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Resumo

A libertacdo controlada de farmacos tem sido alvo de estudo, uma vez que permite
controlar a dosagem de farmacos administrada, sem que chegue a um nivel téxico para

0 organismo.

Os sistemas de libertagdo controlada possuem dois objetivos fulcrais: manter constante
a concentracdo sanguinea de um determinado farmaco no corpo humano, assegurando
uma maior biodisponibilidade, reduzir os efeitos, secundarios, aumentando o efeito

terapéutico desejado, utilizando uma quantidade de farmaco menor.

No presente trabalho foi desenvolvida uma metodologia experimental, baseada num
sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), tendo por objetivo
estudar a adsorcdo e dessorcdo de cafeina no adsorvente nanoporoso MOF ZIF-8,
através da realizacdo de experiéncias de cromatografia frontal (etapas de saturacédo e de
regeneracao).

A partir dos resultados experimentais obtidos utilizando diferentes concentracdes de
cafeina e diferentes caudais, verifica-se que o adsorvente estudado MOF ZIF-8 possui
boa capacidade de encapsulagdo. Para uma solucdo de cafeina com a concentragdo de
0.1 mg/L e a um caudal de 0.1 ml/min, o ponto de rutura ocorre em cerca de 160

minutos.

Verifica-se também que a medida que se aumenta a concentracdo da solucdo de cafeina,
0 tempo de rutura é superior o que mostra que o MOF tem uma boa capacidade de

encapsulacao.

Palavras-chave: Libertagdo Controlada de Farmacos, Dessorcdo, Cafeina, MOF-ZIF-8.



Abstract

The controlled release of drugs have been studied with the aim of controlling the dosage

of administered drugs.

Controlled release systems have two key objectives: maintaining a constant blood
concentration of a specific drug, providing greater bioavailability and reduce side
effects, thus enhancing patient compliance to treatment with fewer doses ingested.

In this study was developed an experimental methodology, using a HPLC system,
aiming to study the encapsulation and drug release of caffeine in MOF ZIF-8, by
observing the saturation curves and regeneration of caffeine when passing through a
column packed with the nanoporous material MOF ZIF-8.

In view of the obtained results, it is concluded that the adsorbate MOF ZIF-8 has a good
capacity for encapsulation using a caffeine solution of 0.1 mg/ L at a flow rate of 0.1 ml

/ min, since breakthrough time occurs 160 minutes after the test started.

As regards breakthrough curves, when the concentration of the caffeine solution is
increased, the time to reach equilibrium also increases, so there is a better adsorption to

a concentration of 0.5 mg / L of caffeine.

.Keywords: Drug Delivery, Desorption, Caffeine, MOF.
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Nomenclatura

HPLC - High performance Liquid Chro-matography (Cromatografia Liquida de Alta

Performance) ()

MOFs - Metal Organic Frameworks
ZIF - Zeolitic Imidazolate Framework
SLC - Sistemas de Libertacdo Controlada

UV — Radiacao eletromagnética ultra-violeta
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Capitulo 1

Introducao

1.1.Estrutura da dissertacao

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia experimental, utilizando um sistema
de cromatografia liquida (HPLC), tendo por objetivo medir as isotérmicas de dessor¢do
da cafeina, através da determinacdo experimental das curvas de saturacdo e regeneracdo
da cafeina quando passa através de uma coluna preenchida com o material nanoporoso
MOF ZIF-8.

O relatorio encontra-se dividido em 4 capitulos. No primeiro capitulo é apresentada a
introducdo, onde é referenciada a importancia do tema na atualidade e quais 0s objetivos
propostos para o0 projeto. Sdo também mencionados alguns conceitos teoricos
necessarios a compreensdo do trabalho desenvolvido, nomeadamente acerca da
libertacdo controlada de farmacos (drug delivery), descrevendo o que é e qual a sua
finalidade. Neste topico é dado um enfase maior a cafeina e aos MOFs, pois sdo pontos

essenciais deste estudo.

No segundo capitulo é apresentada a metodologia experimental utilizada para medicéao
da capacidade de encapsulacéo e libertagdo controlada de farmacos, utilizando a cafeina

como adsorvato e o MOF ZIF-8 como adsorvente.

No terceiro capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados do trabalho

experimental.

No capitulo final sdo expostas as conclusdes relativas ao presente estudo, bem como

algumas sugestdes para trabalhos futuros.



O desenvolvimento de materiais para a industria farmacéutica sempre foi alvo de muita
pesquisa e de muitos investimentos. Ao longo da histdria, muitas descobertas

importantes foram feitas na area e muitas ainda estarao por vir.

Sabe-se, desde ha muito tempo, que sempre que um farmaco é administrado, a um ser
humano ou animal, apenas uma pequena parte da dose atinge o tecido alvo, sendo que a
maior parte é desperdicada, devido a sua distribuicdo por outros tecidos e a sua
metabolizacdo ou excrecéo antes de atingir o local de acdo. Por essa razéo ao longo dos
ultimos anos, tem sido aplicado um grande esforco relativo ao desenvolvimento de
métodos para a libertacdo controlada de farmacos, com o objetivo de existir um maior

controlo aquando da sua administragéo [1 - 4].

A terapéutica moderna é baseada numa estratégia racional de libertacdo controlada e
alta especificidade das biomoléculas utilizadas. Os novos métodos para a administracdo
de farmacos baseiam-se em diferentes tipos de encapsulamento (forma de transporte),
como por exemplo as nanocapsulas, microcapsulas, microesferas poliméricas ou
protéicas. Estas, por sua vez, libertam o farmaco, ja no interior do organismo, em
quantidades controladas e pré-definidas, de acordo com a forma que foi projetada,
durante dias, semanas ou meses, passando por varios fatores (eliminacdo de primeira
passagem, ligacOes a proteinas, ligacbes a outros tecidos, etc.), os quais podem interferir
com a biodisponibilidade e consequente efeito terapéutico apds reagdo no sitio ativo. [3,
4].

O controlo dos sistemas de libertacdo controlada em sitios ativos especificos, através da
utilizacdo de vetores, capazes de permitir a otimizacdo da velocidade de cedéncia e do
regime de dosagem das substancias, tem sido uma area de intensa pesquisa nos Ultimos
anos. Os vetores incluem as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e
nanoparticulas). As nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém
atraido maior atencdo dos investigadores em relacdo aos lipossomas, devido as suas
potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e no

armazenamento [5].

O estudo realizado por Figueiredo et al. [6], refere a utilizacdo de um processo
alternativo para controlar a libertacdo de farmacos o qual consiste na degradacdo
progressiva da matriz. O processo referido pode ser induzido por condi¢cfes extremas de
pH ou pela presenca de enzimas. Uma aplica¢do importante para os farmacos facilmente
degradados pela acidez estomacal. Assim, a matriz mantém-se intacta durante a

2



passagem pelo estdmago e degrada-se na parte inicial do intestino, por acdo das

enzimas, ou devido aos valores nessa parte do trato gastrointestinal [6].

Em 1997 foram sintetizados polimeros impressos molecularmente (Molecularly
Imprinted Polymers — MIP), neste caso, um hidrogel que apresentava um grupo
imidazol préximo da ligacdo do farmaco (acido p-aminobenzdico) com o polimero. A
sintese foi feita empregando-se os mondmeros funcionais 2-hidroximetil metacrilato, N-
vinilimidazol e metacriloiletil-p-aminobenzoato, em diferentes proporgdes, na presenca
de ides Co** (Cobalto (I1)). Os ides sdo importantes, pois aproximaram 0s monémeros
funcionais N-vinilimidazol e metacriloiletil-p-aminobenzoato formando um complexo
coordenado mais estavel. O acido p-aminobenzoico foi liberto por hidrélise e este
fenémeno foi estudado adicionando-se o polimero a uma solugdo tampédo de etanol
fosfato em pH 8. O teor de acido p-aminobenzdico foi experimentalmente determinado
periodicamente e os resultados mostraram que o polimero manteve a libertacdo do

farmaco durante 14 dias [6].

