBes 2 e 7 e a existéncia de um grupo metilo ligado ao dtomo de azoto na

posi¢do 1, aumentam fortemente esta actividade®.

Ry Ra
| /
N—CH
i 2\
3 CH—R;3
7 ) 4/
R, : C—_—N\
Ra

Figura 1.1- Representacao esquematica de 5-fenil-1,4-benzodiazepina-2-ona.

Existem trés tipos diferentes de 1,4-benzodiazepinas, sendo esta classificagdo baseada
na natureza do 4tomo de carbono da posigao 2. No primeiro tipo (diazepam) o carbono 2 € um
grupo carbonilo, o segundo tipo (clorodiazepdxido) tem um grupo metilamino ligado ao
carbono da posicdo 2 e o terceiro tipo possui um grupo metileno nesse mesmo carbono.’

Existem excepgdes que apresentam algumas variaces relativamente a estrutura geral e
uma delas é o clorodiazepdxido que tem a estrutura mais diversa, por conter um substituinte
no 4tomo de azoto da posigdo 4, como é demonstrado na figura 128

Na tabela 1.1 encontram-se representadas as duas benzodiazepinas utilizadas e 0s seus

respectivos nomes geneérico, comercial e quimico.



Clorodiazepdxido

Diazepam

Figura 1.2- Representacdo das estruturas quimicas das duas benzodiazepinas utilizadas neste
trabalho.

Tabela 1.1- Benzodiazepinas: Nomes genérico, comercial e quimico

Nome genérico Nomes comerciais Nome quimico
. . Librium, Disarim, 7-cloro-2-metilamino-5-fenil-3H-1,4-
Clorodiazepdxido _ ) )
Paxium, outros... benzodiazepina-4-6xido

Valium, Bialzepam, 7-cloro-1,3-diidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-
Diazepam .

Metamidol, outros... benzodiazepina-2-ona

Propriedades fisico-quimicas

As solugdes de 1,4-benzodiazepinas (com a excepgdo do medazepam) em meios nao
aquosos permanecem estdveis por vdrias semanas. Em solugio aquosa tém tendéncia para
hidrolisar, especialmente em meios fortemente 4cidos ou alcalinos, dando origem as
correspondentes benzofenonas.’

Na generalidade as benzodiazepinas sao bases monopréticas muito pouco soldveis em
4gua mas soliveis em metanol, etanol e cloroférmio.

A eficdcia de qualquer substincia com acgao terapéutica, depende ndo s6 da sua via de
administragio mas também do seu grau de jonizacdo e este depende como ¢ 6bvio da(s)
constante(s) de acidez dessa substincia. Estudos efectuados por espectrofotometria de
ultra\:fioletafvisivel,—'r indicam a existéncia de apenas uma constante de acidez para estas duas

benzodiazepinas, em que a protonagao do diazepam ocorre no azoto iminico N-4 do anel
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benzodiazepinico e a protonacdo do clorodiazepéxido no dtomo de oxigénio ligado também

ao azoto iminico N-4, ou seja ao grupo N-oxido.

Tabela 1.2- Valores de pKa em dgua para o CLDZ e DZP®

Benzodiazepina pK.
Clorodiazepdxido 4,79
Diazepam 3,58

Espectrofotometria de ultravioleta/visivel

De acordo com a literatura®, estas substncias tém absortividades molares da ordem de
grandeza de 10* mol™dm’cm™, o que implica que as solugdes utilizadas tenham concentragoes
da ordem dos 5 x 107 a 1 x 10™* M, de maneira a que o espectro se mantenha inalteravel.

Na tabela 1.3 apresentam-se os valores dos comprimentos de onda de absorvéncia
maxima (A max) € das absortividades molares, epn’ a absortividade molar da espécie protonada

e £p a absortividade molar da espécie neutra, retirados da literatura.”

Tabelal.3- Absortividades molares do CLDZ e DZP em dgua

BH' B
Benzodiazepina A jpa(nm) € (x10*Mem™) A e (m) € (x10*Mem™)
CLDZ 245 3,1 262 3,2

310 0,9 355 0,3
DZP 241 2.3 229 3,4
285 1,1 250s 1,6
360 0,3 315 0,2

s = shoulder

Como ji foi referido, tanto o clorodiazepéxido como o diazepam t€m tendéncia a
sofrer hidrélise. O mecanismo de hidrélise destas benzodiazepinas nio €, ainda, totalmente

. ;o . . : 2 6
conhecido mas hé virios estudos efectuados por espectrofotometria de ultavioleta/visivel” que

referem que as benzofenonas associadas a hidrélise do clorodiazepéxido e do diazepam
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absorvem em solugdes dcidas com absortividades molares 20% superiores as dos compostos
que lhe ddo origem. Assim, a possibilidade de ocorréncia de hidrélise pode ser facilmente
verificada pelo controlo da absorvéncia das solugdes.

Lafargue et al.'® verificaram que em solugdes 0,2M de HCI a benzofenona associada
a0 diazepam (2-metilamino-5-clorobenzofenona) absorve a 237 nm e que a benzofenona
associada ao clorodiazepdxido (2-amino-5-clorobenzofenona) absorve a 236 e 213 nm.
Clifford et al,® referem que estudos efectuados em solu¢des 4M de HCI, apontam valores de
comprimento de onda de absorvancia mdxima de 214 e 255 nm para o produto de hidrélise do

clorodiazepdxido e de 214 e 248 nm para o diazepam.

Relativamente a meios micelares, ndo se encontram na literatura muitas referéncias
relativamente a solucdes de benzodiazepinas. Uma dessas referéncias descreve um estudo
efectuado por espectrofotometria de ultravioleta-visivel da interacgdo de uma das
benzodiazepinas (DZP) com surfactantes, que revelou uma maior solubilidade desta em meio
micelar do que em égua.” As solugdes de diazepam na presenga de surfactante exibiam uma
maior absorvancia devido ao facto de haver mais produto dissolvido, e quando se estudava a
interacgdo do surfactante em solugdes onde o DZP se encontrava numa concentragdo
suficientemente pequena, de modo a ji se encontrar totalmente dissolvido antes da adic¢@o de

surfactante, nfio se registava nenhum aumento de absorvancia em relagdo ao meio aquoso.



1.2 SUBSTANCIAS TENSIOACTIVAS

Aspectos gerais

As substincias tensioactivas também denominadas por surfactantes sdo constituidas
por moléculas com propriedades anfipaticas bem definidas, isto €, contém grupos hidrofébicos
e grupos hidrofilicos. A combinacdo destas propriedades opostas numa tnica molécula
confere a estas substincias caracteristicas nicas quando contactam com a dgua, tais como a
formagdo de agregados acima de uma certa concentragdo e a capacidade de solubilizar
substancias pouco soliveis em dgua — propriedades que estdo interligadas.

Normalmente tém a estrutura RX, onde R é uma cadeia de hidrocarboneto contendo 8
a 18 4tomos de carbono (grupos alquilos, acilos ou aromaticos) e X € um grupo polar e/ou
ionizante com cardcter hidrofilico. Dependendo da natureza de X as substéncias tensioactivas
podem ser divididas em quatro classes: ani6nicas (gupo hidrofilico carregado negativamente),
catiénicas (grupo hidrofilico carregado positivamente), ndo idnicas (grupo hidrofilico ndo
possui carga, mas & polar) e iénicas dipolares (grupo com carga positiva e carga negativa). Os
surfactantes idnicos dipolares apesar de terem carga permanente, tém a particularidade de se
comportarem como catiénios ou ani6nicos dependendo do pH da solugdo. No caso dos
surfactantes catiénicos o grupo hidrofilico é geralmente um grupo fosfénio, piridinico ou
aménio quaterndrio; se for anidnico € constituido por sulfato, sulfonato, fosfato ou carboxilato
e se se tratar de um surfactante nio idnico, X representa um residuo polioxietileno'z.

Na figura 1.3 encontram-se representados o nome e a férmula de estrutura dos trés

surfactantes sintéticos utilizados neste trabalho.

C2H,50804" Na© (SDS)
iy e
HyC— CH,C( OCHCH o (Trton X100}
CH,4 CH,
CiHyN'(CHz); Br™  (CTAB)

Figura 1.3- Estruturas dos surfactantes sintéticos SDS, Triton X-100 e CTAB
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Formacdo de micelas

As substincias tensioactivas tendem a agrupar-se em contacto com a agua para
minimizar a energia do sistema, dando origem a micelas — agregados coloidais formados
espontaneamente em dgua por compostos anfipaticos.

O termo “micela” é portanto utilizado para denominar a entidade de dimensdo
coloidal, que estd em equilibrio dindmico com os monémeros que lhe deu ori gem".

A formagcio de micelas ocorre devido a natureza dualista das moléculas de surfactante,
em que a parte hidrofébica tende a afastar-se da dgua e a parte hidrofilica a interactuar
fortemente com ela. A 4gua tem uma estrutura aberta que quando contacta com uma molécula
anfipética sofre uma distor¢do para permitir acomodar as moléculas do soluto, provocando um
aumento da energia livre do sistema. Como resultado desse aumento de energia, surge uma
tendéncia do soluto ser adsorvido na interface da solugdo ou entdo a formagdo de agregados
moleculares em que as regides hidrofébicas estdo direccionadas para o interior da micela".
Por outras palavras, a formagdo de micelas € um mecanismo alternativo a adsorgdo para
reduzir a energia livre devido & minimizag@o da distorgdo da estrutura da dgua.

A formagio de micelas sé acontece acima de uma certa concentragdo, a que se chama
concentracio micelar critica (cmc) e é acompanhada pela variagio pronunciada de vdrias
propriedades fisicas da solugdo, entre as quais a tensdo superficial, a condutividade molar ¢ a

dispersdo da luz, que sdo as mais utilizadas experimentalmente para a determinacao da cmc

(figura 1.4)'*.

Concentragao

Figural.4- Esquema da variaciio da tensdo superficial (1), da condutivadade molar (x) e da
dispersio de luz (1) em fungio da concentracio de surfactante. A linha a tracejado representa a
cme.
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A variacdo pronunciada da propriedade fisica medida ¢ indicativo da alteragdo
significativa da natureza da espécie responsével pela propriedade. No caso da medigdo da
condutividade molar, a alteragdo poderd estar associada ao aumento da massa por unidade de
carga da espécie condutora. A variacdo da dispersdo da luz indica o aparecimento de espécies
significativamente maiores do que os mondémeros do soluto. Estas evidéncias experimentais
sustentam a formacio de agregados ou micelas em concentragdes de surfactante bem
definidas".

O valor da cmc é tanto mais acentuado quanto maior for o nimero de mondmeros por
micela'* (n° de agregacdo) e pode sofrer algumas variagdes dependendo da técnica fisica
utilizada para a determinar. Essas pequenas variagdes sdo devidas ao facto das diferentes
técnicas responderem diferentemente as espécies em solugdo na forma monomérica e
micelar'?,

A medida que a concentracdo de surfactante aumenta acima da cmc, a adi¢@o de novos
monémeros resulta na formacgio de novas micelas, dai que a concentra¢do de mondmeros
permaneca aproximadamente constante e igual a cme’.

Outro parimetro é o ponto de Kraft- a temperatura acima da qual a formagdo de
micelas é possivel — que pode ser determinado pela variagao da solubilidade, uma vez que o
surfactante na forma ndo associada, a que vulgarmente se designa por mondmeros, tem uma
solubilidade limitada enquanto que as micelas possuem uma grande solubilidade.

O valor da temperatura de Kraft depende da natureza do grupo hidrofébico e do
cardcter das interacgbes i6nicas entre o surfactante e o0s contra-ides. Uma vez que 0o
mecanismo de solubilizagdo dos surfactantes neutros ¢ diferente, estes ndo exibem o ponto de
Kraft, no entanto tém uma relagio temperatura/solubilidade em meio aquoso caracteristica,
tornando-se mais soldveis com o aumento de ternpera’cura15 '

Se considerarmos a concentragio micelar critica igual a solubilidade limite dos
monémeros de surfactante, entio é o processo de formacgdo de micelas que impede a
precipitacdo do surfactante'®. A concentracdo micelar critica é o pardmetro mais importante de
uma substincia tensioactiva, uma vez que determina a concentragao maxima de mondmeros
que se pode obter (em algumas interac¢des o que é relevante é a actividade do surfactante
como mondémero e nao em forma de micela)”.

A formagdo de micelas resulta do balango de trés forgas: a forca de repulsido
hidrofébica entre as cadeias de hidrocarbonetos e a dgua, a forga de repulséo entre as cargas
dos grupos hidrofilicos e a forga de Van der Walls entre os grupos alquilo,” e pode-se

considerar que a principal causa da associagdo das moléculas de surfactante é a interacgao
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hidrofbica das cadeias de hidrocarbonetos. Sendo assim, o valor da cmc € determinado pelo
balango do cardcter hidrofébico/hidrofilico da molécula uma vez que a tendéncia de formagao
da micela aumenta com o aumento do caricter hidrofébico e diminui com o aumento do
cardcter hidrofilico, isto é moléculas que sejam constituidas maioritariamente por um grupo
hidrofébico tém uma concentragdo micelar critica menor'®. A importincia dada a interacgdo
hidrofébica é consistente com a observagdo de que a adi¢do de etanol num meio aquoso
impede gradualmente a formagao de micelas'®,

Relativamente ao valor da concentracio micelar critica as seguintes generalizagOes

podem ser aplicadas”:

- Quanto menor for a cadeia de hidrocarboneto, menor ¢ a diminui¢do da energia
livre do sistema resultante da agregagdo e, assim, maior € a concentragao para a
qual a superficie das moléculas de surfactante tem 0 mesmo potencial quimico em
solugdo e na micela e consequentemente maior € a cmc.

Matematicamente a relagio entre o tamanho da cadeia de hidrocarboneto e a cmc
foi expresso por Klevens'® como sendo

logcmc = A —-Bn
Em que A e B sdo constantes especificas para uma série homéloga e n é o nimero

de atomos de carbono da cadeia.

- Todos os factores que diminuem a repulsdo electrostitica entre 0s grupos
hidrofilicos favorecem a formagdo de micelas.
Um exemplo € a adi¢do de electrdlitos inertes (aumentando assim a forga i6nica)
porque a repulsdo entre os grupos hidrofilicos da micela € atenuada pela presenga

de outros ides (tabela 1.4).

Tabelal.d4- Concentracdes micelares criticas de SDS em solucoes

aquosas de NaCl, a 25°C
C(NaCl) M 0 0,1 0,2 0,4
Cmc (mM) 8,1 1,4 0,83 0,52

- Um aumento de temperatura diminui a hidratagdo dos grupos hidrofilicos,

favorecendo a formacio micelar dos compostos ndo iénicos.
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- A presenca de dlcoois, com baixa solubilidade em dgua, diminui a densidade de
carga da superficie de uma micela idnica, diminuindo assim a correspondente

concentra¢io micelar critica.

- A presenca de metanol e de outros compostos similares, como o dioxano por
exemplo, com uma significativa miscibilidade com a dgua, como néo “penetram” na
micela na mesma extensio tém um efeito fraco no valor da cme, aumentando-a para
grandes concentracdes devido & diminuicdo da energia da interacgdo hidrofébica

entre as cadeias de hidrocarbonetos e as moléculas de surfactante.

A formagio de micelas assemelha-se a criagdo de uma nova fase, no entanto, as
micelas resultantes nio se unem numa fase continua, distribuindo-se apenas uniformemente
em meio aquoso, dando origem a uma «pseudo-fase» com propriedades caracteristicas da
separacdo de fases tais como: aumento da solubilidade de certas substancias em solugdes de
surfactante acima da cmc, que é similar a dissolu¢o dessas substéincias numa fase separada;
no ponto de Kraft, a primeira derivada da solubilidade do surfactante em fungdo da

¢ . p ” P ,os f e 12
temperatura exibe uma descontinuidade que também € caracteristica da transi¢ao de fases .

Estrutura das micelas

As micelas sdo estruturas dindmicas com tempos de formagdo e destruicdo da ordem
dos milisegundoslz.

O ntimero de monémeros de surfactante por micela (ndmero de agregagdo), para
surfactantes néo iénicos atinge o valor de 1000 ou superior, enquanto que se for iénico esse
ndmero variard entre 10 a 100, devendo-se esta diminuigéo as repulsdes electrostaticas entre
os grupos hidrofilicos'”.

O formato de uma micela foi sempre uma questdo controversa: Hartley propds uma
micela esférica com dimensdes coloidais em que os grupos hidrofilicos estdo situados na
superficie e as cadeias hidrofébicas no interior. McBain sugeriu a existéncia de micelas

lamelares que consistem em duplas camadas de moléculas de surfactante colocadas lado a

lado®°.
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Exceptuando os casos de concentragoes elevadas de surfactante, a maioria das-
evidéncias experimentais favorece o modelo de Hartley. Algumas dessas evidéncias

. . 20
encontram-se sumariadas de seguida™:

- O valor da concentragdo micelar critica depende mais do comprimento
da cadeia de hidrocarbonetodo do que dos grupos idnicos. Numa micela lamelar
seria de esperar uma maior sensibilidade para os grupos hidrofilicos que se
encontram préximos apesar de terem a mesma carga.

- As micelas lamelares expdem mais as cadeias hidrofébicas a dgua.

- As micelas tém nimeros de agregagdo constantes. Micelas lamelares
provavelmente nfo teriam um tamanho definido, pois estariam sempre dispostas a

aceitar mais moléculas.

O modelo de McBain foi apoiado por resultados de raios X*!'. Quando um feixe
monocromatico de raios X atravessa uma fina camada de solugdo de surfactante observa-se
uma figura de difrac¢fio cuja interpretagdo segundo a equagao de Bragg é consistente com 0
esperado de uma micela lamelar. Os resultados de raios X obtidos quando se adiciona
benzeno a um surfactante também sdo coerentes com a solubilidade numa micela lamelar.

No entanto, este modelo nio é satisfatério para explicar o tamanho limitado das
micelas. Termodindmicamente seria de esperar que as micelas lamelares tivessem tendéncia a
aumentar para minimizarem a energia do sistema. Além disso verifica-se que alguns
resultados de raios X sio ambiguos, uma vez que podem ser atribuidos a um certo
ordenamento das micelas esféricas imposto por forgas electrostiticas repulsivas.

Actualmente é aceite que o formato de uma micela varia com a concentragao do
surfactante. Embora geralmente sejam esféricas, algumas micelas para concentragdes bem
acima da concentragdo micelar critica e segundo condigGes apropriadas, podem adoptar outros
formatos, como é demonstrado na figura 1.5%

As micelas lamelares por apresentarem semelhangas com as membranas biolégicas sdao

% 55 , . - o E 1
muitas vezes utilizadas como modelos de investiga¢do de estruturas biologicas 2
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Figural.5- Alguns tipos de estruturas micelares: (a) esférica, (b) “disc-like””, (c¢) cilindrica,
(d) lamelar, (e) vesicula esférica. Os grupos hidrofilicos estdo representados pelos circulos
pretos.

Na figura 1.6 estd representada esquematicamente com mais pormenor uma micela
esférica. Considera-se que a micela tem um nicleo liquido formado por n cadeias carbonadas
com os grupos ionizados direccionados para a dgua. A camada que envolve o nicleo designa-
-se por camada de Stern que contém néo s6 os grupos iénicos, mas também (1 - o)n contra-
ides, cujo grau de ionizagdo o varia entre 0,6 e 0,9. Existe ainda uma camada mais difusa, a

camada Gouy-Chapman, contendo o contra-ides™".

Camada de
Gouy-Chapman

Camada
de Stern

Centro s R

Figura 1.6- Representaciio esquemadtica de uma micela iénica de SDS (adaptacao da referéncia
12).
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A superficie duma micela ndo € uniforme. Resultados de RMN? (ressonincia
magnética nuclear) indicam que algumas cadeias de hidrocarbonetos estdo expostas ao
solvente, ou pelo menos contactam com ele periodicamente. De facto as micelas contém uma
considerdvel quantidade de dgua (por exemplo: 33-46% no SDS). A dgua estd provavelmente
localizada ndo s6 na superficie mas também no interior da micela, diminuindo a sua
quantidade com a disténcia aos grupos hidrofilicos'?. Recentes estudos de fluorescéncia das
ligacdes hidrogénio nos agregados micelares indicam ainda que uma micela € uma estrutura
porosa na qual a dgua e a regido hidrofobica estdo em permanente contacto".

