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0.1 Resumo

A silica mesoporosa tipo SBA-15 possui alta area de superficie e uma rede de poros
em escala nanométrica, com estrutura hexagonal que torna esses materiais excelentes ad-
sorvedores de uma variedade de moléculas. A SBA-15 é um material inerte do ponto de
vista ambiental, sendo bem tolerado por seres vivos podendo ser usada como carreadora
e/ou para liberagao de farmacos adsorvidos em sua porosidade (drug delivery). A cur-
cumina é um componente ativo do acafrao- da-India, de baixa toxicidade que apresenta
propriedades bactericidas e fungicidas, e cujo efeito fotodinamico quando em reservatorios
de agua vem sendo estudado por seu potencial para controle de larvas de mosquito como
o Aedes Aegypti, transmissor da Dengue. A molécula de curcumina é fotossensivel, so-
frendo fotodegradacao e diminui¢ao de sua eficacia quando exposta a luz do dia. Um dos
objetivos deste trabalho é incorporar a molécula de curcumina nos poros da silica SBA-15
para estudar o potencial de adsor¢ao da curcumina em solugao na silica SBA-15. Outro
ponto serd o estudo do processo de liberacao da curcumina adsorvida na silica SBA-15
quando dispersa em solu¢ao aquosa. Devido a fotossensibilidade da curcumina, ¢ de suma
importancia o estudo das propriedades 6pticas (absor¢ao e emissao UV- VIS) tanto da cur-
cumina em solu¢ao como da curcumina adsorvida na silica SBA-15. Do ponto de vista de
caracterizagao da fotoestabilidade dos materiais sera estudada a fotodegradacao de amos-
tras de curcumina em soluc¢ao de etanol e de curcumina adsorvida na SBA-15, quando
expostas & luz visivel e ultravioleta. Os resultados indicam que a curcumina tem uma
boa taxa de adsor¢ao nos poros da silica e apresenta fotodegradagao acentuada sob luz
azul, que pela caracterizacao 6ptica, sabemos que na faixa do azul a curcumina apresenta
grande absorgao 6ptica. Resultados também indicam que a silica permite uma liberagao

estavel da curcumina de scus poros, abrindo caminho para varias aplicagoes.

Palavras-chave: curcumina, SBA-15, fotodegradagao, caracterizacao Optica, drug

delivery



0.2 Abstract

The mesoporous silica SBA-15 has high surface area and a nanometrical grid of he-
xagonal structured pores, which makes these materials excellent in adsorbing a multitude
of molecules. SBA-15 is inert from an ambiental point of view and is well tolerated by
biological systems, may be used as a carrier to deliver medicine adsorbed in its pores
(drug delivery). Curcumin is an active component in turmeric, with low toxicity that
presents bactericide and fungicide properties, and whose photodynamic effects when ap-
plied to water tanks has been studied for its potencial to control mosquitoes larvae, such
as the Aedes Aegypti, dengue’s transmissor. The Curcumin molecule is photosensitive,
suffering photodegradation and decreasing of its efficacy when exposed to daylight. One
of the objectives of this study is to incorporate the curcumin molecule into the pores of
SBA-15 silica to study the adsorption potencial of solubilized Curcumin into the pores of
the SBA-15 silica. Another point of this study is to investigate the releasing process of
the Curcumin adsorbed in the SBA-15 silica when dispersed in an aqueous solution. Due
to Curcumin’s photosensitivity, it is extremely important to study the optical properties
(absorption and emission UV-VIS) of solubilized and adsorbed Curcumin. Concerning the
photoestability and characterization of the materials, it will be presented the photodegra-
dation of ethanol solubilized Curcumin and adsorbed Curcumin in SBA-15’s pores when
exposed to visible light. The results indicate that curcumin has a good adsorption ratio
in the silica pores and presents accentuated photodegradation under blue light, which
we know, from the optical chatcracterization, that curcumin has intense absorption on
the blue range of the visible spectra. Results also indicate that the silica allows a stable

release of curcumine of its pores, opening doors to many applications.

Key words: Curcumin, SBA-15, photodegradation, optical characterization, drug

delivery.
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Capitulo 1
Introducao

A silica mesoporosa tipo Santa Barbara Amorphous (SBA-15) possui uma rede
de poros tipo canais de diametros bem definidos em escala nanométrica, com estrutura
hexagonal, elevada area superficial (400 a 800 m?/g) e diametro de poros usualmente
em torno de 8 nanémetros, podendo chegar a 30 nm [1|. Essa estrutura de poros torna

esses materiais apropriados para incorporar uma variedade de moléculas na porosidade

da SBA-15 [2],[3].

Dentre os diversos tipos de silica mesoporosa, a SBA-15 é considerada uma me-
soestrutura interessante, sendo um material promissor para aplicagoes em varias areas.
Os materiais mesoporosos podem sofrer diversas modifica¢oes na sua superficie (funcio-
nalizacao), sendo possivel produzir um material com uma funcionalidade especifica para

adsorgao de diferentes moléculas em seus poros [2],[3].

Resultados recentes mostraram que a matriz de silica SBA-15 tem potencial para
aplicagoes em areas da saude, como por exemplo, a fabricacao de material para substrato
em vacinas [4], e liberagao controlada de farmacos importantes [2]. Além disso, resultados
publicados recentemente por nosso grupo de pesquisa mostraram que o material apre-

senta interessantes propriedades estruturais que podem ser controladas durante a sintese
[5].