Uma forma alternativa de promover a libertacdo controlada de farmacos consiste na
utilizacdo de materiais sujeitos a modificacdo de volume mediante alteracdes do
ambiente em que se encontram. De forma geral, algumas alteracfes de natureza fisico-
quimica tais como temperatura, pH, forca idnica, composicdo do solvente, campo
elétrico, presenca de luz ou de algumas moléculas, sdo causas de mudancas estruturais
significativas que resultam num aumento da matriz e no enfraquecimento das ligacGes
com o farmaco. Quando se associa essa técnica com a impressdo molecular, existe uma
alta capacidade de armazenamento do farmaco, bem como a possibilidade de controlar a
velocidade de libertacdo mediante uma alteragdo fisico-quimica [6].

Os sistemas de libertacdo controlada possuem dois objetivos fulcrais: manter constante
a concentracdo sanguinea de um determinado farmaco, assegurando uma maior
biodisponibilidade e reduzir os efeitos secundérios, realcando assim a adesdo do

paciente ao tratamento com um menor numero de dosagens ingeridas [7].



1.2.Libertacdo Controlada de FArmacos

A tecnologia de libertacdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da
ciéncia, a qual envolve diferentes aspetos multidisciplinares e pode contribuir muito
para o avango das ciéncias. O sistema de libertagcdo controlada de drogas vem
revolucionando a inddstria farmacéutica (producdo de medicamentos), mas também a
industria quimica (derivados de petréleo, agroindustria, industria civil na producéo de
tintas) [3].

A libertacdo controlada de farmacos tem como objetivo principal o controlo temporal e
espacial, in vivo, da concentragdo de farmacos, para que o beneficio clinico da
administracdo destes seja maximizado e os efeitos adversos minimizados. Assim, 0
termo farmaco engloba todos os compostos bioativos administrados com intuito
terapéutico, desde moléculas de baixo peso molecular a proteinas e a material genético
[1]. A libertagdo controlada implica a associagdo, quimica ou fisica, dos farmacos com
materiais biocompativeis em sistemas que, quando administrados in vivo, tenham a
capacidade de controlar, de forma pré-determinada, a taxa de libertacdo do farmaco a
partir desse mesmo sistema, e/ou entdo conduzir o farmaco até ao sitio especifico em
que este deve atuar. Estes sistemas sdo designados por sistemas de libertagdo controlada
(SLC) de farmacos [1].

Alguns materiais de natureza lipidica, inorganica e polimérica, tém sido utilizados como
suportes dos sistemas de libertacdo controlada. Destes, os materiais poliméricos sao,
sem davida, os mais utilizados. Outros sistemas de administracdo convencionais, como
spray, injecdo e pilulas, apresentam um aumento na concentracdo do farmaco, logo apds
a administracdo do mesmo, atingem um pico maximo de dosagem no sangue e depois
declinam, conforme o tempo de acdo do medicamento. Com a libertacdo controlada
consegue-se uma libertacdo moderada e constante do farmaco, o qual é administrado
numa dose terapéutica durante um periodo prolongado [2, 3, 8].



A libertacdo controlada de farmacos permite controlar os niveis de toxicidade do
principio ativo provocados pela libertacéo de doses excessivas no organismo. Na Figura
1 sdo comparados os dois métodos de libertagcdo, o convencional e o de libertagdo
controlada, mostrando que o ultimo mantém a concentracdo do medicamento no sangue

de forma segura, tornando-se menos agressivo que o tratamento convencional [2].

Nivel téxico

Nivel Plasmatico

Nivel sub-terapéutico

v

d 4 4 b tempodia)
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Figura 1 - Variacéo da concentracdo do fA&rmaco no organismo com o tempo.
(@) Método convencional de multidosagem e (b) Método de libertacdo

controlada. A letra A refere-se & administragdo do farmaco [2].

Qualquer farmaco possui uma gama de agdo terapéutica, acima do qual se torna toxico e
abaixo, ineficaz, sendo assim os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens
administradas, contudo é mais critico se a dose efetiva estiver mais proxima do nivel

toxico [2].

O interesse crescente em sistemas de libertacdo controlada de farmacos confirma-se
pelo fato de que oferecem inimeras vantagens quando comparados com 0s sistemas

convencionais, tais como [2, 3, 8];

o Maior eficécia terapéutica, com libertacdo progressiva e controlada do farmaco,
a partir da degradacédo da matriz;
o Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na

circulacéo;



o Natureza e composi¢cdo dos encapsuladores variada e, ao contrario do que se
poderia esperar, ndo ha& predominio de mecanismos de instabilidade e
decomposic¢édo do farmaco;

o Administracdo segura (sem reacdes inflamatdrias locais) e conveniente (menor
numero de doses);

o Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacéo significativa das espécies
bioativas;

o Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas;

O sistema de libertacdo controlada necessita de uma barreira quimica ou fisica para que a
libertacdo do farmaco seja proporcionada de forma lenta. Diversas técnicas tém sido
estudadas de forma a obter uma barreira eficaz para a libertacdo controlada do farmaco:
utilizacdo de revestimentos, retencdo do farmaco numa matriz polimérica ou composita e

microencapsulacéo [2].

Atualmente, existem dois processos distintos de encapsulacdo — método organico
(utilizam-se macromoléculas dendriticas ou polimeros biocompativeis) e método
inorganico (utilizam-se so6lidos porosos inorganicos, como zeoliticas). No método
organico é possivel encapsular uma grande variedade de farmacos, no entanto € dificil
conseguir uma libertacdo controlada na auséncia de porosidade bem definida. O
segundo método é realizado pelo enxerto de moléculas organicas sobre as paredes dos

poros, isto implica uma reducdo da capacidade de carga dos farmacos [9].

Para além destes processos, existem alguns pontos nesta nova tecnologia que
necessitam ser amadurecidos e considerados com cuidado, por exemplo, é dificil
interromper a acdo farmacoldgica de um medicamento administrado por estes
dispositivos, além do alto custo dos polimeros biodegradaveis. Ha, também, o risco de
nanopatologia, ou seja, a presenca de nanoparticulas de natureza inorganica em tecidos
humanos que ndo sdo metabolizados e tém excrecdo dificultada, resultando em efeitos
secundarios como febre, hepatomegalia (aumento do tamanho do figado) e acidose
metabdlica (acidez excessiva do sangue provocada por uma anormal concentragdo baixa
de bicarbonato), o que obriga os investigadores a rever 0s conceitos de
biodisponibilidade nestes sistemas [8].



No sistema de libertacdo controlada também se observam alguns pontos negativos, pois
apenas se utilizam farmacos que possuem baixo tempo de meia-vida com dificuldade de
absorcdo no trato gastrointestinal, impossibilidade de interromper de imediato o efeito
terapéutico em caso de intolerancia ou intoxicacdo do paciente e risco de acumulacéo do

farmaco no organismo com baixa velocidade de eliminacéo [2].

1.3.Dessorcao

O estudo particular da fisica e quimica das superficies é extremamente importante para
0 avanco e aplicacdo nas mais diversas areas de investigacdo e tecnologia. O mecanismo
designado por dessorcdo tem sido cada vez mais estudado com o objetivo de analisar as
interacBes entre particulas e a superficie, principalmente no que se refere as ligacbes

quimicas [10].

A dessorcdo consiste num fendmeno fisico-quimico de transferéncia no qual um ou
mais constituintes de uma fase gasosa ou liquida sdo transferidos para a superficie de
uma fase solida. Se o adsorvente utilizado tiver alta capacidade de dessorcdo, for
seletivo e possuir longo tempo de vida, entdo o processo de dessorcdo é viavel,
subentendendo-se assim, que este processo depende da natureza e da estrutura do
adsorvente, das propriedades fisico-quimicas do adsorvato e do préprio ambiente no
qual a dessorc¢do tem lugar. O local onde ocorre a dessorcdo € designado de interface. A
fase que adsorve é designada adsorvente, a substancia que é adsorvida é denominada
adsorbato e existe ainda o adsorvito que corresponde ao ido ou molécula em solucéo que

tem o potencial de ser adsorvido [9 - 11].

A dessorcdo pode ser vista como uma técnica atrativa para a eliminacdo de uma grande
gama de contaminantes na agua, especialmente, no controlo da poluicdo do meio

ambiente, a grande escala [12].

