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Resumo

Sao apresentados resultados sobre dois sistemas com interacoes interparticulares, obtidos
utilizando espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Estes sistemas sao fragmentos de
DNA em agua, que representa uma solugio de particulas carregadas com simetria cilindrica,
e palmitoil lisofosfatidil colina (PLPC) em dgua, que corresponde a uma solugao de agregados
micelares sem carga. '

As solugoes de DNA sio estudadas no regime semi-diluido da fase isotrépica (I) até a
transicao de fase I— colestérica. A posi¢ao do pico nas curvas de SAXS como fungao da con-
centracao ajusta uma curva ”universal” com expoente %, que ja ajustou dados relacionados
a solucoes de outros polieletrélitos carregados, para um comprimento efetivo de fragmento
L,= 340 A. A funcio distribuicdo de distancias da segdo transversal, pc(r), é calculada para
a solugao menos concentrada utilizando o Método de Transformacao Indireta, mostrando-se
que os efeitos de interferéncia nao estao presentes no intervalo de angulo de espalhamento
medido. O fator de forma P(q) é obtido para essa concentragao. Esta fungdo bem como a
p.(r) estdo em bom acordo com a forma B do DNA.

As curvas de interferéncia para as solucoes de DNA mais concentradas sao derivadas
experimentalmente dividindo a curva de SAXS, corrigida do efeito do perfil do feixe incidente,
pelo fator de forma da particula. O método de Transformagao Indireta no Espaco Reciproco
é utilizado para obter a curva de SAXS corrigida. A modelagem das curvas de interferéncia
com funcgoes gaussianas esta de acordo com teorias recentes para interagoes entre as particulas
em solucoes de polieletrolitos cilindricos carregados.

O alargamento do pico [3], expresso como (L,[3],;) em fungio da concentragao também

ajusta uma curva de expoente % Este ajuste demonstra que no regime semi-diluido, para
uma forca iénica ~ (1072-1072) M, a ordem local é um pouco maior do que primeiros vizinhos.
E visto por comparagao com dados da literatura que o decréscimo da forga ionica da solugao

até ~ (1077-107°) M, aumenta a ordem local para segundos vizinhos.




O sistema PLPC/4gua é estudado na fase I até a transicio I—cibica micelar (Q??%).
A fungdo distribuigdo de distancias p(r) é calculada para as concentragdes mais baixas uti-
lizando o Método de Transformagao Indireta e demonstra que as micelas estdao presentes na
solugdo na forma de elipsoides prolatos inomogéneos de pequena anisometria.

Para as concentragées mais altas, a curva de SAXS é modelada pelo produto P(g)S5(q)
convoluido com o efeito do perfil do feixe incidente, com S(g) calculado na Aproximagéao da
Esfera Média e utilizando um potencial de interagdo coulombiano blindado repulsivo entre as
particulas. Os resultados desta analise mostram que a forma das micelas permanece estével
e de pequena anisometria no intervalo de concentragdoes estudado, e estdio em bom acordo
com resultados fornecidos pela p(r).

Baseando-se nas informagoes obtidas a partir da modelagem das curvas de SAXS, é
proposto um mecanismo para descrever a transicao de fase I— Q2?23 em termos da formacao

de uma estrutura cibica local na fase I concentrada.



Abstract

Results obtained by small angle X-ray scattering (SAXS) for two systems with interparti-
cle interactions are presented. These systems are DNA fragments in water, which represent
a solution of charged particles with cylindrical simmetry, and palmitoyl lysophosphatidyl
choline (PLPC) in water, which corresponds to a solutions of micelar aggregates without
charge.

DNA solutions are studied in the isotropic (I) phase in the semidilute regime until the

I—cholesteric phase transition. The peak position on the SAXS curves as a function of

1

5, Which has previously fitted data

concentration fits an ”universal” curve with exponent
from other charged polyelectrolyte solutions, for an effective rod length L,= 340 A. The
cross section distance distribution function, p.(r), is calculated for the less concentrated
solution using the Indirect Transformation Method, showing that interference effects are not
present in the measured range of scattering angle. The form factor P(q) is obtained for this
concentration. This function, together with the p.(r) function, is in good agreement with
the B form of the DNA.

The interference curves for the more concentrated DNA solutions are experimentally
derived by dividing the SAXS curve, corrected from the effect of the incident beam profile,
by the particle form factor. The Indirect Transformation Method in Reciprocal Space is
used to get the corrected SAXS curve. Modelling of the interference functions with gaussian
functions compares well with recent theories for interparticle interactions on solutions of
charged rodlike polyelectrolytes.

The peak broadening [8], expressed as (L,[8],) in function of concentration also fits a
curve with exponent 1. This fitting shows that the short range order for rods in the semidilute
regime, for an ionic force ~ (1072-1072) M, has a correlation length slightly above first neigh-
bours. Through comparison with literature data, it is observed that for a lowering of the

solution ionic force up to ~ (1077-107°) M, the local order grows up to second neighbours.



The PLPC/water system is studied at the I phase until the I—cubic (Q??®) phase transi-
tion. The distance distribution function, p(r), is calculated for the less concentrated solutions
using the Indirect Transformation Method and shows that micelles are present in the solution
as inhomogeneous prolate ellipsoids with small anisometry.

For higher concentrations the SAXS curves are fitted with the product P(q)S(g) convolu-
ted with the incident beam profile, with S(q) calculated in the Mean Spherical Approximation
and using a screened Coulomb repulsive potential to describe the interactions between the
particles. The results from this analysis show that the micelles shape remains stable and
with a small anisometry within the concentration range studied, and are in good agreement
with the results provided by the p(r).

On the basis of the information obtained from the modelling of the SAXS curves, it is
propoéed a mechanism to describe the I—Q??® phase transition in terms of the formation of

a local cubic structure at the concentrated I phase.
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Capitulo 1

Introducao

Este trabalho concentra-se no estudo da fase isotrépica do DNA fragmentado em agua no
regime semi-diluido préximo a transicao de fase isotrépica-colestérica, e no estudo de solugoes
aquosas de palmitoil lisofosfatidil colina (PLPC) em torno da transicao isotrépica-ciibica. O
DNA fragmentado apresenta-se em solugdo aquosa como um polieletrdlito altamente ca-
rregado, moderadamente flexivel e de simetria cilindrica. O PLPC pertence ao grupo dos
anfifilicos, e em solugdo aquosa se auto-associa em uma ampla variedade de agregados sem
carga, que podem transformar-se de um para o outro quando as condigoes da solucdao sao
alteradas.

A técnica experimental empregada no estudo de ambos os sistemas é o espalhamento
de raios-X a baixo angulo (SAXS) [1-2]. Como os processos de espalhamento envolvem
uma relacdo inversa entre o tamanho da particula espalhadora e o angulo de espalhamento,
particulas de tamanho coloidal (entre dezenas e centenas de angstrom) espalham no intervalo
angular de baixo dngulo (26 < 10°, 26: angulo de espalhamento). A andlise do espalhamento
em baixo angulo é usualmente realizada para sistemas de particulas coloidais, idénticas e que
estejam suficientemente afastadas umas das outras, para que nao exista nenhuma interagao
entre elas. A partir da curva de espalhamento a baixo angulo é possivel determinar vérios
parametros relacionados com a forma da particula que espalha. Por outro lado, a técnica
de SAXS vem sendo tamBém utilizada cada vez com maior freqiiéncia no estudo de sistemas

coloidais interagentes. Os dois sistemas acima mencionados serao estudados neste trabalho



como sistemas interagentes, embora eles possam ser tratados como sistemas de particulas
nao interagentes quando os efeitos de interferéncia entre as particulas nao sao observados
nos dados de SAXS.

Em continuagao serao dadas as carateristicas estruturais dos compostos a serem estuda-

dos, bem como a sua conformagao em solucio e o seus respectivos diagramas de fase.

1.1 Estrutura do DNA

As unidades fundamentais do DNA s3ao os desoxirribonucleotideos. Estes contém trés
componentes caracteristicas: uma base nitrogenada, uma pentose e um écido fosférico, li-

gadas como estd mostrado na figura 1.1 [3].

Base de }
purinaou |
pirimidina |

O i

Figura 1.1: estrutura geral de um desozirribonucleotideo. Os dtomos de carbono da pentose

sdo numerados 1°, 2°, etc, para distinguirlos dos dtomos da base.
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Figura 1.2: estrutura das principais bases piricas e pirimidicas dos dcidos nucleicos. Piri-
midinas: (a) citosina, (b) timina. Purinas: (c) adenina, (d) guanina. Os dtomos de carbono

sdo numerados 1, 2, etc.

As bases nitrogenadas sao derivadas de dois compostos originais: a pirimida e a purina.
Na figura 1.2 [3] se apresentam as bases puricas do DNA, a adenina (A) e a guanosina (G),
e as bases pirimidicas, a citocina (C) e a timina (T).

Os desoxirribonucletideos estao unidos, em forma sucessiva, através de pontes do grupo
fosfato, formando uma fita de DNA. O grupo hidroxila 5’ da pentose de uma unidade desoxi-
rribonucleotidica € ligado ao grupo hidroxila 3’ da pentose do préximo desoxirribonuclotideo
por uma ligagido fosfodiéster, como se mostra na figura 1.3 [3]. As fitas de DNA possuem
uma orientacao especifica porque todas as ligacoes fosfodiésteres internucleotidicas possuem
a mesma orientagao ao longo da cadeia. Por causa desta polaridade, cada fita de DNA possui

uma extremidade 5’ e uma extremidade 3°.
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Figura 1.3: estrutura do esqueleto covalente do DNA.

A estrutura tridimensional do DNA consiste em duas destas fitas enroladas ao longo de
um mesmo eixo para formar uma dupla hélice. Na hélice, as duas fitas sdo antiparalelas (suas
ligagdes fosfodiésteres internucleotidicas correm em diregdes opostas). O seu esqueleto estd
formado por grupos fosfato e pentose alternantes negativamente carregados e portanto alta-
mente polares, que estao no exterior da dupla hélice de frente a adgua circundante. As bases
hidrofébicas purinas e pirimidinas de ambas as fitas estdo empilhadas dentro da dupla hélice
de forma tal que as moléculas das bases aproximadamente planares estao muito préximas,
formando pontes de hidrogénio, e perpendiculares ao longo do eixo da dupla hélice. Os pares

permitidos sdo sempre A-T ou G-C.



A dupla hélice do DNA, chamada tipo B, tem 20 A de espessura enquanto que a chamada
tipo Z, tem 18 A de espessura. As bases empilhadas dentro da dupla hélice estio afastadas
3.4 A na direcio do eixo da dupla hélice, e existem aproximadamente 10 desoxirribonu-

cleotideos em cada turno completo da dupla hélice.

1.2 Diagrama de Fases do DNA

Em solugoes aquosas o DNA fragmentado forma miiltiplas fases liquido-cristalinas [4-
10). A formagao da fase liquido-cristalina acontece para uma concentragao em particular
que depende da forca ionica da solugdo e do comprimento dos fragmentos de DNA. Por e-
xemplo, esta concentracdo é de 160 g/1 [8] para fragmentos de DNA de 500 A de comprimento
aproximadamente, em condigoes de sal fisiolégico (forga iénica da solugdo 0.15 M). Esta con-
centragao critica para a formagdo da fase anisotrépica nao se modifica notavelmente pelo
decréscimo da forga idnica da solugdo a partir de 0.15 M até 1072 M [4-5]. Pelo contrario,
o decréscimo do comprimento dos fragmentos de DNA é um fator que retarda a formagao
da fase liquido-cristalina [4-5]. Em linhas gerais, a evolugdo do sistema DNA/dgua para

fragmentos de DNA de 500 A aproximadamente, pode se resumir da seguinte maneira [10]:

Fase Germens colestéricos Fase Fase
isotropica —  em equilibrio com —  colestérica —  hexagonal
(I) a fase I (Ch) (H)

— crescimento na concentragao de DNA —

A fase H é caracterizada por uma ordem colunar longitudinal e por uma ordem lateral
hexagonal: as duplas hélices de DNA estdo alinhadas em paralelo, formando um arranjo
hexagonal. Cada macromolécula estd livre para fazer uma rotagdo em torno do seu eixo [7].

Na fase Ch, as moléculas de DNA estao arranjadas em substratos perpendiculares ao

eixo colestérico. Em cada um destes planos as duplas hélices de DNA estdao alinhadas



paralelamente, mas a sua orientagdo gira de um plano para o outro [10].

A forma dos germens colestéricos do DNA fragmentado usualmente reflete o comporta-
mento das duplas hélices de DNA na interface I-Ch. As moléculas exclusivamente paralelas
a interface (substratos colestéricos concéntricos) produzem germens esféricos. Entretanto,
diferentes orientagoes possiveis na interface (orientagdo uniforme dos substratos colestéricos)
favorecem a elongacao dos germens [10].

A fase I se divide em um regime diluido, para concentragées C < C*, e num regime
semi-diluido para C > C* (C*: concentragdo critica do sistema= [1 macromolécula de

DNA]/[comprimento da macromolécula de DNAJ?).

1.3 Estrutura do PLPC: Formacao Micelar

O PLPC é um lipideo polar, formado por duas classes diferentes de grupos: uma cabega
polar, hidrofilica, e uma cadeia hidrocarbonada nao polar, hidrofébica (figura 1.4). Em
solugdo aquosa, o PLPC nao possui carga, mas a cabega apresenta um momento dipolar

elétrico.

c ®
CHg~ (CHy) GO0~ CHy~CHy~CH~(POy)~ CHy~ CHy~ N(CHg)s
OH

Figura 1.4: molécula de palmitoil lisofosfatidil colina: na solugdo aquosa, o momento dipolar
€ formado entre o ozigénio do grupo dcido fosférico e o nitrogénio do grupo alcodlico da

cabeca polar. A cadeia hidrocarbonada corresponde ao grupo CHjz-(CHz)y4.



Para concentragdes mais altas do que a concentragao micelar critica (c.m.c.= 10=* M
para 25 ° C [11]), as moléculas de PLPC estdo presentes na solugao formando agregados
micelares. Devido a que a carga efetiva das moléculas de PLPC é zero, estas micelas nao
estao carregadas. As forgas mais importantes que definem a formagao micelar derivam da
interagao hidrofébica na interface dgua-hidrocarboneto, que induz as moléculas de PLPC a se
auto-associarem, e da natureza hidrofilica dos grupos da cabega, que imp6em o requerimento
oposto de que elas estejam em contato com a dgua [12].

O volume da cadeia hidrocarbonada v e o seu comprimento critico I, (l;: maximo com-
primento efetivo da cadeia hidrocarbonada totalmente estendida) estabelecem os limites de
empacotamento das cadeias hidrofébicas dentro de um agregado micelar. Entretanto, a con-
formagao média micelar depende de v, I, e da drea 6tima interfacial por cabega de molécula
de PLPC exposta a agua, a,. Por exemplo, foi demonstrado [12] que lipideos tal que o valor
do parametro py = i < % formam somente micelas esféricas e que esta estrutura corres-

ponde a um tamanho minimo de agregado, no qual todos os lipideos tém a minima energia

livre.