A superficie de uma micela pode ser considerada como um “ambiente” polar com
caracteristicas diferentes da 4dgua. O interior de caricter hidrofébico tem propriedades
semelhantes As cadeias de hidrocarbonetos liquidas embora mais ordenadas. Em geral a
micela apesar de possuir alguma caracteristicas de sélidos € semelhante ao estado liquido.
Esta dltima hipétese é consistente com os seguintes factos: a) a possibilidade de se formarem
micelas mistas com vérios aditivos e b) a ocorréncia de solubiliza¢do em sistema micelares. O
processo b) assemelha-se em muitos aspectos a extracgdo de substincias orgénicas da fase

: 13
aquosa, com as micelas a “actuarem” como uma segunda fase .

Aplicagoes das micelas

Os sistemas micelares tém tido ampla aplicagdo nos dltimos anos em diferentes dreas

da quimica analitica, sendo utilizados numa variedade de técnicas como a espectrofotometria
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de ultravioleta/Visivel (especialmente na deteccdo de metais), fluorimetria,
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espectrometria de quimiluminescéncia, espectrometria de absorgdo atémica’> e

cromatografia33’34.

As micelas sfo as responsiveis pela maior parte das aplicagbes prticas dos
detergentes como: (i) o aumento da solubilidade de compostos orgénicos em dgua devido a
sua incorporagdo na micela; (ii) catdlise de muitas reacgdes e (iii) alteragdo do equilibrio e da
velocidade de reaccgdes.

Adicionalmente, os sistemas micelares tém a vantagem de serem préticos devido asua

estabilidade, serem opticamente transparentes e relativamente nao téxicos'.
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1.3 DISTRIBUICAO DE FARMACOS ENTRE AS FASES AQUOSA E
MICELAR

Consideracoes gerais

De todas as aplicagdes das micelas, a de maior interesse analitico advém do papel
importante que desempenham em processos de solubilizagao. Substéncias pouco soldveis ou
mesmo insoldveis em 4gua podem ser transportadas por esta depois de terem sido dissolvidas
nas micelas. Por esta razio os sistemas micelares sao utilizados por exemplo como
detergentes ou como transportadores de farmacos'®. Este facto é comprovado pelo aumento
pronunciado da solubilidade quando a concentragdo micelar critica é atingida. Este aumento €
proporcional & concentragdo de surfactante, principalmente devido ao acréscimo do nimero
total de micelas por unidade de volume'?.

Os métodos de determinacio da solubilidade em sistemas micelares sdo idénticos aos
da determinacio da concentragdo de qualquer composto num dado solvente. Como a
solubilidade depende da temperatura é importante que estes métodos estejam sujeitos a uma
adequado controlo de temperatura.

A solubilizagdo é um processo dindmico, em que as moléculas solubilizadas estdao em
equilibrio permanente entre as fases aquosa e micelar (tempos de residéncia na micela = 10° a
10 segundos), quanto mais hidrofébica € a molécula maior é o seu tempo de residéncia na
micela®.

A tendéncia de um molécula interactuar com micelas é expressa pela sua constante de

ligacdo, K. Para a reacgéo
S+ C& SC (1.1)

em que S e C correspondem respectivamente ao substrato € ao agregado micelar, a

constante de ligac@o pode ser expressa por
K =ISCl (ISI C) (1.2)

C é expresso pela concentragdo do surfactante em forma de micela, isto €, igual a

diferenca entre a concentragdo analitica do surfactante e a concentrag¢do micelar critica.
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Determinacdo das constantes de ligacao

O processo de solubilizagdo € afectado por varios factores, que por sua vez
influenciam as propriedades das micelas (temperatura, concentragao do contra-ido, presenca
de electrélitos inertes), e é dificultado pelo efeito das préprias substancias solubilizadas nas
micelas'”.

No entanto, os valores das solubilidades podem ser interpretados, com as devidas
precaugdes, com base num modelo simples, no qual as micelas sdo consideradas uma fase
distinta do resto da solugﬁo'z.

Considera-se que a substincia A ¢ distribuida entre as fases micelar e aquosa de

acordo com a lei de distribui¢do simples:
Al / |Alw = Pa (1.3)

em que lAly e [Alw, correspondem s concentragdes locais do soluto A em mol/dm® nos
volumes das fases micelar e aquosa respectivamente.

Se ICaml € ICawl se referem, respectivamente, as concentracdes analiticas do soluto na
fase micelar e na fase aquosa (relativamente ao volume total da solucdo), |Aly e |Alw sdao

dadas como:
|Aly = 1Caml / CV (1.4)
Ay = ICawl / (1 = CV) (1.5)
em que C é igual a diferenca entre a concentragao do surfactante (em moldm™) e a
c¢mc, e V é o volume molar do surfactante.
A concentragio total de A em relagdo ao volume de todo o sistema, é dado por:
|Alp = 1Al CV + |Alw (1-CV) (1.6)

Combinando (1.3) com (1.6), obtém-se

lAlg/1Aly =1+ (Pa-1CV D
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em que Py € o coeficiente de partilha e os factores CV e 1- CV sdo as fracgdes por
volume das fases micelar e aquosa respectivamente.

Atendendo a que a distribuigdo (1.3) € satisfeita para concentragdes acima de Sw
(solubilidade de A em d&gua), entdo a solubilidade Sy na presenga do surfactante esta

relacionada com Sw pela equagdo (1.7), que pode ser escrita da seguinte forma:
Sw/ Sw=1+K\C (1.8)
Em que a constante K, corresponde a
Ka=Pa-1V (1.9)

e tem, a dimensdo de uma constante de ligagdo comum (M'l).

Para consideracdes gerais, a equagdo (1.3) serd aplicada apenas para solucgdes diluidas,
pelo que a equagdo (1.8) € aplicada unicamente para substincias pouco soldveis, cujas
solucdes saturadas possam ser consideradas ainda “diluidas”.

A equagio (1.8) pode ser rescrita como:
SmM/Sw—1=KasC (1.10)

A representacdo gréfica de Sy / Sw — | em fungdo de C d4 origem a uma recta cuja
interseccdo na origem € igual a zero e o declive ¢ igual a Ka.

As constantes do tipo K, sdo indicadoras da eficiéncia da solubilizacdo. Exemplos da
utilizagdo de valores de solubilidade de varias substancias para a determinag@o das constantes
de ligagdo com as micelas podem ser encontradas nas referéncias 36-40.

A constante de ligagdo de uma substincia a uma micela pode ser facilmente obtida
quando existe variagdo numa propriedade molecular que possa ser detectada ao passar de um
meio aquoso para um meio micelar'?,

Neste trabalho a propriedade utilizada é a absorvancia, obtida por espectroscopia de
ultravioleta-visivel, mas também se poderia ter recorrido a espectroscopia de RMN

(ressondncia magnética nuclear) ou & espectroscopia de RSE (ressonincia de spin

electronico). Uma vez que a alteracdo das absorvancias ou absortividades molares estd
relacionada com a mudanca do microambiente da molécula, estes resultados poderdo ser

utilizados para interpretar a localizagio das moléculas solubilizadas na micela.
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Localizagio das moléculas solubilizadas numa micela

A localizagio e a orientagdo das moléculas solubilizadas numa micela estdo
dependentes da natureza da espécie solubilizada e do surfactante.

Como ja foi referido, as micelas sdo estruturas dindmicas ndo permitindo assim
determinar com exactiddo a localizagdo do soluto, podendo-se no entanto determinar a sua
localizacdo preferencial. De salientar, no entanto, que apesar de uma dada regido da micela
poder ser um local preferencial de solubilizagdio, ndo hd nenhuma garantia de que todos os
fenémenos relacionados com o sistema estejam associados a essa regiﬁo15

Os diferentes locais possiveis de solubilizagdo numa micela encontram-se
esquematizados na figura 1.7, onde se torna evidente que as moléculas solubilizadas podem

estar localizadas em vérios microambientes, desde a superficie da micela até ao interior mais

N
2 N

profundo do agregado35

Figura 1.7- Esquema das possiveis localizacoes das moléculas solubilizadas

Assim, as moléculas solubilizadas na micela podem ser encontradas nos seguintes
locais™:

|- Adsorvidas na superficie da micela, isto €, na interface dgua/micela, que € a
suposi¢do mais provéavel para moléculas contendo grupos polares;

2- Entre os grupos hidrofilicos, no caso de surfactantes ndo iénicos;

3- Entre os grupos hidrofilicos, préximo da superficie micelar orientados
radialmente na micela de forma a que a parte polar da molécula esteja situada na
superficie e a parte apolar no interior da micela;

4- Situadas mais profundamente entre oS grupos hidrofdbicos;

5. No interior da micela de carécter hidrofébico;
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Para verificar a forma como as moléculas sdo solubilizadas numa micela € usual
comparar espectros de ultravioleta-visivel, RMN e RSE, tracados na presenga e na auséncia
de surfactante. No entanto a interpretagio dos espectros € dificultada pelo facto de os efeitos
observados dependerem de virios factores. Por essa razdo os estudos publicados, utilizando
diferentes métodos e dando resultados consistentes acerca do rearranjo das moléculas
solubilizadas numa micela, sdo especialmente valiosos.

Em geral verifica-se qu612:

- as moléculas alifticas estdo imersas no interior hidrofébico das micelas ;

- as moléculas aromdticas ou as partcs aromdticas das moléculas estdao
provavelmente na superficie das micelas catiénicas e no interior das micelas
neutras e aniénicas;

- as moléculas com substituintes polares (dlcoois, fenois, dcidos, aminas etc) estao
orientadas com os grupos polares para a superficie e as partes nao polares imersas
no interior da micela;

. os iBes sdo adsorvidos na superficie das micelas.

A eficiéncia de uma interaccio quimica entre as moléculas solubilizadas estéd
obviamente dependente da respectiva orientagdo. O rearranjo das moléculas solubilizadas na

micela €, por conseguinte, uma questdo que importa ser examinada em mais detalhe.

Factores que influenciam a solubilizagcdo

O principal factor a influenciar a capacidade de um surfactante solubilizar uma
substincia ¢ a sua estrutura molecular, uma vez que € ela que determina as suas caracteristicas
(cmc, nimero de agregagdo, forma da micela, etc). Consequentemente todos os factores que
afectam a estrutura molecular do surfactante também inferem no valor da solubilidade,
nomeadamente a adicdo de um terceiro componente na solugdo de surfactante'”.

A concentracdo micelar critica € o nimero de agregagio podem ser relacionados com
o tamanho e a natureza do grupo hidrofdbico da micela. Verifica-se que o aumento do
tamanho do grupo hidrofébico para um dado grupo hidrofilico provoca a diminui¢io da cmc e
o aumento do nimero de agregagao.

Como os hidrocarbonetos e o0s compostos orginicos pouco soldveis em dgua

usualmente se solubilizam no interior e entre os grupos da micela, a quantidade de material
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solubilizado serd tanto maior quanto maior for o tamanho da micela. Entdo, qualquer factor
que provoque o aumento do tamanho da micela também contribui para um aumento da sua
capacidade de solubilizagdo. O aumento do tamanho da cadeia de hidrocarboneto, por
exemplo, origina uma diminui¢do da cmc e um aumento do nimero de agregacdo de modo a
permitir que um maior nimero de substincias se incorpore na micela.

Considerando o poder solubilizante dos diferentes tipos de surfactante para uma dada
cadeia hidrofébica, geralmente verifica-se que os surfactantes neutros tém um poder
solubilizante superior ao dos surfactantes cati6nicos, e o destes, por sua vez, € maior que dos
aniénicos.

A estrutura do composto a dissolver € também um dos factores que afecta a
solubilizagio. Harkin ef al.*! investigaram a solubilizagio de hidrocarbonetos e de compostos
aromdticos e concluiram existir uma relag@o inversa entre o volume molecular do soluto e a
sua quantidade solubilizada. Um factor ainda a ter em conta é a polaridade do composto a
solubilizar. No caso de surfactantes neutros, verifica-se que quanto mais polar é a molécula a
solubilizar, maior € a capacidade da micela para incorporé-la. Tal facto &, alids, indicativo que
a solubilizac@o ocorre entre os grupos hidrofilicos da micela.

Como a temperatura influencia as caracteristicas de uma micela, consequentemente
também afectard a solubilidade dos solutos, devido 2 alteragdo da estrutura da micela. Além
disso uma variagdo da temperatura afecta as interac¢des intermoleculares entre soluto e
solvente (por exemplo as ligacdes de hidrogénio), o que pode significar uma alteracdo das
propriedades do surfactante e do soluto. Geralmente observa-se que um aumento de
temperatura € responsavel pelo aumento da solubilizagdo dos compostos polares e apolares
em micelas de surfactantes idnicos, enquanto que para os surfactantes neutros o efeito da
temperatura depende da natureza do soluto. Compostos apolares localizados no centro da
micela sofrem um aumento da solubilidade devido ao aumento do nimero de agregagdo.'

A adigdo de substincias que ndo fazem parte do sistema inicial (solvente-surfactante-
soluto) pode provocar alteracdes significativas no poder solubilizante de um surfactante
devido ao seu efeito na concentra¢do micelar critica e no nimero de agregragdo. Verifica-se
que a adigdo de compostos polares aumenta a solubilidade do soluto apolar nas micelas
i6nicas. Winsor42 sugeriu um mecanismo para tal accdo baseado em interacgdes intra e
intermoleculares. Na esséncia, 0 mecanismo, como se pode observar na figura 1.8, envolve a
incorporagdo do composto polar entre os mondémeros de surfactante. Como resultado, surge
uma diminui¢do das repulsdes entre os grupos hidrofilicos, € um aumento do volume do

interior da micela, originando assim um maior espago para incorporar o soluto.
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b
Adigd@o de composto
polar

Figural.8- Mecanismo de Winsor para aumentar a solubilidade de solutos apolares devido a
adicdo de compostos polares (adaptacio da referéncia 15).

A adiciio de electrdlitos a surfactantes iénicos diminui a concentrag@o micelar critica e
aumenta o ndmero de agregacdo, ou seja o tamanho da micela. Para concentragdes de
surfactante perto da cmc, verifica-se geralmente um aumento da solubilidade como resultado
de um aumento do nimero de micelas, no entanto, para concentracdes bem acima da cmc, é
dificil prever o efeito do electrélito. Esta dificuldade dever-se-d ao facto do efeito na
solubilidade resultante da adicdo de electrélitos, estar relacionada também com a natureza do
soluto e a sua potencial localizagdo na micela. Os solutos apolares como os hidrocarbonetos
sofrerdo um aumento de solubilidade devido ao aumento do volume do centro da micela. Para
solutos polares, como alguns dlcoois, que se localizam entre os grupos hidrofilicos, observa-
se uma diminui¢io de solubilidade, uma vez que a diminui¢do das repulsdes dos grupos
hidrofilicos provoca a sua aproximagio néo permitindo assim a incorporagdo do soluto"’.

Outro factor que pode afectar a capacidade solubilizante de um surfactante € o pH.
Apesar deste efeito ainda ndo estar extensivamente documentado, como os factores anteriores,
¢ de se esperar que os surfactantes mais sensiveis ao pH, como os carboxilatos, sofram
variacdes significativas de solubilidade com a alteragdo do pH do meio. Além disso, uma
alteracdo de pH -pode afectar a natureza do préprio soluto originando diferentes interacgoes

com as micela, incluindo o préprio local de solubilizagdo'’.



1.4 EQUILIBRIO ACIDO/BASE EM SOLUCOES MICELARES

Consideragoes gerais

O aumento da utilizagdo de solugdes micelares como solventes em quimica analitica,*

bem como noutras 4reas como por exemplo na catélise micelar,*

tem contribuido para o
crescente interesse do conhecimento da influéncia das micelas nas propriedades dcido/base de
substancias. Esta influéncia pode ser significativa e reflecte-se na variagdo das constantes de
ionizagdo.

A amplitude da variacdo da constante de acidez depende de duas propriedades do
microambiente da substincia na micela: a constante dieléctrica e o potencial de superficie.” ™’
A contribui¢do destas duas propriedades na variagdo das constantes de acidez tem sido
quantificada com base em modelos electrostiticos e de troca idnica, que permitem prever 0s
efeitos da concentragdo do surfactante e da adicdo de contra-ides na variagéo das constantes
de acidez™. De seguida serdo descritos os dois modelos utilizados neste trabalho, o modelo de

Berezin e 0 modelo PIE.
Tratamento teorico da acidez em meio micelar

A dissociagdo de um d&cido catiénico, como os utilizados no presente trabalho, em

solucdo aquosa, pode ser representada pela seguinte equagdo quimica
HB" & H + B (1.11)

Para a qual se pode definir a constante de acidez pela equacdo

_1H" B (1.12)

‘ | HB* |
Em solugdes micelares, a constante de acidez aparente deste mesmo 4cido € definida

pela expressdo

BT by (1.13)

K
= | HB™ |
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No entanto, em soluges de surfactantes com concentragdo superior 4 concentragio
micelar critica, as espécies B e HB™ podem encontrarem-se ligadas as micelas, admitindo-se a

sua distribuic@o entre a fase aquosa e micelar, obtendo-se assim,

_ (Bl +IBI)IH" |,

s (1.14)
(| HBl,+| HB1 )

em que os indices f e b se referem, respectivamente, as espécies livres e ligadas as

micelas. Quando

|Bl,+|B1,= HB" |, +| HB" |, (1.15)
O valor de pK,y, € definido como o valor de pH intermicelar.
pKapp = pH = -logIH'l (1.16)

Nestas e nas expressdes seguintes, H" representa o protio, HB* e B representam,

respectivamente a forma protonada e a forma neutra da benzodiazepina.

Berezin propds um dos modelos mais simples para a dissociagdo de espécies
protonadas (HB"), considerando a distribuicdo das espécies entre as micelas e o meio

aquoso.45 Esta distribuigdo € descrita pelo seguinte conjunto de equilibrio: |

|H*11BI
HB; «—H;+B, K,=—I1L (1.17)
| HB*I,
| Bl
B, «—B Ky=——t—
f b B 1BI,C, (1.18)
B, + H} > HB; = (1.19)
* IBLIH",
HB; < HB; kr =B L (1.20)

R LG,
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Utilizando as constantes de equilibrio acima representadas e substituindo na equacio

(1.15), € possivel derivar a seguinte expressdo para a constante de acidez,

(+K5C,)

K =H"|,=Ka
Ry d i1+K,’;’B+ L )

[1.21)

onde Cp € a concentragio de surfactante acima da cmc (diferenca entre a concentragéo
total de surfactante, Cr, e a concentragio micelar critica, cmc, isto é, Cp= Ct - cmc), K™ys™ €
K"g sdo respectivamente as constantes de ligagfio as micelas das espécies protonadas e das

espécies neutras e K, € a constante de acidez da espécie protonada em meio aquoso.

O modelo PIE (Pseudophase Ion Exchange), considera a existéncia de duas fases, a
fase aquosa e a pseudofase micelar, e a troca idnica entre as espécies protonadas e o contra-
ido do surfactante.*®

Considerando a pseudofase micelar idnica como uma fase distinta da fase aquosa, €

possivel descrever a permuta iénica entre as duas fases por um equilibrio do tipo:
*y
X, +Y, 45X 47, (1.22)

O coeficiente de selectividade correspondente, é dado pela seguinte expressdo:

%7,

% XY,

(1.23)

O facto de as micelas ndo constituirem uma fase macroscépica continua pode levar a
que se questione a aplicabilidade da equagdo (1.23) para meios micelares. No entanto,
verifica-se que o processo de troca iénica em solu¢des micelares pode efectivamente ser
tratado como se ocorresse entre as pseudofases aquosa e micelar®®,

Neste modelo pressupde-se que Kxsy, o grau de ionizagdo da micela (o) € o valor da
cme ndo sdo afectados pela variacdo da concentragdo total de surfactante.