Tratando-se do estudo de farmacos para aplicagoes na area da saide, destacamos a
curcumina e outros curcuminéides dela derivados por serem moléculas de baixa toxicidade,
e por apresentarem propriedades bactericidas e fungicidas. A curcumina é um pigmento
que faz parte de um componente ativo do acafrao-da-India ou circuma, que possui vasta
utilizacao na culinaria e na medicina. Recentemente a extracao dos curcumindides vem
sendo desenvolvida comercialmente no Brasil pela empresa PDT Pharma Ind. Com. Prod.
Farmacéuticos LTDA, o que permite facilitar e viabilizar economicamente o acesso a estas

substancias para aplicagoes em satude.



Particularmente, o Grupo de Optica do Instituto de Fisica de Sao Carlos da USP,
através da equipe do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato, vem desenvolvendo estudos
quanto & aplicabilidade da curcumina em diversas éreas de controle microbiolégico através
do conjunto de técnicas denominado Inativacdo Fotodinamica [6],|7], e particularmente
ao longo do doutorado da aluna Larissa M. de Souza, estuda-se o controle da proliferagao
de larvas do mosquito Aedes aegypti, transmissor de doencas como a dengue e a febre

chikungunya, problemas de grande relevancia no Brasil nas dltimas décadas.

Apesar dos resultados encorajadores, um dos desafios a vencer é o de que a molécula
da curcumina é sensivel a luz, podendo degradar rapidamente e perdendo sua eficacia em
ambientes abertos com muita exposicao a luz solar. Entretanto, a interacao da luz com a
molécula de curcumina é essencial devido & necessidade de uma fotorreacao para que haja
inativagao fotodinamica, contudo, esta caracteristica também faz com que as moléculas
sofram fotodegradagao, dificultando a manutencao de concentracoes ativas quando a sua

deposicao ocorre em ambientes de grande insolagao.

Portanto, aumentar a fotoestabilidade destas moléculas e ampliar a viabilizacao da
técnica mencionada é a principal motivagao deste estudo. Assim, este trabalho propoe
estudos sobre as caracteristicas Opticas da curcumina, encapsulamento da molécula de
curcumina nos poros da silica mesoporosa SBA-15, caracterizacao do material e avaliacao
da fotoestabilidade no tempo. Subsequentemente, depois da adsor¢ao da molécula de
curcumina nos poros da SBA-15 foi realizada uma avaliagao da sua posterior liberagao

controlada em solugao aquosa.

Dessa forma o estudo aprofundado da silica mesoporosa SBA-15 associada ao far-
maco curcumina tem importancia fundamental tanto em nivel de caracterizacao desses
materiais, como a fim de obter um conhecimento mais amplo de suas propriedades e

aplicacoes para adsorcao e liberacao de farmacos.

1.1 Curcumina: Propriedades e Aplicacoes em Satude

A curcumina é um agente corante amarelo caracteristico da raiz do acafrao-da-terra
ou acafrio-da-India (rizomas de Curcuma Longa). O extrato seco de C. longa contém um
conjunto de substancias denominadas curcuminéides, incluindo a curcumina. Estudos
demonstraram que os curcuminoides tem excelente acao anti-inflamatoéria e antioxidante
[8]. Dessa forma, a partir da inibi¢ao desses alvos moleculares, o extrato seco especializado
de C. longa é capaz de controlar processos inflamatorios. A curcumina é o principal
curcuminéide presente no Acafrao-da-India. Além deste, possui outros dois curcuminéides
denominados desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina. Estes curcumindides sao os
compostos responsaveis pela cor amarela do agafrao. A figura 1.1 ilustra a estrutura

quimica de cada componente do Acafrao-da-India.
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Figura 1.1: Componentes quimicos do vegetal de Curcuma Longa. a) curcumina; b)
desmetoxicurcumina; c) bis-desmetoxicurcumina.

Atualmente a curcumina pode ser obtida comercialmente como uma mistura de trés
componentes: curcumina (CUR, 77%); desmetoxicurcumina (DMC, 17%); e bisdesme-
toxicurcumina (BDMC, 3%)

A aplicagao da curcumina em diversas areas de controle microbiolégico é possivel
através do processo denominado inativacao fotodinamica. Neste processo um composto
denominado fotossenssibilizador ¢ ativado pela exposicao a luz de comprimento de onda
especifico. O fotossenssibilizador absorve fétons e induz uma série de reagoes envolvendo

a formagao de espécies de oxigénio reativo [9].

Esta substancia se liga a célula de interesse e induz a formagao de espécies de oxigeé-
nio, causando dano as estruturas da célula e provocando sua morte [10]. Em nosso caso o
fotossenssibilizador é a curcumina que é sensivel a luz azul (450 nm), e quando exposta a
este comprimento de onda permite a producao de radicais moleculares responsaveis pela

destrui¢ao de microorganismos especificos.
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Capitulo 2

Objetivos

O projeto foi dividido em cinco objetivos principais:

e Realizar a caracterizacao Optica da curcumina dissolvida em etanol por espectros-

copia de absorbancia e fluorescéncia, para diversas concentragoes.

e Analisar a fotodegradacao das solu¢oes curcumina-etanol quando expostas a luz azul

de alta intensidade.

e Preparar amostras de SBA-15:curcumina a fim de estudar o poder de adsor¢ao da

silica com a curcumina através da analise termogravimétrica.

e Estudar o processo de liberacao do farmaco curcumina em meio aquoso, em funcao

do tempo, através de medidas de absorbancia éptica.

e Analisar a fotodegradagao da amostra SBA-15:curcumina quando exposta a luz azul

de alta intensidade.