Quando o processo de dessorcdo envolve apenas forcas de Van der Walls, ndao ha
alteracdo quimica das moléculas adsorvidas, e a energia de dessor¢do é pequena (da
mesma ordem de grandeza do calor de condensacdo) designando-se por dessorgdo fisica
ou fisissor¢cdo. Eventualmente podem-se estabelecer ligagdes quimicas, formando-se um
composto quimico de superficie, ou complexo de superficie, e a energia de dessorcdo é

de mesma ordem de grandeza da energia envolvida numa reacdo, designando-se por



dessorcdo quimica ou quimissorcdo. Na tabela 1 sdo apresentadas as principais

diferencas entre os dois tipos de dessorc¢éo [10].

Tabela 1 — Principais diferencas entre fisissor¢éo e quimissorcao [Adaptado de 10].

Dessorcao Fisica Dessorcao Quimica

Causada por forcas electroestaticas e
Causada por forcas de Van der Waals L
ligacGes covalentes

N&o hé transferéncia de eletrbes Ha transferéncias de eletrdes
Calor de dessorcéo: 2 — 6 Kcal/mol Calor de dessor¢édo: 10 — 200 Kcal/mol
Fendmeno geral para qualquer espécie Fendmeno especifico e seletivo

A camada adsorvida pode ser removida | Camada adsorvida s6 € removida por
por aplicacdo de vacuo a temperatura de | aplicacdo de vacuo e aquecimento a

adsorcéo temperatura acima da de dessorcao

Formagdo de multicamadas abaixo da ) 5
. Somente ha formacdo de monocamadas
temperatura critica

Acontece somente abaixo da temperatura ]
. Acontece também a altas temperaturas
critica

L Adsorvente altamente modificado na
Adsorvente quase néo e afetado o
superficie

O processo referido é influenciado por diversos fatores como a temperatura (a
capacidade de dessorcdo diminui com o aumento da temperatura), a natureza do soluto e
o pH [11].

Quando se aborda a dessorcdo numa interfase liquido-solido, constata-se que as
particulas presentes na fase liquida podem mover-se, com certa facilidade, através de
distancias mais ou menos longas, 0 mesmo ndo ocorre numa fase solida. Além disso, ao

contrario das superficies liquidas, as superficies sélidas ndo se contraem [10].

Para uma interfase sélido-liquido constituida por um liquido ocorre uma certa
orientacdo das mesmas. Em consequéncia, a estrutura na interfase e no interior da fase

liquida torna-se diferente. A concentracdo das moléculas de liquido na interfase &,



portanto, diferente da concentracdo no interior do liquido. A quantidade de soluto
adsorvido varia com a concentragdo na solucédo e pode ser obtida através das isotérmicas

de dessorcdo [10].

1.4.1sotérmicas de Dessorcao

E importante ter uma descricdo do estado de equilibrio entre as duas fases que compdem
0 sistema de dessorcdo, de forma a representar adequadamente um processo de
dessor¢do dindmica. A dessor¢do pode ser avaliada quantitativamente através das
isotérmicas. Estas mostram a relacdo de equilibrio entre a concentracdo na fase liquida e
a concentracdo nas particulas adsorventes (fase solida) para uma determinada
temperatura. Desta forma, as isotérmicas de dessor¢do podem ser representadas por
expressdes matematicas que relacionam a quantidade adsorvida em funcdo da pressdo

ou da concentragdo, a uma determinada temperatura [10].

A isotérmica de dessorcdo, propriedade de base termodindmica dos processos de
separacdo, € a relacdo entre a concentracdo de soluto na fase solida e na fase mével. Os
parametros da isotérmica de dessor¢do podem ser determinados pelo ajuste de um
modelo matemético aos dados experimentais. Por esta razdo, é possivel prever o perfil
das bandas individuais dos componentes da amostra separadas sob varias condi¢es, de
forma a otimizar as condicGes de separacdo. O sucesso dos resultados experimentais e o
respetivo modelo esta diretamente relacionado com a exatiddao das isotérmicas e dos

pardmetros exigidos em cada modelo matematico [13].

Na dessorcdo, como ja referido, o pH, a temperatura e, principalmente, os tipos de
adsorventes sdo parametros que influenciam a forma da isotérmica. As isotérmicas
podem, normalmente, ser representadas por equacdes que relacionam diretamente o
volume adsorvido em funcdo da pressdo e/ou concentracdo do adsorvato e as mais
utilizadas no estudo da dessorcdo sdo: Langmuir, Freundlich, Henry, Temkin, Giles e
Brunauer - Emmett - Teller (BET) [10, 11].



1.4.1.Tipos de Isotérmicas

O formato da isotérmica é funcao do tipo de porosidade do sélido. Sao varias os tipos de
isotérmicas, atualmente conhecidos, contudo, todas sdo variagdes de seis tipos
principais. Os primeiros cinco tipos foram introduzidos por Brunauer em 1938, sendo o
sexto tipo proposto mais tarde [9].

Na figura 2 sdo apresentados os seis tipos de isotérmicas referidas. A isotérmica do tipo
| é caracteristica de sélidos com microporosidade. As isotérmicas do tipo Il e IV séo
tipicas de solidos ndo porosos e de solidos com poros razoavelmente grandes,
respetivamente. As isotérmicas do tipo Il e V sdo caracteristicas de sistemas onde as
moléculas do adsorvato apresentam maior interacao entre si do que com o solido. Estes
dois dltimos tipos ndo sdo de interesse para a analise da estrutura porosa. A isotérmica
do tipo VI é obtida através da dessorcdo de um gas por um sélido ndo poroso de
superficie quase uniforme, o que representa um caso muito raro entre 0s materiais mais

comuns [9].

Quantidade adsorvida

Press3o relativa

Figura 2 — Tipos de isotérmicas [9]

O tipo de isotérmica é funcdo do efeito do tamanho do poro sobre o fendmeno de
adsorcdo. De acordo com as curvas conhecidas, foi estabelecida uma classificagdo dos
poros em funcdo do seu diametro, como mostra a tabela 2, uma vez que este é o seu

principal pardmetro dimensional [9].
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Na figura 2 pode-se observar o fendmeno da histerese entre 0s processos de adsorcao e
dessor¢do. A isotérmica do tipo IV, nada mais é do que a isotérmica do tipo Il com o
fendmeno de histerese, que sera mais pronunciado quanto maior for a dispersdo de
tamanhos do poro. A auséncia de histerese ndo significa a auséncia de porosidade, ja
que alguns formatos do poro podem levar a processos iguais de adsorcdo e dessorcdo
[9].

Para solidos microporosos, a isotérmica do tipo | mostra um ramo quase vertical na
primeira regido da curva. Isto deve-se a grande facilidade de adsor¢do em poros com
diametros menores que 0.002 um. Apds o preenchimento dos microporos, que acontece
em ordem crescente do tamanho, praticamente ndo ha outras regides onde a adsorcao

seja significativa [9].

Tabela 2 - Classificacdo dos poros segundo os seus diametros [Adaptado de 9].

Classificagéo Diametro (um)
Microporo ¢ <0.002
Mesoporo 0.002 < ¢ <0.05
Macroporo ¢ >0.05

A isotérmica do tipo Il, resultado da dessorcdo num sélido ndo poroso, mostra um
aumento rapido da quantidade de gas adsorvido para valores baixos de pressao relativa.
Este comportamento deve-se a forte interacdo das primeiras moléculas de gas com 0s
sitios mais ativos do solido. Apos o preenchimento desses locais, 0 gés passa a interagir
com os de baixa energia. Isso pode ser visualizado pela menor inclinagdo da regido
central da isotérmica. Na regido final da curva ocorre um aumento rapido da quantidade
de gés adsorvido em funcdo da presséo relativa, pois ocorre uma formacéo de camadas
maltiplas e uma posterior condensagdo. Podem retirar-se informagdes sobre a area do
solido ao observar-se a primeira regido da curva, isto €, a regido onde se tem a formacéo

da monocamada [9].
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1.4.2.Curva de “Breakthrough” ou Curva de Rutura
O valor do tempo decorrido do inicio do processo de adsor¢do até a saturacdo completa
da coluna depende de fatores como [14]:
Capacidade de adsorcdo do leito.
Caudal de alimentacdo da mistura.
Concentragédo de soluto na mistura.

Define-se entdo que a relacdo da modificacdo da concentracdo do efluente na saida da
coluna pelo tempo é denominada curva histérica da concentracdo, ou ainda, curva de
“breakthrough” (figura 3). A previsdo e interpretacdo desta curva é uma etapa

fundamental no projeto de engenharia dos leitos fixos [14].