A aplicagdo do modelo PIE assume ainda que a ligagdo de uma espécie as micelas
pode ser descrita por uma constante, K™,, cujo valor reflecte as propriedades das micelas no

meio, propriedades essas que sdo consideradas independentes da composigéo da soluggo.
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Na aplicag¢@o do modelo PIE a um 4cido fraco do tipo HB" em solugdo micelar de um
surfactante ani6nico, D”Y", pode-se considerar que os seguintes equilibrios, juntamente com
os mencionados para o modelo de Berezin, caracterizam a dissociagdo e a distribuicdo das

espécies neutras e protonadas entre as micelas e a solu¢@o aquosa,

HB' +Y, «— HB; +Y gn - HE LY, (124)

. Sy + . M :

re S w7 " THB 1,17,

H! +7, H+Y Ko ALY, (1.25)
+Y, ——H, + e — :
re P A4 IHT LY,

Utilizando as constantes de equilibrio acima mencionadas e substituindo na equagio

(1.15), obtém-se a expressio

+ (1+ch )
dep =l.H lf:K (126)
[I—J-KHB/[/ H
em que
Y,=(-a),-(H", +1HB"|,) (1.27)
¥ =CDa+cmc+QH+ |, +1 HB* |;,)+|BY ) (128)

Na aplicagdo do modelo PIE a um dcido fraco do tipo HB" em solugdo micelar de um
surfactante catiénico, DY, pode-se considerar que os seguintes equilibrios, juntamente com
os mencionados para o modelo de Berezin, caracterizam a dissociacdo e a distribui¢io das

espécies neutras e protonadas entre as micelas e a solugiio aquosa,

e B IBLIYI, (1.29)
+Y,«—B, +
£ wEI B/ IBIIYl,

|OH 1,1 Y 1, (1.30)

OH;+Y, +—0H, +Y
e e o = OH 11 Y|,




Utilizando as constantes de equilibrio acima mencionadas e substituindo na equagio

(1.15), obtém-se a expressdo

[”K%(/Yfﬂ (131)

K,,=H"l =K,

b+ ,.Co)
em que
Y,=(-a)c, ~(0H |, +1BI,) (132)
€
Y, =Cpa+cmc+(OH |, +1 BI, 1 BY I, (1.33)

Efeito dos sistemas micelares nas constantes de ionizacdo

Apesar de existirem virios estudos publicados sobre a influéncia de sistemas micelares

nas propriedades dcido/base de diversas substéncias, estes referem-se a dcidos neutros e nio a

dcidos catiénicos como os analisados neste trabalho. Contudo, estes estudos permitem

comparar a variagdo das constantes de ionizagdo dos 4cidos neutros nos diferentes

surfactantes e prever o comportamento esperado para os 4dcidos catiénicos.

Para dcidos neutros verifica-se que o facto do surfactante utilizado como solvente ter

carga negativa, positiva ou ndo ter carga, provoca alteragdes diferentes nos valores das

constantes de acidez. Considerando ApK,= PKqpp — pKa, € 0 equilibrio HA < H™ + A’ as

. » = .4
seguintes observacdes sio feitas*:

Os sistemas micelares aniénicos em alguns &cidos nio provocam uma variagdo
significativa e noutros provoca uma diminuigio da ionizacdo (ApK, >0), devido &
repulséo electrostdtica entre a base conjugada (A") e as micelas, deslocando o

equilibrio para a esquerda.

Os sistemas micelares neutros diminuem a ionizagio devido ao facto de ser a

espécie dcida ndo dissociada a ligar-se & micela, logo ApK, é positivo.

Os sistemas micelares catidnicos provocam resultados opostos aos dos sistemas

aniénicos, apresentando um aumento da ionizagdo, provavelmente devido A forte
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atrac¢do electrostdtica entre a carga negativa da base conjugada e o grupo
cationico da micela, que desloca o equilibrio para a direita. Portanto a ionizagdo

aumenta quando Ka>Kya.

Estas observagdes permitem extrapolar o comportamento dos 4cidos catiénicos em

meio micelar:

- Em sistemas micelares aniénicos, devido 4 atracgdo electrostitica entre o dcido e o
grupo anidnico das micelas, € de esperar que o equilibrio (1.11) seja deslocado
para a esquerda, provocando uma diminui¢do da ionizagdo, ou seja o aumenta dos

valores de pKpp.

- Nos sistemas micelares neutros, se considerarmos que € a espécie sem carga (B) a
responsdvel pela associagdo as micelas, tal como sucedia com os 4cido neutros,

entdo o equilibrio (1.11) serd deslocado para a direita, aumentando a ionizagio

(ApK,<0).

- Os sistemas micelares catiénicos por norma provocam resultados opostos aos dos
sistemas micelares anidnicos, apresentando entio neste caso um aumento da
ionizagdo, provavelmente devido & repulsdo entre o 4cido catiénico e as micelas

catidnicas.
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1.5 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS PARA DETERMINACAO DE
CONSTANTES DE EQUILIBRIO

Consideracoes gerais

A determinagdo de constantes de equilibrio em solucéo é uma drea da quimica que tem
sido largamente estudada dado o seu interesse nao s6 sob um ponto de vista meramente
quimico, isto €, do conhecimento da possivel interacgdo de substincias em solugdo e do seu
comportamento como 4cidos, bases ou complexos moleculares, mas também pelo interesse
que estas constantes podem ter na resolu¢io de problemas de outras 4reas da Ciéncia como
por exemplo a biologia e a farmacologia.

A determinag@o experimental de constantes de equilibrio s6 pode ser efectuada a partir
de uma determinada propriedade mensurdvel que possa ser relacionada com as concentragdes
em solucdo de alguma ou de algumas espécies do sistema em estudo.

Os meétodos experimentais utilizados para obter constantes de equilibrio podem ser
divididos em dois grandes grupos:

1) métodos em que a propriedade medida € proporcional a concentragdo de uma

determinada espécie (todos os métodos espectroscdpicos);

ii) métodos em que a propriedade medida é proporcional A actividade das

moléculas de uma determinada espécie (maioria dos métodos electroquimicos
e de distribui¢do).

De salientar, no entanto, que quando as determinagGes experimentais sfo efectuadas
mantendo a composi¢cdo do meio constante (na pratica, mantendo a for¢a iénica constante
com o recurso a utilizacdo de um electrélito inerte), esta divisdo deixa de ter significado e as
constantes de equilibrio passam a ser constantes estequiométricas, embora neste caso seja
necessdrio definir de forma explicita as condi¢des experimentais utilizadas.

De seguida aborda-se a espectrofotometria de ultravioleta/visivel, o método utilizado
neste trabalho, que € alids, uma das técnicas mais utilizadas na determinagio de constantes de
equilibrio devido ao facto da instrumentacdo utilizada ser corrente na maioria dos laboratérios
e também por fornecer valores que geralmente 'S80 muito precisos, conjuntamente com

alguma informacdo estrutural sobre as espécies em solug@o.
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Aquisicdo de dados

A determinagio de constantes de equilibrio a partir de resultados espectrofotométricos
¢ realizada com base na lei de Lambert-Beer (A= € bc), que mostra que, para uma dada
substancia e a um dado comprimento de onda, a absorvéncia (A) ¢ directamente proporcional
a concentracdo (c) da espécie absorvente, para a mesma espessura (b). Trata-se duma lei
fundamental para todos os tipos de absor¢ao electromagnética, aplicando-se ndo s6 a solugdes
mas também a gases e a s6lidos®.

O termo € chama-se absortividade molar, quando a concentragdo se exprime em moles
por litro, ou somente absortividade, dando-se o simbolo a quando se usam outras unidades
para a concentragdo. Note-se que a absortividade € directamente proporcional a drea de
captura associada a uma dada particula, pelo que depende assim, do tipo de substincia e da
energia do feixe incidente, ou seja, do seu comprimento de onda.

A lei de Beer € aditiva, isto €, pode aplicar-se a uma solu¢io contendo mais do que
uma espécie absorvente, desde que ndo haja interac¢io entre elas. Assim, para um sistema de

varios componentes temos
A=A+ Ay +.+ Ay=ebC +&,bCs +...+ £,bC, (1.34)
onde os indices se referem as espécies absorventes 1,2, ...,n.

A qualidade dos dados espectrofotométricos obtidos estd directamente relacionada
com o cuidado com que se fazem as determinagdes experimentais. E importante ter presente
as caracteristicas fundamentais do espectrofotémetro utilizado e garantir que as medigdes de
absorvancia sejam efectuadas na zona de méxima precisdo do instrumento’. Um parimetro a
ter em consideragdo € a temperatura, devendo usar-se células termostatizadas na determinago
de constantes de equilibrio, pois estas variam com a temperatura (AG = -RTInK).

A base para a obtencdo de constantes de acidez por espectrofotometria de
ultravioleta/visivel € a determinagio directa da razdo entre moléculas ndo dissociadas e
moléculas dissociadas numa série de solugdes com solvente nio absorvente a pH ajustado™.

Na prética mede-se a absorvancia de uma série de solugdes a virios comprimentos de
onda, contra uma solu¢do de referéncia (branco). Deve ser entdo obtido o espectro das
espécies nido dissociadas, numa solugdo a pH fixo, de modo que toda a substancia a analisar se

encontre nessa forma. O espectro € depois comparado com outro obtido sé com moléculas
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dissociadas, a um outro valor fixo de pH™". Deve ser escolhido o comprimento de onda ou a
zona de comprimentos de onda para qual a diferenca existente entre as absortividades molares
nestas espécies seja maior. Quando ndo hd uma variacfo significativa, deve usar-se virios
comprimentos de onda interpolados em intervalos iguais5 g

Utilizando vénas solugdes com valores de pH intermédios, pode-se calcular a razio
entre as duas espécies, uma vez que ela depende unicamente do pH da solu¢do que é medida
espectrofotometricamente. Se for assumido que ambas as espécies se encontram dentro dos
requisitos da lei de Lambert-Beer, a absorvéncia (A) no comprimento de onda analitico serd
devida a soma das absorvancias das espécies moleculares (Ay) e das espécies ionizadas (Ay),

i #50
15to 65

Agbs. = Am + Ay (1.35)

Embora possa ser apenas necessdrio usar determinadas zonas espectrais para a
obtencdo de constantes de equilibrio de um determinado sistema em estudo, a obten¢do do seu
espectro total pode muitas vezes permitir obter informagdo sobre o nimero de componentes
desse mesmo sistemna’.

Como observado na equacao 1.34 a absorvincia de cada componente esta relacionada
com a sua concentragdo molar. A concentrac¢io das espécies ionizadas na mistura € F;C e das

espécies moleculares € FyC. Assim, a equagdo 1.35 toma a forma
Aobs = EMFMCb . gFICb (1.36)

Em que e&v e g sdo as absortividades molares das espécies ionizadas e moleculares,
respectivamente, Fy € a fraccio ionizada e Fyé a frac¢io da forma molecular.
As fracgdes ionizada e molecular da espécie absorvente, sdo dadas pelas expressdes

matematicas seguintes no caso de se tratarem de dcidos

K
Bt 1.37
"IHYI+K, et
L (1.38)

|H* 14K,
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Como as c€lulas utilizadas nas determinagdes experimentais tém o mesmo percurso

optico e € = A/C, a equagdo 1.36 toma a forma

£ = +8 L
"TH*1+K, YIH"I1+K,

(1,39)

Desde que a concentragdo total seja igual em todas as determinacGes, é possivel
substituir o valor das absortividades molares pelo das absorvéncias. A equagdo pode ser
rearranjada em duas formas de modo a poder ser aplicada em diferentes situacdes:

Se A€ maior que Ay

A-A
K, = pH +log—~L——~ (.40
PK, = pH +log——

T Ag

Se Ay € maior que A

M

-
K = pH +log——L 1.41
PK,=p gA A (1.41)

Apds a definigio do modelo que poderd descrever o sistema em estudo, os resultados
experimentais serdo tratados de modo a permitirem a obtengdo de constantes de equilibrio.
Para o método espectrofotometria de UV/VIS os métodos matemdticos simplificados sdo
frequentemente usados, no entanto, dada a existéncia de alguns programas de regressio nao
linear para o célculo de constantes de equilibrio por espectrofotometria de UV/VIS, estes
resultados experimentais sdo por vezes apenas utilizados para a obtencio de estimativas das
constantes de equilibrio e informagdo sobre o nimero de componentes do sistema’.

A obtengdo de valores de constantes de equilibrio utilizando resultados
espectrofotométricos depende do conhecimento das absortividades molares das espécies do
sistema em estudo e se ndo for possivel a sua determinagdio experimental, serfio mais um
pardmetro a determinar conjuntamente com as constantes de equilibrio, o que pode fornecer
valores menos fidveis para ambos os parmetros, dada a intercorrelacio entre eles’’2. No
entanto, a possibilidade de os obter permite considerar a espectrofotometria como um método
que fornece mais informagdo sobre a plausibilidade do modelo proposto para o sistema em

3
estudo.>**




CAPITULO 2

METODOLOGIA

Neste capitulo descrevem-se as condi¢des experimentais utilizadas neste trabalho, que
consistiu em grande parte na determinagdo de constantes de acidez. Por esta razdo e pelo facto
de uma andlise de resultados publicados sobre constantes de equilibrio realizada pela [IUPAC
mostrar que em muitos casos a falta de especificagdo das condigdes experimentais utilizadas
na obteng¢ao das constantes ndo permite tirar conclusdes sobre a sua fiabilidade nem tdo pouco
reproduzi-las, houve uma especial atengdo na descrigdo das condigdes experimentais tendo-se
revelado todas as informagdes especificas exigidas pela IUPAC® para a publicacdo de
constantes de equilibrio (ver apéndice B).

Assim sendo, encontra-se descrito neste capitulo a instrumentagdo utilizada, os
reagentes, a composi¢ido das solugdes (indicando claramente a forca idnica), a indicacdo da
temperatura a que as determinagdes foram realizadas, o método de calibracdo e ainda os

métodos de calculo utilizados.
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2.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados eram de qualidade pro analysi ou semelhante e nio
foram submetidos a qualquer purificagdo adicional. As solugdes foram todas preparadas com

dgua desionizada (condutividade inferior a 0,1 mScm’l).

As benzodiazepinas estudadas foram o clorodiazepoxido (CLDZ) e o diazepam (DZP).
O CLDZ foi gentilmente cedido pelos laboratérios da industria farmacéutica Hoffman La

Roche (Basle, Switzerland) e o DZP pelos laboratérios Bial.

Os surfactantes utilizados foram o dodecilsulfato de sédio (SDS), o polietilenoglicol p-
t-octil-fenol (Triton X-100), ambos da marca Sigma e o brometo de hexadeciltrimetilaménio

(CTAB) da marca Aldrich.

O pirogalhol era da marca Merck; o cloreto de sédio da marca Merck; o hidréxido de
sédio da marca Riedel-de Hagén e as solugdes padrdo de édcido cloridrico da marca Merck

(Titrisol, ref. 9973).
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2.2 SOLUCOES

As solugdes utilizadas nos ensaios, todas com forga idnica ajustada a 0,1 M em NaCl,
foram obtidas por dilui¢do rigorosa de solu¢des mais concentradas de CLDZ, SDS, Triton X-
100, CTAB e NaCl em 4gua, preparadas por pesagem numa balanga analitica (10‘5g) da marca
Metler, modelo AT201.

As solugdes de clorodiazepoxido e de diazepam foram sempre que possivel, mantidas
ao abrigo da luz para minimizar a sua decomposigdo.

As solucoes de cada um dos surfactantes em dgua (0,05M-0,10M) permaneceram
estaveis durante varias semanas.

Devido a formagio de cristais nas solu¢des de CTAB a temperaturas inferiores a 20°C,
foi necessdrio submeté-las a um aquecimento até a temperatura de 25°C para posterior
utilizagio.

As solugdes de hidréxido de sédio usadas nas titulagdes foram sempre preparadas de
modo a serem isentas de carbonato para manter a concentragdo de ides hidréxido. Para esse
efeito foram sempre preparadas a partir de uma solucio saturada de hidréxido de sédio (50 %
m/m), usando dgua desionizada previamente fervida e arrefecida em atmosfera de argon. A
solucdo saturada de hidréxido de sédio foi filtrada antes de adicionada & solugdo, removendo
assim o precipitado de carbonato de sédio. Para evitar o contacto da solugdo com o diéxido de
carbono (e a consequente formagdo de carbonato) fez-se passar continuamente pela solugio
uma corrente de drgon. A forca iénica foi mantida com NaCl a 0,1 M.

O drgon usado, de qualidade P48, foi conduzido em canalizacdo de ago inoxidavel,
directamente da garrafa e purificado antes de ser introduzido na solug¢do de hidréxido de
sddio. A purificagdo prévia do drgon foi feita pela sua passagem por dois frascos lavadores, o
primeiro contendo uma solugdo alcalina de pirogalhol (350 g/dm3 de hidréxido de sédio e 30
g/dm® de pirogalhol) para remover o diéxido da carbono, e o segundo contendo dgua para

humidificar o drgon e evitar o arrastamento do pirogalhol.
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2.3 INSTRUMENTACAO UTILIZADA

Medicies de pH

Todas as medig¢des foram efectuadas sob atmosfera inerte de drgon num vaso de vidro
termostatizado de parede dupla, tendo a temperatura sido mantida constante a 25 £ 0,1°C por
recirculag@o de d4gua com um circulador Clifton. A homogeneizagado das solucdes foi realizada
com um agitador magnético da marca Crison, modelo 2038.

Utilizou-se um eléctrodo de vidro sensivel ao catido hidrogénio da marca Russel
modelo SWL ref 49935/24 e um eléctrodo de referéncia de prata /cloreto de prata de dupla
junc¢do da marca Russel modelo 900200, ref. 51898/5 (solucdo interna: solugdo Orion saturada
com Ag; solucdo externa: NaCl 0,1 M)

Os pardmetros de calibragdo do eléctrodo de vidro foram obtidos por titulagdo de
solugdes 4dcido forte com base forte, utilizando um sistema de titulagdo automdtico cuja
descricdo pormenorizada encontra-se na secgdo seguinte devido a sua importincia para os
valores determinados das constantes de acidez.

O ajuste de —log Cy" das vdrias solugdes foi efectuado por adi¢do de quantidades
vestigiais de acido forte ou base forte as solugdes amostra de modo a que a quantidade de
volume adicionado fosse desprezavel. As medigoes de —log Cy" e a calibracio do sistema

foram sempre realizadas como se descreve na sec¢io seguinte.

Medicaes espectrais

Todas as determinagdes espectrofotométricas de ultravioleta-visivel foram efectuadas
a 25 £ 0,1°C utilizando um espectrofotémetro de duplo feixe da marca Unicam, modelo
UV2-100452, equipado com um acessério de controlo de temperatura por circulacdo de dgua
termostatizada. A largura da fenda utilizada foi de 2 nm e usaram-se cubas de quartzo com

um percurso éptico de | cm .
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2.4 SISTEMA AUTOMATICO DE TITULACAO

Titulacao acido forte/base forte

Para a calibrag¢do do eléctrodo de vidro, o método mais vulgar é o uso de solugdes
tampdo com valores de pH fixados em func¢do da actividade das espécies. Todavia, a eficicia
deste método ndo ¢ satisfatdéria para a determinagio de constantes de equilibrio, na medida em
que mesmo que Se assuma uma expressao matemadtica que permita relacionar o pH definido e
a actividade do catido hidrogénio num tampdo, serd sempre dificil relaciond-los correctamente
com a concentracdo de catido hidrogénio de uma solu¢do amostra, como a que € utilizada na
determinacao de constantes de acidez. A utilizagdo de solugdes tampdo de concentragdo com
forga i6nica ajustada,56 pode ser uma alternativa mas tem o inconveniente de necessitar de
valores de coeficientes de actividade do catido hidrogénio, o que obrigaria & sua determinagio
em cada caso especifico.