11



Capitulo 3

Técnicas Experimentais

3.1 Espectroscopia de Absorcao Optica UV-VIS

A espectroscopia de absorbéncia é utilizada para determinar propriedades quimicas e
fisicas das moléculas. A absorcao de radiacao visivel e ultravioleta depende primariamente
do niimero e da distribuicao de cargas existente na molécula de estudo, o pico de absorgao
esta relacionado ao tipo de ligacao quimica e & distribuicao eletrdnica, sendo portanto

caracteristico de cada material.

O espectrofotémetro emite um feixe de luz monocromatica que atinge a amostra.
Uma parte desta radiagao é absorvida, outra refletida e ha ainda uma parte que sofre

espalhamento, assim a medida realizada quantifica quanta luz chegou ao detector.

Quando a radiagao é absorvida pelo material ela pode ser convertida em varios tipos
de energia, como por exemplo, energia cinética de vibragao, que causa um aumento na
temperatura da amostra. Alternativamente, esta energia pode ser suficiente para excitar
os elétrons da substancia, o que resulta em transicoes eletrénicas e consequentes emissoes

de fotons, como no caso dos processos de fluorescéncia.

Neste estudo, a espectroscopia de absorbancia foi utilizada para aferir concentragoes

do farmaco curcumina em solucao de etanol, seguindo a Lei de Beer-Lambert.

3.1.1 Lei de Beer-Lambert

Quando um feixe de luz atravessa um meio, sua intensidade luminosa diminui. Isso
ocorre por que uma parte dessa cnergia ¢ absorvida pelas moléculas do meio, entre outros

fatores.

Supondo que um feixe com energia radiante P atinge uma amostra em um recipiente

transparente de comprimento [/, a energia do feixe transmitido através da amostra tera

12



energia P, de modo que P, < P

A transmitancia ¢é a fracao de da radiacao incidente que é transmitida pelo meio, e

é definida por:

P P
T="5 = %7 = .10 (3.1)

Considerando que a luz de energia radiante P atravesse uma distancia infinitesimal
dr. A diminuicao da energia é proporcional & energia incidente P, & concentracao c e a

espessura infinitesimal dz, como sugere a figura 3.1:

1

— = | = = Amostra —

Luz incidente] P P-dP Luz Emergente

x=0 = x=1

Figura 3.1: Diagrama ilustrativo da absorcao éptica para uma amostra qualquer

Matematicamente:

adP — Pcdr < dP = —fPcdx (3.2)

Onde f = 1/a é uma constante de proporcionalidade, indicando que P diminui

quando x aumenta. Integrando a equagao acima:

dP 1 dpP

l
~ % — Bedr = — / ﬁc/o dr = —In(P) — (—In(P,) = fcl (3.3)

ln(}%) = Bl (3.4)

Como In(x) = (In (10)) . (log(x)):

Ly o

P
In(10)log( 2

Pl) Bel = log(

ln(lO))Cl = A = ecl (3.5)

Onde A é a absorbancia, € a absortividade molar, ¢ a concentracao e [ a espessura

da amostra. Podemos assim estabelecer uma relacao linear entre a absorcao méaxima
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e a concentracao do soluto, o que permite construir uma curva de calibracao para a

concentracao de diversas substancias.

3.2 Espectroscopia de Emissao Optica UV-VIS

Este tipo de espectroscopia é utilizada para medir fendémenos de luminescéncia,
como a fluorescéncia e a fosforescéncia. No trabalho abordado, nos concentraremos na

fluorescéncia.

A fluorescéncia ocorre quando os clétrons de uma molécula sdo excitados por uma
fonte de energia, sendo promovidos para niveis mais altos de energia. Entretanto, os elé-
trons excitados tendem a voltar ao seu estado fundamental, e ao retornar ao seu nivel de
energia original o elétron perde a energia extra na forma de fétons. Os materiais que apre-
sentam o fenomeno de fluorescéncia podem ser caracterizados através da espectroscopia

de excitacao e de emissao.

Na espectroscopia de excitacgao escolhemos um comprimento de onda fixo, geral-
mente proximo ao comprimento de onda em que a amostra emite com maior intensidade.
Em seguida, é medida a intensidade da emissao deste comprimento de onda fixo para todos

os comprimentos de onda em um intervalo, obtendo assim um espectro de excitacao.

Na espectroscopia de emissao, excitamos a amostra com um comprimento de onda
especifico e medimos a intensidade da emissao da amostra em cada comprimento de onda

de um intervalo, obtendo assim um espectro de emissao.

