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Resumo

Neste trabalho realizou-se o estudo estrutural e termodinamico de sistemas
micelares em solugao formados por surfactantes de diferentes classes, tais como
SDS (anionico), TTAB (catiénico), DM (nao-ionico) e SB310 (zwiteridnico). A
abordagem experimental proposta neste trabalho consiste do estudo simultaneo
de aspectos estruturais e termodinamicos. Para o estudo estrutural utilizou-se
as técnicas de raios X a baixo angulo (SAXS) e Condutimetria, e pelo ajuste dos
dados experimentais pode-se determinar parametros como a anisotropia de
forma, nimero de agregacdo, grau de ionizacdo, bem como a concentragao
micelar critica das micelas em solugao. O comportamento da func¢iao de
distribuicdo de pares de distancia permitiu concluir que todas as micelas
formam estruturas do tipo “core-shell”, porém diferem em tamanho
dependendo da composicao da micela. O buffer usado é possivelmente o
responsavel por causar a diminui¢ao da concentracao micelar critica e aumento
do grau de ionizagao (para surfactantes idnicos) quando comparados os valores
obtidos neste trabalho com aqueles da literatura, que em geral usa dgua como
solvente. Para o estudo termodinamico utilizou-se a técnica de calorimetria de
titulacao isotérmica (ITC) e pelo ajuste dos dados experimentais pode-se
determinar os valores de entalpia micelar e concentracdo micelar critica. A
combinacao dos resultados obtidos das técnicas de ITC e Condutimetria
permitiu calcular o valor energia livre de Gibbs e a entropia de micelizagao. A
partir da determinacdo dos parametros descritos acima, pode-se caracterizar a
estrutura e aspectos termodinamicos de micelas em solugao. A metodologia
apresentada neste manuscrito consegue fornecer parametros independentes e
ao mesmo tempo complementares, o que acaba permitindo um estudo

correlacionado e confiavel.
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Abstract

In this work was carried out the study of the structural and thermodynamic
of micelar systems in solution formed by different classes of surfactants such as
SDS (anionic) TTAB (cationic), DM (non-ionic) and SB310 (zwitterionic). The
experimental approach proposed in this manuscript consists of the
simultaneous study of structural and thermodynamic aspects. For structural
studies it was utilized the techniques of Small Angle X ray Scattering (SAXS)
and Conductometry, and by fitting the experimental data it was possible to
evaluate parameters such as the anisotropy, aggregation number, degree of
ionization, and the critical micelle concentration of the micelles in solution.
From the analysis of the behavior of the pair distance distribution function we
concluded that the micelles form "core-shell" structures, but differ in size
depending on the composition of the micelle. The buffer used is possibly
responsible for causing the decrease of critical micelle concentration and the
increase of the degree of ionization (for ionic surfactants) when values obtained
in this study are compared to those ones in the literature, which usually uses
water as a solvent. For the thermodynamic study we have used the technique of
Isothermal Titration Calorimetry (ITC) and by fitting the experimental data we
could determine the enthalpy values and critical micelle concentration. The
combination of the results of ITC and Conductometry techniques allowed us to
evaluate the value of Gibbs free energy and entropy of micellization. From the
determination of the parameters described above we could characterize the
structure and thermodynamic aspects of the micelles in solution. The
methodology presented in this work can provide independent and
complementary parameters, which ends up allowing a correlated and reliable

study.
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Capitulo 01

Introducao




1 Introducéao

Neste capitulo serd feita uma introducio ao trabalho, com
informagoes sobre o que motivou a realizacdo dele, bem como o0s
objetivos e informacgoes sobre a estrutura deste manuscrito.

1.1 Motivacao

O fendmeno da auto-organizagao é essencial para a vida, uma vez que os cientistas
propdem que a origem da mesma se deve ao aumento espontaneo da complexidade e

especificidade molecular (Kotz, Kosmella e Beitz, 2001).

O uso pelo homem de substancias com propriedades de auto-organizagao data da
época dos babilonios (2200 a.C.), porém o interesse econdomico em relagao a elas bem
como o seu estudo cientifico s6 iniciou-se no final do século XVIII, com a Revolugao
Industrial (Otzen, 2011). Descobriu-se que essas substancias sao formadas por um grupo
de moléculas, nomeadas hoje anfifilicas, que exibem caracteristicas de substancias polares
e apolares, possuindo afinidade simultanea por ambas. Como essas moléculas atuam na
superficie e interface entre substancias, reduzindo a tensao superficial, elas passaram

também a serem chamadas de surfactantes ou tensoativos (Moroi, 1992).

A necessidade do conhecimento e caracterizacdao das propriedades dessas moléculas
¢ fundamental devido a sua grande aplicabilidade na industria e meio cientifico. Os
surfactantes estdo muito presentes na sociedade contemporanea, sendo usados na
composicao de produtos de higiene pessoal, produtos de limpeza doméstica e industrial,
agroquimicos, extracao de petroleo, tratamento de superficies de metal, indtstria
alimenticia, e outros. Esta vasta drea de atuacao se deve as propriedades de detergéncia,
emulsificacao, lubrificagao, capacidade espumante, capacidade molhante e solubilizagao,
que dependem de fatores intrinsecos ao surfactante (estrutura e composicao quimica) e

extrinsecos a ele, estes ultimos dependendo das caracteristicas do meio (temperatura,



forca idnica, pH, etc) (Attwood e Florence, 1983; Evans e Wennerstrom, 1999). Sendo
assim, o estudo dos surfactantes em solugao € vital para a compreensao e verificacao de
como eles atuardo nos ambientes que foram designados/projetados para funcionar, sendo
necessarias técnicas como Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS),
Condutimetria e Calorimetria de Titulagao Isotérmica (ITC) que viabilizem tal estudo em

solucao (Galgano e El Seoud, 2010; 2011; Oliveira, 2011).

1.2 Estado da arte e objetivos

Existem na literatura vdrios trabalhos voltados para o estudo de propriedades
termodinamicas e estruturais de surfactantes em solugao. A abordagem na maioria dos
trabalhos apresentados na literatura sdao ou de cardter estrutural ou de carater

termodinamico, sendo poucos aqueles que relacionam ambos os estudos.

Vérias técnicas foram utilizadas para o estudo de sistemas de surfactantes em
solucao, como Condutimetria (Zana et al., 1981; Graciani et al., 2005; Galgano e El Seoud,
2010; 2011), Tensiometria (Anderson et al., 2003; Graciani et al., 2005), Calorimetria
(Galgano e El Seoud, 2010; 2011), Espalhamento de Luz (Zana et al., 1981; Anderson et al.,
2003; Galgano e El Seoud, 2010; 2011), Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo
(Reisshus.F e Luzzati, 1966; Chen, 1986; Holt et al., 2003; Lipfert et al., 2007) e
Espalhamento de Néutrons (Zana, Picot e Duplessix, 1983; Chen, 1986; Anderson et al.,

2003), entre outras.

Nestes trabalhos o principal surfactante estudado é o dodecil sulfato de sédio (SDS)
em solu¢ao aquosa (Moroi, 1992), onde se tem bem estabelecidos parametros como

concentracao micelar critica (CMC), numero de agregacao (N, ), anisotropia (&),
entalpia de micelizagao (4H ), energia livre de Gibbs de micelizacao (4G, ) e entropia
de micelizagdo (A4S, ) (Attwood e Florence, 1983; Moroi, 1992; Evans e Wennerstrom,

1999; Holmberg, Jonsson e Kronberg, 2003). Abordagens semelhantes foram feitas para

outros surfactantes como o brometo de tetradeciltrimetilamonio — TTAB — (Aguiar et al.,
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2002; Perger e Bester-Rogac, 2007), decil-B-D-maltésido — DM — (Dupuy, Auvray e
Petipas, 1997; Hoffmann e Platz, 2001; Capalbi, Gente e La Mesa, 2004) e sulfobetaina
caprilil — SB310 — (Tran e Yu, 2005; Antonio, 2011).

Em alguns trabalhos da literatura varia-se a temperatura a fim de se determinar a
entalpia de micelizagao pelo método de van’t Hoff (Galgano e El Seoud, 2010), enquanto
outros ainda usam sistemas compostos por mais de um surfactante, avaliando a
mudanga da CMC e comparando com resultados tedricos (Li, Rosen e Sulthana, 2001;

Anderson et al., 2003; Graciani ef al., 2005).

A partir do cendrio descrito acima, o objetivo deste trabalho é estudar a auto-
organizacao de surfactantes de diferentes classes, tais como SDS, TTAB, DM e SB310. A
abordagem experimental deste estudo permite avaliar simultaneamente caracteristicas
estruturais e termodinamicas no processo de formagao dos agregados, permitindo ao

final a obtencao de dados correlacionaveis e consistentes.

Optou-se, neste trabalho, pela utilizacao de um buffer (Tris-EDTA ou simplesmente
TE) para a preparagao das amostras. Esse buffer ¢ muito usado na preparacao de
amostras de DNA, RNA e proteinas, pois a faixa de pH é bastante proxima do meio
tisioldgico.

Para a caracterizagao termodinamica utilizou-se a técnica de ITC, que permitiu a

investigacdo de parametros como CMC e AH .. A partir do entalpograma pode-se

calcular as concentracoes de surfactante para as quais observou-se grandes mudancas
energéticas. Para essas concentragdes foi realizado o estudo estrutural utilizando a
técnica de SAXS e Condutimetria, esta tltima usada apenas para os surfactantes idnicos
TTAB e SDS. Os dados obtidos de SAXS foram ajustados com o modelo cs-elipsoide
(elipsoide core-shell de revolugao), que leva em conta o fato de que as micelas nao sao
perfeitamente esféricas, mas possuem certa anisotropia (Andersen et al., 2009), e, além
disso, que sao constituidas por um ntcleo (core) e uma casca (shell). Como os dados de
SAXS foram obtidos em escala absoluta, foi possivel impor vinculos moleculares na

modelagem, o que permitiu ajustar satisfatoriamente os dados usando apenas trés
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parametros: ¢, N,, e CMC. Os dados de Condutimetria permitiram realizar o estudo

dos parametros grau de ioniza¢do (« ) e CMC, completando a caracterizagao estrutural.

Constatou-se que todos os parametros estudados, quando comparados com
informagoes disponiveis na literatura, foram provavelmente alterados pela mudanca do
solvente. Os valores de CMC obtidos pelas trés técnicas apresentaram um 6timo acordo
entre si. A partir do valor de a, obteve-se a energia livre de Gibbs. Relacionando-se o
valor deste ultimo parametro com o valor de entalpia oriundo de experimento de ITC, foi
possivel se calcular a entropia, completando assim a caracterizagao termodinamica do

conjunto de surfactantes.

1.3 Organizacao do trabalho

No Capitulo 02 serao apresentados os aspectos tedricos fundamentais sobre
surfactantes e sua classificagao quanto ao grupo polar, formula quimica e sindnimos mais
comuns. Em seguida sao discutidas as micelas, os parametros mais usuais para sua
caracterizagao, os fatores que influenciam na forma e tamanho desses agregados e os
modelos termodinamicos comuns empregados para a descricao da formacao dos
agregados. Neste capitulo também serd apresentada a fundamentacdo tedrica das

técnicas de SAXS, ITC e Condutimetria.

No Capitulo 03 serdao apresentados o protocolo de preparagio das amostras e
informagoes de cunho metodoldgico tais como obtencao, tratamento e andlise de dados

sobre cada técnica discutida no capitulo anterior.

No Capitulo 04 serdo apresentados os resultados e a discussdao dos mesmos, sendo
que esta ultima foi dividida em dois momentos: no primeiro, uma discussao individual
dos dados para cada técnica, procurando-se extrair o maximo de informagoes possiveis;
no segundo momento é feita uma discussdao geral, ressaltando-se os pontos mais
importantes das discussdes anteriores e relacionado os resultados das trés técnicas, o que

permitiu encontrar outras informagoes importantes para a caracterizagao do sistema.
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No Capitulo 05 é feita uma discussdo dos principais resultados obtidos neste
trabalho e a contribuigio destes resultados para a compreensio do estudo
termodinamico e estrutural de micelas em solugdo bem como sdao comentadas

brevemente perspectivas para trabalhos futuros.
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2 Aspectos Teoricos

Nesse capitulo serdo apresentados os fundamentos tedricos que serdo
usados nos demais capitulos. Sdo descritos os constituintes dos
sistemas estudados (surfactantes), aspectos da formagio micelar bem
como as técnicas utilizadas neste estudo.

2.1 Surfactantes

O termo surfactante (do inglés surfactant, que vem da contragao de surface active
agent) é aplicado a compostos que, como a denominagao sugere, possuem atividade na
superficie e interface entre duas fases como, por exemplo, liquido-liquido, liquido-
gasoso, etc. Também sdo chamados de tensoativos, detergentes!, ou mais geralmente de

moléculas anfifilicas ou anfipaticas (Moroi, 1992).

Esse tipo de molécula possui duas regides muito distintas. Parte dela tem afinidade
com a agua (em geral, qualquer solvente polar), sendo chamada regido hidrofilica, liofilica
ou lipofdbica. A outra regido nao possui afinidade com a 4dgua (em geral, com qualquer
solvente nao polar) sendo chamada parte hidrofdbica, liofobica ou lipofilica (Moroi, 1992;

Holmberg, Jonsson e Kronberg, 2003).

Como convencionado na literatura, a parte polar de um surfactante, que contém o
grupo idnico, é chamado de “cabeca”, enquanto a parte nao polar, que corresponde a uma
ou mais cadeias hidrocarbonadas (também chamadas de parafinicas ou alquilicas), €
chamada de “cauda”. Na Figura 2.1 é mostrada a representacdo esquemadtica de um

surfactante.

1 Detergentes comerciais possuem outras substancias além da molécula de surfactante, tais como
pigmentos de coloracdo, aromatizantes, glicerina, etc. (Handbook of detergents: Part D - Formulation,
2006).



“Cauda” apolar “Cabeca” polar
(hidrofébica) (hidrofilica)

Figura 2.1: a) Formula estrutural quimica da molécula anfifilica anionica SDS (dodecil sulfato de
sodio); b) Representacao esquematica da molécula SDS.

2.1.1 Classificacao dos surfactantes

De acordo com a natureza do grupo polar na cabeca, o surfactante poderd ser
classificado em id6nico (que possui carga elétrica) ou nao-idnico (que nao possui carga

elétrica) (Holmberg, Jonsson e Kronberg, 2003).

Os surfactantes idnicos podem ainda ser catidnicos, se na cabeca existe um ion
positivo, ou anidnicos, se na cabeca existe um ion negativo. Os nao-idnicos podem ser
neutros ou zwiterionicos, sendo que a diferenca entre eles esta no fato de que na cabega
do zwiteridnico existe uma separacao de cargas elétricas, formando um dipolo elétrico,
enquanto o neutro nao apresenta dipolo. O termo anfotérico também ¢ usado na literatura
como sindnimo. Entretanto, anfotérico é o surfactante que passa de catidnico para
zwiterionico e deste para anidnico quando ¢é alterado o pH do meio de 4cido para basico.
Logo, se apresentarao como zwiterionicos apenas em uma faixa de pH (Holmberg,
Jonsson e Kronberg, 2003). O surfactante SB310, usado neste trabalho, é estritamente

zwiteridnico em toda faixa de pH.

Neste trabalho utilizaremos um representante de cada classe de surfactante. As

moléculas escolhidas sao apresentadas na Tabela 2.1.

Pedro L. O. Filho



Tabela 2.1: Surfactantes utilizados neste estudo.

TTAB - Tetradecyltrimethylammonium bromide
Férmula linear CH,3(CH,)3N(Br)(CH,)4
9 CHz Br
= Formula estrutural
S CHg(CHz)12CH2=N*~CHg
S CHj
Sinénimos Tetradecyltrimethylammonium bromide,
Trimethyl(tetradecyl)ammonium bromide
SDS - Sodium dodecyl sulfate
Férmula linear CH,3(CH,),,0S0;Na
@]
3 Férmula estrutural &_AnS
= CH3(0H2)100H20_§_ON3
«©©
= O
<
Dodecyl sodium sulfate,
Sinénimos Dodecyl sulfate sodium salt,
Lauryl sulfate sodium salt,
SDS, Sodium lauryl sulfate
SB310 - 3-(Decyldimethylammonio)propanesulfonate inner salt
Férmula linear CH3(CH,)gN+(CH;),CH,CH,CH,SO5
g HsC,
S Férmula estrutural HaC(HoC) ,N*I\/\SO{
.: \
Qo 3 2Vv)9 CH3
2
=
N
Sinénimos Caprylyl sulfobetaine
DM — Decyl B-D-maltopyranoside
Formula linear (notacéo de Hill) C,,H4,04,
OH OH
2 Formula estrutural HOw™ Q Qe ° éCHZ)QCHS
3 3 %
z HO OH HO ©OH
Sindnimos Decyl-B-D-maltoside

Estudo Estrutural e Termodindmico de Sistemas Auto-Organizados: Micelas em Solugdo



2.2 Micelas

Os surfactantes possuem duas regioes distintas na mesma molécula e, quando em
solucao, a parte hidrofilica tenta maximizar o contato com o solvente polar, enquanto o
contrario ocorre para a parte nao polar (Figura 2.2). Esse efeito recebe o nome de efeito

hidrofébico (Tanford, 1980).

Figura 2.2: Esquema representando o efeito hidrofobico. Em a) a molécula de surfactante esta
rodeada de agua, incluindo a parte nao polar. Essa situacao, desfavoravel termodinamicamente, é
substituida por aquela mostrada em b), mais favoravel. Adaptado de (Nelson e Cox, 2011).

Em concentracdes relativamente baixas de surfactante, as moléculas em solucao
encontram-se em sua maioria em alguma interface (Figura 2.3a), por exemplo, interface
agua-ar e agua-solido. Em concentragdes relativamente altas (Figura 2.3b) as moléculas
de surfactante tendem a se auto-organizarem em agregados, minimizando o contato com
as moléculas de dgua. Esses agregados podem ser micelas, bicamadas e vesiculas (Tanford,
1980; Attwood e Florence, 1983). Este trabalho visa uma faixa de concentracao que

permite o estudo apenas de micelas.
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Figura 2.3: a) Solucao com baixa concentracao de surfactante, sendo que a maior parte das
moléculas encontra-se nas interfaces. b) Solucao com alta concentracdo de surfactante, nas quais
formam-se agregados. Nesse caso estao representadas apenas micelas. Adaptado de (Angarten, 2007).