1.4 Diagrama de Fases do PLPC

A figura 1.5 corresponde ao diagrama de fases do sistema PLPC/4gua [13].

As fases H e cibica (Q??%) sdo fases micelares do tipo I [14]: as micelas estao embebidas
em uma matriz de dgua e preenchidas pelas cadeias hidrocarbonadas das moléculas de PLPC.
Estas duas fases caracterizan-se pela conformacdo desordenada das suas cadeias parafinicas.

A fase H consiste de um arranjo hexagonal bi-dimensional de micelas cilindricas [14]. Na
fase Q?23, micelas globulares estio distribuidas nas posicoes especiais a e ¢ do grupo espacial
Pm3n [15].

Para baixas concentragoes, assim como todas as lisofosfatidilcolinas, o PLPC forma uma
fase I contendo solugdes isotrépicas nao micelares ou micelares para concentragoes menores

ou maiores, respectivamente, do que a c. m. c.
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Figura 1.5: diagrama de fases do sistema PLPC/ dgua (figura eztraida da referéncia [14];

utilizou-se a notagdo PalPC para fazer referéncia ao palmitoil lisofosfatidil colina).

1.5 Objetivos do Trabalho

1.5.1 Sistema DNA/Agua

As moléculas de DNA em solugdo apresentam caracteristicas tipicas comuns a varios
polieletrélitos biolégicos ou sintéticos na forma de cilindros compridos.

Solugdes isotrépicas de DNA sdo caracterizadas por um maximo na intensidade a baixos
angulos na curva de espalhamento devido a efeitos causados pelas interagdes eletrostdticas
entre os cilindros. Foi observado experimentalmente [16] que a posigdo angular deste méximo,
como para muitos outros polieletrélitos cilindricos carregados [17-20], varia com a concentra-
o C de particulas como C~5 para C < C* (regime diluido) e como C~% para C > C*
(regime semi-diluido), onde C* é a concentragao critica, definida no item 1.2., que no caso
geral se reduz a C* = [1 polieletrdlito/ L3] (L,: comprimento do polieletrdlito).

Curvas de SAXS correspondentes a solugoes semi-diluidas de DNA foram estudadas

focalizando-se na influéncia da adigdo de sal na solugao [16], o que destréi o miximo na



intensidade a baixos angulos na curva de espalhamento devido a blindagem das interagoes
coulombianas entre as particulas carregadas. Também foi estudada a distribuigdo de contra-
ions do DNA em solugoes isotrépicas diluidas, na presenga ou na ausencia de sal desprezando
os efeitos de interferéncia entre as particulas, utilizando técnicas de SAXS [21] e espalhamento
de neutrons a baixo angulo (SANS) [22].

Este maximo de interferéncia a baixos angulos estd associado ao fator de interferéncia
entre as particulas S(g). O fator de interferéncia entre cilindros carregados foi derivado
experimentalmente para varios polieletrdlitos [17-18,20], mas é dificil de calcular a partir
das teorias de liquidos conhecidas. Lamentdvelmente, até o presente nao existe uma solugao
analitica como a que foi desenvolvida para coloides de esferas carregadas dentro da Aproxima-
cao de Esfera Média (MSA), resolvendo a equacdo de Ornstein-Zernicke [23-24].

As tentativas iniciais para obter uma fungdo aproximada S(g) para cilindros carregados
ndo conseguiram reproduzir o méximo de correlagdo observado experimentalmente [25]. Pos-
teriormente, trabalhos realizados por Klein e colaboradores, utilizando método de simulagao
de Monte Carlo e teoria de perturbagdes, conseguiram reproduzir fungdes S(g) com picos
[26-28]. Um modelo de segmento DLVO (Derjaguin- Landau-Verwey-Overbeek)-Yukawa foi
utilizado para descrever a interagdo. Os resultados obtidos por teoria de simulagées de Monte
Carlo coincidem com os da teoria de perturbacdes somente para concentragoes C < C* [27] e
um bom acordo com os dados experimentais foi somente comprovado pelo método de Monte
Carlo na regiao da transigao do regime diluido ao semi-diluido [28].

O DNA fragmentado em solugdo aquosa foi escolhido como objeto de estudo, por ser
um bom exemplo para estudar as interagoes entre as particulas nesta classe de sistemas.
Isto apresenta-se particularmente importante tendo em vista que nao existem na literatura
trabalhos sobre S(g) correspondente a solugdes aquosas semi-diluidas de DNA. Nao serd
adicionado sal as solugoes estudadas para atingir a situagdo fisica mais simples do sistema e
para facilitar a comparagao com resultados teéricos recentes que foram obtidos para solugoes
livres de sal. A realizagao deste trabalho alias significa uma colaboracao entre o nosso La-
boratério e o Departamento de Quimica Organica ”A. Mangini” da Universidade de Bolonha,

que forneceu a amostra.



1.5.2 Sistema PLPC/Agua

A escolha do sistema PLPC/agua como objeto de estudo, deve-se a transicao de fase
1-Q?® —H por ele apresentada (figura 1.5). A presenca da fase Q?* nesta seqiiéncia nio
obedece ao comportamento tipico das solugdes de anfifilicos, sendo sensitiva ao comprimento
da cadeia hidrocarbonada e também a natureza do contra-ion no caso de compostos ionicos
[29-30].

A fase Q*2 foi observada por Balmbra [29] no sistema cloreto de dodecyltrimetilamonio/4-
gua, por Tardieu [31] em alguns sistemas lipideos (lisolecitina de ovo e laurildecaetilglicol)/4-
gua e em sistemas de sabées/solventes organicos (p-hexileno, decano, heptano)/dgua, e por
Arvidson [13] em vérios sistemas de lisofosfatidilcolinas (1-lauril-sn-glicerol-3-fosfocolina, 1-
miristoil-glicerol-3-fosfocolina)/égua.

A fase Q?* é uma fase cibica micelar e nio deve ser incluida no conjunto de fases
cubicas bicontinuas observadas para conteidos menores de dgua em sistemas formados por
surfactantes ou lipideos bioldgicos, e usualmente posicionada entre a fase H e a lamelar.
Foi demonstrado, por NMR [32] e espalhamento de raios-X [33-34], que estas tdltimas fases
consistem de agregados continuos em distancias coloidais e foram propostas estruturas em
termos de redes tridimensionais ou bidimensionais de cilindros. Por outro lado, estudos
também utilizando NMR [35-36] e técnica de espalhamento de raios-X [15], demonstraram
que a estrutura da fase Q%2 estd formada por micelas préximas centradas nas posigoes
especiais a e ¢ do grupo espacial Pm3n.

Com base em experimentos de espalhamento de raios-X, Vargas [15] descreveu as micelas
posicionadas em a e ¢ como esféricas e com forma de disco respetivamente. Mas Eriksson
[35-36], concluiu a partir de resultados de NMR que tanto as micelas em a como em c sao
de forma esferocilindrica.

Portanto, esta claro que néo existe até o presente uma conclusio definitiva sobre a forma

dos elementos estruturais da fase Q??3. Também, embora tenha sido feita uma tentativa
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para determinar os fatores que levam a formagio da fase Q22 [30,36], o mecanismo para a
transigao de fase I-Q??3 nao foi estudado como tampouco existe algum modelo teérico para
explicar a transigao I—-Q?? —H.

Visando obter informagao sobre a forma dos elementos estruturais da fase Q22, neste
trabalho serd estudada a forma das micelas do sistema PLPC/dgua na fase I até a transicao
I-Q 22, Como a fase Q?*? é micelar é de se esperar que a sua estrutura esteja influencia-
da pelas caracteristicas estruturais da fase 1. Posteriormente sera estudado o mecanismo da
transicao I—Q??3. Isto apresenta-se particularmente importante ji que significa uma con-
tinuidade com o trabalho iniciado no nosso Laboratorio em colaboragao com o Instituto de
Fisica Médica da Universidade de Ancona, que conseguiu explicar o mecanismo da transigao

Q2?2 — H utilizando relagoes epitaxiais entre as duas estruturas [14].

1.5.3 Estrutura da Tese

Uma vez explicadas as caracteristicas dos sistemas e das questoes a serem estudadas, é
necessdario especificar o conteido dos préximos capitulos.

O capitulo 2 contem um resumo sobre teoria do espalhamento e sobre o método uti-
lizado na modelagem do fator de forma das particulas e da fungao de interferéncia entre as
particulas, relacionados aos sistemas estudados nesta tese.

No capitulo 3 apresentam-se os arranjos experimentais usados neste trabalho e os resulta-
dos obtidos, que serdao analisados nos capitulos 4-8.

No capitulo 4 serd explicada a implementagio do Método de Transformagio Indireta e
do Método de Transformacdo Indireta no Espago Reciproco no estudo de solugdes aquosas
de DNA fragmentado no regime I semi-diluido até as proximidades da transi¢ao I — Ch.
Em especial, o Método de Transformacao Indireta no Espaco Reciproco serd utilizado na
correcao do perfil do feixe de curvas de SAXS que apresentan efeitos de interferéncia entre
as particulas. Este trabalho corresponde a publicagdao Castelletto, Itri & Amaral [37].

No capitulo 5 os resultados obtidos no capitulo 4 serao utilizados na obtengdo do fator
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de forma da particula P(q) e da funcao de interferéncia S(g) como funcdo da concentragao
do sistema DNA /édgua. A ordem de curto alcance no regime semi-diluido para solugdes de
polieletrélitos cilindricos carregados serd discutida a partir destes resultados. Este trabalho
coresponde & publicagio Castelletto, Itri, Amaral & Spada (1995) [38].

No capitulo 6 sera estudada a influéncia da forga idnica da solugao e da carga superficial
dos polieletrélitos na solugao sobre a ordem de curto alcance, para solugoes aquosas semi-
diluidas livres de sal de polieletrélitos carregados com simetria cilindrica.

No capitulo 7 serao analizadas as curvas de espalhamento de raios-X a baixos angulos de
solugdes aquosas de PLPC, na fase I concentrada até a transicao I — Q?23. Serd modelado
nestas curvas o produto do fator de forma das particulas pela funcao de interferéncia do
sistema, calculada dentro da aproximagao MSA supondo que as micelas interagem através
de um potencial de Coulomb blindado [23-24]. A formagdo da fase Q?** serd discutida em
termos destes resultados e de previsoes tedricas sobre a estabilidade da conformagao micelar
[39], através da comparagdo com dados previamente obtidos no estudo da transicio I — H
do sistema SLS/4gua [40-42].

No capitulo 8 serd realizado um estudo da transicio de fase I — Q2?23 do sistema
PLPC/4gua. Serd discutida a ordem local das micelas na fase I concentrada e a evolugio
desta ordem para a estrutura correspondente a fase Q%23 utilizando os resultados obtidos
no capitulo 7.

O capitulo 9 resume as conclusoes obtidas nesta tese.

Os apéndices A e B contém informacoes adicionais aos capitulos 4 e 7.
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Capitulo 2

Espalhamento de Raios-X a Baixos

Angulos de Solucgdes Coloidais

Quando o feixe de raios-X incide em um sistema de particulas coloidais idénticas cen-
trosimétricas, cada particula age como um centro espalhador. A radiagdo é espalhada pelos
elétrons destas particulas, sendo necessirio que exista uma inomogeneidade na densidade
eletronica da amostra para que o espalhamento seja observado, porém utilizaremos os dtomos
como elemento basico para a descrigdo do espalhamento de um grupo de tais particulas. A

intensidade espalhada é [1]:
) =L, Y S I3 fueap(—igau)][Y fimewp(iq.Fim)eapl~id (R — B;)]  (2.1)
kE 3 i m

| q|= ‘“ri;'@: vetor de espalhamento; 26 angulo de espalhamento; A: comprimento de onda
da radiagao.
I,(8) = {1;7,9.1072%[1 + cos?(28)]}/(2t?) ~ I, : no intervalo angular de baixo angulo pode

se aproximar por uma constante proporcional a intensidade do feixe incidente, independente

de 8 (I;: intensidade primaéria do feixe e t: distancia do objeto ao ponto de registro).

Devido a que as particulas sdo indistinguiveis, as seguintes defini¢des relacionadas ao
atomo l-ésimo da particula k-ésima, se estendem ao atomo m-ésimo da particula j-ésima.

fu: fator de espalhamento do 4tomo l-ésimo na particula k-ésima.
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7ri: vetor que une o centro de gravidade da particula k-ésima ao centro do dtomo I-ésimo.
Ry: vetor que une uma origem arbitraria ao centro de gravidade da particula k-ésima.

Ry — ﬁj: vetor que une os centros de gravidade das particulas k-ésima e j-ésima.

Y1 frezp(—1q.7) = Fi(g): fator de estrutura da particula k-ésima.

Y1 frezp(iq.7r) = Fi(q): fator de estrutura conjugado da particula k-ésima.

Separando a somatéria sobre os termos com k = j da somatéria sobre os termos com
k # j na equagao 2.1:

1(@) = L FE(@) + X2 ) Fu(@) F; (Q)expl—iq.(Ri — R} (2.2)
k k j#k

A intensidade da equagdo 2.2 corresponde somente a uma configuragao do conjunto de
particulas. Esta configuragdo muda constantemente devido a variagdo das orientagoes das
particulas, e portanto unicamente sao observadas intensidades médias:

< I(@) >=< L B + X X R F Deopl—id(Be - B} > (23)
k k j#k
Se o conhecimento das posi¢des relativas de duas particulas nido modificar as probabili-
dades das suas respetivas orientagoes, entao [1]:
<I(§) >=L{< N >< F{§) > + < F(§) >*< 3. exp[—id.(Rx — ;)| >}  (24)
k j#k
onde < N > é o nimero médio de particulas no volume irradiado V.

Assumindo que o grupo de particulas é isotrépico e ndo existe uma ordem de longo alcance
no sistema, € possivel introduzir a fung¢do de correlagao de pares g(r) (fungao distribuigao ra-
dial). Esta fung¢do representa a probabilidade de encontramos uma particula a uma distincia
7 do centro de uma outra particula tomada como referéncia. E possivel demonstrar que [1]:

e R - © sen(q.r
<Y S exp[—ig.(Ry — R;)] >=< N > 47rnp/ —(q——)(g(r) — 1)r?dr (2.5)
% iZh 0 q.r
onde n, é a densidade numérica média de particulas. Utilizando esta igualdade, a equacao

2.4 se reduz a:

> gen(q.r)

<I(q) >=1I, < N > {< F¥q) > + < F(q) > 4mn, /0 (g(r) — 1)r%dr}  (2.6)

q.r
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Definindo
< F?(q) >= P(q) (2.7)

como o fator de forma da particula, e

o0 sen(q.r
S(a) = 1+ lmm, < F(9) > /P(@)] [ (o(r) - )* 2 ) (2.9)
como a funcdo de interferéncia do sistema:
<I(q) >=I,P(q)5(q) (2.9)

onde I = I, < N >.

Existem trés casos que siao do nosso particular interesse:

a) Sistema formado por particulas idénticas com geometria esférica ou de baixa anisome-

tria.