3.3 Analise Termogravimétrica

Esta anélise consiste em utilizar uma pequena massa do material a ser estudado e
introduzi-la em um forno com atmosfera controlada de ar sintético. O resultado desta
analise indica a perda de massa de material em funcao da temperatura, no caso, indica
a quantidade de curcumina e dgua que foi adsorvida pela silica, ja que a queima destes
materiais ocorre em temperatura muito menor em comparacao & silica. A perda de massa
é medida por uma balanca extremamente sensivel, que analisa a massa em funcao da

temperatura da amostra.
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Capitulo 4

Metodologia Experimental

4.1 Espectroscopia de Absorcao Optica UV/VIS

Para determinar os espectros de absorgao 6ptica UV-VIS das solugoes de curcumina-
etanol, foi utilizado um espectrofotometro de absorgao UV-VIS Cary-50 (Varian, EUA),
que opera na regiao de 190 a 1100 nm. Para as anélises foram preparadas solugoes de
curcumina (PDT Pharma) com pureza 99,5% em etanol nas concentrages 5, 10, 15,
20, 30, 40, 60, 80 e 100 pug/ml. Neste caso as andlises foram realizadas utilizando uma
microcubeta de quartzo de 1 mm de caminho 6ptico, permitindo medir absorbancia de
amostras com maiores concentragoes. Com as medidas de absor¢ao 6ptica e a concentracao
das amostras determinamos curvas de calibragao mostrando o comportamento linear da

absorbancia com a concentracao, com base na Lei de Beer para absorcao optica.

4.2 Espectroscopia de Excitacao e Fluorescéncia UV-
VIS

O laboratoério esta equipado com um espectrofotometro de emissao UV-VIS Cary
Eclipse (Varian, EUA). Através deste equipamento medimos os espectros de fluorescéncia
na regiao de 400 a 800 nm, excitando a amostra com comprimento de onda de interesse
(250 a 500 nm). Os espectros de excitagao de solu¢oes de curcumina-etanol foram obti-
dos com comprimento de onda de excitacao de 200 a 500 nm monitorando a banda de
fluorescéncia da amostra no comprimento de onda de méxima emissao, 540 nm. Para as
analises foram preparadas solu¢oes de curcumina em etanol nas concentragoes 5, 10, 15,
20, 30, 40 e 50 pg/ml. O pd de curcumina utilizado é comercialmente produzido pela
PDT Pharma, e tem massa molar de 368,39 g/mol. Quantidades de curcumina foram
dissolvidas em etanol P.A. e estas soluc¢oes foram levadas ao ultrassom por cinco minutos

para a total dissolugao da curcumina. As anélises foram realizadas utilizando uma cubeta

15



padrao de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico.

4.3 Preparacao da silica Mesoporosa SBA-15

Para a preparagao do p6 de silica mesoporosa (SBA-15) usa-se 4,0 gramas do copo-
limero Pluronic P123 em uma solugao com 30 ml de HoO e 120 ml de HCI a concentracao
2M.

O Pluronic P123 é um copolimero tribloco simétrico compreendendo poli (6xido de
etileno) (PEO) e poli (6xido de propileno) (PPO) de uma forma linear alternada, PEO-
PPO-PEO. A caracteristica tnica do bloco PPO, que é hidrofébico em temperaturas

acima de 288 K, leva a formagao de micelas cilindricas em solugao aquosa acida.

Essa solugao reage durante 20 horas a 35 °C até que todo o material se dissolva,

resultando numa solu¢ao micelar homogénea e estavel.

A essa solugao micelar de P123 é adicionado 9,1 ml de tetraetil ortosilicato (TEOS)
e a mistura resultante reage por um periodo de 24 horas em temperatura de 35 °C para
hidrolise. Apos a hidroélise, o béquer com a solucdo é mantido em uma mufla por um
periodo de aproximadamente de 16 horas em temperatura de 80 °C para envelhecimento
até a completa formacao da silica e separacao das fases. Apos isso o p6 de SBA-15

decantado é seco e removido.

4.4 Preparacao das Amostras de curcumina em Eta-

nol

Para a caracterizagao 6ptica da curcumina foram preparadas amostras de curcumina
sintética (PDT Pharma) em etanol P.A., com concentragoes de 5, 10, 15, 20, 30 e 40
ug/ml. As solugoes foram levadas ao ultrassom por 5 minutos para dissolugao completa
da curcumina, que nao ¢ muito solivel em etanol. Apods este processo, as solugoes sao

armazenadas em geladeira e longe da luz.

4.5 Preparacao das Amostras de SBA-15:curcumina

Para a adsorc¢ao foi utilizado 0.5 g da silica mesoporosa SBA-15 e 100 mg de curcu-

mina sintética (PDT Pharma).

A curcumina apresenta muito baixa solubilidade em agua e baixa solubilidade em

etanol, portanto foi inicialmente dissolvida em 10 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO) e pos-
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teriormente adicionados 100 ml de etanol PA. A esta solucao foi adicionada a silica SBA-
15.

A solucao foi agitada em temperatura ambiente e sem luz solar por cerca de 24 h e

a secagem em estufa a 40 °C se deu em um periodo de trés semanas.

Ao final desse periodo, foi obtido um composto na forma de um p6 amarelo intenso,
cuja estrutura microscopica é ilustrada na figurad.1, onde os poros hexagonais da silica

mesoporosa SBA-15 foram preenchidos pela curcumina

el
Curcumina (em solucéo)

Silica:Curcumina

Silica mesoporosa

Figura 4.1: Diagrama ilustrativo da incorporacao da curcumina na silica mesoporosa

SBA-15.

4.6 Fotodegradacao da curcumina

A curcumina apresenta alta absorgao optica na faixa de 450 nm no espectro (luz
azul). Este comprimento de onda é utilizado nos tratamentos da terapia fotodinamica
para a curcumina, por ser uma fonte luminosa nao nociva ao tecido bioldégico humano.

Portanto é importante que seja analisada esta parte do espectro.

