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Abreviaturas e Simbolos

As abreviaturas utilizadas ao longo deste trabalho encontram—se na seguinte lista:

"H-RMN
—CD
£-CD
»~-CD
6-CD
amg

amg—CD
AOP
ARG
BET
CD
DNA
DSC
dTG
ETAR
FTIR-ATR
GLT

HOMO

HP-4-CD
HPLC

I-CD

Ressonancia magnética nuclear de protao
Alfa—ciclodextrina

Beta—ciclodextrina

Gama—ciclodextrina

Delta—ciclodextrina

Hexano—1,6—diamina

Beta—ciclodextrina funcionalizada com
hexano—1,6—diamina

Processo de oxidagao avancado (Advanced Oxidation Process)
Gene resistente a antibidtico (Antibiotic Resistance Genes)
Andlise de area superficial (método de
Brunauer—Emmett—Teller)

Ciclodextrina

Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)
Calorimetria diferencial de varrimento (Differencial scanning
calorimetry)

Primeira derivada da perda de massa em ordem a
temperatura

Estacgao de tratamento de aguas residuais

Espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier — refletancia total atenuada (Fourier transform infrared
spectroscopy — attennated total reflectance)

Glutaraldeido

Orbital molecular de maior energia ocupada (highest occupied
molecular orbital)

Hidroxipropil-beta—ciclodextrina

Cromatografia liquida de alta eficiencia (High—performance
liguid chromatography)

Beta—ciclodextrina funcionalizada com iodo

X



ITC

LOD
LOQ
LUMO

MW

NaSA

NaSD

NaSMR

NaSMT

NS

NS

CD-am«—CD

NS
CD-ams=GLT=amCD

NS
CD—-am¢—GLT—-am«—CD

OMS
PXRD
RMN
rpm
SA

SD
SEM

SMR
SMT
TGA
UV-vis

Calorimetria de titulagdo isotérmica (Isothermal titration

calorimetry)
Limite de detecao (Lmit of detection)

Limite de quantificacao (Lawit of guantification)

Orbital molecular de menor energia nio ocupada (lowest

unoccupied molecular orbital)
Micro—ondas (Microwave)
Sulfonamida de sédio
Sulfadiazina de so6dio
Sulfamerazina de sodio
Sulfametazina de soédio
Nanoesponja (INanosponge)
Nanoesponja  resultante  da  polimerizagiao
beta—ciclodextrina com hexano—1,6—diamina
resultante  da

Nanoesponja polimerizagao

beta—ciclodextrina com hexano—1,6—diamina
glutaraldeido

Nanoesponja  resultante  da  polimerizagao
beta—ciclodextrina com hexano—1,6—diamina

glutaraldeido e reduzida com borohidreto de sédio

Organizagao Mundial de Saude

Difragao de raios—X em p6 (Powder X—ray diffraction)

Ressonancia magnética nuclear
Rotagoes por minuto
Sulfonamida

Sulfadiazina

da

da

da

Microscopia eletronica de varrimento (Scanning electron

microscopy)

Sulfamerazina

Sulfametazina

Analise termogravimétrica (Thermogravimetric analysis)

Ultravioleta—visivel
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AG
AH
AS

Qm

A simbologia utilizada ao longo deste trabalho encontra—se na seguinte lista:

Absortividade molar (L. mol™ cm™)

Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda maximo (nm)

Condutividade limite (S m* mol™)

Derivada parcial

Desvio quimico (ppm)

Estimativa de incerteza associada ao parametro (erro padrio)
Varia¢io da energia livre de Gibbs (k] mol™)

Variagio da entalpia (k] mol™)

Variagio da entropia (] K™' mol™)

Viscosidade

Absorvancia

Parametro polinomial de primeira ordem (declive da reta de
ajuste) (L. mg ")

Concentracio (mol dm™)

Concentra¢io de adsorvato inicial em fase liquida (mg 1.™")
Concentracdo de adsorvato no equilibrio em fase liquida (mg L.™")
Coeficiente de variacao da média (imprecisio) (%o)

Coeficiente de difusio (m*s™")
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Resumo

A resisténcia antimicrobiana aos antibidticos é um problema de satde publica
crescente em todo o mundo. O uso generalizado de antibidticos faz com que estes sejam
considerados um novo grupo de poluentes ambientais, com um papel relevante na inducio
e disseminagdo de genes resistentes a antibioticos (ARGs) em varios habitats aquaticos. Os
corpos de aguas superficiais funcionam como um dos pontos criticos para a transferéncia de
ARGs para o Homem, contribuindo para o aumento da resisténcia destes aos antibidticos.
A presenca de antibiéticos nos diferentes corpos de agua deve—se ao facto de serem solaveis,
exibirem baixa volatilidade e serem dificilmente removidos através das atuais
estratégias/tecnologias usadas nas estagoes de tratamento de dguas residuais (ETARs). Neste
sentido, torna—se urgente desenvolver novas e eficientes tecnologias para a remocio de
antibidticos e, consequentemente, de ARGs da agua, a fim de evitar a propagacio da

resisténcia aos antibioticos.

Neste projeto foi estudada a interagao entre ciclodextrinas (CDs) (a—CD, g—CD e
y—CD) e antibidticos de sulfonamidas de sédio (NaSAs) (NaSD, NaSMR e NaSMT), de
forma a obter informagoes acerca dos complexos supramoleculares formados e otimizar o
desenvolvimento de materiais adsorventes especificos, nanoesponjas (NSs) de p—CD
(CD—am—CD, CD—ams=GLT=am—CD e CD—amc—GLT—am—CD), para a sua

aplica¢ao em remediagdo ambiental através da remoc¢ao de NaSAs da agua.

Através da difusio isotérmica em liquidos (método de dispersio de Taylor),
registaram—se fluxos acoplados contra—corrente que sugerem a formagao de complexos
entre CDs e NaSAs. A NaSMR apresenta a maior interagao com as CDs estudadas, tendo—se
obtido um valor de Di; ® — 1,45 X 107" m*s™' com a y—CD. Uma mole de y—CD consegue
contra—transportar 0,301 mol de NaSMR. Os raios hidrodinamicos (Rwj) das SA™ mostraram
que a cavidade da f—CD e p—CD apresentam dimensoes que capacitam a acomodagio de
uma maior parte da estrutura dos ides SA” em 4gua. A estimativa das constantes de
associagdo para a NaSMR vai até 10 dm’ mol™' com a a—CD, até 20 dm’ mol™' com a /—~CD
e até 30 dm’ mol™' com a y—CD. Nos estudos de UV—vis foram registadas alteracdes nos
espetros da NaSMR com a adi¢ao de quantidades crescentes de f—CD e y—CD, indicando
uma mudang¢a do microambiente da NaSMR como consequéncia da sua complexagdao na
cavidade das CDs. As tendéncias relatadas demonstram que a f—CD e a y—CD interagem

com a NaSMR por processos diferentes. Através do método de Benesi—Hildebrand
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obtiveram—se constantes de associacio de 26 dm’ mol™ para o sistema f/—~CD + NaSMR e
93 dm’ mol™" para o sistema y—CD + NaSMR. A técnica 'H—RMN revelou que a adi¢io de
NaSMR a f—CD provoca uma alteracao no ambiente quimico dos protoes internos da f—CD
(Hs e Hs) e dos protdes da NaSMR, principalmente do protio Ha (anel A da NaSMR),
sugerindo a inclusio parcial deste na cavidade da f/—CD. Também se observou uma variagao
da constante de acoplamento do protio Ha, o que sugere que a interagao entre as duas
espécies provoca uma alteragdo conformacional na estrutura da NaSMR, como foi sugerido
nos estudos de UV—vis. Um ajuste nio linear dos dados obtidos permitiu estimar uma
constante de associagdo para o sistema f—CD + NaSMR de 99 * 60 dm’ mol ™. Através de
ITC nao foi possivel detetar interacdo entre NaSAs e CDs, uma vez que a técnica mostra
dificuldades em detetar a formagdao de complexos supramoleculares pouco estaveis, com

constantes de associacio inferiores a 10> dm’ mol™', como ¢ o caso dos sistemas estudados.

Procedeu—se a sintese das NSs com p—CD. A eficiéncia de substituicio dos
precursores foi determinada por 'H—RMN, as estruturas quimicas foram caraterizadas por
FTIR—ATR e a estabilidade térmica das NSs foi avaliada por TGA. Nos ensaios de adsor¢ao
verificou—se que o aumento da razio solido/liquido (S/L) levou a um aumento das
eficiéncias de remog¢ao e a uma diminui¢iao das capacidades de adsorc¢ao, respetivamente:
5,0% a 28,7% e 2,1 mg mL™" a 0,2 mg mL™! para a NS CD—am—CD; 9,7% a 49,9% e
14,9 mg mL ™' a 1,8 mg ml™! para a NS CD—am6=GLT=am—CD; 6,7% a 66,1% e
13,0 mgmL ™" a 1,2 mg mL"" para a NS CD—am6—GLT—am;—CD. Esta ordem de eficiéncia
¢ proporcional a quantidade de grupos disponiveis na estrutura das NSs para formar ligacoes
de hidrogénio. O modelo de Freundlich explica a variagao dos dados obtidos em estudos
com a NaSMR, tendo—se obtido os parametros 7z = 0,70 ¢ K¢ = 0,11 mg' /" ¢~' L'/ para
a NS CD—am¢—CD e m = 1,23 e K¢ = 3,74 rngH/”F gf1 | R para a NS
CD—am=GLT=am,—CD. As diferencas nestes valores revelam diferencas nas superficies
envolvidas na adsor¢ao, sugerindo que com a NS CD—ams—CD ocorre um processo de
fisissor¢ao cooperativa em multicamadas de NaSMR, através de interacOes eletrostaticas
(desfavoraveis), enquanto o mecanismo de adsor¢io da NS CD—am=GLT=am¢—CD
parece consistir um processo essencialmente controlado por quimissor¢ao em multicamadas

de NaSMR, justificado por pontes de hidrogénio (favoraveis).

Palavras—chave: Genes resistentes a antibidticos; Sulfonamidas de sédio; Ciclodextrinas;

Complexos supramoleculares; Nanoesponjas; Remediagao ambiental.
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Abstract

Antimicrobial resistance to antibiotics is a growing public health problem worldwide.
The widespread use of antibiotics makes them be considered a new group of environmental
pollutants, with a relevant role in the induction and propagation of antibiotic resistance genes
(ARGs) in several aquatic habitats. Surface water bodies act as one of the critical points in
the transfer of ARGs to humans, contributing to their increased resistance to antibiotics. The
presence of bacteria in different water bodies occurs due to the fact that they are soluble,
exhibit low volatility and are hardly removed through current strategies/technologies used
in wastewater treatment plants (WWTPs). In this regard, the development of new and
efficient technologies becomes urgent for the removal of antibiotics and, consequently,

ARGs from water, in order to prevent the spread of resistance to antibiotics.

In this project, the interaction between cyclodextrins (CDs) (a—CD, f—CD and
y—CD) and sodium sulfonamide antibiotics (NaSAs) (NaSD, NaSMR and NaSMT) was
studied in order to obtain informations about supramolecular complexes formation and to
optimize the development of specific adsorbent materials, f—CD nanosponges (NSs)
(CD—am—CD, CD—am=GLT=am—CD and CD—am—GLT—am(—CD), for its

application in environmental remediation through the removal of NaSAs from water.

Through isothermal diffusion in liquids, coupled countercurrent flows were detected,
suggesting the formation of complexes between CDs and NaSAs. NaSMR shows the greatest
interaction with CDs studied, have been obtained the value of D, & — 1,45 X 107"’ m*s™"
with y—CD. One mole of y—CD is able to counter—transport 0,301 mol of NaSMR. The
hydrodynamic radii (Rw) of SA™ showed that the cavity of f—CD and y—CD presents
dimensions that enable the accommodation of a greater part of the SA™ ions structure in
water. The estimated binding constants for NaSMR range up to 10 dm’ mol™" with a—CD,
up to 20 dm’ mol ™" with /—CD, and up to 30 dm’ mol™" with y—CD. In UV—vis studies were
recorded changes in the NaSMR spectra with the addiction of increased amounts of f—CD
and y—CD, indicating a change in the NaSMR microenvironment as a consequence of its
complexation in the CD cavity. The reported trends manifest a different process of
interaction of f—CD and y—CD with NaSMR. Using the Benesi—Hildebrand method,
binding constants of 26 dm’ mol™" were obtained for the /~CD + NaSMR system and
93 dm’ mol™ for the y~CD + NaSMR system. 'H-NMR technique revealed that the

addition of NaSMR to f—CD induces a change in the chemical environment of the internal
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protons of f—CD (Hs and Hs) as well as the protons of NaSMR, mainly the Ha proton (ring
A of NaSMR), suggesting its partial inclusion in the f—CD cavity. A variation in the Ha
proton coupling constant was also detected, implying that the interaction between the two
species generates a conformational change in the NaSMR structure, as suggested in the
UV—vis studies. A non—linear adjustment of the obtained data allowed the deduction of a
binding constant for the /~CD + NaSMR system of 99 + 60 dm’ mol . Through ITC, it
was not possible to detect the interaction between NaSAs and CDs, since this technique
shows some difficulties in the detection of not very stable complexes formed, with binding
constants lower than 10> dm’ mol™, such as the systems that are being studied. since the
technique shows difficulties detecting the formation of unstable supramolecular complexes,

with binding constants lower than 10> dm’ mol™, such as the systems being studied.

The synthesis of NSs was proceeded with f—CD. The substitution efficiency of
precursors was determined by 'H-NMR, chemical structures were characterized by
FTIR—ATR and thermal stability of NSs was evaluated with TGA. In adsorption tests it was
reported that an increasion in the solid/liquid ratio (S/L) led to an increase in the removal
efficiencies and a decrease in the adsorption capacities, respectively: 5,0% to 28,7% and 2,1
mg mL " to 0,2 mg mL.™" for NS CD—am—CD; 9,7% to 49,9% and 14,9 mg mL.”" to 1,8 mg
ml™" for NS CD—-am6=GLT=am¢—CD; 6,7% to 66,1% and 13,0 mg mL™ to
1,2 mg mL.™" for NS CD—am6—GLT—am—CD. This order of efficiency is proportional to
the amount of available groups in the structure of NSs that are able to form hydrogen bonds.
Freundlich model is explains the variation in the obtained data in studies with NaSMR,
having been obtained the parameters #r = 0,70 and Kz = 0,11 mg' /" g™' LY"* for
NS CD—-ame—CD and # = 123 and Kr = 3,74 mg" /" o' L™ for
NS CD—am¢=GLT=am—CD. The differences in these values reveal differences of the
surfaces involved in the adsorption, indicating that with NS CD—am—CD there is a process
of cooperative physisorption with NaSMR multilayers through electrostatic interactions
(unfavorable), while the adsorption mechanism of NS CD— am=GLT=am—CD seems to
consist in a process essentially controlled by NaSMR multilayer chemisorption, justified by

hydrogen bonds (favorable).

Keywords: Antibiotic resistant genes; Sodium sulfonamides; Cyclodextrins; Supramolecular

complexes; Nanosponges; Environmental remediation.
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Capitulo 1

1. Introducgao

1.1. O Impacto dos Antibiéticos no Meio Ambiente

Os séculos XX e XXI sao marcados pela procura global de uma melhor qualidade de
vida. Os esforcos investidos para cumprir esse desejo fizeram com que as industrias se
tornassem numa das partes cruciais da sociedade moderna e a geracao de residuos um
resultado inevitavel das atividades de desenvolvimento [1], pelo que a eliminacio de
poluentes e a manuten¢ao da qualidade da agua, do solo e do ar representam desafios
alarmantes que devem ser tidos como prioritarios. Neste sentido, surge em 2019 o Pacto
Ecolégico Europeu, um pacote de propostas que pretende combater estas adversidades ao
transformar a Unido Europeia numa economia moderna e eficiente na utilizagao dos recursos
[2]. Uma das principais propostas consiste no “Rumo a polui¢dao zero na agua, no ar € no
solo” [3]. O asseguramento adequado das aguas residuais exigira investimentos superiores a
200 mil milhées de euros nos préximos anos e inclui o desenvolvimento de tecnologias
econémicas de remediagdo simples e faceis de operar. Apesar disso, 100 cidades da Unido
Europeia continuam a nao cumprir as normas em matéria de qualidade do ar e ainda ha cerca
de 37 milhGes de pessoas cujos efluentes domésticos nao recebem tratamento adequado [4].
Virios parametros, como a quantidade, composi¢ao, concentragao, perigo, custo, toxicidade,
grau de tratamento e tempo de permanéncia tém dificultado a remocido de poluentes até ao
limite desejavel [5]. Mais alarmante é a verificagao do aumento da resisténcia destes poluentes
e o impacto que poderdo provocar realmente na saide humana [6]. No entanto, para

compreender melhor esta situagao ¢ necessario recuar um pouco no tempo.

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, revolucionou a forma
pela qual a medicina tratava as infe¢cdes bacterianas. Ao estudar bactérias do tipo Staphylococcus
petrcebeu que a sua amostra tinha sido contaminada por algum tipo de fungo e, ao investigar
o bolor produzido, descobriu que se tratava do género Penicillinm [7]. Este acontecimento
abriu o caminho para a descoberta de novos antibiéticos e proporcionou a cura de patologias
infeciosas que constitufam a principal causa de morte da época. Os testes clinicos da
penicilina tiveram inicio em 1941 e, ja em 1945, é atribuido o prémio Nobel da medicina a
Alexander Fleming. No seu discurso de aceitacdo alertou para os perigos da resisténcia

bacteriana associados ao uso excessivo deste tipo de substancias [8] e pouco tempo depois,

1
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em 1948, assistiu—se a uma pandemia global provocada pela bactéria Staphylococcus resistente

a penicilina [9].

Atualmente, os dados de 76 paises mostraram que o consumo global total de
antibiéticos aumentou de 21,1 para 34,8 bilides de doses diarias entre 2000 e 2015 [10].
Assiste—se a um consumo excessivo, acentuado pelo seu uso indiscriminado em
automedicacao, interrupgao precoce do tratamento, descarte em locais improprios [11] e no
uso descontrolado das industrias para promover altas eficiéncias de producio [12].
Adicionalmente, como o metabolismo de seres humanos e animais apenas tem a capacidade
de absorver parcialmente este tipo de substancias (< 25%) [13], a sua excre¢ao na forma de
metabolitos tem contribuido para a acumulagiao e permanéncia destes residuos no meio
ambiente, os quais sao a principal causa da proliferacio de genes resistentes a antibidticos

(ARG) [13,14].

A detegao de residuos de antibidticos e ARGs tem sido observada em solos, aguas
superficiais, aguas subterraneas, esgotos domésticos e hospitalares e até em agua potavel,
indicando que a polui¢ao ambiental por antibidticos é generalizada [15,16]. A propagagao
de ARGs deve—se a continua exposicao das bactérias a residuos contendo antibidticos,
fazendo com que desenvolvam mecanismos de resisténcia [17]. A ocorréncia destas
mudangas nos processos naturais de transferéncia de acido desoxirribonucleico (DNA) entre
espécies bacterianas faz com que a a¢ao dos antibidticos se torne ineficaz devido ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana [18]. Consequentemente, torna—se cada vez mais
dificil tratar infe¢oes, surgindo novamente a ameaga prévia ao descobrimento dos
antibidticos: o aumento do risco de propagacao das infe¢Oes e o seu agravamento que levard

20 aumento do nimero de mortes.

Segundo dados da Organizagago Mundial de Saidde (OMS), as bactérias
multiresistentes fazem 700.000 vitimas anualmente [19] e prevé—se que um panorama geral
para 2050 (figura 1) com a ocorréncia da morte de uma pessoa a cada trés segundos [20].
Parte da solucio reside no desenvolvimento de novos antibiéticos. No entanto, nao surgiu
uma nova classe de antibiéticos desde a década de 1980 [21] e, atualmente, seria necessario
desenvolver agentes antibacterianos ainda mais eficazes, mas qualquer novo antibiético
necessitaria de ser barato e raramente usado para minimizar o risco da resisténcia bacteriana
[22]. Sem ferramentas eficazes para a preven¢ao e tratamento adequado destas infe¢Oes
resistentes ao efeito de antibidticos, ¢ importante apostar em outras metodologias que

complementem a atenuagao deste problema.
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Figura 1 Estimativa do nimero de mortes provocadas por bactérias multiresistentes em 2050. Adaptado de [19].

1.2.  Antibioticos

Entende—se por antibidético todos os compostos naturais, sintéticos ou
semissintéticos que podem matar ou inibir o crescimento ou a atividade metabdlica de
bactérias, promovendo a destruiciao destes micro—organismos [23]. No decorrer dos anos, a
expansao dos antibiéticos foi notéria devido ao alargamento do seu espetro de aplicabilidade,
passando a ser utilizados, principalmente, na indudstria farmacéutica, pecuaria, agricultura e

aquicultura [24].

E possivel classificar os antibiéticos segundo os alvos morfoldgicos que atingem
dentro da célula bacteriana e a interferéncia que induzem no processo de sintese proteica,
uma vez que as proteinas intervém em todos os processos bacterianos. Atualmente, existem
cerca de 10 classes principais de antibiéticos que possuem mecanismos unicos de agao e
espetros de atividade contra diferentes tipos de bactérias, de acordo com a sua estrutura
quimica: aminoglicosideos, f—lactamicos, cloranfenicéis, glicoproteinas, macrolideos,
nitromidazoélicos, polipeptideos, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas. Esta diversidade ¢
fundamental para a eficicia dos antibioticos, ja que diferentes doengas e circunstancias

requerem diferentes tipos de antibiéticos [25].
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1.2.1. Sulfonamidas Sodicas

Os antibioticos de sulfonamidas (SAs) foram os primeiros agentes antibacterianos
usados clinicamente e a sua aplicagao ¢ relatada desde 1935 [26]. Sdo amidas de acidos
sulfonicos, com a férmula —SONRR’—, onde um atomo central de enxofre, com dois
oxigénios duplamente ligados, se encontra também ligado a um grupo anilina e a um atomo
de azoto. Este 4tomo de azoto esta ligado a um grupo piridina, onde os grupos R' e R* podem
ser grupos hidrogénio, alquil, aril ou heteroaril. A sulfadiazina de sédio (NaSD),
sulfamerazina de sédio (NaSMR) ¢ a sulfametazina de s6édio (NaSMT) sio trés derivados das
sulfonamidas sédicas que diferem estruturalmente pela presenca de nenhum, um ou dois
substituintes metil no anel piridinio, respetivamente (figura 2). Na tabela 1 estao presentes
algumas caracteristicas fisico—quimicas das sulfonamidas de sédio (NaSAs) previamente

mencionadas [27]

(Ij‘ Na
HoN S—NeJ
| YN
O / \ R
N
'__,.-"'
RZ

Figura 2 Estrutura molecular de trés derivados (NaSD, NaSMR, NaSMT) de sulfonamidas sodicas: R = H e
R? = H para NaSD; R" = CH; ¢ R? = H para NaSMR; R’ = CH; ¢ R? = CH; para NaSMT.

Tabela 1 Caracteristicas fisico—quinicas de trés derivados de NaSAs (NaSD, NaSMR, NaSMT) [27].

NaSA NaSD NaSMR NaSMT
Massa molar / (g mol™) 2723 286,3 300,3
Solubilidade 1 parte em 2 1 parte em 3,6 1 parte em 2,5
partes de agua partes de 4gua partes de agua

aquosa a 25 °C

A utilizagao de antibiéticos na forma de sais é bastante extensa, apresentando varias
vantagens sobre as formas moleculares associadas. Sao entidades quimicas seguras, possuem
alta solubilidade aquosa, higroscopicidade reduzida, permitem corrigir propriedades
organolépticas, podem cristalizar mais facilmente e, geralmente, sao as formas mais estaveis

de substancias ativas [28].
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Em 2019, a OMS langou a lista dos antibiéticos classificados como “grupo de
acesso”, cujo uso é recomendado por exibirem atividade contra uma ampla gama de agentes
patogénicos comummente encontrados, apresentando a0 mesmo tempo um menor potencial
de resisténcia do que os antibiéticos nos outros grupos. Os antibiéticos com o prefixo sulfa

estdo presentes nessa lista [29].