Assim, neste trabalho optou-se por utilizar uma titulacdo dcido forte/base forte que
permite a obtengdo dos pardmetros de calibragao do eléctrodo de vidro na mesma matriz que
as solucdes em estudo, evitando os erros provenientes da diferenca da composicdo idnica das

solugdes.

Constituicao do sistema

O sistema automdtico de titulacdo utilizado foi constituido por uma bureta automatica
de pistdo da marca Crison 2031 e por um decimilivoltimetro Crison 2002, ambos controlados
por um micro-computador ao qual estdo ligados através de interfaces RS-232. A seringa de
vidro aplicada a bureta foi da marca Hamilton (émbolo de 2,5 ml). Todas as medicdes
realizadas no sistema foram efectuadas sob atmosfera inerte e a temperatura constante como
descrito anteriormente.

O programa de controlo e aquisi¢do de dados deste sistema (elaborado no Laboratorio
de Quimica-Fisica da Faculdade de Farmacia do Porto) permite o dominio de 14 variaveis
tornando assim possivel a utilizagdo do sistema ndo sé em tarefas de rotina mas também na
obten¢do de constantes de equilibrio, podendo o sistema ser utilizado em qualquer titulagio

potenciométrica, desde que se utilizem titulantes e eléctrodos adequados.




53

Figura 2.1- Esquema do sistema automatico de titulagio™

Programa de controlo e aquisicdo de dados

O programa de controlo e aquisicio de dados permite a escolha de dois tipos de
titulag@o (dindmica ou monotdnica) e de outros pardmetros como se ilustra na figura 2.2.

Numa titulacdo dindmica a adi¢do de volumes é controlada automaticamente (apds a
adi¢do inicial ter sido fixada), sendo essa adicdo inversamente proporcional ao declive da
curva de titulagdo. Numa titulacdo monoténica a primeira adi¢cdo também € fixada, no entanto
as restantes sdo sempre constantes (iguais a primeira).

Em todas as titulagoes € introduzido um tempo de espera constante apds a adigdo de
titulante e antes da leitura do potencial. Cada leitura do potencial sé € aceite se a diferenca
entre as vdrias leituras de um dado ponto experimental for inferior ao critério de estabilidade
do eléctrodo (outro pardmetro previamente fixo) e sé depois de uma medigio ter sido aceite é
que € adicionado uma nova quantidade de titulante.

A medida que ocorre o ensaio experimental, visualiza-se no monitor os parametros
previamente fixados e a curva de titulagio, o que permite a detec¢do imediata de qualquer
anomalia (como por exemplo, a presenca de carbonato).

O fim da titulacdo pode ser controlado quer fixando o volume médximo de titulante
quer fixando um determinado valor méximo ou minimo de potencial admitido.

Quando a titulagdo termina, os resultados obtidos sdo automaticamente armazenados e
o tratamento dos resultados experimentais € efectuado com um programa de regressao linear,

escrito em linguagem BASIC, que permite a obtengdo dos pardmetros de calibraciao do
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sistema pelo método de Gran e pela equagdo de Nernst. O volume equivalente é determinado
pelo método de Gran e pelo método da segunda derivada.

A qualidade das leituras da diferenga de potencial é condicionada pelo tempo de
espera entre uma adi¢do de volume e a leitura da diferenga de potencial, e ainda pelo ndmero
de leituras feitas com um critério de estabilidade fixado previamente (foi admitida uma
diferenga de 0,1 mV entre as duas leituras). Estes pardmetros minimizam os problemas
relacionados com a estabilidade do eléctrodo e com a homogeneizagdo do meio e permitem
também ajustar as condi¢des ao tipo de eléctrodos utilizados e solucdes em estudo.

Neste trabalho tornou-se necessdrio ajustar os referidos pardmetros, uma vez que se
verificou que eram diferentes em meio micelar relativamente ao meio aquoso. Para permitir a
estabilizacdo do eléctrodo de vidro, nas solugdes aquosas a espera apds adi¢do foi de 5
segundos e nas solugdes de surfactante foi de 15 segundos.

Para o ajuste de pH das vdrias solucdes em estudo utilizaram-se sempre os pardmetros

de calibracdo do eléctrodo obtidos pelo ramo dcido do método de Gran.

Lista de opcoes de entrada

1-Volume de émostra (cm3)
2-Conc. de titulante (M)
3-Volume da bureta (cm3)
-4‘-Comutad0f (S/N)

5-Numero de ESI

6-Adicoes fixas ou varidveis (F/V)
7-Incremento de adi¢des
8-Volume totalz de titulante
9-Potencial final

10-Nimero de leituras
11-Critério de estabilidade (mV)
12-Espera ap6s adigdo (s)
13-Adigfo inicial (cm?)
14-Filtro (%)

Figura 2.2- Lista de op¢des de entrada do programa de
controlo e aquisicio de dados




2.5 CALIBRACAO DO SISTEMA

Condigdes experimentais

A calibracdo do sistema foi sempre efectuada em fungio da concentracdo de catifio
hidrogénio, por titulagdo de solugdes de dcido forte (IHCll= 0,001 M ) com base forte (0,01 M
< INaOHI < 0,03 M), tendo sido sempre realizadas duas titulacdes, uma em agua para detectar
possiveis impurezas como a de carbonato e a outra em solu¢fo aquosa de surfactante com a
concentracao em estudo e a uma forga iénica de 0,1M em NaCl, para obter os pardmetros de
calibracdo do eléctrodo de vidro.

Todas as titulagdes foram realizadas a temperatura de 25 + 0,1°C e em atmosfera

inerte de drgon, numa célula do tipo

Ag | AgCl, KCl ) || NaCl (0,1 M) | NaCl (0,1 M), H* | Eléctrodo de vidro

Para a qual o potencial ¢ dado pela expressido

E=K + Kleg CH+ + Kz]Og 'YH+
Em que K; inclui o potencial normal e o potencial da juncdo liquida e K; = 2,303RT/F. R € a
constante dos gases reais, T a temperatura ¢ F a constante de Faraday. Uma vez que a forga
i6nica ¢ mantida constante, K;log iy também é constante pelo que

E= K + Kleg C].[+

Os parimetros de calibragdo do eléctrodo de vidro (K; e K;) foram obtidos pelo

método de Gran e pela linearizagdo da equagdo de Nernst.
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Para a obtencdo de resultados mais precisos teve-se em consideragdo alguns aspectos:

A capacidade de um eléctrodo de vidro sensivel ao catido hidrogénio detectar
variacOes de concentracdo deste ido depende da hidratacio da membrana de vidro,
que permite a ocorréncia do processo de troca idnica.

Para solucdes ndo aquosas, o equilibrio de troca i6nica entre os iGes em solucio e
0s 10es da membrana de vidro pode estabelecer-se lentamente provocando uma
resposta lenta do eléctrodo.

Assim, todas as medicdes efectuadas em meio micelar foram intercaladas com
lavagens do eléctrodo com dgua desionizada, para evitar “secar” o eléctrodo por
desidratagdo e permitir a continua¢io da detecgdo por parte deste da variagdo da

concentracdo de catido hidrogénio5 ?

O eléctrodo de vidro sensivel ao catido hidrogénio tem a particularidade de ndo
poder ser utilizado para valores de pH muito 4cidos ou muito alcalinos devido ao
aparecimento de interferéncias, como por exemplo a surgida numa solugio de
NaOH a pH 13 em que a concentragio de catido hidrogénio € tdo pequena que o
eléctrodo também responde ao catido sddio apesar do coeficiente de selectividade

para este ser pequen049.

Para evitar um valor elevado de potencial de jungdo, cujo aparecimento € normal
quando solug¢des aquosas de referéncia s@o colocadas em meios ndo aquosos, 0 que
iria originar leituras instaveis e obrigaria a um maior tempo de estabilizag@o,
utilizou-se uma dupla juncdo contendo NaCl 0,1M, ou seja uma matriz idéntica a

C . . - ~_ 59
da amostra para minimizar a difusdo da solugio™ .

Todas as solugdes utilizadas tinham uma forga idnica ajustada a 0,1M em NaCl,
uma vez que a Interunion Commission on Biorhﬁr’r’.mcmfynamics60 sugere que as
determinagGes de constantes de equilibrio sejam efectuadas a uma forga i6nica
constante, porque a maior parte das reacgdes de equilibrio com interesse pratico,
seja na drea de satde ou noutra, ocorrem sempre na presenca de uma determinada

quantidade de electrélito(s) inerte(s).
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Meétodo de Gran

O método de Gran®' é muito utilizado na determinagdo do ponto de equivaléncia nos
varios tipos de titulacSes potenciométricas, especialmente no caso de dcidos e bases.

Este método lineariza a curva de titulacfo e consiste na representacio gréfica de duas
fungdes (2.1) e (2.2), que dependem do potencial medido, em fungdo do volume de titulante
adicionado.

Da representacdo grafica resultam duas semi-rectas que se intersectam no eixo das
abcissas no ponto V = Ve, em que Ve significa o volume de titulante no ponto de
equivaléncia.

Numa titulacdo acido forte/base forte, para qualquer valor de volume adicionado antes
do ponto de equivaléncia, isto €, para a zona 4cida, se o potencial for medido directamente

pode ser definida a fungao,
Fac = (Vo + V) 105F238RT _ 0o (Ve — V) 10XF2303RT @2.1)

em que,
Vo- representa o volume inicial de solugdo
V- representa o volume adicionado em cada ponto de titulacio
Ve- representa o volume equivalente
E- representa a f.e.m em cada ponto
F- representa a constante de Faraday
R- representa a constante do gases perfeitos
T- representa a temperatura

K- representa o potencial normal

A representacdo grafica de Fac = f(V) permite determinar o declive da recta B= Cb
10XF%35RT o 3 ordenada na origem A = -Ve 10°"**®**T O volume equivalente pode ser
calculado através da expressdo Ve = -A/B e a concentracio da base por Cb = Ca Vo/Ve,
independentemente do valor do declive de Nernst e do potencial normal K, sendo Ca a

concentracdo de cido forte (titulado).

Depois do ponto de equivaléncia, na zona alcalina ou basica, a fun¢io definida € a

seguinte,
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Fba = (Vo + V) 10°7**®RT = (Cb/Kag) (V - Ve) 10XF/2303RT (2.2)

em que Ve = -A/B, sendo A a ordenada de origem e B o declive na zona alcalina.
Como B = Cb/Kag 10 entdo pode-se calcular o valor operacional do produto
1onico da dgua (Kag = Cb IO(K”QF)/B) assumindo que o valor de K1 na zona alcalina é igual

a0 da zona icida.

Este método tem muitas vantagens. E mais preciso que o método da segunda derivada,
especialmente quando a curva de titulacdo ndo € simétrica. As medicoes efectuadas sio mais
ripidas e simples uma vez que ndo requer volumes de titulante (V) perto do ponto de
equivaléncia, ndo existindo tio pouco a necessidade de alcangar esse ponto de forma a ser
obtida uma boa estimativa para o valor de volume equivalente. Assim, pode-se minimizar o
tempo de execugdo experimental, por utilizacdo de titulagdes monotdnicas em detrimento das
dindmicas muito morosas. Permite avaliar o comportamento do eléctrodo de vidro utilizado
através dos pardmetros de calibragdo e da diferenca de volumes equivalentes calculados para a
zona 4cida e para zona alcalina, controlando-se deste modo a sua «degradagio» ao longo do
tempo. Tem ainda a vantagem de permitir detectar a presenca de vdrias impurezas como a de

2 : 2
carbonato nas solu¢des alcalinas.®®

Detecciio de CO5™

A verificagdo da auséncia de carbonato nas solugdes de hidréxido de sédio usadas foi
sempre efectuada pela utilizagdo conjunta do método de Gran, método tradicionalmente
usado, e pela representagio grafica da primeira derivada obtida com o programa de controlo
do sistema de titulacéo.

O recurso aos dois métodos deve-se ao facto de se verificar que o controlo da
percentagem de carbonato nas solugdes a analisar usando apenas o método de Gran ndo
permite verificar a auséncia ou presenca de carbonato, uma vez que as diferengas de volume
equivalente obtidas pelo método de Gran para a zona 4cida e para a zona alcalina podem ndo
ser provocadas pela presenga de carbonato mas sim devidas aos eléctrodos usados.

Gameiro et al.** verificaram que o método da primeira derivada e o0 método de Gran
conduziam aos mesmos resultados quando a concentracdo de dcido forte estava compreendida

entre 5,0 x 10° M e 1,0 x 102 M em HCI; no entanto, quando a concentracido de &dcido
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clorfdrico era 1,0 x 10° M, como a utilizada neste trabalho, os dois métodos nem sempre
eram concordantes. Observaram ainda que mesmo para solugdes de hidréxido preparadas
recentemente, e para as quais o método da primeira derivada mostrava a inexisténcia de
carbonato, os volumes equivalentes obtidos pelo ramo bdsico do método de Gran variavam
com o eléctrodo usado.

Assim, quando se pretende detectar a presenca de carbonato numa solucdo alcalina
deve-se recorrer aos dois métodos, uma vez que permite de uma forma mais conclusiva
detectar ou ndo a sua presenca, desde que os ensaios sejam realizados em condicOes
experimentais adequadas. Para esse efeito € necessdrio obter experimentalmente muitos
valores de potencial junto ao ponto de equivaléncia, o que € facilmente alcancado se for
realizada uma titulacio com adi¢cdo de volumes de titulante varidveis. Testar a presenca de
carbonato numa soluco alcalina a partir de uma titulagdo com incrementos constantes de
volume de titulante pode ndo permitir detectar a existéncia dos dois pontos de inflexdo,
caracteristico das solucdes carbonatadas, como se ird verificar mais adiante.

O recurso a 1* derivada e nfo a curva de titulagdo deve-se ao facto de nesta a
identificacio directa do ponto final ser susceptivel de grande erro, jd que, na zona do ponto de
equivaléncia a curva é quase rectilinea, e o volume identificado pode, por isso, afastar-se
muito do volume f:quivalf:nl:e.63

Na 1* derivada da curva de titulagio, o ponto de equivaléncia é o minimo da curva
(devido ao potencial decrescer com o volume de titulante). A curva apresenta praticamente
uma assimptota vertical passando pelo ponto de equivaléncia (fig. 2.3.b).

Por seu lado, a 2* derivada da curva de titulagio passa no ponto de equivaléncia de um
valor negativo muito baixo a um valor positivo muito elevado (fig. 2.3.c).

A presenca de carbonato traduz-se por dois pontos de inflexdo (mdximos ou minimos)
quando se usa 0 método da 1* e 2* derivadas no cdlculo de volume equivalente.

Na figura 2.3 encontra-se representada a curva de titulagdo (A) e as respectivas 1*
derivada (B) e 2* derivada (C) para uma titulagdo de 20 ml de HCI 1,0 x 10% M com NaOH
isento de carbonato.

Na figura 2.4 sdo apresentadas, respectivamente as representagoes gréficas da funcio
E=f(V) (A), de dE/dV= (V) (B) e de d’E/dV*=f(V) (C) de uma titulagdo de 20 ml de HCI

1,0 x 10 M com NaOH contendo carbonato.
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Figura 2.3- Representagio grafica de A) E=f(V), B) dE/dV=f(V) e C) d’E/AV*=f(V) de uma
titulacio de 20 ml de HCl 1,0 x 10°M com NaOH isento de carbonato
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2.6 METODOS DE CALCULO UTILIZADOS

Nesta secc@o serd feita uma descrigdo do programa computacional utilizado para a
obtengdo das constantes de acidez e 0 método de célculo dos erros associados aos valores das

constantes de acidez.

Programa SQUAD

Os resultados obtidos para a determinagdo de constantes de acidez por
espectrofotometria de ultravioleta/visivel foram tratados com o programa SQUAD.%*

Este programa, cujas iniciais significam Stability Quotients from Absorvance Data,
estd escrito em linguagem FORTRAN IV e foi concebido para procurar simultaneamente ou
individualmente, a partir dos resultados experimentais, o melhor conjunto de constantes de
estabilidade para qualquer espécie formada em solugdo, desde que a sua formagdo seja
dependente do pH, podendo ao mesmo tempo calcular as absortividades molares e as
concentracdes das espécies em solugdo.

O SQUAD, pode a partir de resultados experimentais apropriados, calcular constantes
de estabilidade para complexos de férmula geral MpMHLnLy, onde m, e, n, q=0e j é
positivo (para protdes), negativo (para ides hidréxido) ou nulo. E, portanto, capaz de calcular
constantes de acidez, constantes de hidrdlise, constantes de estabilidade de complexos simples
(ML, ML;.etc...) e de complexos polinucleares (M,Ls, MaLoH, M3L4(OH), etc...).

O programa consegue lidar com: a) 50 comprimentos de onda; b) 25 espectros; ¢) 6
constantes de estabilidade desconhecidas, variadas simultaneamente; d) Um total de 20
constantes de estabilidade; e) O cdlculo de absortividades molares por comprimento de onda
para 10 espécies; f) Um maximo de 2 metais; g) Um maximo de 2 ligandos.

Para o célculo das constantes de equilibrio das espécies em solugédo e das respectivas
absortividades molares € utilizado o método ndo linear de minimos quadrados de Gauss-

Newton que minimiza a fun¢o U,



em que, NS € o nimero de solugdes em que € medida a absorvancia Aix, NW € o

nimero de comprimentos de onda seleccionados e A é a absorvancia teérica obtida
a partir da lei de Beer.

Para dar inicio ao programa & necessério introduzir os seguintes dados: os
valores de absorvincias, Ay, para cada espectro; as concentragdes totais das espécies
reagentes, Cmi, Cri, Cmi € o percurso éptico para cada espectro; as absortividades
molares, €, conhecidas ou previamente determinadas; os coeficientes estequiomeétricos
e as constantes de equilibrio, B para as j espécies, com a indicagdo das constantes que
sdo para refinar.

Na figura 2.5 apresenta-se um esquema geral do ficheiro de entrada deste
programa, que € constituido por diferentes blocos (alguns opcionais) que se iniciam

sempre com uma Keyword e finalizam na maior parte das vezes com End.

Seguidamente irdo ser descritos os pardmetros que foram utilizados para a obtencio

das constantes de acidez uma benzodiazepina em meio micelar:

e Seccdo 1: Dictionary € utilizado para nomear de forma apropriado as
espécies MTL1 (o primeiro metal do complexo), MTL2 (o segundo metal
do complexo), LIG1 (o primeiro ligando do complexo), LIG2 (o segundo
ligando do complexo), PROT (o protdo como ligando) e HYDR (o ido
hidréxido como ligando).

e Seccdo 2: Introduzem-se os coeficientes estequiométricos de cada
complexo; as estimativas iniciais dos valores das constantes; a indicacio
que permite saber se as constantes sdo para refinar (=VB) ou se mantém
constantes (=FB), e se as absortividades molares sdo para ser calculadas
(=VE) ou se sdo introduzidas como dado experimental (=FE).

e Secgdo 3: Esta seccdo € opcional e permite que o programa calcule a
absortividade molar de qualquer espécie ndo complexada. Se for esta a
opc¢do introduz-se o nome da espécie € VE.

* Seccdo 4: Esta secgdo contém um total de 10 itens, incluindo DATA, que
permitem indicar, entre outras coisas, os comprimentos de onda inicial, final
e 0s seus incrementos ; o niimero de iteragdes e o refinamento de logR ou de

B.



» Secgio 7: Nesta sec¢do indicam-se as concentragdes totais das espécies em
solucdo, o pH, o percurso éptico e os valores de absorvancias a todos
comprimentos de onda.

* Seccdo 8: Assinala o fim dos espectros que vio ser utilizados para célculo
da constante. Os resultados experimentais colocados depois de -1.0 ndo

serio levados em conta no cdlculo.