Para realizar o teste, foi utilizado um LED azul com comprimento de onda 455 nm
de alta intensidade. A intensidade maxima do LED ¢ de até 1000 W /cm?, medida a partir

de um medidor de poténcia luminosa 6ptica (Thorlabs).

As amostras foram expostas a luz azul com intensidade constante e periodos de
irradiagdo bem estabelecidos de acordo com a amostra (fluéncia luminosa constante).
Monitoramos os espectros de fluorescéncia das amostras para quantificacao da fotodegra-

dacao.

A intensidade da fonte de luz LED em 455 nm usada para irradiagdo das amostras
foi de 80 mW /cm?, e os testes foram feitos tanto para a curcumina em solugio de etanol

quanto para o composto SBA-15:curcumina.
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4.7 Analise Termogravimétrica

O forno foi programado para aquecer de 24 até 900 °C com taxa de 10 °C/min.
A massa é medida durante todo o processo de calcinagao com uma balanga de grande

precisao, permitindo um acompanhamento da varia¢cao da massa com a temperatura.

4.8 Ensaio de Liberacao em Agua

Foi separada a quantidade de 0,2 g do p6 SBA-15:curcumina para este teste. Esta

quantidade foi dispersa em um béquer com 1 de dgua deionizada, com ph neutro.

Por mecio da curva de calibragao bascada na Lei de Beer, vista anteriormente, ¢
possivel determinar a concentragao da curcumina em um solvente, que neste caso sera a
agua. Portanto podemos monitorar a concentracao da curcumina em funcao do tempo

decorrido do teste.

A solugao foi acompanhada durante 6 h, sendo as medidas realizadas inicialmente

em intervalos de 10 minutos, passando a 30 minutos apo6s decorrido 1 h de teste.
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Capitulo 5

Resultados

5.1 Caracterizacao Optica da curcumina em Etanol

5.1.1 Espectroscopia de Absorcao Optica UV-VIS

As medidas de absorbancia foram realizadas para curcumina dissolvida em etanol
em concentragoes variando de 5 pug/ml a 100 pg/ml, conforme apresentado na figura
5.1. Para determinar os espectros de absorcao 6ptica UV-VIS das solucoes de curcumina-
etanol, foi utilizado um espectrofotometro de absorgao UV-VIS Cary-50 (Varian, EUA),
que opera na regiao de 190 a 1100 nm.Foi utilizada uma cubeta de quartzo com caminho

optico de 1 mm.

20 T T T T T T " T T
Curcumina-etanol (ug/mil)
S 5
= — 10
E s - 15 .
— 20
& 30
= —— 40
2 60
@ 1.0 — 80 .
5 — 100
(7]
9
<
S 05 |
[0)
c
0
8
Y—
m =
8 0.0 i i I i o : T ;
200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.1: Espectros de absor¢ao 6ptica para a curcumina com diferentes concentragoes.
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O pico de absorbancia méaxima da curcumina se desloca levemente para o violeta com
a mudanga de concentracao, por efeitos de aglomeracao das moléculas, tornando necessario
o ajuste de duas curvas de calibracao, uma para regimes de baixas concentracoes e uma

para regimes de altas concentragoes, como visto na figura 5.2.

2,0 e e L L L
»=(0.0166 x +0,1287) [ml/ug] |
E 1 o
e 0]
S
= e
© 1,0 4 -
O
c
«-g (]
3
g 0,5 -
y = 0,02 x [ml/ug] cubera, =1mm |
0,0 L I e

T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentragéo ( pg/mi)

Figura 5.2: Curvas de calibragao para a curcumina dissolvida em etanol, apresentando os
dois regimes de concentragao.

Podemos perceber que no regime de concentragao até 30 pg/ml a curcumina apre-
senta absorbancia proporcional a concentracao da amostra, de acordo com a lei de Beer,
A = el.c, onde € é a absortividade molar (M™cm™) , I é a espessura (cm) e ¢ é a concen-

tracao (M, ou mol/L).

No regime de concentragao de 40 a 100 pg/ml, também se observa um comporta-
mento linear da absorbancia com a concentragao porem a reta nao passa pela origem e nao
pode ser expressa pela lei de Beer. As equacoes obtidas por ajuste linear estao inseridas

na figura 5.2 .

Considerando a massa molar da curcumina igual a 368,4 g/mol, para o regime de
baixas concentracoes (até 30 pug/ml) obtivemos a absortividade molar € = 73600 M cm™.
Para altas concentragoes (40 a 100 pg/ml) obtivemos a absortividade molar € = 65500

M1tem™.
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5.1.2 Espectroscopia de Excitacao e Fluorescéncia

O laboratério esta equipado com um espectrofotometro de emissao UV-VIS Cary
Eclipse (Varian, EUA). Através deste equipamento medimos os espectros de fluorescéncia
na regiao de 400 a 800 nm, excitando a amostra com comprimento de onda de interesse
(250 a 500 nm). Os espectros de excitagao de solu¢oes de curcumina-etanol foram obti-
dos com comprimento de onda de excitacao de 200 a 500 nm, monitorando a banda de
fluorescéncia da amostra no comprimento de onda de méxima emissao, 540 nm, conforme
a figura 5.3. Para as anélises foram preparadas solu¢oes de curcumina em etanol nas con-
centragoes 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 ug/ml. O pé de curcumina utilizado é comercialmente
produzido pela PDT Pharma, e tem massa molar de 368,39 g/mol. As solugdes de cur-
cumina em etanol foram levadas ao ultrassom por cinco minutos para a total dissolugao
da curcumina. As andlises foram realizadas utilizando uma cubeta padrao de quartzo de

10 mm de caminho 6ptico.
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Figura 5.3: Espectros de excitacao da curcumina para diferentes concentracoes.