Neste caso a expressao da equagio 2.9 se simplifica através da relagao [1] :
P(q) =< F(q)* >=< F(q) >* (2.10)

b) Sistema com distribuigdo continua dos tamanhos de particulas.

A equagdo 2.9, escreve-se [43]:

< I(q) >=I,P(q)S'(q) (2.11)
onde:
S'(q) =1+ B(q) < 3. > exp|—iq.(Fx — B;)] > (2.12)
k j#k
Bla) =< F(q) > | < F?(q) > (2.13)

A média na equagao 2.13 (e implicitamente no fator P(q) na equagio 2.11), é realizada so-
bre todas as possiveis orientagoes das particulas bem como sobre a distribuicao de tamanhos

das particulas.
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B(q) é um fator que oscila entre 0 e 1, o qual suprime as oscilagoes do termo da du-
pla somatéria na equagdo 2.12. Foi demonstrado [43] que é possivel aproximar esta dupla
somatéria com a solugdo obtida a partir da equagao de Ornstein Zernicke utilizando um
potencial efetivo de interagao entre as particulas.

c) Sistema formado por particulas cilindricas carregadas.

Vamos supor que cada particula tem um comprimento muito maior do que o diametro da
sua segdo transversal. Fy = Fy(q,u) corresponde ao fator de estrutura da k-ésima particula
tal que 4, €é o vetor unitdrio que indica a orientagdo do eixo do cilindro [1-2]. Para este

sistema, a equagao equivalente a equagao 2.4 é:

< I(§) >= I,{< N >< F*(g,%) > + (2.14)

<3 k}: Fi(q, @) F}(q, @;)exp—iq.(Bx — ;)] >}
J k#s

Para desenvolver o segundo término da equagao 2.14, andlogamente a fungao distribuigao
radial introduzida na equacao 2.5, deve-se definir a funcdo correlagao de pares g(7, ik, u;)
que representa a probabilidade de encontramos uma particula cilindrica con orientacdo iy e
centro de gravidade em 7, tal que existe uma outra particula com orientagdo u; e centro de

gravidade no origem. Utilizando esta fungdo na equagao 2.14 [26-28|:

<I(g) >= I{< Fg,d) > +n, [ [ [ F(3@)F"(d,3)) (2.15)

[9(7, dk, &;) — 1]exp(—iq.r)dii,dii;dr}
A igualdade 2.9 é vilida, onde agora temos que:

P(q) =< FX(§,1) > (2.16)

S(9) = 1+ e/ P(9)] [ [ [ F@BF (G T)lo(F, G, ) — Ueap(—ig.)diedd;d (2.17)

Se a distancia média entre as particulas é muito maior do que o seu comprimento, é

possivel desprezar as correlagdes entre as orientagoes das particulas k-ésima e j-ésima e a
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distincia 7 entre os seus centros de gravidade. Ou seja, nido existe correlagao entre F'(q, k)

e F(q,u;). Nestas condigdes, na equagao 2.17 temos [26-28]:
S(a) = 1+ (< F(§3) >* /P(q)) [9(7) — Lewp(~ig:7)d (2.18)
onde:
g9(7) = / / 9(F, G, @) dirdi; (2.19)

é a integracdo da fungao de correlagao de pares sobre os seus graus de liberdade rotacionais.

No caso de um sistema altamente diluido, S(g) ~ 1 nas equagdes 2.8 e 2.17-18, e portanto:

< I(q) >=I,P(q) (2.20)

Em continuagdo, embora os titulos dos items 2.1 e 2.2 abranjam uma ampla variedade
de temas, estes estarao restringidos somente aos pontos de interesse deste trabalho. Para

adotar uma notacdo mais conveniente, no resto deste trabalho < I(g) > serd substituido por

I(q).

2.1 Solucoes Coloidais de Particulas Monodispersas

nao Interagentes

2.1.1 Regiao de Guinier

A intensidade de espalhamento no limite de ¢ muito pequenos, para solugdes isotrépicas
diluidas de particulas de pequena anisometria, é dada pela aproximacdo universal estabele-

cida pela lei de Guinier [1-2]:

q2 R2

lim I(q) = nfe™ 5 | (2.21)
q—)
onde n. € o nimero total de elétrons da particula e o raio de giro R, da particula é o unico

parametro. Anilogamente a mecanica clissica R, define-se como a distdncia quadratica
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média do centro de gravidade onde o papel de "massa” corresponde aos elétrons.

2.1.2 Funcao Distribuicao de Distancias

No caso de solugoes isotrdpicas altamente diluidas, define-se a fungao distribuicao de
distancias p(r), relacionada a amplitude de espalhamento e que contem toda a informagao
acessivel do meio espalhador.

E necessario introduzir a funcao distribuicdo de probabilidade de distancia ou funcao
caracteristica da particula y(r) definida, para uma particula de densidade eletrénica p(zy)

tal que Zy é a posicdo de um ponto da particula, como a convolugdo quadrada tri-dimensional

da diferencga de densidades eletronica g, mediada sobre todas as diregoes no espago [1-2]:

1) = [ [ el@el + F)dVidw (2.22)

A partir de y(r) define-se [1-2]:

p(r) = y(r)r’? (2.23)

esta fungdo é a fungdo distribuigdo de distancias p(r) a qual representa (multiplicada por
um fator 47), para particulas homogéneas, o nimero de linhas com comprimento r que séo
encontradas na combinagao de qualquer pequeno elemento de volume z com qualquer outro
de volume k dentro de uma particula. Para particulas inomogéneas, deve ser considerada a
diferenca de densidade eletronica dos elementos de volume. Nesse caso, p(r) é proporcional
ao numero de pares de elétrons diferenca separados pela distincia 7 que sao encontrados
na combinagdo de qualquer pequeno elemento de volume z com qualquer outro elemento
de volume k dentro de uma particula. O nimero de pares de elétrons diferenga é igual ao
numero de pares de elementos de volume multiplicados pelo produto do nimero de elétrons
diferenca n; e ny, posicionados nos correspondentes elementos de volume. Duas regides com
densidade eletrénica de diferente sinal dao contribui¢des negativas a p(r).

A relagao entre a fungdo p(r) e a intensidade de espalhamento estd dada por:

= 4r /oc zenle- T)]d (2.24)
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e a transformada inversa da equagao 2.24, permite calcular a fun¢ao p(r) a partir da inten-

sidade espalhada:
1 o]
p(r) =55 [ Ha)gr)sen(gr)dg (2.25)

272 Jo
A fungdo p(r) fornece informacao sobre a forma da particula e sobre a sua dimensao
maéxima, pois:

p(r) =0, r>D (2.26)

onde D é a dimensdo méxima da particula. A partir desta funcao é também possivel calcular
R,, de uma maneira muito mas exata do que a fornecida pela lei de Guinier, ja que neste
caso é utilizada a curva de espalhamento completa [2, 44]:

e (r)rzdr
2[5 (r)dr

No caso de um sistema de particulas de estrutura cilindrica, é interessante realizar o

R? = (2.27)

cdlculo da fungdo distribuigao de distancias da segao transversal. Estes cdlculos assumem as

particulas homogéneas na diregao do eixo do cilindro. Portanto [2, 45]:

o(7) = ooc(e) (2.28)

onde gy é uma constante e 7, é um vetor no plano da segdo transversal perpendicular ao eixo

do cilindro. Neste caso, a fungao de correlagoes da segao transversal, se define como:

70(7') =< QC(FC)*QC(_FC) > (229)

onde a média <> é realizada sobre todas as dire¢cdes no plano da segdo transversal da
particula e x significa a operagio de convolugdo. A funcdo distribuigao de distancias da

secdo transversal p.(r) define-se como [2, 45]:

pe(r) = re(7) (2.30)

A conexao entre a fungdo p.(r) e a intensidade espalhada, é dada por:

(r)o(ar) |

Itg) = (SFHg) = 2'p [ B (231)
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onde L é o comprimento do cilindro, Jy(g) € a funcgdo de Bessel de ordem zero e F*(q) é
a intensidade de espalhamento referida a segao transversal do cilindro, a qual serd tratada
mais detalhadamente no item 2.1.4. A transformada inversa desta equagao permite o célculo

de p.(r) a partir de F?(q):

plr) = 5 [ F2adardolar)da (232)

As informagoes obtidas a partir da fungdo p.(r) sio andlogas as mencionadas para a
funcio p(r), mas relacionadas a segdo transversal da particula. O raio de giro da segio

transversal R,(r) é calculdvel a partir da equagdo 2.27 substituindo p(r) por p.(r).

2.1.3 Fator de Forma de Micelas com Simetria Elipsoidal

Vamos comegar a nossa exposi¢ao considerando uma solucdo diluida de particulas esféricas
de volume V,,¢ € raio R.,s. Assumindo uma distribuicdo continua de pontos de espalhamento
para cada particula bem como para o solvente, é possivel definir g € gy como as densi-
dades eletronicas constantes da particula e do solvente respetivamente. Somente a diferenca

Ap = (o — go) é relevante a difragdo de raios-X, sendo que [1-2]:

F() = Ao /V exp(—ig.F)dV (2.33)
esf
O valor médio de exp(—1ig.7) sobre todas as possiveis orientacoes de 7 fornece [1-2]:

sen(q.r)
o (2.34)

e utilizando a equagao 2.34 na equagdo 2.33, expressa em coordenadas esféricas, temos:

< exp(—ig.T) >=

F(q) = Ag/%/ / mrzsen se(n(z)r)d dfdp = - (2.35)
= 3AgV{[sen(q.Rc5) ~ (q'ReS.f)COS(Q-Resf)]/(Q-ReS.f)3} =

= 3ApVd(q.Resp)

Em particular, foi demonstrado que para qualquer orientagao de um elipsoide de revolucao

de anisometria v, com semi-eixos a; € a; (a2 = a1v.), F(q) serd equivalente ao de uma esfera
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com raio R, [2]:

2

R., = (a’cos’w; + alsen’w;)'/? (2.36)

onde w; é o angulo entre o eixo de revolugdo do elipsoide e o vetor . Nestas condigdes,

temos para o elipsoide de revolugdo:
F(q,m,) = 3A0V¢(q.(alcos’w, + a’sen’w;)!/?) (2.37)

Entre os modelos mais simples e usados de micelas encontra-se o de elipsoide de revolugao,
formado por um carogo parafinico, que contem as cadeias hidrocarbonadas hidrofébicas, e
por uma regiao polar, que contem as cabegas hidrofilicas. Existem duas geometrias possiveis
de elipsoides de revolugdo, e a segao transversal de ambas estd apresentada na figura 2.1.
A regiao parafinica central tem densidade eletronica g,,,, semi-eixo menor l,,, e semi-eixo
maior vl,,, ou v, dependendo da geometria do elipsoide (lper: comprimento da cadeia
hidrocarbonada, v: anisometria da regido parafinica). Esta regido estd rodeada de uma
camada polar de espessura d e densidade eletronica g,or.

As duas geometrias do elipsoide mencionadas sao as seguintes:

a) elipsoide de revolugdo prolato: obtem-se pela rotagio em torno do eixo maior do
elipsoide (a) da figura 2.1, dado por [2 (l,erv + d)] tal que v > 1. Os pardmetros sio os
semi-eixos (lpar, lpar, ¥lpar) para a parte parafinica e (I, + d, lpar + d, vlpe, + d) para a
micela completa. Neste caso, definindo (lpe, + d) = Ry, € se ¢ é o angulo entre o eixo longo

do elipsoide e o vetor ¢, a equagdo 2.37 se transforma em [46]:

F(g,¢) = 3Vpar(@par — pot)#(glparg1({)) + 3Vpot(@pot — 00)$(9-Hpotg2()) (2.38)

aplicando a igualdade 2.35:

F(%C) = 31/;70T(9par — onl){sen[qlpargl(C)] - [qlpargl(C)]cos[qlpargl(C)]}/[qlpargl(4)13(2'39)
+3Vot(epot — 00){3€n[q. Roo1g2({)] — [9-Rpotg2(¢)]eos|q- Rpotg2(€)1}/ [9-Bporg2({))°

onde V., = %ﬂ'lgaru é o volume do carogo parafinico, Vo = %ﬂ'(lpar + d)2(vlper + d) é 0

volume micelar total, e g1({) e g2({) correspondem a:

91(¢) = (cos’¢ + v?sen’()

92(¢) = (cos’¢ + T2sen’()? (2.40)
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1V 1par

v I par
N Ve

r[A] (b) r[A]
Figura 2.1: segdo transversal do modelo de duas camadas para micela elipsoidal: (a) elipsoide
prolato, (b) elipsoide oblato.

_ vl ar+d
onde T = _Llpaﬁd .

Nestas condigoes:

Plg) =< F(g,¢) >= [ [F(g,¢)costdt (241

b) elipsoide de revolugdo oblato: obtem-se pela rotagio do elipsoide (b) da figura 2.1
em torno do eixo menor, dado por 2(l,,, + d). Os parametros da parte parafinica sdo os
semi-eixos (lpa,,lff,lff) e da parte polar (I, + d,’ff + d,l% + d), tal que v < 1. A
expressdo do P(q) é dada pela correspondente ao elipsoide de revolugao prolato substituindo

3
[46): T = w2t V= 4r 5 e Vo = 47( 22 + d)2 (s + d)-

Finalmente, é importante definir o nimero de agregacdo micelar médio @ através das
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equacoes:

v = grulﬁa, para elipsoides prolatos
4 1
v = §7r—2lfm para elipsoides oblatos (2.42)
v

onde v é o volume da cadeia hidrocarbonada.

2.1.4 Fator de Forma de Particulas com Simetria Cilindrica

Vamos considerar uma solugdo diluida de particulas cilindricas de volume V,;. O fator

de estrutura correspondente a uma destas particulas é dado por [2]:

F(§) = Ao /V eap(~igA)dV (2.43)

assumindo-se uma distribuicdo continua de centros espalhadores para a particula e para o
solvente. Definindo 2z’ como a componente do vetor 7 na diregdo do eixo do cilindro e 7, como

a componente do vetor 7 no plano da secdo transversal do cilindro [2]:

F(§) = Ag /_ LL/; /A eap|—ig(7, + 7)|dAdz (2.44)

para um cilindro de comprimento L e secdo transversal de drea A. Se 4, é o vetor unitario

na diregdo do vetor 2
L/2
F(§=F@G) = Ag / 1 SP(—iE8:2)dz / exp(—iG7,)dA (2.45)
~L/2 A
. L., .. L o
= AgL{senlg@(3))/13@(5 )} [, eap(~igr)ia

onde nao foi colocada em evidéncia a dependéncia do fator de estrutura com 7, porque esta
fungdo ndo depende desse vetor (equagao 2.48). Portanto, se £ é o angulo entre os vetores ¢
€ 'l_l:k:

Pq) =< F*(§,iL) >=< F*(q,¢) >= [ F(q, ¢)dt (2.46)

O fator de estrutura da equagao 2.45 corresponde ao produto de um termo relacionado

a L e um outro relacionado a A. Se L > 2R, sendo 2R o diametro de A, o termo
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relacionado a L somente contribuird para £ ~ 90 ° [2]. Nestas condicoes, os dois fatores
podem se considerar independentes e as suas médias com respeito a { podem se calcular em
forma separada.