2.2.1 Concentracao micelar critica: CMC

A formacgao das micelas somente acontece a partir da concentragio micelar critica (
CMC) (Figura 2.4). Essa concentracao particular depende de diversos fatores, tanto
intrinsecos ao tipo de molécula do surfactante, por exemplo, o tamanho da cauda
hidrocarbonada, quantidade de caudas, grupo idnico/ndo-idnico na cabega, quanto
extrinsecos, relacionados ao ambiente, como temperatura, adi¢ao de eletrolitos e adigao de

co-surfactantes. (Attwood e Florence, 1983).
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CMC

Creer Cm

c c>CMC

a) b)

Figura 2.4: a) Concentracao das moléculas anfifilicas livres (Cs..) € micelas (C,,) em funcao da

concentracao de moléculas anfifilicas de uma solucao (C). A partir da CMC as micelas passam a ser
formadas e sua concentracao cresce em detrimento da concentracio de moléculas livres, que permanece
constante. Adaptada de (Otzen, 2011). b) Acima da CMC coexistem tanto micelas quanto moléculas livres.

Na CMC varias propriedades fisicas sao modificadas, tais como detergéncia,
pressao, condutividade, e outras (Elworthy, Florence e Macfarlane, 1968), como mostra a
Figura 2.5 a seguir. Usando técnicas apropriadas que quantifiquem a variagdo dessas

propriedades, é possivel se determinar a CMC para diferentes sistemas.

A CMC

Detergéncia

PROPRIEDADE FISICA

Pressao

Condutividade
molar

Tenséo superficial

»
»

[SURFACTANTE]

Figura 2.5: Comportamento de algumas propriedades fisicas em funcio da concentracio de
surfactante. Adaptado de (Elworthy, Florence e Macfarlane, 1968).

Pedro L. O. Filho



A CMC determinada por qualquer método fisico nao se restringe a um tnico ponto,

mas a sua ocorréncia abrange uma faixa de concentracao.

2.2.2 Forma e tamanho das micelas

As micelas possuem forma e tamanho variados que dependerdo, nao unicamente,
porém grandemente, da geometria da molécula de surfactante que a constitui. Por isso é

bastante util apresentar o chamado fator de empacotamento p (Israelachvili, 1991),

definido como

_ VT
P= A i Eq.2-1

onde V; é o volume da parte hidrofdbica, A, €é a area da cabeca polar e ¢, é o
comprimento da cauda hidrocarbonada. Na Figura 2.6 estdo mostrados fatores de

empacotamento de algumas estruturas.

Figura 2.6: Fatores de empacotamento para algumas estruturas mais comuns. Adaptado de

(Israelachvili, 1991).
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2.2.3 Parametros da micelizacao

Na formacgao micelar, chamada de micelizagdo, ocorre a formagao de agregados com

certo niimero médio de moléculas, chamado niimero de agregacio (N,,). Este parametro

fornece informagao média, visto que a micela € um sistema dinamico, ocorrendo
associacao e dissociacao dos mondomeros (Oh e Shah, 1993). Além disso, dada essa
caracteristica dinamica, podem-se definir constantes de equilibrio e relaciona-las também

com a micelizacao.

Para surfactantes ionicos, a formacdo micelar também dependera do equilibrio
eletrostatico dos monodmeros constituintes da micela. Quando em solugao aquosa ocorre
a dissociagao ionica do surfactante. Um ion da cabega polar (chamado contra-ion) passa
para a solucao, enquanto a cabega polar e a cauda formam um tnico ion de carga oposta
a do contra-ion. Na micela, por sua vez, ocorreria repulsdo elétrica entre os monomeros
se nao fossem os contra-ions que se colocam entre eles, ajudando na estabilizacao elétrica
do agregado. Contudo nado sao todos os contra ions que se associam a micela. Para esses
associados define-se @ como sendo o grau de ionizagdo micelar ou, o que € equivalente,

S =1—a como sendo a fragio de carga neutralizada na micela (Segao 2.4.3).

2.3 Termodinamica da micelizacao

Uma breve introdugao da Termodinamica na qual foi baseada algumas dedugoes

deste manuscrito estd dada como apéndice na Segao 0.

2.3.1 Modelo de separacio de fases

No modelo de separacao de fases considera-se que as micelas formam uma nova
fase, analogamente a separacao de fases que existe entre agua e gelo, por exemplo.

Assim, acima da CMC, pode-se escrever que

Pedro L. O. Filho



(Nag+N )S_)NfreeS+SNag’ Eq 2_2

free

onde N, é o nimero de agregacao, parametro definido anteriormente, N e é 0 ntimero

de moléculas de surfactantes livres, S representa a molécula do surfactante e S, a
ag

micela com niimero de agregacao N,,, nesse caso a nova fase formada.

Para esse modelo define-se a variacdo da energia livre de Gibbs de micelizacao,

AG_., como sendo (Evans e Wennerstrom, 1999)

mic’
AGmic = Hmic — Hiree = RT In( Xeme )/ Eq 2-3

onde u,. € .. S30 0s potenciais quimicos de formacdo da micela e do mondmero,

respectivamente, em solugao, e Xy, a fracdo molar de surfactantes na CMC, dada por

Ns

Xome = ———— Eq.2-4
CMC .
Ns + N0 q

onde Nng € o numero de moles de surfactante livres em solugao e N, o € o numero de

moles de dgua. Para surfactantes idnicos a expressao anterior € reescrita como (Evans e

Wennerstrom, 1999)
AG,,. =RT2—-a)IN(Xeye ) s Eq. 2-5

a fim de se levar em conta a presenca dos contra-ions. O parametro a é o grau de
ionizagdo micelar, R é a constante universal dos gases ideiais e T a temperatura

absoluta.

2.3.2 Modelo de acdo de massas

No modelo de acao de massas as micelas e 0s monomeros livres sao considerados em

equilibrio quimico, podendo esse processo ser representado em vdrias etapas,
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S, +S <5,
S, +S<«Xe S,

S,+S«>S, Eq. 2-6
SpyatS <L>SNag
ou em apenas uma etapa,
N, S <X, . Eq. 2-7
O parametro K ¢ a constante de equilibrio, definida como

o _[s0]

n— [S]Nag . Eq 2-8

Nesse modelo define-se a variagao da energia livre de Gibbs de micelizacao para

surfactantes nao-ionicos como (Evans e Wennerstrom, 1999)

AG, .. =RT

mic

[1—NLJ IN(Xgye )+ f (Nag)}, Eq. 2-9

ag

onde f(N,,) é dado por (Attwood e Florence, 1983)

Ngg-1
1 o 2N, 1 Ny [ 2N, -1
f(Nyy)=——14In| N 0| : -
(N) N, { ag[Nag_l 2 | N1 Eq. 2-10

Para surfactantes ionicos a variacao da energia livre de Gibbs de micelizacao é

_=RT

X
AG,.. In N n |-
N ag (X free ) Y+ (Xcontra—l'on ) “ “

Eq. 2-11

onde X, é a fragao molar de surfactantes que formam as micelas (surfactantes nao livres),

X € a fracdo de surfactantes livres e X, a0n @ fracdo molar de contra-ions.
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No limite de N,, grande, f(N,)—0 e a Eq. 2-9 coincide com a Eq. 2-3. Da mesma
forma, para N,, grande, a Eq. 2-11 coincide com a Eq. 2-5. Com N,, ~100, que é a ordem

de grandeza do numero de surfactantes que constitui uma micela tipica, ja € possivel

garantir a equivaléncia das equag¢des nos dois modelos.

A diferenca entre o modelo de acdo de massas e o modelo de separacao de fases esta
na forma de se calcular as fragdes molares. No primeiro modelo o namero total de moles
presentes na CMC leva em conta o numero de moles de dgua e surfactante. No segundo
modelo, diferentemente, o nimero total de moles leva em conta o numero de moles de
agua, de ions de surfactante, de contra-ions livres e micelas (Evans e Wennerstrom,

1999).

2.4 Fundamentos tedricos das técnicas usadas

2.4.1 SAXS

Raios X tem sido usados desde os primordios do século XX para a investigacao da
estrutura da matéria, sendo a técnica de Cristalografia de raios X a mais tradicional.
Posteriormente, por volta de 1930, surgiu a técnica de espalhamento de raios X a baixo
angulo, trazendo a vantagem de se estudar materiais biologicos diretamente em solugao.
A resolucao tipica de SAXS (1 — 3 nm) é menor do que a de cristalografia, de modo que
nao é possivel ver detalhes da constituicao atdmica da amostra. No entanto, possui um
vasto campo de aplicac¢des, fornecendo ndo apenas informagdes sobre formas e tamanhos
mas também grau de ordenamento e interagdes entre particulas. Os primeiros
experimentos de SAXS aplicados para a investigagao de micelas em solugao sao da
década de 1950 (Luzzati, Mustacchi e Skoulios, 1957). Desde 14, tanto a obtencao dos
dados quanto a andlise dos mesmos passaram por aprimoramentos, de modo que hoje se
dispoem de um acervo bastante rico de informagdes no que diz respeito a micelas. Tendo
em vista a busca constante de maior conhecimento sobre processos bioldgicos bem como

a caracteriza¢do de novas substancias, a técnica de SAXS é uma poderosa aliada.
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(Todo o texto abaixo foi baseado em (Oliveira, 2011))

A sigla SAXS vem de Small Angle X-ray Scattering que significa Espalhamento de
Raios X a Baixo Angulo. Quando um feixe colimado de raios X incide na amostra, parte
desse feixe interage com os elétrons de cada molécula, podendo gerar varios processos
possiveis (espalhamento Rayleigh, efeito Compton, produgao de pares e outros). Para
energias de ~7 a 12 keV o espalhamento € bem descrito pela primeira aproximacdo de Born,
que considera que o feixe espalhado ¢é resultado do espalhamento primdrio dos objetos

espalhadores (elétrons, dtomos, particulas), isto €, nao existem espalhamentos miiltiplos. Na

Figura 2.7a estd esquematizado uma situagio de espalhamento. Seja k, o vetor de onda

do feixe incidente e k o vetor de onda do feixe espalhado. Define-se
g=k-K, Eq. 2-12

como sendo o vetor de transferéncia de momento no espaco reciproco. Ja que, pela primeira
aproximacao de Born, a onda incidente possui mesma energia que a onda espalhada, isto

€, o espalhamento é elastico, entao
~ - 2
K| = || =k == Eq.2-13

onde A é o comprimento de onda usado na radiagdo. Com este fato, podemos escrever o

modulo de (,

d/=q. Usando a lei dos cossenos aplicada ao tridngulo mostrado na

Figura 2.7b:
q> =k?*+k* —2k*c0s26 . Eq.2-14
Resolvendo, encontra-se a relagao entre q e k, a saber
q=2ksing. Eq. 2-15

Substituindo Eq. 2-13 em Eq. 2-15,
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Arr .
g ZTSM' Eq. 2-16

Feixe espalhado

Feixe priméario .

Particula espalhadora

a) b)

Figura 2.7: a) Feixe de raios X espalhado por uma particula, fixa no espaco, formando um angulo em
relacao ao feixe incidente. b) A partir de consideracoes geométricas escreve-se 0 modulo do vetor de
transferéncia de momento no espaco reciproco (q) em funcao do angulo de espalhamento e do modulo do
vetor de onda.

Se a particula esta fixa no espago e possui densidade eletronica p(F), entdo a
amplitude de espalhamento A(G) serd dada pela Transformada de Fourier da densidade

eletrdnica:
A(@) = —1 _[,O(F)e_iq'rdF Eqg. 2-17
4r) , qg-

a qual esta relacionada com a intensidade espalhada I,(d), mensuravel, por meio de

1,(@) = A®@) « A@G)"- Eq.2-18

Em sistemas reais as particulas nao estdo fixas no espaco. Logo deve-se tomar a
média sobre todas as orientacdes da particula. No espago reciproco isso € feito facilmente

tomando-se a média sobre o angulo solido €2:

singr
qr

L@ =A@« A@)), = 47] ) "W ar, Eq. 2-19
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onde a fungao p(r), chamada distribuicdo de pares de distincias, ¢ uma funcdo no espago

real que fornece informacgoes sobre a forma das particulas a partir a partir da intensidade

espalhada 1,(q) . Para tanto usa-se a Transformada Inversa de Fourier:

r
27’

sinqr
qr

p(r) = — [a’1,(a) =—~da. Eq. 2-20
0

A Figura 2.8 mostra a intensidade espalhada por algumas formas geométricas

comuns assim como a fungao p(r) correspondente.

Esfera soélida

INTENSIDADE

Cilindro longo

Particula achatada

p(r)

Casca esférica

Elipsoide prolato

JOINE L,

Figura 2.8: Cada estrutura mostrada a direita (esfera, cilindro, prisma...) possui um tanico perfil de
intensidade assim como um tnico perfil de p(r). Conhecendo-se esses perfis, pode-se em uma analise
inicial dar palpites sobre a forma das particulas em um sistema qualquer assim como o tamanho maximo
envolvido (r..), informacao esta relacionada com a curva p(r). Adaptado de (Oliveira, 2005).

Até agora foi tratado o espalhamento de uma unica particula. Para um sistema de

particulas, randomicamente orientadas, a intensidade espalhada pelo sistema é
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1(a) = N(A@)° }(S(@), Eq. 2-21

onde <f (q)2> =P(q) é o chamado fator de forma da particula e <S(q)> =S5(q) é o chamado

fator de estrutura.

“Gas” “Liquido” “Solido”

® 0 0 O 000000

O o 9 000000

e ©0 0 000000

) o900 © 000000
LIDJA LIDJA glk
3 3 3
»n »n 0
i i i
5 5 g

» » »
» » »
q q q

Figura 2.9: Para sistemas diluidos (primeira imagem da esquerda para a direita) nos quais as
particulas estao muito distantes umas das outras (como em um gas), apenas o fator de forma (linha azul)
é predominante. Para sistemas mais concentrados (como em um liquido) as particulas estio mais
proximas umas das outras e passam a interagir, sendo que o fator de estrutura (linha preta) passa a ser
importante. Para sistemas muito concentrados (como em um sdélido) nos quais as particulas interagem
fortemente, ambos o fator de estrutura e o fator de forma devem ser levados em conta a fim de que a
intensidade espalhada possa ser descrita completamente. Adaptado de (Craievich, 2009).

O fator de forma depende unicamente da forma das particulas. Se o sistema for
monodisperso, a forma das particulas ndao muda e P(q)=1,(q). Se o sistema for
polidisperso, o fator de forma incluird a média sobre todas as possiveis formas, tamanhos e
densidades eletronicas das particulas. O fator de estrutura depende das interagdes entre
as particulas e das possiveis estruturas que elas podem formar devido a isso. Para
sistemas diluidos, S(q) -1 e a intensidade espalhada s6 dependera do fator de forma.
Para sistemas concentrados S(q) deve ser levado em conta a fim de que a intensidade
espalhada seja perfeitamente entendida. A Figura 2.9 ilustra, por meio de uma analogia,

situagoes que vao desde o estado diluido (tipo “gds”) até o estado concentrado (tipo
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“so6lido”) de um sistema, considerando em cada caso a contribuicao dos fatores de forma

e estrutura.

2.4.21TC

A calorimetria surgiu no século XVIII, mesma época em que o desenvolvimento da
Termodinamica ainda estava acontecendo, a atribui-se a Lavoisier e Laplace a construgao
do primeiro calorimetro. Esse instrumento, ainda usado hoje, mede grandes magnitudes
de calor, da ordem de joules. Contudo, vdrias reacoes quimicas e processos bioldgicos
acontecem liberando quantidades infimas de calor. Surgiram entdo calorimetros mais
sensiveis, na década de 1960, que mediam calores da ordem de milijoules. Com isso ja era
possivel estudar termodinamicamente algumas reagdes, fossem quimicas ou nao.
Somente na década de 1980 a sensibilidade passou a ser da ordem de microjoules, sendo
os calorimetros propriamente chamados de microcalorimetros. Com o advento da grande
producao e venda de microcalorimetros iniciou-se o estudo de processos biologicos em
larga escala. O primeiro trabalho usando a técnica de calorimetria isotérmica para o
estudo de micelas aconteceu no final da década de 1980 (Johnson, Olofsson e Jonsson,
1987). A vantagem da técnica de ITC bem como de outras técnicas calorimétricas, como
DSC (calorimetria diferencial de varredura), ¢ que se torna possivel a determinagao
direta de valores de entalpia, além de outros parametros como constante de equilibrio,

constantes de ligagao e outros.

A sigla ITC vem de Isothermal Titration Calorimetry que significa calorimetria de
titulacdo isotérmica. A ideia basica de um calorimetro é medir o calor gerado ou
absorvido em um processo fisico ou quimico, enquanto um experimento de titulacdo tem
como objetivo o estudo da variagao das propriedades fisico-quimicas de uma solugao
quando diluida sistematicamente no solvente. A técnica de ITC une esses dois aspectos: o
experimento consiste na titulacdo de uma solugao (no caso deste trabalho, apenas de
surfactante) em buffer (o solvente), objetivando o estudo do calor gerado ou absorvido

pelo sistema durante o processo. No experimento a temperatura ¢ mantida constante e
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observada por meio de sensores ligados as duas células, uma de referéncia (a qual é

preenchida com 4gua) e a outra de amostra (onde é colocada a amostra e ocorre a

dilui¢do), como estda mostrado na Figura 2.10. Ambas as células estdo dentro de uma

armadura adiabatica que evita trocas de calor das células com o ambiente externo.

Agquecedor de feferéncia

Célula de referéncia

Aquecedor de fepdback da célula

I Aquecedor de cdlibracéo

Célula de amostra

Armadura adiabatica

Figura 2.10: Esquema de um equipamento de ITC. Adaptado de (Pierce, Raman e Nall, 1999).