O modo de atuagdo desta classe de antibidticos consiste no bloqueamento de
enzimas através da competicio com certos produtos que a bactéria ¢ incapaz de sintetizar.
As SAs sio derivadas da p—aminobenzenossulfonamida, que é um analogo estrutural do
acido p—aminobenzdico, um componente necessario nas bactérias para a sintese do acido
folico, precursor da purina, dos acidos nucleicos e, principalmente, do DNA. Enquanto a
maioria das bactérias nao é capaz de utilizar o acido félico de origem exdgena e tem de o
sintetizar para cumprir as suas fungdes vitais, nas células animais nao é possivel sintetiza—lo
e ele deve ser obtido através do consumo de alimentos. As SAs, cujas estruturas siao
semelhantes a do acido p—aminobenzdbico, substituem—no e interferem na biossintese do
acido félico. Como resultado, a enzima diidropteroato sintetase constréi uma molécula
“falsa” de acido folico, que nao é capaz de realizar a fun¢io vital do verdadeiro acido félico.
Assim, a atividade antibacteriana das SAs consiste na inibicao do crescimento bacteriano ao

interferir na sintese microbiana do acido félico [30].

A aplicagao destes antibioticos tem um amplo espetro de atividade antimicrobiana e
centra—se na medicina veterinaria, onde sao utilizados para tratar doengas do gado, como
infegbes gastrointestinais e do trato respiratério. A NaSD e NaSMR sao eficazes para
infe¢Oes causadas por estreptococos, gonococos, pneumococos, estafilococos, bem como
bacilos do célon. A NaSD ¢é ainda usada para pneumonia, meningite cerebral, sepse
estafilocécica e estreptocdcica e outras doengas infeciosas. Ja a NaSMT ¢ utilizada para tratar
infe¢des pneumocécicas, estafilocdeicas e estreptococicas, bem como para sepse, gonorreia

e outras doengas infeciosas [31].

As taxas de excre¢ao das NaSAs (85—90%) sio extremamente altas [32], razdo pela
qual constituem uma das classes de antibidticos mais utilizados e com grandes quantidades
de residuos detetados em agua [33]. As NaSAs sio prontamente biodegradaveis, pelo que
tém um elevado potencial para causar efeitos colaterais desfavoraveis [34]. Embora a baixa
concentracao de antibidticos sulfa no ambiente nao provoque toxicidade aguda 6bvia para

animais e plantas aquaticas, o seu efeito cumulativo pode causar genotoxicidade e alteragoes
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histopatologicas negativas em organismos aquaticos, representando também uma potencial

ameaca a saude humana [31,32].

Embora as NaSAs pertencam a lista de antibidticos do “grupo de acesso”, o seu uso
descomedido podera provocar o surgimento de bactérias resistentes a sua agdo, que se
podem desenvolver como resultado de mutagoes expressas na superprodugiao de acido
p—aminobenzdico, em alteragdes na propria diiddropteroato sintetase ou na difusao reduzida

das moléculas através das membranas celulares das bactérias [28,29].

1.3. Remediagiao Ambiental: do Problema a Solugao

1.3.1. Sistema Legislativo

Os recursos hidricos, superficiais e subterraneos, constituem um recurso finito
essencial para a agricultura, industria e existéncia do Homem. Sem agua doce em quantidade
e qualidade adequadas nao ¢ possivel assegurar um desenvolvimento sustentado, pelo que é
fundamental apostar na sua protegio. Nessa perspetiva, a Diretiva—Quadro da Agua [35],
uma legislagao da Uniao Europeia adotada em 2000, estabelece os principios e medidas para
a gestao integrada e sustentavel das aguas para alcancar o seu bom estado até¢ 2027. Alguns

dos principais objetivos incluem:
1) Prevenir a degradacdo das aguas e proteger o seu estado quimico e ecoldgico;

2) Promover o uso sustentavel dos recursos hidricos, levando em consideragdo as

necessidades dos diferentes setores;
3) Garantir a participagdao do publico na tomada de decisdes relacionadas a agua;

4) Promover a cooperagao entre os Estados membros da Unidao Europeia em questoes

relacionadas a agua.

1.3.2. Tratamento de Efluentes

A qualidade da agua s6 pode ser determinada de forma adequada apds uma
caracterizagado completa da sua composicao quimica, bioldgica e fisica. As restricdes dos
nfveis maximos de um componente especifico na agua nao sio determinadas apenas pelo seu
uso, mas também levam em consideragao as exigéncias do processo ao qual a agua sera

submetida [36].



Capitulo 1. Introdugao

A verificagao da presenca de residuos de antibidticos em diferentes tipos de aguas e
solos coloca em causa a eficiacia do seu tratamento nas estagoes de tratamento de aguas
residuais (ETARs) [37]. Essas questoes sdo criticas para a saide humana e dos animais, por
causa dos niveis de toxicidade e permanéncia na agua, pois as baixas concentragoes de
antibidticos que permanecem em circulagio atingem as aguas subterraneas potaveis, e,
embora a aplicacgio de abordagens de descontaminagdo remova grande parte dos
contaminantes, os métodos nao removem concentracdes muito baixas destes residuos [38].
As ETARs siao projetadas e construidas para a remog¢dao de matéria organica e alguns

nutrientes. Portanto, a capacidade de remover antibiéticos é limitada [39].

A remogao dos contaminantes nas aguas é o resultado de diferentes processos, tanto
abibticos (coagulacio, filtracio por membrana, adsorc¢do, hidrélise, fotdlise e métodos
avangados de oxida¢dao) quanto bidticos (biodegradagdo por bactérias e fungos) [40]. Os
processos promovidos em ETARs estio ilustrados na figura 3 e serdo descritos de seguida.
Primeiramente, as aguas residuais sao conduzidas para as ETARs por meio de tubulacoes e
sao submetidas a um tratamento preliminar, onde os sélidos de maiores dimensdes sao
removidos por uma grade. Em seguida, passam por um tratamento primario para remover
areia, 6leos e gordura. No tratamento secundario retiram—se as pequenas particulas sélidas
ainda existentes por decantagao e filtracdo, que ficam no fundo do tanque, enquanto a parte
liquida flui na superficie. Também ¢ realizado um tratamento terciario, onde as impurezas
que resistam aos tratamentos anteriores, como bactérias, tentam decompor—se através de
micro—organismos adsorvidos a materiais como o carvao ativado [41]. Outros métodos
também utilizados para remover substancias ativas incluem a cloragdao, ozonizagio e
processos de oxidagao avangados (AOPs) [42]. Por fim, ocorre a transformagdo em lodo,
que se acumula no fundo dos tanques, permitindo outra decantagiao, enquanto a agua
resultante ¢ desinfetada com radiacdo ultravioleta para eliminar micrébios remanescentes.
No entanto, as técnicas tradicionais de tratamento biolégico ainda apresentam desvantagens,

visto que se continuam a desenvolver bactérias multiresistentes [43].

Embora varios antibidticos possam ser biodegradados naturalmente, os antibiéticos
sintéticos sao mais resistentes a degradacao no ambiente natural devido a sua estabilidade
estrutural, o que dificulta a sua oxidagao por processos convencionais de tratamento [44].
Surge assim a necessidade de otimizar esses processos através da implementagao de novas

tecnologias promissoras assentes tentativa de captar estes residuos do meio aquatico.
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Figura 3 Esquema dos processos realizados em ETARs. Adaptado de [45].

1.3.3. Processos de Sorgio

Os processos de sor¢ao incluem todos os processos fisicos e quimicos através dos
quais atomos ou moléculas na fase fluida interagem com a superficie de uma substancia
solida, nas regioes interfaciais [46]. Esses processos possibilitam a caracterizagao de materiais
solidos e englobam diferentes mecanismos pelos quais as particulas dissolvidas (adsorvato)
entram na matriz de um material sélido (adsorvente), incluindo adsor¢io, absorcio,

incorporag¢ao de microporos e formagio de agregados. [47,48].

A absor¢ao envolve a penetragao das particulas na matriz polimérica, ocupando
espagos intersticiais. Nesse processo, as particulas podem interagir com os segmentos
poliméricos por meio de forgas intermoleculares, como ligagdes de hidrogénio, interagoes

dipolo—dipolo ou intera¢oes de van der Waals [47)

A incorpora¢ao em microporos refere—se a entrada das moléculas de adsorvato em
poros ou cavidades microscopicas presentes na matriz polimérica. Esses microporos podem
ser estruturas internas do polimero ou resultar de processos de fabrica¢ao, como a formagao

de espumas ou materiais porosos [48]

A formagio de agregados ¢ um processo no qual as moléculas do adsorvato se
agrupam e se organizam dentro da matriz polimérica, formando estruturas maiores ou
complexas. Esses agregados podem ser resultado de interagdes especificas entre as moléculas

de adsorvato ou de propriedades intrinsecas do polimero [48].
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A adsorc¢do consiste no aumento da concentragdo do adsorvato na superficie do
adsorvente, através da acgdo de forcas superficiais, nomeadamente interagoes fisicas
(fisissor¢ao), estabelecimento de for¢as intermoleculares atrativas de dispersao e de [Van der
Waals, ou quimicas (quimissor¢ao), formacio de ligacées quimicas entre o adsorvato e a
superficie do adsorvente [49]. Os fendémenos de adsor¢ao sao comumente reversiveis e
podem ser definidos através de um conjunto de equag¢des de equilibrio que estabelecem uma
relacdo entre a quantidade de adsorvente e as quantidades de adsorvato adsorvidas e em
solugiao. O estudo deste processo dinamico permite obter informa¢Ses detalhadas sobre as
propriedades dos materiais, como capacidades de adsorc¢ao, propriedades de superficie e

afinidades especificas para determinados adsorvatos [50].

A técnica de adsor¢do ¢ um dos métodos mais utilizados no tratamento de efluentes,
ja que possibilita altas eficiéncias de remogao de poluentes organicos e inorganicos e tem
potencial para tratar grandes quantidades de agua para diversos fins [51]. A capacidade de
adsorcao ¢ inteiramente dependente de fatores como a area superficial disponivel para atrair
as particulas em causa, tempo de contato, concentracio, modelos isotérmicos, cinética e
condig¢bes de reacao. As estruturas porosas dos adsorventes também ajudam na remogao de

poluentes das aguas residuais [52].

A incorporagao do carvao ativado nos processos de tratamento de aguas apresenta
desafios a nivel econémico, ambiental e de saude publica que devem ser considerados,
nomeadamente o elevado custo de produgio, a eliminac¢ao de residuos toxicos sob a forma
de gases e residuos sélidos, que podem contaminar a agua e o solo, a dificuldade de
reciclagem, reducao da eficiéncia ao longo do tempo e problemas com a libertagao de
substancias toxicas, como metais pesados ou compostos volateis na agua tratada [53,54].
Estes problemas fomentam a procura de materiais que reunam capacidades de adsor¢ao
semelhantes ou aprimoradas e, em simultaneo, combatam as desvantagens apresentadas.
Tem surgido um interesse crescente em polimeros de origem natural como alternativa aos
adsorventes convencionais para remediacao ambiental, como silica gel, zedlitos, oligo— e
polissacarideos [55], com base na sua alta disponibilidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, nio toxicidade e alta funcionalidade quimica, permitindo que sejam

sintetizados adsorventes sustentaveis, verdes e, se desejado, seletivos [56].
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1.4. Quimica Supramolecular

A quimica supramolecular foi definida por Jean—Marie Lehn [57] como a quimica
para além da molécula. E um campo interdisciplinar da ciéncia que envolve as caracteristicas
quimicas, fisicas e biologicas de conjuntos moleculares com uma complexidade maior do que
as proprias moléculas individuais. Enquanto a quimica tradicional se baseia em ligagoes
covalentes (com energias de ligacio de até 400 k] mol ™), a quimica supramolecular envolve
um tipo de ligacio nao covalente, como interagoes hidrofébicas, forgas eletrostaticas,
ligacdes de hidrogénio (aproximadamente 40 k] mol ') e interacdes de Van der Waals
(aproximadamente 4 k] mol ") [58]. Estas forcas sio caracterizadas por serem bastante fracas,
pelo que é necessario ser estabelecido um elevado numero de interacGes e um arranjo espacial
adequado para que a associagdo entre duas moléculas seja efetiva [59], visto que a constante
de associagdo deste tipo de sistemas ¢ pouco extensa. A ocorréncia do elevado nimero de
interagdes num mesmo sistema pode originar alteragdes nas propriedades dos constituintes

dessa mesma associacao molecular [60].

A quimica supramolecular pode ser classificada em duas categorias principais,

esquematizadas na figura 4: reconhecimento molecular e automontagem molecular.

O reconhecimento molecular é geralmente associado a interagdo que ocorre na
cavidade ou orificio de uma molécula, considerada a molécula héspede (hos?), por parte de
outra molécula, a molécula hospedeira (guess), formando um complexo supramolecular
hospedeiro—hoéspede (host—guesi). Segundo Cram [61], o hospedeiro é uma molécula ou iao
cujos locais de ligagio convergem no complexo, enquanto o héspede é uma molécula ou ido
cujos locais de ligacao divergem no complexo, apresentando assim menores dimensdes. A
complementaridade entre o tamanho do héspede e o tamanho do hospedeiro é critica para

um comportamento de ligacao eficiente.

A montagem molecular ¢ um processo em que as moléculas individuais se organizam
de forma controlada para originar agregados supramoleculares bem organizados. Estes
agregados sdo estruturas maiores € mais complexas utilizadas frequentemente para construir
materiais funcionais com propriedades especificas, como materiais nanotecnolégicos e

sensores moleculares [62].
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Figura 4 Categorias principais da quimica supramolecnlar: A) reconbecimento molecular; B) montagem molecular.

Relativamente aos hospedeiros, tem sido realizada pesquisa focada no desenho e
sintese de recetores macrociclicos com propriedades e fungdes especificas, com especial
interesse na sua afinidade e seletividade para moléculas relevantes. Existe uma grande
variedade de macrocilos, naturais e artificiais, com diferentes tamanhos, densidade de carga,
flexibilidade e grupos funcionais, que possuem capacidade de reconhecimento molecular e,
por vezes, montagem molecular. Na figura 5 estdo expostas algumas das moléculas

hospedeiras mais comuns documentadas na literatura [63].
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Figura 5 Estrutura molecular de algumas das moléculas hospedeiras mais comuns documentadas na literatura.

1.4.1. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) foram isoladas pela primeira vez em 1891, por Villiers [64],
em trabalhos realizados sobre a acio de enzimas em hidratos de carbono. Ao estudar a acao
de Bacillus amylobacter no amido da batata detetou a formagao de cristais indesejados com
propriedades particulares, resultantes da degradagao bacteriana do amido através da hidrolise
de ligagoes glicosidicas. Villiers designou—os de celulosine, devido as semelhangas com a
celulose, e ainda constatou a existéncia de duas estruturas cristalinas distintas de CDs. Mais
tarde, Schardinger [65] conseguiu distinguir as duas formas cristalinas através da adigao de
uma solug¢ao de iodo que formava cores distintas em contato com as diferentes CDs. Entre
1904 ¢ 1911, estudou detalhadamente os dois cristais, desde o seu isolamento e purificacio
até a sua composi¢ao e, nos anos seguintes, o estudo das CDs foi crescente, mas pouco
relevante, devido a caréncia de estudos incidentes na toxicidade [66]. Em 1953, Freudenberg,
Cramer e Plieninger [67] registaram uma patente na qual cobriam quase todos os aspetos
fundamentais da utilizacio de CDs na formulacio ¢ libertacio de farmacos. Eventualmente,
novas pesquisas cientificas refutaram a hipétese das CDs possuirem toxicidade e esta causa
foi atribuida as impurezas e a dosagem incorreta das mesmas. Por esse motivo, no inicio de

1970, o interesse pelas CDs foi notério e levou a um acréscimo exponencial do numero de

12
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publica¢des. Atualmente, o seu custo de produc¢ao diminuiu, o que tem permitido a aplicagao

a nivel industrial [68].

As estruturas das CDs nativas mais comuns, representadas na figura 6, consistem
num conjunto de 6, 7 ou 8 unidades glucosidicas unidas por ligagoes do tipo
a—(1—4)—D—glucopiranosilo, designando—se, respetivamente, por a—CD, f—CD e y—CD
[69]. Na tabela 2 estio sumariadas algumas propriedades fisico—quimicas destas CDs [70].
Existem CDs com maiores dimensdes que nao sdao estruturas cilindricas regulares, como a
6—CD, que apresenta 9 unidades glicosidicas na sua estrutura, mas elas estdo colapsadas ¢ a

sua cavidade real é ainda menor que a da y—CD.

As unidades ciclicas das CDs encontram—se na conformacio em cadeira, o que
permite minimizar repulsdes entre grupos substituintes e, consequentemente, conferir uma
estrutura em forma de cone truncado com dois ambientes distintos; uma cavidade
hidrofébica, devido aos pares de eletrdes nao—ligantes das ligagGes glicosidicas que se
encontram direcionados para o interior da cavidade e que geram uma alta densidade de
eletroes, assim como as ligagdes C—H das cadeiras hidrocarbonadas do anel que se
encontram voltadas para a regido interior, e uma superficie externa hidrofilica, como
consequéncia dos grupos hidroxilo posicionados em ambas as extremidades da cavidade [71].
Esta caracteristica estrutural atribui—lhes um caracter anfifilico que possibilita intera¢oes
com diferentes moléculas de interesse: a cavidade hidrofébica permite formar estruturas
supramoleculares do tipo hospedeiro—hdspede através de interagdes nao covalentes ¢ a
superficie externa hidrofilica permite a interagdo com compostos polares, possibilitando a
dissolugio em sistemas aquosos. A sua solubilidade em 4gua resulta da capacidade de

interacao dos grupos hidroxilo livres com o meio aquoso [72].

Adicionalmente a este “microambiente” tunico, as CDs apresentam elevada
reatividade como consequéncia dos grupos hidroxilo poderem ser protonados ou tosilados,
e participarem facilmente em reacOes de substituicio ou elimina¢do, o que facilita a
ocorréncia de reagoes de copolimerizagiao diretamente com monémeros selecionados para
formar estruturas reticuladas ou a inser¢ao de materiais organicos ou inorganicos [73]. Esta
caracteristica também permite a sua funcionalizagdo, sendo ja relatados mais de 11.000

derivados de CDs na literatura [74] .
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Tabela 2 Propriedades fisico—quimicas da a—CD, §—CD e y—CD [62].

CD «—CD £—CD y—CD
Unidades de glicose 6 7 8
Massa molar / (g mol™) 9729 1135,0 12972
Didmetro interno da 47—-53 6,0 - 6,5 7,5—8,3

cavidade / (A)

Volume da cavidade / 174 262 427
A%
Solubilidade aquosa a 14,5 1,85 232

25°C / (% m/v)

Agua de cristalizagio / 10,2 13 -15 818
(% m/m)

A forma da f—CD apresenta vantagens na formacio de complexos de inclusao
devido ao tamanho da sua cavidade, que confere uma maior estabilidade, capacidade de
complexa¢ao e maior numero de sitios de encapsulamento, além de possuir um baixo custo
aliado a sua rapida producao [75]. Este facto comprova—se pelo maior numero de analitos
com os quais a f—CD interage, comparativamente a a—CD e y—CD, estando presente na
maioria das formulagbes existentes no mercado [76]. A capacidade da a—CD para formar
complexos de inclusao encontra—se reduzida devido ao pequeno volume da sua cavidade,
enquanto a cavidade da y—CD geralmente possibilita a formacao de varios complexos de

inclusao [70].

A grande desvantagem da f—CD ¢ a baixa solubilidade em agua, quando comparada
com as restantes. A sua solubilidade reduzida deve—se as ligacGes, relativamente fortes, que
se estabelecem entre moléculas de f—CD no estado cristalino, assim como a presenca de
ligagbes intramoleculares entre o grupo hidroxilo situado na posi¢ao C; e o grupo hidroxilo
da posicao Cs, nas sete unidades glicosidicas, que resultam na redu¢ao do nimero de grupos
hidroxilo disponiveis para estabelecer ligacoes de hidrogénio com as moléculas de 4dgua

circundantes [60]. A a—CD apresenta uma solubilidade maior do que a f—CD, pois, apesar
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de apresentar menos grupos hidroxilo na estrutura global, eles encontram—se mais
disponiveis para efetuar ligacoes de hidrogénio com o meio aquoso, visto que uma das
unidades de glucopiranose na sua estrutura se encontra numa posic¢ao distorcida e, em vez
das seis possiveis ligacdes de hidrogénio, apenas quatro podem ser estabelecidas
completamente. A y—CD apresenta uma estrutura niao coplanar, mais flexivel, onde os
grupos hidroxilo de encontram mais disponiveis para formar ligagdes de hidrogénio com a

agua, sendo por isso o macrociclo com maior solubilidade aquosa dentro deste conjunto [70].

Nos dltimos anos, tém sido desenvolvidos varios derivados das CDs no sentido de
alargar as propriedades fisico—quimicas e capacidades de complexacao. Na sua grande
maioria, as CDs modificadas resultam de f—CDs naturais. Através da introdugao de grupos
funcionais ao nivel dos grupos hidroxilo das CDs é possivel alterar a sua capacidade de
complexagao, assim como aumentar consideravelmente a sua solubilidade. A derivatizacao
quimica pode transformar as CDs cristalinas em estruturas amorfas, como é o caso da
HP—f—CDs. Elas sao utilizadas para inibir o polimorfismo e a velocidade de cristalizacio de
farmacos pouco hidrossoliveis durante o seu armazenamento, mantendo as suas
caracteristicas de dissolugiao e biodisponibilidade oral a0 mesmo tempo que aumenta a sua

solubilidade [62,69].

Todos os fatores supramencionados fundamentam a capacidade que as CDs
apresentam para interagir com uma elevada quantidade de compostos, nomeadamente
antibidticos, surfactantes, poluentes organicos, corantes, ides metalicos, entre outros [77],
tornando a sua aplicagdo a nivel industrial bastante abrangente [68]. Na industria
farmacéutica, as CDs tém sido usadas em medicamentos, seja para complexacio ou como
aditivos auxiliares, solubilizantes, diluentes ou como ingredientes de comprimidos, para
melhorar as propriedades fisicas e quimicas ou para aumentar a biodisponibilidade de
medicamentos pouco soluveis. Na induastria quimica, as CDs e os seus derivados sao usados
como catalisadores para melhorar a seletividade das reacbes, bem como para a separagio e
purificacao de produtos em escala industrial. Nas industrias de alimentos, cosméticos e
produtos de higiene, as CDs tém sido amplamente utilizadas para a estabilizacao de sabores
e fragrancias ou para a elimina¢ao de sabores indesejados, contaminagdes microbiologicas e

outros compostos indesejados [74].
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1.4.2. Processos de Inclusio Molecular

As moléculas de agua no interior da cavidade dos hospedeiros estdo numa situagao
energética desfavoravel e possuem uma alta entalpia que incapacita a formagao de ligagdes
de hidrogénio ou outro tipo de interagao nio covalente com o meio aquoso circundante.
Adicionalmente, existem interagdes polar—apolar energeticamente desfavoraveis entre a agua
incluida na cavidade e a CD e entre a agua do meio e o hospede. As forgas responsaveis pela
formacao destes complexos incluem a substituicio dessas interacOes por interagdes
apolar—apolar (entre o hoéspede e a cavidade) e polar—polar (entre a agua do meio
circundante e as moléculas de agua libertadas da cavidade) que sao preferenciais. Portanto, o
processo global da formagdao de complexos de inclusao é energeticamente favorecido em

termos de entalpia e entropia, resultando na diminui¢ao da energia total do sistema [74].

O aumento do diametro da cavidade apolar do hospedeiro permite a acomodagio de
um numero crescente de moléculas de agua “complexadas” e elas irdo diferir energeticamente
cada vez menos do volume de agua no meio aquoso circundante. Como consequéncia, a
formagdo de complexos em macrociclos maiores nao resulta num ganho significativo de

energia e a forga motriz da formagao do complexo ¢ mais fraca [78].