O fator relacionado a L fornece:

< Fil9,) >= I* [ {lsenlg {cost)Vlag (cost|Pd(cost) = L= (241)

O fator relacionado a A nao depende de £ e portanto nao se precisa calcular a média com

respeito a esta variavel, somente quadrar:

J](q.R)

F2(q) = [Ae [ eap(~igi)dAl = 240 )2 (2.48)

onde J, é a fungdo de Bessel de primeira ordem. A partir das equagoes 2.47 e 2.48 obtem-se:

P(9) =< Filg,€) > Filg) = L7 2ang( L2y (2.49)

2.2 Solugoes Coloidais de Particulas Monodispersas

Interagentes

2.2.1 Calculo do Fator de Interferéncia de Solugoes Isotrépicas

com Particulas Esféricas

A fungao de correlagao de pares, introduzida na equacgao 2.5, é de principal importancia
na teoria de liquidos em equilibrio. A relacdao desta fungao com o potencial total agindo no

liquido, em uma solugao isotrépica formada por N particulas coloidais esféricas, é [47]:

WL L. V2 [ drs...dinezp[— A= U (T ooy Tn)]
9(71,72) = g(| [F1 — 72] |) = g(r) = el

= = = 2.50
fdrl...drNea:p[——KLBTU(rl, vy T (2:50)

onde Kp= 1.38 x 1072 J/mol°K é a constante de Bloltzmann, T é a temperatura do sistema

e U(7,...,7n) € o potencial total de interagao.
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A fungao de correlagio total se define através de:
h(r) = g(r) -1 (2.51)

Para compreender o significado desta fungao, é conveniente decompo-la nas suas componen-

tes diretas e indiretas. Isto é realizado através da equacdo de Ornstein-Zernicke [48]:
h(r12) = c(r12) + np/h(rzs)c(ﬁs)d(rs) (2.52)

Neste caso:

719 distadncia entre as particulas 1 e 2.
r13: distancia entre as particulas 1 e 3.
r93: distancia entre as particulas 2 e 3.
r3: posicdo da particula 3.

A equagao 2.52 define a fungdo de correlagdo direta, ¢(r;2). E importante notar que para
um sistema de N particulas, h(r;2) ndo tem o significado fisico para um par de particulas
isoladas: deve ser relacionada & presenga das (N — 2) particulas restantes. De acordo com
a equacdo 2.52, a correlagao total entre duas particulas vem do efeito direto da particula 1
sobre a particula 2, expresso por ¢(72), isto modificado indiretamente através do efeito total
de uma particula representativa 3 sujeita a sua correlagdo com a particula 2, expresso por
h(7a3).

No caso de particulas esféricas, a funcao de interferéncia introduzida na equacao 2.8, é

simplesmente a Transformada de Fourier de A(r):

S(q) = 1+ 4nn, /0 “ h(r )se(’;(j)") r2dr = 1+ nyh(q) (2.53)

enquanto que a relagdo inversa corresponde a:

h(r) = 27r2np / 1(q) —1]“("(‘1)’") q?dg (2.54)

A Transformada de Fourier da equagao 2.52, com a ajuda do teorema de convolugao,

fornece:

h(g) = <(q) + npc(q)h(q) (2.55)
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pelas equagoes 2.53 e 2.55:

S = 1- nIpC(q)

portanto S(g) é obtida através do conhecimento de ¢(g), a qual obtem-se pela transformada

(2.56)

de Fourier de c(r12). Mas é necessdria uma relagdo de clausura entre h(r) e ¢(r) para que a
equacao 2.52 seja uma formulacdo autoconsistente para estas duas fungoes.
A relagdo de clausura entre h(r) e c(r) utilizada no nosso trabalho é a MSA:

elr) = —Ki:r
hr) = -1, r<o (2.57)

Ul(r), rT>0

onde U(r) é o potencial de pares que descreve a interagao direta entre as particulale2e o
¢ o diametro destas particulas.
A segunda parte da equagdo 2.57, deduce-se a partir da equagao 2.51 e do significado da

fungdo g(r), a qual satisfaz:

g(r) = 1, T — 00 (2.58)

Q(T) = 0, r<o

A primeira parte da equacao 2.58 significa que a uma distincia muito grande da particula
referéncia, a densidade das particulas ndo se distingue da densidade média. Entretanto, a
segunda parte da equagdao 2.58 corresponde a condicdo de "esfera dura”e impde que as
particulas ndo conseguem se interpenetrar.

Para compreender o significado fisico da primeira parte da equagao 2.57, deve-se relacio-
nar & fungdo g(r) com um potencial de forga média hipotético, ¥(r), através da relagao de
Boltzmann [47):

9(r) = eap|~V(r)/K5T] (2.59)

Este potencial de for¢ca média pode ser escrito como:
U(r)=U(r) + W(r) (2.60)

Para pequenas separagbes, quando o potencial de pares domina a estrutura do fluido,

U(r) — U(r). Entretanto, para separagdes maiores, os efeitos das restantes (N —2) particulas

26



dominam e ¥(r) — W(r) pois esta iltima fungdo representa o efeito médio das restantes
particulas.
A partir da equagao 2.52:

h(r) — ¢(r), np, — 0 (2.61)

ou seja:

g(r) = 1+ c(r), n, — 0 (2.62)

Nestas condigoes, ¥(r) — U(r), sendo que:

g(r) = exp|—¥(r)/KpT| — ezxp|-U(r)/KgT] — 1 + c(r) (2.63)

onde:
c(r) ~ exp[-U(r)/KpT| -1 (2.64)
— KgTe(r) ~ U(r) KpT > U(r) (2.65)

recuperando-se a primeira parte da equagao 2.57.

Vamos definir agora o potencial de pares utilizado no nosso trabalho.

Se a intensidade de espalhamento de uma solugao micelar medida em uma experiéncia,
depende principalmente da contribuigio das micelas, esta solugao pode ser pensada como
um plasma de macroions (representados pelas micelas), sendo os contra-jons das micelas e
as moléculas de solvente um fundo uniforme neutralizador que determina a blindagem do
sistema.

Nas condigoes estabelecidas no paridgrafo anterior, a estabilidade da solugao micelar tem
a sua origem nas forgas eletrostaticas repulsivas por meio das quais as micelas interagem, e
estas interagbes sao descritas por um potencial de pares efetivo que mede essencialmente as
interagoes entre os macroions.

Como sera explicado em continuagdo, o potencial de interagao entre os macroions utiliza-
do neste trabalho para a obtengdo da expressio analitica de S(g) foi desenvolvido para

macroions esféricos. Apesar disto, as micelas em solugao podem adotar formas elipsoidais,
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como foi explicado no item 2.1.3. Para modelar S(g) para uma solugao de micelas elipsoidales
é necessario transformar as micelas anisométricas em micelas esféricas de volume parafinico

equivalente cujo raio efetivo é dado por:

R;':f = l/lga,. para elipsoides prolatos
l3

R} = 2 para elipsoides oblatos (2.66)
v

Portanto, o didmetro de macroion esférico equivalente esta dado por:
o =2(R;+d) A (2.67)

No célculo do potencial de interagdo DLVO entre dois macroions esféricos, sio des-
prezadas as interagOes entre os contra-ions (considerando os pequenos contra-ions como
pontuais) e assume-se uma fraca interacio entre os macroions e os contra-ions. Este po-
tencial de pares serd adotado neste trabalho, desprezando a componente atrativa devida a
forca de Van der Waals ja que as particulas raramente se aproximam a ponto de senti-la, em
uma forma simplificada da calculada por Verwey e Overbeek [49] para o potencial repulsivo

entre dois macroions esféricos de diametro o:

Ulr) = 7reeo¢302 e:z:p[—klz‘(r — U)], r>0

Ulr) = oo, r<o (2.68)

onde 7 ¢ a distancia interionica centro-centro, € é a constante dielétrica do solvente (€igus pura=
78.3) , eo= 8.2854 x 10 ~!2 C*/ Nm? é a permissividade do espaco livre, ¢ é o potencial de
superficie relacionado a carga eletronica do macroion z,, por:

¢o = zm [Teeea(2 + kpo) (2.69)

e kp é a distancia inversa de blindagem de Debye-Hiickel dada por:

kp = (47Lp Y $: Z7)/* (2.70)
i£0

onde Z; e 1); sao a carga e concentracio dos pequenos ions (contra-ions e co-ions, no caso de

eletrolito adicionado) e Lp € o tamanho de Bjerrum:
Lp = €*/4neeuKpT (2.71)
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onde e: carga elétrica= 1.6 x10 ~!°C. Lp estd também relacionada & forga idnica I da
solucao através de [50]:

kp = (0.0151LgI)? (2.72)

onde I, estd dado por:

I = c.m.c + (sal adicionado) + a% (2.73)

tal que a: coeficente de ionizagio= 2= e [¢]: concentragdo molar da solugio.
A relagao de clausura MSA fornece, no caso do potencial da equagao 2.68, a solugao
analitica da equagao de Ornstein-Zernicke. O método para achar esta solugao foi desen-

volvido por J. B. Hayter e J. Penfold [23].

2.2.2 Fator de Estrutura Analitico para Solugoes de Macroions

Esféricos: Método de Hayter e Penfold

O método comega pela reformulagiao do sistema em unidades adimencionais [23]:
r=r/o, k = kpo, Q=qo (2.74)

Utilizando esta transformacdo, a expressdo para U(r) fica dada por:

1
KBTU(:B) = ceexp(—k.z)/z, z>1
1
KBTU(:::) = oo, r<l (2.75)

onde € = K;ﬂreeoqﬁga'emp(k), e a condigao MSA que fornece a relagiao de clausura:

1
) = g7
h(z) = -1, r<l (2.76)

Ulx), z>1

Neste método a fungdo de correlagao direta c¢(z) obtem-se resolvendo a equagao de

Ornstein-Zernicke dentro da aproximagao MSA:
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Csenh(kz) N Flcosh(k.x) — 1]

1 3
= = 1
c(z) A+ Bz + 217A:c + " " T <
c(z) = —ceexp(—k.z)/z z>1 (2.77)
onde n = M;LS é a fracao volumétrica. As constantes sao dadas por:
C = —(wieF?+ wisF + wis)/(wisF + wa)
= bl + bgC + b3F
A = a; + (120 + a3F (278)
onde F ¢é a raiz de
waF* + w3 F2 + wo F2 + w F +wo=0 (2.79)

Os coeficentes das equagdes 2.77-79 estao listados no apéndice A [23].

Procede-se entdo da seguinte maneira:

i) Calculam-se todas as raizes reais da equagdo 2.79

ii) Para cada valor de ¢(z) calculado a partir dos resultados do item i), obtem-se S(Q)

através da relagao 2.56. O resultado é:

S(Q) = 1/[1 — 24na(Q)] (2.80)

onde a expressdo para a(@) estd dada no apéndice A.

iii) A fungdo radial correspondente a equagao 2.80, é calculada a partir da equagdo 2.54:

1
12wz

o(e) = 1+ m— [[S(Q) - Qsen(Q.2)dQ (2.81)

iv) A raiz que satisfaz g(z) = 0 para z < 1 (equivalente a condigdo da equagdo 2.57 para
h(z)), é escolhida como a solugéao fisica correta.
No limites nos quais € — 0 ou k — oo as equagoes 2.52 e 2.57 fornecem o resultado para

o caso de esferas duras, previamente calculado por Perkus e Yevick [51].
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2.2.3 Calculo do Fator de Interferéncia de Solugoes Isotropicas

de Particulas com Simetria Cilindrica

A fungdo de interferéncia S(q) correspondente a uma solugao isotrépica de particulas
cilindricas carregadas foi derivada experimentalmente para varios polieletrélitos, mas nao
existe uma teoria equivalente a apresentada na segoes 2.2.1 e 2.2.2 para o calculo de S(g) no
caso de solugoes de macroions cilindricos semiflexiveis.

A maior dificultade para achar uma solugdo analitica para S(q) reside em que esta fungédo
estd relacionada a fungdo correlagdo de pares entre duas particulas cilindricas, g(7,u;,42), a
qual depende dos vetores #; e 1, paralelos aos eixos dos cilindros e da distancia 7 entre os
seus centros de gravidade.

A relagao de g(7,u;,u2) com o potencial que descreve as interagoes entre as particulas
que formam o sistema é [26]:

V247'l' f dF3dﬁs...dFNdﬁN€wp[—?—}37 Zi(j U(ﬁj,ﬁ,’,’lfj)]

f dfldﬁz...dT_"NdﬁNewp[—ﬁ Zi(j U(ﬁj,ﬁi,ﬁj)]

—

g('F, Uy, '&:2 =

(2.82)

Para relacionar os dados experimentais obtidos pela intensidade de espalhamento com
as propriedades das particulas cilindricas, deve-se determinar analiticamente a fungao S(q)
a partir de um potencial dado de interagdo. Nos ultimos anos equagoes integrais, teorias
das pertubargées e cdlculos de Monte Carlo foram desenvolvidos para fluidos de particulas
anisotrépicas [25-28]. Como ¢(7,us,uz) é uma funcio muito mais complicada do que a g(r)
correspondente a particulas esféricas, todo o trabalho geralmente comeca a partir de uma
representagao das fun¢des dependentes da orientagao em termos de expansoes de invariantes
rotacionais.

Existe na literatura um método analitico para calcular S(q) a partir da solugio da equagao
de Ornstein e Zernicke, mas é somente vélido para sistemas fracamente interagentes no regime
diluido e nao reproduz os picos observados experimentalmente para as fungdes S(q) da regiao
mais concentrada deste regime [25].

Trabalhos utilizando o método de simulagao de Monte Carlo conseguiram reproduzir

fungoes S(gq) que confirmaram os resultados experimentais para 0.52< EC; <1.51 [28]. Nestes
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estudos foi utilizado um modelo de Yukawa de n-centros, com potencial de pares corres-
pondente & interacao entre duas particulas cilindricas carregadas, de comprimento finito L e
raio R. O potencial de interagao entre dois cilindros é dado por um ” centro duro” cilindrico de
didmetro 2R e comprimento L quando existe sobreposicao entre os dois cilindros, e por uma,
parte eletrostatica quando ndo existe sobreposicdo. A parte eletrostatica é obtida somando
sobre todos os possiveis pares de interagdes (n?) entre sitios individuais (segmentos) em
cilindros diferentes. Cada segmento em um cilindro com carga % interage com o outro

através de um potencial de Coulomb blindado. Portanto:

. o (Q/n)%exp(kp2R) & (—kpTap) L
SLOATRDVaf) b
U(7, iy, o) Irceo(1 1 hp2R)? ; s , sem sobreposicao
U(7, iy, U) = 00, com sobreposicao (2.83)

onde 7,4 é a separacdo entre o segmento « no cilindro 1 e o segmento 3 no cilindro 2.
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Capitulo 3

Resultados Experimentais

Todos os resultados experimentais deste trabalho e apresentados neste capitulo foram
obtidos com equipamentos instalados no Laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica
da Universidade de Sao Paulo. Em continuagao seréd dados detalhes sobre estes equipa-
mentos, bem como sobre os efeitos instrumentais que sua utilizagdo provoca no resultado
experimental. Finalmente serdo apresentados os resultados obtidos, sendo explicado o trata-

mento dos mesmos.