Titulo
Subtitulo
DICTIONARY:

Secgdo 1
SPECIES:

Secgédo 2
END:
OTHER:

Seccido 3
END:
DATA:

Seccao 4
MOL. ABS.:

Sec¢do 5
END:
BASELINE:

Secgdo 6
SPECTRA:

| i Seccdo 7

-1.0 : Secgdo §

Figura2.5- Esquema geral do ficheiro de entrada do SQUAD

Como exemplo, apresentam-se na figura 2.6 as primeiras quatro sec¢des do
ficheiro de entrada utilizado neste trabalho para a obtencdo da constante de acidez de

uma benzodiazepina (CLDZ).em meio micelar (Triton X-100).

64
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Titulo

Subtitulo

DICTIONARY:

LIG1 =cldz; PROT = H:
END:

SPECIES:

Cldz (1) H(1); 4.19; VB; VE:
END:

OTHER:

Cldz; VE:

END:

DATA:

300.0 500.0 5.00
LaEne

PRIN

NOCD

MR

NOPL

PAGE

20

1.0+

Figura 2.6- Exemplo de um ficheiro de entrada utilizado neste trébalho

Na figura 2.7 encontra-se representado um diagrama simplificado do SQUAD que
mostra as vdrias etapas do programa, indicando a sua interrelagdo, seguindo-se uma descrigdo
breve do modus operandi do SQUAD, nio com o objectivo de apresentar a teoria matematica
por detréds de cada subrotina mas sim indicar a sua utilidade para o programa. Uma descri¢do

mais pormenorizada é fornecida por Leggett et al.®’
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REFINE
’ PREPRO INOUT Passo RESID SRIER
& . Controla o ] :
ﬁ || Verificaa L& os dados e refinamento de 3 :22353 -
e coeréncia dd inicio ao U, pelo mét. de conjunto
dos dados refinamento Gauss-Newton de B
Passo
1
Passo
2
DIFF SEARCH
Resolye Calculaa
equagdes variagiio de
do sistema B
RESID
Calcula
U, g,etc
COGSNR CCsce SOLVE NNLS
Resolve 0 D4 inicio ECOEF Resolve Eesatve
balfng;)l a cogsnr Tesolue A=gC A=€ C por
materi A=t C por RM MNNMQ

Figura 2.7- Diagrama simplificado do SQUAD.

RM- Regressdo miiltipla
MNNMQ- Método ndo negativo
de minimos quadrados
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A subrotina PREPRO verifica a coeréncia dos dados introduzidos, € caso existam
erros, surgem mensagens que os identificam.

A subrotina INOUT & os dados, da inicio ao refinamento e controla a saida dos
resultados.

A subrotina REFINE controla a minimizagdo da fungdo U em trés passos: DIFF,
SEARCH e RESID.

A subrotina DIFF constréi as equagdes ndo lineares com base na resolugdo de U
efectuada em REFINE e consiste na resolugdo das equacdes dos balangos materiais com base
nos valores introduzidos para Cy;,, Cpj, Cuj, € bj, fornecendo a concentragdo das espécies
(efectuada pelas subrotinas CCSCC e COGSNR),seguida pela resolugdo do conjunto de
equagdes lineares A;;j = [espécies];jCi;j bj derivadas da Lei de Beer (efectuada pela subrotina
SOLVE, caso a op¢do seja o método de regressao multipla ou pela subrotina NNLS caso a
opg¢ao seja o método nao negativo de minimos quadrados).

A subrotina SEARCH resolve as equagdes de minimos quadrados e fornece o conjunto
de valores de que as constantes de equilibrio a determinar devem ser variadas, AP, de modo
que U seja minimizado.

A subrotina RESID verifica o novo conjunto de constantes de equilibrio, efectuando a
mesma sequéncia de passos a partir de ECOEF.

Quando AP < 0,01 o processo de minimizagdo ¢ finalizado. A qualidade dos resultados
obtidos pode ser avaliada pelos erros que o programa calcula, Gpata, Gconst € OspecT, que sao,
respectivamente, o desvio padrido dos dados de absorvancia, que mede a qualidade do ajuste
do modelo proposto aos dados experimentais, o desvio padrdo associado a cada constante

refinada e o desvio padrdo associado a cada espectro.

Erros

Os valores médios e os erros associados as constantes de acidez foram determinados
utilizando o método de Adrien Albert e E.P.Serjeant’’; o valor médio é calculado encontrando
o antilogaritmo de cada pKyyp, € aplicando o logaritmo a média destes; para o valor do erro
associado a constante € considerada a diferenga maxima entre o pK,p, médio e um valor de

pKapp determinado experimentalmente.



CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos no estudo do comportamento da
benzodiazepina clorodiazepdxido em solugdes micelares de SDS, Triton X-100 e CTAB.

A sequéncia seguida na apresentacdo dos resultados coincide com a seguida
experimentalmente, isto €, inicia-se pela apresentacdo dos espectros da benzodiazepina em
solugdo aquosa e em solugdes micelares dos trés surfactantes, utilizando concentragdes abaixo
e acima da cmc (3.1), segue-se a apresentagdo dos resultados obtidos no estudo das
propriedades 4cido/base em solugdes micelares acima da cmc, nomeadamente na
determinag@o dos valores de pK,p, (3.2) € 0 respectivo tratamento matematico (3.3). Termina-
se com a apresentagcdo do estudo efectuado da solubilidade do CLDZ nos diferentes meios

mencionados (3.4).
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3.1 ESPECTROS DO CLDZ EM SOLUCOES AQUOSAS DE
SURFACTANTES NAS FORMAS MONOMERICA E MICELAR

A alteracdo do espectro ultravioleta/visivel ocorrida ao passar de um meio aquoso para
um meio micelar estd relacionada com a mudanga do microambiente da espécie absorvente.

Nessa medida, a espectrofotometria de ultravioleta/visivel € uma técnica que pode ser
utilizada para detectar possiveis interac¢des do clorodiazepdxido em meio micelar, tendo sido

com esse objectivo que se iniciou o trabalho experimental desta dissertagao por esta etapa.

Execucdo experimental

Foram tragados os espectros das solugdes de CLDZ (= 5,0 x 10° M) em solucio

aquosa e em solugdes dos surfactantes SDS, Triton X-100 e CTAB. Todas as solugdes tinham

forga iénica ajustada a 0,1 M em NaCl e pH fixo (pH=3 ou pH=9).

O ajuste de pH das vérias solugdes em estudo foi efectuado por adi¢do de quantidades
vestigiais de 4cido forte ou base forte as solugdes amostra de modo a que a quantidade de

volume adicionado fosse desprezével.

Os parametros de calibragdo do eléctrodo de vidro, necessdrios para o ajuste de pH,
foram obtidos por titulagdo de dcido forte/base forte. A calibragiio do sistema de titulagdo, foi
realizada como descrito no capitulo 2. O procedimento seguido para as determinagdes
espectrofotométricas de ultravioleta/visivel encontra-se igualmente descrito no capitulo da

metodologia.

Utilizaram-se concentragdes de SDS (4,0 x 10, 8,0 x 10, 4,0 x 107, 1,0 x 10”M),
Triton X-100 (5,0 x 10%, 1,0 x 10®, 7,0 x 107, 1,0 x 10°M) e CTAB (4,0 x 10™, 7,0 x 107,
4.0 x 10,7,0 x 10° M) acima e abaixo da concentracdo micelar critica (cmc).

Os valores das cmc dos trés surfactantes foram retirados da bibliografia e encontram-

-se apresentados na tabela 3.1.1.



Tabela 3.1.1- Valores das concentracdes micelares criticas para os surfactantes sintéticos

utilizados neste trabalho

Concentrac¢io micelar

Surfactante . 3 Referéncia
critica (mol dm™)
SDS 1,4x 107 14
Triton X-100 2,0x 10* 14
CTAB 0,9x 107 16

Zona espectral abrangida

Ao escolher-se um solvente deve ter-se em consideragdo a sua transparéncia na zona
de comprimentos de onda em estudo. Nessa medida foi feito um estudo prévio do
comportamento espectrofotométrico dos trés surfactantes a analisar, com o objectivo de
seleccionar a zona espectral onde ndo hd absor¢do de radiagfo, de modo a nio interferir com o
espectro do CLDZ.

Como se pode verificar na figura 3.1.1, os trés surfactantes apresentam espectros
diferentes o que implicou que a zona espectral escolhida para o estudo espectrofotométrico do
clorodiazepdxido variasse consoante o surfactante em estudo.

Assim, as absorvéncias foram registadas de 1 em 1 nm, nos seguintes intervalos de
comprimentos de onda: em SDS de 200 a 500 nm, em Triton X-100 de 300 a 500 nm e em
CTAB de 225 a 500 nm.

Resultados Obtidos e sua Discussdo

Como jé foi referido no preficio, o trabalho experimental desta dissertacio surge
como seguimento do trabalho realizado durante o semindrio de licenciatura, no qual foi
efectuado o estudo espectral do CLDZ em SDS. No entanto, apesar destes resultados ji se
encontrarem publicados, optou-se por apresentar os espectros, devido ao interesse em

comparar estes resultados com os obtidos com os restantes sufactantes.
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Figura 3.1.1- Espectros dos surfactantes sintéticos SDS, Triton X-100 e CTAB 0,01M .
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A) CLDZ em SDS

Os espectros do clorodiazepoxido no meio micelar anionico SDS, obtidos a pH

controlado, encontram-se representados nas figuras 3.1.2 ¢ 3.1.3.

1.8
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] 4x10°M
9
-
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0.2 Y T ¥ T ' T ! T ¥ T X
200 250 300 350 400 450 500

Figura 3.1.2- Espectro do CLDZ em 4gua (preto), em SDS acima da cmc (vermelho) e em SDS
abaixo da cmc, (verde) a pH =3.
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| Figura 3.1.3- Espectro do CLDZ em agua (preto), em SDS acima da cmc (vermelho) e em SDS
| abaixo da cmc (verde), apH=9.
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Verificou-se que o CLDZ em solugdes de SDS de concentragio superior & cmc
apresenta uma absorvéncia semelhante & da solu¢do aquosa. Contudo, em solucdes de SDS de
concentracdo inferior 4 cme a absorvéncia devida ao CLDZ diminui significativamente o que
€ devido provavelmente ao aparecimento de uma nova espécie clorodiazepéxido-monémero
de SDS.

De forma a estudar qual a interacgdo possivel, obteve-se os espectros do CLDZ em
solugdes de SDS de concentragdo inferior & cmc e de pH ajustado a dois valores distintos
designadamente pH=3 e pH=9, correspondendo a existéncia em solugfo de clorodiazepdxido
respectivamente na forma protonada e na forma neutra.

Nestes estudos observou-se que para solucdes de SDS com concentragdo inferior a
cmc a pH=3, existe uma diminuicdo significativa das absorvéncias relativamente as obtidas
em solugdo aquosa, enquanto que para solugdes alcalinas apenas se observa uma ligeira
diminui¢do. Em relacdo as solugcdes de SDS com concentragdo superior a cmc, as
absorvincias s3ao semelhantes as obtidas em solugdo aquosa com o mesmo pH.

Assim, conclui-se que existe uma interac¢ao que ocorre entre a forma protonada do

CLDZ e os mondmeros de SDS.

B) CLDZ em Triton X-100

Os espectros obtidos a pH controlado do clorodiazepoxido no meio micelar neutro
Triton X-100, encontram-se representados nas figuras 3.1.4 € 3.1.5.

Analisando os espectros verifica-se que quer a pH é4cido quer a pH bdsico, a
absortividade molar das solugdes de CLDZ em Triton X-100 é sempre superior & da solugéo
aquosa de CLDZ. De salientar ainda, que devido & gama limitada de comprimentos de onda
com que é possivel obter espectros com este surfactante, hd apenas um comprimento de onda
mdximo (308 nm) a registar para a espécie protonada do CLDZ (HCLDZ") e o valor da

respectiva absortividade molar € 9,5 x 107 mol'dm’em™.
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Figura 3.1.4- Espectro do CLDZ em agua (verde), em Triton X-100 abaixo da cmc (vermelho) e

em Triton X-100 acima da cmc (preto), a pH = 3.
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Figura 3.1.5- Espectro do CLDZ em agua (verde), em Triton X-100 abaixo da cmc (vermelho) e

em Triton X-100 acima da cmc (preto), a pH = 9.
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C) CLDZ em CTAB

Foram obtidos os espectros a pH éacido e a pH basico do CLDZ em CTAB a
concentracdes abaixo (4,0 x 10, 7,0 x 10*M) e acima (4,0 x 10, 7,0 x 10 M) da cmc. Os

resultados podem ser observados nas figuras 3.1.6 e 3.1.7, respectivamente.
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Figura 3.1.6- Espectro de CLDZ em solugio aquosa e em solugdes de CTAB abaixo e acima da
cmc, a pH=3.

Verifica-se que para solugdes acidas o valor da absortividade molar do CLDZ aumenta
com o aumento da quantidade de CTAB e que o comprimento de onda de absortividade molar
maxima é deslocado ao passar da solu¢do aquosa para as solugdes de CTAB abaixo e acima

da cmc. Os valores de comprimento de onda maximo e absortividade molar da forma

protonada de CLDZ em fung8o da concentragdo de CTAB, encontram-se registados na tabela

3.1.2.
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Tabela 3.1.2- Comprimentos de onda maximo (Amax) € absortividades molares (g) da
espécie protonada do clorodiazepéxido (HCLDZ') em CTAB

Concentracio Baest dend 1
1° Apax(nm) € (x10"M em ™) 2° Amax(nm) e (x10"M cm™)
de CTAB (M)

0 242 2.8 306 0,8
4,0x 10* 245 2,9 307 0,8
7,0x 10™ 245 2.9 307 0,8
4,0x 107 245 32 308 0,9
7,0x 107 245 33 308 0,9
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Figura 3.1.7- Espectro de CLDZ em solucio aquosa e em solucdes de CTAB abaixo e acima da
cmc, a pH=9.

Nas solugdes alcalinas a absortividade molar de CLDZ em 4agua é semelhante as de
CLDZ em CTAB abaixo da cmc, aumentando contudo com o aumento da concentragdo de
CTAB acima da cmc.

Comparando os espectros a pH=9, verifica-se ainda um desvio batocromico do
comprimento de onda de absortividade molar mixima com o aumento da quantidade de

CTAB em solug@o (resultados registados na tabela 3.1.3).
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Tabela 3.1.3- Comprimento de onda maximo (Amay) € absortividade molar (¢) da espécie
neutra do clorodiazepoxido (CLLDZ) em CTAB

Concentracao de CTAB (M) Amax(nm) £ (X10'4M'lcm'1)
0 260 2,7
4,0 x 10 262 2,7
7,0 x 10 262 2,7
4,0x 107 265 2,8
7,0x 107 265 2,9
Conclusoes

O estudo por espectrofotometria de ultravioleta-visivel do comportamento do CLDZ
em solugdes aquosas de SDS, Triton X-100 e CTAB, revelou que a benzodiazepina interactua
com os trés surfactantes, interac¢do que se processa no entanto de forma distinta.

Analisando os resultados obtidos abaixo da cmc, verifica-se que no meio micelar
aniénico SDS, o facto dos espectros obtidos abaixo da cmc a pH &cido exibirem uma
diminuigdo significativa das absorvéncias relativamente as obtidas nas restantes solugdes
indica que existe uma interac¢do entre 0 CLDZ e os mondmeros de SDS e ainda que essa
interacgdo ocorre preferencialmente com a forma protonada da benzodiazepina (HCLDZ").

Relativamente aos restantes surfactantes, os espectros obtidos a pH 4cido no caso do
CTAB e os espectros obtidos a pH bésico no caso do Triton X-100 mostram que poderd haver
alguma interac¢ao entre os mondmeros destes surfactantes e o CLDZ.

Acima da cme, observa-se um desvio batocrémico do comprimento de onda de
absortividade molar maxima nos espectros obtidos em CTAB, que podera significar uma

interacgdo entre 0 CLDZ e as micelas deste surfactante.
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3.2 CONSTANTES DE ACIDEZ E ABSORTIVIDADES MOLARES DO
CLORODIAZEPOXIDO EM SISTEMAS MICELARES

A composi¢do das diversas membranas bioldgicas € muito varidvel e como tal a
biodisponibilidade de um farmaco depende de virios factores, como por exemplo do seu pK,.
Assim sendo, o conhecimento prévio deste factor e o0 modo como ele pode influenciar as
propriedades fisico-quimicas de uma benzodiazepina € essencial na determinagdo da sua
eficicia.

O objectivo deste estudo € verificar a influéncia de solucGes micelares anidnicas
(SDS), neutras (Triton X-100) e catidnicas (CTAB) nas propriedades #cido-base do

clorodiazepoéxido, para obter informacao sobre a sua localiza¢io nesses meios.

Execucao experimental

Para a determinagdo dos valores das constantes de acidez e das absortividades
molares, foram tragados os espectros do clorodiazepéxido (= 5,0 x 10° M) em solugdes
aquosas de NaCl 0,1 M na presenca dos trés surfactantes sintéticos, a diferentes
concentragdes, utilizando-se vdrias solu¢des para cada uma das concentragdes com valores de

pH distintos.

Os pardmetros de calibragdo do eléctrodo de vidro, necessdrios para o ajuste de pH,
foram obtidos por titulacdo de 4cido forte/base forte. A calibragio do sistema de titulacéo, foi
realizada como descrito no capitulo 2. O ajuste de pH das vérias solu¢des em estudo foi

efectuado tal como no estudo anterior.

As determinagdes espectrofotométricas de ultravioleta/ visivel foram efectuadas como
descrito no capitulo 2. As absorvincias foram registadas de 1 em 1 nm e num intervalo de

comprimentos de onda que variou conforme o surfactante em estudo (ver secgdo 3.1).

O cdélculo das absortividades molares e das constantes de acidez do clorodiazepdxido
em SDS (1,5 x 107, 2,0 x 107, 3,0 x 107, 4,0 x 107, 1,0 x 102 2,0 x 102 3,0 x 10%
5,0 x 107 M), em Triton X-100 (1,0 x 107, 4,0 x 107, 7,0 x 103, 1,0 x 10?, 2,0 x 107,
3,0x 102 4,0 x 107, 5,0 x 102 6,0 x 10> M) e em CTAB (1,0 x 10°, 4,0 x 107, 7,0 x 107,



19

1,0 x 102, 2,0 x 102, 3,0 x 102, 4,0 x 107, 5,0 x 102 M) foi efectuado computacionalmente
por intermédio do programa SQUAD.

Os valores obtidos para as constantes de acidez tiveram em conta pelo menos 2
ensaios independentes com mais de seis solugdes com concentragdes de catidio hidrogénio
diferentes. Os valores médios e os erros associados as constantes de acidez foram
determinados utilizando ¢ método de Adrien Albert ¢ E. P. Serjeant, como descrito no

capitulo 2.

Resultados obtidos e sua Discussdo

A) Surfactante anidnico (SDS)

De seguida apresentam-se os resultados obtidos com o SDS, apesar de ja se
encontrarem publicados, devido ao interesse em compara-los com os obtidos com os restantes
sufactantes.

Para a determinagdo dos valores das constantes de acidez foram obtidos os espectros
do CLDZ em SDS na concentragdo em estudo, utilizando varias solugdes com valores de pH
distintos. O tipo de espectro de ultravioleta-visivel que se obtém para o clorodiazepoxido em

SDS quando se varia —log[H'| encontra-se representado na figura 3.2.1.
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Figura 3.2.1- Espectro de varias solugies de CLDZ em SDS 3 x 10”° M a diferente pH.
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A lei de Lambert-Beer foi verificada para as condigdes experimentais utilizadas.
Verificou-se a ocorréncia de uma relagio linear entre as absorvancias a dois comprimentos de
onda diferentes para toda a gama de comprimentos de onda utilizada. As curvas de titulagdo
de absorvancia em fung¢do do pH, para um determinado comprimento de onda, permitiram
verificar a existéncia de uma inflexdo perto do valor obtido para os pKyp, do CLDZ em SDS,

como se pode verificar na referéncia [66].

Os valores das constantes de acidez aparente do CLDZ em SDS calculados pelo
programa SQUAD a partir das medi¢Ges espectrofotométricas de ultravioleta-visivel

encontram-se registados na tabela 3.2.1.