Nem todas as moléculas apresentam caracteristicas adequadas para serem
complexadas. A compatibilidade geométrica de complexos de inclusao depende de fatores
como a estrutura, tamanho, carga e polaridade das moléculas intervenientes, assim como do
efeito do meio de reagao (solvente) e da temperatura. Apenas moléculas apolares (ou grupos
funcionais da molécula), cujas dimensoes sejam inferiores a cavidade do macrociclo, podem

ser incluidas nessa cavidade [62,69].

A estabilidade do complexo aumenta com o aumento do carater doador de eletrdes
dos substituintes da molécula incluida e o papel da ligacao de hidrogénio nao ¢ universal,
porque sao formados complexos estaveis com compostos que nao podem formar ligacoes

de hidrogénio, como por exemplo o benzeno.

A interacao nos complexos host—guest é possivel com toda a molécula de hospede ou
apenas com parte dela e a afinidade pode ser medida quantitativamente através de uma
constante de associagao, K [50,62]. Estes complexos podem apresentar diferentes
estequiometrias, sendo as mais relatadas 1:1,1:2,2:1 e 2: 2 (hospedeiro : héspede). O

equilibrio dinamico desta interagdo pode ser descrito pela equagao (1.1).
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H, + G, = H-G; 1.1)

onde H é a molécula hosz, G ¢ a molécula guest, x ¢ o nimero de moléculas de H, y é o nimero
de moléculas de G. A associagao e dissocia¢ao sao processos dindmicos que ocorrem muito
rapidamente num espago de tempo da ordem dos milissegundos, mesmo para complexos

com constantes de estabilidade mais elevadas [79].

1.4.3. Técnicas Utilizadas no Reconhecimento de Processos de Inclusiao

Molecular

Os complexos de inclusao podem ser formados no estado cristalino ou em solugio,
existindo técnicas distintas, e de certa forma complementares, para o reconhecimento destes
processos de inclusio molecular, que permitem obter informagdes sobre a constante de
ligacdo, a estequiometria do sistema hospedeiro—héspede e a localizagio da ligagao entre o

hospedeiro e o hospede dentro de suas estruturas relativas [74].

No estado cristalino, os complexos de inclusio referem—se a formacao de estruturas
cristalinas em que as moléculas hoéspedes sio incluidas dentro da rede cristalina
tridimensional das moléculas hospedeiras, ocupando posi¢oes especificas em sitios de
inclusio. Estes tendem a ser mais estaveis e rigidos devido as interagcées bem definidas com
ordem de longo alcance. A monitoriza¢ao de complexos de inclusao no estado cristalino ¢é
efetuada através de técnicas como microscopia eletrénica de varrimento (SEM),
espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difragao de raios—X
em pé (PXRD), espetroscopia Raman, técnicas analiticas térmicas, incluindo andlise

termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial de varrimento (DSC) [80].

Em solugdo, as moléculas hospedes estao dispersas num solvente e os complexos
de inclusao em solu¢ao tendem a ser mais flexiveis, uma vez que as moléculas héspedes nao
estao fixadas na rede cristalina das moléculas hospedeiras. Deste modo, o estabelecimento
de interacdes intermoleculares desempenha um papel fundamental na estabilizacio do
complexo de inclusio em solugao. Os complexos de inclusio em solugao podem ser
caracterizados por técnicas como espetroscopia ultravioleta—visivel (UV —vis), espetroscopia
de fluorescéncia, espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), dicroismo

circular e condutimetria [81].
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Além das técnicas mencionadas, podem ser aplicados métodos computacionais para
fazer previsGes e avaliar a capacidade de formacao de um determinado complexo de inclusiao

entre duas moléculas de interesse [82].

1.4.4. Materiais Adsorventes a Base de Ciclodextrinas

Embora as CDs sejam solaveis em agua e, portanto, inutilizaveis como adsorventes
em meio aquoso, elas podem ser funcionalizadas. A formagao de materiais adsorventes a
base de CDs pode ocorrer através de varias formas distintas, como as que estao representadas
na figura 7, nomeadamente: reticula¢do, que diz respeito a reagdes para obter estruturas
moleculares estaveis, permitindo a ligacdo entre moléculas; imobilizagdo, que envolve
imobilizar a CD no suporte soélido por métodos fisicos ou quimicos; automontagem,
referente ao procedimento de transicao de um sistema de um estado desorganizado para um
estado bem estruturado enquanto os componentes interagem.

A) B) C)

’\
o~ 4 ﬁ

(A )

= 1_ ,\/ =

Figura 7 Diferentes abordagens desenvolvidas para preparar materiais a base de CD funcionalizadas: A) polimeros
de CDs; B) imobilizacao de CDs em matrizes insoliiveis; C) antomontagem de CD em matrizes insobiveis [83].

Os principais progressos no desenvolvimento de materiais baseados em CDs incluem
polimeros, como nanoesponjas e hidrogéis, e nanocompositos, utilizados como materiais
adsorventes com alta afinidade para contaminantes em 4aguas residuais. Todos estes
adsorventes apresentaram boa estabilidade, recuperagoes satisfatérias e baixos limites de
detegdo. Os mecanismos de adsor¢ao nao sio dependentes da natureza do ligante, sendo que
as moléculas CD desempenham o papel mais importante no mecanismo, o qual envolve
varios tipos de interacOes: adsor¢do fisica na rede polimérica, ligacio de hidrogénio e
formacdao de um complexo de inclusdo devido as moléculas de CD através da interagao

hospedeiro—héspede [83].
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A caracterizagdao destes materiais adsorventes é um fator imperativo para avaliar o
seu potencial, nomeadamente a determinacao do teor do complexo de inclusao, adsor¢ao de
agua, ponto de carga zero e temperatura de decomposi¢ao. O grau de reticulagao pode ser
determinado a partir de FTIR. Também podem ser determinadas as condigdes 6timas de
adsorc¢do, ou seja, concentragao inicial de impurezas e adsorventes, tempo de contato, pH e
presenca de sais. Além disso, as amostras de material podem ser submetidas a outros testes
necessarios para a caracteriza¢ao completa do material, como SEM, analise elementar, analise
de area supertficial (BET) e TGA. A regeneragio de um adsorvente também desempenha um
papel crucial na determinacio da sua eficiéncia e uso mais prolongado. E possivel preparar
inimeros materiais adsorventes, mas devido a falta de propriedades de regeneraciao, a maioria
deixa de ser util para este tipo de aplicagdes. A eficiéncia da regeneragao depende da
solubilidade do poluente no solvente aplicado na regeneracido. Contudo, para materiais
adsorventes funcionalizados por CDs tem sido relatado que estes perdem a sua capacidade

de adsorver ap6s cada ciclo, sendo esse um fator determinante para a sua reutilizagao [77].

1.4.5. Nanoesponjas

Nas ultimas décadas, as CDs tém sido utilizadas para sintetizar um novo material
supramolecular com capacidade de adsorcao aperfeicoada, as nanoesponjas (NSs),
respondendo a necessidade de superar as limitacdes das CDs nativas [84]. Consistem em
estruturas 3D hiper—reticuladas nanoporosas (diametro menor a 2 nm), de natureza
hidrofilica e insoldveis em 4gua, com a estrutura generalizada representada na figura 8.
Possuem elevada estabilidade térmica (geralmente até 300 °C) e em meios com diferentes pH
e/ou solventes organicos. Os diferentes reticulantes e o grau de reticulagio permitem a
construcao de estruturas poliméricas de polaridade e dimensao distintas, podendo levar a
formacdao de NSs de CDs com propriedades unicas e tirando partido da sua natureza
biodegradavel, ndo toxica e biocompativel. Mostram uma elevada capacidade para conferir
modificacdes benéficas das propriedades de moléculas hospedes labeis através do seu
encapsulamento, aumentando a estabilidade de compostos sensiveis e volateis, melhorando
a solubilidade de analitos lipofilicos e propriedades como a citotoxicidade,

biodisponibilidade, entrega de farmacos, protecao e transporte de moléculas instaveis [85].
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Figura 8 Representagio esquemitica de NSs de CDs. © Zona hidrofilica externa; ® Zona hidrofdbica internay
® Analito; ® Material reticulante genérico. Adaptado de [86].

A interacdo com um analito é determinada por fatores como a dimensdo das
nanoesponjas, area de superficie, rede porosa, carga e potencial {T Essas propriedades sao
muito afetadas pela estrutura das NSs, que depende da forma da CD escolhida, quantidade
e tipo de reticulante, propor¢ao de CD : reticulante e do solvente, catalisador e condi¢oes
sintéticas usadas. Normalmente, o aumento da proporg¢ao do reticulante em relagaio a CD
resulta numa diminui¢ao do diametro dos poros, mas também numa maior area superficial,
o que pode criar uma conexao polimérica interna superior e formar um material com uma
maior porosidade. Os agentes de reticulagdo podem ser variados, originando NSs do tipo
carbonato (usando compostos carbonilicos), carbamato (reticulados com diisocianatos),
éster (utilizando dianidridos e acidos carboxilicos), éter (com epoxidos), poliamida e
poliamina, entre outros, desde que os reticulantes apresentem dois grupos terminais reativos

para possibilitar a reticulagao entre CDs [80].

As NSs de CDs podem ser agrupadas em quatro geracdes consecutivas, de acordo
com as suas propriedades. A 1* geracdo englobe as NSs sintetizadas pela reacao simples de
CDs com os reticulantes anteriormente mencionados. Esta classe de materiais tem sido
utilizada para preparar os precursores das NSs das seguintes classes, as quais constituem
estruturas poliméricas mais complexas. Na 2* geracdo existem polimeros com propriedades
especificas, como por exemplo, fluorescéncia ou cadeias laterais carregadas que conduzem a
corrente elétrica. A 3" geracao contém NSs responsivas a estimulos, modificando o seu

comportamento de acordo com mudangas no ambiente, como gradientes de pH,

21



Capitulo 1. Introdugao

temperatura e condi¢oes redutoras/oxidativas. Por fim, a 4* geracio inclui polimeros

molecularmente impressos com alta seletividade para moléculas héspede especificas [87].

1.5. Objetivos da Tese

Neste projeto cientifico pretendeu—se compilar todos os contetidos supracitados de
forma a efetuar uma contribui¢ao para o mapeamento de solu¢bes no que diz respeito a
remoc¢ao de antibioticos dos efluentes através de estruturas supramoleculares, visando
possiveis aplicacdes em ETARs. Procedeu—se a avaliacao da interagao entre trés macrociclos
selecionados (a—, f— e y—CD) e trés antibioticos de NaSAs (NaSD, NaSMR e NaSMT). Para
isso, utilizaram—se técnicas como difusdo isotérmica em liquidos (método de dispersao de
Taylor), UV—vis, RMN e ITC para obter informagdes sobre a interagdo em meio aquoso,
geometria estrutural da interacao, estequiometria e parametros termodinamicos envolvidos
na interacdo. Por fim, considerando os resultados obtidos nestes estudos, foram sintetizadas
NSs de f—CD (CD—am—CD, CD—am¢=GLT=am—CD e CD—am¢—GLT—am—CD),
caracterizadas através de '"H-RMN, FITR—ATR e TGA e foi testada a sua capacidade de

adsorcao em solugdes aquosas dos antibidticos mencionados.
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2. Difusao Isotérmica

A determinagao de propriedades fisico—quimicas em solugdao aquosa é essencial para
compreender as diferentes interagdes estabelecidas entre espécies neste meio. No contexto
do desenvolvimento de materiais adsorventes para a remogao de antibiéticos de efluentes, o
estudo de propriedades como a difusdo desempenha um papel fundamental que deve ser
considerado. Este fenémeno esta presente em processos que envolvem a transferéncia de

massa, como reagoes quimicas e processos biologicos [88].

Na difusdao isotérmica nao ha variacio de temperatura, o que impede qualquer
variacio na energia cinética média das particulas envolvidas no processo de difusao e,
consequentemente, na sua velocidade, garantindo que a velocidade de difusao nao ¢ afetada

pela temperatura [89].

O processo de difusao intermolecular em liquidos ocorre em solugao quando existe
uma diferenca de concentragao entre zonas proximas no espago, originando—se um fluxo
espontaneo de matéria de forma a reduzir essa diferenca e reestabelecer o equilibrio do
sistema [90]. Na verdade, a for¢a impulsionadora da difusao é o gradiente de potencial
quimico da substancia difundente, mas em solugdes ideais ¢ igual ao gradiente de
concentracao a temperatura constante. Hsta aproximacao ¢ possivel para sistemas diluidos,
onde as interacOes entre as moléculas sio geralmente consideradas fracas e as solucdes
aproximam—se do comportamento ideal. Sob essas condicoes, o coeficiente de atividade
tende a aproximar—se de 1, indicando que a sua varia¢ao ¢ insignificante em relagao a

diferenca de concentracio responsavel pela difusao [91].

Este gradiente de concentracgdo, livte do efeito de correntes de convecgao, é o
resultado de movimentos permanentes nas particulas em solucdo, conhecidos como
movimentos brownianos, onde cada molécula de soluto se comporta de forma independente
das restantes. Consequentemente, ocorrem colisdes que irdo provocar uma deflexao da
trajetoria das moléculas que colidem e a nova diregdo que assumem nao sera preferencial

[92].
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A difusdo pode ser avaliada quantitativamente através do coeficiente de difusiao de
cada componente presente na solucdo, que relaciona a quantidade de fluxo da substancia
com o seu gradiente de concentracdo. Esta relacao é descrita através das leis de Fick e da
termodinamica aplicada a processos irreversiveis e, através delas, é possivel determinar
experimentalmente os coeficientes de difusio de cada sistema [93]. Como a difusio em
sistemas binarios e multicomponentes ¢ um fenémeno tridimensional, torna—se conveniente
limita—lo a uma sé dimensao (eixo x, por exemplo) para simplificar o processo de medicao
e o tratamento matematico envolvido na determina¢dao desta grandeza. Além disso, sao
criadas condi¢oes experimentais de forma a que o valor do coeficiente de difusao seja
considerado constante, designando—se nessas circunstancias por coeficiente de difusio

diferencial.

A 17 lei de Fick pode ser descrita pela equagio (2.1).
2.1)

onde J; corresponde a quantidade de matéria (em gramas, moles ou outra unidade) de um
componente 7 que atravessa um plano de unidade de area perpendicular ao eixo de difusao.
Essa quantidade de matéria é proporcional ao seu gradiente de concentragao na diregdo do
eixo x, 0¢; /0%, onde ¢ representa a concentracdo do componente 7 D; é o coeficiente de
difusdo do sistema, que representa o efeito do fluxo do componente j no comportamento
do componente 7 E introduzido o sinal negativo no valor de J; para que o valor de D seja
positivo, uma vez que a concentra¢ao diminui com o aumento de x e, portanto, o diferencial

¢ negativo.

A variagdo da concentracio em relagdo ao eixo x pode depender do tempo. Ao
derivar a equacdo (2.1) é possivel avaliar a variacdo da concentragdo com o tempo t,

obtendo—se a equagao (2.2), correspondente a 2° lei de Fick.

. 2.,
% _pp 2 @.2)
ot 7 ox?
onde 02¢;/0%x? é a segunda derivada do gradiente de concentracio do componente i no

€ixXo X.

Torna—se evidente que os coeficientes de difusao apresentam uma forte dependéncia
da concentragao do soluto, pelo que a maioria dos estudos procura utilizar situagdes em que

se possa considerar dilui¢ao infinita [94].
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Dos varios métodos experimentais utilizados para o estudo do processo de difusao
[95,96], o método de dispersao de Taylor [97], método utilizado neste trabalho, torna—se
vantajoso nao sé pela sua simplicidade e pela precisao dos resultados que dele advém, como
também apresenta a vantagem de permitir obter coeficientes de difusio diferenciais e niao
integrais com significado termodinamico bem definido. Os estudos realizados por Taylor, e
complementados por Aris [98], levaram a poucas aplicagoes, até Wakeham e colaboradores
demonstrarem, a partir da analise das equagOes que descrevem esta dispersdao, que esta
técnica fornece resultados com precisao semelhante aos métodos tradicionais de estudo da
difusdo [99]. Desde entio, este tipo de estudos tem suscitado cada vez mais interesse ao
ponto de ser a técnica mais utilizada, no momento, para determinagdes de coeficientes de

difusdo em liquidos [100].

O principio do método de dispersio de Taylor consiste em injetar uma pequena
quantidade de soluto num fluido a escoar em fluxo laminar, constituido com os mesmos
componentes que a solucdo injetada, mas com diferentes concentragdes, por um tubo longo
e estreito. Apds a injecdo, o soluto ¢ disperso nas duas interfaces com o fluxo, estando
representado na figura 9 o estado anterior e posterior relativo ao processo. A dispersao
ocorre através da acio combinada de processos devidos a difusio molecular, causada pelo
gradiente de concentragao, e ao perfil parabdlico de velocidades do eluente. O fluxo laminar
distorce o pulso inicial de soluto, tendendo a aumentar a dispersio do pulso provocada
apenas pela difusdo molecular e, se esta for rapida o suficiente, as moléculas de soluto
movimentam—se do interior do tubo para a regido proxima as paredes e vice—versa, num
movimento radial que diminui o efeito da dispersao axial. Adicionalmente, a velocidade de
dispersio das moléculas junto as paredes do tubo sera menor, devido ao atrito das paredes,
comparativamente ao interior da solu¢ao. Deste modo, apés um determinado intervalo de
tempo, o perfil axial de concentra¢ao no interior do tubo assume uma forma quase gaussiana,
sendo acompanhada no detetor, como um refratémetro diferencial, que fornece informagoes
sobre o perfil médio de concentra¢ao radial em func¢ao do tempo [101]. Além disso, o fluxo
do fluido permite que um Gnico monitor da concentragao fixado num ponto do espago detete
todo o soluto disperso, em vez das medi¢Ses de concentragao distribuidas espacialmente nos

outros métodos [102] .

O tratamento matematico do método é baseado na equagao da 2° lei de Fick e
considera o coeficiente de difusio como uma constante. A sua resolucdo levara a obtencao

de uma outra equagio que relaciona a concentracio média radial, C, no fim do tubo de
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difusdo, com varios parametros, entre os quais a distancia L. do ponto de inje¢ao e o tempo
t de retencdao do soluto. A distribuicao da dispersio da solucao injetada na saida do tubo
pode ser seguida, fazendo passar o eluente através de um detetor, tal como um refratémetro
diferencial, usado no presente estudo, o qual permite medir o perfil de concentragao radial
média como fungao do tempo. Assim, atendendo a resposta linear dada pelo detetor em
funcao da variacao da concentragao, e considerando a equagao que relaciona a C, no fim do
tubo de difusdo a distancia I. do ponto de injecdo, resultante do formalismo tedrico e cujas

linhas gerais foram acima citadas, obter—se—a a equagao (2.3).

—12 D (t—tg)1/?
r2t

t
V@ =Vi+ Vit Vi ()2 exp | ] (2.3)
onde 1y corresponde ao potencial da linha de base, 17 ao declive da linha de base, i a0

valor maximo de potencial no pico, tr a0 tempo médio de retencdo e r ao raio interno do

tubo de dispersao [103].

O
®

1 to
Figura 9 Perfil de difusao radial de um soluto num tubo de dispersao: 1) tubo capilar; 2) perfil de velocidade em
Sluxo laminar; 3) injegiao do soluto; 4) difusao radial.

2.1. Difusao Isotérmica em Sistemas Binarios

Os coeficientes de difusio mutua para sistemas binarios (antibiético ou macrociclo

(componente 1) + agua) podem ser descritos pela equagao da 1* lei de Fick da equacio (2.1).

Os coeficientes de difusio dependem de fatores como a temperatura, pressao,
viscosidade do solvente e presenca de outras moléculas no meio [104], os quais se
mantiveram constantes para todas as medidas dos coeficientes de difusao binarios, pelo que

¢ possivel relacionar os seus valores com o tamanho e a forma das entidades estudadas.
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Os resultados obtidos para os coeficientes de difusao binaria, D, das sulfonamidas
sodicas, NaSD, NaSMR e NaSMT, em solu¢des aquosas e a diferentes concentragdes,
medidos a 298,15 K e 101,3 kPa, foram medidos em duplicado e encontram—se apresentados
na tabela 3, e os valores obtidos para as ciclodextrinas, a—CD, f—CD e p—CD, obtidos
através da mesma técnica e publicados pelo mesmo grupo de investigagao, encontram—se
apresentados na tabela 4 [105-107]. Adicionalmente, foram determinados os valores limite

dos coeficientes de difusio a concentracio infinitesimal, D', para todas as espécies.

Tabela 3 Coeficientes de difusdo limite de NaSD, NaSMR ¢ NaSMT em dgna a 298,15 K e 101,3 kPa.

C/ (mol dm™)? D* S/ CV./ (%) D/ R
107 m*s7) ™ 10°m?*s™) ¥
NaSD
0,005 0,965 + 0,000 0,04
0,008 0,956 £ 0,017 1,88 0,993 0,922
0,010 0,939 + 0,001 0,1
NaSMR
0,005 0,927 + 0,007 0,8
0,008 0,917 £ 0,011 1,23 0,048 0,980
0,010 0,906 + 0,004 0,5
NaSMT
0,005 0,901 + 0,003 0,3
0,008 0,842 + 0,013 1,44 0,975 0,934
0,010 0,831 + 0,000 0,02

9 Solug¢bes de injecdo = solucdo aquosa de concentracio C.

b) D corresponde a média dos valores dos coeficientes de difusao das NaSAs em solu¢io aquosa e Sp representa

o desvio padrio dessa média.

9 C.V. representa o coeficiente de variagdo da média dos resultados experimentais, usualmente denominado
como imprecisio.

9 DO reflete o limite dos coeficientes de difusio a concentragio infinitesimal obtidos pelas cutvas de ajuste dos

dados experimentais.

9 Coeficiente de determinacio.
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Tabela 4 Cocficientes de difusao limite de a—CD, f—CD ¢ y—CD em dgua a 298,15 K ¢ 101,3 kPa

[105-107].

C/ (mol dm™)?

0,002
0,004
0,006
0,008

0,010

0,002
0,004
0,006

0,008

0,002
0,005
0,008

0,010

Dt S/ D/ RY
(10—9 m2 S—l) b) (10—9 mz S—l) c)
a—CD
0,352 + 0,003
0,350 + 0,001
0,349 + 0,003 0,353 0,987
0,347 £ 0,002
0,346 + 0,001
B-CD
0,324 + 0,003
0,323 = 0,001
0,326 0,952
0,321 + 0,003
0,318 £ 0,002
y—CD
0,357 + 0,003
0,355 + 0,001
0,358 0,997
0,353 £ 0,003

0,352 + 0,003

9 Solugdes de injecdo = solugdo aquosa de concentragio C.

b D corresponde a média dos valores dos coeficientes de difusio das CDs em soluc¢do aquosa e Sp representa

o desvio padrido dessa média.

9 DO reflete o limite dos coeficientes de difusdo a concentragio infinitesimal obtidos pelas curvas de ajuste dos

dados experimentais.

9 Coeficiente de determinacio.

A variacao do coeficiente de difusio em funcao da concentracao do soluto demonstra

um comportamento linear, e a intersecio com o eixo das ordenadas cotresponde a D', isto

¢, o valor que seria obtido quando a concentra¢ao da soluc¢ao injetada tende para zero. Este

valor fornece informagdes sobre a capacidade de difusao do soluto no solvente sem a
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influéncia significativa da presencga de outras entidades de soluto. Pela analise dos valores
obtidos verifica—se que ocorre uma diminui¢ao do valor de D a medida que a concentracio
do soluto em solugio aquosa aumenta (declive negativo), ou seja, o valor de D" é maior que
os valores de D para as restantes concentragcoes estudadas, sugerindo que a presenca de
outras entidades de soluto interfere na difusao e diminui a velocidade de movimento em
solu¢do aquosa. Este comportamento pode ocorrer devido a interagdes intermoleculares,
como a formagao de agregados, ou a obstrugao da mobilidade devido ao aumento de colisoes
entre espécies. Todavia, como se observa uma tendéncia linear, com imprecisoes inferiores
a 2%, e a variagdo dos valores de D para o intervalo da concentracao estudada,
(0,005 < € < 0,010 mol dm™) ndo varia de forma discrepante, os resultados sugerem que
nao ocorrem associagoes significativas entre as entidades de soluto nessa faixa de
concentragoes. Caso contririo, com o aumento da concentracdo as interacdes entre as
entidades de soluto tenderiam a aumentar e formar—se—iam mais agregados, deixando de se
observar o comportamento linear devido a diminui¢ao abrupta dos valores de D como

consequéncia da mobilidade em solugao ser dificultada mais rapidamente.