3.1 Difratémetro de Baixo Angulo

Para o estudo das curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo foi utilizado um
difratéometro de baixo angulo da Rigaku-Denki, com geometria de colimagao de fendas linha.
Foi empregado um tubo de raios-X com alvo de cobre, e radiagio CuKa (A= 1.54 A).

A figura 3.1 apresenta o arranjo normal sem monocromador.

O sistema de colimagéo, no caso do sistema de alta resolugéo utilizado em nosso trabalho,
compreende o seguinte conjunto de fendas:

F,: fenda de segdo transversal fixa (largura u= 0.2 mm e altura k= 10 mm).

F,: fenda de segdo transversal fixa (u= 0.1 mm e k= 10 mm). Como o feixe incidente toca
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B S

Figura 3.1: arranjo normal em geometria de foco linha sem monocromador. FRX: fonte de
raios-X, A: amostra, F inc: feize incidente na amostra, F esp: feize espalhado pela amostra,
20: dngulo de espalhamento, BS: bloqueador do feize direto, D: detetor, x;= 28.5 mm, x,=
239.5 mm, x3= 60.5 mm, X4,= 40 mm, D,,;,= 350 mm e x4= 282 mm. Fy, ¥y, F3, F., Fy €

F, correspondem ds fendas do sistema de colimagdo.

as bordas de F,, esta fenda se transforma em uma fonte de espalhamento parasita.
F3: fenda ldbios (u varidvel, h fixa). F; elimina o espalhamento parasita ocasionado por F,,
suas bordas se aproximam mas nao tocan o feixe incidente.
F.: fenda de espalhamento com segdo transversal fixa (u= 0.1 mm e h= 15 mm).
F4: fenda de recepgao com se¢ao transversal fixa (z= 0.05 mm e h= 15 mm). O alinhamento
de F; com F, é critico.
F,: fenda de recepcio do detetor com segao transversal fixa (u= 0.8 mm e A= 15 mm)

A distancia entre as fendas estd indicada na figura 3.1.

No arranjo experimental da figura 3.1 foi montado um monocromador de cristal de grafite
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[0002] para monocromatizar o feixe espalhado pela amostra, sobre o brago goniométrico, na
frente do detetor. O angulo de rotacdo do monocromador correspondente a classe de cristal
e a radiagao utilizados no nosso trabalho, é 13.28°.

O espalhamento da amostra é medido por um detetor de cintilagdo, o qual estd acoplado

a um sistemna automatico de coleta de dados.

3.2 Efeitos Instrumentais

Devido ao sistema de colimagdo utilizado na montagem apresentada no item anterior, a
segdo transversal do feixe primdrio incidente na amostra é retangular. Isto faz com que a
intensidade espalhada medida experimentalmente esteja distorcida.

Iy(z,y) é a distribuigdo retangular de intensidades do feixe primario, onde y é a co-
ordenada desde.o centro do feixe primario na direcao paralela a fenda e z a coordenada
perpendicular a y.

No caso em que a distribuigdo de intensidade ao longo da diregao vertical seja semelhante
para todos os valores da coordenada horizontal, a funcao de distribuigdo do feixe pode ser

escrita como o produto de duas distribui¢ées independentes [1]:

Io(z,y) = Li(z)Ix(y) (3.1)

onde I (z) e I5(y) sao as distribuicées do perfil de largura (perfil horizontal) e de altura
(perfil vertical), respetivamente, do feixe de raios X incidente.

a) Efeito de largura do feixe.

A figura 3.2.a mostra a segao transversal do feixe primario no plano de registro. A(z,y)

é um ponto do feixe primario. As coordenadas deste ponto no plano de registro sao:

A,

Ot = tg(20) ~ 26
o 4rsend 4wl
- A A

2r OA,
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Ayl— — _':\ xy) PY ¢

(a) (b)

Figura 3.2: (a) projecio do feize primdrio no plano de registro: A(z,y) € um ponto do feize
primdrio. (b) projecdo do feize primdrio infinitamente estreito e com uma certa altura no
plano de registro: P(y) € um ponto do feize primdrio. Nas figuras (a) e (b), y € a coordenada
desde o centro do feize primdrio na dire¢do paralela d fenda e & € a coordenada perpendicular

ay; M € o ponto de observagdo.

024” = tg(20) ~ 26
_ 4msenf 4wl
y=" )
21 OA,
Ay=y=~+— (3.3)

onde ¢ é a distancia entre a amostra e o plano de registro.

Ji(q) é a intensidade espalhada que‘ seria medida no ponto de observagao M se o feixe

incidente fosse infinitamente estreito, com uma distribuigdo proporcional a I>(y) na diregao
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da coordenada y. O efeito da largura do feixe faz com que a intensidade espalhada pela

amostra, medida no ponto M, seja:

In(q) = /_o:o Ii(z)J1(qg — z)de = I, x J; (3.4)

b) Efeito de altura do feixe.

Uma vez realizada a corregao pelo efeito de largura do feixe, vamos assumir que o feixe
incidente é infinitamente estreito mas com uma certa altura na diregao y. Nestas condigoes,
o grafico da figura 3.2.a correspondente & segao transversal do feixe primario no plano de
registro, deve ser trocado pelo grafico da figura 3.2.b. A posigdo do ponto P(y) no feixe

direto, agora estd definida através de:

Ofy = tg(260) ~ 26
_ Amwsend  4nl

Y= )
2w OP,

J2(g) é a intensidade de espalhamento da amostra medida no ponto M para um feixe
incidente de raio infinitamente pequeno que passasse pelo ponto O. O efeito de altura do

feixe faz com que a intensidade espalhada pela amostra medida em M seja:

Ha) = [ L@/ + vy =2 [ L)R(/E + )y (36)

ja que a fungao I5(y) sempre pode-se transformar em uma fungéo par.
As distribuicoes I;(z) e I,(y) foram medidas experimentalmente [52] e estao listadas na

tabela 3.1.

3.3 Meétodo Fotografico de Laue

Foi utilizado o método fotogrifico de Laue com geometria de transmissdo: um filme
sensivel a raios-X € colocado posterior a amostra, perpendicularmente ao feixe ponto inci-
dente bem colimado.

A radiagao empregada foi CuKa com filtro de Ni e a distancia amostra-filme utilizada

foi de 10 cm.
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Tabela 3.1: perfil de largura e altura do feize de raios-X incidente na amostra (resultados

eztraidos da referéncia [52]).

q Perfil de largura q Perfil de altura
(diregdo horizontal) (direcdo vertical)
A1) [cps] [A-1] [cps]
0.0000 26500 0.0000 26500
0.0071 20 0.0388 26500
0.0140 0 0.0777 26500
0.0210 0 0.1165 26500
- - 0.1341 8000
- - 0.1553 40
- - 0.2330 0

3.4 Amostras

3.4.1 Sistema DNA/Agua

Foi utilizada uma amostra de Calf Thymus DNA fragmentado, fornecida pelo Depar-
tamento de Quimica Organica ”A. Mangini” da Universidade de Bolonha, com uma dis-
tribuigao de pesos moleculares de aproximadamente 120 pares de bases. Isto corresponde a
um comprimento médio de fragmento de 408 A e a um peso molecular de 85000. O alarga-
mento da distribuigdo de comprimentos é aproximadamente de 20%. A concentragao para
cada amostra foi calculada como C= [g de DNA/ 1 de solugao]. Utilizando como guia o

diagrama de fases da referéncia [5], as solugoes foram preparadas no intervalo 10 g/1 < C' <
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202 g/1, misturando quantidades controladas de DNA fragmentado e dgua bidestilada
deionizada. Cada solugdo foi deixada a 5° C por um periodo de 24 horas até alcangar o
equilibrio, examinada a temperatura ambiente ( 22+ 1 °C) e novamente guardada a 5° C,
para prevenir contaminacdo bacterioldgica. Para proceder a seu exame, cada amostra foi

colocada dentro de um capilar de vidro selado, com 1mm de diametro interno.

3.4.2 Sistema PLPC/Agua

Foi estudada uma amostra de PLPC comercial da Sigma de pureza aproximada de 99 %
e peso molecular 495.

As solugbes aquosas foram preparadas misturando quantidades controladas de PLPC e
agua fresca bidestilada. A concentracao C de cada amostra foi calculada como a porcentagem
da concentragdo em peso C'= [ g de PLPC/ g de solugdo]. O valor de [¢] correspondente a
cada C estd listada na tabela 3.3. Foi estudado o intervalo 5 < C < 40 % w/w de PLPC,
baseando-se no diagrama de fases da figura 1.5. As amostras foram deixadas a temperatura
ambiente (22 +1 °C) até que o equilibrio foi alcangado, examinadas a essa temperatura e
depois guardadas a 5°C para prevenir contaminagio bacterioldgica.

Para seu exame, as amostras com 5 < C <37.5 % w/w de PLPC foram condicionadas
em capilares de vidro selados de 1mm de didmetro interno. Entretanto, devido a sua excep-
cionalmente alta viscosidade, a amostra de 40 % w/w de PLPC foi montada em uma cela

fechada ao vacuo, entre dois filmes finos de mylar.

3.5 Tratamento dos Dados

Todas as curvas de SAXS foram obtidas com o equipamento apresentado no item 3.1.
operando com 40KV/30mA. A radiagio de espalhamento, Jo,, foi corrigida de acordo com
a equagao:

Jobs = (J — B,) = (Jo — B,)Tr (3.7)
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onde J corresponde a radiagdo medida experimentalmente, Jy é o espalhamento medido
sem amostra (feixe direto), B, é o ruido eletronico (proveniente do sistema de adquisigdo de
dados) que resultou ser igual a (0.7671+0.022) e T'r é a transmissio da amostra. Os pontos
experimentais para angulos de espalhamento 26 < 0.4° (¢ < 0.029 A~!) foram abandonados
devido a forte influéncia do feixe direto. O erro de cada ponto na curva de SAXS corresponde
ao desvio padrdo da equagao 3.7. A transmissdo da amostra foi medida de acordo com a

equagdo (tabelas 3.2-3):
_h
=7

onde J; e Jy sdo, respetivamente, a intensidade transmitida através da amostra e do feixe

Tr (3.8)

direto medidas com o sistema operando a 40 KV/10mA, 26 = 0 ° e com um filtro de aluminio

de 0.04 mm de espessura colocado na frente do detetor.

Tabela 3.2: valores de transmissdo Tr das amostras estudadas do sistema DNA /dgua como

fungdo da concentragdo C.

[&/1]
10 | 0.28540.012
20 | 0.243+0.009
40 | 0.24440.031
60 | 0.233+0.015
80 | 0.220+0.002
100 | 0.22140.001
145 | 0.22440.001
202 | 0.217+0.007
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Tabela 3.3: valores de transmissdo Tr das amostras estudadas do sistema PLPC /dgua como

fungdo da concentragdo C e da concentragdo molar [§].

Y [¢] Tr
[% w/w de PLPC] | [M]

) 0.10 | 0.268 X 0.005
10 0.20 | 0.256 X 0.006
15 0.30 | 0.253 £ 0.006
20 0.40 | 0.220 £ 0.006
25 0.50 | 0.294 £ 0.004
30 0.60 | 0.204 X 0.005
33 0.66 | 0.217 £ 0.003
35 0.70 | 0.236 £ 0.005
37.5 0.75 | 0.204 £ 0.004

3.6 Apresentacao dos Resultados

3.6.1 Sistema DNA/Agua

As figuras 3.3-4 apresentam as curvas de SAXS estudadas no intervalo 10 a 202 g/l
divididas pela concentragdo C. O decréscimo da intensidade para baixos angulos é devido
a efeitos crescentes de interferéncia entre as particulas. Os resultados mostram que a curva
de 10 g/l é pouco ou nada influenciada pela interferéncia. A curva de SAXS para 10 g/l
nio apresenta nenhuma estrutura; um pico de interferéncia comega a aparecer na curva
de espalhamento para concentragbes mais altas se deslocando para angulos maiores com

concentracao crescente.
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Estas amostras pertencem a fase I: nem as observagoes por microscopio 6tico de luz
polarizada como tampouco as curvas de SAXS, demonstraram a formagdao de dominios
liquidos-cristalinos dentro da solugdo. Strzelecka e Rill [6] encontraram o primeiro indi-
cio de formagao de um dominio de fase fracamente birrefringente em co-existéncia com a
fase I para 133 g/l em solugées com baixa concentragdo de sal para fragmentos de DNA de
500 A. O comprimento dos nossos fragmentos é mais curto e isto provivelmente aumenta a
sua liberdade de rotagdo para uma concentragao determinada, aumentando a concentragao
para formagdo da fase anisotrépica. Isto foi confirmado pela observagao de pequenos esfe-
rulites em co-existéncia com a fase I pela evaporagao da amostra de 202 g/l (figura 3.5).
O método de Laue foi utilizado somente para estudar as amostras com 202< C < 80 g/,
porque ndo conseguiu medir o espalhamento muito fraco das amostras com as concentragoes
mais baixas. A figura 3.6 corresponde a fotografia obtida pelo método de Laue para 202 g/l,

o halo isotrépico corresponde ao pico de espalhamento da curva de SAXS.
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Figura 3.3: curvas de SAXS correspondentes a solugées aquosas semi-diluidas de DNA,

normalizadas com respeito a C: 10, 20, 40 e 60 g/l.
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Figura 3.4: curvas de SAXS correspondentes a solugbes aquosas semi-diluidas de DNA,

normalizadas com respeito a C: 80, 100, 146 e 202 g/1.
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Figura 3.5: pequenos esferulites em co-ezisténcia com a fase I obtidos pela evaporagdo da

amostra de 202 g/l, observados por microscépio polarizado.

Figura 3.6: fotografia obtida pelo método de Laue correspondente a 202 g/1.
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3.6.2 Sistema PLPC/Agua

As figuras 3.7-9 apresentam as curvas de SAXS obtidas no intervalo de concentragoes
5< C < 37.5 % w/w de PLPC, pertencentes a fase I. Para C < 15 % w/w de PLPC (figura
3.7) as curvas de SAXS apresentam um tnico pico centrado em s'= 50 A (s = [¢/27]).
Para 20 % w/w de PLPC (figura 3.7) este pico comeca a deslocar-se para valores menores de
g, aparecendo um segundo pico nos valores mais altos de ¢ para 25 % w/w de PLPC (figura
3.8). Para C > 28 % w/w de PLPC (figuras 3.8-9) os dois picos estdo bem definidos.

Foram realizadas medidas pelo método de Laue para 5< C < 37.5 % w/w de PLPC.
De acordo com os resultados obtidos nas curvas de SAXS, observou-se somente um pico de
espalhamento para C <25 % w/w de PLPC e dois picos bem definidos para C > 28 % w/w
de PLPC. A figura 3.10 apresenta a medida obtida pelo método de Laue para 37.5 % w/w de
PLPC: os dois halos isotrépicos correspondem aos picos de espalhamento da curva de SAXS.