@ Ponto de breakthrough

CiCo

i

I

|
| |
| |

_______ S

I |
| |
| I
| |

@ Ponto de saturagdo
I L;_:/
| ]
r

Figura 3 — Curva de Breakthough para leito fixo [15].

Se o processo de adsorcdo fosse infinitamente rapido, a curva de “breakthrough”, em
condicdes favoraveis, corresponderia a um degrau, porém parametros como a hatureza
do equilibrio de adsorcdo, a velocidade do fluido, a concentracdo do soluto na mistura
de alimentacdo e o comprimento do leito de adsorcéo, séo fatores determinantes para a

forma caracteristica da curva [14].

1.5.MOFs (Metal Organic Frameworks)

Desde a primeira metade do século XIX, a partir dos estudos de Berzelius, 0s
catalisadores séo investigados pela comunidade cientifica e aplicados em diversos
processos industriais. Ao longo da evolugédo dos estudos da Catélise, a introducdo de

técnicas de caracterizacdo superficiais, a modelizacdo molecular e o desenvolvimento
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de métodos de sintese avancados transformaram a preparacdo de catalisadores de uma
arte a base da tentativa e erro (a partir do conhecimento quimico e experiéncia do
pesquisador) numa ciéncia multidisciplinar que permite o projeto molecular de
catalisadores solidos especificos para determinada aplicacdo. Destacam-se o0
desenvolvimento na sintese de zeolitos, “zeotypes” e materiaiS mesOporosos, que
permitiram a introdugdo, identificacdo e otimizagdo de sitos ativos bem definidos
(protdes, &cidos de Lewis, redox) na estrutura destes materiais [16].

Desde o inicio do século XXI tém surgido inimeras investigacdes acerca dos solidos
hibridos porosos, principalmente no que respeita as estruturas cristalinas formadas e a
porosidade dos compostos. Assim, surgiram diversas estruturas diferentes que levaram
alguns autores e cientistas a considerar esta nova familia de compostos como uma
evolucdo, pois estes novos sélidos porosos sdo detentores de uma grande versatilidade
estrutural [17].

Numa abordagem simples, os MOFs sdo uma classe recente de sélidos hibridos porosos,
que resultam da reacdo entre espécies organicas e inorganicas ligadas entre si de forma a
originar uma rede tridimensional cujo esqueleto contém ambas as espécies — organica e

inorganica — ligadas entre si por fortes ligac6es [17, 18].

Esta definicdo abrange contudo, uma grande variedade de metais e moléculas orgénicas
com diferentes caracteristicas, pois estes podem ser, solidos porosos, ndo porosos ou

cristalinos [17].

Com o grande desenvolvimento desta familia de compostos, foi necessaria a definicdo
de um novo vocabulario. Nas primeiras redes hibridas abertas, a parte inorganica
continha, quer compostos poliédricos isolados, quer pequenos grupos. Por esta razao,
estes sélidos foram numa primeira instancia, denominados de polimeros de
coordenacdo. No entanto, foi posteriormente demonstrado que estes solidos hibridos
poderiam conter partes inorganicas com grande dimensionalidade, permitindo a
formacéo de cadeias (1D), camadas (2D) e até redes inorganicas (3D). Assim, esta nova
familia ficou denominada de MOFs — Metal Organic Frameworks. A parte inorganica e
a sua dimensionalidade, possui um papel decisivo na topologia e propriedade dos MOFs
[17].

Nos MOFs, os solventes possuem interagdes mais fracas com a rede e, desta forma

tornam mais acessivel o desenvolvimento da estrutura a temperaturas mais baixas, bem
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como uma porosidade mais facilmente acessivel por moléculas vizinhas. Além disso, a
existéncia de metades organicas e inorganicas na estrutura permite a coexisténcia das
partes hidrofilicas e hidrofébicas entre os poros, o que pode desempenhar um papel

crucial nas propriedades de dessorcéo do composto [17].

Os MOFs sdo essencialmente formados por blocos de construcdo que ligam ides
metalicos com ligantes organicos como se observa na figura 4. Existem trés atributos
que permitem rotular um sélido como o MOF: a forte ligagdo que lhe confere robustez,
vinculagdo nas unidades e a estrutura geometricamente bem definida o que implica que
devem ser altamente cristalinos. Estes elementos normalmente possuem baixa
densidade (0.2 — 1 g/cm®) e uma area de superficie elevada (500 — 4500 m%(g), sdo
altamente porosos e sdo razoavelmente estaveis térmica e mecanicamente. A maior
vantagem dos MOFs em comparacdo com outros materiais nanoporosos, como 0s

zedlitos € a sua capacidade de ajustar a estrutura e funcionalidade durante a sintese [19].

. ' )

Metal oxide
Organic linker

Metal organic framework

a IRMOF-1 IRMOF-8 IRMOF-10

Figura 4- Blocos de construgdo dos MOFs [18].

Os MOFs possuem um elevado potencial para aplicagdes como o encapsulamento e
libertagcdo controlada de farmacos, armazenamento de gés, separacéo, catalise e quimica
medicinal por diversas razdes, além das mencionadas anteriormente, estes compostos
podem ser construidos a partir de materiais ndo toxicos (Fe, Zn, Ca, Mg, entre outros) e

de baixa toxicidade como acidos carboxilicos ou &cidos fosforicos. Grande parte dos
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MOFs sé@o biodegradaveis, pelo menos até certo grau, por exposi¢do a meio aquoso, 0
seu micro ambiente interno hidrofilo-hidréfobo é adequado para preparacdo de uma
grande variedade de moléculas ativas. Estes compostos sdo versateis, permitindo
modular a entrega do farmaco, ajustando as interacdes hospedeiro-hospede, através da
introducdo de varios grupos funcionais polares ou apolares dentro da parte organica do
MOF e/ou alterando a estrutura do solido (conetividade, tamanho dos poros e
flexibilidade) para controlar a difusdo através da estrutura porosa [20, 21].

Como qualquer nova classe de materiais, surgem preocupacfes que sdo inevitaveis em
relacdo as propriedades toxicoldgicas, no entanto os MOFs ja estdo disponiveis como
uma ampla gama de compostos quimicos, toxicologicamente aceitaveis para utilizagdo
em aplicagdes na area da satde [22].

Como esta representado na figura 5 a funcdo e a estrutura dos MOFs combinada com as
suas aceitaveis propriedades toxicoldgicas, de biodegradacédo, de biocompatibilidade e a

sua estabilidade adequada torna-os uma oferta promissora para posterior aplicagdo
bioldgica [22].
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Toxicology Function
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Q.. 2 23294 & 67 ik
Time in PBS 37°C/days

Stability

Bioapplication

Figura 5 - Representacdo esquematica da estrutura e funcdo do MOF combinado com as
suas propriedades toxicologicas e de biodegradacdo adequadas, as quais favorecem a sua
bioaplicacéo [22].
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A figura 5 mostra algumas propriedades dos MOFs (baixa toxicidade, estabilidade e boa
estrutura), que associadas entre si permitem a sua aplicacdo bioldgica e uma das
aplicacdes biologicas mais importantes dos MOFs é o facto de estes serem potenciais

nanoencapsuladores [22].

Esta abordagem tem sido estudada com o uso de nanoparticulas de MOF (nanoMOFs)
compativeis com a administracdo intravenosa. Estes nanoMOFs, constituidos por
carboxilatos de ferro porosos ndo tdxicos e biodegradaveis, sdo adequados para o
encapsulamento e libertacdo controlada de um amplo nimero de moléculas terapéuticas,
incluindo antitumores e medicamentos antiretrovirais, bem como agentes cosmeticos.
As suas capacidades excecionalmente elevadas de encapsulamento de drogas (até 42%
do seu peso) bem como a libertacdo prolongada (de 3 a 14 dias), sem quaisquer efeitos

de rutura, fazem dos nanoMOFs uma (r)evolucdo das nano-particulas [22].

Ao longo do presente trabalho foram realizados testes com o MOF ZIF-8, com o intuito
de comprovar que estes sdo potenciais encapsuladores de farmacos e que podem ser
utilizados como possiveis sistemas de libertagdo controlada de farmacos.

Na figura 6 é apresentada a estrutura molecular do Basolite Z1200 ZIF-8 com formula

quimica CgH12N4Zn.