Tabela 3.2.1- Constantes de acidez aparente do CLDZ em SDS; (I = 0,1M; t = 25°C)

Concentrac¢io de SDS (moUdm3)* PKapp

0 4,79 + 0,03
15X 107 5,37 +0,08
2,0X 107 5,59 +0,01
30X 107 5,88 £0,02
40X 107 6,01 £0,01
1,0X 107 6,02 £ 0,01
2,0X 107 6,06 +0,01
50X 10™ 6,14 +0,03

* Neste trabalho foi obtida a constante relativa ao valor de concentragido de SDS 3,0 x 10 M, tendo-se
verificado de novo o da concentragio 2,0 x 107 M.

Analisando a tabela verifica-se que hd um aumento dos valores de pKap, para o
clorodiazepoxido em solugdes de SDS de concentragdo superior & cmc, isto €, ocorre uma
diminuicdo da ionizacdo. Estes resultados indicam portanto que a presenca de sistemas
micelares aniénicos como o SDS favorecem a forma protonada do CLDZ (deslocam o
equilibrio HCLDZ" «» CLDZ + H" para a esquerda), o que pode advir da existéncia de uma
interacgdo entre a forma protonada do CLDZ e o grupo aniénico das micelas de SDS.

Este comportamento ¢ semelhante ao verificado para muitos compostos que

interactuam com micelas de surfactantes anic’micos,67 mas s6 em certa parte, uma vez que ao
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analisar a variagdo das constantes de acidez a diferentes concentragdes verifica-se que o
CLDZ tem um comportamento distinto dos acidos neutros. Esperava-se um aumento das
constantes de acidez com o aumento das concentragdes, e assim de facto acontece, mas s6 até
determinada concentragdo, ou seja, embora as constantes aumentem todas, os Gltimos valores

ndo variam significativamente, como se pode verificar pela figura 3.2.2.
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Figura 3.2.2- Representacio grafica da variacao de pK,,, em funcao da concentracao de SDS.

Para além das constantes de acidez aparente, o programa SQUAD pode calcular as
abortividades molares das espécies em solugdo. Na tabela 3.2.2 apresentam-se os valores dos
comprimentos de onda de absorvdncia mixima (Anax) € das absortividades molares da espécie

protonada (ggy”) € da espécie neutra (eg) do clorodiazepoxido.

As absortividades molares obtidas para o CLDZ em SDS sao da ordem de grandeza
das descritas em literatura para meios aquosos ¢ semelhantes as verificadas em meios

mistos.®’
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Tabela 3.2.2- Valores dos comprimento de onda maximo e das absortividades

molares do CLDZ em SDS

HCLDZ' CLDZ
Amax (M) gyt (x10°M Tem™) Amax (N0) eg (x10*M lem™)
245 X 260 25
310 0,8 355 0,2

B) Surfactante neutro (Triton X-100)

No estudo do comportamento dcido/base do CLDZ em meio micelar neutro, tragaram-
-se 0s espectros desta benzodiazepina em Triton X-100 numa gama mais limitada de
comprimentos de onda, o que implicou uma atengio especial no ajuste de pH das solugdes
utilizadas, de modo a que o espectro apresentasse uma variagio significativa com o pH e
permitisse assim ao programa SQUAD calcular os valores das constantes de acidez.

Nas figuras 3.2.3 e 3.2.4 encontram-se representados os espectros obtidos em dois
ensaios independentes realizados para as concentragdes de 4 x 10° M e 7 x 107 M,
respectivamente.

Devido ao intervalo mais restrito de comprimentos de onda sé se regista um
comprimento de onda maximo. Assim, para a espécie protonada do CLDZ, tal como acontecia
no surfactante anteriormente estudado, o comprimento de onda em que se verifica um
maximo de absorvincia é 310 nm e o valor da respectiva absortividade molar é 0,9 x10*
mol'dm’cm.

O valor da absortividade molar calculado pelo programa SQUAD é concordante com o

calculado directamente a partir do espectro (ver seccio 3.1).
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Figura 3.2.3- Representaciio da absorvancia em fungio do comprimento de onda para solucdes
de CLDZ em Triton X-100 4 x 10°M a diferente pH.
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Figura 3.2.4- Representacio da absorvincia em func¢iio do comprimento de onda para solugdes
de CLDZ em Triton X-100 7 x 10°M a diferente pH.
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A lel de Lambert-Beer foi verificada para as condigdes experimentais utilizadas.

Observou-se a ocorréncia de uma relagdo linear entre as absorvéncias a dois comprimentos de

onda diferentes para toda a gama de comprimentos de onda utilizada, o que indica a existéncia

de 2 espécies absorventes em solugdo (a forma protonada e a forma neutra do CLDZ). Na

figura 3.2.5 encontra-se representada uma relagdo linear obtida para a concentra¢io de

Triton X-100 7 x 10> M.

As curvas de titulagdo de absorvincia em fun¢do do pH, para um determinado

comprimento de onda, permitiram verificar a existéncia de uma inflexdo perto do valor obtido

para os pKyp, do CLDZ em Triton X-100 (figura 3.2.6).
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Figura 3.2.5- Representacio grafica da relagao linear obtida entre as absorvincias do CLDZ em
Triton X-100 7 x 10°M, para os comprimentos de onda 310 e 355 nm.

0.95

0.90

085

Absorvincia
=1 o

~ @

& =]

1 1

=
N
=3
1

b
@
-3

Absorvancia

Figura 3.2.6- Curvas de titulaciios obtidas a 310 nm (A) e a 355 nm (B) para a solugio de CLDZ

em Triton X-100 1 x 10°M.
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Na tabela 3.2.3 encontram-se os valores das constantes de acidez aparente do CLDZ
em Triton X-100, calculados pelo SQUAD a partir das determinagdes espectrofotométricas.

Analisando a tabela verifica-se que hd uma diminuigéo dos valores de pKp, para o
clorodiazepoxido em solugdes de Triton X-100 de concentragdo superior a cmc, ou seja
ocorre um aumento da ionizagdo. Estes resultados indicam portanto que a presenga de
sistemas micelares neutros como o Triton X-100 favorecem a forma neutra do CLDZ

(deslocam o equilibrio HCLDZ" «» CLDZ + H" para a direita), devido ao facto de ser a

espécie dissociada a ligar-se a micela.

Tabela 3.2.3- Constantes de acidez aparente do CLDZ em Triton X-100;
(I=0,1M; t=25°C)

Concentrag¢io deTriton X-100 (M) PKapp

0 4,79 + 0,03
1,0x 107 4,73 £ 0,02
4,0x 107 4,55 +0,02
7,0 x 107 4,42 +0,02
1,0x 107 4,28 + 0,02
2,0x 107 4,03 +0,01
3,0x 107 3,84 £ 0,01
4,0 x 107 3,74 £ 0,01
50x10° 3,57 +0,02
6,0x 10™ 3,55+ 0,03

Verifica-se ainda que a diminui¢do das constantes de acidez com o aumento da
concentracdo de surfactante ocorre apenas até determinada concentragdo, ou seja, embora as
constantes diminuam todas, os ultimos valores ndo variam significativamente, como se pode

verificar pela figura 3.2.7.
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Figura 3.2.7- Representacio grifica da variacio de pK,,, em funcido da concentracao de
Triton X-100.

C) Surfactante cationico (CTAB)

Para a determinacéo dos valores das constantes de acidez e das absortividades molares
do clorodiazepoxido em meio micelar catiénico, foram obtidos os espectros do
clorodiazepoxido em CTAB na concentragdo em estudo, utilizando vérias solugdes com
valores de pH distintos.

Nas figuras 3.2.8 e 3.29 encontram-se representados os espectros de
ultravioleta/visivel do clorodiazepoxido em CTAB, obtidos em dois ensaios independentes
realizados para as concentra¢des de CTAB 0,01M e 0,04 M respectivamente.

Observando com atencdo as duas figuras verifica-se uma maior variabilidade do
espectro das solugdes com valor de pH mais préximo do valor da constante de acidez

respectiva.
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Figura 3.2.8- Representagéio da absorvincia em fun¢iio do comprimento de onda para solugdes

Figura 3.2.9- Representacio da absorvincia em fungfo do comprimento de onda para solucdes
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Os valores das constantes de acidez aparente do CLDZ em CTAB calculados pelo
programa SQUAD a partir das determinagdes espectrofotométricas de ultravioleta/visivel

encontram-se registados na tabela 3.2.4

Tabela 3.2.4- Constantes de acidez aparente do CLDZ em CTAB; (I = 0,1M; t = 25°C)

Concentracio de CTAB (mol/dm’) o1 -

0 4,79 + 0,03
1,0x 107 4,57 +0,01
4,0x 107 4,28 +0,02
7,0x 107 4,06 +0,01
1,0x 107 3,95+ 0,01
2,0x 107 3,75+ 0,03
3,0x 107 3,71 £ 0,01
4,0 x 107 3,55+ 0,01
50x 107* 3,54 +0,02

Analisando a tabela verifica-se que hd uma diminuicdo dos valores de pK,pp para o
clorodiazepdxido em solugdes de CTAB de concentragdo superior & cmc, ou seja ocorre um
aumento da ionizagdo. Estes resultados indicam portanto que a presenga de sistemas micelares
cationicos como o CTAB favorecem a forma neutra do CLDZ (deslocam o equilibrio
HCLDZ" <> CLDZ + H" para a direita), devido A repulsdo electrostitica entre o grupo
catiénico da micela e a forma protonada da benzodiazepina.

Este comportamento € semelhante ao verificado em micelas neutras embora de uma
forma mais acentuada, isto €, comparando os valores das constantes de acidez aparente do
CLDZ nos dois surfactantes a2 mesma concentragdo, verifica-se que o pKgpp em CTAB €
sempre menor.

Verifica-se ainda que tal como jd tinha sido observado para o Triton X-100 a
diminuicdo das constantes de acidez com o aumento da concentracdo de surfactante ocorre
apenas até determinada concentrag@o, ou seja embora as constantes diminuam todas, os

Gltimos valores ndo variam significativamente, como se pode verificar pela figura 3.2.10.
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Figura 3.2.10- Representacdo grafica da varia¢ao de pK,,, em fun¢io da concentracdo de CTAB.

A let de Lambert-Beer foi verificada para as condi¢Oes experimentais utilizadas,

verificando-se, tal como nos surfactante anteriores, a ocorréncia de uma relacdo linear entre as

absorvéncias a dois comprimentos de onda diferentes para toda a gama de comprimentos de

onda utilizada. Na figura 3.2.11 encontra-se representada uma relacio linear obtida para a

concentracao de CTAB 0,04 M.
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Figura 3.2.11- Representacao grafica da relacao linear obtida entre as absorvincias do CLDZ
em CTAB 0,04 M, para os comprimentos de onda 245 e 310 nm.
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As curvas de titulagdo de absorvincia em funcdo do pH, para um determinado

comprimento de onda, permitiram verificar a existéncia de uma inflexdo perto do valor obtido

para os pKyyp do clorodiazepdxido em CTAB (figura 3.2.12), embora as curvas obtidas para

comprimentos de onda afastados do comprimento de onda méximo do clorodiazepdxido

mostrem uma menor inflex3o.
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Figura 3.2.12- Representacdo grafica de A,=f (-log cy’) do clorodiazepéxido em CTAB
4 x 10° M, para virios comprimentos de onda, mostrando uma inflexiio perto do valor obtido
para o pK,,,.

Para além das constantes de acidez aparente, o programa SQUAD determinou as
absortividades molares das espécies em solugdo. Nas tabelas 3.2.5 e 3.2.6, apresentam-se 0s
valores dos comprimentos de onda de absorvdncia médxima (Am.) € das absortividades
molares da espécie protonada (egy’) e da espécie neutra (eg) do clorodiazepdxido,

respectivamente.
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Verificou-se que os valores das absortividades molares calculados pelo programa
SQUAD eram concordantes, a menos do erro experimental, com os valores determinados

directamente a partir dos espectros (ver sec¢io 3.1).

Tabela 3.2.5- Comprimentos de onda maximo (Anyay) e absortividades molares (¢) da
espécie protonada do clorodiazepéxido (HCLDZ') em CTAB, determinados com o

programa SQUAD
Concentracao . .
1°Amay (nm) € (x10° M em™)  2° Apax(nm) € (x107* M lem™Y)
de CTAB (M)
1,0x 107 245 3.1 310 0,9
4,0x107 245 3,2 310 0,9
7.0 x10° 245 14 310 0,9
3,0x 107 245 3,3 310 0,9
4,0x10? 245 3.4 310 0,9
5.0 x10* 245 34 310 0,9

Tabela 3.2.6- Comprimento de onda maximo (A.y) € absortividade molar (¢) da espécie
neutra do clorodiazepoxido (CLDZ) em CTAB, determinados com o programa SQUAD

Concentrac¢io de CTAB (M) Amax(nNm) e (x10*M'em™)
1,0x 107 265 2,8
4,0x 10 265 2,8
7,0x 107 265 2,9
1,0x 1072 262 2,9
4,0x 10 265 3,0
Conclusoes

Analisando os resultados, verifica-se que a variacdo do valor da constante de acidez

aparente do clorodiazepoxido em meio micelar estd condicionada as caracteristicas polares do

surfactante.
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Assim, observa-se um aumento dos valores de pKyy, para o CLDZ em solugdes de
SDS e uma diminui¢do dos mesmos valores para solu¢des de CLDZ em Triton X-100 ¢ em
CTAB.

A dimui¢do da ionizagdo ocorrida no meio micelar aniénico SDS, indicam que este
meio favorece a forma protonada do CLDZ (deslocam o equilibrio HCLDZ' «» CLDZ + H*
para a esquerda), o que pode advir da existéncia de uma interac¢do entre a forma protonada do
CLDZ e o grupo aniénico das micelas de SDS. Este comportamento € alids semelhante ao
verificado para muitos compostos que interactuam com micelas de surfactantes ani6nicos.”’

O aumento da ionizagdo ocorrida no meio micelar neutro Triton X-100 e no meio
micelar catiénico, serd devido respectivamente a associacdo da espécie neutra do CLDZ a
micela e a repulsdo electrostitica entre o grupo catiénico da micela e a forma protonada da
benzodiazepina.

De salientar ainda que a variagdo dos valores de pK,,, € semelhante para os trés
surfactantes: +1,3 para o SDS e —1,2 para o Triton X-100 e CTAB. Estes desvios estdo de

acordo com os jd verificados para outras bc:nzodiazepin::xs.67
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3.3 TRATAMENTO MATEMATICO DAS CONSTANTES DE ACIDEZ DO
CLORODIAZEPOXIDO EM MEIO MICELAR

E do conhecimento geral que estruturas organizadas alteram o equilibrio e as
propriedades dcido / base de processos quimicos.**® Nesse sentido foram desenvolvidos
modelos matemadticos para quantificar o efeito dos meios micelares nas constantes de
equilibrio de varias substincias, > 687

No presente trabalho a aplicagdo de dois destes modelos tem como objectivo dar uma
interpretagdo quantitativa da variacdo das constantes de acidez aparente do CLDZ em meios

micelares anidnicos, neutros e catidnicos.

Resultados Obtidos e sua Discussao

Fot realizado o tratamento matematico dos valores das constantes de acidez descritas
na sec¢iio 3.2, pela aplicagdo de dois modelos, designadamente o modelo de Berezin® e o
modelo PIE.*

O modelo de Berezin assume a distribui¢ao das varias substincias entre a fase micelar
e a aquosa e o modelo de PIE contempla a existéncia de permuta iénica entre as espécies
i6énicas em solugdo e o contra-ido do surfactante. Segundo este modelo a superficie da micela
funciona como uma resina de troca idnica, onde as espécies idnicas em solugdo serdo
adsorbidas por troca com os contra-ides do surfactante.

De seguida serdo apresentados os resultados obtidos para cada um dos surfactantes
analisados, tendo o tratamento matemético sido efectuado com o programa Microcal™
OriginTM versao 5.0 (1991-1997, Microcal Software Inc, Northampton, MA, EUA), utilizando

a sua subrotina de minimizagdo néo linear.
A) Surfactante anionico (SDS)

Aplicou-se inicialmente o modelo de Berezin aos resultados obtidos na determinagio
das constantes de acidez aparente do clorodiazepoxido em SDS.
Para verificar se este modelo pode descrever o efeito dum meio organizado nas

propriedades dcido/base, optou-se por utilizar em primeiro lugar a forma linearizada da
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equag¢do deduzida por Berezin, para obter uma estimativa do valor das constantes de ligacéo
do CLDZ as micelas. Os valores obtidos foram posteriormente utilizados como pardmetros da
minimizacdo ndo linear da referida equagdo (eq. 1.21), que possibilitou a determinagdo do
valor final das constantes de ligacdo.

A equagdo deduzida por Berezin, pode portanto ser rescrita como:

m Kapp m
:KBH*?_KB (31)

a
onde Cp é a concentragfo de surfactante acima da cmc (a diferenca entre a concentragdo total
de surfactante, Cr, e a concentragio micelar critica, cmc), K"gp+ ¢ K™ 530 as constantes de
ligagdo as micelas das espécies protonadas e das espécies neutras, respectivamente, € K, € a
constante de acidez da espécie protonada em meio aquoso.

Representando graficamente (1-K.,p/K.)/Cp em fungdo de Kypp/Ka, obtém-se uma
relacdo linear cujo declive e ordenada de origem correspondem aos valores das constantes de

ligagdo da forma protonada e da forma neutra do CLDZ a micela respectivamente.

Na representacdo grafica da equag@o 3.1, obtida utilizando os valores das constantes
de acidez do clorodiazepoxido em SDS, os valores obtidos para as constantes de ligacdo e
erros associados da forma neutra e da forma protonada da benzodiazepina foram,

respectivamente, 517 + 97,8 € 1,23 x10* + 1,14 x10°.

Na figura 3.3.1 encontra-se a representacdo grifica de Ky, em fungdo de Cp, dos
valores tabelados na seccdo 3.2 (tabela 3.2.1) e o ajuste aos pontos experimentais, obtido a
partir do modelo matemdtico de minimizag¢do ndo linear da equagdo de Berezin. Os valores

calculados desta forma para as constantes de ligagdo encontram-se na tabela 3.3.1.

Na aplicacdo do modelo de PIE (equagdo 1.26) utilizou-se para o grau de ionizagdo
das micelas anidnicas de SDS o valor o = 0,7543, e para a cmc do SDS o valor 1,4 x 10°M",
O tratamento matemdtico foi igualmente realizado com o programa Microcal™ OriginTM
versdo 5.0 e os resultados e erros associados obtidos pela aplicagdo do modelo PIE

encontram-se registados na tabela 3.3.1.
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Figura 3.3.1- Representacao grifica de K,,, = f(Cp) para o sistema CLDZ em SDS e o melhor
ajuste obtido com o modelo de Berezin.
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Figura 3.3.2- Representacao grafica de K, = f(Cp) para o sistema CLDZ em SDS e o melhor
ajuste obtido com o modelo de PIE.
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Analisando a tabela 3.3.1 verifica-se que o valor obtido para a quantidade de Na*
permutado (W) com as outras espécies de carga positiva em solugdo é negativo, o que implica
a invalidade da suposi¢do da existéncia de troca iénica entre as espécies catidnicas em
solugd@o, como por exemplo a forma protonada do CLDZ, e o contra-ido do SDS.

De facto, apesar de em termos matemadticos o modelo de PIE permitir um bom ajuste
aos pontos experimentais, em termos quimicos o valor obtido para a soma das concentracdes
de H" e HB" ligadas s micelas, ndo tem significado.

Assim, o modelo que melhor fornece uma interpretagdo quantitativa da variagdo das

constantes de acidez aparente do CLDZ num meio micelar anidnico, é o modelo de Berezin.

B) Surfactante neutro (Triton X-100)

Para quantificar o efeito do meio micelar neutro Triton X-100 nas constantes de acidez
aparente de CLLDZ foi apenas aplicado o modelo de Berezin, uma vez que a auséncia de carga
das micelas de Triton X-100 impossibilita a ocorréncia de permuta iénica, tornando o modelo
de PIE a partida invélido.