Pode-se perceber que hé trés bandas de excitacao as quais se deslocam com o au-
mento da concentragao. Estas bandas representam os niveis energéticos da molécula de

curcumina e sao caracteristicas de cada material. Na tabela a seguir estao listados os

_kenll:SIAlOnlmI | o
‘ —— 50ug/ml

340

— 40ug/mi

——— 30pg/ml

— 20pg/ml

—— 15pg/ml

250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

200

500

comprimentos de onda de excitagao maximos para cada banda de energia.

Nas concentragoes mais baixas (5pug/ml e 10 pg/ml) ha uma pequena banda cen-
trada em 210 e 270 nm. A banda em 210 nm diminui de intensidade até ser imperceptivel e
a banda em torno de 270 nm desloca para 250 nm com aumento da concentragao. A banda
inicialmente centrada em 390 nm se desloca para regiao de 340 nm, enquanto a banda
centrada em 450 nm se desloca para regiao de 480 nm. Este resultado do deslocamento
das bandas de excitacao é tipico de efeitos de agregacao de moléculas de curcumina em

solugao, o que provoca um desbalanco de cargas, causando o shift nos picos de excitacao
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Tabela 5.1: Relacao das concentracoes de curcumina-etanol com a posi¢ao das bandas
identificadas nos espectros de excitagao da figura 5.3

Concentragao (pg/ml) Banda 1 (nm) Banda 2 (nm) Banda 3 (nm)

5 270 390 450
10 270 380 460
15 270 380 470
20 260 370 470
30 250 350 475
40 250 350 480
20 250 340 480

e formando dimeros e complexos moleculares maiores.

5.1.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram medidos para cada uma das concentragoes des-
critas anteriormente. Nestas analises a fluorescéncia foi monitorada, excitando as amos-
tras com comprimento de onda em cada uma das trés bandas observadas no espectro de
excitagao da figura 5.3, dependendo da concentragao. Os resultados obtidos se encontram

na figura 5.4.

O comportamento observado é compativel com o encontrado na literatura [10],[11]
para a curcumina no solvente etanol, e o espectro de fluorescéncia é centrado em torno
de 540 nm. A emissao maxima de fluorescéncia ocorre quando a amostra é excitada em
torno de 450 nm, como era esperado e mostrado anteriormente nas medidas de absorgao

Optica.
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Figura 5.4: Variacao da emissao de fluorescéncia para diferentes concentracoes com A

contemplando as trés bandas de energia encontradas.

de emissao nao se desloca com a concentragao.

A intensidade da fluorescéncia depende da concentracao, porém a posicao da banda

observadas nas curvas da primeira banda de sao geradas por conta de o comprimento de

onda usado na excitagao é o segundo harmoénico do comprimento de onda de excitacao do

equipamento (artefato experimental).

Outro modo de analisar os resultados é realizando um célculo de intensidade in-

tegrada para os espectros na figura 5.4. Dessa forma podemos visualizar o efeito da

concentracao na emissao, conforme a figura 5.5
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Figura 5.5: Intensidade integrada dos espectros de emissao para diferentes concentragoes
de curcumina dissolvida em Etanol.

Podemos observar que para concentragoes acima de 30 pug/ml ha uma redugao na
emissao de fluorescéncia para excitacao em torno de 350 e 450 nm, o que indica efeitos
de agregacao das moléculas, com possivel formagao de dimeros e complexos moleculares
maiores, ja discutido na secao dos espectros de excitagao das amostras. Processos de auto
absor¢ao e perda de energia por processos nao radiativos devem ser considerados neste

caso de maiores concentracoes.

5.1.4 Fotodegradacao de solugoes curcumina—etanol sob luz azul

Como dito anteriormente, foi utilizado um LED azul com comprimento de onda
de 455 nm para as medidas de fotodegradacao de concentracoes de curcumina em etanol
(5, 10, 15, 20, 30, 40, e 50 pg/ml) e uma cubeta de quartzo de 1 mm de espessura,
monitorando a intensidade dos espectros de fluorescéncia em 540 nm em func¢éo do tempo
de irradiagdo com o LED. A intensidade do LED foi de 80 mW /cm? para 30 minutos de

irradiagao das amostras. Os resultados se encontram nas figuras 5.6 e 5.7 a seguir.

25



5 ug/mi

—— . " ——
A 390 nm ——0min A 450 nm

—— 0 min

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T — T T T T T T T T L L
450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 630 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
10 pg/mi
—

T T T
Aot 380 nm

exc

—— 0 min
—— 5 mikn
—— 10 min
—— 15 min
——20 min
— 25 min
——30 min

Intensidade (u a.)