A informacao sobre calores trocados vem da medida do fluxo de calor necessario

para manter o equilibrio térmico entre as células. Assim, se o processo libera calor (dito

exotérmico) entdao o fluxo de calor que vai para a célula de amostra devera diminuir. Do

contrario (processo endotérmico, absorvendo calor) o fluxo devera aumentar. Caso nao

aconteca a absor¢ao ou liberacdo de calor, entdao o fluxo se mantém constante,

correspondendo a chamada linha de base (Figura 2.11).
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Processo exotérmico

FLUXO DE CALOR

Processo endotérmico

TEMPO

Figura 2.11: No processo exotérmico ocorre a diminuicao do fluxo de calor a fim de se manter a
temperatura da célula de amostra constante. Em um fluxograma de calor isso é representado por um vale.
Para o processo endotérmico é necessario fornecer calor, de modo que o fluxo aumenta. Isso
corresponde a um pico no fluxograma. A linha de base, horizontal, corresponde a todo o0 momento no qual
0 processo ndo é exotérmico nem endotérmico. Adaptada de http://www.microcal.com/technology/itc.asp
(acessado em janeiro/2013).

O fluxo de calor é observado ao longo do tempo do experimento e o resutado final é
um grafico de fluxo de calor x tempo, chamado de fluxograma (Figura 2.12a). Uma vez
tratados os dados, a interpretacao do grafico estd diretamente ligado a medidas de
mudancas de energia no sistema. Este grafico é chamado agora de entalpograma (Figura
2.12b), pois os calores, trocados a pressdao constante, correspondem a variagdes de

entalpia.

ﬂﬂﬁW‘Hf

V

FLUXO DE CALOR
ENTALPIA MOLAR

1
1 |
u

v

TEMPO [SURFACTANTE]

a) b)

Figura 2.12: a) Fluxograma, mostrando aumentos e diminuicoes de fluxo de calor ao longo do
experimento. b) Entalpograma. A linha azul representa o ajuste dos dados experimentais.
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Cada ponto no entalpograma corresponde a um pico do fluxograma que foi
integrado em relacao ao tempo. Dispondo-se de um modelo, é possivel fazer o ajuste dos
dados (representado pela linha azul na Figura 2.12b) e obter informagOes sobre
parametros termodinamicos como constante de equilibrio, variagoes de energias livres e

variagoes de entropia.

Nesse trabalho estaremos interessados em entalpogramas relacionados a titulacao de
uma solugao concentrada de surfactante (~100 mM) em buffer, com perfil tipico mostrado
na Figura 2.13a. Na literatura em geral sao empregados métodos graficos para a
avaliagdo de parametros termodinamicos do sistema micelar. Por meio da primeira
derivada da curva do entalpograma em relacao a concentracao de surfactante é possivel
obter o CMC (Figura 2.13b), interpretado nesse caso como o ponto de inflexao da curva

do entalpograma (Chatterjee et al., 2001).

x A o A
< 3
_| o R A R > l CMC
2 , e
/ < ®
< » — B
2 3 S <
i a |
|<5 | Ponto de inflexao < A
zZ : o i e
L ! - H \‘
’ = AN
S/ Z ! °
".‘."".'O”, CMC % .Q 3 \.“
-0 @ 0 Q_Q_._!_._‘_._
[SURFACTANTE] [SURFACTANTE]

a) b)

Figura 2.13: a) Entalpograma da titulacio de SB3-12 em agua, na temperatura de 25°C. b) Método
grafico da primeira derivada para a determinaciao do CMC a partir do entalpograma. Adaptado de
(Antonio, 2011).

Para sistemas micelares € comum ser possivel a identificacdo de trés regides, que
estdio devidamente numeradas na Figura 2.14 (Olofsson e Loh, 2009). A regiao 1 ¢é
chamada regido pré-micelar, a qual corresponde a monomeros livres na célula de amostra

apos a diluicao da solugdo concentrada de surfactante. Apos a dilui¢do as micelas sao
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desfeitas, sendo esse processo chamado demicelizacio. Portanto, a variagao de entalpia

nessa regiao, AH,, é a soma da variacao de entalpia correspondente das micelas que sao

desfeitas, AH com a variacdo da entalpia devido a diluicdo dos mondmeros, AH;H,

demic”’

isto &,
AH, =AH . +AH, . Eq. 2-22

Na regido 2, chamada de regido micelar, a concentracao de surfactante na cela de
amostra ja é suficiente para que o processo de micelizacdo ocorra. Nesse sentido a
diluicao de parte da solucao concentrada a ser injetada dard origem a monomeros livres,
enquanto a parte restante formard micelas diluidas. A variacao de entalpia nessa regiao,

AH,, serd a soma da variagao de entalpia de micelizacao, A4H ., =—-4H

demic

e da diluicao

mic”

das micelas, 4H},, isto ¢,
AH, =—AH_ +AH},. Eq. 2-23

Na regiao 3, chamada de regido pds-micelar, a concentracdo de surfactante na cela de
amostra estd muito acima da CMC, de modo que as inje¢cOes seguintes acarretardao na

dilui¢ao de micelas. Logo, a variacao de entalpia nessa etapa, AH,, corresponderd apenas

a variacao de entalpia de dilui¢ao de micelas, 4H 5, isto 6,
AH, = AH;, . Eq. 2-24
Subtraindo Eq. 2-22 de Eq. 2-24, vem:
AH, = AH, = AH3, —(aH3, + aH ). Eq. 2-25

A diferenga AH, — AH, corresponde a variacao de entalpia observada (4H,,,) entre as

obs

formas monomérica e micelar do surfactante (Figura 2.14b). Assim, a Eq. 2-25 fica:
AH = 4H gn —4H 3“ = AH e - Eq. 2-26

Usando que —AH .. = AH,,,, e que 4Hg, —AHg; ~0, vem

demic
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AH  =4H ... Eq. 2-27

Portanto, pode-se determinar graficamente a variacao da entalpia de micelizagao
(Chatterjee et al., 2001). Idealmente a concentragao da soluc¢ao na seringa é muito alta,

mas isso ndo é razoavel na maioria das vezes. Logo, 4AH ,, precisa ser corrigido usando a

seguinte expressao (Olofsson e Loh, 2009):

Co

AH  =AH, ——
*®* ¢, —~CMC

mic

Eq. 2-28

onde c, é a concentracao inicial de surfactante antes da diluicdo e c,—CMCé a

concentragao de mondmeros livres em solugao.

,“-. T OV

.

<+— Ponto de inflexao

ENTALPIA MOLAR
-----<~'-\
ENTALPIAMOLAR

~eevee® | —e-seee>—T—

[SURFACTANTE] [SURFACTANTE]

a) b)

Figura 2.14: a) A regiao 1 corresponde a regido pré-micelar; a regiao 2 corresponde a regiao
micelar; a regido 3 corresponde a regido pos-micelar. b) Método grafico para a determinacao da entalpia
de micelizacao, no qual o ponto de inflexao corresponde ao CMC, determinado previamente pelo método
grafico da primeira derivada. Adaptado de (Antonio, 2011).

As vezes as curvas presentes no entalpograma diferem muito do perfil tipico, como é
o caso daquele mostrado na Figura 2.15. Para situag¢des assim, e também para os casos

comuns, pode-se fazer o ajuste dos dados utilizando (Shimizu, Pires e El Seoud, 2004):

AH :M+a4.c+asl Eq 299

c-CMC
l+e -
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onde a, a, e a, sao parametros de ajuste, a, =4H_,, C € a concentracdo molar de

surfactante na cela de amostra e Ac € a largura de transicao, que corresponde até +15%

do valor CMC.

+«—— CMC

ENTALPIA MOLAR

AH

obs

[SURFACTANTE]

Figura 2.15: Exemplo de ajuste obtido usando-se a Eq. 2-29. Adaptada de (Antonio, 2011).

2.4.3 Condutividade

A condutimetria (ou condutometria) é uma técnica que tem sido aplicada desde o
século XVIII para a classificagao de sélidos e fluidos em bons ou maus condutores. Isso
somente foi possivel com os estudos de Georg Simon Ohm acerca da proporcionalidade
que existe entre corrente e tensdao elétrica, e depois continuados por André Marie
Ampere. Para liquidos, a interpretagio molecular sobre as observagdes oriundas da
condutimetria surgiram apenas um século depois, com a hipdtese de Arrhenius sobre a
dissociacao ionica de sais. As primeiras aplica¢des da condutimetria para o estudo de
micelas data da década de 1940 (Ward, 1940). Essa técnica, diferente de SAXS e ITC, é
muito barata e extremamente sensivel, fornecendo tanto informacgdes estruturais quanto

termodinamicas (Galgano e El Seoud, 2010).
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Na Figura 2.16 estao mostrados os principais elementos envolvidos na técnica de
condutividade. Basicamente sao imersas duas placas na solucao, ligadas a um gerador de
tensao alternada. Medindo-se a tensdo U e a corrente elétrica i é possivel determinar a

resisténcia elétrica R e, indiretamente, a condutividade elétrica « .

Corrente elétrica

"/

\oltagem

e o°
- O

Figura 2.16: Esquema para a determinacao da condutividade elétrica de uma solucao iénica.

Define-se a resisténcia elétrica da solugao, R, pela 1% Lei de Ohm:
R=—. Eq. 2-30

Também pode-se definir a condutincia elétrica, K, como o inverso da resisténcia

elétrica,

1
K=—. Eq. 2-31
R q

Das caracteristicas geométricas do sistema esquematizado na Figura 2.16, isto é, area
das placas, a, e distancia de separagdo entre elas, d, podemos definir o parametro g

como
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g=—, Eq.2-32

que é chamada constante de célula. Como isso, pode-se definir a condutividade elétrica

especifica de uma solugdo, x, (que acaba sendo o inverso da resistividade elétrica, p) por

meio de:
k=K-g. Eq.2-33

A condutividade elétrica especifica possui unidade S-m™no SI, onde S=0"
significa siemens. Como a condutividade de solucdes de surfactantes é tipicamente baixa,

é conveniente usar a subunidade zS-cm™ =10"S-m™.

Outra grandeza igualmente usada em experimentos de condutivimetria é a

condutividade elétrica molar, ¥, dada por

K,

W= solugao — K.

solvente , Eq 2_34

c

onde C ¢ a concentragao da solugao.

w A

[a)]

<

a

.

% .JHH..AT/. \. @ Surfactante O- .._\_J/g\.‘ o

O /. ./f l\. O contra-ion @) ‘\Q‘%B/ °
K\.’/ .\\\ q\ ® Agua .H/‘.qo- \

[SURFACTANTE] >

a) b)

Figura 2.17: a) Perfil tipico de dados de condutividade. A mudanca do comportamento linear dos
dados reflete a passagem do surfactante em estado monomérico para o estado micelar. b) Surfactantes
idnicos, quando em solucio, dissociam-se dando origem ao ion e contra-ion. Os contra-ions se inserem no
meio micelar (coroa circular colorida), a chamada camada de Stern, ajudando na estabilizacao do
agregado formado. Adaptado de (Felippe, 2006).
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A Figura 2.17a mostra um perfil condutividade x [surfactante] tipico para sistemas
micelares compostos por surfactantes idnicos. No experimento de condutividade o
aumento da concentracao de surfactante em solucao causa o aumento linear da
condutividade, porque a quantidade de ions e contra-ions aumenta. Quando a
concentracao de surfactante atinge a CMC hd a formacao de micelas que, como discutido
em secgOes anteriores, possuem contra ions entre os mondmeros que ajudam na
estabilizacao elétrica do agregado (Figura 2.17b). A micela possui pouca carga elétrica, e
jd que a concentragao de ions e contra-ions livres em solug¢ao diminuiu por causa dela,
entao a taxa de aumento de condutividade também deve diminuir (Attwood e Florence,
1983; Evans e Wennerstrom, 1999). Isso explica a mudanca do regime linear mostrado na

Figura 2.17a.

Partindo do pressuposto de que solucdes de surfactante obedecem a lei de

Kohlrausch (Atkins e De Paula, 2008), entdao a condutividade especifica x pode ser

determinada a partir da condutividade idnica molar dos ions, ¥;, dada por
w,=12,-U,-F, Eq. 2-35

onde z é a carga do ion, U a sua mobilidade idnica? e F a constante de Faraday.
Considerando o caso do surfactante idnico abaixo da CMC, tem-se que o valor de x vem

das contribui¢des dos ions e contra ions, de maneira que
K= (‘//ion + ¥ contra ion) C= a, C, Eq 2-36

onde C é a concentracdo total de surfactantes, nesse caso na forma monomérica, e

A =W ion T ¥ eontraion © @ inclinagcdo da curva xxC abaixo da CMC. Uma vez que a micela

composta por surfactantes idnicos é parcialmente carregada, ¢ conveniente definir a

grandeza fracdo de carga micelar neutralizada, f ou, o que é similar, o grau de ionizagio

2 E a velocidade adquirida por uma espécie idnica na presenga de um campo elétrico, considerando-se

. s . - 2
também a viscosidade de meio em que ela se encontra. Possui unidade M /V -S.
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micelar, a =1- . Logo, a concentra¢ao de contra ions livres na solugdo, ¢ é dada

contra—ion 7

por

c =CMC-«c,, Eq. 2-37

contra—fon

onde C, =C-CMC ¢ a concentragdo de mondmeros na forma micelar. Considerando que

na solucao de surfactante nao exista qualquer eletrdlito adicional (por exemplo, NaCl),
entdo a condutividade elétrica do sistema acima da CMC pode ser considerada como
sendo formada por 3 partes: 1) ions e contra-ions livres em solugao; 2) ions e contra-ions
que formam a micela eletricamente neutra; 3) contra-ions em excesso na micela, que a

tornam parcialmente ionizada. Assim, a condutividade acima da CMC sera dada por
K= (l//ion W contra-ion )CMC TV contra-ion® Cm TV Cmict Eq 2-38

onde C,;. € a condutividade idnica da micela e C,;, a concentracao molar de micelas,

dada por C, = (C—CIVIC)/ N - E razoavel supor que a contribuicio da micela para a

condutividade seja a mesma que o dos ions que a formam, de modo que ¥, =aN ¥, .

Logo, a equacgao anterior se torna

K= (Wion + V/contra—l'on)CMC(l_ CZ) + (l//ion + ‘//contra—ion)a C= Ko + a, C, Eq 2-39
onde a, =aa € a inclinagao da curva xxC acima da CMC, enquanto &, é o coeficiente
linear. Portanto, podemos escrever que

o
a=—*, Eq. 2-40
o

conhecido como método de Frahm (Frahm, Diekmann e Haase, 1980) para a

determinacdo do grau de ionizacao « .

Considerando que as retas descritas por Eq. 2-36 e Eq. 2-39 se interceptem no valor

particular de concentracdo C*, teremos que
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Ky

Ko +a,C*=aC*=C*= Eq. 2-41

o, —a,

Lembrando que &, é, de acordo com Eq. 2-41, dado por &, =,CMC(1-a), tem-se

que a expressao anterior pode ser reescrita como

_ CMC(a, — o)

Cc* -
o Eq. 2-42
Ja que a, =y, vem finalmente que
C*=CMC, Eq. 2-43

ou seja, em um perfil tipico de condutividade, sobre o qual se tracam duas retas
representativas dos comportamentos lineares, entdo a intersecao delas ird fornecer o
valor da CMC, como ilustra a Figura 2.18b. Esse método é conhecido como método de

Williams (Williams, Phillips e Mysels, 1955).

CMC

CONDUTIVIDADE

[SURFACTANTE]

Figura 2.18: Exemplo de dados experimentais mostrando o perfil tipico dos dados de condutividade.
Método grafico usual empregado para a analise dos dados experimentais, o qual permite obter a CMCe o
grau de dissociacao ionica.

Esse método grafico funciona bem para casos onde a regiao de transi¢io de um
comportamento linear para outro, que contém a CMC, é bem definida. Contudo, existem

casos onde esse requisito ndo ¢ satisfeito. Como ¢ mostrado na Figura 2.19, existe a
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incerteza sobre quantos pontos experimentais usar para se tragar as duas retas e, como

consequéncia, a CMC é pouco confidvel.

CONDUTIVIDADE

[SURFACTANTE]

Figura 2.19: Representacao do problema do método grafico para analise dos dados de condutividade.
Quando a regiao de transicao nao é bem definida, existe grande dificuldade para se tracar as duas retas,
levando a um erro grande no valor da CMC.

Para resolver esse problema, alguns procedimentos foram criados baseados na
andlise da curva diferencial (primeira ou segunda ordem) versus a concentracdo de
surfactante, isso porque na curva diferencial as mudangas pequenas sdo mais visiveis.
Sugihara et al. trabalharam com a primeira derivada da condutividade especifica versus
a raiz quadrada da concentracao de surfactante (Sugihara et al., 1997). Ja Garcia-Mateos et
al. propuseram um método que trabalha com a segunda derivada da curva de
condutividade versus concentracao de surfactante, aproximando a forma da curva a
gaussianas (Garciamateos, Velazquez e Rodriguez, 1990). Pérez-Rodriguez et al. também
trabalham com derivadas de segunda ordem e gaussianas, porém usando métodos de
analise numérica diferentes (Perez-Rodriguez et al., 1998). Nesse trabalho sera usado a
abordagem proposta por Carpena et al (Carpena et al., 2002), a qual serd discutida em

maiores detalhes na secao 3.5.3.
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Capitulo 03

Materiais e Métodos




3 Materiais e Métodos

Nesse capitulo serdo fornecidas informagoes sobre os materiais que
foram utilizados na preparagio das amostras bem como o protocolo
para tal realizagdo. Para cada técnica usada neste trabalho também
serd feito um levantamento dos procedimentos experimentais,
fornecendo informagoes gerais sobre a forma de andlise dos dados,
aspecto que serda mais profundamente trabalhado no capitulo
concernente aos resultados e discussao.

3.1 Materiais e reagentes

Na Tabela 3.1 estao mostrados todos os surfactantes utilizados neste trabalho, assim
como o peso molecular e a CMC (obtida em 4gua), ambas as informagoes disponiveis no

site do fornecedor.

Tabela 3.1: Todos os surfactantes usados neste estudo e seus fornecedores.