Figura 6 - Estrutura molecular do Basolite
Z1200 ZIF-8 [23, 24].

Nos zeolitic imidazolate frameworks (ZIFs) os catides Zn®* sdo coordenados para quatro
ligantes de 2-metilimidazolato, resultando num material hibrido com topologia de

sodalite zeolitico, onde as cadeias de sodalite sdo ligadas umas as outras por janelas de
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anel de seis membros. O didametro dos poros € de 1.16 nm e a abertura € de 0.34 nm
[25].

Estudos recentes em dessorcdo de parafinas lineares e ramificadas em ZIF-8 por
cromatografia gasosa de fase inversa (técnica de fase gasosa para a caracterizacdao de
superficies e propriedades intensas de materiais solidos, que funciona de forma inversa
a uma cromatografia gasosa convencional) mostraram que alcanos lineares podem ser

absorvidos por cadeias de ZIF-8 enquanto os alcanos ramificados sdo excluidos [25].

Os ZIFs sdo uma nova classe de cristais porosos com estruturas tridimensionais
prolongadas construidas a partir de ides metalicos tetraédricos (por exemplo, Zn, Co,
Fe, Cu) em ponte por imidazol (IM). Notavelmente, os ZIFs apresentam porosidade
permanente e elevada estabilidade térmica (até 500°C) e quimica, 0 que os torna
interessantes para muitas aplicacGes, tais como a separacdo e armazenamento de gases
[26].

Os ZIFs possuem uma estrutura altamente porosa, como mostra a figura 7 e elevada
capacidade de absorcdo de CO,. Os pequenos poros de ZIF-8 permitem a separacdo de

hidrogénio a partir de moléculas de gas maiores [22].

ZIF-8

rPo.a »ew
v. Y w -~ w
& « L 2 > e
- W A w a
> - L ]
w A w A w
®” - S d pe
A W A W _a
| B 2 LR 2

p— P——\ -§
< >< >
soD
Zn
CHg
2R
NN

L) Melm

Figura 7 — Estrutura do adsorvente
ZIF-8 [25].
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1.6.Cafeina

Os produtos naturais utilizados para a obtencdo da cafeina através de diferentes
métodos, sdo em grande parte solventes organicos imisciveis em agua, geralmente
prejudiciais ao meio ambiente e a sadde humana, podendo apresentar toxicidade
acumulativa. Um dos métodos de obtencdo da cafeina consiste na descafeinacdo do
café, onde se obtém um café com quantidades minimas de cafeina. A cafeina extraida é

purificada e posteriormente comercializada [12].

Na extracdo utilizando agua, o material a ser extraido entra em contacto com a agua e
extrai a cafeina, posteriormente, a solucdo obtida é misturada com solvente organico
que extrai o alcaloide (cafeina), o qual é recuperado do solvente por destilacdo. A
vantagem da extracdo com a utilizacdo de dgua como agente extrator deve-se ao facto
de se obterem grandes taxas de extracdo, eliminacéo de ceras insollveis e obtencdo de

uma cafeina mais pura [12].

A cafeina foi descoberta e isolada do café pelo quimico Ferdinand Runge em 1820 na

Alemanha. Em 1827 foi também isolada do ché preto por Oudry [12].

Na natureza, a cafeina é encontrada em mais de 63 espécies de plantas e é hoje
considerada como substancia psicoativa mais consumida em todo o0 mundo, por pessoas
de todas as idades, independente do sexo e da localizacdo geogréfica. As plantas que
contém cafeina sdo encontradas ao longo de todo o globo terrestre, tanto em regides de

clima frio como tropical [11, 27].

A cafeina faz parte do grupo das bases de purina e € quimicamente conhecida por 1,3,7
— trimetilxantina ou trimetildioxipurina. A cafeina, a teofilina (1,3 — dimetilxantina) e a
teobromina (3,7 — dimetilxantina) sdo bases deste grupo de purina gque possuem
importancia farmacéutica e que sdo todas derivadas da xantina, quimicamente

conhecida por 2,6 — dioxipurina, como mostra a figura 8 [12].
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Figura 8 — Xantina e derivados — formulas estruturais [12].

As substancias que derivam da xantina diferenciam-se pela poténcia das suas agdes
farmacoldgicas sobre o sistema nervoso central. A cafeina é uma substancia capaz de
excitar e restaurar as funcbes cerebrais e bulbares, sendo normalmente utilizada e
livremente comercializada, por ndo causar muita dependéncia. A cafeina tem sido
classificada como uma droga, pois é caracterizada por efeitos farmacoldgicos de acédo
estimulante, podendo ser encontrada em alguns medicamentos como agente para

antagonizar o efeito calmante de certos farmacos [12].

Na figura 9 é apresentada a solubilidade da cafeina em agua. De acordo com alguns
autores, a solubilidade da cafeina em cloroférmio é cerca de nove vezes maior que em
4gua, & mesma temperatura. A cafeina é inodora, mas possui um sabor amargo. E
relativamente toxica e apresenta uma dose letal de 75 mg / Kg, mas para se obter uma
dose letal de cafeina, o individuo teria de ingerir uma quantidade muito grande de café

num curto periodo de tempo [12].
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Solubilidade da cafeina em agua
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Figura 9 - Solubilidade da cafeina em agua [Adaptado de 12].

A cafeina é classificada como um alcaloide farmacologicamente ativo e ndo apresenta
valor nutricional. Os alcaloides sdo substancias organicas nitrogenadas de caracter
basico, geralmente de origem vegetal e que provocam efeitos fisioldgicos caracteristicos
no organismo humano, nomeadamente, alteragfes no sistema nervoso central, sistema
cardiovascular e homeostasia de calcio. Do ponto de vista quimico, os alcaloides ndo
constituem um grupo homogéneo de substancias. Quase todos, porém, apresentam
estrutura quimica derivada de um composto heterociclo. Uma classificacdo quimica de
alcaloides baseia-se na estrutura deste heterociclo: alcaloides da piridina (ex.: nicotina),
alcaloides de xantina (ex.: cafeina) [12].

Devido aos efeitos provocados pela cafeina no sistema nervosos central, algumas
pessoas preferem usar café descafeinado. A descafeinacdo reduz o contetdo de cafeina
do café para aproximadamente 0.03%. O café descafeinado (onde a cafeina é o
subproduto da descafeinagdo) tem um mercado muito grande nos EUA e na Europa. A
extracdo da cafeina dos gréos de café é realizada utilizando CO, supercritico e o café
geralmente utilizado neste processo é o canephora pois possui um teor de cafeina maior
que 2% [12].
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Na medicina, a cafeina tem sido usada para auxiliar no tratamento de dores,
principalmente, nas dores de cabeca e enxaquecas. Mais recentemente a cafeina tem
sido usada como coadjuvante em muitos remédios para o controlo do peso, alivio de

alergias e auxiliar no estado de atencéo [12, 27].

O consumo de cafeina estimula a lipolise (quebra das moléculas de gordura no
organismo), o que, teoricamente, favorece o emagrecimento. No entanto, essa agéo
ocorre a um custo elevado para o organismo, com mobilizacdo dos depositos de gordura
fazendo aumentar os niveis da mesma no sangue. Desta forma, pode haver um aumento
dos niveis de colesterol sanguineo e, consequentemente, aumento do risco de enfarte. A
mobilizacdo dos depdsitos de gordura pode ser Util para atletas em treinamento intenso,
fazendo com que o organismo utilize a gordura como fonte de energia em detrimento do
glicogénio muscular, tornando o corpo mais resistente a fadiga. Por estas razdes o seu

uso € cada vez mais comum no meio desportivo [12].

Quanto aos efeitos metabdlicos da cafeina, esta € rapida e eficientemente absorvida,
através do gastrointestinal, ap6s administracdo oral. Esta substdncia pode ser
administrada de diversas formas, sendo de realcar a administracdo intraperitoneal,
injecBes subcutanea ou intramuscular e aplicacdo de supositérios. Todos os tecidos
podem ser alvo da acdo desta substancia, uma vez que o seu transporte é feito através da
corrente sanguinea, sendo posteriormente degradada e excretada pela urina na forma de
co-produtos. Nos humanos, a maior parte do metabolismo da cafeina ocorre pela
mudanca na posicdo do grupo metil 1,3,7 possibilitando uma metabolizacdo com
predominancia (84%) na forma de paraxantina (1,7-dimetilxantina), seguida de teofilina
(1,3-dimetilxantina) e de teobromina (3,7-dimetilxantina), sendo esses dois Ultimos

metabolizados em menor quantidade [12].