¥ T d T ¥ T ¥ T ” T T T T T T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700 450 500 550
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

15 pg/ml

T T T T 1
600 650 700
Comprimento de onda (nm)

A :380nm ——0min

exc

— T 77— T T T T T T — T T T
450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
20 pg/mi
T T T T T . T 1 T ¥ T d |
A 370 nm ——0min K470 M 0 min
—— 5 min

——10min
—_ —— 15 min
q )
=) —— 20 min
Y ——25min
® ——30min
ko)
7]
c
2
IS

T T T T ¥ T ¥ T T T ¥ T T ¥ T T T ¥ T T ! ]
450 500 55 600 650 700 450 500 55 600 650 700 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 5.6: Fotodegradagao das amostras de curcumina em etanol com concentragao 5,
10, 15, e 20 pg/ml com irradiagao com luz LED 455 nm com intensidade de 80 mW/ cm?.
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Figura 5.7: Fotodegradacao das amostras de curcumina em etanol com concentragao 30,
40, e 50 pug/ml com irradiacdo com luz LED 455 nm com intensidade de 80 mW /cm?.

A fotodegradacao que pode ser quantificada pela diminuicao da intensidade de fluo-

rescéncia devido a irradiacao com LED azul pode ser analisada pela intensidade integrada

de cada espectro obtido. Ao integrar a area sob cada uma destas curvas, obtivemos dados

sobre como a intensidade integrada da fluorescéncia varia de acordo com o tempo de irra-

diacao com LED azul indicando a fotodegradacao da curcumina. Estes resultados estao

expressos na figura 5.8.
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Figura 5.8: Intensidade integrada das curvas de fluorescéncia em relagao ao tempo de
irradiacao com LED de 455 nm (80 mW /cm?), para diferentes concentracoes de curcumina
em etanol.

A fotodegradacao indicada pela queda na intensidade integrada da emissao obtida

com excitagao em 450 nm apresenta uma queda mais abrupta, comparado aos espectros

com excitagao em torno de 250 e 350 nm (exceto para maior concentragao). Isto se deve

a maior intensidade de fluorescéncia para excitacao em torno de 450 nm.

A fotodegradagao é da ordem de 50% para concentragoes até 20 pg/ml apos 30

minutos de irradiacdo com LED azul com intensidade de 80 mW /cm?. Para concentracdes

maiores que 20 pg/ml a fotodegradagao ¢ muito mais lenta devido a alta absorgao de luz

da curcumina nestas concentragocs, impedindo a penctragao da luz na solugao.

5.2 SBA-15:curcumina

5.2.1 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TG) foi realizada aquecendo uma pequena amostra do

p6 de SBA-15:curcumina até atingir 900 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min,
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em uma atmosfera controlada. Outra medida foi realizada com a silica SBA-15 pura, para

efeito de comparagao.
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Figura 5.9: Anélise termogravimétrica do p6 SBA-15:curcumina

A silica SBA-15 tem uma forte afinidade por d4gua. A molécula de agua fica for-
temente ligada as paredes da silica (por conta de grupos OH), fazendo com que sua
evaporagao ocorra em temperaturas mais elevadas que seu ponto de evapora¢ao normal
(em torno de 200 °C). Ultrapassada essa temperatura, ocorre a queima do material dentro

dos poros da silica.

Através da analise do grafico, podemos perceber que houve uma perda de massa de
aproximadamente 32% apos a evaporacao da agua residual, o que indica que houve uma
incorporacao da curcumina nos poros da silica SBA-15 desta ordem. Devemos observar
que além da curcumina adsorvida na SBA-15, ha moléculas residuais dos solventes e
organosilanos utilizados, que podem permanecer fortemente ligados na mesoporosidade
na SBA-15 mesmo em temperaturas acima de 200 °C, este fato é confirmado pela perda
de massa de aproximadamente 8,0% em temperaturas acima de 250 °C mesmo para a

amostra pura de SBA-15.

Para céalculo mais exato da quantidade de curcumina adsorvida na SBA-15, fizemos
a subtracao da curva de TG obtida para a amostra SBA-15 pura da curva obtida para a
amostra SBA-15:curcumina, obtendo a incorporacao efetiva de curcumina, como mostra
a figura 5.10.
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Figura 5.10: Anélise termogravimétrica do p6 de SBA-15:curcumina, em comparagao com
a amostra SBA-15 pura. A linha verde indica a perda de massa de curcumina obtida pela
subtracao do sinal da amostra SBA-15:curcumina da linha de base (SBA-15 pura).

Este resultado mostra que a silica mesoporosa SBA-15 incorporada com curcumina
tem um poder de incorporacao de curcumina de aproximadamente 25% em massa em

relacao a massa de silica mesoporosa.

5.2.2 Fotodegradacao da silica SBA-15:curcumina

Para a anélise da fotodegradagao das amostras de SBA-15:curcumina, foi utilizada
a técnica de espectroscopia de fluorescéncia UV-VIS. A amostra foi irradiada por um
LED azul (455 nm) com intensidade de 80 mW /ecm? por perfodos de um minuto entre

medidas.

Inicialmente foi feita uma comparagao entre os espectros de fluorescéncia da cur-

cumina pura e da curcumina adsorvida na silica, os resultados se encontram na figura
5.11.
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Figura 5.11: Espectro de fluorescéncia do composto SBA-15:curcumina medido com com-
primento de onda de excitacao 360 nm, em comparacao com o espectro da curcumina em
etanol.