Surfactante =~ Peso molecular [g/mol] CMC [mM] Fornecedor®
SDS 288,38 7 -10 (20-25°C) Sigma - Aldrich®
TTAB 336,39 4 -5 (20-25°C) Sigma - Aldrich®
SB310 307,49 25 - 40 (20-25°C) Sigma - Aldrich®

DM 482,56 1,6 - 1,8 (20-25°C) Anatrace®

Todos os surfactantes foram adquiridos em forma de pd, e ndo passaram por
processo de purificagdo adicional. Foi usado também um buffer Tris-EDTA, fornecido

pela Sigma-Aldrich®, de pH 8,0, contendo 5 mM de Tris-HCl e 1 mM de EDTA dissddico.

Shttp://www .sigmaaldrich.com/brazil.html;

http://www .affymetrix.com/estore/index.jsp; acessados pela tltima vem em 25/04/13.



3.2 Protocolos de preparacao das amostras

As amostras foram preparadas sempre seguindo o mesmo protocolo, a temperatura
ambiente (22°C) e dentro de tubos plasticos previamente esterilizados de capacidades 15

e 45 mL, este tltimo usado para a preparagao de solugdes estoque.

Para a preparacao de uma amostra primeiramente se pensava, para cada
experimento, na concentracio desejada ¢ (em MM =10"°2%) e no volume de amostra V
(em mL). Em seguida calculava-se qual a quantidade de surfactante M (em g) pela

seguinte expressao
m=10°-¢c-M -V, Eq. 3-1

que decorre da definicao de concentracio molar ou molaridade. Na formula, M é o peso

molecular, em —=. As massas de soluto e solvente foram determinadas usando uma

balanca analitica.

Para homogeneiza¢do passava-se as amostras por processos de agitacdo mecanica.
Este processo era finalizado quando se observava que a solugao ficava totalmente
transparente. Como efeito da agitacdo formava-se grande quantidade de espuma. A fim
de elimina-las, o tubo contendo a solugao era deixado em repouso por um dia antes do

uso.

As concentragoes tipicas da solugao estoque, para SDS, TTAB e DM foram em torno
de 100 mM, o que corresponde a pelo menos 10 vezes a CMC de cada um. O surfactante
SB310 possui uma CMC relativamente alta (veja Tabela 3.1), de modo que para ele foi
preparada uma solucao estoque de 450 mM, o que corresponde também a pelo menos 10

vezes a sua CMC .
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3.3 Experimentos de SAXS

3.3.1 Aparato experimental

Todos os experimentos de SAXS foram realizados no Laboratdrio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS)* na linha SAXS1. A vantagem na utilizagdo de luz sincroton se deve
ao alto fluxo de fotons que interagem com a amostra (~10'? fétons/segundo) quando
comparado com o de fontes convencionais como o Nanostar-Bruker (~10°
fétons/segundo), instalado no Laboratdrio de Cristalografia do IFUSP, reduzindo

consideravelmente o tempo de experimento.

Feixe de elétrons

Detector
Sistema em vacuo Caminho em vacuo

Monocromador

Feixe de raios X . - ~
l Sistema de colimagéo

Octopolo magnético Porta amostra

Beam stopper

Figura 3.1: Arranjo experimental utilizado para a técnica de SAXS. O feixe de elétrons, ao ter sua
trajetoria desviada por um octopolo magnético, emite radiacao (nesse caso, do comprimento de onda de
raios X) que ao passar por um monocromador e sistema de colimacao, incide na amostra. Extraido de
(Barbosa, 2008).

Na Figura 3.1 é mostrado um esquema simplificado da linha SAXS1 que foi usada
para o estudo estrutural proposto neste trabalho. A montagem experimental ¢é
basicamente composta de um feixe de elétrons que sofre um desvio de trajetoria causado
por um octopolo magnético. Isso gera radiacdo eletromagnética, cujo comprimento de
onda permite constatar que se trata majoritariamente de raios X. O feixe de raios X passa
entdo por um monocromador, responsavel por selecionar o comprimento de onda
desejado. Em seguida, um sistema de colimagao faz com que o feixe fique o mais

proximo de um feixe ponto (didmetro ~1 mm). Todo o caminho que o feixe de raios X faz

4 Proposta SAXS1-12386; projeto: “Estudo estrutural de complexos proteina - surfactantes” .
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encontra-se em vacuo, exceto o porta-amostra, constituido de laminas de mica prensadas
contra uma estrutura metalica, facilitando enormemente a troca de amostra bem como a

possibilidade de realizacao de experimentos que nao admitem vacuo.

Logo ap0s incidir na amostra o feixe é espalhado segundo um angulo 26 (veja Secao
2.4.1) e coletado em um detector 2D do tipo Pilatus®. Como grande parte do feixe direto é
transmitido sem espalhamento, usa-se um beam stopper para bloquea-lo antes de chegar
ao detector. Como resultado tem-se uma imagem 2D como mostrada na Figura 3.2. A
densidade maior de foétons em certas regides do que outras (padrao de espalhamento)

esta intimamente relacionada com as caracteristicas estruturais do sistema estudado.

L] 50 100 150 200 aso 300 350 400 450

0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450

Figura 3.2: Exemplo de difratograma obtido no LNLS. A imagem foi adquirida usando-se programa
FIT2D (disponivel em http://www.esrf.eu/computing/scientific/FIT2D/).

3.3.2 Aquisicao de dados

Para a coleta de dados foi necessario medir antes o espalhamento da agua, usada
para a calibracdo da intensidade em escala absoluta (isto é, a segao transversal de

espalhamento diferencial), ja que o espalhamento tedrico da agua, 1, ,, s6 depende de

5 http://Inls.cnpem.br/saxs/saxs-1/area-detectors/ - acessado em 25/04/13.
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suas propriedades intrinsecas, como mostrado pela expressao a seguir (Orthaber,

Bergmann e Glatter, 2000):
Lo =(0") ks T- 27, Eq. 3-2

onde p' ¢ a densidade de comprimento de espalhamento das moléculas de dgua (ver
Secao 3.3.5 para mais informagoes), k; -T a sua energia térmica na temperatura T e y; a

compressibilidade isotérmica na temperatura T. Para T =25"C, que foi a temperatura
durante todo o experimento, a intensidade de espalhamento tedrica da agua é

I,tj’:ga =0.0162 cm*(Oliveira, 2005). Também se mediu o espalhamento devido ao buffer (o

qual foi usado na preparagao das amostras) e a mica. Esse ultimo elemento servia de
janela para o recipiente que continha a amostra e pela qual o feixe também era
transmitido. Com isso, uma vez coletados os dados, subtrai-se do espalhamento da
amostra o espalhamento do buffer e da mica, além de outros fatores como ruido e
espalhamento parasita (devido a montagem do equipamento), resultando no
espalhamento apenas dos elementos de interesse, que nesse estudo sao as micelas

(Figura 3.3).

»
»
»

Elementos+solvente

N L Solvente+recipiente
*., +recipiente

INTENSIDADE
INTENSIDADE

______

»
»

Elementos

INTENSIDADE

b)

v

Figura 3.3: Ao final do tratamento dos dados obtém-se o espalhamento apenas dos elementos que
compoem sistema. Extraida de (Oliveira, 2005).
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Ap0s esse procedimento, os dados foram convertidos para a escala absoluta usando

teo rico

Iabsoluto (q) I (q) | expenmemal ’ Eq 3-3
H,0

| experimentl

onde 1(q) sdo os dados provenientes da aquisigao e ¢é o espalhamento da 4gua

medido na mesma temperatura que o valor calculado teoricamente pela Eq. 3-2. Vale
ressaltar que o processo de renormalizacdao para a escada absoluta deve ser feito de
forma correta, pois disso depende a posterior andlise dos dados e a confiabilidade dos

resultados.

Todo o procedimento de tratamento inicial dos dados foi feito por uma rotina
disponivel no LNLS. Ela faz o tratamento da imagem 2D descrita acima de forma

automatizada, resultando em uma figura 1D (gréfico 1(q) x q) (Figura 3.4a).

Para o tratamento restante utilizou-se o pacote de programas SUPERSAXS (Oliveira
e Pedersen, 2009). Um deles, o WCONYV, estima os erros nos dados experimentais, visto
que a rotina disponivel no LNLS nao faz isso. Apos o tratamento preliminar, os dados

estavam prontos para serem analisados.

3.3.3 Procedimento de analise dos dados

A andlise inicial corresponde ao procedimento de obtencdo da fungdo p(r) (ver
Secao 2.4.1) a fim de se obter informagdes no espago real dos componentes do sistema
estudado. Para tanto foi usado o programa WIFT (Oliveira et al., 2009), dentro do pacote
SUPERSAXS. O estudo prévio da fungao p(r) é importante porque fornece uma ideia
sobre a forma da particula, ajudando a decidir sobre o(s) modelo(s) a ser(em) testado(s)

posteriormente na etapa da modelagem do sistema.

Na Figura 3.4a esta mostrado um exemplo de uma curva de espalhamento para uma
particula do tipo core-shell, isto €, um nucleo e uma casca concéntricos, de contrastes

eletronicos Ap de sinais opostos (Figura 3.4c). Para qualquer particula desse tipo, ndo
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importando as dimensdes, a fungdo P(r) sera algo muito proximo da curva mostrada na

Figura 3.4b.

p(r)

\/ Ap>0

Armax r/r

INTENSIDADE

v
v

max

a) b) C)

Figura 3.4: A partir da curva de intensidade é possivel obter a funcao distribuicao pares de
distancias via a Transformada Inversa de Fourier. Acima esta mostrado uma particula do tipo core-shell,
na qual cada uma das partes possui um contraste eletronico diferente em relacao ao solvente. Extraido de
(Oliveira, 2011).

Modelos core-shell (abreviadamente, “modelos cs”) sao bastante usados para
descrever sistemas micelares. Isso porque em sistemas nao muito concentrados as
micelas assumem uma forma préxima da esférica, como mostra a Figura 3.5a, com
contrastes eletronicos da cabeca e da cauda Ap,, e Ap;, respectivamente, em relacao ao
solvente. Pode-se entdao modelar esse sistema como um core-shell, onde o core
corresponde ao conjunto das caudas e o shell ao conjunto das cabecas (Figura 3.5b). E
assumido que tanto o core quanto o shell tenham um contraste eletronico constante em

relacdo ao solvente.

Estudo Estrutural e Termodindmico de Sistemas Auto-Organizados: Micelas em Solugio



a) b)

Figura 3.5: a) Esquema de uma micela. b) Modelo esférico tipo core-shell usado para descrever uma
micela.

O fator de forma P(Q) (Segdo 2.4.1) para um core-shell pode ser escrito como

(Pedersen, 1997):
I:)core—shell (q) = (ApHVsheII Ashell + AIDTVcore Acore ) ? 4 Eq 3-4

onde Vg e V. sdo os volumes do shell e do core, respectivamente, enquanto Ay, e
A,. corresponde as amplitudes de espalhamento normalizadas do shell e do core,

respectivamente. Ja que as amplitudes gozam da propriedade de aditividade (Castelletto

e Hamley, 2002), entao

Aot = Ashell + A\:ore/ Eq 3-5

onde o indice “tot” indica “total”. Assim, Eq. 3-4 pode ser reescrita como

I:)core—shell (q) = [ApHVtot A(ot + (AIOT - ApH )Vcore An:ore]2 . Eq 3-6

Para um core-shell esférico (modelo cs-esfera) com raio total R, dando um volume

tot

total V., e um raio de core R__ com volume V__, o fator de forma fica

tot core core
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Eq.
3-7

Pcs—esfera (q) = [ApHVtot Aesfera (q Rtot) + (ApT - ApH )Vcore Aesfera (chore )]2 ’

onde A, (dR) é a amplitude de espalhamento de uma esfera, dada por (Rayleigh, 1910)

3[sin(gR) — gRcos(qR)]
(aR)’ '

A\esfera (qR) = Eq 3-8

Um core-shell elipsoidal de revolugao (modelo cs-elipsoide) é bem descrito quando se

conhece os raios total R, e de core R_,, e anisotropia ¢. Se ¢ <1, entdo o elipsoide ¢ dito

tot core
oblato. Se ¢ >1, o elipsoide é prolato. Se ¢ =1, entdo o elipsoide é na verdade uma esfera. O

fator de forma serd desse elipsoide de revolugao sera (Rogers e Young, 1984)

Eq.

%
Pcs—elipsoide (q) = J.[ApHvtot Aesfera (q rtot) + (ApT - AIDH )Vcore Aesfera (qrcore )]2 Sin § dé’ 3.9
0 -

onde f,, =R, (sin*&+ecos’ &)Y e 1, =R, (5iN° &+&° cos® &)Y, Nesse trabalho usou-se

a Eq. 3-9 em vez de Eq. 3-7 por ser mais geral e também porque é sabido que as micelas
dos surfactantes possuem anisotropia, mesmo que pequena. A expressao final que

expressa o espalhamento de apenas uma micela nos termos do modelo cs-elipsoide é
I (q) = Pcs—elipsoide (q) + back ’ Eq 3-10

onde back é um parametro de background, constante.

3.3.4 Imposicao de vinculos moleculares

A técnica de SAXS é dita uma técnica de baixa resolucado, pois o processo de obtencao
da curva unidimensional 1(q)xq a partir do espalhamento de estruturas tridimensionais
randomicamente orientadas no espaco é acompanhada de grande perda de informagao.
Deste modo, pode-se ter casos em que modelos diferentes acabam por ajustar da mesma
forma dados experimentais. No entanto, com a inclusao de vinculos moleculares, pode-se

obter modelos que condizem melhor com a realidade. De um modo geral, quanto maior
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a quantidade de informagdes disponiveis sobre o sistema estudado mais confiavel sera o

modelo escolhido para descrever os dados.

Considerando-se o modelo cs-elipsoide descrito anteriormente, o volume do core sera

dado por V ?. Entretanto, se a micela possui nimero de agregacio N, (veja

core

:%”chore
Se¢ao 2.2.3), entdao V,, =N,V;, onde V; é o volume da cauda de cada molécula do
surfactante usado. Assim, pode-se escrever que

N, Vv, )
Rcore = A;z'g . Eq 3-11
3

Da mesma forma é possivel escrever que

3
N +V
Rt = (—ag U +¥ )j . Eq.3-12

4
3 TE

Assumindo conhecidos os parametros V;, V,, Ap; e Ap,, entao o fator de forma

para uma micela no modelo cs-elipsoide serd, a partir da Eq. 3-9, dado por

3 ) Eq.
Pcs—elipsoide (q) = J.[ApH (VT +VH )Aesfera (q rtot) + (ApT - ApH ) N agVT Aesfera (q rcore )]2 sin § dg, 313
0 -
onde
13
N +V
Mo = [M] (sin? £+ &% cos® £)¥? Eq.3-14
3 TE s
1/3
hore =| — | (5in? & +6% cos? §)Y Eq. 3-15
%ﬂ'g s

Até agora foi considerado uma unica micela. Entretanto, a curva experimental de
SAXS fornecerd informagoes sobre o espalhamento de X micelas. Logo, a expressao final

de ajuste serd, de acordo com Eq. 3-10, dada por
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I (q) = Npcs—elipsoide (q) + baCk ’ Eq 3-16

O parametro N pode ser reescrito como

_ C—Cree
= N ,

ag

N Eq. 3-17

onde ¢ é a concentragao molar total de surfactantes, conhecida para cada amostra, e c,,

a concentragao molar de surfactantes livres (isto é, ndao compondo as micelas).

Considerando-se os vinculos moleculares, os parametros ajustaveis referentes a

estrutura da micela na Eq. 3-16 sdo apenas N, , ¢ e ¢, . SO foi possivel obter esse

conjunto pequeno de parametros porque, como comentado anteriormente, a intensidade
espalhada foi medida em escala absoluta e também porque se tinha informacgdoes
moleculares sobre cada surfactante usado, possibilitando a inclusdao desses vinculos.
Caso isso nao fosse satisfeito, a forma de modelagem seria diferente, diminuindo a
confiabilidade do modelo porque aumenta o nimero de conjuntos de valores dos
parametros que ajustam os dados, tenho em vista que a quantidade de vinculos entre os

parametros é diminuida.

O fator de estrutura foi desprezado para todos os surfactantes com excegao do SB310,
uma vez que a concentragao maxima usada foi muito pequena e, portanto, as interagoes
entre as micelas sao muito fracas. O caso do SB310 serd tratado particularmente no

capitulo de resultados e discussoes.

3.3.5 Determinacao dos parametros moleculares

O volume da cauda, V;, pode ser calculado para cada surfactante de acordo com a

presenca de compostos CHs e/ou CH:z na cauda de cada surfactante. Tomando o exemplo
do SDS, a cauda é CHs(CH2)1, isto €, ela é formada por uma unidade de CHs e por 11
unidades de CH>. Assim, sabendo que V, =271 A% e Ve, =935 A® (Chevalier e Zemb,
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1990), tem-se que o volume da cauda para o SDS é V; =1x53,5+11x 27,1, o que fornece

V; =3516 A*. A Tabela 3.2 contém as informacdes calculadas aproximadamente para

todos os surfactantes.

Tabela 3.2: Informacoes moleculares dos surfactantes utilizados neste trabalho.

VoA V(R V(A% Neoo New  pr@l/A%) py(el/A%)

SDS -—-(6)---- 351,6 60,53 97 59 0,276 0,975
TTAB 540,1 405,8 135,1 113 69 0,278 0,511
DM 691,0 351,6 339,4 81 181 0,230 0,533
SB310 468,2 2974 170,9 81 89 0,272 0,521

A partir do conhecimento do parametro V; e V,, (volume total do surfactante), o

volume da cabega, V,,, é obtido usando-se

vV, =V,

ot — V1, Eq. 3-18

H

onde V., é retirado da literatura para cada surfactante (Backlund et al., 1989; Sesta, 1989;

Dupuy, Auvray e Petipas, 1997; Giehm et al., 2010).