A substitui¢ao consecutiva do anel pirimidinico nas estruturas das NaSAs por grupos
metilo leva a0 aumento da formacao de 4gua semelhante a um “iceberg” ao seu redor, sendo
este comportamento detetado em estudos previamente realizados com as mesmas NaSAs
[27]. As NaSAs atuam como solutos formadores de estrutura, em agua, devido ao seu caracter
hidrofébico, sendo a ordem de hidrofobicidade: NaSMT > NaSMR > NaSD. Esta
estruturagao é maior para o caso da NaSMT, indicando uma maior interagao entre as
moléculas de 4gua e NaSMT e uma maior formacao de estruturas organizadas na agua, o que
justifica o menor valor de D’ da NaSMT relativamente 2 NaSMR, apesar da ordem de

hidrofobicidade indicada.

Os dados experimentais evidenciam valores mais altos para os coeficientes de difusao
das NaSAs do que para os das CDs, mostrando uma menor resisténcia ao atrito do
movimento através do liquido por parte das entidades de NaSAs, por serem mais pequenas
e existir uma menor probabilidade de colidirem com outros i6es de NaSAs. Seguindo o
mesmo raciocinio, dentro das NaSAs ¢ CDs estudadas os coeficientes de difusdo binarios
sdo maiores para as suas analogas mais pequenas (NaSD > NaSMR > NaSMT e
a—CD > p—CD > y—CD).
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2.2. Difusiao Isotérmica em Sistemas Ternarios

Uma analise mais rigorosa deve considerar o efeito do fluxo de um componente da
mistura na difusio do outro. Este efeito chama—se acoplamento de fluxos e pode ser
analisado utilizando a teoria de Onsager [96,108]. Para o caso de um sistema ternario
(antibi6tico (componente 1) + macrociclo (componente 2) + 4gua), os coeficientes de

difusdo mutua podem ser descritos pelas equagoes (2.4) e (2.5):

aCl 6C2
_ 7 = — 4 - 2.4
Ji=Du 2+ Dy 2.4)
aCl 6C2
= Dy =t 4 Dy =2 2.5
Jo=Dn 52+ Dy (2.5)

onde [ e J> sao os fluxos molares dos componentes 1 e 2, respetivamente, impulsionados
pelos gradientes de concentracio do componente 1, dcy /09X, e do componente 2, d¢, /0X.
Os coeficientes de difusdo principais, Dii e Dy, fornecem o fluxo de cada componente, 1 e
2, respetivamente, impulsionados pelo seu préprio gradiente de concentragio. Os
coeficientes secundarios, Diz e D, fornecem o fluxo acoplado de cada componente, 1 e 2,
impulsionado pelo gradiente de concentragao do outro componente, 2 e 1, respetivamente.
Um valor positivo para estes coeficientes, representado genericamente por Dy (7 # £), indica
o transporte do soluto 7 desde regides de mais alta concentragao do soluto £ para regioes de
mais baixa concentracao do mesmo soluto. Inversamente, um valor negativo para Dy (7 # £)
indicara o transporte do soluto 7 desde regides de mais baixa concentragao do soluto £ para
regides de mais alta concentracio do mesmo soluto, ou seja, o componente / flui em

contra—corrente com o componentej.

Os estudos de difusio intermolecular em sistemas ternarios foram divididos em
quatro secgdes, correspondentes aos resultados obtidos para cada um dos trés antibidticos e
a analise conjunta entre eles. Os sistemas ternarios considerados sio compostos por agua,
antibidticos (componente 1) e ciclodextrinas (componente 2), sendo necessarios quatro

coeficientes de difusdo para descrever os sistemas: Di1, D12, D1 € Do
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2.2.1. Sulfadiazina de Sédio (NaSD)

Para avaliar o efeito da a—CD, f—CD e y—CD em solug¢oes aquosas de NaSD foram

medidos, em duplicado, os coeficientes de difusao ternarios presentes na tabela 5.

Tabela 5 Cocficientes de difusao terndrios e respetivos desvios padries da NaSD em dgna (C1) + a—CD, f—CD

on y—CD (C), a 298,15 K ¢ 101,3 kPa,
G? G X" Dyt $° Dyt $° Dyt $°

«—CD

0,000 0,010 0,00 0,978 £0,009 0,007 £ 0,002 0,022 £ 0,006

0,005 = 0,005 0,50 0,926 £0,004 —0,029 £0,018 0,013 £ 0,003

0,010 ~ 0,000 1,00 0,934 £0,006 0,009 £0,080 - 0,007 £ 0,001
£—CD

0,000 0,010 0,00 1,045+ 0,034 0,008 £ 0,002 0,027 £ 0,011

0,005 = 0,005 0,50 0,914 £0,014 —0,041 £0,009 0,008 £ 0,008

0,010 = 0,000 1,00 0,950 £0,028 0,051 £ 0,010 0,000 £ 0,007
y—CD

0,000 ~ 0,010 0,00 0,987 £0,014 0,012 £ 0,004 0,031 £ 0,005

0,005 = 0,005 0,50 0,932+£0,012 -0,072£0,006 0,012 £ 0,005

0,010 0,000 1,00 0,935 % 0,007 0,074 £ 0,012  — 0,005 * 0,002

9 Cy e (; representam a concentracio dos componentes no fluxo em unidades mol dm=3.

b X representa a fracio molar de NaSD no fluxo.

Dyt $°

0,539 + 0,007
0,548 + 0,007

0,547 £ 0,006

0,523 + 0,014
0,490 + 0,019

0,410 £ 0,075

0,479 + 0,001
0,498 + 0,004

0,503 + 0,002

9 D;j + Sp corresponde aos coeficientes de difusdo terndrios e respetivos desvios padrSes em unidades

1079 m? s~ 1.
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2.2.2. Sulfamerazina de S6dio (NaSMR)

Para avaliar o efeito da a—CD, f—CD e y—CD em solu¢ées aquosas de NaSMR foram

medidos, em duplicado, os coeficientes de difusdo ternarios presentes na tabela 0.

Tabela 6 Cocficientes de difusdo terndrios e respetivos desvios padries da NaSMR em dgna (C;) + a—CD, f—CD
on y—CD (Cy), a 298,15 K e 101,3 kPa.

G? GY X" Dyt $° Dpt 5° Dyt 59 Dyt 5°
a—CD
0,000 0,010 0,00 1,007 £0,010 0,014 0,006 — 0,004 = 0,000 0,549 + 0,002
0,025 0,075 025 0,892+0,000 —0,024+0,011 0,024 +0,004 0,542 + 0,004
0,005 0,005 050 0936+0,011 —0001+0002 0,019+0,007 0,543+ 0,004
0,075 = 0,025 0,75 0,904 £0,036 —0,035+0,004 0,017 £0,004 0,505 % 0,013
0,010 = 0,000 1,00 1,106 0,002 0,018 £0,010 = 0,025* 0,001 = 0,509 * 0,002
£-CD
0,000 0,010 0,00 0,878 +0,004 0,009 0,020  0,022+0,039 = 0,498 + 0,004
0,005 0,005 050 0,888 %0,004 0,016%0,050 = 0,024+ 0,014 = 0,500 + 0,004
0,075 0,025 0,75 0,892+0,002 —0,050+0,003 0,030+0013 0,513 +0,014
0,010 0,000 1,00 0,946 = 0,005 — 0,080+ 0,025 —0,008*0,003 0,499+ 0,014
y—CD
0,000 0,010 0,00 0964+ 0,019 0,010+ 0,001  0,015+0,004 0,519 + 0,002
0,025 0,075 025 0,888%0,002 —0,036+0,000 0,008+0000 0491+ 0,000
0,005 0,005 050 0975+ 0,006 —0,033+0,002 0,006+0001 0,540 % 0,000
0,075 0,025 0,75 0926+ 0,010 —0,057+0,008 —0,015%0,003 0,560+ 0,003
0,010 0,000 1,00 1,111 £0,003 —0,145+0,016 0,029 £ 0,002 = 0,482 + 0,009

9 Cy e C; representam a concentracdo dos componentes no fluxo em unidades mol dm=3.
b X representa a fracio molar de NaSMR no fluxo.

9 D; + Sp corresponde aos coeficientes de difusdao ternarios e respetivos desvios padrées em unidades

1072 m2s71,

32



2.2.3. Sulfametazina de S6dio (NaSMT)

Capitulo 2. Difusao Isotérmica

Para avaliar o efeito da a—CD, f—CD e y—CD em solucées aquosas de NaSMT foram

medidos, em duplicado, os coeficientes de difusao ternarios presentes na tabela 7.

Tabela 7 Cocficientes de difusio terndrios e respetivos desvios padries da NaSMT em dgna (C) + a—CD, f—CD
on y—CD (Cy), a 298,15 K¢ 101,3 kPa.

G?

0,000
0,005

0,010

0,000
0,005

0,010

0,000
0,005

0,010

G?

0,010
0,005

0,000

0,010
0,005

0,000

0,010
0,005

0,000

X,

0,00
0,50

1,00

0,00

b

0,50

5

1,00

b

0,00

0,50

1,00

Dyt 5°

0,881 £ 0,036
0,862 £ 0,018

0,854 £ 0,024

0,811 + 0,019
0,829 + 0,002

0,855 + 0,022

0,824 + 0,016
0,729 + 0,014

0,854 + 0,022

Dt $° Dyt $°

a—CD

0,009 £ 0,008 0,034 £ 0,017
— 0,054 £ 0,009 0,011 £ 0,009
0,028 £ 0,009 = —0,016 + 0,015
£—CD

0,018 = 0,016 0,052 + 0,005
— 0,063 £ 0,005 0,019 £ 0,003
0,063 = 0,008 = — 0,014 £ 0,013
»—CD

0,012 £ 0,014 0,011 £ 0,005
— 0,048 £ 0,013 0,025 £ 0,009
0,062 £ 0,008 = —0,013 0,013

9 Cy e (; representam a concentracio dos componentes no fluxo em unidades mol dm 3.

b X representa a fracao molar de NaSMT no fluxo.

Dyt 5°

0,556 * 0,005
0,530 + 0,006

0,524 + 0,006

0,534 + 0,011
0,505 + 0,004

0,501 + 0,006

0,489 + 0,005
0,454 + 0,006

0,494 + 0,006

9 D; + Sp corresponde aos coeficientes de difusdo terndrios e respetivos desvios padrSes em unidades
1079 m? 571,
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2.2.4. Anailise dos Estudos de Difusio Isotérmica em Sistemas Ternarios

A analise dos coeficientes de difusiao ternarios apresenta uma maior complexidade
quando comparada com a dos coeficientes de difusdo binarios, uma vez que os primeiros
tomam em consideracio as interagoes entre os fluxos dos solutos (NaSAs e CDs) e o solvente
(agua) e ndo apenas entre um dos solutos e o solvente. Ao comparar os valores obtidos para
os coeficientes de difusao binarios com os valores dos coeficientes de difusiao principais
verifica—se que os valores obtidos para D11 e Dx tendem a diminuir em relagdo aos valores
obtidos para D, o que se deve a contribuicao adicional da interacao entre os solutos, no caso
de Dii e D2, que diminui a sua capacidade de difusdo por estarem menos disponiveis para
interagir apenas com as moléculas de agua, como era o caso dos sistemas binarios. A
ocorréncia desta diminui¢ao nao muito elevada indica que as entidades de soluto interagem
fortemente com as moléculas de solvente. Observa—se ainda que os valores de Dy tendem
a aumentar com o aumento de Xj, enquanto D, diminui com o aumento de X,
considerando as possiveis flutuagdes ocorrentes no sistema. Isto sugere, novamente, que o
aumento da concentragio dos componentes referidos em solugdo implicara uma maior

resisténcia ao seu movimento, dificultando a sua difusio.

Quando Xi — 0, D1 representa o coeficiente de difusdo do #racer das NaSAs em
solugoes aquosas de CDs. Nestas circunstancias, Di» = 0, pois o gradiente de concentragao
das CDs nao pode direcionar os fluxos acoplados de NaSAs em solugdes onde este nio esteja
presente, apesar de os valores de Di» ndo serem exatamente nulos por existirem flutuagdes
no sistema, ou seja, fatores nao ideais que afetam a difusdo, como efeitos de mistura,
interagoes intermoleculares ou condi¢Oes experimentais. Os valores positivos de D1z sugerem
que as moléculas de CD co—transportam as entidades de NaSA, enquanto os valores
negativos remetem para o seu contra—transporte. Observam—se valores negativos de D1, 0s
quais sugerem que as CDs formem complexos com as NaSAs, atuando como veiculos
transportadores para os antibidticos. Este processo leva a reducao dos ides de NaSAs livres
e, consequentemente, para compensar essa perda, ocorre um fluxo contra—corrente dos
antibidticos de regides de menor para maior concentracio de CD. Os valores de Diz
apresentam maiores contribuicdes com o aumento de Xi. Até X; = 0,5 apenas se observa
uma contribui¢ao significativa de Dy correspondente a difusao das NaSAs influenciadas
pelas CDs. Para valores maiores de X, ou seja, quando a concentra¢ao de NaSAs se torna
superior a de CDs, todas as moléculas de CDs parecem contra—transportar entidades de

NaSAs, sendo este efeito muito baixo para o caso da a—CD, aumentando para a f—CD e
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ainda mais para a y—CD, onde se obtiveram os valores mais negativos, o que sugere uma
melhor capacidade de acomodagao das NaSAs. A NaSMR ¢ o antibiético que parece ter uma
maior interagao com as CDs, chegando a atingir o valor mais negativo de D> com a y—CD

(Do = —1,45x 107" m* s™' para X; = 1).

Quando X; — 1, Dx representa o coeficiente de difusao do #racer das CDs em
solu¢oes aquosas de NaSAs. Neste caso, Dy = 0, pois o gradiente de concentragdo das
NaSAs nido pode direcionar os fluxos acoplados de CDs em solu¢oes onde este nao esteja
presente, apesar de os valores de Di» ndo serem exatamente nulos por existirem flutuacoes
no sistema. Os valores de D sdo bastante baixos e positivos porque a dimensao das NaSAs
¢ bastante inferior a das CDs e a sua estrutura nao permite contra—tansportar CDs da mesma
forma que estas conseguem. Assim, observa—se o co—transporte das CDs por parte das

NaSAs, através da colisdao entre as entidades em solugao.

Através de D12/ D, estima—se o nimero de moles de NaSA contra—transportada por
mole de CD, enquanto os valotes de Dz /Dy indicam que uma mole de NaSA co—transporta
determinado nimero de moles de CD. Os valores maximos para cada sistema, em modulo,

estao representados na tabela 8.

Numa primeira analise verifica—se que os valores de Di»/ D, sao sempte superiotes
aos valores de D,/ Dy Isto deve—se, novamente, 2 dimensio e estrutura das entidades de

NaSA, as quais apresentam uma massa molecular muito inferior a das CDs.

Os valores mais baixos de Di,/Ds foram registados para os sistemas terndtios
contendo a—CD e NaSAs, indicando que esta CD possui uma menor capacidade de
contra—transportar as NaSAs estudadas por formar complexos de inclusio menos estaveis.
Por outro lado, uma mole de y—CD consegue contra—transportar 0,255 mol de NaSD e
0,301 mol de NaSMR e uma mole de f—CD consegue contra—transportar 0,331 mol de
NaSMT, sendo estes os maiores valores registados, sugerindo que ambas as CDs tém
capacidade para formar complexos de inclusao mais estaveis com as NaSAs, apesar de a

y—CD parecer ser mais eficiente.
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Tabela 8 Razies mdximas de D12/ D22 ¢ D21/ Dy para cada sistema de NaS A e CDs.

NaSD
D/ Dy, Dy1/ Dy
«—CD 0,126 0,022
£—-CD 0,161 0,026
»—CD 0,255 0,031
NaSMR
Dy/ Dy, D1/ Dy
«—CD 0,035 0,023
£—-CD 0,160 0,025
y—CD 0,301 0,026
NaSMT
Dy/ Dy Dy/ Dy
«—CD 0,155 0,039
£—-CD 0,331 0,064
»—CD 0,235 0,034

E importante avaliar a possivel formagao das estruturas supramoleculares
hospedeiro—hoéspede considerando os antibiéticos e macrociclos estudados. Supondo que
as CDs interagem com as NaSAs através da formagao de um complexo com estequiometria
1 : 1, espera—se que tanto as CDs livres como as complexadas apresentem mobilidades
semelhantes e, por sua vez, coeficientes de difusio semelhantes. Para perceber melhor o
processo de formacdao destas estruturas através dos resultados obtidos pela difusio
intermolecular recorreu—se a um modelo desenvolvido por Paduano ez a/. [109] para sistemas
que envolvem a formagao de complexos de inclusdo. Através do modelo é possivel estimar
valores dos coeficientes de difusio mutua e compara—los com os valores obtidos
experimentalmente, presentes nas tabelas 5, 6 e 7, através de um conjunto de equagdes que,

apesar de serem aplicadas apenas a solug¢oes diluidas, sao bastante uteis para uma
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compreensio qualitativa do processo referido. Considerando o equilibrio descrito na

equacdo (2.6) e a respetiva constante de equilibrio, K, na equagao (2.7).

NaSA + CD = NaSA : CD (2.6)
K=—2 2.7)
€162

onde ¢* corresponde a concentragao de NaSA, o+ a concentracao de CD e ¢* a concentracao

de NaSA : CD.

A dependéncia que Dii, Dz, D e Dy tém das concentragoes dos diferentes

componentes pode ser descrita pelas equagoes (2.8), (2.9), (2.10) e (2.11), respetivamente.

dcq*
Di = Ds* + (Di*— Ds#) (5 2.8)
1
dcq*
Di» = (Dy* — Ds*) (——) (2.9)
6C2
dcy*
Du = (Ds* — D5*) (—=) (2.10)
6C1
dcy*
D2 = Dy* + (Ds* = Ds¥) ( CZ ) @.11)
2

onde ¢ e ¢ s2o as concentragdes estequiométricas de NaSA e CD, respetivamente, e Di* (Diy
para X = 1), D (Dx para Xi = 0) e Ds* correspondem a difusividade das espécies
efetivamente presentes na solucao. Através da aplicacio da equacio (2.12) é possivel estimar
os valores dos coeficientes de difusao dos complexos considerados, Dj, representados na

tabela 9.

D [(NaSA) — (CD)] = [D (NaSA) > + D (CD)2]1/3 2.12)
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Tabela 9 Coeficientes de difusdo limite para os diferentes complexos considerados, j, no sistema terndrio.

D;/ (107 m?s™)

NaSD : «—CD 0,508
NaSD : g-CD 0,498
NaSD : y»-CD 0,459
NaSMR : «—CD 0,528
NaSMR: g-CD 0,476
NaSMR: »~-CD 0,502
NaSMT : «—CD 0,513
NaSMT : 5-CD 0,497
NaSMT : »—-CD 0,462

O facto de os valores de D; se assemelharem mais aos valores de Ds do que aos
valores de Dy pode indicar que os complexos de inclusao formados sao relativamente

estaveis e que as NaSAs estao bem encapsuladas nas cavidades das CDs.

Por fim, ¢é possivel construir um grafico representativo dos valores previstos para os
coeficientes de difusao ternarios, determinados através do modelo aplicado, de forma a
compara—los com os valores experimentais, para diferentes valores da
K (10, 20, 30, 50 e 100 dm3 mol~1). Sendo Di» o mais relevante para avaliar o efeito das CDs
na difusio dos antibidticos, apenas foram construidos graficos para esse coeficiente de
difusdo, e como se obtiveram resultados mais promissores para os sistemas com a NaSMR
optou—se por estudar apenas as previsdes da K para este antibitico. Estes ajustes
encontram—se ilustrados nas figuras 10, 11 e 12 e correspondem a interagao entre a NaSMR

e a a—CD, f—CD ¢ y—CD, respetivamente.
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Figura 10 Valores de D2 do sistema NaSMR + a—CD em fungio da fragio de NaSMR, Xi, a T = 298,15
K. Valores excperimentais (W ) e valores tedricos calenlados para diferentes valores de constantes de associagio: 10 (wm ),
20 (wm )y 30 (wm ), 50 (e ) € 100 (wm ) dppt? 12077
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Figura 11 Valores de D12 do sistema NaSMR + f—CD em fungio da fragio de NaSMR, X;, a T = 298,15
K. Valores excperimentais (W ) e valores tedricos calenlados para diferentes valores de constantes de associagio: 10 (= ),
20 (am )y, 30 (wm ), 50 (em) € 100 (e ) dppi? 1m0/
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Figura 12 Valores de D12 do sistema NaSMR + §—CD em fungao da fragao de NaSMR, X3, a T = 298,15
K. Valores excperimentais (W ) e valores tedricos calenlados para diferentes valores de constantes de associagio: 10 (wm ),
20 (wm )y 30 (wm ), 50 (e ) € 100 (wm ) dppt? 12077

E importante referir que os valores de Di», que foram estimados para os diferentes
valores de K, apresentam valores negativos, aumentando, em valor absoluto, com o aumento
de Xj, e indicando, novamente, que o gradiente de concentragao das CDs gera fluxos
acoplados de contra—corrente de NaSAs, contribuindo para a formacao de complexos 1 : 1.
A andlise dos graficos das figuras 10, 11 e 12 permite concluir que o modelo aplicado
aproxima os valores experimentais de Di, para constantes de equilibrio até 10 dm? mol~! no
caso da a—CD, até 20 dm? mol! para a f—CD e até 30 dm? mol! com a y—CD,

respetivamente.

2.3. Determinagdo de Propriedades de Transporte das

Sulfonamidas de S6dio (INaSAs)

As NaSAs sao consideradas eletrolitos fortes e dissociam—se em solu¢iao aquosa nos
seus ides Na” e SA™. As moléculas de agua ofrientam—se em torno dos ides devido a
interagoes eletrostaticas entre as cargas dos i0es e as moléculas de agua, levando a formacao
de uma camada de moléculas de agua que circunda o ido, conhecida como camada de
solvatacdo/hidratacio. Esta otrientacao ocorre com as regides parcialmente negativas dos

dipolos da 4gua (itomos de oxigénio) voltadas para o catido Na' e com as regides
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parcialmente positivas dos seus dipolos (atomos de hidrogénio) voltadas para o
anido SA™ [110].
As propriedades de transporte dos antibidticos em solug¢ao aquosa podem ser

complementadas com estudos de difusio e de condutibilidade. Juntos, sio usados para

compreender como os ides se deslocam e se distribuem na agua.

O valor de D§a+ = 1,33 X 107" m* s™' foi calculado a partir da condutividade limite
conhecida do Na”, /’lga+ = 501 X 107 S m® mol™" [111], usando a equacdo (2.13). A
condutividade limite descreve a condutividade elétrica especifica de uma substancia em
concentracao infinitamente diluida, sem interferéncia significativa de outras espécies

quimicas em solugao, permitindo avaliar a sua capacidade para conduzir corrente elétrica.

0
po = BT .13)
b (Fzy)?

onde F é a constante de Faraday (96485 C mol '), R ¢ a constante dos gases ideais
(8,314 ] mol™ K™) e g € a valéncia algébrica da espécie i6nica 7 Através desta expressao
também foram calculados os valores de Adp- = 297 X 10° S m® mol’,

M- = 2,76 X 107 S m? mol ™' e AQyp- = 2,89 X 107> S m? mol ™.

Os coeficientes de difusio binarios mutuos limitantes de cada NaSA, Dj,sa, 540 uma

média ponderada dos coeficientes de difusdo limitantes do Na”, Dl(\)la+’ e do anido SA”, Dg A->
e podem relacionar—se através da equacao de Nernst (2.14).