De acordo com a analise e investigacdo dos diversos tipos de aplicacdes medicinais da
cafeina e do estudo das suas caracteristicas, durante este trabalho, surgiu a oportunidade

de testar este alcaloide como um possivel sistema de libertacdo controlada de farmacos.

E de realcar que a utilizacdo da cafeina como um sistema de libertacdo controlada de
farmacos no organismo é apenas um caso de estudo e pretendem-se obter resultados
promissores durante o projeto, focado na capacidade de encapsulamento e posterior
libertacdo controlada de farmacos atraves da cafeina, uma vez que este alcaloide é ja

encontrado em alguns farmacos.
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Capitulo 2

2. Parte Experimental

Neste trabalho pretende-se medir as curvas de saturacdo e regeneracdo da cafeina
quando passa através de uma coluna preenchida com o MOF ZIF-8, através da aplicacédo

de uma técnica de cromatografia liquida num sistema de HPLC.

Neste capitulo serdo apresentados os reagentes e os materiais utilizados, além de que
sera descrito todo o processo experimental e equipamento necessario para a sua

realizacao.

2.1.Reagentes e Materiais

2.1.1.Adsorvato

Neste trabalho, a cafeina foi o adsorvato escolhido, foi adquirido na Sigma-Aldrich
(Pureza> 99%) e ndo foi submetido a qualquer processo antes da sua utilizacdo. Na
tabela 3 esta representada a estrutura molecular e as propriedades fisico-quimicas deste

adsorvato.

A cafeina € encontrada, principalmente nas sementes de café e nas folhas de cha verde e
é consumida na sua maioria em bebidas, no entanto, esta também € encontrada em

farmacos, por exemplo em antigripais [28, 29].

A absorc¢do de radiagdo eletromagnética na regido do ultravioleta (UV) pela cafeina foi
descrita no inicio do seculo XX, posteriormente, descobriu-se que a cafeina apresenta
um valor maximo de absorcéo no UV entre os comprimentos de onda de 271 e 275 nm
[27].
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Tabela 3 - Propriedades fisicas e quimicas do adsorvato cafeina [11, 24, 28, 30].

Estrutura Molecular

Propriedades

0 cH,
HyC. N
OB
0 N~ N

|
CH;

2.1.2.Adsorvente

Massa Molar [g/mol]: 194.19
Ponto de ebulicdo [K]: 628.2

Ponto de fusdo [K]: 508 — 511

Solubilidade em agua a 15°C [g/100g
H,0]: 1,00

Massa Volumica [g/cm®]: 1.321 — 1.333

Volume molar a 298 K [mL/mol]: 144

Como adsorvente foi utilizado o MOF ZIF-8 e foi adquirido sob a sua forma comercial

na Sigma-Aldrich e este ndo foi submetido a qualquer teste antes da sua utilizacdo. Na

tabela 4 séo apresentadas as propriedades referentes a este adsorvente.

Tabela 4 - Propriedades fisicas e quimicas do adsorvente MOF - ZIF-8 [Adaptado de 22].

ZIF-8 (CsH1NsZn)

Aparéncia:
Tamanho da particula:
Massa molar:
Area de superficie total:

Solubilidade

P6 branco
4.9 um
229.60 [g/mol]
1300-1800 [m%g]

Insolavel (H,O e solventes organicos)
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2.2.Equipamento

2.2.1.Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (HPLC)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma técnica de separacdo que, em menos
de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados para fins
qualitativos e quantitativos. As raz0es para este crescimento estdo relacionadas com a
sua adaptabilidade para determinagfes quantitativas com boa sensibilidade, a
possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis, com destaque
para a inddstria farmacéutica, bem como as suas aplicacbes em determinacdes

ambientais e em muitos outros campos da ciéncia, como o da medicina [31].

Na figura 10 é possivel observar-se um esquema representativo da constituicdo basica
de um sistema de HPLC. Este sistema foi ajustado para medir as curvas de rutura e € um

equipamento da marca Jasco.

Nesta técnica o eluente é alimentado através de uma ou mais bombas, que asseguram a
passagem de um caudal controlado ao longo dos diversos componentes do sistema

cromatografico,

Pump

I"JEE':_EIJ Injection |

‘Tld/ Column
a4

Degasser Column
|g” oven
= |
@Eﬂd l l R

::"J- -t__.-"‘—"'" i
===<> pooo o> -
Electronic [+]
Solvent signal Detector
Raserver Wasts Recorder

Figura 10 — Diagrama representativo de um sistema HPLC.

24



Na figura 10 pode observar-se que o equipamento de HPLC utilizado é constituido por
uma bomba, PU-2080 plus inteligente pump que bombeia 0 solvente presente no
reservatorio, denominado de fase mdvel até a coluna. A separacdo dos componentes da

fase estacionaria ocorre na coluna.

A captagdo da fase movel é feita através de um filtro presente no tubo que estd no
reservatorio, este filtro remove as particulas suspensas também chamadas de impurezas,

que podem obstruir a linha de passagem do liquido ou contaminar a bomba e a coluna.

Alguns gases, como 0 oxigénio ou nitrogenio normalmente tém tendéncia para ser
dissolvidos pela fase modvel, por esta razdo deve ser previamente desgaseificada, de
maneira a ndo prejudicar a performance da coluna e do detetor, UV-2075 plus
inteligente detetor. E necessério ter sempre atencdo a fase movel, pois no caso de esta
estar abaixo do filtro existe entrada de ar, ocorrendo a formacao de bolhas de ar no tudo
que liga o reservatdrio até a valvula. Neste caso é necessario abrir a purga e direcionar o
solvente para o esgoto e com o auxilio de uma seringa retiram-se as bolhas de ar. Este

procedimento deve ser repetido sempre que se inicia um teste.

A fase movel quando sai do reservatorio é direcionada para a valvula de injecdo e
posteriormente para a coluna, quando ultrapassa a coluna circula até ao detetor, local
onde, neste caso é medida a absorvéncia do eluente. O valor de absorvancia é
posteriormente convertido num sinal elétrico que é enviado para um sistema de
aquisicdo de dados (computador) e convertido pelo programa SRI — Peak Simple

chromatography data system, num ficheiro Excel para tratamento de dados.

A massa de cafeina, era sempre medida numa balanca e posteriormente diluida. A
mistura era preparada num baldo volumétrico utilizando como solvente agua destilada
sendo posteriormente passada para um frasco de vidro. A fase movel é depois

alimentada ao sistema de cromatografia liquida.

A separacdo e efetuada na fase estacionéria e baseia-se na diferenca de tempo com que
os solutos se distribuem entre a fase movel e a fase estacionaria. O tempo de retencdo na

coluna relaciona-se com a maior ou menor afinidade entre os solutos e o adsorvente.

Como ja foi referido, o detetor mede de forma continua as propriedades fisico-quimicas

da amostra, enviando através do programa Peak Simple um sinal para o computador.
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Enquanto o sinal é enviado para o computador, existe um acesso visual em tempo real

as curvas de saturacdo e regeneracao.

Apos a leitura da absorvancia pelo detetor, a solucdo € transportada por um tubo que faz

a ligacao desde o detetor até ao recipiente que contém os restos.

2.2.2.Coluna

A coluna é um dos elementos fulcrais do sistema de HPLC, pois é nesta que esta contida
a fase estacionaria — local onde ocorre a separacao dos componentes da amostra.

A coluna, presente na figura 11, utilizada neste projeto experimental ja estava presente

no laboratorio, ¢ feita de aco inoxidavel e possui 4 cm de comprimento.

A coluna foi empacotada, para os testes iniciais com esferas de vidro de 1 mm de diametro
e posteriormente com MOF ZIF-8.

Figura 11 — Coluna final.

2.2.3.Bomba de Vacuo e Placa de Agitacdo

Como ja foi referido anteriormente é necessario proceder a desgaseificacdo da fase
movel para ndo danificar o sistema de HPLC.

Existem alguns problemas associados a entrada de bolhas de ar, como a reducdo de
caudal que leva a uma queda de pressao no sistema. Se a bolha possuir dimensdes
elevadas a bomba ndo empurra o solvente e com isto a pressao diminui e se esta estiver

a um valor menor que o definido (neste caso 50 MPa), a bomba pode parar.