Os parametros Ap,, e Ap, podem ser determinados a partir da composi¢ao quimica
de cada surfactante e buffer. Para tanto sera necessaria a informacao sobre o numero de

elétrons da cauda e da cabeca (N, ; e N, ,;, respectivamente), que sio obtidos a partir

da composicao quimica de cada surfactante (Oliveira, 2005).

A densidade eletronica da cauda (p;) ou da cabeca ( p,, ) € dada pela razao entre a
soma do numero de elétrons dos elementos quimicos que compdem a cauda ou a cabega
do surfactante (N, ; ou N, , respectivamente) e o volume da cauda ou da cabeca (V;
ou V,,, respectivamente). Em termos gerais, a densidade eletronica, p,, para a espécie k,

sera

¢ Para o SDS foi achado o valor de V,,, de modo que ndo foi necessario V,, .
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Z N;
_ . Eq. 3-19
Pk v,

O conceito de densidade de comprimento de espalhamento ( p') é ainda mais usual,

2

. _2 . — /4 . /4
de unidade [p']=L", sendo a mais comum cm ™. Para a espécie k, essa grandeza ¢é

definida como

P = Eq. 3-20

onde f;, é o fator de espalhamento do i-ésimo dtomo que constitui a espécie k , dado por
fix = Niyx1r, Eq. 3-21

onde N;, é o nimero de elétrons do i-ésimo atomo que constitui a espécie k e r; é o raio

do elétron cléssico de Thomson, que vale 2,82x107** cm (Oliveira, 2011). Comparando as

equagoes Eq. 3-19 e Eq. 3-20, conclui-se que
P=pP XN Eq. 3-22

A tabela a seguir mostra alguns atomos que aparecem frequentemente na

composicao de surfactantes e buffers.

Tabela 3.3: Exemplos de atomos constituintes de surfactantes e buffers bem como informacoes sobre
eles.

Atomo H C o) N S Cl Br Na
Massa atdmica 1,0 120 160 140 320 355 799 230
N, 1 6 8 7 16 17 35 11
f (10™%cm) 2,82 1692 2256 19,74 4512 47,94 98,70 31,02

A definicao do contraste de espalhamento passa pela densidade eletronica do buffer.

Se ele consistisse apenas de agua, suposta tdao pura quanto possivel, a densidade
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eletronica desse meio seria p,, o =0,334 el /A®. Em termos de densidade de comprimento

de espalhamento, p',, ,=9,44x10™""cm™.

Conforme dito na Secao 3.1, o buffer que foi usado nesse trabalho consistiu de 10 mM
de Tris, 5 mM de HCl e 1 mM de EDTA. Para levar em consideragao a contribuigao dos
componentes que estao dissolvidos na dgua (ou, em geral, qualquer solvente), pode-se

usar (Oliveira, 2005)

Csolvente X Psolvente + z Ci X P

pbuffer = Csoh,eme + Zci 4 Eq 3-23

onde C; e p; correspondem, respectivamente, a concentracdo molar e densidade

(eletronica ou de comprimento de espalhamento) do i-ésimo componente. No nosso caso,

Peonente = Pr,0 € Conente = Cno = 55,6mol/mL. Fazendo o célculo usando as quantidades de
Tris, HCl e EDTA mencionadas acima, a diferenca entre pyq € Oy estd na quarta casa

decimal.

O contraste de densidade (eletronico ou de comprimento de espalhamento) entre o

meio e as particulas espalhadoras, Ap, que efetivamente estd relacionada ao

espalhamento pelo sistema, é dado por

Ap = P~ Psolvente - Eq 3-24

A Tabela 3.4 a seguir mostra todas as quantidades que foram calculadas a partir das

informacoes da Tabela 3.2 e Tabela 3.3.

Tabela 3.4: Contrastes de densidades eletronicas e de comprimento de espalhamento da cabeca e
das caudas para todos os surfactantes usados neste trabalho.

Ao @/A°)  Apy (el/A®)  ApT(0Mem”)  Ap', (107em”)

SDS -0,058 0,641 -0,778 2,749
TTAB -0,056 0,177 -0,785 1,440
DM -0,058 0,152 -0,778 1,371
SB310 -0,062 0,187 -0,768 1,469
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3.4 Experimentos de ITC

3.4.1 Aparato experimental

Os experimentos microcalorimétricos foram realizados utilizando o equipamento

VP-ITC, da Microcal (Figura 3.6), no IQUSP.

a) b)

Figura 3.6: a) Equipamento VP-ITC. b) Detalhe da seringa automatizada, na regiao central.

A célula de referéncia foi preenchida com dgua e a célula de amostra foi preenchida
com o buffer Tris-EDTA. Na seringa encontrava-se a solugao de surfactante concentrada,
correspondendo a pelo menos 10 vezes o CMC do surfactante usado. A temperatura de

realizacao dos experimentos foi sempre de 25 °C.

3.4.2 Aquisicao de dados

s

E interessante que a curva de ITC seja simétrica, o que corresponde a possuir o
mesmo numero de pontos antes e depois da CMC. Se a CMC nao for conhecida, entao
sera necessario realizar um experimento teste que varre um razoavelmente grande
intervalo de concentracao. Se nesse experimento for observada uma mudanga energética
significativa em alguma regiao, entao repete-se o experimento apenas nessa regiao. Isso

acontecerd até que a curva de titulacao seja satisfatéria. Admitindo-se que a CMC de
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cada surfactante seja conhecida, o planejamento do experimento é feito de maneira mais

simples. Seja ¢, a concentracao de solugao de surfactante na seringa e C; a concentragao

de surfactante na célula de amostra ao final do experimento. Uma escolha conveniente é

C; =2-CMC a fim de se obter o mesmo ntimero de inje¢des antes e depois da CMC.

Além disso pode-se considerar que o volume de surfactante na célula de amostra na n-

ésima inje¢ao ¢ dado por V, =n-v, onde N é o numero de inje¢des e V o volume de cada
injecao. O volume V, ¢ no maximo, da ordem de 300 uL, que é a capacidade

volumétrica da seringa. Portanto, para uma primeira estimativa, pode-se fazer

V

célula

+V, =V,

wua - €m que V. =1450 44 é o volume da célula de amostra. Para o

élula
experimento programado, o volume inicial a ser injetado serd, entao, V, =V, e volume

final na célula de amostra sera V; =V, +V, ®V 4. . Assim, pela lei de diluigao, tem-se

que
CoVp =C¢Vy, Eq. 3-25
a qual pode ser rescrita como

2-CMC -V,
n=-————clb

célula

Co v Eq. 3-26

Embora este trabalho tenha usado buffer que pode alterar a CMC, foi usado para a
estimativa de n os valores de CMC apresentados na Tabela 3.1, medidos usando-se
agua. No caso dos surfactantes SDS, TTAB e DM, a solugao colocada na seringa sempre

teve concentra¢ao c, =100 mM e, escolhendo-se v=6uL, a Eq. 3-26 forneceu a estimativa

de n=~40 injecdes. Para o surfactante SB310, que possui CMC mais elevada, a

concentragao foi ¢, =450 mMe, escolhendo-se novamente v=6ul, obteve-se n=x40
injegoes.
Para verificar a reprodutibilidade da técnica, os dados foram adquiridos em

duplicata, que se mostrou muito boa (Figura 3.7). O teste foi feito com diferencga

proposital tanto no nimero de inje¢des quanto no volume de cada uma.
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O intervalo de tempo entre uma inje¢do e outra foi de 5min, suficiente para garantir

que a curva de fluxo de calor x tempo voltasse para a linha de base, fazendo com que os
picos no fluxograma ficassem bem definidos, o que diminuiria o erro no valor da

entalpia molar final devido a integracao do fluxo de calor em relagdo ao tempo.

Além dos experimentos principais foram também realizados os experimentos
controle, nesse caso correspondendo a titulagao de buffer em buffer. Os calores de diluigao
provenientes desse processo foram posteriormente subtraidos dos experimentos de

interesse.

200 T T T T T
%) g
0 7? gy
(2 1001 djjém DGWUEDWWUW@WDDD:DDE\E |
@) =i
S £
: /é/ —®— 30 injegOes, 5 uL cada
8 0 e —0— 60 injecBes, 3 L cada
I (]
<
'1 00 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

[SDS] mM

Figura 3.7: Grafico do fluxo de calor em funcao da concentracio de SDS. Os pontos circulares e
quadrados se referem experimentos com diferentes condicoes que mostram boa reprodutibilidade dos
dados obtidos de ITC.

3.4.3 Analise de dados

ApOs a aquisicdao os dados nao sofreram tratamento adicional. A andlise foi, em um
primeiro momento, inteiramente grafica, usando o procedimento descrito na Sec¢ao 2.4.2
para a obtencao da CMC. Em seguida usou-se a Eq. 2-29 para o ajuste dos dados
experimentais. A partir disso foi possivel calcular a variagao da entalpia de micelizacao

AH . e da informacdo da composicdo do sistema na CMC (fragdes molares de

mic

surfactante nos estados monomérico e micelar) foi realizado o calculo da variagao da
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energia livre de Gibbs de micelizacdo 4G, tanto para surfactantes i6nicos (Eq. 2-5)

quanto para nao ionicos (Eq. 2-3) usando o modelo de separagao de fases.

Conhecendo-se AH ;. e AG, . € possivel se calcular a variagdo de entropia de

C

micelizacao, A4S, , a partir de

mic”/

AH . - AG
L — Eq. 3-27

ja que o processo termodinamico se da a temperatura constante.

3.5 Experimento de Condutividade

3.5.1 Aparato experimental

A Figura 3.8 mostra o equipamento usado para a realizacao dos experimentos de

condutividade, executados no laboratorio do Grupo de Fluidos Complexos do IFUSP.

O aparato € constituido de um béquer graduado contendo o buffer foi colocado sobre
a plataforma de um agitador magnético com aquecimento controlado. A massa de buffer

foi medida usando-se uma balanga analitica e seu valor M, era anotado. Todos os

experimentos foram realizados na temperatura de 25°C e a barra magnética, que estava
imersa no conteido do béquer e girando durante todo o procedimento, ajudava no
equilibrio térmico. No condutimetro ¢ ligada a ponta de prova, contendo os eletrodos, a
qual é colocada dentro do béquer a uma distancia segura da barra magnética girante a
fim de se evitar qualquer dano na ponta. A temperatura foi acompanhada com um

termOmetro digital acoplado ao proprio agitador magnético.

Antes de qualquer medida é necessdria a calibracao da ponta de prova. Para tanto

usava-se uma solugao 10 mM de cloreto de potassio (KCl) como padrao.

Na Tabela 3.5 estdio mostrados alguns valores de condutividade para a solugao

padrdo. O procedimento adotado consiste em se medir a temperatura da solucao padrao
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e em seguida colocar a ponta de prova submersa nela, ajustando-se o valor do
condutimetro para que seja o mesmo da Tabela 3.5 correspondente a temperatura
medida. Feito isso a ponta é lavada extensivamente com agua MiliQ. O procedimento de

calibracao foi repetido a cada novo experimento de condutividade.

Figura 3.8: a) Condutivimetro (a esquerda) e agitador magnético com aquecimento (a direita). b)
Detalhe da ponta do condutivimetro, composta por duas placas metalicas dispostas paralelamente uma a
outra. Na figura estdo destacados os parametros area (a) e distincia entre placas (d) usados para o
calculo da constante de célula (Eq. 2-32).

Assim que toda a montagem estava pronta e o buffer na temperatura desejada para o
experimento, iniciava-se a titulagao da solugao concentrada de surfactante com o uso de
uma micropipeta. Tal titulagdo ocorria pausadamente a fim de que o equilibrio térmico
fosse pouco perturbado. Pode-se garantir isso pois usou-se um volume inicial de buffer

grande (60 ML) comparado ao volume de cada inje¢do (200 4L ). Todos os experimentos

foram realizados em duplicata, o que mostrou reprodutibilidade dos dados (Figura 3.9).
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Tabela 3.5: Para a calibracao da ponta de prova do condutivimetro foi usado cloreto de potassio na
temperatura desejada.

Temperatura (°C) Condutividade do KCl
(uS/cm), solugao 10 mM
15 11414
16 1167.6
17 1193.8
18 1220.0
19 1246.8
20 1273.7
21 1300.6
22 1327.5
23 1354.5
24 1381.4
25 1408.3
26 1436.2
27 1464.1
28 1492.1
29 1520.0
30 1547.9
31 1575.9
32 1603.8
33 1631.7
34 1659.6
35 1687.6
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©
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Figura 3.9: Reprodutibilidade dos dados de condutividade. Os dois conjuntos de pontos usados como
exemplo apresentam comportamentos muito proximos.
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3.5.2 Aquisicao de dados

A leitura do condutimetro foi acompanhada e anotada em uma tabela, bem como o
numero da injecdo N e a temperatura de medicao. Pequenas variagdes nesta ultima
grandeza sdo previsiveis mesmo com todos os cuidados tomados, e influenciam no valor
da condutividade informado pelo equipamento. Portanto os valores foram corrigidos
usando-se a fun¢ao de compensacgao linear a seguir”:

Ky

Ky =—-—F _
e 1+ }/(T _Tref ) Eq 3-28

onde x; € a condutividade esperada na temperatura de referéncia T (temperatura
desejada), x; é a condutividade medida na temperatura T e ) € o coeficiente linear de
compensagao de temperatura que em geral assume o valor 7/:2%/ ‘C. Neste caso a

expressao para a compensacao de temperatura é

Ky

K . = 7
25¢ = 14.0,02(T — 25)

Eq. 3-29

para T dado em graus Celsius.

Para saber a concentragao C, de surfactante no béquer na n-ésima injecao, pode-se

usar a lei de dilui¢ao dada pela Eq. 3-25:

C, = , Eq. 3-30

onde V, é o volume de solugao de surfactante na concentragdo C, > C, na n-ésima injecao.
Se v é o volume médio de solugao de surfactante injetado em cada etapa, entdao

V, =V, +n-V. Logo a expressao anterior pode ser reescrita como

v Eq. 3-31

7 Conductivity: Theory and Practice. Manual printed by Radiometer Analytical SAS, France, 2004.

Estudo Estrutural e Termodindmico de Sistemas Auto-Organizados: Micelas em Solugio



Admitindo-se que a densidade volumétrica p, do conteudo do béquer se altera
pouco com a adicdo da solugido de surfactante, V, =M,/ p, e V=m/p, . Portanto, da Eq.

3-31, vem que

Cp v ————. Eq. 3-32

A massa média m de solugao de surfactante correspondente a uma injecao pode ser
facilmente encontrada a partir de um experimento de pipetagem do buffer em um béquer

que se encontra sobre uma balanga analitica.

3.5.3 Analise de dados

Para se contornar o problema mostrado na Figura 2.19, neste trabalho faz-se uso da
metodologia proposta por Carpena (Carpena et al., 2002), que consiste em admitir que a
primeira derivada do perfil tipico dos dados de condutividade (Figura 3.10a) segue um

comportamento bem descrito por uma funcao de Boltzman sigmoidal, dada por

_A-A
FO)=——5- Eq. 3-33
1+e

Partindo desse pressuposto, os dados de condutividade serdao entao bem descritos

pela funcao integral, F(x), dada por

X—Xg

l+re &
F(X)=F, + AXx+ (A —A)In| ——— 1. Eq. 3-34

1+e

A Figura 3.10b mostra ambas as func¢des f(x)e F(x) e a interpretacao grafica de
cada um dos parametros. A e A, representam as inclinag¢des iniciais e finais da curva de

condutividade ou, o que é equivalente, aos regimes assintoticos da curva primeira

derivada. A grandeza Ax representa a largura de transicao e x, o ponto de inflexdo da
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curva derivada primeira ou, o que é equivalente, ao ponto onde ocorre a mudanca do

comportamento linear que correspondera ao valor do CMC.

A 4

F(X), f(x)

CONDUTIVIDADE

% .--e-- Dado experimental

¢ e ~*®-  Primeira derivada

Xo

L %0, ;...,,u:. o__eee
,‘0 (3 () o 8 } \Al

[SURFACTANTE] X

v

a) b)

Figura 3.10: a) Pontos experimentais e primeira derivada numérica dos pontos. b) Funcao sigmoidal
de Boltzman (curva azul) e a funcao integral dela (curva vermelha).

No trabalho de Carpena, ambas as expressoes Eq. 2-27 e Eq. 2-28 sao utilizadas para
ajustar a primeira derivada e curva experimental, respectivamente, sendo que a variacao
encontrada nos valores assumidos pelos parametros de ajuste é pequena. Neste trabalho
optou-se por usar apenas a Eq. 3-34 para o ajuste dos dados de condutividade, e a partir
dele serao extraidos valores que serdo usados para encontrar a CMC e o grau de

ionizacao (Eq. 2-40).
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Capitulo 04

Resultados e Discussao




4 Resultados e Discussao

Nesse capitulo serdo apresentados os resultados obtidos da
aplicagdo de cada técnica (SAXS, Condutivimetria e ITC) para
0s sistemas micelares (SDS, TTAB, SB310, DM) tratados neste
trabalho. Para organizagdo, optou-se por dividir esta parte em
dois momentos: no primeiro serd feita uma andlise dos dados
para cada técnica; no segundo momento serd feita a correlagio
entre os dados das trés técnicas.

4.1 ITC

4.1.1 Resultados

Nesta secao serdo apresentados os resultados de ITC para os surfactantes utilizados
neste estudo. As figuras a seguir (Figura 4.1 a Figura 4.4) foram organizadas em quatro
momentos: a) estd mostrado o fluxograma, que corresponde ao dado bruto de ITC, como
discutido na Sec¢do 2.4.2; em b) estd o respectivo entalpograma acrescido do ajuste dos
dados usando a Eq. 2-29; em c) a primeira derivada (em relacdo a concentracdao de
surfactante) da variacdo de entalpia molar, objetivando a determinacao grafica do CMC
de cada surfactante na temperatura trabalhada (25 °C); na parte d) estd mostrado o
exemplo da curva experimental obtida em trabalhos presentes na literatura, a fim de se

investigar a proximidade entre eles e os perfis obtidos neste trabalho.
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Figura 4.1: a) Fluxograma para a amostra de SDS 100 mM titulada em buffer. b) Entalpograma. c)
Primeira derivada do entalpograma em relacdo a concentracao. A seta indica o CMC, que nesse caso foi

5,44 mM. d) Perfil obtido na literatura (Chatterjee ef al., 2001).
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Primeira derivada do entalpograma em relacdo a concentracao. A seta indica o CMC, que nesse caso foi
1,92 mM. d) Perfil obtido na literatura (Tsamaloukas, Beck e Heerklotz, 2009).
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Primeira derivada do entalpograma em relacdo a concentracao. As setas indicam as possiveis posicoes do
CMC. d) Perfil obtido na literatura (Antonio, 2011).
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A Tabela 4.1 mostra os pardmetros 8, =AH . e a8, =CMC usados nos ajustes, além

do valor de CMC encontrado graficamente.