0 0
Dna+ Dsa- (2.14)

DO —
NaSA — 10 0
DNa++ DSA_

Os valores de D s para as trés NaSAs estudadas foram extrapolados através dos
dados obtidos para os coeficientes de difusao binarios mutuos para diferentes concentracdoes,

D, presentes na tabela 3. Por conseguinte, foram calculados os valores

DI- =0,79 x 107 m?s™!, Ddyr- = 0,74 X 10" m*s ™' e Ddyp- = 0,77 X 10 m? s,

Para manter a eletroneutralidade ao longo do percurso de difusao, considera—se que

os ides SA” se difundem na mesma velocidade que os contra—ides Na®, menores e mais
s 0 .. . .

méveis. Como resultado, os valores de Dy,ga sdo significativamente maiores que os valores

de Dd,-.
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A equagao de Stokes—Einstein (2.15) relaciona o coeficiente de difusio (mobilidade)
com o atrito ao movimento (viscosidade) e permite estimar o tamanho das entidades de

soluto tratadas como particulas brownianas imersas num fluido continuo.

kgT

0 B

O __>2 2.3.3
L' 6mnoRp; ( )

onde Rui, 48,79 ¢ T sao o raio hidrodinamico de uma particula esférica equivalente com

coeficiente de difusio DJ, a constante de Boltzmann (1,38 X 1072 ] K™') e a viscosidade do

solvente, neste caso da agua (0,89 cP), a temperatura T. Esta relacdo foi usada para calcular

Ry (SD7) = 3,10 A, Ry (SMR) = 3,34 A e Ry (SMT") = 3,19 A.

O Rui pode ser definido como o raio de uma esfera rigida que teria o mesmo
comportamento hidrodinamico, ou seja, a mesma resisténcia a0 movimento, que a particula
real quando estd em solucdo e interage com a camada de solvatagao [111]. Esta camada
corresponde a regiao de moléculas de solvente, como a agua, que envolve uma particula de
soluto quando ela esta dissolvida nesse solvente, podendo variar dependendo das entidades
envolvidas e das condi¢bes da solugao. O Ry é ambiguo e uma simplificag¢ao util do tamanho
aparente das particulas para descrever o seu comportamento em solugio e compreender a

interacao com o solvente [112].

Tendo em conta a estrutura dos ides SA™, o seu cardcter hidrofobico é crescente com
a substitui¢do do anel pirimidinico por grupos metilo (SD~ < SMR™ < SMT"), mas a sua
difusio em solugao aquosa (SMR™ < SMT™ < SD") e o respetivo R estimado
(SD™ < SMT™ < SMR") nio seguem a mesma tendéncia, o que pode dever—se a um efeito

competitivo entre diferentes tipos de interagoes.

A menor superficie hidrofébica de SD™ leva a uma menor estruturagao das moléculas
de agua ao redor das partes apolares, o que reflete o menor Ry; e a maior mobilidade dos ides
em solucdo aquosa comparativamente aos restantes 10es SA™. Ja o 1ao SMT™ apresenta a
maior superficie hidrofébica deste grupo de ides, mas a sua mobilidade é maior que o iao
SMR’, quando se considera o efeito de difusao livre de outras entidades de soluto em solugao
aquosa (D"), e o Ry é menor. A substituicio do anel pirimidinico com os grupos metilo, no
caso do SMT", parece favorecer a interagao por pontes de hidrogénio entre as moléculas de
agua e os atomos de nitrogénio do anel heteroaromatico. Isto pode ocorrer porque esta parte
do anido com a maior superficie hidrofébica provoca uma maior organizagao da 4dgua ao

redor dessa zona, o que pode resultar numa estruturagao mais significativa da agua nessas
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regides nao polares para minimizar o seu contacto. Essas pontes de hidrogénio parecem ser
mais fortes e numerosas na SMT™ do que na SMR™, no qual a substitui¢io de apenas um
grupo metilo ndo melhora significativamente a magnitude da interagdo por pontes de
hidrogénio entre os atomos de nitrogénio do anel e as moléculas de agua. Neste caso a

estrutura¢ao da agua ndo ¢ tdo pronunciada.

A estrutura¢ao da agua nado mostra resisténcia a difusio de SMT™ em solugao aquosa
devido as pontes de hidrogénio favoraveis que criam uma situa¢do em que a mobilidade
i6nica deste ido ¢ superior a do 10 SMR™ menos hidrofébico. A maior estruturacao da agua
para a NaSMT ja tinha sido considerada anteriormente no estudo dos coeficientes de difusao

binarios (subcapitulo 2.1).

Estes resultados siao corroborados por medi¢bes de condutividades i6nicas realizadas
para os mesmos sais de NaSAs [27]. Mostra—se que o ido SD™ ndo apresenta hidratacdo
apreciavel durante o processo de transporte, de acordo com o Ry, e possui uma maior
condutividade em consequéncia de nao arrastar consigo moléculas de dgua. Além disso,
também se observou, para a temperatura considerada (25 °C), que os ides SMR™ e SMT"™ se
encontram hidratados, com maior intensidade para o ido SMR", de acordo com o Ry, 0 que
confere uma maior condutividade ao SMT" e, portanto, maior mobilidade relativamente ao

SMR".

Deste modo, as mobilidades limitantes dos ides de SA™ derivadas independentemente
das medicées de difusio e das medicoes de condutividade estio em boa concordincia. E
importante ter em conta que estes efeitos podem variar dependendo das condigoes
experimentais, como a temperatura e concentra¢ao, mas fornecem uma compreensao solida

das diferencas observadas nas propriedades de solubilidade (tabela 1) e difusao.

Comparando os valores obtidos para os Ru dos ides SA™ com o tamanho das
cavidades das CDs na tabela 2, verifica—se que a ¢—CD tem uma cavidade muito pequena
para acomodar os anides SA~, podendo existir apenas uma interagao parcial com uma parte
do ido. A cavidade da f—CD aproxima—se do Ry dos ides SA™, podendo ocorrer também
uma intera¢ao parcial com uma parte dos ides SA™ ou uma alteragao da conformacio destes
para interagirem melhor na cavidade das CDs. Ja a y—CD tem uma cavidade superior aos Ry;
dos i6es SA™, possibilitando o encapsulamento com uma maior parte da estrutura dos ides
ou com uma por¢ao dela no caso de nio existir complementaridade geométrica que favorega

intera¢oes nao covalentes da primeira forma.
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Capitulo 3

3. Espetroscopia de Absorgiao Ultravioleta—visivel

Na espetroscopia de absor¢ao UV—vis utiliza—se radiagao eletromagnética na zona
do ultravioleta (200—400 nm) e/ou radia¢io na zona do visivel (400—800 nm). E possivel
medir a intensidade da luz absorvida pela amostra porque a energia dos estados energéticos
se encontra quantizada. Deste modo, a redu¢ao da intensidade da luz transmitida em
determinados comprimentos de onda sera proporcional a quantidade exata que foi absorvida,
sendo possivel medir—se a absorvancia num espetrofotometro, desde que a amostra
apresente cromoéforos na sua estrutura, isto é, grupos funcionais capazes de absorver radia¢ao

na regiao da radiagao incidente UV—vis [113].

A relagao entre a concentra¢iao do material na qual a luz incide e a quantidade de luz
absorvida por ele é expressa através da lei de Beer—Lambert (3.1), sendo apenas valida para

solucdes diluidas, geralmente com concentragdes inferiores a 10> mol dm™.

I
A:T():gcl 3.1

onde A corresponde a absorvancia, I e Iy sao a intensidade da radiagdo transmitida e a
intensidade da radiacdo incidente, respetivamente, ¢ ¢ a absortividade molar (I. mol™' cm™),
1 é o percurso 6tico (cm) e ¢ corresponde a concentracio (mol dm™) da solucio em analise

[114].

A faixa de concentrag¢oes adequadas para medidas quantitativas através desta lei é
aquela em que a relacdo entre a absorvancia e a concentracio ¢ linear (A < 1). Fora dessa
gama podem ocorrer desvios devido a interagdes que envolvam os centros absorventes,
desvios reais, desvios relativos a variacio do indice de refracio com a concentracio, desvios

quimicos e desvios instrumentais [115].

A interacao entre a radiacao e as moléculas induz transicoes entre estados eletronicos,
sendo para isso necessario que a energia da radiagdo eletromagnética incidente seja igual a
diferenca de energia entre o estado eletronico fundamental e o estado excitado da molécula.
Neste sentido, a espetroscopia de absor¢ao no UV—vis promove a passagem de um eletrdo
a partir da orbital molecular de maior energia ocupada (HOMO) para uma orbital molecular

de menor energia nao ocupada (LUMO), sendo as transi¢bes observadas no espetro de
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absorcdo. As bandas de absor¢ao correspondem a transi¢cGes de eletrdes em orbitais nao
ligantes, n, ou ligantes, m, para orbitais anti—ligantes (n—n* e n—n*) [116]. A probabilidade

de transicao ¢ medida em termos de absorvancia e a de absortividade molar [117].

A utilizagdo de UV—vis para seguir e quantificar a complexacao entre CDs e NaSAs
requer que as espécies de NaSA apresentem uma sonda com grande intensidade de
absorvancia que mude com a adi¢ao de uma pequena quantidade de CD, o que implica que
a constante de associagao nao pode ser muito baixa. O método de Benesi—Hildebrand é uma

abordagem matematica para o calculo da constante de associagao de complexos de inclusiao

[118].

Assumindo as concentracOes iniciais de CD e NaSA como [CD]o e [NaSA]o,
respetivamente, onde [CD]o >> [NaSA]o, e a concentra¢ao do complexo como x, pode—se
representar a constante de associagao para complexos CD : NaSA (1 : 1), Ki1, na forma da

equagao (3.2).

Kii = ([CD]o—x) ([NaSA]y—x) (3.2)

X

Aplicando a lei de Beer—Lambert, (3.1), e sabendo que o comprimento do caminho
otico é 1 cm, é possivel descrever a absorvancia no comprimento de onda maximo de

absorcao das NaSAs através da equagao (3.3).

A= gcp ([CDJo - X) + &nasa ([NaSAJo - X) + €cp-nasa X (3.3)

onde &cp, ENasa € EcD-NasASa0 as absortividades molares de CD, NaSA e CD—NaSA,

respetivamente. Combinando as equagdes (3.2) e (3.3) obtém—se a equagio (3.4).

A — gcp [CD]p — énasa [NaSA]o _ [CD]o [NaSA]q

€CD—NaSA — €CD — €NaSA K + [CD]y

(3.4)

Como as CDs nao absorvem radiagao na gama do UV —vis, €cp pode ser desprezado
relativamente aos outros valores de €. Assumindo AA = A — gcp [CD]o — €nasa [NaSA]o e
A& = £cp-Nasa — ENasa € possivel simplificar a equac¢io (3.4) e, por fim, obter a equacio
(3.5), referente ao método de Benesi—Hildebrand.

1 1 1

+ (3.5
AA A& [NaSA]o K [CD] Ae[NaSA]p
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onde AA e A¢ sao a diferenca entre as absorvancias e absortividade molares, respetivamente,
entre o héspede livre e complexado, [NaSA]y corresponde a concentracao de NaSA inicial,
[CD] corresponde a concentra¢ao de CD e K é a constante de associagao. O valor de K pode

ser calculado através da regressio obtida pelo grafico de 1/AA em funcao de 1/[CD] [119].

Para sistemas com interagoes fracas ou fortes a aplicagio do método de
Benesi—Hildebrand pode levar a parametros de ajuste nao fidedignos. Além disso, ha
algumas condi¢bes necessarias, mas nao suficientes, que devem ser tomadas em consideragao
para garantit a precisio no processo de ajuste, nomeadamente 1/(K[CD]) = 10 e
[CD]/[NaSA] > 100, tendo em conta que o excesso de CD possibilita o deslocamento do

equilibrio no sentido da formagao do complexo de inclusio [120,121].

3.1. Interagdao entre CDs e NaSAs por UV—vis

Foram obtidos espetros de absor¢io de UV—vis das NaSAs, com concentracao
definida (0,005 mmol dm™), na auséncia e na presenca de CDs a diferentes concentragdes
(0, 6, 8,10 e 12 mmol dm™). Nio existem bandas de absorcio das CDs no UV—vis devido
a auséncia de eletrdes 7 e eletrdes nao ligantes, pelo que é possivel avaliar a influéncia da
presenca das CDs em solucdo aquosa. De todos os sistemas estudados, apenas foram
observadas alteracOes ligeiras nos espetros de absor¢ao de UV—vis da NaSMR na presenca
de f—CD e p—CD, representados na figura 13.A e 14.A, respetivamente. Considerando a
variagao da intensidade de absor¢ao no comprimento de onda de absorvancia maxima (Amax)
foram tracados os graficos das figuras 13.B e 14.B, através da aplicacio da equacio (3.5), a

partir dos quais foi possivel calcular os valores de K para ambos os sistemas.

O espetro de absor¢ao de UV—vis da NaSMR na auséncia de CDs apresenta um pico
maximo de absor¢iao a 259 nm e um ombro a 240 nm, os quais podem ser atribuidos a
transicoes eletronicas n—n* dos anéis aromaticos. Para a andlise dos resultados foi

considerado o pico de maior intensidade devido a melhor sensibilidade analitica.

As figuras 13.B e 14.B mostram uma boa rela¢io linear, com R”igual a 0,956 e 0,983,
respetivamente, indicando que a razao estequiométrica para a formagao do complexo de

inclusao entre a NaSMR e as CDs éde 1 : 1, como esta relatado na literatura [122].
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Figura 13 A) Espetros de absorcao UV —vis da NaSMR (0,005 mmol dp=3) na presenga de diferentes
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Pela analise das figuras 12.A e 13.A verificam—se alteracGes nos espetros de absor¢ao
UV—vis da NaSMR. Com o aumento da concentragao de f—CD, as bandas de absor¢do da
NaSMR mostram uma diminui¢do da intensidade de absor¢ao (efeito hipocrémico),
enquanto com o aumento da concentra¢ao da y—CD mostraram um aumento da intensidade
de absor¢do (efeito hipercromico), embora a concentragio de NaSMR tenha sido mantida
constante. Adicionalmente, ocorreu, para ambos os casos, um desvio para valores de
comprimentos de onda maiores (desvio batocrémico), sendo este mais acentuado no caso
da interacao entre a NaSMR e a f—CD (259 até 265 nm) do que para a interagao com a y—CD
(259 até 261 nm).

As variagbes registadas sdao indicativas de uma mudan¢a do microambiente da
NaSMR como consequéncia da sua complexa¢ao na cavidade das CDs. Nesta situagao,
ocorre a blindagem dos eletrées do cromoéforo excitavel da NaSMR e a substituicao parcial
da camada de solvatagido ao seu redor, passando de um meio polar para um meio apolar.
Durante o processo podem ocotrrer alteragOes na estrutura eletrénica das entidades de
NaSMR, na conjugac¢ao dos sistemas m do cromo6foro ou outras interagoes moleculares que

levem a uma alteracio na absorcao de luz.

As tendéncias relatadas demonstram que a f—CD e a y—CD interagem com a NaSMR
por processos diferentes. Essas diferencas podem ser atribuidas as caracteristicas estruturais
e propriedades especificas das CDs utilizadas, a natureza da interaciao entre as CDs e a
NaSMR ou até as condi¢ées experimentais utilizadas, como a concentragao, pH, for¢a iénica
e outros parametros estruturais. As entidades de NaSMR podem adotar uma conformacio
que na cavidade da y—CD permita uma maior sobreposi¢ao das orbitais eletronicas relevantes
para a absorcao de luz (efeito hipercréomico) e que na cavidade da f—CD adote uma
conformacao diferente que nao permita essa mesma sobreposicao (efeito hipocrémico). No
entanto, estes efeitos nao sao indicativos de uma melhor ou pior capacidade de

encapsulamento.

Através das regressoes lineares obtidas pelos graficos das figuras 12.B e 13.B,
confirmando a estequiometria 1 : 1 para o complexo de inclusao, é obtido um valor de K
para o sistema f/—CD + NaSMR de 26 dm’ mol™ e para o sistema y)—CD + NaSMR de
93 dm’ mol™". Novamente, a y—CD parece apresentar uma maior capacidade de inclusio que
pode ser justificada pelo tamanho maior da cavidade que permite uma geometria mais estavel

do complexo de inclusao formado.
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4. Espetroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear

Na espetroscopia de RMN utiliza—se radiagao eletromagnética na zona da
radiofrequéncia. Os nucleos atémicos sao expostos a um campo magnético externo que
provoca o alinhamento dos spins nucleares ao longo de uma diregao especifica. De seguida,
a aplicacdao de pulsos de radiofrequéncia excita os nicleos para um estado de energia mais
alto, resultando na absorc¢do de energia eletromagnética, e ao retomarem ao estado original
emitem um sinal de radiofrequéncia detetavel. A frequéncia do sinal emitido esta relacionada
com a ressonancia e com as propriedades magnéticas dos nucleos em questao. O espetro
obtido fornece informagdes sobre as ligagoes e 0 ambiente quimico ao redor de cada nucleo,

uma vez que a partilha de eletrdes afeta o campo magnético sentido pelo nuicleo [123].

Esta é uma das técnicas mais utilizadas na investigagao da estabilidade, estequiometria
e geometria de inclusao de complexos hospedeiro—hoéspede em solugao [124]. A formacio
de complexos de inclusio entre CDs e entidades de antibidtico provoca perturbagdes no
microambiente quimico e magnético dos hidrogénios das entidades envolvidas, o que se deve
a proximidade espacial das entidades de antibiético na cavidade da CD e a alteragao da
polaridade do meio em que ambas se encontravam antes da interagdo (solvatadas).
Consequentemente, a alteracao na distribuicao eletrénica desses nucleos manifesta—se nos
espetros de RMN através da variagao do desvio quimico e alteracdo do perfil do sinal [125].
Por se tratarem de interagdes nao covalentes, as variagoes no desvio quimico podem estar

limitadas a décimos de ppm [120].

As CDs apresentam na sua estrutura de cone truncado dois protdes localizados na
superficie interna (Hs e Hs), um protdo na borda da cavidade na extremidade estreita (He) e

trés protoes na superficie externa (Hi, Hze Hy), como esta representado na figura 15 [127].

A complexagao das CDs pelas NaSAs induz mudangas na blindagem dos protoes
devido a proximidade entre eles, o que geralmente resulta em mudancas de desvios quimicos
dos protdes de ambos. Isso pode, portanto, fornecer informagdes sobre a geometria do
complexo de inclusio formado, ou seja, a localizacio estrutural das NaSAs dentro das CDs,

revelando quais os protdes das NaSAs que sao encapsulados pelas CDs.
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HO

o ) e

Figura 15 Representagio espacial dos proties na estrutura de cone truncado das CDs.

As aparéncias da mudanga das ressonancias dos protdes podem variar, dependendo
se a velocidade de troca é rapida ou lenta na escala de tempo do RMN proténico (H—RMN).
No caso de complexos hospedeiro—hdspede, a interconversao entre o estado livre e o estado
complexado para um determinado nucleo depende da diferenca de frequéncia entre os dois
estados do nucleo. Se a troca de um nucleo entre dois estados for mais rapida do que a
diferenca de frequéncia entre os dois estados, diz—se que o sistema exibe um comportamento
de troca rapida e apenas se observa um espetro médio do complexo. Pelo contrario, se a taxa
de troca de um nucleo entre os dois estados for mais lenta do que a diferenca nas frequéncias
entre os dois estados, o sistema é considerado de troca lenta em comparagao com a escala
de tempo do "H—RMN e ambas as espécies livres e complexadas podem ser vistas no
espetro. Ha também um caso em que a troca de protao ocorre numa escala de tempo
semelhante 2 escala de tempo do 'H-RMN, o que leva a um alargamento dos picos das

espécies.

Assumindo que se forma um complexo de inclusao 1: 1 (CD : NaSA), a estabilidade

deste complexo pode ser descrita em termos da constante de associagdo da equagao (4.1).

_ [CD-NasA] 1
K= [CD]y [NaSA]L, &b

onde [CD]r. e [NaSA]. sao as concentragdes de espécies nao complexadas (livres) no sistema.
A conservagao de massa, [NaSA];, = [NaSA]r — [CD—NaSA], onde [NaSA]r e [CD]r sdo a
concentracao total de NaSA e CD, respetivamente, permite reescrever a equagao de

equilibrio na forma da equacao (4.2).

L
Kia 4.2)

'~ (1-L) ([CD]7- L [NaSAlp)

onde L ¢ a fracao de NaSA complexada com CD. Assumindo a condi¢ao de troca rapida na

escala de tempo do 'H-RMN, o deslocamento quimico observado para a CD pode ser
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expresso como Oobs = (1 —L) Sepr + L §ep-nusa, onde Sepr e Sep-nasa representam o desvio
quimico de um dado nucleo quando livre e complexado, respetivamente. A mudanga do
desvio quimico de um determinado nucleo da CD, na presenca e auséncia de uma entidade

de NaSA, Abobs = obs — Ocp, pode ser expressa na forma da equagio (4.3).

Abcp-
AS o, = CD—NaSA

1 [CD-NaSA] (4.3)

que depois de alguma algébrica e simplificacdo resulta na equagao (4.4).

_ Abdcp-Nasa 1
AO s = 2D {([NaSA]T + [CD] + K—) - o

(([NaSA]t + [CD]t + é)z — 4 ([NaSA]r + [CD]p)Y/ 2}

A equacio (4.4) ¢ ajustada aos dados experimentais usando um algoritmo nao linear

de minimos quadrados para obter os parametros de ajuste Ki;; € AScp-nasa [121].

4.1. Interagdo entre CDs e NaSAs por 'H-RMN

Através de "H-RMN estudou—se a influéncia da adicio de solucoes de NaSAs a
solugoes de CDs e apenas foram obtidos desvios significativos para o sistema f—CD +

NaSMR, passando a estudar—se de seguida.

Nas figuras 16.A e 16.B estdo representadas as estruturas moleculares com a
numeracao dos protdes da f—CD e NaSMR e nas figuras 17, 18 ¢ 19 encontram—se os
espetros de 'H-RMN obtidos para uma solu¢io de 5 mmol dm™ p—CD,
5 mmol dm™ NaSMR e (5 : 5) mmol dm™ f—CD/NaSMR, respetivamente. Na tabela 10
estdo registados os parametros de 'H—RMN da f—CD na auséncia e na presenca de NaSMR
e na tabela 11 estdo os pardimetros de 'H—RMN da NaSMR na auséncia e na presenca de

p—CD.
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Figura 16 Representagio da posicio dos protoes na estrutura molecular da A) f—CD ¢ B) NaSMR.

O espetro de 'H-RMN da f—CD na presenca de NaSMR, numa razio molar 1 : 1
(5: 5 mmol dm™) mostra uma pequena variagio no desvio quimico dos protdes Hs e Hs para
valores de campo mais alto, enquanto os restantes protdes mostram variagdes pouco
significativas, causadas, possivelmente, por flutuagdes ocorridas na preparagao das solugdes.
Adicionalmente, verifica—se uma modificacio do perfil do sinal dos protdes Hs e Ha,
ocorrendo um desdobramento e alargamento dos picos, o que pode indicar uma dinamica
de troca lenta na escala de tempo do RMN, especificamente para esta posi¢ao. Estas
alteracdes no perfil do espetro de "'H—=RMN da f/—CD demonstram que a adigio da NaSMR
provoca uma alteragao no ambiente quimico dos protdes internos da f—CD com uma maior
rigidez na regido dos protoes Hs e Hg. Também sdo observadas alteragdes nos desvios
quimicos dos sinais referentes aos protoes da NaSMR, mais significativas do que para a
f—CD. O maior desvio registado corresponde ao Ha, para o qual também se observa uma
variagdao da constante de acoplamento, o que sugere que a interacao entre as duas espécies
provoca uma altera¢ao conformacional na estrutura da NaSMR. Para a f—CD nao ocorre

alteragdo da constante de acoplamento, pelo que mantém a sua conformagao.

Utilizando varias solu¢oes com diferentes razdes molares [f—CD]/[NaSMR]
(0,6; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0) e mantendo [f—CD] constante (método de titulacao), observa—se
o efeito provocado nos espetros de 'H—RMN da figura 20, referente a uma expansio dos
espetros numa gama que engloba os desvios quimicos dos protdes internos da cavidade da

p—CD.
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Figura 17 Espetro de 'H—RMN de uma solugio de 5 mmol dp=? f—CD em D20 (6 = 4,7 ppm) a 298,15 K.
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Figura 18 Espetro de "H—RMN de uma solugio de 5 mmol dm= NaSMR em D,O (8§ = 4,7 ppm)
a 298,15 K.
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Figura 19 Espetro de "H—RMN de uma solucao de (5 : 5) mmol dp= f—CD/NaSMR em DO (§ = 4,7
ppm) a 298,15 K.