Outro problema associado as bolhar de ar é quando estas passam desde a solucao inicial
até a bomba, no entanto quando chega ao detetor, a pressao do sistema volta a pressdo

atmosférica e a bolha pode aparecer no interior da célula de fluxo do detetor, causando
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picos no cromatograma, como aconteceu em alguns testes realizados, que foram
posteriormente repetidos.

Este método, tem por objetivo a remocdo do ar para que ndo ocorra a formagdo de
bolhas, para tal foi utilizado um sistema de desgaseificagdo, como mostra a figura 12.
Neste sistema € utilizada uma bomba de vacuo com ajuda de uma placa de agitacéo.

Esta técnica foi utilizada ao longo de todo o estudo.

Figura 12 — Sistema de desgaseificagcdo. A) Bomba de vacuo. B) Placa de agitacéo.

2.3.Procedimento Experimental

Antes de qualquer teste era necessario proceder a manutencdo do equipamento de
HPLC, para tal retiravam-se os filtros dos tubos e colocavam-se num goblé com acetona
pura e eram levados a um banho de ultrassons, como representa a figura 13, duas vezes
durante 15 minutos.
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Figura 13 - Sistema utilizado no

banho por ultrassons.

Apds o banho por ultrassons, os filtros eram colocados novamente no sistema de HPLC.
Fazia-se entdo passar o solvente durante 10 minutos pelos tubos, diretamente para o

esgoto.

Para se verificar se o sistema estava a funcionar de forma correta observava-se sempre a

pressdo e o caudal.

De forma a se confirmar o caudal estabelecido na bomba, decidiu-se proceder a sua
medicdo experimental periodicamente. Para tal, utilizou-se uma proveta e um
cronometro. Estas medigdes foram realizadas utilizando apenas &gua destilada como

eluente.

2.3.1.Preparacdo das solugdes

2.3.1.1.Solucdo de Cafeina

Neste estudo experimental prepararam-se solucbes aquosas de cafeina com

concentracdes de 0.1, 0.5 e 1 mg/ml.

Inicialmente colocou-se a massa de cafeina sobre um vidro de relégio e pesava-se na
balanca até acertar a massa desejada. Esta massa era vertida para dentro de um bal&o
volumétrico de 1000 ml, adicionou-se agua destilada e mexeu-se até dissolver o
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farmaco. Posteriormente esta solucdo era transferida para dentro de um frasco de vidro

de 1000 ml e colocou-se a desgaseificar durante 10 horas.

Fez-se passar as solucdes de cafeina pela coluna em trés situagdes distintas: numa fase
inicial a coluna estava vazia, depois foi empacotada com esferas de 1 mm de didmetro e
por fim empacotada com o MOF previamente preparado. Este procedimento foi
utilizado para se poder perceber qual o efeito provocado pelo MOF aquando da
capacidade de dessorcdo e encapsulamento.

2.3.1.2.Preparacdo do MOF

O MOF ZIF-8 possui a forma de um p6 muito fino e para se poder empacotar a coluna,

este necessita de ser submetido a alguns processos fisicos.

Inicialmente adicionou-se uma ou duas gotas de etanol ao MOF para se poder criar uma
pasta. A pasta obtida foi a uma prensa, onde sofreu uma pressdo de, no maximo, 4

toneladas, para ndo destruir os cristais. No final obteve-se uma pastilha.

A pastilha foi entdo triturada e pesada. Ao pesar constatou-se que o valor da massa
estava sempre a diminuir, isto acontecia devido a evaporacao constante do etanol. Para a
activacdo da amostra colocou-se no forno e fez-se uma rampa em que a temperatura
variava 1°C por minuto. A temperatura inicial foi de 28°C e a temperatura final de
170°C. Este processo durou 12 horas.

Quando se retirou a pastilha triturada do forno, procedeu-se ao empacotamento da
coluna, como representa a figura 14. O empacotamento foi realizado com o auxilio de

uma microespatula.
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Figura 14 — Coluna empacotada com MOF. O
MOF ¢ vertido para o orificio representado pela
letra A.

No final do empacotamento da coluna, foi colocado o fritz de 0.1um na extremidade
aberta. Depois de colocados os fritz, a coluna era posta no sistema de HPLC com o
auxilio de chaves inglesas, pois tinha de estar bem apertada para ndo verter solvente.

Quando a coluna estava empacotada e colocada no sistema de HPLC, ja se podiam
realizar os testes de dessorcao, para tal, era necessario colocar os frascos, devidamente
desgaseificados, no seu local e iniciar o processo. O processo era iniciado quando se
realizava o switch, ou seja, ap6s o bombeamento completo da fase movel, desde o
recipiente até ao detetor, através do tubo correspondente a fase movel, e é através do

switch que é realizada uma troca.

De acordo com o caudal estipulado, fazia-se a injecdo enchendo o tubo na totalidade,
este tem inicio no recipiente que contém a fase mdvel até a coluna que contém a fase
estacionaria (estrutura solida e porosa) no seu interior. Todos os testes foram realizados

a temperaturas entre os 18 e os 20°C.

Todos os valores obtidos em Excel eram normalizados entre O e 1.
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Capitulo 3

3. Apresentacéao e Discussao de Resultados

Como ja foi referido, todos os resultados obtidos neste estudo foram tratados em Peak-
Simple (programa inerente ao sistema de HPLC) e Excel, sendo que o Peak-Simple
apenas servia para visualizar os dados durante o processo. Os resultados obtidos por
este programa eram automaticamente exportados para um ficheiro Excel (.xls), onde
eram tratados.

Foram realizados ensaios em branco, onde o principal objetivo é determinar qual o
comprimento de onda, mais adequado para cada caudal de entre os selecionados
previamente (0.1, 0.5, 1, 3, 5, 7 e 10 ml/min). Os ensaios em branco consistiam em
passar uma solucdo de cafeina com concentracdo de 1 mg / L por uma coluna vazia e
posteriormente por uma coluna preenchida com esferas de 1 mm de diametro. No final
da passagem da cafeina era necessario limpar a coluna e por isso fazia-se passar, do

mesmo modo, agua destilada pela coluna.

O estudo realizado aquando da passagem da cafeina pela coluna designa-se por
saturacdo. O estudo realizado aquando da passagem da agua destilada para eliminar a

cafeina tem o nome de regeneracao.

Na figura 15 € apresentado o grafico correspondente a curva de saturacdo quando a
solucdo passa através da coluna preenchida com esferas de vidro. Pode-se verificar que

a medida que se aumenta o caudal, o tempo de saturacdo diminui.

Na figura 15 sdo também apresentados os comprimentos de onda mais adequados a cada
caudal e verifica-se que estes variam entre os 275 e 0s 290 nm, contudo foram testados
também os comprimentos de onda de 260 e 270 nm. A escolha do melhor comprimento
de onda para cada caudal tem por objectivo obter a melhor resolugdo no estudo das

curvas de saturacdo ou regeneracéao.
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Curva de Saturagao da Cafeina
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Figura 15-Efeito do caudal na curva de saturacdo da coluna preenchida com esferas.

Na figura 16 é apresentado 0 mesmo estudo mas para as curvas de regeneracao.

Curva de Regeneracéao da Cafeina

1,2
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N o e=t==290nm10ml/min
0 T T

0 10 20 30 40 50
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Figura 16 — Efeito do caudal na curva de regeneracao da coluna preenchida com esferas.

Como explicado no procedimento experimental, as diferentes soluc@es de cafeina foram
passadas pela coluna de 3 diferentes formas: vazia, preenchida com esferas de 1 mm de
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diametro e preenchida com o MOF, de forma a estudar os tempos de passagem da

cafeina na coluna quando esta estd preenchida com um inerte ou com o MOF.

Nas figuras seguintes irdo ser apresentados os resultados relativos a estes testes. Foram
testados diversos caudais: 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 ml/min, no entanto foram

escolhidos apenas os 3 caudais menores para a apresentacédo de resultados.

Na figura 17, estdo representadas as curvas de saturacdo referentes a um caudal de 0.1
ml/min com uma solucdo de cafeina de concentracdo 1 mg/L. O gréfico compara as

curvas entre os trés diferentes tipos de coluna.