Posteriormente obtivemos as curvas de intensidade versus comprimento de onda,

como mostra a figura 5.12.
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Figura 5.12: Espectros de fluorescéncia do p6 de SBA-15:curcumina, irradiado por 15
minutos com luz de intensidade 80 mW /cm?.
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A anélise do grafico nos leva a concluir uma queda acentuada na intensidade da
fluorescéncia apos 15 minutos de irradiacao com o LED azul, o que dé evidéncias da
fotodegradagao de forma quantitativa. Percebemos também que existe um deslocamento
dos picos do espectro, isso se deve ao fato de que a cor do p6 é alterada de amarelo
intenso (cor da curcumina in natura) para branco (cor da SBA-15 in natura) conforme a
curcumina é degradada nos poros da silica SBA-15, o que provoca uma mudanca na faixa

de emissao do po.

Outra anélise que facilita a compreensao dos dados envolve comparar as intensidades
integradas (obtidas da figura 5.13) em rela¢ao ao tempo de irradiagao, que nos da dados

sobre como a intensidade varia com o tempo, indicando a fotodegradacao.
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Figura 5.13: Intensidade integrada das areas das curvas obtidas pela fotodegradagao do
p6 de SBA-15:curcumina.

Por meio deste grafico podemos ver um claro decaimento exponencial da fluorescén-
cia em funcao do tempo, o que indica uma fotodegradacao muito acentuada. A intensidade
da fluorescéncia medida teve uma queda de aproximadamente 92% com a irradiacao com
luz azul (455 nm) a 80 mW /cm?.
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5.2.3 Ensaio de Liberacao em Meio Aquoso

Este teste visa estudar a viabilidade da liberagao da curcumina dos poros da SBA-
15 em meio aquoso. Para o ensaio foram utilizados 0,2 g do p6 de SBA-15:curcumina,

posteriormente adicionado a 1 L de agua deionizada.

Foram realizadas medidas de absorbancia durante seis horas, em periodos inicial-
mente de 10 minutos, passando para a cada 30 minutos apds a primeira hora, de forma
a monitorar o comportamento da liberacao ao longo de um extenso periodo de tempo.

Assim, obtivemos uma curva que relaciona a absorbancia maxima e o tempo.

Com a curva de calibracao obtida anteriormente, podemos aplicar a lei de Beer-
Lambert e obter a concentracao do soluto na solugao com base em sua absorbancia
maxima, desse modo foi possivel construir um grafico do tipo concentracao x tempo,

conforme a figura 5.14

10 — T T T T T T T T T T T T T T
Equation y = A1+ (A2-A1)/(1 + 10N(LOGX0X)"p))
8 Adj. R-Square 0,91542 ® Libe ragao
7] Value Standard Error| .
B A1 -15011,47737  5,14233E7 AJUSte
| B A2 3,42637 0,29156
g B LOGX0 -401,52372 177246,63233
S 6 B p 0,00841 0,00653
o - B EC50 0
&
o
& i
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©
f
=
g ) )
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Figura 5.14: Curva de liberacao do farmaco em meio aquoso em relagao ao tempo.

A concentra¢do maxima observada foi por volta de 4 pg/ml, onde a concentragao

atinge um nivel de saturacao pelas horas decorrentes do teste.
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Capitulo 6
Conclusoes

Os espectros de absorbancia 6ptica indicam que a curcumina obedece a Lei de
Beer para baixas concentragoes, de até 30 pg/ml. Acima desta concentragao, efeitos de
agregacao das moléculas passam a causar alteragoes no comportamento da absorbéancia,

fazendo com que a curcumina deixe de seguir a Lei de Beer.

Os espectros de excitagao nos proporciona a observacao de trés bandas de energia
distintas. As bandas se deslocam com a concentragao, sendo este um efeito muito obser-
vado para efeitos de aglomeracao de moléculas, principalmente em solventes polares. A
observacao destas bandas de energia tornaram possivel um estudo mais aprofundado da

fluorescéncia, e por conseguinte da fotodegradacao.

O pico de fluorescéncia das amostras de curcumina dissolvida em etanol se encontra
em 540 nm, cocrente com sua cor amarela. O pico nao se desloca de acordo com a

concentragao, entretanto sua intensidade varia.

A fotodegradag@o se mostrou expressiva para baixas concentragoes (5, 10, 15 ¢ 20
ug/ml), sendo que atingiu 75% na banda 1, 45% na banda 2 e 58% na banda 3 . Para
altas concentragoes (30, 40 e 50 pg/ml), os valores foram 57% para a banda 1 e 31% para

as bandas 2 e 3.

Percebemos que para altas concentragoes o decaimento da intensidade da fluores-
céncia é menor, por conta de efeitos de aglomeragao e espalhamento provocado pela pro-

ximidade das moléculas.

A analise termogravimétrica mostrou uma adsor¢ao da ordem de 25% em massa de

curcumina, representando um valor significativo de incorporacao.

O teste de fotodegradacao para o composto de SBA-15:curcumina foi exponencial,

com diminuic¢ao da intensidade por volta de 90%.

Foi possivel verificar que nas primeiras 3 h a concentragao de curcumina liberada em
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agua, a partir da dissolucao do p6 de SBA-15:curcumina aumenta de forma expressiva, e
entao atinge um patamar de saturacao, que se mantém até o fim do ensaio. A concentracao
méaxima observada nestas condigdes foi de 4 pg/ml apés aproximadamente 3 h. De acordo
com as observagoes, é possivel dizer que a liberacao controlada da curcumina em meio
aquoso ¢ possivel, entretanto, mais testes acerca da capacidade de adsor¢ao da curcumina

na SBA-15 precisam ser realizados.
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