Tabela 4.1: Parametros obtidos no ajuste dos dados experimentais e CMC obtido graficamente.

R Surfactante
Parametro
SDS TTAB DM SB310
a, =AH ,, [cal/mol] -35(6) -1017(115) 687(23) 1531(66)
a, =CMC [mM] 5,43(7) 1,7(3) 1,87(2) 28,8(2)
CMC [mM] 5,44 1,08 1,92 0

Apesar das diferencas de concentragoes, buffers e temperatura usados, as curvas de
ITC obtidas neste trabalho possuem perfis parecidos com aqueles presentes na literatura
e mostrados na Figura 4.1d, Figura 4.2d, Figura 4.3d e Figura 4.4d, porém os valores de

AH observados sao diferentes.

Os valores de CMC obtidos pelo ajuste e pelo método grafico (ver Secao 2.4.2)
apresentados na Tabela 4.1 concordam bem entre eles. Para as andlises e comparagoes
posteriores sera usado, entretanto, apenas o valor de CMC oriundo do ajuste, pois para o
caso do surfactante SB310 existem dois picos no grafico da primeira derivada da entalpia
em func¢ao da concentracgao (Figura 4.4c) fazendo com que a determinacao do CMC por

este método nao seja objetiva (Antonio, 2011).

A fim de se obter AH ., foi usada a Eq. 2-28, e na Tabela 4.2 constam as informagoes

mic 7

utilizadas no processo de corregao.

Tabela 4.2: Parametros usados para a correcao de 4Hovs.

Surfactante Co [mM] CMC [mM] ¢€,/(c,—CMC) AH . [k]/mol]
SDS 100 5,43 1,06 -0,15(3)
TTAB 100 1,7 1,02 4,3(5)
DM 100 1,87 1,02 2,93(10)
SB310 450 28,8 1,07 6,8(3)
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A fim de se comparar os valores de AH ;. obtidos neste trabalho com aqueles da

C
literatura, a unidade de entalpia molar sera alterada para a do Sistema Internacional

(J/mol).

4.1.2 Discussao

A Tabela 4.3 retine informagoes dos valores de CMC e variagoes de entalpia obtidos
neste trabalho bem como valores disponiveis na literatura. A determinagdo do CMC no

presente estudo foi pelo ajuste dos entalpogramas, que foram muito bons.

Comparando os valores de CMC deste trabalho com os da literatura, é possivel
concluir que existe uma diferenga significativa, exceto para o surfactante ndo-idnico DM.
E razoavel assumir que a diferenca encontrada entre os valores possa estar relacionada
com o uso do buffer, pois os valores encontrados na literatura usam agua e, como
discutido na Segao 2.2.1, a adigao de eletrdlitos no solvente tem influéncia significativa na

CMC (Elworthy, Florence e Macfarlane, 1968; Attwood e Florence, 1983).

Tabela 4.3: Comparacao entre valores de CMC e AHmic obtidos neste trabalho usando buffer com os
da literatura usando dgua.

CMC [mM]a 25°C AH .. [kJ/mol] a 25 °C
Este trabalho Literatura Este trabalho Literatura
SDS 5,43(7) 7,7010; 8,211 -0,15(3) -0,811; -1,721
TTAB 1,7(3) 3,512 -4,3(5) -7,9(4)2; -4,916
DM 1,87(2) 2,118 2,93(10) 8,9(8)'4; 4,91
SB310 28,8(2) 34,51 6,8(3) 6,515

10(Chatterjee et al., 2001), ''(Seng et al., 2000), 2(Wang et al., 1997), 3(Tsamaloukas, Beck e Heerklotz,
2009), “(Capalbi, Gente e La Mesa, 2004), *(Antonio, 2011), ¢(Perger e Bester-Rogac, 2007)

Observou-se uma pequena mudanga para os valores de CMC do surfactante DM.

Isso se deve ao fato de que eletrdlitos usuais (LiCl, NaCl, NaBr, etc) tém pouca influéncia
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sobre essa classe de surfactante (Zhang, Somasundaran e Maltesh, 1996), fazendo a CMC

variar entre 15% e 20% do valor que seria obtido sem a adigao de eletrdlitos.

Comparando as entalpias de micelizagao, 4H ., deste trabalho com a literatura,

mic 7
conclui-se que elas também sao diferentes. Contudo, é dificil avaliar se a diferenga ¢é
muito significativa uma vez que existe disparidade entre os valores da literatura. Para
valores oriundos da aplicagdo de métodos microcalorimétricos, a diferenca entre eles
vem da aplicagao ou do método grafico descrito na Segao 2.4.2 ou do método de van't
Hoff, este ultimo levando em conta a dependéncia do CMC com a temperatura
(Chatterjee et al., 2001). Como mencionado anteriormente a CMC deve ter sido alterada
devido ao buffer; consequentemente a entalpia micelar foi alterada também porque ha

dependéncia entre essas duas grandezas (Elworthy, Florence e Macfarlane, 1968;

Attwood e Florence, 1983; Moroi, 1992).

Na Figura 4.1b, Figura 4.2b, Figura 4.3b, Figura 4.4b, onde sdo apresentados os
entalpogramas para cada surfactante, ¢ possivel notar que para os nao-idnicos DM e

SB310 os valores de variagao de entalpia observados sao negativos, isto ¢, AH <0. Isso

significa que na etapa anterior de tratamento dos dados, o fluxograma apresentava
valores de fluxo negativos, isto é, abaixo da linha de base, indicando que o processo de
demicelizagdao e micelizagdo para esses surfactantes na temperatura estudada (25°C)
liberou calor, ou seja, foi um processo exotérmico. Ja para os surfactantes idnicos SDS e

TTAB, ocorre o contrario. De acordo com os entalpogramas observa-se AH >0, o que

indica um processo global que absorve calor, ou seja, um processo endotérmico.

Em uma reacdo quimica endotérmica, os produtos possuem mais energia que os
reagentes, de modo que a variacao de entalpia da reacdo é positiva. Se for exotérmica, a
variacdo € negativa. Em se tratando de sistemas de surfactantes, nao ocorre a reagao
quimica, apenas uma organizagao espontinea das moléculas. Contudo, a interpretagdo
acerca da variacao da entalpia, antes e depois da CMC (nesse caso, a CMC sendo um
parametro de diferenciagao entre os “produtos” = mondmeros e “reagentes” = micelas)

passa por uma consideragao parecida. Assim, olhando o perfil dos entalpogramas (a
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forma de S ou Z, dependendo do caso), é possivel ja saber se a variacao da entalpia de

micelizagdo é positiva ou negativa. Para os ndo-ionicos SB310 e DM tem-se AH_ ;. >0

(endotérmico) enquanto para os idnicos SDS e TTAB tem-se AH,,. <0 (exotérmico).

Ambas interagdoes de origem hidrofdbica e eletrostatica contribuem para AH_,

(Shimizu, Pires e El Seoud, 2004). Sobre o primeiro aspecto, tem-se a passagem dos
monomeros da solugao para a micela. Pensando apenas nas caudas dos mondmeros, que
sdo apolares, essa passagem ¢ mais favoravel energeticamente, de modo que ¢ esperada
ser exotérmica (Shimizu, Pires e El Seoud, 2004). Pensando agora na cabega polar, a
passagem dos monOmeros da solugdo para a micela envolve também a estabilizagao
elétrica do agregado. Os monomeros irdo se repelir uns aos outros (tendéncia de liberar
energia e, portanto, € exotérmico) e ao mesmo tempo atrairem os contra-ions (tendéncia
de acumular energia e, portanto, endotérmico). Visto que o agregado i6nico possui uma
carga nao neutralizada, o carater repulsivo se sobressai em rela¢ao ao carater atrativo, de
maneira que a contribuicao elétrica para a entalpia € esperada ser exotérmica. Este
comportamento foi observado para os surfactantes ionicos SDS e TTAB. Os nao-iénicos
SB310 e DM apresentam valores de variagdo de entalpia positivos (endotérmicos) o que
indica ligagoes de hidrogénio sao mais intensas entre os mondmeros e as moléculas de

dgua para a temperatura estudada (Antonio, 2011).

4.2 SAXS

Uma curva de ITC fornece informagoes sobre mudancas energéticas que acontecem
no sistema estudado. Portanto, dispondo-se de um entalpograma, pode-se escolher um
intervalo de concentragdo em que as mudangas energéticas de interesse ocorrem e, com

isso, preparar amostras para realizar o estudo estrutural.

Neste trabalho optou-se por varrer toda a regiao de concentracao do entalpograma
de cada surfactante. Na Figura 4.5 as concentrac¢oes escolhidas estao indicadas por uma

barra vertical, associada também a um niimero que corresponde a ordem da inje¢ao no
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experimento de ITC. Assim, por exemplo, o nimero 17 faz referéncia a 17? injecao.

Usando Eq. 3-31, pode-se descobrir a exata concentragao de surfactante na célula de

amostra nesta inje¢ao e, com isso, preparar uma amostra similar em um tubo a parte. Na

Tabela 4.4 estao listadas todas as injecoes mostradas na Figura 4.5 bem como a

concentracao de surfactante correspondente.

Tabela 4.4: Injecoes escolhidas do experimento de ITC e a correspondente concentracao de

surfactante.
TTAB SB310
Injecao  C[mM] Injecao C[mM] Injecaio C[mM] Injecao C[mM]
3 0,9 2 0,9 2 0,8 3 1,5
6 2,1 4 1,6 5 1,2 12 4,7
10 3,9 6 2,4 7 2,7 18 34
13 51 10 3,8 10 3,8 23 43,4
17 6,5 14 5,5 20 7,4 32 58,9
21 7,9 21 7,8 31 11,2 41 75,9
25 9,2 31 11,1 41 14,4
30 10,9 41 14,3
33 12 50 16,8
36 12,7
41 14,4
50 17
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Figura 4.5: Para o entalpograma de cada surfactante foram escolhidas concentracoes indicadas por
meio de barras verticais, em relaciao as quais foram realizados experimentos de SAXS.

4.2.1 Resultados

Nesta secao serao apresentados os resultados do estudo estrutural para os
surfactantes estudados neste trabalho. Para cada surfactante foram preparadas amostras
em nas concentragoes indicadas na Tabela 4.4. Nas figuras Figura 4.6 a Figura 4.9 sao

apresentadas as curvas de intensidade espalhada 1(q) em fungao do vetor de
espalhamento ( para cada surfactante, obtidas a partir do processo de tratamento

descrito na Secao 3.3.2.

Para cada curva foi feita uma andlise inicial dos dados obtidos. O primeiro passo foi

realizar o ajuste dos dados que pela Transformada Inversa de Fourier, a partir da qual
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pode-se determinar a func¢ao de distribuicao de pares de distancia, p(r) (Secao 3.3.3). Os

pontos que se encontram no inicio de cada curva apresentaram uma disposi¢ao linear
com um alto coeficiente angular. Isso indica a presenga de compostos muito grandes,
provavelmente frutos de uma nao dissolugao total do soluto (surfactantes em pd) no

solvente. Portanto, esses pontos, que estao no intervalo ¢<0,03 A‘l, nao foram

considerados no ajuste para a determinacao da fungao p(r).

As curvas p(r) fornecem informagdes no espago real, e viabilizam, entre outros
parametros, a determinac¢ao do didmetro méaximo das micelas. A partir da Figura 4.6b,
Figura 4.7b,

Figura 4.8b e Figura 4.9b, observou-se o valor da abscissa onde a p(r) - 0 e neste
ponto pode-se determinar I ., como representado na Figura 3.4b. Os valores de

diametro maximo variam em torno de 50 2 80 A dependendo da composicio da micela.

Na Figura 4.10 e Figura 4.11 sao apresentados os dados ajustados usando a Eq. 3-10.

e 1=33C=12mM
T ~0-0-0-0- 0

g 1=25C=9.2mM

"-t::.".

1=21 C=7.9mM
‘i;::::::

I(q) [u. arb.]

[=17 C=6.5mM

VA

1=13 C=5.1mM
®~-0-0-0-6- ¢

Figura 4.6: a) Curvas de intensidade para cada concentracido escolhidas para o surfactante SDS. b)
Curvas p(r).
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Figura 4.7: a) Curvas de intensidade para cada concentracdo escolhidas para o surfactante TTAB. b)
Curvas p(r).
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q[A"] A

Figura 4.8: a) Curvas de intensidade para cada concentracao escolhidas para o surfactante DM. b)
Curvas p(r).
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Figura 4.9: a) Curvas de intensidade para cada concentracdo escolhidas para o surfactante SB310.
b) Curvas p(r).

Convém ressaltar que foi usado o mesmo modelo cs-elipsoide de revolugdo para as
micelas dos quatro tipos de surfactantes estudados neste trabalho, além da imposicao de
vinculos moleculares (Secao 3.3.4), pois pode-se utilizar ao mesmo tempo o fato dos
dados experimentais estarem em escala absoluta. Além disso, para o ajuste dos dados de
SDS, TTAB e DM, foi usado apenas o fator de forma dado pela Eq. 3-9, pois a
concentracdo usada € muito pequena, fazendo com que a interagdo entre as micelas
(expressa pelo fator de estrutura) seja fraca e, portanto, desprezivel. Porém, para as
curvas de SB310, o fator de estrutura foi levado em conta ja que se tratam de

concentracoes maiores.

Pelo mesmo motivo comentado anteriormente, alguns pontos do comego de cada

curva foram desprezados para se realizar o ajuste.

Os ajustes feitos para as curvas de SDS, TTAB e DM reproduzem muito bem o

comportamento das curvas experimentais em todo intervalo de  estudado. Para o
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ajuste das curvas experimentais do surfactante SB310 foi usado um fator de estrutura
leva em conta a contribuicao de grandes agregados (Sorensen e Wang, 1999) pois a
concentragao desse tipo de surfactante nas amostras é elevada porque a CMC dele é
elevada. Este procedimento permitiu ajustar de forma razoavel a curva na regides de
baixo angulo e intermedidria. Contudo, a regiao de alto angulo nao foi ajustada bem,
mesmo com um modelo que ja tinha sido aplicado de forma bem sucedida para
sulfobetainas de comprimentos de cauda maiores que a SB310 (D'andrea et al., 2011),
indicando que esse tipo de surfactante deva ser melhor estudado, ja que existem poucos

trabalhos que o incluem.

1=33 C=12mM

BB~ B0 O

[=25 C=9.2mM

I(q) [u. arb.]

Figura 4.10: Ajuste dos dados experimentais para o surfactante SDS (a) e TTAB (b).
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Figura 4.11: Ajuste dos dados experimentais para o surfactante DM (a) e SB310 (b).
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Tabela 4.5: Valores do parametros de ajuste das curvas experimentais.

03 04 00 01 024 03 04
qA|

Injecdo c[mM] N o ¢ Ciree (MM]
13 5,1 66,0(5) 1,28(17) 4,0(7)
17 6,5 66,0(5) 1,49(15) 5,0(2)
21 7,9 65,9(3) 1,28(19) 4,0(3)
25 9,2 65,8(9) 1,3(2) 4,0(5)
SDS 30 10,9 65,0(3) 1,36(12) 5,5(6)
33 12 66,0(8) 1,30(17) 6,0(4)
36 12,7 62,1(4) 1,3(5) 5,0(6)
41 14,4 63,8(2) 1,20(5) 5,0(4)
50 17 64,5(6) 1,19(17) 5,5(2)
14 5,5 45,1(9) 0,46(5) 1,74(1)
21 7,8 44,8(3) 0,45(2) 1,64(1)
TTAB 31 11,1 45,0(3) 0,43(3) 1,73(3)
41 14,3 45,0(7) 0,43(2) 1,64(1)
50 16,8 45,0(8) 0,44(9) 1,65(1)
7 2,7 72,3(9) 1,48(18) 1,5(2)
DM 10 3,8 72,0(3) 1,46(14) 1,0(2)
20 7,4 63,8(7) 1,53(11) 1,51(19)
31 11,2 65,1(4) 1,42(6) 1,6(2)
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41 14,4 65,1(6) 1,40(4) 1,5(2)
18 34 41,0(3) 1,3(2) 32,2(4)
SB310 23 434 40,0(4) 1,4(4) 35,02)
32 58,9 45,1(5) 1,2(2) 35,1(6)
41 75,9 40,2(7) 1,4(3) 32,0(8)

Os ajustes das curvas experimentais fornecem parametros como numero de

agregacao (N ), anisotropia ( ¢ ) e a concentragdo de monomeros livres (Cy,, ). Os valores

obtidos para todos os ajustes sao apresentados na Tabela 4.5. Por conveniéncia, estao
mostrados os valores dos parametros apenas para as amostras cuja concentragao molar

de surfactante esta acima da sua CMC indicada na Tabela 4.3.

4.2.2 Discussao

Foram selecionadas amostras com concentracao pré-determinada onde observou-se
utilizando a técnica de ITC mudangas energéticas significativas. Uma primeira andlise
permitiu observar o comportamento da funcao p(r), onde observou-se para todos os
surfactantes que as curvas apresentam um mesmo comportamento. Como mostrado na
Secgao 3.3.3, tal comportamento indica que todas elas se tratam de micelas do tipo core-
shell. Comparando as curvas para cada surfactante, observa-se que os perfis da p(r)
mudam com a concentragao. Precisamente, as “cristas” (parte positiva) e “vales” (parte
negativa) ficam mais acentuados a medida que se aumenta a concentragao. Isso acontece
porque sendo a fungao p(r) um histograma de distancias, se o nimero de micelas
aumenta com o aumento da concentracao, entao a frequéncia de ocorréncia de uma mesma
distancia também aumentard. Mesmo assim, a forma da curva se mantém praticamente a
mesma em toda a extensao de concentracao estudada, indicando que a forma das

particulas também se mantém a mesma.