A amostra de 40 % w/w de PLPC, pertencente a fase Q??3, foi estudada somente pela
técnica de Laue (figura 3.11-12). Foi possivel evitar manchas nos aneis de espalhamento,
devidas a eventuais monodominios macroscépicos, utilizando longos tempos de exposigao
da amostra a radiagdo (na ordem de 30 horas). Na regido de alto dngulo do diagrama

1

de espalhamento mediu-se uma banda difusa perto de s™! ~ 4.5 A, o que indica que a

conformacao das cadeias hidrocarbonadas é altamente desorganizada, e uma linha fina para
s~ ~ 5.31 A devido ao espalhamento das ldminas de mylar do porta—amostras. Na regiao
de baixo angulo mediram-se sete picos de espalhamento os quais, como serd discutido no
capitulo 8, foram indexados como reflexoes da fase Q223. As figuras 3.11-12 sio reprodugoes

de uma tunica fotografia de Laue, para cada uma das quais foi utilizado um contraste diferente

com o proposito de enfatizar os diferentes picos de espalhamento.
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Figura 3.7: curvas de SAXS correspondentes ao sistema PLPC /dgua: 5, 10, 15, 20 ¢ 25 %
w/w de PLPC.
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Figura 3.8: curvas de SAXS correspondentes ao sistema PLPC /dgua: 28, 30 ¢ 33 % w/w
de PLPC.
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Figura 3.9: curvas de SAXS correspondentes ao sistema PLPC /dgua: 85 ¢ 37.5 % w/w de
PLPC.
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Figura 3.10: fotografia obtida pelo método de Laue correspondente a 37.5 % w/w de PLPC.

Figura 3.11: reprodugées da fotografia obtida pelo método de Laue para 40 % w/w de PLPC
utilizando contrastes diferentes com o propdsito de enfatizar diferentes reflezdes (picos de
espalhamento de acordo com a indezagio da tabela 8.3): (a) énfase nos picos s5)| € Sopy

. ;. . " . — -1
muito prozimos e intensos e (b) énfase nmos picos sy € Siio-
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Figura 3.12: reprodugies da fotografia obtida pelo método de Laue para 40 % w/w de PLPC

utilizando contrastes diferentes com o propdsito de enfatizar diferentes reflezdes (picos de

espalhamento de acordo com a indezagdo da tabela 8.3): (a) énfase mos picos siiy, sgi; —

1

8741 — S5 € Sasp € (b) énfase na banda difusa perto de s7' ~ 4.5 A, relacionada ds cadeias

hidrocarbonadas, e no pico de espalhamento das ldminas de mylar do porta-amostra.
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Capitulo 4

Analise de Dados de Espalhamento a
Baixo Angulo de Sistemas
Interagentes Utilizando Métodos de

Transformacao Indireta

Como foi discutido no capitulo 3, as curvas de SAXS coletadas pela montagem de baixo
ingulo apresentada na figura 3.1, estao influenciadas pelo efeito do sistema de colimagéo
utilizado. Isto faz com que as medidas experimentais sejam diferentes daquelas que seriam
obtidas com as condigoes ideais, ou seja, com o uso de um feixe ponto incidente. Em
conseqiiéncia, a intensidade de espalhamento deve ser corrigida do alargamento experimental.

Até o presente, poucos esquemas de correcdo para particulas interagentes foram sugeridos
para calcular a intensidade corrigida Jyesrm,. Strobl [53] desenvolveu uma aproximacao aplicd-
vel para qualquer distribui¢do do feixe primdrio incidente, mas o método é complicado pela
necessidade de determinar varias fungoes intermediarias antes de chegar ao resultado final.
Singh e colaboradores [54] sugeriram um outro processo de correcio (Método Direto). Este
estd relacionado ao método de Vonk [55), que pode ser instivel quando se trabalha com

dados reais, e foi implementado somente para efeito de largura de feixe desprezivel. Gla-
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tter e Gruber [56] desenvolveram um esquema para correcdo de efeito de altura e largura
do feixe e de policromaticidade (Método de Transformagao Indireta no Espago Reciproco).
Este método trabalha bem com dados experimentais e simulados, mas os resultados podem
apresentar erros sistematicos para angulos muito pequenos.

Por outro lado existe um conjunto de métodos de corre¢io que sao somente aplicdveis
quando a curva de espalhamento estda dominada pelo fator de forma da particula. Estes
métodos trabalham em termos da Transformacdo Indireta de Fourier (IFT). Este processo
calcula a fungao distribuigao de distancias da particula p(r), a qual nao pode ser definida se
a intensidade observada apresenta efeitos de interferéncia entre as particulas. Os métodos
de Glatter [57] (Método de Transformagao Indireta), Moore [58], Svergun e colaboradores
(programa GNOM) [59] e Hansen e Skov Pedersen [60] (método de Entropia Mdxima) estdo
entre os procedimentos que realizam IFT de dados de SAS que encontraram maior nimero
de aplicagdes praticas. No caso de particulas cilindricas, os métodos IFT fornecem a fungao
distribuigdo de distdncias da segdo transversal, p.(r).

Neste capitulo serdao estudadas solugoes aquosas de DNA fragmentado no regime I semi-
diluido até as proximidades da transi¢gago I — Ch mostrando-se como é que os métodos
de Transformagao Indireta sao utilizados na andlise das correspondentes curvas de SAXS
quando as interacées entre as particulas estdao presentes ou nao na curva experimental.

O método de Transformacao Indireta foi utilizado no nosso trabalho para calcular p.(r)
para a concentragao mais baixa, tanto como para obter Jye.m, ja que, como sera demonstrado
no item 4.3, os efeitos de interferéncia nao sao pronunciados na curva de SAXS. Entretanto,
o método de Transformagao Indireta no Espago Reciproco foi usado para calcular Jy,,, para
as concentragoes mais altas.

Sera dado em continuagao um resumo sobre o formalismo destes dois métodos.
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4.1 Descricao do Método de Transformacao Indireta

A relagdo entre a intensidade espalhada, e a fungéo p(r) estd dada por uma transformada
de Fourier, de acordo com a equagao 2.24. Chamaremos a esta transformagao T,.

A intensidade medida experimentalmente pode estar afetada por efeitos de policromatici-
dade, no caso de ter sido medida com radiagdao policromatica. Nesse caso, a intensidade
medida experimentalmente J,,(g) estd ligada a intensidade teérica I(g) de espalhamento de

radiagdo monocromatica de comprimento de onda Ag, através de [1-2]:

In(g) = [~ WOOI()ax (41)

onde )\ = :\1\5 e W(X') é a distribuigao de radiagao policromada. Chamaremos & equagdo 4.1
transformacao 7.

Os efeitos do perfil do feixe sobre a intensidade medida experimentalmente correspondem
as equagdes 3.4 e 3.6, e nos referiremos a estas como transformagéoes T, e T5 respectivamente.
Expressando a intensidade tedrica I(gq) através da equagao 2.24, as corregdes pelos efeitos
relacionados as transformagoes 7> — Ty, podem ser expressos em uma unica férmula. Nesse
caso, a intensidade observada J,,, estd dada por [2]:

Jn(q) = [87 f_ : dz /0 " dy fo =N fo ” dr L (2) L(y)W(X)p(r)

senf3

g

| (42

onde .
rl(g— =)’ + ]2
AI

O método de Transformagdo Indireta é utilizado para resolver a equagdo integral 4.2.

ﬂ:

(4.3)

Comega-se a partir da hipétese de que um valor maximo de D pode ser estimado. Chamando
a este valor maximo estimado como D,,, a fungao p(r) é aproximada , no intervalo 0 > r >

D,,, por uma combinagao linear de N, fungoes b-splines ¢, (r) [57]:

Ny
p(r) = ; cvpu(r) (4.4)

onde os coeficentes c, sao desconhecidos.

As fungdes transformadas por T, representam intensidades sem efeitos de colimagao:

7.(q) = Thpu(7) (4.5)
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As intensidades afetadas pelo alargamento instrumental sdo dadas por :

x(9) = Ty, Tip.(r) (4.6)

Os coeficientes ¢, sao determinados através da condigao de estabilidade:

(L' + AN,) = minimo (4.7)
onde
: Np~—1
No = Y (cop1 — ) (4.8)
v=1

e L’ é o desvio médio por ponto experimental:
Mezp N,

L'= ; [Jm(qi) — UX_jl cox(@))* /o () (4.9)
onde M,,, € o nimero de pontos experimentais e o(g;) é o erro estimado do ponto experimen-
tal z-ésimo.

O multiplicador de Lagrange A, na equagdo 4.7, permite estabelecer quando é que N ou
L' estao preferencialmente minimizadas. A solugdo correspondente a A, determinado pelo
método do ponto de inflexao [57, 61] que estd detalhado no apéndice B, é escolhida como a
correta. Portanto, os coeficentes ¢, resultantes da equagao 4.7 com o uso de A,,, definem a
solucdo no espaco real de acordo com a eqﬁagéo 4.4, enquanto a curva aproximada a curva

experimental é dada por:
Ny
Jsm(‘]) = Z CVXV(q) (410)
v=1

e a curva corrigida do alargamento experimental é definida pela equagao:

Ny
Jdesm(q) = z_: cu')'u(q) (411)

No caso de particulas com simetria cilindrica, o método de Transformacgao Indireta ofe-
rece uma maneira particularmente conveniente de calcular a fungéo p.(r) a partir dos dados

experimentais, simplesmente substituindo a equagao 2.31 pela transformacao T [45].
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4.2 Descricao do Método de Transformacao Indireta
no Espaco Reciproco

O pre-requisito essencial para o método de Transformacao Indireta é uma funcio li-
mitada em um intervalo do espago real, representada por p(r). Para sistemas parcialmente
ordenados, em geral ndo existe este limite, e uma outra aproximacgao deve ser utilizada.

Portanto, o cdlculo comecga no espago reciproco. Se comeca pela aproximacdo da curva

corrigida por uma combinagdo linear de N, funcdes b-splines ¢y, [56]:

Jaesm () = X_b: ko (q) (4.12)

onde os coeficentes ¢;, sao desconhecidos.
Os efeitos de alargamento instrumental expressos pelas transformagoes T2-T4, sao aplica-
dos sobre cada funcao ¢, em particular, para obter a intensidade afetada pelo alargamento

instrumental :

[(q - x)Q + y2]%)

w@=2 av [ dr [~ ayW R @ LE)ed T (4.13)
E a soma N
Jsm(q) = 2_: ce¥i(g) (4.14)

aproxima a curva experimental.

Se nao existem picos estreitos na curva de espalhamento, os coeficentes ¢, sdao achados

pela condi¢do de estabilidade 4.7 onde agora L' estd dado por:

I= f}p[Jm(qi) - 2_: ctn(g:)2/0%(:) (4.15)

e a solucdo correta é selecionada pelo método do ponto de inflexdo [57, 61].

4.3 Resultados e Discussao

As figuras 3.3-4 apresentam as curvas de SAXS divididas pela concentragio.
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Como o pico de interferéncia esta fora do intervalo de ¢ medido, a curva de espalhamento
de 10 g/1 est4 dominada pelo fator de forma da particula. Portanto, o programa do Método
de Transformagéo Indireta (ITP) [57] e o programa do Método de Transformagao Indireta no
Espaco Reciproco (ITR) [56] foram utilizados para realizar a corre¢io da curva experimental
Jovs do efeito de largura e altura de fenda. E essencial mencionar que a rotina para particulas
cilindricas foi utilizada para todos os cdlculos realizados com ITP [45].

A figura 4.1 apresenta a curva de SAXS para 10 g/l junto a Jgesm € Jom calculadas
utilizando os programas I'TP e ITR. N,= 15 funcoes b-spline foram utilizadas para o calculo
com ITP e N,= 30 funcoes b-spline foram utilizadas para o calculo com ITR, para obter uma
descri¢do suficientemente detalhada de Jge,,. Para os dois cdlculos, a solu¢ao mais estavel
foi escolhida de acordo com o método do ponto de inflexdo [57, 61]. As tabelas e os graficos
de estabilidade encontram-se no apéndice B, a tabela e o grafico Bl correspondem ao calculo
com ITP enquanto que a tabela B3 e o gréafico B5-a correspondem ao célculo com ITR.

O método ITR comeca o seu calculo no espago reciproco. Em conseqiiéncia, isto tem
a vantagem de que, dentro do erro experimental, J,, parece ajustar-se melhor a J,s do
que o método ITP. Mas, isto pode produzir oscilagoes artificiais em Jg,, que ficam mais
pronunciadas em Jyes,, derivando em um pico de interferéncia que pode ser na verdade
devido a oscilagoes de ruido.

O método ITP foi utilizado para calcular a funcdo p.(r) para 10 g/l. Foi necessario
medir pontos até g= 0.065 A~ para obter uma boa resolu¢do nos nossos resultados. Na
tabela de estabilidade correspondente (tabela B1, apéndice B), o valor de L' resultou ser
quase constante a partir de logh= 1 até 7.5. Neste intervalo o seu valor permaneceu mais
baixo do que o valor ideal da unidade, devido a uma superestimagao dos erros dos dados
experimentais [61]. logNy resultou ser quase constante a partir de logh= 6.5 até logh= 8.
De acordo com o método do ponto de inflexdo [57, 61], foi selecionado o valor de logh=7.
A figura 4.2 mostra a funcio p.(r) obtida: um fundo extra e pontos para ¢ < 0.039 A-!
foram desprezados para evitar efeitos de fundo e de concentracao, e ndo se observa evidéncia
de alguma inomogeneidade na distribui¢do de densidade de carga na segdo transversal do

cilindro.
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Figura 4.1: (e) curva de SAXS para 10 g/I: (-) curva suavizada, Jom (- -) curva corrigida do
alargamento ezperimental, Jyesm: (a) resultados utilizando o programa ITP; (b) resultados

utilizando o programa ITR. Para simplificar o grdfico, as barras de erro esttmadas estdo

mostradas somente para cada 1(° ponto.

pc(r) desvia-se levemente de zero para r= 0 A devido ao alto valor do erro, espalhamento
do fundo ou resolugao limitada; mas se anula para r = Dye,= (21.7 £ 0.3) A e fornece um
valor de R.= 7.9 A, em bom acordo com a forma B do DNA (o valor de R, para o DNA na
forma B é R.= 20 A/ [2 v/2]= 7.1 A; tal que 20 A é a espessura da dupla hélice). O erro
em D,,,; estd dado como a diferenca com o valor que é obtido quando o nimero de pontos
no espago real NR utilizados para calcular p.(r) é escolhido igual ao seu valor limite (ou
seja N R= 161; programa ITP-92) alcancando-se portanto a melhor resolucao possivel. Em

efeito, a expressao analitica de p.(r) para um cilindro homogéneo circular infinito com segao
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Figura 4.2: comparacdo da fungdo p.(r) para (o) 10 (log Aop:="7) € (T) 20 g/l (log Aopt="7.5);
(-) funcgdo p.(r) tedrica correspondente a um cilindro homogéneo circular infinito com raio

R [62]: p.(r) = constante[arccos(r/2R — (r/2R)(1 — (r/2R)?)] calculada para 2R= 22 A.

transversal de raio R, dada por Porod [62]:

r r r 2
pc(r) = constante[arccos—— (4.16)

R 2R R
fornece um bom acordo com a p.(r) calculada para 2R= 22 A (figura 4.2). Pelo contrario,
R, apresenta uma variacao no quarto decimal para NR= 161, e portanto este erro nao foi
considerado por ndo ser significativo aos efeitos da nossa analise.