Aplicando a equagdo 3.1 aos valores tabelados na secgdo 3.2 (tabela 3.2.3), foi
possivel obter uma estimativa dos pardmetros da equagdo de Berezin. Os valores das
constantes de ligacdo e erros associados da forma neutra e da forma protonada da
benzodiazepina calculados desta forma foram, respectivamente, 192+ 9,43 e - 6,24 +0,978.

Na figura 3.3.3 encontra-se a representacdo gréfica de Ky, em fungio de Cp, para o
sistema CLDZ em Triton X-100 e o ajuste obtido com o modelo matemético de minimizagdo
ndo linear da equagdo de Berezin. Os valores determinados das constantes de ligac@o e erros
associados da forma neutra e da forma protonada da benzodiazepina foram respectivamente
241,13+ 28,77 e—-2,57 + 1,89.

Em termos quimicos os valores obtidos para as constantes de ligagio da forma
protonada e neutra do CLDZ, significam que a interac¢fio do CLDZ com as micelas de Triton
X-100 € preferencialmente realizada pela forma neutra da benzodiazepina, podendo desta
forma o valor da constante de ligagdo da forma protonada do CLDZ ser considerado
aproximadamente nulo, ou seja desprezivel.

Assim, com este pressuposto ¢ possivel simplificar a equagio de Berezin, que toma a

forma:



a7

Kﬂ.ﬂp m
2 =1+K]C, (3.2)

da

O valor da constante de ligacao da forma neutra do CLDZ as micelas de Triton X-100
e o respectivo erro associado calculados a partir da equagdo 3.2 encontram-se registados na
tabela 3.3.1.

Os resultados obtidos no tratamento matemadtico das constantes de acidez aparente do
CLDZ em Triton X-100, indicam portanto, que a variagdo observada dos valores de pKjp, €
devido apenas a particdo da forma neutra do clorodiazepoxido entre a fase micelar e o meio

aquoso.
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Figura 3.3.3- Representacdo grifica de K,,, = f(Cp) para o sistema CLDZ em Triton X-100 e o
melhor ajuste obtido pelo modelo de Berezin.

C) Surfactante cationico (CTAB)

Iniciou-se o tratamento matemdtico das constantes de acidez aparente do CLDZ em

CTAB pela aplicagdo do modelo de Berezin.
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Aplicando a equagdo 3.1 aos valores tabelados na secciio 3.2 (tabela 3.2.4), foi
possivel obter uma estimativa dos parfmetros da equagio de Berezin. Os valores das
constantes de ligacdo e erros associados da forma neutra e da forma protonada da
benzodiazepina calculados desta forma foram, respectivamente, 818 + 53,9 e 26,7 +4,58.

Na figura 3.3.4 encontra-se a representagdo grafica de K,p, em fungéo de Cp, para o
sistema CLDZ em CTAB e o melhor ajuste aos pontos experimentais do modelo de Berezin.

Os valores das constantes de ligacdo e erros associados da forma neutra e da forma
protonada da benzodiazepina determinados por um modelo matemético de minimizacdo nio

linear da equagdo de Berezin encontram-se registados na tabela 3.3.1.
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Figura 3.3.4- Representacio grifica de K,,, = f (Cp) para o sistema CLDZ em CTAB e o melhor
ajuste obtido pelo modelo de Berezin.

Na aplica¢do do modelo de PIE (equagdo 1.31) utilizou-se para o grau de ionizagio
das micelas cationicas de CTAB o valor o = 0,7524, e para a cmc do CTAB o valor
9,0x 10*M"®.

Na figura 3.3.5 encontra-se representado K,,, em funcéio de Cp e o melhor ajuste do

modelo de PIE. Os resultados obtidos encontram-se resumidos na tabela 3.3.1.
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Figura 3.3.5- Representacio grifica de K,,, = f(Cp) para o sistema CLDZ em CTAB e o melhor
ajuste obtido pelo modelo de PIE.

Ambos os modelos ajustam-se bem aos pontos experimentais (ver figuras 3.3.4 ¢
3.3.5) e os valores obtidos para as diferentes constantes ndo permitem concluir qual deles
representa com mais rigor o que se passa com o CLDZ no meio micelar CTAB.

O valor muito baixo obtido para W, que neste caso representa a soma das
concentra¢cdes de OH e B ligadas a micela, é explicado pelo facto das micelas de CTAB se
ligarem mais fortemente aos seus contra-ides que a OH ou B, tornando vilida a suposi¢io

que a concentragdo de OH e de B na superficie micelar 4 aproximadamente nula.**

Conclusoes

O tratamento matemdtico efectuado as constantes de acidez aparente de CLDZ em
diferentes meios micelares, permitiu verificar que a variacdo dos valores das constantes com a
concentracdo de surfactante depende da classe do surfactante utilizado (aniénico, neutro ou

cationico).
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Assim, quer no meio micelar aniénico (SDS) quer no meio micelar neutro (Triton X-
100), o modelo que melhor fornece uma interpretacao quantitativa da variagdo das constantes
de acidez aparente do CLDZ € o modelo de Berezin, que assume a parti¢io das espécie entre
as fases aquosa e micelar.

De salientar que no caso do surfactante SDS obteve-se um melhor ajuste aos pontos
experimentais com modelo de permuta idnica (PIE). No entanto, a determinagdo das
constantes de ligagdo, ndo se deve limitar a resolugdo de um problema matemadtico, devendo
os valores obtidos serem analisados sob um ponto de vista quimico. Deve-se portanto evitar
escolher o modelo que fornece os melhores pardmetros - até porque a introducdo de mais
parimetros pode levar a uma melhor convergéncia - mas sim, escolher o modelo cujos
pardmetros tenham significado quimico e que fornece valores que por andlise das
propriedades quimicas da substincia permitem concluir, neste caso, que é o modelo que
melhor descreve o que se passa com o CLDZ em meio micelar.

Comparando a magnitude dos valores das constantes de ligacio da forma protonada e
neutra do clorodiazepoéxido, € possivel inferir que a associagio da benzodiazepina as micelas
aniénicas de SDS ¢ efectuada preferencialmente pela forma protonada do CLDZ (HCLDZ"),
enquanto que em Triton X-100 esta associagdo € apenas devida a forma neutra (CLDZ).

A interpretacdo dos resultados obtidos em CTAB € dificultada pelo facto dos dois
modelos matemadticos obterem bons ajustes aos pontos experimentais, como se pode verificar
pelos gréficos Kgpp=f(Cp). Para uma melhor interpretacio dos valores determinados serd
necessdrio efectuar outros estudos, que permitam afirmar qual dos modelos expressa com

mais rigor o efeito de um meio micelar catiénico nas propriedades dcido/base do CLDZ.
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3.4 SOLUBILIDADE DO CLDZ EM SOLUCOES AQUOSAS E
MICELARES

Numa tentativa de entender a relagdo propriedades quimicas/actividade farmacolégica
de uma droga, t€m sido deduzidas varias equagdes matematicas que incluem parimetros que
traduzem as propriedades fisico-quimicas dessas drogas.

Os pardmetros de solubilidade medem a interacgdo entre as drogas e as regides
hidrofébicas de macromoléculas e permitem interpretar, por um lado, o transporte das drogas
desde a sua administracdo até ao local de acg@o, por outro, a possibilidade de existirem

interacgdes entre as drogas e as regides hidrofébicas dos meios onde se encontram.

Execucdo Experimental

Os ensaios realizados para a determinacdo da solubilidade, foram efectuados
dispersando um excesso de CLDZ em 25 ml de solugio aquosa e em solugSes dos
surfactantes SDS (4,0 x 10, 8,0 x 10%, 4,0 x 10%, 1,0 x 10°M), Triton X-100 (1,0 x 107,
40 x 107, 7.0 x 102, 1,0 x 10°M) e CTAB (4,0 x 107, 7,0 x 107, 1,0 x 10”7 M). Todas as
solucdes tinham forga ionica ajustada a 0,1 M em NaCl e pH fixo (pH =3 ou pH=9).

Para assegurar a dissolugio do CLDZ, mantiveram-se todas as solugdes em
observacio durante 48h, A temperatura de 25°C. Durante este perfodo de tempo o valor de pH
foi controlado, pela adi¢io de quantidades vestigiais de édcido cloridrico concentrado até
pH = 3 nas solugdes acidificadas e de quantidades vestigiais de hidréxido de sédio

concentrado até pH = 9 nas solucoes alcalinas.

Obtiveram-se soluges saturadas limpidas por filtragao, utilizando filtros de marca
Macherey- Nagel referéncia 72900, de 25 mm, com 0,45 pm de poro. Estas solucSes foram

posteriormente diluidas de forma apropriada no solvente contendo a mesma concentragio de

surfactante em estudo e forga iénica ajustada com NaCl 0,1M.
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O ajuste final de —loglH'l das solugdes amostra e das solucdes padrio com
concentracdo conhecida de clorodiazepoxido para a construgdo da recta de calibragdo foi
efectuado como mencionado atras por adi¢do de quantidades vestigiais de 4cido forte ou base
forte, utilizando os pardmetros de calibragdo do eléctrodo de vidro obtidos pelo método de
Gran a partir de uma titulagdo de 4cido forte/base forte. A calibragio do sistema de titulagdo

utilizado foi efectuada como descrito no capitulo 2.

A concentragdo madxima de CLDZ dissolvido nas solug¢des saturadas em estudo
(solubilidade) foi determinada por espectrofotometria de ultravioleta/visivel, ao comprimento
de onda de absorvédncia méxima. As determinacdes espectrofotométricas foram efectuadas
como descrito no capitulo 2.

Foi realizada uma recta de calibragio em cada dia em que se determinaram

concentragdes de clorodiazepoxido.

O efeito da solubilizagdo da forma protonada e da forma néo protonada do CLDZ em
solucoes micelares foi avaliado pela representacdo gréfica da equag@o 1.8 ou da equagdo 1.10
descritas na sec¢do 1.3 do capitulo 1. A partir da relagdo linear obtida foi possivel determinar

as constantes de ligacdo do CLDZ as micelas.

Resultados Obtidos e sua Discussdo

o) aﬁmento de solubilidade de compostos em meios micelares € normalmente atribuido
a distribuicdo de espécies ndo idnicas na pseudofase micelar e ao aparente aumento da
ionizacdo destes compostos.”* Com o objectivo de diferenciar as duas contribuicdes foram
determinadas as solubilidades do CLDZ em solu¢do aquosa e em solugdes micelares a pH
dcido e a pH bdsico.

Os valores da solubilidade do clorodiazepéxido obtidos a pH=3 e a pH=9, permitiram
calcular a constante de ligagio da forma protonada (Kyp") € da forma desprotonada (Kg) do

CLDZ as micelas, respectivamente.




A) CLDZ em dgua

Para a aplicac@o da equagdo matemdtica que permite obter as constantes de ligaco é
necessdrio utilizar o valor da solubilidade do clorodiazepoxido em meio aquoso (Sy,), que foi
necessariamente obtido ao mesmo valor de pH.

Na tabela 3.4.1 encontram-se os valores obtidos no estudo da solubilidade do CLDZ

em meio aquoso a pH=3 e a pH=9.

Tabela 3.4.1- Solubilidade do CLDZ em meio aquoso a pH=3 e a pH=9, a 25°C.

pH Solubilidade de CLDZ em agua (M)
3 1,14 x 107
9 3,16 x 10™

B) CLDZ em SDS

Os resultados obtidos no estudo da solubilidade do clorodiazepoxido no meio micelar
aniénico SDS encontram-se na tabela 3.4.2. Como se pode verificar, este estudo foi apenas
efectuado a pH=9, uma vez que a pH 4cido ocorria a formagdo de um precipitado branco,
devido a interaccio detectada aquando do estudo espectrofotométrico do CLDZ em SDS (ver

seccdo 3.1).

Tabela 3.4.2- Efeito do sistema micelar SDS na solubilidade do CLDZ, a 25°C

Concentracao de SDS (M) Solubilidade de CLDZ a pH=9 (M)
4,0x10* 321x10*
8,0x 10* 4,76 x 10™
4,0x 107 9,68 x 10
1,0 x 107 2,04 x 107

Na figura 3.4.1 estd representado o grifico dos valores obtidos em funcdo da
concentracdo de SDS, a partir do qual facilmente se confirma que o valor da solubilidade do
CLDZ em solugdes micelares com concentragdo abaixo da cmc € idéntico ao valor da

solubilidade do CLDZ em édgua, aumentando depois com 0 aumento da concentragdo de SDS.
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Figura 3.4.1- Representacio grafica da variacio da solubilidade do CLDZ em funcao da
concentracio de SDS a pH=9.

De modo a avaliar a interacgido entre o0 CLDZ e as micelas de SDS, efectuou-se o
tratamento matemdtico, relacionando S./S,, com Cp, segundo a equagdo 1.8, em que se obtém
uma relagdo linear, com a ordenada na origem igual a 1 e cujo declive é a constante de
ligacdo.

No estudo da solubilidade do clorodiazepdxide em SDS, a recta obtida por regressao
linear apresenta a equagdo y = 1,6 + 565x e tem um coeficiente de correlagdo igual a 0,9988.

O valor da constante de ligacdo da forma neutra do CLDZ as micelas aniénicas de
SDS determinado a partir do estudo de solubilidade (Kg.= 565) € concordante com o obtido

pelo método de Berezin na secgio 3.3.

C) CLDZ em Triton X-100

Os resultados obtidos no estudo da solubilidade do clorodiazepdxido no meio micelar

neutro Triton X-100, quer a pH 4acido quer a pH bésico encontram-se registados na tabela
3.4.3.
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Tabela 3.4.3- Efeito do sistema micelar Triton X-100 na solubilidade do CLDZ, a 25°C

Concentracio de Solubilidade de CLDZ a Solubilidade de CLDZ a
Triton X-100 (M) pH=3 (M) pH=9 (M)

1,0x 107 1,58 x 107 532x 10*

4,0x 107 1,59 x 107 7,87 x 10*

70x 107 1,61x 107 1,05 x 107

1,0x 107 1,62 x 107 1,35 x 107

Na figura 3.4.2, encontra-se a representacdo grifica dos valores obtidos com as
solugdes acidas (espécie protonada) e com as solugdes alcalinas (espécie desprotonada) em
funcdo da concentracao de Triton X-100.

Como se pode verificar, apesar do CLDZ ser mais solivel em meios dcidos, a variagio
da solubilidade a pH=3 ¢ insignificante, enquanto que para pH alcalino o valor da

solubilidade aumenta visivelmente com a concentracdo de surfactante.
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Figura 3.4.2- Representacao grafica da variagdo da solubilidade do CLDZ em funcio da
concentracio de Triton X-100 a pH=3 (quadrados) e a pH=9 (circulos).
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Na aplicagido da equacdo 1.8 ao estudo do efeito do sistema micelar Triton X-100 na
solubilidade do CLDZ a pH 4cido e a pH alcalino, obtiveram-se relagdes lineares com as
seguintes equagdes de recta:

- A relagdo linear obtida para a forma protonada do CLDZ apresenta a equacdo da

recta y = 1,3 + 4,01x e tem um coeficiente de correlagdo igual a 0,9975.
- A forma neutra ou desprotonada do CLDZ apresenta uma relagio linear com uma

equacdo de recta y= 1,4 + 284x e com um coeficiente de correlagdo igual a 0,9993.
Os valores da constante de ligacdo da forma protonada (Kyg+ = 4,01) e da forma

neutra (Kg = 284) do CLDZ as micelas, determinados a partir deste estudo, sdo concordantes

com os obtidos pelo método de Berezin a partir da variagdo das constantes de acidez.

D) CLDZ em CTAB

Os resultados obtidos no estudo da solubilidade do clorediazepéxido no meio micelar

catiénico CTAB, quer a pH écido quer a pH bésico encontram-se registados na tabela 3.4.4.

Tabela 3.4.4- Efeito do sistema micelar CTAB na solubilidade do CLDZ, a 25°C

Solubilidade de CLDZ a Solubilidade de CLDZ a
Concentracao de CTAB (M)

pH=3 (M) pH=9 (M)
4,0x 107 1,34 x 107 3,68 x 107
7,0x 107 1,35 x 107 7,14 x 10
1,0x 107 1,36 x 107 1,03 x 107

Na figura 3.4.3 encontra-se a representagdo grafica dos valores de solubilidade obtidos
com as solucdes 4cidas (espécie protonada) e com as solugdes alcalinas (espécie

desprotonada) em func¢io da concentragdo de CTAB.
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Figura 3.4.3- Representacdo griafica da variacdo da solubilidade do CLDZ em funcio da
concentracio de CTAB a pH=3 (quadrados) e a pH=9 (circulos).

Analisando o gréfico, verifica-se que a solubilidade do CLDZ em meios 4cidos ¢
nitidamente superior em solu¢do micelar do que em solugdo aquosa. No entanto, o valor da
solubilidade nfo € influenciado pela quantidade de micelas, uma vez que o aumento de
concentragdo de surfactante nao se traduziu no aumento do valor da concentracdo maxima de
clorodiazepoxido dissolvido.

Comparando os resultados obtidos a pH dcido com os obtidos a pH alcalino, observa-
se que, a semelhanca do ocorrido em meio micelar neutro, apesar do clorodiazepoxido ser
mais solivel em meios dcidos, € para pH alcalino que o valor da solubilidade aumenta

significativamente com o aumento da concentragio de surfactante.

De modo a avaliar a interac¢do entre a droga e as micelas catidnicas de CTAB,
efectuou-se o tratamento matematico, relacionando S/S,, com Cp.

A recta obtida por regressdo linear para a forma protonada do CLDZ apresenta a
equacdo darectay = 1,1 + 2,95x e tem um coeficiente de correlagio igual a 0,99999.

A forma neutra ou desprotonada do CLDZ apresenta uma relagdo linear com uma

equacdo de recta y= 0,9 + 219x e com um coeficiente de correlacdo igual a 1.
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Os valores da constante de ligacdo da forma protonada e da forma neutra do CLDZ as
micelas determinados a partir deste estudo sdo portanto, Ky, = 2,95 e Kg = 219,
respectivamente. Estes resultados sdo concordantes com os obtidos no tratamento matemético
da variacdo das constantes de acidez aparente, utilizando o modelo de PIE que assume a troca

ionica entre as micelas de CTAB e outras espécies idnicas em solugao.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo da solubilidade do clorodiazepoxido, encontram-se
resumidos na tabela 3.4.5, a partir da qual facilmente se verifica que os valores encontrados
para as constantes de ligacio s@o todos concordantes com os obtidos no estudo das constantes

de acidez.

Tabela 3.4.5- Constantes de liga¢io da forma protonada (Kgg*) e desprotonada (Kg) do
clorodiazepoxido as micelas determinadas a partir de estudos de solubilidade

Surfactante Kis* Kp
SDS _ 565 £ 20
Triton X-100 4,01 +0,20 284 =7
CTAB 2,951 0,10 21941

Assim, o estudo da solubilidade vem corroborar os estudos anteriores e comprovar que
a interaccdo entre 0 CLDZ e as micelas ocorre preferencialmente pela forma protonada do
CLDZ no caso do surfactante SDS e pela forma neutra do CLDZ nos meios micelares Triton

X-100 e CTAB.
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A avaliacdo das propriedades dcido/base conjuntamente com a solubilidade do CLDZ
em diferentes meios micelares, permitiu verificar o tipo de interacgdes (hidrofébicas ou
electrostéticas) deste fArmaco em meios organizados.

Do trabalho realizado hd que realgar o facto de que os estudos efectuados interpretados
individualmente apenas mostram a possibilidade de ocorréncia de uma interaccio, havendo
necessidade de os comparar entre si para se poder afirmar de uma forma conclusiva a natureza
dessa interacgao.

A obteng@o dos espectros do CLDZ nos diferentes meios a pH controlado, apenas
permitiu verificar a probabilidade de ocorrer uma interac¢do entre a benzodiazepina e os
surfactantes, e que essa interacgao seria de natureza diferente.