Na Figura 4.12 estao mostradas curvas p(r), uma para cada surfactante, relacionadas
a uma concentragao proxima de ~14 mM (exceto para SB310, cuja concentracdo molar

estd acima desse valor). As curvas foram multiplicadas por um fator constante a fim de
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que todas ficassem com a mesma altura. Da comparagado entre elas é possivel perceber o
perfil é semelhante ao de uma particula do tipo core-shell (Secao 3.3.3) porém as
dimensdes sao diferentes para cada surfactante. Essas diferencas sdao atribuidas ao

contraste eletronico, ao tamanho do core, ao tamanho do shell e a anisotropia da micela.

—
P _
[ -
® /—\%&‘
= ]
|
—~
| -
o —— DM - 14.4 mM
——SB310-34mM -
. SDS - 14.4 mM

—— TTAB-14.3 mM |

o 15 30 45 60
r [A]

Figura 4.12: Comparacao da forma da curva p(r) para cada surfactante.

Para cada perfil de p(r) de cada surfactante foram encontrados os valores de T,

max”/
que sao apresentados na Figura 4.13. Ajustou-se, para cada conjunto de valores de r,,,
uma funcdo constante, representada pelas linhas trecejadas, e isso forneceu para cada

surfactante um valor médio de r,,, (Tabela 4.6). E interessante observar que os valores

de r,,, sao menores para o surfactante SB310 do que para o surfactante DM, mesmo que

o volume total deste ultimo (volume da cabega polar + volume da cauda apolar) seja
maior que o do primeiro, de acordo com a Tabela 4.6. Da mesma forma, apesar do
surfactante TTAB possuir maior volume total do que o surfactante SDS, os valores de

l.s SA0 proximos para os dois. As diferencas e proximidades encontradas se devem ao
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fato de que o equilibrio termodinamico para cada surfactante é diferente, favorecendo
um tamanho e forma para a micela. O efeito do buffer sobre este equilibrio
termodindmico pode ser um fator importante para o entendimento dos resultados
obtidos, porém pode nao ser o tnico fator. A dimensao da micela esta correlacionada nao
apenas com o volume da cabeca e cauda, mas também com o niimero de agregacao e a
anisotropia (Eq. 3-11 e Eq. 3-12), de maneira que a analise sobre o comportamento desse

parametro nao é trivial.

75 - o SDS
Jf 73] Hﬁ | o TTAB
Y

70{ 4 701 & SB310

| A B
|y oo | b

; s gl
— _#_#_ _# \# o 60() 10 20 |
=

c [mM]

Figura 4.13: Valores de r.. para cada surfactante obtidos da curva p(r). Para melhor visualizacao
estao mostrados no canto superior direito os valores de r... no intervalo de concentracao de 0 a 20 mM.

Tabela 4.6: Volumes da cauda e da cabeca e valores de r.. para cada surfactante.

v, [A%] vV, [A%] Fad Al

SDS 351,6 60,53 67,6(5)
TTAB 405,8 135,1 68,2(5)
DM 351,6 339,4 64,0(5)
SB310 297,4 170,9 56,3(5)
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Em relagao aos ajustes com o modelo cs-elispsoide, houve uma boa concordancia do
comportamento previsto com os dados experimentais. E interessante destacar que foi
usado o mesmo modelo de fator de forma para todos os quatro surfactantes, com
imposicao de vinculos moleculares (Se¢ao 3.3.4). Somente para o surfactante SB310 foi
usado um fator de estrutura que leva em conta as interagoes inter-micelares que surgem

devido a alta concentragao usada na preparacao das amostras. Os tinicos parametros de

ajuste foram N, , & e c,,,, aumentando a confiabilidade dos resultados.

80 T T T T T T T IAA&I 'I T T " T D SDS
70{ ~
AN Dooo gl A g ° TTAB
60- . ~ DM
o SB310
240
O 50
60 - Oo O O of]
® 40 ,
Z 0 6 12 18
00 000 <
40 ° 0 o

0 10 20 30 40 50 60 70 80
c [mM]

Figura 4.14: Valores de numero de agregaciao obtidos nos ajustes para cada surfactante em funcao
da concentracao. Para melhor visualizacao estao mostrados no canto superior direito os valores de N.,
compreendidos no intervalo de concentracoes de 0 a 20 mM.

Na Figura 4.14 esta representado o comportamento do parametro N, em fungao da

concentragao (¢) dos surfactantes usados. Como discutido na Segao 2.2.3, esse parametro
fornece uma informac¢ao média sobre as micelas em solucao. Logo, ja seria esperado uma
flutuagao desse valor, como observado na Figura 4.14. O valor médio pode ser calculado
realizando um ajuste linear dos dados experimentais, e os valores obtidos sao

apresentados na Tabela 4.7 .
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Na Figura 4.15 estd mostrado o comportamento dos valores da concentragao de

monomeros livres em solugdo (c,.) em fun¢do da concentracao das amostras. Esse

parametro fornece uma aproximagao para o valor de CMC (Andersen et al., 2009). No
grafico o valor obtido de CMC encontrado pela técnica de ITC esta indicado pela reta
tracejada, que respeita o codigo de cores para cada surfactante. E interessante perceber
que os valores desse parametro, oriundos do ajuste das curvas experimentais para cada
um dos surfactantes, foram obtidos de forma totalmente independente das informagoes
reveladas pelas outras técnicas e estdo muito proximos daquele encontrado com a técnica
de ITC e Condutimetria. Isso mostrando que o modelo cs-elipsoide € auto consistente

com uma informacgao que ja se tinha sobre o sistema.

40 T T T T T T T T T T T T i T j O SDS
o o 288 |0 TTAB
o o |4 DM
304 _ _ . ___________1¢ SB310
9 : ,
% 20 6. . 543 | 1
— '""D"'él'ﬂg'Eu'{]'
SR
O 10 |
'AATD'ZD"@"Z!'O'
Eﬂmdemm 0 | | 1,7 | -
0 %%ﬂmlo 6 12 18

0 10 20 30 40 50 60 70 80
c [mM

Figura 4.15: Valores de concentracio de monomeros (“free”’) obtidos dos ajustes. Para cada
conjunto de dados esta indicado o valor de CMC encontrado nos experimentos de ITC. Para melhor
visualizacdo estao mostrados, no detalhe, os valores de c¢.. compreendidos no intervalo de concentracoes
de 0 a 18 mM.

O comportamento do parametro de anisotropia em fungao da concentragao dos
surfactantes estd mostrado na Figura 4.16. Para cada conjunto de dados nao existe

duvida quanto a anisotropia das micelas, mesmo que as incertezas, principalmente de
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SB310, sejam relativamente altas quando comparados com os valores dos outros
parametros discutidos anteriormente. Assim sendo, nas condi¢des experimentais
estudadas, as micelas de SDS, DM e SB310 apresentam-se como prolatas (&>0),
enquanto as de TTAB sdo oblatas (& <0). E importante ressaltar que essas anisotropias
foram bem determinadas pelos ajustes, nao havendo a possibilidade de descrever os
dados com outras anisotropias (devido a inclusao dos vinculos moleculares). No entanto
existem discrepancias na literatura quanto ao fato de uma micela ser considerada
estritamente “prolata” ou “oblata”. Como mostrado por (Vass et al., 2008), uma forma
oblata ou prolata de micelas de alquil sulfato alcalinos conseguiu ajustar igualmente os

mesmos dados experimentais.

2 y T y T y T y T y T y T o SDS
o TTAB
s DM
o [ A o SB310
b
il
T S R B 1
e
O
O
)
< | o
0 T T T T

0 20 40 60 80 100 120
c [mM]

Figura 4.16: Valores dos dados de anisotropia obtidos dos ajustes para cada surfactante.

A Tabela 4.7 contém os valores médios de N,,, & e Cy,, bem como os valores da

literatura esperados para os surfactantes em agua.
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Tabela 4.7: Valores médios dos parametros de ajuste.

N, ¢ CMC~c,, [mM]
Este trabalho Literatura Este trabalho Literatura Este trabalho Literatura
SDS 63,1(2) 66(1)! 1,36(8) 0,663(5)! 5,78(17) 7,702 8,2°
TTAB 45,0(3) 994 0,44(2) 2,24 1,68(2) 3,51¢
DM 67,7(3) 1323 1,49(15) 0,593 2,02(18) 2,17
SB310 41,6(2) - 1,33(14) - 33,6(3) 34,58

I(Andersen ef al., 2009), 2(Moller et al., 1998), 3(He et al., 2002), 4 Koshy et al., 2011), ?(Chatterjee ef al.,
2001), 5(Seng et al., 2000), 5(Wang et al., 1997), 7(Tsamaloukas, Beck e Heerklotz, 2009), (Antonio, 2011)

Na composicao do buffer existem eletrolitos diluidos, e ja seria esperado a diminui¢ao

dos valores de CMC, bem como o aumento dos valores de N, (Evans e Wennerstrom,

1999). Entretanto s6 observamos o primeiro fato. Essa discrepancia pode estar ligada a
diversas fontes. Uma dela consiste no fato de que as técnicas usadas para a obtencdo dos

valores de N, listados na Tabela 4.7 sao diferentes. Além disso, mesmo para uma unica

técnica, o método escolhido para analisar um conjunto de dados pode fornecer
resultados diferentes (Elworthy, Florence e Macfarlane, 1968). Particularmente para os
dados de SAXS, a inclusao dos dados em escala absoluta acrescido da existéncia de
vinculos entre os parametros conferem grande confiabilidade dos dados (Cantu et al.,

1998).

4.3 Condutimetria

4.3.1 Resultados

Nesta secao serao apresentados os resultados de Condutimetria para os surfactantes
ionicos SDS e TTAB. A Figura 4.17 e Figura 4.18 mostram os dados para SDS e TTAB.
Para ambos foi realizado o ajuste usando a Eq. 3-34. Também € mostrada a funcdo

derivada do ajuste (linha tracejada).
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Figura 4.17: Ajuste dos dados experimentais (linha vermelha) e a funcdao derivada (linha azul)
multiplicada por um fator 20 para melhor visualizacao.

O comportamento dos dados experimentais é o esperado para esse tipo de sistema
(Carpena et al., 2002), sendo que a mudanca de um regime linear para outro € bastante

visivel nos dois casos.

Os valores dos parametros ajustados sao apresentados na Tabela 4.8. Como os
experimentos foram feitos em duplicidade, o valor médio foi calculado a partir da média

aritmética, sendo que o resultado estd apresentado na coluna “Valor final”.

2 3 4 5 6
[TTAB] [mM

Figura 4.18: Ajuste dos dados experimentais (linha vermelha) e a funcdo derivada (linha azul)
multiplicada por um fator 10 para melhor visualizacao.
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Tabela 4.8: Valores dos parametros de ajuste das curvas de condutividade para SDS e TTAB.
SDS TTAB
Valor 01 Valor 02 Valor final Valor 01 Valor02 Valor final
A [15 -Cmfl] 56,12(14) 55,68(15) 55,9(9) 81,8(9) 87,1(1,1) 84,8(1,4)

Parametros

A[1S-cm™]  241(22)  24,3(3) 242(33)  30,50(19) 31,6(2) 31,0(3)

X, [MM] 5793)  5,81(3) 5,80(3) 1,712) 1,602 1,66(3)

Ax[mM] 0,62(3)  0,60(3) 0,61(4) 021(2)  0,18(2) 0,19(3)
4.3.2 Discussao

A partir dos ajustes dos dados experimentais de Condutimetria pode-se determinar
os parametros mostrados na Tabela 4.8. A partir deles foi possivel a determinacdo dos
valores de CMC e grau de ionizacdo a ( Tabela 4.9), este tltimo calculado usando a Eq.

2-40.

Tabela 4.9: Valores de CMC e grau de ionizacdo para os surfactantes SDS e TTAB.

Parametro SDS TTAB
Este trabalho Literatura Este trabalho Literatura
CMC [mM] 5,8(3) 7,75; 8,382 1,66(10) 3,743; 3,624
a 0,433(9) 0,41%; 0,3682 0,366(7) 0,250(3)%; 0,23*

1(Chatterjee ef al., 2001), 2(Goddard e Benson, 1957), 3(Das e Das, 2009), 4(Graciani et al., 2005)

A incerteza no valor de a foi estimada usando a metade do valor da largura de

transi¢do informada pela Tabela 4.8, isto é, o, = Ax/2. Comparando os valores de CMC e

a encontrados para SDS e TTAB com aqueles disponiveis na literatura, conclui-se que
novamente o buffer possui grande efeito sobre eles. De maneira geral o CMC diminui no
caso deste experimento, possivelmente porque ocorre o efeito de blindagem eletrostatica
(Evans e Wennerstrom, 1999) devido a presenca de mais ions positivos e negativos no
buffer, diminuindo a repulsao eletrostatica entre os mondmeros e favorecendo assim a
formacao de micelas. O grau de ionizagao apresenta um aumento quando comparado

com informacado da literatura. Uma explicagao possivel se deve ao fato de que os ions
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provenientes dos sais, agora nao apenas em solu¢ao mas também compondo a micela e
ajudando na estabilizagao elétrica da mesma, possuam tamanhos e cargas diferentes, isto
€, ocorre uma substitui¢ao parcial dos contra-ions usuais de cada surfactante iénico (Na,
no caso do SDS, e Br;, no caso do TTAB) pelos ions dos sais, diferentes, alterando assim a
carga liquida da micela. Situagao parecida foi observada em trabalho recente®, no qual se
estudou o surfactante brometo de dodeciltrimetilamdnio (DTABr) na presenga do
cossoluto idnico hexanitrocobaltato (III) de s6dio (Nas[Co(NO:)e]). Em solugdo, parte dos
contra-ions Br- do surfactante presentes na micela foram substituidos pelos anions

[Co(NOz2)s]*, causando o aumento do grau de ioniza¢ao da micela de DTABTr.

4.4 Discussao geral

Até agora os dados, obtidos de cada técnica, foram olhados e comentados
separadamente. O objetivo nessa segao serd fazer um retrospecto dos principais
resultados, comparando uns aos outros, e também relacionando-os para se extrair mais

informacoes deles.

Na técnica de ITC partiu-se dos entalpogramas, que sao diferentes para cada
surfactante, refletindo portando diferencas energéticas nos processos de demicelizagao e
micelizagao. Da andlise deles foi possivel encontrar a CMC e as entalpias de micelizagao,
concluindo que para TTAB e SDS elas sao exotérmicas, como esperado para idnicos,
enquanto para os nao idnicos elas sao endotérmicas, indicando uma forte interagao entre
os mondOmeros e as moléculas de agua. Observando-se o comportamento dos
entalpogramas, pode-se determinar pontos onde ocorrem variagdes energéticas
interessantes. Para estas concentragoes foi realizado o estudo estrutural utilizando-se a

técnica de SAXS.

8 Ortega , P. F. R. et. al., Efeito do cossoluto Nas[Co(NO2)¢] na termodindmica de miceliza¢io do
brometo de dodeciltrimetilamonio, 342 Reuniao anual da Sociedade Brasileira de Quimica.
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Da andlise da funcdo p(r), obtida a partir da curva de intensidade espalhada,
conclui-se que todas apresentam uma estrutura do tipo core-shell, porém sao diferentes
para cada surfactante em fungao do tamanho do core, do shell e dos contrastes eletronicos
existentes entre a cabeca e a cauda do surfactante. Os valores de didmetro maximo estao
entre ~52 e ~75 A. Os ajustes usando o modelo cs-elipsoide foram muito satisfatorios.
Mesmo usando um modelo bastante simplificado, o0 modelo conseguiu descrever bem a
maior parte dos dados. Melhorias no modelo podem ser feitas de modo a poder
descrever melhor os dados que nao tiveram um bom ajuste. Um exemplo seria a inserc¢ao
de interfaces difusas entre o core e o shell, entre outras. No entanto, vale ressaltar
novamente, que esse modelo ajusta bem os dados com poucos parametros. Por meio dos

ajustes foram obtidas as informagdes estruturais de N,,, &£ e Cy,,, este tiltimo fornecendo
uma estimativa para o valor da CMC. O parametro N, apresenta uma flutuagao

razoavelmente pequena, como ja esperado, pois € definido como um valor médio (Segao
2.2.3). Nas condigOes deste trabalho, as micelas de SDS, DM e SB310 apresentam-se como
prolatas, enquanto as de TTAB apresentam-se como oblatas. O comportamento médio do

parametro c, . para cada surfactante é proximo da CMC deles obtida por ITC.

Os dados de Condutimetria permitiram encontrar &« e CMC. Os valores de grau de
ioniza¢ao, de maneira geral, se mostraram maiores do que aqueles obtidos na literatura
usando agua. A explicagdo dessa observagao pode ser atribuida ao fato de que os ions do
buffer, de tamanhos e cargas diferentes dos contra-ions dos surfactantes, se intercalam

entre os mondmeros, alterando a ionizacao da micela.

Na Tabela 4.10 estao mostrados os valores de CMC obtidos pelas trés técnicas.
Observa-se que eles apresentam boa concordancia entre si, mesmo que a incerteza nao
seja suficiente para compensar a diferenca. Os valores de CMC para os surfactantes,
quando comparados com a literatura que utiliza agua, foram alterados, conforme
discussOes anteriores, pois o buffer contém sais dissolvidos que promovem mudanga na

estabilizacao micelar.
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Tabela 4.10: Comparacao dos valores de CMC obtidos pelas trés técnicas.

ITC SAXS Condutividade
SDS 5,43(7) 5,78(17) 5,80(3)
TTAB 1,7(3) 1,68(9) 1,66(3)
DM 1,87(2) 2,02(18) e
SB310 28,8(2) 336(3) e

A concordancia das varias técnicas sobre o valor da CMC é um 4timo indicativo de

que o resultado sobre o valor dos outros parametros seja confiavel.