A diferenca entre os resultados para valores pequenos de ¢ para Jyesm € Jsm calculados
pelos métodos de ITP e ITR para a curva de 10 g/1 é devida a rotina especial para particulas

cilindricas usada no ITP. Mas, de qualquer jeito, os resultados referentes a p.(r) confirmam
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que os efeitos de interferéncia sdo despreziveis nessa curva de SAXS e portanto indicam
que o pico obtido em Jyesm com o programa ITR é devido na verdade a oscilagdes de ruido
experimental. Conclui-se portanto que para a concentragdo mais baixa (10 g/1), ITP fornece
a melhor solucdo possivel, ja que carrega a informacao sobre a forma da particula.

Também foi calculada a p.(r) para 20 g/ (figura 4.2) com ITP [57]. O ndmero de fungdes
b-splines utilizadas foi Ny= 15. Como para 10 g/l, foi necessdrio medir pontos até g= 0.065
A-" para atingir uma boa resolugio nos nossos resultados. Na tabela de estabilidade (tabela
B1, apéndice B), L' resultou ser practicamente constante a partir de loghA= 4 até logA= 8.5.
logNs permaneceu estdvel a partir de logh= 7 até logh= 8. O valor de A, foi escolhido
para A= 7.5. Como ja foi discutido, um valor de L’ constante e menor do que a unidade
foi observado, o que pode estar relacionado a uma superestimacao dos erros dos dados
experimentais [61].

Um fundo extra foi substraido para evitar o seu efeito na fungéo p.(r). Para chegar a uma
boa p(r) foi necessirio desprezar pontos com ¢ < 0.083 A1 onde o pico de interferéncia é
mais pronunciado. De qualquer jeito, os efeitos de interferéncia estdo ainda presentes como
é mostrado pela oscilagdo negativa no final desta funcio [61].

A partir da figura 4.2 é claro que a intersecdo com a abscissa estd deslocada para valores
maiores de r com respeito a p.(r) para 10 g/! e a posi¢cdo do minimo de p.(r) para 20 g/1 quase
coincide com igual valor do que D,,,, para 10 g/1. O desvio em r= 0 A pode ser novamente
atribuido a vérios fatores tais como o alto valor do erro nessa distancia, ou espalhamento de
fundo ou a resolucdo limitada. Deve ser sublinhado que néo foi possivel obter Jyesm para 20
g/1 pelo programa ITP devido aos pontos desprezados para valores de ¢ muito pequenos.

Os erros propagados das funcoes p.(r), tanto para 10 como para 20 g/l, foram da ordem
de 10~%. Este valor excessivamente alto mostra que na verdade estio superestimados e
portanto foram omitidos da figura 4.2. A superestimacdo do desvio padrao dos nossos dados
estd demonstrada pelo baixo valor de L' nas tabelas de estabilidade: isto contribui, em parte
para aumentar o valor do erro de p.(r). Mas, na verdade foi demonstrado que o ITP por
si mesmo superestima os erros devido a sua determinagio através da matriz covariante [63].

O método de Svergun e colaboradores implementado no programa GNOM fornece uma p(r)
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em bom acordo com aquela do ITP, mas com barras de erros mais reduzidas ji que sao
calculadas pelo método de Monte Carlo [63].

Como o método ITP nédo é mais apropriado, utilizamos o programa ITR [56] para co-
rrigir as curvas de 20 até 202 g/1 dos efeitos de altura e de largura das fendas. Para cada
concentracao, V= 30 funcoes b-spline foram utilizadas para realizar o calculo.

Cada solugao estével foi escolhida de acordo com método do ponto de inflexdo [57, 61]
com a ajuda da tabela e do grafico de estabilidade correspondente (tabelas B3-B6 e gréfico
BS5, apéndice B). Na tabela de estabilidade para 60 g/1 foi observado somente um ponto de
inflexdo no intervalo de L’ constante mas, nas tabelas das concentracoes restantes, foram
observados vérios pontos de inflexdo no intervalo de L’ constante e A, foi escolhido para 2
¢ d (log Ny )= minimo, de acordo com o estabelecido pelo método para desvios do compor-
tamento padrao [61]. A figura 4.3 mostra as curvas de SAXS junto as curvas de Juesm € Jsm
correspondentes as solucdes mais estaveis.

Foi observado depois de vérios testes, que ndo existe dificuldade em corrigir o pico,
indicando a posi¢ao mais provavel de distancia entre as particulas em uma curva de SAXS
utilizando o programa ITR. Mas, como foi previamente mencionado, podem acontecer erros
sisteméticos para angulos muito pequenos em Jyeg, [56].

Observamos na figura 4.3, quando o pico nao estd ainda definido na curva de SAXS, que
Jgesm tende a um plateau para valores muito pequenos de q. Este comportamento é o produto
de erros sisteméticos no processo de corre¢ao e nao estd relacionado a nenhum significado
fisico.

Deve ser finalmente ressaltado que sao observadas oscilagbes artificias geradas pelo algo-
ritmo do processo de correcao no final das curvas da figura 4.3. Para evitar estas flutuagoes,
pontos com g > 0.157 A~ para 20 até 60 g/l e com g > 0.199 A-1 para 80 até 202 g/l serdo

abandonados na posterior utilizagdo destas curvas.
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Figura 4.3: (o) curva de SAXS; (-) curva suavizada, Jom; (- -) curva corrigida aprozimada,
Jaesm: (a) 20, (b) 40, (c) 60, (d) 80, (e) 100, (f) 146 e (g) 202 g/l. Para simplificar o

grdfico, as barras de erro estimadas estdo mostradas somente para cada 1(P ponto.

62



Capitulo 5

Espalhamento de Raios-X a Baixo
Angulo do DNA Fragmentado:

Fatores de Forma e de Interferéencia

No capitulo 4 foi determinada uma espessura de 21.7 A para a dupla hélice dos fragmentos
de DNA. Isto faz com que, no contexto da teoria de SAXS, o fragmento de DNA possa ser
aproximado por um ”cilindro infinito” uma vez que 5% = 408 A/21.7 A= 18.8 (a condigio
para cilindros infinitos ¢ perdida no intervalo ;% < 12). Alias, este "cilindro infinito” pode
ser aproximado como rigido pois o comprimento de um fragmento de DNA de 120 pares
de bases corresponde aproximadamente ao seu comprimento de persisténcia e portanto é
usualmente descrito como rigido [16].

Uma solugdo isotrépica semi-diluida de tais fragmentos, corresponde a um sistema de
particulas interagentes.

Se a curva de SAXS nao apresenta efeitos de interferéncia entre as particulas, a intensi-
dade de espalhamento obedece a equagao 2.20. Considerando as aproximagoes especificadas
no primeiro paragrafo, o fator de forma dos fragmentos estd dado pela equagao 2.49. A

expressao da equacdo 2.20, pode entao ser modelada na curva de SAXS, permitindo que o

raio do cilindro seja o pardmetro livre. Aos efeitos de trabalhar com dados experimentais,
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I,y deve ser substituida por uma constante que incluia n, bem como efeitos instrumentais.
Para dngulos de espalhamento muito pequenos, F?(q) na equagao 2.49 satisfaz a lei de

Guinier (previamente discutida no item 2.1.1 para o caso geral) [2]:
lim F2(q) = A¥(Ag)e (5.1)
q—)

e o valor de R, pode ser obtido através do grafico de log[F?(g)] vs ¢* (gréfico de Guinier).

No caso da curva de SAXS apresentar efeitos de interagao entre as particulas, a inten-
sidade espalhada obedece a equagao 2.9. Na introducéo e no item 2.2.3, ja foi mencionado
que nio existe uma expressao analitica que permita modelar S(g) na curva de espalhamento.
Entretanto, S(g) pode ser derivada experimentalmente dividindo I(g) na equagao 2.9 pelo
fator de forma previamente calculado.

Este capitulo esta focalizado na obtengao do fator de forma do DNA fragmentado e da
fungdo de interferéncia do sistema como fungao da concentragio, relacionados ao conjunto
de amostras estudadas no capitulo 4. Sera seguida a metodologia acima explicada e neste

processo serao utilizados parte dos resultados obtidos no capitulo 4.

5.1 Fator de Forma da Particula

As interagbes entre as particulas estao presentes em todo o intervalo de concentragoes
estudado, e ndo é possivel obter P(q) a partir de Ju,(q) ja que S(g) # 1. De todas maneiras,
o pico de interferéncia para a concentragdo mais baixa estd fora do intervalo de ¢ medido
(figura 3.3), e portanto a aproximagao S(g)= 1 pode ser testada nesse intervalo.

No capitulo anterior foi obtida a fungdo p.(r) para 10 g/l. A figura 5.1 apresenta o
grafico de Guinier da curva de espalhamento Jy,m, para 10 g/l, obtida pelo programa ITP e
apresentada na figura 4.1.

Este grifico fornece um valor de R.= (8.4+0.4) A, em acordo com resultados previos
achados por este método [64]. Este valor é mais inexato e difere em 6% do calculado a partir

do andlise da p.(r), mas a diferenga estd dentro do erro experimental.
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Figura 5.1: grdfico de Guinier para 10 g/l

A dupla hélice de DNA foi modelada como um ”cilindro infinito” na curva de espa-
lhamento para 10 g/l, utilizando o fator de forma da equagao 2.49 convoluido com o efeito
de altura do feixe. O raio da secdo transversal foi escolhido como o parametro livre, € a
melhor modelagem foi conseguida para R= 10.84 A (figura 5.2), dentro do erro do valor
obtido pela anélise de p.(r). Para modelar a intensidade espalhada foi utilizado um cédigo
computacional desenvolvido e instalado no sistema VAX 6330 do IFUSP [52].

Os resultados da modelagem da curva de espalhamento para 10 g/l demonstram que
evidentemente os fragmentos de DNA estao presentes na solugdo como "cilindros infinitos”,
devido a que ;& = 408 A/[10.84 x2] A= 18.8.

O procedimento utilizado nos dados relacionados a concentragao mais baixa para obter

o fator de forma da particula, derivou em bons resultados. O fator basico que permite esta
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Figura 5.2: (O) curva de SAXS para 10 g/I: (-) P(q) de acordo com a equagdo 2.49 convoluido
com o efeito de altura de fenda (para realizar a modelagem foi retirado o espalhamento do

solvente da curva ezperimental).

aproximacao € a nao-existéncia de efeitos de interferéncia no intervalo de ¢ medido, junto

a cuidadosas técnicas de corregao da curva de SAXS do efeito do perfil do feixe incidente.

5.2 Funcgao de Interferéncia

No capitulo 4, o método ITR foi utilizado para corrigir as curvas de SAXS dos efeitos
de altura e largura do feixe para C >20 g/l, quando comecam a aparecer os efeitos de
interferéncia nas curvas medidas.

As curvas resultantes corrigidas ja foram apresentadas na figura 4.3. A posicao do pico

de interferéncia s;' (gm = 2ms,) foi medido a partir de todas as curvas corrigidas
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de SAXS e para as concentragdes mais altas também foi medido a partir da técnica de

Laue (figura 3.6). Os valores de s;' estdo listados na tabela 5.1 e sdo ajustados por:
sy! = (587 & 72)C~(046£0.9) (5.2)
Como era de esperar-se, a relagao s;' o C~% é valida na equagio 5.2 dentro do erro

experimental.

Tabela 5.1: wvalores da posi¢do do pico de interferéncia e valores dos parametros obtidos

modelando o primeiro pico na curva S(q) ezperimental utilizando uma fungdo gaussiana.®

C | [s5'le | [55')aec | s | Isoly" | [Bla
5/ | [A] (A] Al | 1A | A
20 ** 145 £+ 10 *x 110 | 0.052
40 *¥ 109 + 6 *k 82 0.064
60 ** 92 + 4 ** 69 0.089
80 (76 2| 73+3 |75+3 63 0.068
100 |67 +2| 70+ 2 |68 +2 55 0.085
146 | 57 + 1 61 +2 |59 +2 48 0.092
202 |50+ 2| 524+ 1 |51 +2 41 0.101

@ Os valores correspondem a: concentragio da amostra C, posi¢do do pico de interferéncia
medido pelo método de Laue [s;'];, posi¢do do pico de interferéncia corrigido do efeito do perfil
do feixe [s;']4ec, valor médio sUTl, posigdo do pico da fungdo gaussiana [sy];' e largura na altura

média da fungdo gaussiana [3],.
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Resultados com igual expoente foram sido observados experimentalmente para solugoes
de DNA de 500 A no regime semi-diluido utilizando técnica de SAXS [16] e na transigao
I—-Ch e na fase Ch usando SANS [9], demonstrando que este comportamento persiste através
da transigao de fase e dentro da fase Ch. Um tnico e largo pico de interferéncia com o com-
portamento 55! o< C ~% foi também observado a baixos angulos para a curva de espalhamento
de solugoes sem sal de virios polieletrélitos no regime semi-diluido [18,20].

A figura 5.3 mostra a curva g, L, como fungdo de %, que ajustou resultados previos de

DNA e de outros sistemas de cilindros [16,18,20,27-28|:

C s
c-)

gmLp = 7.00( (5.3)

1000 5

100

Lt a1l

o1 1 10 100 1000

*

C/C

Figura 5.3: posi¢do do pico de espalhamento, s3', como funcdo da concentragio C: (o)

valores [s3" ]sc; (O) walores médios entre [s51 ] € [s5" Juce, (-) equagdo de ajuste 5.3.
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Um acordo razodvel entre os nosso dados e a curva universal é obtido utilizando L,= 340
A (100 pares de bases) como valor efetivo para a distribuicdo dispersa de comprimentos de
cilindros. Este valor é usado para obter nossos valores g, Ly, apresentados na figura 5.3. Com

-~ sy , 20
este valor de L,, a concentracdo critica da nossa amostra ¢ C* = 2544x10 frag’lnenms de DNA

4 g/, e o nosso intervalo de concentragoes é 2.5 C* > C > 50.5 C*.

No intervalo de concentragdes 20-202 g/1, S(g) foi experimentalmente obtido, dividindo
Jaesm, normalizado em relacdo a C, pelo fator de forma modelado para 10 g/l. Como
foi mencionado no final do capitulo 4, pontos com ¢ > 0.157 A~! para 20-60 g/l e com
g > 0.199A-! para 80-202 g/l ndo foram usados para calcular S(g) devido a flutuages em
Jaesm- A figura 5.4 amostra as funcgées S(g) derivadas.

Funcdes gaussianas e lorentzianas foram testadas para modelar os picos de S(g), de acordo

com as equagoes:

S(q) exp[—z.w(%g[sﬁ)?] (5.4)

para a forma gaussiana, onde [§], e [so]y s80 os valores na altura média e a posicao do pico

da curva gaussiana, e para a forma lorentziana:

1
> 4BIL2(q — 2m[so]zo)? + 1

onde [B]L, € [So]ro 530 0s valores na altura média e a posi¢do do pico da curva lorentziana.