Tabela 10 Parimetros de "H—RMN da f—CD na anséncia e na presenga de NaSMR a 298,15 K.

4-CD? 4-CD (+ NaSMR)"” A B~CD?
8(H,) / ppm 5,00 497 - 0,03
8(H,) / ppm 3,58 3,54 — 0,04
8(Hs) / ppm 3,90 3,85 ~ 0,05
8(H) / ppm 3,51 3,48 - 0,03
8(Hs) / ppm 3,78 3,70 ~ 0,08
8(Hg) / ppm 3,81 3,78 - 0,03
Ji / Hz 3,70 3,70 0

9 5 mmol dm™3 8—CD.
b 5 mmol dm™3 8—CD + 5 mmol dm™~3 NaSMR.
9 Diferenca entre os parametros obtidos para a f—CD na presenca e na auséncia de NaSMR, respetivamente.
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Tabela 11 Parimetros de 'H—RMN da NaSMR na auséncia e na presenga de f—CD a 298,15 K.

6(Hs) / ppm
6(Hs) / ppm
6(Hc) / ppm
6(Hp) / ppm
8(Hz) / ppm

Ja/ Hz

Js / Hz

Jo / Hz

JD/HZ

9 5 mmol dm~3 NaSMR.
b 5 mmol dm™3 NaSMR + 5 mmol dm™ f—CD.

NaSMR®

6,83

b

7,67

b

8,05

b

6,67

b

2,30

>

8,60

b

8,70

b

5,20

5,20

b

NaSMR (+ g-CD)"

6,69

b

7,57

b

7,97

b

6,57

b

2,20

5

8,10

b

8,70

b

5,20

5,20

b

A NaSMR®
~ 0,14
- 0,10
~ 0,08
- 0,10
- 0,10
~ 0,50
0
0

0

9 Diferenca entre os parametros obtidos para a NaSMR na presenca e na auséncia de f—CD, respetivamente.

Ao aumentar a razio [NaSMR]/[f—CD] verifica—se que ocotre um desvio

significativo dos protoes H; e Hs para campos mais altos. A variag¢ao deste desvio mostra—se

mais abrupta para razoes mais baixas e tende a diminuir a medida que se aumenta a [NaSMR]

em solugdo, indicando que os locais de interagao na cavidade da f/—CD viao ficando ocupados

com entidades de NaSMR até atingir a sua saturagao.
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Figura 20 Expansao dos espetros de '"H—RMN (3,46 a 3,94 ppm) das solugies em D20 de
A) [p-CD] = 5 mmol dw; B) [NaSMR]/[f-CD] (3,0/50) = 0,6; C) [NaSMR]/[—CD]
(5,0/5,0) = 1,0; D) [NaSMR]/ [5—CD] (7,5/5,0) = 1,5; E) [NaSMR]/ [f—CD] (10,0/5,0) = 2,0; F)
[NaSMR]/ [f~CD] (12,5/5,0) = 2,5; G) [NaSMR]/ [f—CD] (15,0/5,0) = 3,0.

Uma analise mais profunda da interagao entre a f—CD e a NaSMR pode ser realizada
de forma quantitativa através do ajuste destes desvios quimicos a equagao (4.4). Apesar de
o Hs mostrar um desvio mais acentuado do que o Hs, os resultados obtidos para o primeiro
sao comprometidos pela sobreposi¢io com o sinal do He e pela alteragiao do perfil do sinal
a medida que se aumenta a [NaSMR], como mostra a figura 20. Contudo, para o Hs foi

possivel convergir o ajuste nao linear, encontrando—se representado na figura 21.
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Model binding1_1 (User)
a = Dd/(2*C);
b = x+CH1/K);
Equation d=b"2;
y = a*(b-sqrt(d-4*
| | C*x))+do
3,83 1 \ Reduced Chi-Sgr 1,39536E-6
b Ad). R-Square 0,97759
Value Standard Error
K 99,07509 59,51239
Dd -0,04857 0,00366
£ c 0,005 5
b 40 3,84578 0,00559
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=
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Figura 21 Ajuste ndo linear da equacio (4.6) aos dados experimentais de Hs obtides por "H—RMN na
Sfagura 20, com R? = 0,978.

O valor estimado a partir de 'H—RMN para a constante de associacio de complexos
de inclusio do tipo 1 : 1 (6—CD : NaSMR) foi de 99 £ 60 dm® mol™". E importante ter em
conta que o desvio padriao de K tende a aumentar com o aumento do numero de parametros

de ajuste [121].

Estas alteracdes nos espetros de 'H—RMN de ambas as espécies quando passam a
estar juntas em solugao corroboram a formagao de um complexo de inclusiao e apontam para
a incorpora¢ao de uma parte do anel A da NaSMR na cavidade hidrofébica da f—CD. Uma
das possiveis justificacbes para esta preferéncia poderia ser atribuida a maior estruturagao da
agua na zona do anel B, atribuida a substitui¢ao do anel pirimidinico pelo grupo metilo, como
mencionado nos estudos de difusdo isotérmica. Na figura 22 encontra—se uma representacao
hipotética da geometria do complexo de inclusao entre a f—CD e a NaSMR, segundo os

resultados obtidos por "H—RMN.
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Figura 22 Representagio hipotética de nm complexo de inclusio entre a f—CD ¢ a NaSMR segundo os resultados
obtidos nos estudos de "H—RMN.
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5. Calorimetria de Titulagao Isotérmica

Uma avaliagao mais profunda do mecanismo molecular envolvido na formacao dos
complexos de inclusdo pode ser obtida através da caracterizagdao e quantifica¢do da energia
envolvida nesse processo. Os parametros termodinamicos refletem os varios tipos de forgas
que governam a ligacio, nomeadamente os efeitos de entropia da absorc¢io/libertagao de

moléculas de agua e as contribuigoes entalpicas na formacao de ligagdes [128].

A calorimetria é a unica técnica que permite estudar diretamente o calor associado a
um dado processo, o que a pressio constante é equivalente a variacio da entalpia do
processo. Estas medi¢des podem ser feitas com mudanga de temperatura (adiabatico), por
condugao de calor ou por compensagao de poténcia a temperatura constante (isotérmico),
sendo este dltimo o mais utilizado devido ao melhor tempo de resposta e maior precisao na

determinagao de pequenos calores de reagao [129].

A técnica de ITC ¢ utilizada para a obtencao direta das constantes de equilibrio e
entalpia de ligacdo resultantes da interagdo entre macromoléculas ou entre uma
macromolécula e um analito de interesse. Consiste na medicio exata do calor
libertado/absorvido num processo sequencial de ligacdo, ou seja, numa titulagio, a
temperatura constante. Sendo o valor desta medigao proporcional a interagao entre as duas
espécies na titulagao ¢ possivel determinar simultaneamente a afinidade de ligacdo e a entalpia
de ligacao e, consequentemente, a entropia e energia livre, fornecendo uma caracterizagao
termodinamica completa da ligacdo entre a macromolécula e o analito numa sé experiéncia
[130]. As condigOes experimentais nao sdo alteradas, pelo que os resultados obtidos sdo
determinados nas condi¢bes estabelecidas, sem comprometer a estabilidade cinética ou

termodinamica da macromolécula pela mudanca das condi¢oes experimentais [131].

O calor previsto, ¢; no passo 7 da titulagao é calculado através da equagao (5.1).

Vi
Veel

qi= AH (Tll' — Tl(l — 1) (1 — )) *+ qai (5.1)

onde AH ¢ a entalpia molar da interacao, 7 é o numero de moles de complexo ligado apds a
injegao 7 17; é o volume de inje¢ao, e é 0 volume da célula calorimétrica e gan ¢ o calor de

diluicao.
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Os parametros termodinamicos podem ser uma ferramenta util para definir a
espontaneidade do processo de inclusao e o efeito da temperatura nos sistemas através das
mudancas nos valores da variagao da entalpia (AH) e da variacao da energia livre de Gibbs
(AG). A variagao da entropia (AS) fornece informagoes sobre a troca de moléculas de agua,
dentro da cavidade do hospedeiro, por moléculas hospedes durante a formacao do
complexo. O calculo dos parametros termodinamicos descritos pode ser realizado segundo
a relagao da equacgao (5.2).

AG=—-RTIn(K)=AH-TAS (5.2)

onde R é a constante dos gases ideais (8,314 ] K™' mol™") e T ¢ a temperatura (K).

Numa experiéncia de ITC o hospedeiro ¢ geralmente colocado na célula de amostra,
onde ¢ titulado com uma molécula héspede colocada na seringa. A afinidade de ligagao é
determinada pela medicao direta da troca de calor com o ambiente. A extracao dos
parametros termodinamicos dos dados calorimétricos depende do uso de ajuste da curva de
minimos quadrados nio linear ao aplicar um modelo apropriado que descreve a interacao
em estudo. A forma da curva calorimétrica pode ser relacionada com a concentragao da

macromolécula, [M], e K, pelo parametro ¢ de Wiseman na equagao (5.3).

c=nKM] (5.3)

onde n é o nimero de sitios por recetor M. A figura 23 mostra o efeito do parametro de
Wiseman nas curvas calorimétricas. O parametro ¢ de Wiseman é uma medida que avalia a
eficiéncia da ligacao entre dois componentes num sistema. Valores baixos de ¢ indicam uma
interagao fraca ou ineficaz, enquanto valores altos de ¢ indicam a formagao de complexos

supramoleculares estaveis.

Para valores de ¢ mais altos a curva ¢ claramente sigmoidal e permite a determinagao
da entalpia, constante de ligagao e estequiometria da reag¢ao. No entanto, para valores de ¢
mais baixos, a estequiometria de ligacio deve ser corrigida, o que se deve a forte correlacao

entre AH" e n, o que torna dificil determinar ambos simultaneamente.
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Figura 23 Representagio tradicional da isotérmica de Wiseman, com o pardmetro ¢ de Wiseman ignal a: 1000 ((am ),
100 (=), 10 (=), 1 (), 0,1 (am) € 0,01 (wm ). Adaptado de [132)].

5.1.

Interagdo entre CDs e NaSAs por ITC

Os termogramas obtidos para a dilui¢io de 1 mmol dm™ f—CD e NaSMR em 4gua

encontram—se apresentados na figura 24.A e 24.B, respetivamente, e o termograma referente

a titulacgio de 5 mmol dm™ A—CD (titulante) para 1 mmol dm™ NaSMR (titulado)

encontra—se na figura 25. Os resultados obtidos foram semelhantes para os restantes

sistemas de NaSAs + CDs.
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Figura 24 Temograma obtido através da  diluigio

B) 1 mmol dm=? NaSMR.

63

q,/ (ucal ™)

9,50

948
946 -
944

942 -

9,38 -

A

en?

T T T T T
0,00 16,67 33,33 50,00 86,67 83,33 100,00

Tempo f (min)

dgna de A) 1 mmol dm> p—CD e



Capitulo 5. Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

4,72
4,70 |
7 |
ﬂ il
4,68 A r ( ( }
|
T 486
=
=
S 464
4,62 -
4,80 T T T T T T T T T 1 !
0,00 16,67 33,33 50,00 66,67 83,33 100,00
Tempo / {min)

Figura 25 Termograma obtido através da titulagdo de 5 mmol dm=? §—CD para 1 mmol dm=? NaSMR.

Observa—se que a diluicao da NaSMR em f—CD em agua conduz a uma diminui¢ao
na poténcia fornecida pelo equipamento para manter o sistema a temperatura de 25 °C, o
que indica um processo exotérmico. Contudo, nota—se que o calor registado na dilui¢ao das
substancias em 4agua assemelha—se aqueles registados para as titulagcdes entre NaSAs e CDs,
nao sendo possivel detetar interagdo entre ambos através da técnica de ITC. De facto, esta
técnica mostra—se complexa para determinar complexos com baixos valores do parametro ¢
de Wiseman e, de acordo com Hazra e Kumar [133], a sensibilidade da técnica de ITC
permite determinar constantes de ligacio entre 10% e 10° mol dm™, o que esta de acordo com
as restantes técnicas, onde se determinaram constantes de associagao para os sistemas
NaSAs + CDs inferiores a 10° mol dm™. Foram testadas experiéncias com outra gama de
concentragdes (10 mmol dm™ CD e 1 mmol dm™ NaSA) e valores de temperatura diferentes
(10 e 40 °C), mas os resultados permaneceram iguais. Estes fatores podem indicar que a
interagao entre as espécies ¢é fraca, o que pode explicar o porqué da ITC nio estar a detetar
uma mudanga de calor significativa durante a titulagao. A quantidade de complexo formada
parece ser relativamente pequena em comparagdo com a concentracio das moléculas nao
complexadas e, quando essas interagoes sao de baixa estabilidade, significa que elas sao
facilmente quebradas ou formadas em resposta a pequenas mudancas nas condi¢des
experimentais, o que torna dificil caracterizar as interagdes por serem  transitOrias,
especialmente em técnicas como a I'TC que requerem uma detegao sensivel de mudangas de

energia.
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6. Nanoesponjas de Ciclodextrinas

6.1. Sintese e Caracterizagdo das Nanoesponjas de Ciclodextrinas

O procedimento experimental da sintese das nanoesponjas (NSs) de ciclodextrinas
(CDs) encontra—se descrito no capitulo da secgdo experimental (subcapitulo 8.3.5) e as

etapas sintéticas estio representadas no esquema da figura 26.

De acordo com os resultados descritos nos capitulos anteriores, e tendo em conta
que coeficientes de difusdo ternarios mais elevados promovem uma transferéncia de massa
mais rapida dos contaminantes para o interior do material adsorvente, resultando em
menores tempos de contacto e maior eficiéncia de remog¢ao, a escolha da f—CD e p-CD foi
considerada para a sintese das NSs. A selecao da f—CD em detrimento da y—CD deveu-se a

incapacidade de reticular a y—CD.

Em suma, a substitui¢io dos grupos hidroxilo na posi¢ao Cs da f—CD por iodo foi
realizada com I, DMF como solvente e PH;P como catalisador, formando I-CD (iodagao).
De seguida, procedeu—se a aminagao através da substituicao nucleofilica dos atomos de iodo
no Cs da I-CD pela diamina, resultando na formagao de am¢—CD (aminacio), sendo
efetuadas lavagens com éter dietilico para remover o excesso de diamina que nao reagiu. A
adi¢ao de ame—CD a I—CD na propor¢ao 1 : 1, através de uma nova substituicao nucleofilica
dos grupos amina livres da am¢—CD na posi¢ao Cs da I-CD, levou a formagao da NS
CD—am¢—CD (polimerizacao). Ja a adi¢ao de am¢—CD a GLT na proporgao 1 : 7, através
da formagao de iminas a partir do ataque nucleofilico dos grupos amina livres da am¢—CD
aos grupos aldeido do GLT, levou a formagaio da NS CD—am=GLT=am—CD
(polimerizacao). A redugao dos grupos imina da NS CD—am=GLT=am;—CD com NaBH,
levou a formacao da NS CD—am—GLT—am—CD (reducio).

A eficiéncia de substituicio da I-CD e ams—CD na sintese das NSs foi determinada
por 'H-RMN, cujos espetros se encontram representados nas figuras 27 e 28,
respetivamente. Na etapa de iodagio verifica—se que no espetro de 'H—RMN da I-CD
apenas sao detetados protdes de dois grupos hidroxilo, ao contrario da f—CD, onde existem
trés grupos hidroxilo em cada unidade glicosidica, o que comprova a substitui¢ao dos grupos

hidroxilo na posi¢ao Cs da f—CD pelo iodo. Relativamente a etapa de aminagao, a integracao
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do pico com desvio quimico para campo mais alto no espetro de "'H-=RMN da am—CD
deveria ser igual a 8 H, mas registaram—se integracoes de aproximadamente 10 H, o que
indica que nio existe um grande excesso de diamina apos as lavagens com éter dietilico. O
excesso de diamina pode dificultar as ligagcGes cruzadas entre moléculas de f—CD e diamina
e levar a formacdo de uma estrutura polimérica mais fragil e menos resistente. Além disso,
os espagos na estrutura reticulada que deveriam estar disponiveis para interagir com os
antibidticos sao ocupados e passam a existir regioes na estrutura do polimero com menor
afinidade para interagir com estas substancias. Contudo, o pequeno excesso de diamina
observado nao ¢ significativo para ser considerado um fator limitante das NSs enquanto

material adsorvente de NaSAs em solugoes aquosas.

A estrutura quimica de am;—CD, CD—am—CD e CD—am=GLT=am:—CD foi
confirmada por FTIR—ATR e os espetros obtidos estao na figura 29. Todos os espetros
apresentam os picos caracteristicos da f—CD, correspondentes a vibragao de elongaciao dos
grupos —O—H a 3300 cm™’, das ligacoes —C—O— a 1087 cm™' e das ligacdes glicosidicas
a—1—4 2 1029 cm™'. As bandas tipicas das vibracdes de elongacio assimétrica e simétrica
das cadeias hidrocarbonadas sao observadas a 2853 € 2923 cm™'. Em relacio ao reticulante
é possivel confirmar a sua presenca na banda a 1455 cm™, associada a deformacio angular
simétrica em tesoura dos grupos —CH> das cadeias alifaticas. Esta apenas se observa de forma
nitida para o precursor ams—CD. A presenca dos grupos amina primaria e secundaria é
confirmada nos espetros de ams—CD, NS CD—ams—CD e NS CD—am=GLT=am;—CD,

1

na banda da regido de 1650 cm ™, associada as suas vibragdes de deformagao. A vibragao de

elongacao das ligacoes —C=N das iminas presentes na NS CD—am=GLT=am—CD

também se observa na regiao de 1650 cm™!

, pelo que a banda é um pouco mais intensa no
espetro de infravermelho desta NS do que no da NS CD—am—CD. No caso da
NS CD—am¢=GLT=am;—CD observa—se uma diminuicao da intensidade da banda a
3300 cm™', o que se pode dever a formagio de ligagdes de hidrogénio intramoleculares entre
0s grupos imina e amina, as quais criam uma for¢a adicional que pode restringir os
movimentos vibracionais desses grupos e levar a uma diminui¢do da energia associada a
respetiva banda. Apesar de tudo, as bandas correspondentes a elongacio de —-C-I a 747 cm™!
e deformacio a 1150 cm™ ndo desaparecem nos espetros de infravermelho, apenas para o
caso da NS CD—am=GLT=am—CD, indicando que a substituicdio nucleofilica no

precursor I-CD nao ocorreu de forma total para as sete unidades glicosidicas e as NSs

apresentam atomos de iodo em alguns dos atomos de carbono Cs.
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Aminagio Polimerizagao -
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Figura 26 Esquema sintitico das NSs A) CD—ams—CD, B) CD—ams=GLT=ams—CD ¢
C) CD—ams—GLIT—ams—CD.
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Figura 27 Espetro de 'H—RMN de [-CD e DMSO (6 = 2,5 ppm) a 298,15 K.
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Figura 28 Espetro de "H—RMN de anms—CD em DMSO (8 = 2,5 ppm) a 298,15 K.
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Figura 29 Espetros de infravermelho de 1—CD (wm), ams—CD (wm), NS CD—=ams—CD (wm) ¢
NS CD—ams—GLT—anms—CD (am).

A estrutura da NS CD—am—GLT—am;—CD nao foi confirmada por FTIR-ATR,
mas observou—se que, apos a redugio da NS CD—am=GLT=am¢—CD para a NS
CD—am—GLT—ams—CD, ocorreu uma mudanga da cor das NSs, passando de vermelho
para branco (figura 30), o que revela alteragoes na estrutura eletronica e nas propriedades dos
polimeros envolvidos. A NS CD—am=GLT=am—CD possui grupos imina na sua estrutura
com eletrées m que podem absorver energia na zona do visivel, ao contrario da NS
CD—am—GLT—am:—CD, que nao apresenta esses grupos e, portanto, nao absorve luz na

zona do visivel.

Figura 30 Fotografias das NSs A) CD—ams=GLT=ams—CD ¢ B) CD—ans—GLT—ams—CD.

A estabilidade térmica das NSs foi avaliada por TGA. Os termogramas e dTGs das
NSs estdo representados na figura 31 e as perdas de massa associadas encontram—se descritas
na tabela 12. Observa—se uma perda de massa inicial na faixa de temperatura de 50 a 200 °C,

associada a evaporagio de agua cristalizada no interior das cavidades das f—CDs e
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desidratacao dos grupos —OH da superficie externa, sendo que para a NS CD—am—CD
existe uma perda de massa de 4% sem picos dT'G associados, pelo facto da perda de massa
ser constante, mas para as NSs CD—am;=GLT=am—CD e CD—am;—GLT—ams—CD a
perda de massa ocorre de uma forma mais abrupta, pelo que se observam variagoes na dTG
com uma perda de massa cumulativa de 5% para ambos. Nos termogramas das NSs
observa—se uma variagio de perda de massa mais suave para a NS CD—am—CD
comparativamente as restantes, o que se pode dever a textura das amostras submetidas a
aquecimento, pois esta consiste num poé e as outras foram obtidas em forma de grios com
uma textura menos homogénea, provocando consequentemente um aquecimento menos

uniforme.

Ap6s os 200 °C ocorrem as maiores perdas de massa, correspondentes as etapas de
degradagido. Verifica—se uma estabilidade térmica relativamente elevada para ambos os
polimeros e, comparativamente ao comportamento térmico da f—CD, que apresenta uma
Tmix = 312 °C com uma perda de massa associada de 84 % [134], confirma—se a ocorréncia
da degradacio para temperaturas mais baixas no caso da NS CD—am—CD, a 216 °C, para
temperaturas semelhantes no caso da NS CD—am—GLT—am—CD, a 310 °C ¢ para
temperaturas ligeiramente mais altas no caso da CD—am¢=GLT=am—CD, 325 °C. Estes
resultados sugerem uma estabilidade térmica mais reduzida para a NS CD—am—CD devido
a um enfraquecimento e a uma diminui¢do do numero de ligagcdes de hidrogénio intra e
intermoleculares na estrutura das f—CDs quando se efetua a reticulagio. Ja para as
NSs CD—am6=GLT=am—CD e CD—am;—GLT—am—CD observa—se uma estabilidade
térmica semelhante ou aprimorada, respetivamente, que pode estar associada a um melhor
empacotamento intermolecular das cadeias alquilicas e, consequentemente, a formacgao de
uma estrutura altamente reticulada. O facto de apresentar um maior comprimento das

cadeias entre CDs também justifica a maior temperatura de fusao.

No caso das NSs CD—am6=GLT=am—CD e CD—ami—GLT—am:—CD
observa—se um comportamento térmico semelhante com trés e duas etapas de degradacao,
respetivamente. A Tua(1) pode estar associada a um primeiro processo de fusao da f—CD,
a Tmaix(2) esta relacionada com a quebra da ligacio da amina secundaria na posigao Cg € a

Tmix(3) pode dever—se a quebra da ligacao dupla da imina.
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Figura 31 Termogramas (linba continua) e respetivos dI'G (linba tracgada) das NSs A) CD—ams—CD
Sintetizada por aquecimento com micro—ondas (=) ¢ CD—ams—CD sintetizada por aquecimento convencional ((w= ),
B) CD—ams=GLT=anms—CD (w) ¢ C) CD—ams—GLT—ans—CD ().
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Tabela 12 Parimetros obtidos por TGA para as NS A (NSs CD—ams—CD sintetizada com aquecimento por

micro—ondas), NS A (NSs  CD—ams—CD  sintetizada  com  aquecimento  convencional),
NS B (CD—ams=GLT=ams—CD) ¢ NS C (CD—ams—GLT—ams—CD).
NS A NS A’ NS B NS C

(micro—ondas) | (convencional)

Tosx / | Perda | Toax / | Perda | Toax / | Perda | T / | Perda
(°C) de °O) de (°C) de (°0O) de

massa massa massa massa

/ (Vo) / (7o) / (Vo) / ()
Desidratagao - 4 - 4 50 5 61 5
Degradagao 216 32 216 54 260 14 193 13
- - - - 325 34 310 23
- - - - 427 15 - -

Relativamente a NS CD—am;—CD apenas se observa um unico pico de degradagao.
Obtiveram—se dois termogramas para duas amostras da NS CD—am;—CD com o intuito de
avaliar a importancia do método de aquecimento na segunda etapa da sintese das NSs:
micro—ondas ou método convencional. Verificou—se que a Tmix ocorte a 216 °C para ambas
as amostras, indicando que a composicio quimica da NS nido varia com o método de
aquecimento escolhido. Contudo, verifica—se uma maior percentagem de degradagao para a
NS CD—am;—CD que foi submetida a aquecimento convencional (54%) do que para aquela
que foi submetida a aquecimento por micro—ondas (32%). Estes resultados indicam que o
aquecimento convencional, durante 48 h, provoca uma maior degradagao da NS do que
quando esta é submetida a aquecimento por micro—ondas, durante 30 min, podendo causar
alteragoes na estrutura da NS e até mesmo na sua cor, pelo que se observa uma cor mais
escura para a NS sintetizada por aquecimento convencional (figura 32). Além disso, o
aquecimento por micro—ondas pode fornecer uma distribui¢do mais uniforme de calor
dentro do sistema reacional, reduzindo os gradientes de temperatura e minimizando o
superaquecimento, face ao aquecimento convencional por correntes de conduciao e
convecgao, que leva a transformagdes nao uniformes, pela existéncia de gradientes térmicos.
Deste modo, a utilizagao de micro—ondas como fonte de aquecimento pode contribuir para

a preservagao das caracteristicas da NS.
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Convencioﬂ"‘\

Figura 32 Fotografias das INSs sintetizadas por diferentes fontes de  aguecimento: A) Micro—ondas;
B) Convencional.