A fim de se ter uma caracterizacdo termodinamica mais completa, foi usada a Eq. 2-3

para se encontrar a variacao da energia livre de Gibbs ( 4G, ;) de surfactantes nao-ionicos

e a Eq. 2-5 para surfactantes idnicos. Ambas as equagdes usam a fracdo molar de

surfactante na CMC (X, ) dada pela Eq. 2-4. Ela foi calculada assumindo-se que o

numero de moles de dgua é muitissimo maior que o numero de moles de surfactante e os

ions presentes no buffer, isto é, Nyo >>N >>n e esta mostrada na Tabela

surfactantes ions/buffer 7
4.11, assim como o valor da energia livre de Gibbs. Como pode-se notar, ela é negativa
para todos os tipos de surfactante, indicando que o processo de micelizacdo ¢é
espontaneo. Os surfactantes ndo-idnicos apresentam uma maior magnitude de AG,,
que estd associada a uma maior espontaneidade (nesse caso, de formacao de
micelizagao). Isso estd relacionado com o fato de eles pouco sofrerem influéncia elétrica
do meio, ja que sdo neutros. Interessantemente, devido ao fato de que SB310 possui um

dipolo elétrico, a influéncia do meio sobre ele € ligeiramente maior quando comparada

ao DM, fazendo com que sua energia livre seja menor em magnitude do que para DM.

Relacionando os valores de AH ., presentes na Tabela 4.3 com os valores de AG,,

(Tabela 4.11), foi possivel calcular o valor de TAS ;, usando a Eq. 3-27 (Tabela 4.12).

mic
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Tabela 4.11: Variacao da energia livre de Gibbs.

CMC . [MM] Xeme [107°] —AG,;; [kJ/mol]
SDS 5,43(7) 9,77(16) 12,97(12)
TTAB 1,7(3) 3,1(5) 16,33(11)
DM 1,87(2) 3,36(4) 25,52(12)
SB310 28,8(2) 51,8(4) 18,74(16)

Tabela 4.12: Parametros termodinamicos para o sistema estudado e comparacao com dados da

literatura.
AH .. [kJ/mol] —AG,,. [kJ/mol] TAS, .. [kJ/mol]
Este Literatura Este Literatura Este Literatura
trabalho trabalho trabalho
SDS -0,15(3) -0,81%; -1,722 12,97(12) 351; 22,12 12,82(12) 34,271, 20,32
TTAB -4,3(5) -7,9(4)% -4,97 16,33(11) 25,23, 447 12,0(5) 563 39,197
DM 2,93(10) 8,9(8)> 4,9 25,52(12) - 28,45(16) -
SB310 6,8(3) 6,5° 18,74(16) 9,5¢ 25,5(3) 15¢

1(Chatterjee et al., 2001), 2(Seng et al., 2000), 3(Wang et al., 1997), 4(Tsamaloukas, Beck e Heerklotz,
2009), 5(Capalbi, Gente e La Mesa, 2004), %(Antonio, 2011), 7(Perger e Bester-Rogac, 2007)

A variacao da entropia estd, no contexto da formacao de micelas segundo a
interpretacao termo-estatistica, associada a desordem espacial e energética das moléculas

de agua e do surfactante. Assim, quanto maior o termo TAS ,, maior a desordem. Na
literatura existe grande discrepancia quanto aos valores de 4H ;. e 4G, o que, por
consequéncia, gera grande discrepancia no valor de T4S ., como podemos observar na

Tabela 4.12.

E interessante observar pela Tabela 4.12 que |TAS,. > AH,,. |, o que indica que o

processo de micelizagao é dirigido predominantemente pelo efeito hidrofébico (Antonio,

2011). Além disso, foi observado neste trabalho que os valores de TAS, . para os i6nicos

SDS e TTAB sao muito parecidos, sendo que o mesmo acontece entre os nao-idnicos DM

e SB310.
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Mesmo o sistema de interesse sendo complexo e estando em solugao, foi possivel a

obtencao das informagdes CMC, a, N, , ¢ e r,,,, que sao de cunho estrutural, e AH

ag’/ mic 7

AG,,., AS, ., que sao de cunho termodinamico, todas obtidas na temperatura de 25 °C

mic 7

(Tabela 4.13).

Em linhas gerais, a metodologia utilizada neste estudo possibilitou a determinagao
de parametros estruturais e termodinamicos independentes, complementares e
consistentes, permitindo a realizacao de um estudo robusto e reprodutivel, que pode ser
usado como um procedimento para o estudo de sistemas similares, variando-se ou nao

parémetros como temperatura, pH, concentracao de sais, entre outros.

Tabela 4.13: Resumo de todos os parametros obtidos neste trabalho.

5,43(7) 1,7(3) 1,87(2) 28,8(2)

043309)  0366(7) e e

63,1(2) 45,03) 67,7(3) 41,6(2)
1,36(8) 0,44(2) 1,49(15) 1,33(14)
67,6(5) 68,2(5) 64,0(5) 56,8(5)
-0,15(3) -4,3(5) 2,93(10) 6,3(3)

12,97(12)  -1633(11)  -2552(12)  -18,74(16)

12,82(12) 12065)  2845(16) 25,5(3)
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5 Consideracoes finais e bibliografia

Neste capitulo serdo ressaltados os principais pontos da discussio
geral realizada no capitulo anterior, além de comentdrios sobre
perspectivas de trabalhos futuros e informagoes da bibliografia
consultada durante a composigio deste manuscrito.

5.1 Conclusdes

Um estudo mais completo e amplo de sistemas constituidos por surfactantes
necessita da abordagem estrutural e termodinamica, além da correlacdo de técnicas
associadas a cada visao. Um diferencial deste trabalho vem justamente da abordagem de
andlise dos dados que possibilitou estudar simultaneamente aspectos estruturais e

termodinamicos no processo de formagao de agregados.

Os experimentos de ITC permitiram a determinacdo da entalpia micelar, que
caracteriza interagOes energéticas do sistema (mondmero — mondmero; monomero —
solvente), assim como a determinagao da concentragao micelar critica. Observou-se que a
natureza das interagOes para a estabilizagao da micela foi diferente para dois grupos
distintos: para os surfactantes anidnicos a principal interagao teve carater eletrostatico,
enquanto para os surfactantes nao idnicos a principal interagao foi entre os mondmeros e
as moléculas do solvente. Globalmente observou-se a diminui¢ao dos valores de entalpia
de formacgdo das micelas em buffer quando comparados aos dados disponiveis na

literatura.

A partir dos experimentos de SAXS, por meio da andlise das curvas de funcdo de
distribuicao de pares de distancias, pode-se concluir que todas as micelas formadas por
diferentes surfactantes apresentaram uma estrutura do tipo “core-shell”, porém de
tamanhos diferentes dependendo da composicao da micela. Da andlise destas curvas

obteve-se informacao sobre o didmetro maximo dos agregados, que variou entre 50 A e



80 A dependendo da composicio da micela. A partir do ajuste das curvas de intensidade
espalhada pode-se determinar o comportamento de parametros como o numero de
agregacao, anisotropia de forma e concentracdo micelar critica. Em geral o nimero de
agregacao diminuiu quando comparado aos valores da literatura, que usam agua e
outras metodologias de analise. Futuramente a diminuigao desse valor serd estudado a
luz da forma de andlise proposta nesse trabalho, variando-se também as condi¢des do

solvente.

Pelo ajuste dos experimentos de Condutimetria pode-se determinar parametros
como o grau ionizacdo, que caracteriza a fragdo de carga micelar, bem como a
concentracao critica micelar. O grau de ionizacdo apresentou um aumento significativo
quando comparado aos dados disponiveis na literatura, o qual foi atribuido a inserc¢ao de

ions do buffer a micela.

Os valores de CMC obtidos pelas diferentes técnicas apresentaram oOtima
concordancia entre si. Esses valores, quando comparados aos dados disponiveis na
literatura, que usa agua e outras metodologias de andlise, apresentam uma diminuicao,

atribuida possivelmente a presenga de ions no buffer.

A partir dos valores de CMC obtidos da técnica de ITC e os valores de grau de
ionizagao oriundos da técnica de condutimetria, pode-se calcular o valor da energia livre
de Gibbs micelar. Todos os valores obtidos foram negativos, indicando a espontaneidade
da micelizacao. Comparando-se com a literatura observou-se que os surfactantes ionicos
formam micelas menos espontaneamente quando comparado aos surfactantes nao-
ionicos. Utilizando os valores da energia livre de Gibbs e a entalpia pode-se calcular a
entropia de micelizagdo para cada surfactante. Em relacdo a literatura os processos

envolvidos na micelizagao dos ndo idnicos sao mais entropicos do que para os idnicos.
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5.2 Perspectivas

Este trabalho certamente pode ser complementado. Nesse sentido, um estudo
sistematico serd feito a luz do procedimento proposto neste manuscrito para investigar a
influéncia de outros solventes, de pH préximo das condigoes fisioldgicas, na formacao

dos agregados micelares. Esta nova parte serd incluida na escrita de artigos cientificos.

Uma das principais contribui¢des deste trabalho ¢ o desenvolvimento de uma
metodologia de andlise de dados de SAXS, ITC e Condutimetria, obtendo resultados
independentes e complementares. Ele sera também expandido, servindo como base para
a realizacdo de estudos especificos sobre a interacao entre surfactantes e diversas
proteinas, objetivando a caracterizagdo estrutural e termodinamica dos complexos

formados.
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5.3 Apéndice

Nesta segao sera discutido brevemente aspectos termodinamicos que fornecerao base
tedrica para parametros apresentados a partir da Secao 2.3. Para maiores informagdes, o
leitor pode consultar, entre outras bibliografias, o texto de (Callen, 1985), sobre o qual foi

baseada a singela exposi¢ao abaixo.

5.3.1 Postulados da Termodinamica

A ciéncia Termodinamica surgiu antes da descrigao atomica da matéria. Por esse motivo
ela é baseada em parametros macroscopicos, como volume, temperatura e outros. Abaixo
sao apresentados os postulados da Termodinamica sobre os quais se baseia toda a

estrutura logica dessa parte da Fisica Cléssica.

Postulado 1. Existem estados particulares (chamados de estados de equilibrio) de sistemas simples
que, macroscopicamente, sido caracterizados completamente pela energia interna U , o volume V e

os niimeros molares N,, N,, ---, N, dos componentes quimicos.

Postulado II. Existe uma funcdo (chamada de entropia S ) de pardmetros extensivos de um
sistema, definidos para todos os estados de equilibrio e tendo a propriedade a sequir. Os valores
assumidos pelos pardmetros extensivos na auséncia de vinculos internos sdo aqueles que

maximizam a entropia sobre estados de equilibrio vinculados.

Postulado III. A entropia de um sistema é aditiva em relagdo aos subsistemas constituintes. A

entropia é uma fungdo continua, diferencidvel e monotonicamente crescente da energia.

Postulado IV. A entropia de qualquer sistema é zero no estado para o qual

au}
— =0.
(68 VNp N, A1l

Como serd visto mais adiante, (0U/S), .., serd definida como a temperatura

absoluta. A partir do postulado I e II define-se a entropia como sendo a fungao
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S:S(U,Vley"'1N2)‘ A.2
E possivel resolvé-la de maneira univoca para a energia interna U escrita na forma
U=U(SV,N;,-,N,). A3

Ambas as fungdes dadas em A. 2 e A. 3 sao relagdes fundamentais que contém toda a
informacao termodinamica do sistema estudado, de maneira que pode-se optar ou pela
representagdo entropica (A. 2) ou pela representagio energética (A. 3). Nos trechos a seguir

sera usada esta tltima.

5.3.2 Definicao de parametros intensivos

Diferenciando A. 3, tem-se:

du =yds +%dv +£dN1 +ﬂdN2 +...+ﬂdNr
s v TN, TN, N
r A. 4
du za_UdS +8—UdV JrZ:a—UdNi .
os o av T AN

Dentro do formalismo termodinamico, define-se os parametros intensivos temperatura
absoluta, ~ pressio e  potencial eletroquimico do i-ésimo componente quimico,

respectivamente, como sendo
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U

= =T,

ou

EYIR A6
ou _

N, M A7

O potencial eletroquimico também é chamado apenas de potencial quimico. T, P, u sao
ditos pardmetros intensivos porque nao dependem do tamanho do sistema, diferentemente
deV, U e S, que sao chamados de pardmetros extensivos. Reescrevendo A. 4 a luz desses

parametros intensivos, vem:

dU =TdS - PdV + > dN; .

i=1

O termo —PdV em A. 8 se refere ao trabalho mecanico quase-estitico dW . O sinal de
menos (-) tem relagdo com a convencao de que se o trabalho € feito sobre o sistema, entdo
ele sera positivo pois dV, a variacao infinitesimal de volume, serd negativo. O termo

TdS se refere ao calor quase-estitico dQ trocado entre o sistema e sua vizinhanga.

Eventualmente, a descricaio de um sistema mais complexo pode incluir outros termos

além daqueles presentes na A. 8, como momento de dipolo elétrico e/ou magnético.

E interessante observar que se o sistema for fechado para matéria, isto é, matéria nao entra

nem sai do sistema e, portanto, dN; =0, entdo A. 8 pode ser escrita como
dUu =dQ +dw, A.9

que é a 1° Lei da Termodinamica.

5.3.3 Relacao de Euler

A caracteristica da extensividade da funcdo S, associada ao conteudo do postulado III,

implica em
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S(AU, AV, AN,, -+, AN,) = ASU,V,N,,---,N,), A. 10
para qualquer A.Da mesma forma, na representa¢do energética, tem-se

U(AS, AV, AN,, -+, AN,) = AU(S,V,N,,---,N,). A 11
Diferenciando A. 11 em relagdo a 4, vem:

U_oUS)  aU V) U OUN,) . dU AUN,) _ A. 12
8(1S) oA  O(AV) 84  O(AN,) oA d(AN,) 04 '

Particularmente, para A =1, obtém-se:

ﬂS+QV+aU N1+---+£Nr:U A13
0S ov ON, oN

Usando as defini¢des dos parametros intensivos (Secao 5.3.2), pode-se reescrever a

altima expressao como:

TS -PV + N, +---+ N, =U

L A. 14
TS-PV+> uN, =U,
i=1
que é a chamada relagio de Euler.
5.3.4 Relacao de Gibbs-Duhem
Diferenciando A. 14, tem-se:
A. 15

dU =TdS +SdT — PdV —VdP + > z,dN; + > N;dg; .
i=1 i=1

Substituindo A. 8 em A. 15, vem:
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TdS —PdV + )" 1,dN; =TdS +SdT — PdV —VdP + > zdN; + > N, dg,
i=1 i=1 i=1

0=SdT -VdP+> Ndy, A-16

i=1

que € a chamada relagdo de Gibbs-Duhem.

5.3.5 Potenciais Termodinamicos

Os potenciais termodinamicos sao obtidos pelo processo matematico conhecido como
transformacdo de Legendre. Os potenciais termodinamicos mais comuns sao a energia
interna (U ), jd& comentada anteriormente, a energia livre de Helmholtz (F ), a energia
livre de Gibbs (G ) e a entalpia (H ). Sera dado atengao para os dois tltimos potenciais,

porque sao os usados neste trabalho.

Entalpia (H)

Entalpia corresponde a transformagao de Legendre de U que substitui o volume pela

pressao como uma variavel independente. Ela é definida por
H=U+PV, A.17
com
H=H(,P,N;,---,N,). A.18

A entalpia é um potencial particularmente util quando P é constante, por exemplo, em
um processo que acontece em reservatorios abertos e em contato com a pressdao

atmosférica. Diferenciando A. 17, tem-se:
dH =dU + Pdv+VdP. A.19

Substituindo A. 8 em A. 19, vem:
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dH =TdS - PdV + > z4,dN; + PdV +VdP
i=1
dH =TdS+ > z,dN; +VdP.
i=1

Se o processo € isobarico, dP =0. Além disso, se o sistema ¢ fechado para entrada ou

saida de matéria, entdo dN; =0. Logo, lembrando que TdS =dQ, A. 20 pode ser reescrita

como:

dH,, =dQ, A.21

onde os indices P e N enfatizam que o processo é isobarico e que ndo ha trocas de
matéria. Portanto, nessa situa¢do, a variacdo de entalpia se relacionada com o calor

trocado entre o sistema e a sua vizinhanca.

Energia livre de Gibbs (G)

A energia livre de Gibbs corresponde a transformacao de Legendre de U que substitui
entropia pela temperatura e volume pela pressao, tornando-as varidveis independentes.

E definida como:
G=U-TS+PV, A.22
com
G=G(,P,N,,~-,N,). A.23

Esse potencial é bastante util quando P e T sdo constantes. Substituindo A. 14 em A. 22,

obtém-se:
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d A.24
G=TS-PV+> uN,-TS+PV,
i=1
: A.25
G=2 uN;.
i=1
Para o sistema formado por um tinico componente quimico, tem-se:
A.26

G
G=uN=> u=—.
N = =

Portanto, a energia livre de Gibbs fornece informagao sobre o potencial quimico e, no

caso de A. 25, este ultimo corresponde a energia livre de Gibbs molar.

Diferenciando-se A. 22, vem:
dG =dU —TdS — SdT + PdV +VdP. A.27

Substituindo A. 8 em A. 27, tem-se:

4 A.2
dG =TdS - PdV + > zdN; —TdS — SdT + PdV +VdP. 8
i=1
. A.29
dG =) 1;dN; —SdT +VdP.
i=1
Se P e T sado constantes, a expressao anterior fica
A. 30

dG; , = Zr:/uidNi .
i-1

onde os indices P e T enfatizam que o processo € isobdrico e isotérmico.

Relacao entre AH, AG e AS

Substituindo A. 17 em A. 22, tem-se:
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G=H-TS. A. 31
Diferenciando-se A. 31:
dG =dH —TdS —SdT . A. 32

Se P e T sao constantes, entao dT =0 e dH traz informacgao sobre o calor trocado entre
o sistema e a vizinhanga a pressao constante (ver A. 21), de forma que A. 32 pode ser

reescrita como
dG =dH -TdS. A.33
Para uma variagao finita, pode-se entdo escrever que

AG =AH —-TAS. A. 34
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