Curva de Saturacdo para um caudal de 0,1ml/min

a

¥—Em branco

== Coluna com esferas

coluna com MOF

100 200 300 400 500 600
Tempo (minutos)

Figura 17 — Comparagdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes efetuados para uma

solucéo de cafeina de concentragdo 1 mg/L e caudal de 0.1 mL/min.
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Curva de Regeneracédo para um caudal de 0.1 ml/min
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Figura 18 - Comparacgdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes efetuados para uma

solucéo de cafeina de 1 mg/L e caudal de 0.1 mL/min..

Quando se observam as figuras 17 e 18 conclui-se que quando se utiliza uma coluna
vazia ou com esferas, os tempos de saturacao e regeneracdo sdo muito semelhantes, no
entanto quando se compara este tempo com a passagem da solugdo numa coluna
preenchida com MOF, o tempo aumenta mais de 5 vezes, o que mostra que o0 MOF tem

a capacidade de encapsular a cafeina.

As figuras 19 e 20 representam, respetivamente a comparacdo entre as curvas de

saturacdo e regeneracao referentes a um caudal de 0.5 ml/min.
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Curva de Saturacgéo para um caudal de 0,5ml/min
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Figura 19 - Comparacdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes efetuados para uma

solucéo de cafeina de 1 mg/L e caudal de 0.5 mL/min.

Curva de Regeneracdo para um caudal de 0,5 ml/min
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Figura 20 - Comparacdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes efetuados para uma
solucéo de cafeina de 1 mg/L e caudal de 0.5 mL/min..

Na observacéo das figuras 19 e 20, verifica-se a mesma situagdo que no caudal de 0.1
ml/min, ou seja, para uma coluna vazia ou preenchida com esferas o equilibrio é
atingido muito mais rapido que para uma coluna preenchida com MOF, pela mesma
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razdo apresentada anteriormente, ou seja, 0 MOF tem a capacidade de encapsular a

cafeina

Nas figuras 21 e 22 sdo exibidos os resultados referentes as curvas de saturacdo e

regeneracdo para um caudal de 1 ml/min e uma solucdo de cafeina de concentracdo 1

mg/L.
Curva de saturacdo para um caudal de 1 ml/min

1,2
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Figura 21 - Comparagdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes efetuados para uma

solucéo de cafeina de 1 mg/L e caudal de 1 mL/min.

Curva de Regeneracéo para um caudal de 1 ml/min
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Figura 22 - Comparagdo das curvas de regeneracao entre os trés testes efetuados para uma

solucéo de cafeina de 1 mg/L e caudal de 1 ml/min..

Para o caudal de 1 ml/min, as curvas de saturagéo e regeneracdo séo obtidas de forma

mais rapida que para os caudais inferiores.
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A partir das figuras 18, 20 e 22, é possivel concluir que o tempo necessario para a agua

destilada “limpar” toda a cafeina encapsulada, presente no sistema, € praticamente

instantaneo para uma coluna vazia ou preenchida com esferas, ao invés de uma coluna

preenchida com MOF — ZIF 8 que demora cerca de 500 minutos.

Como um dos objetivos era comparar 0 tempo de regeneracdo ao variar a concentracdo

da solucdo de cafeina, nas figuras seguintes sdo exibidos os resultados referentes a este

estudo

Na figura 23 mostra-se a comparacdo, para um caudal fixo de 0.1 ml/min, entre as

concentragdes de 0.1 mg/L, 0.5 mg/L e 1 mg/L.

b)
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Figura 23 - Comparagdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes

efetuados para diferentes solugdes de cafeina a caudal fixo de 0.1 mL/min.. a)

Curva de saturagdo. b) Curva de regeneragao.

Apobs a analise da figura 23, constata-se que a regeneracdo € mais rapida quando a

coluna foi saturada com uma solucgéo de cafeina de 0.5 mg/L. Para as outras solugdes o
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tempo até atingir a fase de equilibrio é semelhante, rodando os 550 minutos, tanto para

saturagdo como para regeneragéo.

A partir da figura 23a), € possivel concluir que a concentracdo de MOF-ZIF 8 aumenta
rapidamente até aos 20 minutos, no entanto a saturacdo da coluna ocorre muito mais
tarde. Aos 250 minutos, para todas as concentracfes, a coluna esta praticamente
saturada com MOF-ZIF 8.

Na figura 24 pode analisar-se uma comparagdo entre as trés solugdes preparadas para

um caudal de 0.5 ml/min.

a) 1,2
1
0.8
0,6 ==0_1mg/L de cafeina
04 =f=0.5mg/L de cafeina
== 1mg/L de cafeina
0,2
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Tempo (minutos)
b) 1,2
1
0,8
==0_1mg/L de cafeina
0,6
=l=0.5mg/L de cafeina
0,4 =dr=1mg/L de cafeina
0,2
a
0 100 200 300 400 500 600

Figura 24 Comparacdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes efetuados para
diferentes solugdes de cafeina a caudal fixo de 0.5 mL/min. a) curva de saturacdo. b) curva
de regeneracao.
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Como observado para o caudal de 0.1 ml/min, também para o caudal de 0.5 ml/min, a
fase de equilibrio € atingida mais facilmente para uma solucéo de 0.5 mg/L que para as
restantes solugdes. Existe uma melhor adsor¢cdo do MOF-ZIF 8 para a concentragédo de
1mg/L porque a fase de equilibrio é atingida aos 200 minutos, ao invés das outras
concentragdes (0.1mg/L e 0.5mg/L), onde a fase de equilibrio é atingida aos 550

minutos, aproximadamente.

Na figura 25 é exibido o mesmo estudo agora para um caudal de 1 ml/min.

a)
—4—0.1mg/L de cafeina
—l—0.5mg/L de cafeina
1mg/L de cafeina
I & . . . . . .
H 100 200 300 400 500 &0
Tempo (minutos)
b) |12
Ly
0,8 J
0,6 !F ——0.1mg/L de cafeina
0.4 JI‘ = 0.5 mg/L de cafeina
02 “ﬂw 1mg/L de cafeina
D - L e e e o B L
H 100 200 300 400 500 B00
Tempo (minutos)

Figura 25 - Comparacgdo das curvas de regeneracdo entre os trés testes efetuados para
diferentes solugdes de cafeina a caudal fixo de 1 mL/min. a) Curva de saturacdo. b) Curva

de regeneracao.

Para o caudal de 1 ml/min pode afirmar-se que a fase de equilibrio é atingida mais tarde
para uma solucdo de 1 mg/L. Constata-se também que a medida que se aumenta a
concentracdo da solugdo de cafeina, também aumenta o tempo em que se atinge o
equilibrio, sendo assim, hd uma melhor adsor¢éo para uma concentragéo de 0.5 mg/L de

cafeina.
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Capitulo 4

4. Conclusao

No trabalho realizado, apresentou-se um estudo da encapsulacéo e libertacdo de cafeina
no MOF ZIF-8. Para tal desenvolveu-se uma metodologia experimental que utilizou
uma técnica de cromatografia frontal num sistema HPLC. Foi possivel concluir que o
MOF ZIF-8 tem uma boa capacidade de encapsular a cafeina com tempos de rutura que
podem atingir os 160 min para um caudal de 0.1 mL/min e concentracdo de cafeina de 1

mg/L.

No presente trabalho foram encontradas algumas dificuldades e como tal, €
aconselhavel proceder a algumas mudancas no protocolo experimental, nomeadamente

utilizar uma coluna diferente com o intuito de melhorar o empacotamento.

No futuro seria indispensavel repetir os testes com diferentes solucBes de cafeina, ou

seja testar outras concentracOes para se entender melhor qual o efeito provocado.

Num trabalho préximo poderiam utilizar-se outra classe de farmacos, como por
exemplo o ibuprofeno (anti-inflamatério), uma vez que sdo dos farmacos mais

prescritos em todo o mundo.

Fazer a comparagdo entre esferas de diferentes tamanhos, ou seja, testar micro e
nanocapsulas para se entender qual o efeito provocado no farmaco e no organismo pela

estrutura dos encapsuladores.

Realizar todos os testes e no final obter resultados com os varios tipos de isotérmicas de
dessorcdo de forma a entender quais sdo possiveis aplicar numa interfase liquido-solido

e porque as outras ndo sao aplicaveis.
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