6.2. Ensaios de Adsorciao das Nanoesponjas de Ciclodextrinas

Os fenémenos de adsor¢ao sao reversiveis e podem ser descritos por equagdes de
equilibrio. As condiges experimentais para os ensaios de adsor¢ao consideraram trés fatores:
concentra¢ao de antibidtico, quantidade de adsorvente e volume de solugdo. A sua influéncia
na quantidade de antibiético adsorvida por grama de adsorvente, g, ¢ determinada através
da expressao (6.1).

ge = foley (6.1)

m

onde ¢. (mg ¢") € a quantidade de adsorvato capturada por unidade de massa de adsorvente,
Gy e C. (mg L") sdo a concentracio de antibidtico no estado inicial e de equilibrio,

respetivamente, m (g) é a massa do adsorvente e V (L) o volume da solugao.

A capacidade de adsor¢io ¢ avaliada pela eficiéncia de remogao, O, calculada através

da formula (6.2).

0= (= x 100 62)

A compreensio do mecanismos de adsor¢ao pode ser estudada a partir da construgao
de isotérmicas de sor¢ao, as quais refletem um processo dinamico atingido quando a relagao
entre g. ¢ C. se mantém constante. Os valores experimentais de q. podem ser ajustados em
funcao de C. a partir de varios modelos matematicos, entre os quais os modelos de

isotérmicas de sor¢ao de Langmuir e Freundlich.

A equagdao de Langmuir ¢ descrita pela equagido empirica (6.3), que descreve a

distribuicao de equilibrio do adsorvato na interface entre a fase sélida e a fase liquida.

73



Capitulo 6. Nanoesponjas de Ciclodextrinas

— qm KL Ce

1+ Ky, Ce (6.3)

onde K. (I. mg™") corresponde a constante de equilibrio relacionada com os processos de
sor¢ao e dessorcio. Este modelo é geralmente aplicado a processos de adsor¢io em
monocamada, indicando a presenca de locais homogéneos na superficie do adsorvente, ou
seja, idénticos e energeticamente equivalentes. Deste modo, a quantidade adsorvida
aumentara com o aumento da concentra¢ao até se atingir o patamar de equilibrio que resulta
da saturacio dos locais ativos no adsorvente devido a formacio da monocamada,
atingindo—se a capacidade mixima de adsor¢ido, gm (mg g '), que traduz a quantidade de
adsorvato necessaria para formar a monocamada, uma vez que cada local no adsorvente s6
pode ser ocupado por uma espécie, nao sendo possivel ocorrer nenhuma adsorg¢ao adicional

neste local.

A isotérmica de Freundlich é descrita pela equagio empirica (6.4), onde
Kr (mg' /"o 'L""™) ¢ a constante de Freundlich, relacionada com a capacidade de adsor¢io
do adsorvente, e #r ¢ o fator de heterogeneidade da superficie do polimero, a qual sera mais
heterogénea com a aproximagao do fator a 0. Por sua vez, quando #x < 1 ter—se—a um
mecanismo de adsor¢iao cooperativo, ou seja, em multicamadas de adsorvato, indicativo de
processos de adsor¢ao desfavoraveis. Ja para 7z > 1, a sor¢ao ¢ afetada predominantemente

por quimissor¢ao, referente a processos de adsorgao favoraveis.

g = Ke GV (6.4)

De seguida sao descritos os ensaios de adsorgao entre as NSs de CDs sintetizadas e
caracterizadas previamente (NS CD—am¢—CD, NS CD—-am¢=GLT=am;—CD e
NS CD—am¢—GLT—am—CD) e as solu¢oes aquosas de NaSAs (NaSD, NaSMR e NaSMT).

As curvas de calibragdo da NaSD, NaSMR e NaSMT em 4gua estiao representadas
nas figuras 33, 34 e 35, respetivamente, e os parametros estatisticos encontram—se nas tabelas
13, 14 e 15, nas quais se inclui o declive da reta de ajuste (41), o seu erro padrao (g), os limites

de detecio (LOD) e de quantificagio (LOQ) e os coeficientes de determinacio (R?).

Foram efetuados ensaios preliminares de adsorcao através da dispersio de 1 mg de
NS em 5, 2 e 1 mL de solugao aquosa de NaSA, com razées solido/liquido (S/L) de
0,2, 0,5 e 1,0 mg mL.™", respetivamente. As amostras foram incubadas a 120 rpm e 25 °C,
durante 24 h, com o objetivo de avaliar o efeito da razido sélido/liquido nas eficiéncias, Q, e
capacidades de adsorcao, qe. Os resultados obtidos estao representados na figura 306.
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Absorvéncia / (u.a.)
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Figura 33 Curva de calibragao de NaSD em dgna obtida por Uv—vis a 260 nm.

Tabela 13 Parimetros estatisticos da curva de calibragio de NaSD em dgua.

A/ bl (a(b1)) R2 LOD / LOQ/ | Gama Analitica / (mg L_l)
= =il =it
(om) |/ (Lmg™) (mgL ) | (mgL)
260 0,0667 0,9954 | 0,9624 1,0145 0,75 -15
(0,00106)
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Figura 34 Curva de calibragao de NaSMR em dgna obtida por Uv—vis a 260 nm.

Tabela 14 Parimetros estatisticos da curva de calibragio de NaSD em dgua.

A/ b1 (a(b1)) R2 LOD / LOQ/ | Gama Analitica / (mg L_l)
— =il =il
(om) |/ (Lmg™) (mgL ) | (mgL )
258 0,0626 0,9981 0,0447 0,1058 1-15
(0,0010)
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Figura 35 Curva de calibracio de NaSMT em dgua obtida por Uv—vis a 260 nm.

Tabela 15 Parimetros estatisticos da curva de calibragio de NaSD em dgna.

A/ bl (a(b1)) R2 LOD / LOQ/ | Gama Analitica / (mg L_l)
— =il =il
(nm) |/ (L .mg™) (mg L ) (mg L )
261 0,0700 0,9971 | 0,7540 0,8048 0,5-15
(0,0013)

A partir dos dados obtidos ¢ possivel concluir acerca de uma tendéncia semelhante
para as trés NSs, uma vez que as eficiéncias de adsor¢io aumentam com o aumento sucessivo
da razio S/L, 0,2 mg mL.™" 2 1,0 mg mL."". No caso da NS CD—am;—CD as percentagens
variam desde 5,0% a 28,7%, aumentando para a NS CD—am6=GLT=am—CD, de 9,7% a
49,9%, e crescendo ainda mais para a NS CD—am6—GLT—am—CD, de 6,7% a 66,1%. No
entanto, entre as mesmas razoes sOlio/liquido, observa—se uma diminuicido continua das
capacidades de adsorcio de todas as NSs, entre 2,1 mg mL™" e 0,2 mg mL™" para a
NS CD—am—CD, 14,9 mg mL.™" e 1,8 mg mL.™' para a NS CD—am6=GLT=am:—CD e
13,0 mg mL. ™" e 1,2 mg mL™" para a NS CD—am6—GLT—am—CD. Deste modo, o aumento
da razio S/Llevou a um aumento das eficiéncias de remoc¢ao, mas provocou uma diminui¢ao

nas capacidades de adsor¢ao das NSs.
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Figura 36 Efeito da razdo solido/ liquido na capacidade e eficiéncia de adsorcio das NaSAs (NaSD, NaSMR e
NaSMT) a 25 °C, por parte das NS A (CD—ams—CD), NS B (CD—ams=GLT=ams—CD) ¢ NS C
(CD—ams—GLT—ams—CD,).

Todas as NSs apresentam grupos amina na sua estrutura. No entanto, a
NS CD—am—CD tem um reticulante menor e apresenta menos grupos amina, enquanto a
NS CD—am¢=GLT=am—CD e NS CD—am;—GLT—am—CD tém um reticulante maior,
mas a primeira tem menos grupos amina e apresenta alguns grupos imina e a segunda tem
apenas grupos amina em maiores propor¢oes. A NS CD—ams—GLT—am—CD mostrou um
maior desempenho global nos ensaios de adsor¢ao preliminares, seguida da NS
CD—am¢=GLT=am¢—CD e, em ultimo, da NS CD—am—GLT—ams—CD. Esta ordem de
eficiéencia ¢ proporcional a quantidade de grupos disponiveis na estrutura das NSs para
formar ligagdes de hidrogénio, sendo que também ¢ importante considerar o tamanho dos

poros do material reticulante.
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Tendo—se determinado a razio S/I. de 1,0 mg mI."' como a mais eficiente, fixou—se
esta razdo para os estudos de adsor¢do posteriores que consistiram na avaliagio das
eficiéncias de adsorcio em funcio da concentracao inicial de NaSMR. Utilizaram—se
amostras com 1,0 mg de NS CD—ams—CD e NS CD—am=GLT=ams—CD dispersas em
1,0 mL de diferentes solucdes de NaSMR, com concentracoes entre 9,4 mg L' e
200,3 mg ml."". Verificou—se que a quantidade de NaSMR adsotvida por unidade NS
aumenta com o aumento da concentra¢ao da solug¢do de NaSMR, indicando um processo
governado por um gradiente de concentracao. As eficiéncias de adsor¢ao e as isotérmicas
ajustadas pela equagao de Freundlich, (6.4), estdo representadas na figura 37 para ambos os

NSs e os parametros associados sao relatados na tabela 16.
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Figura 37 Eficiéncias de adsorgao (1) e isotérmicas ajustadas pela equagio de Freundlich (25 °C) (11.) para a
A) NS CD—ams—CD ¢ B) NS CD—ams=GLT=ams—CD.
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Tabela 16 Parimetros obtidos no ajuste com a equagao de Freundlich (25 °C) para a adsor¢dao de NaSMR em dgna
com NS CD=ams—CD ¢ CD—ams=GLT=ams;—CD; otimiza relagio S/1 de 1,0 mg mL".

CD—am¢—CD CD—am¢=GLT=am—CD
np K: / r 1 K: / r
mgl—l/an—lLl/aF mgl—l/an—lLl/nF
0,70 £ 0,07 0,11 £ 0,08 0,9786 | 1,23 + 0,07 3,74 £ 0,86 0,9928

Com o aumento da concentracao de NaSMT verifica—se que ocorre uma variaciao
pouco significativa para as eficiéncias de remogao, o que se pode dever a saturacao dos
polimeros e a maior competigao entre as interagdes NaSMT—NaSMT e NS—NS, sendo que
para a NS CD—am—CD as percentagens aumentam e para a NS CD—am=GLT=am;—CD

diminuem.

A aplicabilidade da equagdo isotérmica para descrever o processo de adsorgio é
determinada pelo coeficiente de determinacio (R%) e, em ambas as NSs, ha um ajuste mais
preciso com a isoterma de Freundlich em comparag¢ao com a isoterma de Langmuir, onde o
ajuste nao foi verificado. Portanto, o modelo de Freundlich ¢ capaz de explicar a variacdo
dos dados obtidos e ¢é aplicado a sistemas de sor¢ao heterogéneos e multicamadas,
permitindo a descricio de mecanismos de sor¢io nao ideais e reversiveis. Os termos
heterogéneo e multicamadas indicam que os sitios de interagao possuem diferentes energias
de adsor¢ao, com formagao de camadas sucessivas com for¢a de ligagao decrescente, de
forma que a distribui¢ao do tamanho dos poros na superficie pode influenciar na intensidade
da intera¢ao. Sendo # = 0,70 para a NS CD—am6—CD e »n = 1,23 para a
NS CD—am¢=GLT=am;—CD, verifica—se que o processo ¢é favoravel apenas para a
NS CD—am=GLT=am—CD, o que ¢ corroborado pela forma das isotérmicas — no caso
da NS CD—am=GLT=am—CD tem um formato concavo, sugerindo um processo mais
favoravel, enquanto no caso da NS CD—am—CD a forma ¢ ligeiramente convexa. O valor
de Kr representa a capacidade de adsorc¢ao e ¢ maior para o NS CD—am=GLT=am—CD,
indicando novamente um processo mais favoravel para esta NS. As diferengas nos valores
dos parametros obtidos no ajuste da equagao de Freundlich revelam diferengas entre as
superficies envolvidas na adsor¢do. Os resultados obtidos sugerem que com a NS
CD—am¢—CD ocorre um processo de fisissor¢ao cooperativa em multicamadas NaSMR,
através de interagoes eletrostaticas (desfavoraveis), o que se verifica na diminuicao dos

valores de () para baixas concentragoes de NaSMR e numa variagdo para valores maiores.
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Por outro lado, o mecanismo de adsor¢ao de NS CD—am=GLT=am;—CD parece consistir
em um processo essencialmente controlado por quimissor¢ao em multicamadas de NaSMR,
justificado por pontes de hidrogénio (favoravel), o que se verifica na pequena variagao dos
valores de (), aumentando ligeiramente para concentragoes mais baixas de NaSMR e
diminuindo ligeiramente para concentra¢oes mais altas. Estes resultados comprovam a maior
afinidade das NSs com reticulantes de maiores dimensdes possivelmente devido a

possibilidade de maior capacidade de formagio de ligagdes de hidrogénio
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7. Conclusodes e Perspetivas Futuras

O uso generalizado de antibidticos faz com que estes sejam considerados um novo
grupo de poluentes ambientais, com potencial para a propagagio de resisténcia
antimicrobiana. A sua presenca nos diferentes corpos de agua reflete a dificuldade das atuais

tecnologias usadas nas ETARs para a sua remogao.

Neste projeto cientifico foi estudada a interacio entre varios macrociclos
(a—CD, —CD e y—CD) e antibi6ticos (NaSD, NaSMR e NaSMT) de forma a compreender
as interagoes preponderantes na formagdao de compostos supramoleculares, através de
técnicas como difusao isotérmica, espetroscopia de UV—vis, espetroscopia de RMN e I'TC.
Estes estudos permitem otimizar a proje¢ao de materiais capazes de remover esta classe de
antibidticos da agua, nomeadamente as NSs de f—CD (NS CD—am¢—CD, NS
CD—am=GLT=am;—CD e NS CD—am;—GLT—am—CD). A complementagao destes dois
estudos ¢ essencial devido a possibilidade da complexagao dos antibiéticos nas cavidades das

CDs e/ou na rede polimérica das NSs.

O estudo de difusio isotérmica, utilizando o método de dispersao de Taylor, permitiu
obter uma primeira confirmagao sobre a interagdao entre as NaSAs e as CDs. Os valores de
D sio maiores para as analogas mais pequenas (NaSD > NaSMR > NaSMT e
a—CD > —CD > y—CD). Relativamente aos sistemas ternarios de NaSAs (componente 1)
+ CDs (componente 2) + agua obtiveram—se valores negativos para Di, indicando a
ocorréncia de fluxos acoplados contra—corrente que sugerem a formagao de complexos
entre CDs e NaSAs, sendo este efeito muito baixo para o caso da a—CD, aumentando para
a f—CD e ainda mais para a y—CD. A NaSMR ¢ o antibidtico que parece ter uma maior
interacao com as CDs, chegando a atingir o valor mais negativo de D1, com a y—CD (D1 =
— 1,45 X 107" m® s7' para X; = 1). Os valores de Dx sio bastante baixos e positivos,
ocorrendo apenas o co—transporte das CDs por parte das NaSAs. Uma mole de y—CD
consegue contra—transportar 0,255 mol de NaSD e 0,301 mol de NaSMR e uma mole de
f—CD consegue contra—transportar 0,331 mol de NaSMT, sendo estes os maiores valores
registados. Recorreu—se a um modelo matematico para sistemas que envolvem a formagao
de complexos de inclusio com estequiometria 1 : 1, o qual aproximou os valores

experimentais de D> da NaSMR para valores de K até 10 dm’ mol™" no caso da a—CD, até
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20 dm’ mol™ para a f—CD e até 30 dm’ mol ' com a y—CD, aproximadamente. Ainda foi
possivel estimar os Ry para os ides SA™: Ry (SD7) = 3,10 A, Ry (SMR) = 334 A e
Ry (SMT) = 3,19 A. Estes resultados, juntamente com a tendéncia observada nos valores
de D" das NaSAs (NaSD > NaSMT > NaSD), sugerem uma maior estruturacio da dgua em
torno do 120 SMT" atribuida a substitui¢ao dos dois grupos metilo no anel pirimidinico que
lhe conferem uma maior mobilidade em solu¢ao aquosa, livre de outras entidades de soluto,
do que o ido SMR", apesar da maior hidrofobicidade do iao SMT". Verifica-se que a cavidade
da a—CD tem dimensdes relativamente pequenas para acomodar os ides SA™, enquanto a
f—CD e y—CD apresentam dimensdes que capacitam a acomodag¢ao de uma maior parte da
estrutura dos ides SA™ em agua. Os estudos de difusdo intermolecular sugerem que a y—CD

parece ser a CD que forma complexos mais estaveis com as NaSAs em solu¢ao aquosa.

Nos estudos de espetroscopia de UV—vis foram registadas altera¢Ges nos espetros
UV—vis da NaSMR, em concentragao constante, com o aumento da concentracao de f—CD,
ocorrendo uma diminui¢ao da intensidade de absor¢ao (efeito hipocrémico), enquanto o
aumento da concentragao de y—CD mostrou um aumento da intensidade de absorcio (efeito
hipercrémico). As variagoes registadas sao indicativas de uma mudanga do microambiente
da NaSMR como consequéncia da sua complexagao na cavidade das CDs. As tendéncias
relatadas demonstram que a f—CD e a y—CD interagem com a NaSMR por processos
diferentes. As entidades de NaSMR podem adotar uma conformagao que na cavidade da
y—CD permita uma maior sobreposi¢io das orbitais eletrénicas relevantes para a absor¢dao
de luz (efeito hipercromico) e que na cavidade da f/—CD adote uma conformagao diferente
que ndo permita essa mesma sobreposicao (efeito hipocréomico). Através do método de
Benesi—Hildebrand foi possivel calcular as constantes de associagao com a técnica UV —vis,
tendo—se obtido um valor de 26 dm’ mol™" para o sistema f—CD + NaSMR e 93 dm’ mol ™'
para o sistema y—CD + NaSMR, sugerindo, novamente, que a y—CD forma complexos mais

estaveis com as NaSAs em solugdo aquosa.

Através de "H—RMN verificou—se que a adi¢io de NaSMR provoca uma alteracio
no ambiente quimico dos protdes internos da f—CD (Hs e Hs) para valores de campo mais
alto, assim como um desdobramento dos sinais. Também foram observadas alteracoes nos
desvios quimicos dos sinais referentes aos protoes da NaSMR, especialmente para o sinal do
protaio Ha (anel A da NaSMR), para o qual também se observa uma variagao da constante
de acoplamento, o que sugere que a interagao entre as duas espécies provoca uma alteracio

conformacional na estrutura da NaSMR, tal como foi mencionado nos estudos de UV —vis.
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Utilizando varias solugdes com diferentes razdes molates [f—CD]/[NaSMR] e mantendo
[f—CD] constante, foi possivel convergir os dados obtidos para os desvios quimicos do
protao Hs a um ajuste nao linear e estimar uma constante de associagdo para o complexo
supramolecular f—CD : NaSMR (1 : 1) de 99 + 60 dm’ mol'. E importante ter em
consideracao que os valores da constante de associagao obtidos em solventes deuterados sao
um pouco diferentes dos valores obtidos na 4gua. Estas alteracdes nos espetros de "'H—RMN
corroboram a formagao de um complexo de inclusdao e apontam para a incorporagao de uma
parte do anel A da NaSMR na cavidade hidrofébica da f—CD, podendo esta preferéncia

dever-se a maior estruturacao da agua relatada em torno do anel B das NaSAs.

A ITC mostrou que nao foi possivel detetar interagao entre as NaSAs e CDs, uma
vez que esta técnica se torna complexa para detetar a interagao, através do calor libertado, de
complexos supramoleculares de baixa estabilidade, isto ¢, com baixos valores do parametro

3

c de Wiseman e com constantes de associacdo infetiores a 10> mol dm™, como se verificou

nos estudos anteriores.

Verificou—se que as interagcGes mais efetivas ocorreram entre a NaSMR e a f—CD e
y—CD, sugerindo que o aumento do tamanho da cavidade das CDs favorece a interagao com
as NaSAs devido a uma geometria de inclusio mais favoravel. Contudo, comparando os
valores de K obtidos neste estudo com os de outros sistemas semelhantes [135-137],

verifica—se que as NaSAs e CDs formam complexos supramoleculares pouco estaveis.

Os valores de K determinados para as NaSAs e CDs estudadas variam
consideravelmente, evidenciando a dificuldade de investigar correlagoes entre diferentes
sistemas dependendo do método experimental ¢/ou modelo utilizado para interpretar os
dados. E notavel que as diferentes técnicas experimentais possuem sensibilidades distintas
para detetar essas interagcdes. Algumas técnicas sao mais aptas a identificar interagdes fracas,
enquanto outras podem nao ser capazes de discernir associacOes de baixa estabilidade. Isso,
por sua vez, pode gerar discrepancias nas K obtidas através de diferentes métodos. Para ser
possivel determinar as K de forma precisa é importante realizar uma determinacao
estequiométrica prévia e obter um nimero adequado de pontos de dados, em particular na

faixa de razdo molar abaixo da razao estequiométrica.

As condi¢des experimentais das diferentes técnicas podem influenciar a capacidade
de interacao entre as NaSAs e as CDs e levar a diferentes valores de K, sendo importante
considerar alguns fatores no estudo de complexos de inclusiao, como: a concentracao, pois
as interacoes podem ser mais pronunciadas em faixas especificas de concentragdo; o tempo
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de incubag¢io, uma vez que algumas interacGes podem levar algum tempo até atingir o
equilibrio; a temperatura, que pode influenciar a velocidade e estabilizacdo das interagoes; o
valor de pH, que pode influenciar a carga e a conformagao das espécies, afetando a interacao
entre ambas; os solventes, os quais podem facilitar interacdes e/ou melhorar a solubilidade
das substancias, o que permite efetuar estudos com concentragdes maiores; 0 meio, visto que
a presenga de outras substancias pode influenciar as associa¢des supramoleculares, como a
existéncia de moléculas ou ides em solucio, como o Na”, que podem competit com as NaSAs

no processo de inclusao na cavidade das CDs, o que ja foi relatado noutros estudos [138].