Assim, em solugdes de SDS abaixo da cmc, o facto dos espectros obtidos a pH é4cido
exibirem uma diminuicéo significativa das absorvancias relativamente as obtidas nas restantes
solugbes indica que existe uma interacgdo entre o CLDZ e os mondmeros de SDS que ocorre
preferencialmente com a forma protonada da benzodiazepina (HCLDZ"). Observou-se ainda a
possibilidade de haver uma interacgdo com os mondémeros de CTAB a pH 4cido e com os
monoémeros de Triton X-100 a pH bdsico. Relativamente 4 possibilidade de uma interacgio do
CLDZ com as micelas dos surfactantes (concentracdes de surfactante acima da cmc),
observou-se um desvio batocrémico do comprimento de onda de absortividade molar maxima
nos espectros obtidos em CTAB, que comprova essa possibilidade.

Como o CLDZ tem caracteristicas dcido/base, optou-se por determinar as constantes
de acidez nos diferentes meios micelares, com vista a analisar a variagfo dos valores obtidos
ao passar de um meio aquoso para um meio micelar.

Nesta andlise das propriedades dcido-base do CLDZ em meios micelares, verificou-se
uma variagdo dos valores das constantes de acidez concordante com o previsto (ver secgio
1.4) para 4cidos catidnicos, isto €, uma diminui¢do das caracteristicas dcidas em meios
anionicos e uma aumento das caracteristicas dcidas em meios neutros e catiénicos.

Esta observacido significa que meios micelares anidénicos favorecem a forma protonada
do CLDZ (deslocam o equilibrio para a esquerda), o que pode advir da existéncias de uma
interac¢do entre a forma protonada e o grupo anidnico das micelas. Em meios neutros e
catidnicos o aumento da ionizagdo (deslocamento do equilibrio para a direita) serd devida
respectivamente a associacdo da espécie neutra do CLDZ as micelas e a repulsdo

electrostdtica entre o grupo catiénico das micelas e a forma protonada do CLDZ.
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De salientar ainda que a variacdo dos valores das constantes de acidez ao passar de um
meio aquoso para um meio micelar (=1) foi semelhante para os trés surfactantes o que estd de
acordo com o ja verificado para outras benzodiazepinas.67

A analise dos resultados obtidos neste estudo, por aplicacdo de modelos matematicos,
permitiu calcular as diferentes constantes de associagdo entre o CLDZ e as micelas dos
diferentes surfactantes.

Neste tratamento optou-se pela utilizagdo de dois dos modelos mais usados, modelo de
Berezin e o modelo PIE, que assumem respectivamente, como ja foi referido, a distribuicéo
das vérias substincias entre a fase micelar e aquosa e a existéncia de permuta idnica entre as
espécies i6nicas em solugdo e o contra-ido do surfactante.

De salientar, que encontram-se publicados outros tratamentos mateméticos, todos eles
baseados na formacdo da pseudofase micelar, como por exemplo o modelo de Fernandez e
Fromherz'". Este modelo assume que a polaridade da interface micelar € idéntica para todos
os surfactantes e o surfactante neutro € usado como “avaliador” dos efeitos da superficie polar
dos surfactantes iénicos nas constantes de acidez. Este tipo de modelo ndo € aplicdvel aos
resultados obtidos nesta dissertacdo, uma vez que o valor determinado das constantes de
acidez nos meios Triton X-100 e CTAB sio semelhantes.

Comparando a magnitude dos valores das constantes de ligacdo da forma protonada e
neutra do clorodiazepdxido, € possivel inferir que a associa¢do da benzodiazepina as micelas
aniénicas de SDS é efectuada preferencialmente pela forma protonada do CLDZ (HCLDZ"),
enquanto que em Triton X-100 esta associacio € apenas devida a forma neutra (CLDZ).

A interpreta¢do dos resultados obtidos em CTAB € dificultada pelo facto dos dois
modelos matemdticos obterem bons ajustes aos pontos experimentais, como se pode verificar
pelos grificos Kgpp=f(Cp). Para uma melhor interpretacdo dos valores determinados foi
necessario recorrer a outros estudos.

Relativamente ao tratamento matemdtico realizado, € de salientar que a determinagao
de constantes de ligacdo através destes modelos ndo se deve limitar & resolugdo de um
problema matematico, devendo os valores obtidos serem analisados sob um ponto de vista
quimico. Deve-se portanto evitar escolher o modelo que fornece os melhores pardmetros
estatisticos, até porque desta forma o modelo escolhido seria invariavelmente o modelo PIE,
uma vez que quanto maior for o ndmero de pardmetros introduzidos mais convergente € o
método, mas sim escolher o modelo cujos pardmetros tenham significado quimico e que
forneca valores que por andlise das propriedades quimicas da substincia permitam concluir

que é o modelo que melhor descreve o que se passa com o CLDZ em meio micelar. Desta
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forma, por vezes € necessdrio efectuar outros estudos para confirmar qual o modelo mais
fidvel, tal como aconteceu no caso do CTAB, em que os dois modelos aplicados eram
considerados vélidos, mesmo com o valor muito baixo obtido para a soma das concentragdes
de OH e B ligadas as micelas, uma vez que este valor pode ser considerado aproximadamente
nulo pelo facto das micelas de CTAB se ligarem mais fortemente aos seus contra-ides que a
OH e B.

O altimo estudo realizado foi o estudo de solubilidade do CLDZ nos diferentes meios
e teve como objectivo determinar por outro método as constantes de ligagio e o tipo de
interac¢des da benzodiazepina as micelas.

Os resultados obtidos permitiram verificar o aumento da solubilidade do CLDZ em
meios micelares relativamente ao meio aquoso, como esperado e que os valores das
constantes de ligacdo determinados por este estudo sdo concordantes, a menos do erro
experimental, com os obtido no estudo das propriedades dcido-base.

Assim, apos a analise de todos os estudos efectuados. Verifica-se que:

- O farmaco CLDZ- um 4cido catiénico- na presenga de micelas aniénicas diminui
as sua caracteristicas dcidas devido a interac¢do electrostitica com a forma
protonada do CLDZ

- Em meios micelares neutros a interac¢do € apenas devida a forma neutra do CLDZ
que se distribui pelas fases aquosa e micelar

- Na presenca de micelas catiénicas o0 CLDZ aumenta as suas caracteristicas 4cidas.

- Os valores determinados das constantes de acidez aparente do CLDZ em
Triton X-100 e em CTAB sdo semelhantes, o que indica um tipo de interacgo

com o CLDZ também semelhante, neste caso uma interac¢io preferencialmente

hidrofébica.
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APENDICE A

PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E FORMAS DE

ADMINISTRACAO DO CLDZ EDO DZP

As benzodiazepinas sdo tranquilizantes tipicos que exercem os efeitos ansiolitico,
frenador da agressividade, sedativo e corrector da tensdo emocional.

Basta reparar na tabela A.1, para se verificar que a indtstria tem sido extremamente activa
na produgdo de pequenas alteragdes da estrutura (referida no capitulo 1), conduzindo a uma série
de medicamentos.

Apesar de alguns compostos apresentarem pouco mais do que repeticdes do farmaco
padrdo, existem algumas indicac¢des selectivas fora do campo do tratamento da ansiedade (1),

nomeadamente na insénia (2), na epilepsia (3) e no periodo que antecede a anestesia geral (4).

TABELA A.l: PRINCIPAIS BENZODIAZEPINAS

1- Usadas sobretudo como tranquilizantes
alprazolam; bromazepam; clobazam; clorazepato; clorodesmetildiazepam, clorodiazepoxido;

desmetildiazepam; diazepam; lorazepam,; medazepam,; oxazepam; prazepam

2- Usadas sobretudo como hipnéticos

estazolam; flunitrazepam; flurazepam; lormetazepam; nitrazepam, quazepam, temazepam;, triazolam

3- Usadas como antiepilépticos

clonazepam; diazepam; nitrazepam

4- Usadas como pré-anestésicos

diazepam; flunitrazepam; midazolam
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Tal como acontece para quase todas as séries homdlogas, as diferengas entre os diversos
tranquilizantes dizem respeito a rapidez de absor¢do, a duragdo de acciio, metabolizacdo e
intensidade de efeitos. O clorodiazepoxido e o diazepam sdo os que mais tempo permanecem no
organismo porque sao extensamente metabolizados.
Nas tabelas A.2 e A.3 encontram-se respectivamente as propriedades farmacocinéticas e

as formas de administracao e dosagem das duas benzodiazepinas utilizadas neste trabalho

Tabela A.2: Propriedades farmacocinéticas

Diazepam Clorodiazepoxido
Biodisponibilidade oral (%) 100 + 14 100
Excrecao urinaria (%) _ <1
Ligaciio ao plasma (%) 98,7102 96,5+ 1,8
Clearance (ml.min".Kg™) 0,38 + 0,06 0,54 £ 0,49
Volume de distribuicdo ('Kg) 1,1 £0,3 0,30+ 0,03
Tempo de semi-vida (h) 43+ 13 10+34
Concentracao efectiva 300-400 ng/ml > 0,7 pg/ml

Tabela A.3: Formas de administracao e dosagens

Diazepam Clorodiazepoxido

Forma de administracgao * CAR; ;L C; 1

4-40 15-40

Dose didria usual (mg)*

(2-20) (25-100)

2-40 10-100
Dose maxima diaria (mg)

(25-300)

+ Formas de administragdo: C = capsula; CAR = capsulas de acgdo retardada; I = injec¢do;
L = liquido

* O valor das doses didrias é o administrado na totalidade considerando 2 ou 4 porgoes
por dia. Entre paréntesis é a dosagem para uma Unica toma didria. Todas as dosagens referidas
sdo para adultos ou adolescentes.Para criangas dos 6 aos 12 anos o clorodiazepoxido pode ser
administrado por via oral em doses repartidas entre 10 a 30 mg. O diazepam pode ser

administrado em doses repartidas de 3 a 10 mg a criangas acima de 6 meses de idade.
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APENDICE B

REQUISITOS DA IUPAC PARA A PUBLICACAO DE

CONSTANTES DE EQUILIBRIO

Uma andlise dos resultados publicados sobre constantes de equilibrio realizada pela
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) mostrou uma enorme divergéncia
no modo como estes forem obtidos e posteriormente publicados. Em muitos casos a falta da
especificagdo das condigdes experimentais utilizadas nfo permite tirar concluses sobre a
fiabilidade dos resultados, o que impede a sua reprodugio e utilizagdo em estudos posteriores.

Assim sendo, a TUPAC propds oito condigdes que devem ser seguidas para a
determinagdo de constantes de equilibrio vélidas, de que se salienta a descricio da
instrumentagdo usada, o método de calibragdo, a composicdo das solugdes e a indicagdo da
temperatura a que as determinagdes foram realizadas.

De seguida apresentam-se os itens considerados importantes pela IUPAC e que deverdo

portanto constar em qualquer publicacio que contenha resultados de constantes de equilibrio:™
1. A pureza dos reagentes e solventes, € o procedimento seguido para a sua purificagdo.
2. A composig¢do das solugdes, especialmente a forca idnica, e outros factores relevantes,
incluindo a gama de concentracdes dos metais e ligandos investigados. Para sistemas

de solventes mistos deve ser definida a composi¢do do solvente.

3. Quando se adequar, a zona de pH utilizada nas medi¢des, o titulante utilizado ¢ o

valor assumido para Kw.
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A instrumentagdo utilizada no estudo experimental (por exemplo: decimilivoltimetro,
eléctrodos, espectrofotémetro, etc.) e uma descrigio explicita do método de

calibracio.

A temperatura e o intervalo de temperaturas abrangidas.

O numero de pontos experimentais registados numa titulacido e o nimero de ensaios

independentes efectuados.

O programa computacional ou qualquer outro método de cdlculo utilizado para obter
os resultados finais a partir dos dados experimentais e a respectiva referéncia da

literatura.

O desvio padrdo do resultado final e o método utilizado para estabelecer este

pardmetro.



APENDICE C

ESTUDO ESPECTROFOTOMETRICO DAS PROPRIEDADES

ACIDO-BASE DO DIAZEPAM

Efectuou-se o estudo de outra benzodiazepina utilizada como ansiolitico, o diazepam
(DZP), em solugdes do surfactante aniénico SDS.

Neste estudo utilizou-se concentragdes de surfactante acima e abaixo da cmc, com o
intuito de verificar a existéncia de uma interacgdo dos monémeros de SDS e o diazepam,

tendo-se determinado também as constantes de acidez aparente do DZP em SDS.

C.1. ESPECTROS DO DZP EM SOLUCOES AQUOSAS DE SDS ABAIXO E ACIMA DA
CMC

O estudo foi efectuado por espectrofotometria de ultravioleta-visivel, utilizando-se
para o tragado dos espectros solugdes de DZP (= 5 x 10” M) com forca iénica ajustada a 0,IM
em NaCl, na auséncia e na presenca do surfactante aniénico SDS, a concentragdes abaixo e
acima da cme (ISDSI=4,0 x 10%; 8,0 x 10™%; 0,01; 0,05 M).

A execugdo experimental foi realizada como no estudo anterior com uma tinica
excepgdo, a zona espectral abrangida foi neste caso de 210 a 450 nm.

Os resultados obtidos neste estudo encontram-se representados nas figuras c.1 e ¢.2.




N

10000

Absortividade molar (moldm’ecm™)

:

450

Figura C.1- DZP em agua (preto), em SDS abaixo da cmc (vermelho) e em SDS acima
da cmc (verde), a pH=3.

Absortividade molar (mol 'dm’em™)

Figura C.2- DZP em dgua (preto), em SDS abaixo da cmc (vermelho) e em SDS acima da
cmc (verde), a pH=9.
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Analisando os espectros, verifica-se que quer a pH acido quer a basico a absortividade
molar das solu¢des em SDS sdo sempre superiores a da solu¢do de DZP em dgua (com
1=0,1M em NaCl).

Este estudo revelou ainda que para as solugdes a pH acido se verifica um ligeiro
deslocamento da banda correspondente a transicdo electrénica de maior energia (tabela C.1),
o que indica a possibilidade de haver uma interacco entre as micelas e 0 DZP, uma vez que o
comprimento de onda de absortividade molar mixima é deslocado com o aumento da

quantidade de SDS em solugao.

Tabela C.1- Valores dos comprimentos de onda maximo (A.,) de DZP em igua e em

SDS, a pH=3

Meio lmax (nm)
H:0O 236 282 357
SDS 240 285 360

C.2 CONSTANTES DE ACIDEZ APARENTE DO DIAZEPAM EM SOLUCOES DE SDS

Para uma melhor interpreta¢@o dos resultados obtidos anteriormente, determinaram-se
as constantes de acidez do DZP em SDS. O procedimento experimental é idéntico ao estudo
anterior.

Na tabela C.2 encontram-se registados os valores médios das constantes de acidez
aparente do diazepam em dodecilsulfato de sédio 4,0 x 10, 8,0 x 10*, 9,0 x 10 1,0 x 107,
2,0x10%,4,0x 107 e 0,01 M.

Na figura C.3 encontra-se ilustrado a forma como o pK,p, do diazepam varia com a
concentragio de SDS, verificando-se assim que a constante de acidez ndo varia
significativamente até SDS 8,0 x 10™* M, voltando a ser aproximadamente constante para

valores mais elevados de concentracio de SDS (a partir de 1,0 x 107 M).
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Tabela C.2- Constantes de acidez aparente do DZP em SDS; (1= 0,1 M; t = 25°C)

Conc. de SDS (mol /dm’) PKapp
0 3,57 £ 0,06
40x 10 3,53+ 0,02
8.0x10* 3,57+ 0,04
90x 10* 3,72 + 0,03
1,0x 107 3,93 0,04
2.0x 107 3,96 +0,03
4,0x 107 3,98 + 0,04
0,01 4,01 +0,01
4.0 -
| ]
n
[ ]
3.9
3.8 4
< | |
o, 3.7 4
|
3.6 H
L I
1 | ]
3.5
0.000 0.002 0.004 I O.(;OG I 0.(;08 ‘ 0.(;10

Concentragao de SDS (mol/ dm3)

i
‘ T T - T
\
\
|

Figura C.3-Representaciio gréfica da variagio do pK,,, de DZP com a concentracio de

SDS.

O espectro de ultravioleta/visivel obtido para o diazepam em SDS encontra-se na

figura C.4, e mostra o tipo de espectro que se obtém para o DZP quando se varia —log| H'l
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Absorvancia

450

Figura C.4- Representagiio da absorvincia em fun¢io do comprimento de onda para solugdes de

DZP em SDS a diferente pH.

Na tabela C.3 apresentam-se os valores dos comprimentos de onda maximo (Amax) €
das absortividades molares médias do DZP em SDS obtidos neste trabalho, em que €y’ € a

absortividade molar da espécie protonada e eg a absortividade molar da espécie neutra.

Tabela C.3- Valores dos comprimentos de onda maximo (Amax) € das absortividades

molares de DZP em SDS
HDZP' “DZP
Amax (nm) esn (x10*Mem™) Amax (nm) en(x10*M*cm™)
240 22 230 32
285 1,1 250(s) 1,5

360 0,3 315 0,2




E3d

As absortividades molares do DZP, obtidas neste trabalho sdo da ordem de grandeza
das descritas na bibliografia para meio mistos dgua/etanol ou dgua/ metanol,” como se pode

verificar na tabela C.4.

Tabela C.4- Valores dos comprimentos de onda maximo (An.,) e das absortividades

molares de DZP em meios mistos

HDZP* DZP
Amax (M) epn’ (x10*Mem™) Amax (nm) ep(x10*M'em™)
241 2,8 231 33
286 13 253(s) 1,7
360 0,4 310 0,2

C.3 CONCLUSOES

Os resultados obtidos para as constantes de acidez do diazepam em SDS sugerem que
a concentracio micelar critica do SDS na presenga do DZP € diferente da cme do SDS em
NaCl 0,1M cujo valor € 1,4 x 107 M, uma vez que a constante de acidez do DZP em agua,
descrita na bibliografia (pKa=3,57 £ 0,06) é semelhante as constantes de acidez em SDS
obtidas para as concentragdes de surfactante mais baixas (4,0 x 10% e 8,0 x 10* M), mas
diferente da obtida para SDS 9,0 x 107 M.

Assim, verifica-se que abaixo da cmc o pKypp tem um valor tnico e idéntico, a menos
do erro experimental, ao pK, da dgua e acima da cmc o pKyp, € também aproximadamente
independente do valor da concentragio de SDS e apresenta um valor maior.

Numa primeira andlise, estes resultados sugerem a existéncia de uma interac¢do entre
a forma protonada do diazepam (HDZP") e o SDS, que faz diminuir as repulsoes
electrostiticas entre os grupos polares do SDS, o que por sua vez provoca a diminuigio da
concentracdo micelar critica.

O aumento do pK,y, dever-se-d & estabilizagio da forma protonada do DZP, por
formagdo de um par iénico ou de uma ligagdo de hidrogénio com o grupo sulfato do SDS.
Este tipo de interacgdes provoca normalmente um desvio batocrémico do Agax , € aumento das

absortividades molares, o que se verifica para estes resultados e:xperimentais.76
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ERRATA

onde se lé

5-fenil-1,4-benzodiazepina-2-ona

5-tenil-1,4-benzodiazepina-2-ona

IHBl, + [HBI;

AG=-RTInK
25 0,
gases reais
A=-Ve 10KF!2,303RT
517 +97.8
192+9,43 ¢ - 6,24 0,978
818 £53,9 ¢ 26,7 4,58
278 £93,9 ... 1,33x10* £ 652
278 + 8,46
23,7+7,57 ... 240+ 51,3

deve ler-se

5-fenil-1.4-benzodiazepina

5-fenil-1,4-benzodiazepina

[HB+f\; -+ |HB+|f

AG°=-RTInK
25,0+0,1
gases ideais
A= -CbVe 1(KFR230RT
517+98
192+9¢-6,24+0,98
818 £54e26,7+4,6
278 £94 ... 1,33x10* + 6,52 x10?
278 £ 8
23,7+7,6... 240+ 51
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