Procedeu—se a sintese de trés NSs: NS CD—am;—CD, resultante da reticulagao da
f—CD com amg; NS CD—am¢=GLT=am;—CD, resultante da reticulagio da f/—CD com ams
e GLT; NS CD—-am¢—GLT—ams—CD, resultante da redu¢io da NS
CD—am=GLT=ams—CD com NaBH,. Foram detetadas algumas dificuldades na sintese
das NSs, especificamente na etapa da aminagao, relativamente a fonte de energia utilizada
para promover a reticulagao de I-CD com am; e as lavagens efetuadas para limpar o excesso
de ams que nao reagiu com I-CD para formar o precursor ame—CD. O método de
aquecimento adotado influenciou algumas caracteristicas da NS am—CD—ams, sendo que o
aquecimento convencional provocou uma maior degrada¢io do material, como confirmado
por TGA e também visivel na cor mais escura do produto final. A escolha do micro—ondas
como método de aquecimento mostra ser mais benéfica na preservacao das caracteristicas
do material reticulado, para além de consistir num método alternativo mais sustentavel,
rapido, eficiente e econémico. Adicionalmente, na etapa das lavagens com dietiléter foram
necessarias menos lavagens quando o método de aquecimento selecionado era o
micro—ondas. No entanto, foram obtidas quantidades muito pequenas de precursor, o que
limitou a utilizagdo das NSs em estudos posteriores. A possibilidade de usar um solvente
diferente que seja mais seletivo na remogao da diamina nao reagida e menos propenso a

solubilizar o precursor seria util para otimizar a sintese destes materiais.

A eficiéncia de substitui¢ao dos precursores e o excesso de diamina apds as lavagens
mencionadas anteriormente foram determinados por 'H—RMN. Algumas estruturas
quimicas foram caraterizadas por FTIR—ATR, revelando que nem toda a I-CD foi
efetivamente reticulada. A estabilidade térmica das NSs foi avaliada por TGA e observou—se
uma diminui¢ao da estabilidade térmica, relativamente a f—CD, paraa NS CD—am—CD, ao
contrario das NSs CD—am6=GLT=am—CD ¢ CD—am¢—GLT—am—CD, para as quais se

observou uma estabilidade térmica semelhante ou aprimorada, respetivamente, que pode
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estar associada a formac¢ao de uma estrutura altamente reticulada. Torna—se relevante efetuar
uma caracterizagdo mais detalhada da morfologia, tamanho e distribui¢ao dos poros das NSs,
através de SEM, assim como a determinacao da area superficial especifica e distribuicao do
tamanho dos poros, através da analise de adsor¢ao—dessor¢ao de N, (BET), de forma a obter
uma caracterizagao mais detalhada do polimero e compreender como ¢ que as entidades de

antibidtico interagem na superficie do material.

Nos ensaios de adsor¢ao preliminares verificou—se que o aumento da razao S/L, de
0,2 mg ml."" a2 1,0 mg mL’, levou a um aumento das eficiéncias de remogio e a uma
diminuicdo das capacidades de adsorcio, respetivamente: 5,0% a 28,7% e 2,1 mg mL.™" a
0,2 mg mL™! para a NS CD—am—CD; 9,7% a 49,9% e 14,9 mg mlL'al8 mg mL™" para a
NS CD—am¢=GLT=am¢—CD; 6,7% a 66,1% e 13,0 mg mI."" a 1,2 mg mL™' para a NS
CD—am—GLT—ams—CD. Esta ordem de eficiéncia é proporcional a quantidade de grupos
disponiveis na estrutura das NSs para formar ligagoes de hidrogénio. Os resultados
confirmam que a introdu¢ao de grupos funcionais adequados na estrutura das NSs permite
uma remogao eficiente de poluentes, demonstrando assim o potencial que esta classe de

materiais apresenta neste tipo de aplica¢oes.

Fixando a razio S/L de 1,0 mg ml.™", e utilizando solucdes de NaSMR com
concentragdes entre 9,4 mg L™ € 200,3 mg mI.™, verifica—se que ocorre uma vatiagio pouco
significativa para as eficiéncias de remogao, o que se pode dever a saturacio dos polimeros.
O modelo de Freundlich explica a variagao dos dados obtidos, tendo—se obtido os
parametros 7z = 0,70 e Kr = 0,11 mglfl/”F gfl LY/ paraa NS CD—am—CD e 7x = 1,23 e K¢
= 3,74 mg' V" g ' LY para a NS CD—am=GLT=am—CD. As diferencas nos valores dos
parametros obtidos no ajuste da equagdo de Freundlich revelam diferencas entre as
superficies envolvidas na adsorc¢do, sugerindo que com a NS CD—am;—CD ocorre um
processo de fisissor¢ao cooperativa em multicamadas NaSMR, através de interacOes
eletrostaticas  (desfavoraveis), enquanto o mecanismo de adsor¢io da NS
CD—am=GLT=am—CD parece ser essencialmente controlado por quimissor¢ao em

multicamadas de NaSMR, justificado por pontes de hidrogénio (favoraveis).

E importante apontar algumas perspetivas futuras a considerar neste projeto
cientifico. Numa primeira instancia, a exploracao de outras técnicas analiticas e simulag¢oes
computacionais permite adquirir uma visao mais abrangente sobre as interagoes entre as
NaSAs e as CDs. A investigacao aprofundada da relacao entre a estrutura molecular de ambas

as espécies através de técnicas computacionais também se torna util para a sele¢io e
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modificacdo de CDs que maximizem a formac¢ao de complexos mais estaveis. Relativamente
a aplicacdo das NSs, seria importante considerar sistemas mais complexos, como sistemas
aquaticos naturais ou sistemas de tratamento de agua, devido a necessidade de avaliar a
eficécia e o impacto destes materiais em cenarios reais. F também importante considerar a
viabilidade técnica e econdémica da sua aplicacio em grande escala. A fabricagio e
implanta¢ao desses materiais devem ser acessiveis e sustentaveis. Existem alguns desafios
que devem ser considerados em estudos posteriores, como a seletividade destes materiais
para os antibiéticos alvo, de forma a garantir que nao afetam outros componentes essenciais
da agua. Surge assim o interesse de explorar areas complementares, como engenharia de

materiais, que possam melhorar a adsorcao, seletividade, regeneracao e reutilizagao das NSs.
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Capitulo 8

8. Sec¢ao Experimental

Neste capitulo ¢ fornecida informagao acerca dos reagentes, solventes, técnicas e

instrumentag¢ao utilizados no trabalho laboratorial deste projeto cientifico.

8.1. Materiais

A NaSD (pureza = 98%, CAS 68—35—9), NaSMR (pureza = 98%, CAS 127-79-7)
e NaSMT (pureza = 98%, CAS 57—68—1) foram obtidas na Sigma—Aldrich e a a—CD
(pureza 98%, CAS 10016—20-3), f—CD (pureza 98%, CAS 7585—39—-9) e y—CD (pureza
98%, CAS 17465—86—0) foram fornecidas pela Sigma—Aldrich. Utilizou—se agua ultrapura
milli—Q produzida localmente (Mi//ipore mod. Direct Q® 3UV—R, 18,2 Q m a 298,15 K) ¢
agua deuterada (D.,O) (pureza 99,9%, CAS 7789—20—0) fornecida pela Sigma—Aldrich. O
acido 3—(trimetilsilil)propiénico—ds sal de sédio (TMSP) (pureza 98%, CAS 24493-21-8)
foi obtido na Eurisotop. A trifenilfosfina (PhsP) foi adquirida da Alpha Aesar
(CAS 603—35—0) e o iodo (I») foi fornecido como pérolas resublimadas pela PanReac
(CAS 7553—56—2). Os reticulantes, hexano—1,6—diamina (ams;) (CAS 124—09—4) ¢
glutaraldeido (GLT) (CAS 111—-30—8), foram ambos adquiridos da Sigma—Aldrich. A
N,N—dimetilformamida (DMF) foi obtida da Honeywell (pureza = 99,8%, CAS 68—12—-2)
e seca usando peneiras moleculares. O metanol (MeOH) foi obtido da Chem—Lab (pureza
99,8% grau HPLC, CAS 67—56—1), o etanol (EtOH) da PanReac (pureza = 99,8%, CAS
64—17-5), o éter dietilico ((C.Hs)2O) da Honeywell (CAS 60—29—-7) e o NaBH, da
Sigma—Aldrich (CAS 16940—66—2). O dimetilsuféxido (DMSO) foi fornecido pela
Eurisotop (pureza 99,9%, CAS 67—68—5). Devido ao elevado grau de pureza, os reagentes

e solventes nao sofreram qualquer processo de purificagao adicional.
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8.2. Instrumentagio

o Difusdo intermolecular em liquidos. Os coeficientes de difusio foram obtidos a
temperatura de 25 °C num equipamento construido segundo o sistema de dispersao de

Taylor.

o Espetroscopia de Ultravioleta—visivel (UV—vis). Os espetros de UV—vis foram
obtidos através de um espetrofotémetro Shimadzu Ul”—2600: na faixa de comprimentos de

onda entre os 200 e 800 nm, utilizando uma exvette de quartzo com percurso 6tico de 1 cm.

o Espetroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN). Os espetros de 'H—RMN
foram realizados a temperatura ambiente num espetrémetro Bruker Avance 111, 400 MHz. Os

compostos foram dissolvidos em D,O e utilizou—se TMSP como referéncia interna.

o0 Calorimetria de titulagdo isotérmica. As titulacbes foram realizadas utilizando o
equipamento MicroCa/™ 1"P—ITC, com um volume de 1436 ulL, a 25 °C. A velocidade de
rotacdo foi 307 rpm e a poténcia de referéncia foi 5 pcal s™'. A titulagio procedeu—se com

adi¢oes de 10 pL, perfazendo um total de 29 injegoes.

o Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier — refletancia total
atenuada (FTIR—ATR). Os espetros de FTIR—ATR foram realizados a temperatura
ambiente num espectrémetro Agilent Technologies Cary 360 na gama de nimeros de onda entre

4000 — 650 cm™".

O Analise Termogravimétrica (TGA). Os termogramas foram obtidos em um dispositivo
Nietzgsch Tarsus TG 209 F3, utilizando ~ 3,0 mg de amostra em cadinho de alumina (ALO:s),
com uma purga de azoto de fluxo igual a 50 mL min~', uma gama de temperatura entre

25 — 800 °C e uma velocidade de varrimento de 10 °C min™".

o Ultrassons. As solu¢oes foram sonificadas num equipamento de sonoquimica Bandelin

Sonorex RK100H, com frequéncia de 35 kHz e poténcia de 80/160 W.

O Micro—ondas. As reacOes assistidas por micro—ondas foram realizadas num
micro—ondas CEM Discover S—Class com um tubo de vidro de 10 ml. e monitorizacio

constante de temperatura, pressao e poténcia, cujo valor maximo estabelecido foi de 250 W.

O Instrumentagdo auxiliar. As amostras foram desidratadas num liofilizador Labconco
Freezone 4.5, centrifugadas num centrifugador Paralab ZWY—103B e secadas numa estufa

Heraeus.
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8.3. Métodos

8.3.1. Difusdo Intermolecular em liquidos

Nos estudos de difusao de sistemas binarios foram preparadas apenas duas solugoes,
a solugdo de fluxo e a solugdo de injecdao, enquanto nos estudos de difusio de sistemas
ternarios tiveram de ser preparadas trés solucdes diferentes, a solug¢ao de fluxo e duas
solugdes de inje¢ao. Todo o material de vidro (classe A) utilizado na preparacao das solugdes
foi cuidadosamente lavado com uma passagem de agua destilada e outra com agua ultra—pura
milli—Q, sendo posteriormente colocado na estufa a 50 °C para secar e arrefecido em local

protegido.

Antes de cada experiéncia foi realizada uma limpeza do sistema fazendo passar um
fluxo de 4dgua ultra—pura milli—Q até estabilizar a linha de base, fazendo passar de seguida a
solucio de fluxo até estabilizar novamente a linha de base. A soluc¢ao de fluxo foi colocada
no sistema através da extremidade do tubo de dispersio (VFW, teflon, comprimento
(3279,9 £ 0,1) cm e raio interno (0,0322 £ 0,0003) cm), que atravessa o sistema completo e
estd mantido a temperatura de 25 °C num termostato de ar. O fluxo de 0,23 cm’ min™" é
gerado por uma bomba peristaltica de precisao (Gilson model Minipuls 3). Foi utilizada uma
valvula de injecao de seis entradas (Rhbeodyne model 5020) para introduzir amostras de 0,063
cm’ de solugio no fluxo laminar com uma seringa de 3 mL para encher o loop da amostra
com a solu¢ao que sera dispersa (¢ de extrema importancia certificar que nao existem bolhas
de ar). Ao acionar a valvula, o fluxo passa a interagir com a amostra, iniciando a difusao. No
extremo distal do tubo esta instalado um refratémetro diferencial (Waters mod. 2410) para
monitorizar o fenémeno de dispersio. O detetor gera tensoes, V(t), que sao medidas em
intervalos de 15 segundos com um voltimetro digital (Agilent mod. 34401.A4), e apresenta duas
células, uma célula de referéncia dinamica no extremo proximal do tubo onde o fluxo passa
continuamente; e uma célula de amostra no extremo distal do tubo. Esta instalacao permite
minimizar os efeitos de velocidade na refragio medida pelo detetor. Para cada medida sao
realizadas cinco leituras de V (t), onde os valores extremos, maior e menot, sao desprezados,
sendo feita a média dos trés valores intermédios que é guardada no sistema informatico. Sao

efetuadas, no minimo, duas injegdes para cada sistema.
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8.3.2. Espetroscopia Ultravioleta—visivel

As solugdes descritas nos estudos de UV —vis foram preparadas com agua ultra—pura

milli—Q e agitadas por 30 min para induzir a formacao de complexos de inclusio.

Em 5 frascos foram adicionados 1 mI. de uma solucio de 0,0050 mmol dm ™ NaSA
e 1 mL de solugdes de 0, 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0 mmol dm™ CD. Obtiveram—se os espetros
UV—vis de cada solucao e as constantes de associagao dos complexos de inclusio foram
determinadas pelo método de Benesi—Hildebrand, através do ajuste dos dados obtidos a

regressao linear descrita na equacio (3.5).
8.3.3. Ressonincia Magnética Nuclear

As solugdes descritas nos estudos de 'H—RMN foram preparadas com D>O como
solvente, TMSP como referéncia interna e agitadas por 30 min para induzir a formacio de

complexos de inclusio.

Numa primeira fase foram obtidos espetros 'H—RMN de solugdes de
5,0 mmol dm™ NaSA, 5,0 mmol dm™ CD e (5,0 : 5,0) mmol dm™ NaSA : CD, de forma a
avaliar se os sinais dos protdes de ambas as espécies se sobrepunham e se era detetada alguma

interacao entre ambas.

A determinagao da estequiometria dos complexos NaSA : CD foi estudada pelo
método de variacao continua (grafico de Job) e envolveu a preparagao de solugdes com
NaSA e CD em diferentes propor¢oes, mantendo constante a concentragao total
[NaSA] + [CD] igual a 5,0 mmol dm™ para cada solugdo. Foram preparadas solu¢oes—mie
de NaSA e CD, ambas com concentracdes de 5,0 mmol dm™ e, a partir destas,
prepararam—se solucdes de NaSA : CD com concentragdes (0,5 : 4,5 mmol dm™,
(1,0 : 5,0) mmol dm™, (1,5 : 3,5) mmol dm™, (2,0 : 3,0) mmol dm™, (2,5 : 2,5) mmol dm™,
(3,0 : 2,0) mmol dm~, (3,5 : 1,5) mmol dm~, (4,0 : 1,0) mmol dm™, (4,5 :0,5) mmol dm™.

Nao foi possivel construir o grafico de Job com os resultados obtidos.

Para a determinacdo da constante de associagio foram preparadas solugdes com
NaSA e CD, mantendo constante a [CD] (5,0 mmol dm™) e variando a [NaSA]
(3,0; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0), obtendo—se solu¢oes com razio [NaSA]/[CD] de
0,6; 1,05 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0; respetivamente. As constantes de associa¢ao dos complexos de
inclusdo foram determinadas através do ajuste dos dados obtidos a regressao nio linear

descrita na equagao (4.4).
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8.3.4. Calorimetria de Titulagao Isotérmica

As solugoes descritas nos estudos de ITC foram preparadas com agua ultra—pura
milli—Q e desgaseificadas durante 10 min de forma a eliminar possiveis bolhas de ar na

amostra.

O aparelho possui duas células idénticas, uma célula para a amostra e outra para a
referéncia, ambas revestidas por uma camara adiabatica e monitorizadas de forma a manter
o equilibrio térmico ao longo da titulagdo, e uma seringa de alta precisio incorporada no
aparelho para injetar as solu¢Oes na célula da amostra. A injecdao das solugdes na célula e
consequente interagao entre as solugdes provoca uma diferenga de temperatura entre a célula
que contém a amostra e a de referéncia. O calor trocado durante a interagao corresponde a
energia que € necessaria para o equipamento repor o equilibrio térmico apds a injegao.

Inicialmente realizaram—se titulagbes de cada componente com agua, com
4gua na seringa de alta precisio e 1 mmol dm ™ NaSA na célula da amostra e 1 mmol dm™
CD na seringa de alta precisao e agua na célula da amostra, de forma a calcular os calores de
dilui¢io que serdo descontados nos calores associados a interagdao entre espécies. Em cada
experiéncia foram colocadas solugdes de 5 mmol dm™ CD na seringa de alta precisio e
tituladas para as solucoes de 1 mmol dm™> NaSA na célula da amostra. Realizaram—se
experiéncias com outras condi¢Oes experimentais, onde se alterou a gama de concentragoes
(1 mmol dm™ NaSA e 10 mmol dm™ CD) e os valores de temperatura (10 e 40 °C) durante

a titulacao.

Os termogramas obtidos foram integrados com o soffware de analise de dados
Origin 7.0 modificado pela Microcal para analisar experiéncias de I'TC. O calor previsto no

processo de titulagao é calculado através da equagao (5.3).
8.3.5. Sintese e Caracterizagdo das Nanoespojas de Ciclodextrinas

Para a sintese de I-CD foi utilizada a PhsP (3,00 x 107> mol; 7,87 g) como
catalisador, tendo sido dissolvida em 30 mL de DMF anidro. A esta mistura adicionou—se
cuidadosamente I, em excesso (3,22 x 107> mol; 8,17 g) e, ap6s dissolucio completa, foi
adicionada f—CD seca (2,01 x 107 mol, 2,97 g). A solu¢do foi agitada com aquecimento a
60 °C durante 18 h sob atmosfera de N2. De seguida, arrefeceu—se a solu¢io a temperatura
ambiente e foi concentrada por remogao de solvente (ca. 60 %). Preparou—se uma solucio
de NaOMe para a qual se pesaram cuidadosamente 0,79 g de Na metélico e se adicionaram

a 12 mLL de MeOH em um banho de gelo com agitagao. Esta solu¢ao foi adicionada a
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preparada anteriormente, durante 30 min, com o objetivo de precipitar o produto desejado,
I-CD. O precipitado foi recolhido por filtragdo, lavado com excesso de MeOH e extraido
com Soxhlet utilizando MeOH até que nao seja detetada mais descoloracao pelo solvente. O
produto purificado obtido consiste em um pé branco que foi liofilizado e armazenado no

exsicador até posterior uso.

A sintese de amq—CD foi realizada utilizando am, a qual reage facilmente com I-CD
através de uma reacao de substitui¢ao nucleofilica do iodo na posi¢ao Cs com um dos grupos
amina da diamina, ficando o outro grupo amina livre para a posterior reticulagio no passo
final das nanoesponjas. Para tal, existem duas formas de iniciar esta etapa da sintese e em
ambas mistura—se I=CD (2,64 x 10" mol; 0,50 g) com um excesso de 20x de amg
(3,70 x 107> mol; 4,35 g). Através da forma convencional, os reagentes sio misturados com
5 mL de DMF anidro e aquecidos a 70 °C com agitacao durante 48 h sob atmosfera de N,
mas a mesma etapa é conseguida através de micro—ondas, num tubo de micro—ondas de
10 mL com 4 mLL de DMF anidro para assegurar a dissolu¢ao completa, com controlo de
temperatura a 85 °C durante apenas 30 min. A solugdo obtida foi adicionada, gota a gota, a
200 mL de (C;H5),O com agitacao e, apds 1 h, o precipitado foi solubilizado com MeOH
para se repetit o processo. Efetuaram—se varios ciclos de lavagem. Posteriormente,
filtrou—se o precipitado a vacuo e lavou—se com (C;Hs),O. O produto consiste em um péd

branco amarelado que foi liofilizado e armazenado no exsicador para uso posterior.

A dltima etapa na sintese da NS CD—am—CD consiste na reagao equimolar 1 : 1 de
amg—CD (1,31 x 10™* mol; 0,25 g) com I-CD (1,31 x 107 mol; 0,24 g) através de agdo
mecanica por moagem, tendo sido adicionado DMSO anidro de forma a homogenecizar a
mistura dos dois reagentes. A pasta obtida foi aquecida a 70 °C durante 48 h e o produto
resultante, com o aspeto de uma goma castanha, foi rapidamente esmagado mecanicamente
com a adicao faseada de agua até completar 10 mL. O sélido foi submetido a centrifugacao,
seguido de sonicacdo em ultrassons com frequéncia de 35 kHz e poténcia de 80/160 W,
durante 10 min em 10 mL. de MeOH. Efetuaram—se trés ciclos de lavagem com MeOH e
uma lavagem final com (C;H5),O. Ja a dltima etapa na sintese da NS
CD—am=GLT=am¢—CD consiste na reagio na propor¢io 1 : 7 de amq—CD
(3,84 x 10 mol; 0,10 @) com GLT (1,15 X 107> mol; 0,12 g). Apds a reagio foram efetuados
os mesmos ciclos de lavagem que os descritos para a NS anterior. Por fim, na ultima etapa
na sintese da NS CD—-am¢—GLT—am¢—CD promoveu—se a reducio da

NS CD—am¢=GLT=am—CD com a adi¢do de um volume de NaBH, correspondente a
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5X o nimero de moles de NS, pelo que foram utilizados 50 mL de NaBH, para 0,5 g da NS

CD—ams=GLT=am¢—CD. As NSs obtidas foram liofilizadas e armazenadas no exsicador.

A eficiéncia de substituicio de I-CD e am¢—CD foi determinada por '"H-RMN, a
estrutura quimica de ams—CD e das NSs foi caracterizada por FTIR—ATR e a estabilidade
térmica das NSs foi avaliada por TGA.

8.3.6. Ensaios de Adsorgao

As solugoes utilizadas nos ensaios de adsor¢ao foram preparadas com agua

ultra—pura milli—Q.

Com o intuito de monitorizar a concentracdo das entidades de antibiético nas
solugoes aquosas, recorreu—se a espetroscopia de absor¢ao no UV —vis. Esta técnica permite
a dete¢do quantitativa de uma espécie presente em solucao através da absor¢ido quantizada

de luz, de acordo com a lei de Beer—Lambert descrita na equagao (3.1).

Os antibiético de NaSAs — NaSD, NaSMR e NaSMT — absorvem no UV—vis nos
Amax de 200, 258 e 261 nm, respetivamente. Foram construidas curvas de calibracdo das
NaSAs, tendo em conta a faixa de concentragoes adequada para medidas quantitativas, na
qual a relagdo entre a absorvancia e a concentragao ¢ linear (A < 1). Desta forma, é possivel

detetar a concentragao de antibiético em solucio aquosa apos os ensaios de adsor¢ao com

as NSs.

A compreensao do mecanismo de adsor¢do pode ser descrita através de isotérmicas
de adsor¢ao, para os quais foram determinadas as melhores condi¢cbes experimentais.
Determinou—se a razao solido/liquido (S/L) mais eficiente, tendo sido utilizado 1 mg de NS
em 5 2 e 1 mL de solugio (S/L. = 0,2, 0,5 ¢ 1 mg mL™', respetivamente), com
Code 10 mg I.™". Fixando a razao S/L mais favoravel para o processo de adsor¢do, vatiou—se
a concentra¢ao de solugdes de NaSMR de 0—200 ppm, aproximadamente, promovendo o
contacto entre as NSs e as solu¢oes de antibibticos, por incubacio, durante 24 h, a 125 rpm
e 25 °C. De seguida, todas as solu¢des foram filtradas para remover as NSs e, através da

curva de calibra¢ao, foi determinada a quantidade de antibiético presente em solugao.

Os calculos das capacidades ¢ eficiéncias de adsor¢ao foram efetuados através da

aplicacao das equagdes (6.1) e (6.2), respetivamente.
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