S(q) (5.5)

Para concentragdes mais altas, uma melhor modelagem da parte interna da curva foi
atingida utilizando fun¢Ges gaussianas, como se mostra na figura 5.4 para a curva de S(q)
para 80-202 g/l. Isto ndo foi observado entre 20-60 g/l porque pontos com ¢ < 0.029 At
foram abandonados devido a forte influéncia do feixe direto, e a informagcao para estes angulos
tao baixos onde este efeito é observado, foi perdida.

A modelagem do primeiro pico dos fatores de estrutura experimentais com fungoes gaus-
sianas e lorentzianas estd graficada junto as curvas S(g) correspondentes na figura 5.4. A
tabela 5.1 também lista os valores dos pardmetros obtidos a partir desta modelagem. Os
valores [sg l]g também apresentam uma depéndencia com a concentracdo com um expoente

3 dentro do erro experimental.
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Figura 5.4: [o] fator de estrutura ezperimental S(q), [-] modelagem obtido com a fungdo

gaussiana da equagdo 5.4 (os pardémetros da modelagem estdo listados na tabela 5.1), [- -]
modelagem com a fungdo lorentziana da equagdo 5.5: (a) 20, (b) 40, (c) 60, (d) 80, (e) 100,

(f) 146 € (g) 202 g/l
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Deve ser mencionado que, embora os valores de [3], aumentam progressivamente com
C na tabela 5.1, o valor para 60 g/l estd fora desta seqiiéncia. E importante discutir aqui
porque que isto aconteceu.

Foi discutido no capitulo 4 que para valores muito pequenos de g, as curvas Jyesm da
figura 4.3 tendem a um plateau que é o produto de erros sistematicos no processo ITR. Este
plateau derivou em um pico de interferéncia mais largo do esperado para 60 g/l. Mas néo
influenciou notavelmente os picos de interferéncia para 20 e 40 g/l devido ao alto valor do
fator de forma da particula nos angulos muito baixos onde este efeito é observado em Jy sy, .
Deve ser notado que Jyesm para 60 g/l tem aproximadamente igual queda do que o fator de
forma para 0.1 A1 < ¢ < 0.125 ~1, e isto também contribui para que o fator de estrutura
seja mais largo do que o esperado para esta concentragdo em particular.

No referente ao pico de interferéncia para 20 g/1, é mais pronunciado até g ~ 0.083 A~",
exatamente na regido que foi necessario desprezar para chegar a uma boa fungao p.(r). Isto

confirma a consisténcia do método ITR na analise de efeitos de interferéncia em curvas de

SAS.

5.3 Discussao

Compararemos agora nossas curvas de S(g) com dados obtidos tanto experimental como
tedricamente para solugdes semi-diluidas de particulas cilindricas.

O pico principal das curvas de S(g) se alarga com concentragao crescente, como pode ser
inferido a partir dos parametros das fungdes gaussianas que ajustam estas curvas, listados
na tabela 5.1. Um alargamento com concentragao crescente foi também observado utilizando
espalhamento de luz estatico, para o virus fd (L,= 8800 A, 2R= 60 A, C*= 0.04 g/1) [18].

Canessa e colaboradores [27] calcularam simulagoes de Monte Carlo para solugoes de
polieletrolitos carregados modelados de acordo com o virus mosaico do tabaco (TMV, L,=
3000 A, 2R= 18 A, C~= 2.45 g/1) com 0.05C* > C >4 C*, utilizando o potencial da equagio

2.83 para descrever as interagoes entre as particulas.
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Uma anélise dos resultados obtidos para S(g) por Canessa e colaboradores demonstraram
que a posigao do pico varia como C~3 no regime diluido. No regime semi-diluido, os resulta-
dos de Monte Carlo apresentam um desvio que obedece o comportamento C-%. Entretanto,
os resultados por teoria de perturbagoes permanecem com o comportamento 3.

Os resultados de Monte Carlo demonstraram que o desvio de C =3 é devido & depéndencia
da interacao com o comprimento do cilindro; o efeito das correlacoes angulares torna necessé-
rio levar em conta harmonicos esféricos mais altos na fungao de correlacao de pares, que
comecgam a contribuir significativamente para C' > C* e nao estao presentes na aproximagcao
de perturbacoes.

Os dados da figura 5.5 foram extraidos da referéncia [27] e correspondem ao fator de

estrutura de Monte Carlo graficado como fungéo de gL, no regime semi-diluido (&= 4).

Existe uma forte semelhanga entre os nossos resultados para 5< CQ < 50.5 (figura 5.4)

= _=

c
C*

e os resultados de Monte Carlo para = 4 (figura 5.5): um tUnico e ndo completamente
bem definido pico de interferéncia é observado na curva de S(g), e a modelagem da parte
interna desta curva utilizando uma fungdo gaussiana é melhor que aquela utilizando uma
lorentziana. Chegamos a iguais resultados testando fungoes gaussianas e lorentzianas para
modelar o pico de interferéncia nas curvas experimentais de S(g) para solugoes semi-diluidas
de virus fd.

Para todos estes casos, a forma gaussiana do fator de estrutura assegura que a funcgdo de
correlagdo nao tem um simples decaimento exponencial com o aumento da distancia média
entre os cilindros, de acordo com o potencial utilizado para descrever as interagoes entre as
particulas nas simulagoes de Monte Carlo, discutido no item 2.2.3.

Para ter uma maneira de comparar os dados obtidos para S(gq) relacionados a diferentes
comprimento de cilindros e a diferentes concentragoes, foi procurado um grafico mais uni-

versal. A figura 5.6 apresenta a depéndencia de L,[f], com CQ para os nossos resultados de

DNA e para o virus fd na regido semi-diluida, bem como o ajuste com expoente %:

Lylfly = (56 0.7) (o)} (5.6)

A partir das equagdes 5.3 e 5.6, é possivel obter uma relagao direta entre [8], € gum,
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Figura 5.5: [o] fator de estrutura tedrico de simulagées de Monte Carlo realizadas para uma
solugdo aquosa do virus mosaico do tabaco {%: 4, Lp = 3000 A, 2R = 180 A; dados
extraidos da referéncia [27]): [-] modelagem com a fungdo gaussiana da equagdo 5.4, [..]

modelagem com a fungdo lorentziana da equagdo 5.5.

independente de L, e da concentragdo, vilida no regime semi-diluido:

[B]g = (0.8 + 0.2)gm | (5.7)

Vamos definir o alcance de correlagao [, fazendo-se uma analogia com o caso no qual S(q)

¢ ajustada por uma fungao lorentziana (I = 27 /[B]L,). Temos entao:

= 2n/[Bl, (5.8)

Utilizando a equagéao 5.7 na 5.8 temos:
[=(1.340.2)s;" (5.9)
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Este resultado estabelece que a correlacao difere levemente de primeiros vizinhos, mas
nao alcanga totalmente segundos vizinhos. E também claro que o alargamento do pico de
interacdo com a concentragao ¢ um resultado direto da depéndencia da posi¢ao do pico com
C~% e nao de alguma mudanca no grau da ordem com a concentragao.

A figura 5.6 também apresenta uma leve tendéncia de desvio para um alargamento menor
com concentracao crescente. Isto poderia indicar um aumento no grau da ordem de curto
alcance perto da transi¢do de fase I—-Ch, mas a disperssdo em (3], nas concentragoes menores

¢ muito grande para chegar-se a alguma conclusao com respeito a este ponto.

504
45-

40

0 10 20 30 40 50 60 70

c/ic’
Figura 5.6: dependéncia de (Lp[By) com &: (o) DNA e (/) virus fd; (-) equagdo de ajuste
5.6.

74



Capitulo 6

Estudo da Ordem de Curto Alcance

no Regime Semi-diluido

Ao longo deste trabalho, foram citados varios estudos experimentais focalizados na obten-
cao da fungdo S(g) de solucGes aquosas livres de sal de polieletrélitos de simetria cilindrica
[16-20]. Também foram mencionados trabalhos que utilizam o método de Monte Carlo para
obter a funcdo S(g) destes sistemas [26-27].

Um resultado comum a todos estes trabalhos, é a observagio de um pico largo, para
valores muito pequenos de ¢, na funcao S(gq) [16-20,26-27] (figuras 5.4-5).

Na fase I, a estrutura da solugdo depende da forga ionica da solucdo e da carga super-
ficial do polieletrélito na solugdo, através das modificagées que as variacoes destes fatores
ocasionan sobre o pico de S(g).

O conceito de estrutura para uma solugao de polieletrdlitos envolve as distancias médias
entre os objetos e o alcance de correlagao. Neste capitulo estudaremos a ordem de curto
alcance no regime semi-diluido como fungao da forca i6nica da solugao e da carga superficial
dos polieletrolitos na solugao. Pretende-se neste processo estender a comparacao feita com
o virus fd no capitulo 5, para outros resultados da literatura.

No nosso estudo vamos nos restringir a variagoes de forga i6nica muito pequenas, relaciona-
das somente a contribuigdo dos contra-ions para soluges livres de sal. Estas variagdes nio

provocam uma alteragado aprecidvel da posicdo do pico de S(q), g, [16-18,27-28].

75



Na nossa analise utilizaremos dados relacionados ao DNA fragmentado (L,= 340 A),
virus fd (L,= 8800 A) e virus TMV (L,= 3000 A) cujas cargas totais superficiais sio 202 &
[3], ~ 10000 & [65] e ~ 1000 & [65] respetivamente.

6.1 Resultados

Serao utilizadas as fungoes de interferéncia correspondentes a seis conjuntos de resultados
tedricos e experimentais.

Na tabela 6.1 se especifica o nome dado a cada conjunto de resultados, as amostras sobre
as quais estes resultados foram obtidos, o regime destas amostras e a classe de resultado
(tedrico ou experimental).

As fungoes de interferéncia dos conjuntos AM6 e AMY7 foram calculadas pelo método de
Monte Carlo, utilizando o potencial da equagao 2.83 para descrever as interagdes entre os

polieletrélitos. Neste potencial, o valor da forga idénica da solugdo, definido como:

1=1/23 ¢ 22 (6.1)

estd contido em kp (equagdo 2.70), enquanto que o valor da carga do polieletrdlito na solugdo,
esta dado por Q.

O primeiro pico das fungdes de interferéncia dos conjuntos AM1-AMY7 foi modelado
com formas gaussianas e lorentzianas, de acordo com as equagdes 5.4 e 5.5. As modelagems
correspondentes a AM1 foram apresentadas na figura 5.4. As figuras 6.1-6.6 apresentam as
modelagems correspondentes a AM2-AMT7: a qualidade da modelagem para valores muito
pequenos de g concorda com o discutido no item 5.2.

Os valores de [B], obtidos na modelagem de S(g) refentes a AM1 correspondem a tabela
5.1, e os referentes a AM2-AMYT estao listados na tabela 6.2. Estes valores, multiplicados

por L,, sao mostrados na figura 6.7 como fungao de %
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Tabela 6.1: nome dos conjuntos de resultados utilizados neste capitulo, sistema aos quais

correspondem estes conjuntos, regime do sistema e classe de resultado.®

/resina de intercambio de ions

Conjunto Sistema Regime do sistema Classe de resultado
AM1 DNA/4gua Semi-diluido Experimental
(este trabalho)
AM2 virus TMV/agua Semi-diluido Experimental [20]
AM3 virus fd/dgua Semi-diluido Experimental [18]
AM4 virus fd/4dgua/ Semi-diluido Experimental [18, 28]

/resina de intercambio de ions

AM5 virus TMV /agua/ Diluido Experimental [17]
/resina de intercambio de ions

AM6 virus fd/4dgua/ Diluido/Semi-diluido Teérico [28]
/resina de intercambio de ions

AM7 virus TMV/agua/ Diluido/Semi-diluido Teérico [27]

% O conjunto AM1 compreende as fungées de interferéncia da figura 5.4. O conjunto AM3

compreende as fungdes de interferéncia utilizadas para realizar o grafico da figura 5.6.

7



1,57

1,01

$(a)

Q5

(a)

gt ittty

S(q)

1,57

(b)

10 P Wt g
05
Q%O Q1 02 0,? o
q[nm’]
(c)

Figura 6.1: conjunto AM2: (o) fungdo de interferéncia S(g), (-) modelagem com fungio
gaussiana, (- -) modelagem com fungdo lorentziana: (a) 14.3, (b) 21.8 e (c) 26.7 g/L.
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Figura 6.2: conjunto AM3: (o) fungdo de interferéncia S(gq), (-) modelagem com fungdo
gaussiana, (- -) modelagem com fungdo lorentziana: (a) 0.059, (b) 0.097, (c) 0.184, (d)
0.275 ¢ (¢) 0.375 g/ -
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Figura 6.4: conjunto AM5: (o) funcdo de interferéncia S(q), (-) modelagem com fungdo
gaussiana, (- -) modelagem com fung¢do lorentziana: (a) 0.11, (b) 0.27, (c) 0.43, (d) 1.05 ¢

(e) 2.07 g/l.
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Figura 6.5: conjunto AM6: (o) fungdo de interferéncia S(q), (-) modelagem com fungdo
gaussiana, (- -) modelagem com fungdo lorentziana: (a) 0.0208 e (b) 0.0604 g/L.
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Figura 6.6: conjunto AM7: (o) fungdo de interferéncia S(q), (-) modelagem com fungdo
gaussiana, (- -) modelagem com fungdo lorentziana: (a) 0.1225, (b) 1.225 e (c) 2.45 g/1 (os
resultados para 9.8 g/l correspondem & figura 5.5).
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Tabela 6.2: valores dos pardmetros obtidos modelando o primeiro pico de S(q) dos conjuntos

AM2-AM?7 utilizando a fun¢do gaussiana da equag¢do 5.4: concentragdo da amostra C, con-

cenlragdo critica C*, fragdo EC; , largura na altura média da fun¢do gaussiana |3, (a unidade

[nm™] facilita a observagdo dos ajustes apresentados nas figuras 6.1-6.6) e comprimento do

polieletrolito Ly,.

Clg/tl | c*ig/l | c/c* | [Blg[i/nm] | Lp [A]
14.3 5.84 0.0683
AM2 21.8 2.45 8.898 0.0706 3000
26.7 10.898 0.0542
0.059 1.475 0.0094
0.097 2.425 0.0106
AM3 0.184 0.04 4.6 0.0141 8800
0.275 6.875 0.0177
0.376 9.375 0.0188
0.051 1.275 0.0040
0.091 2.275 0.0049
AM4 0.128 3.2 0.0047
0.163 0.04 4.075 0.0059 8800
0.238 5.95 0.0075
0.33 8.25 0.0089
0.564 14.1 0.0141
0.11 0.045 0.0031
0.27 0.11 0.0035
AMS 0.43 2.45 0.176 0.0042 3000
1.05 0.428 0.0052
2.07 0.8448 0.0094
AMS6 0.0208 0.04 0.52 0.0024 8800
0.0604 1.51 0.0047
0.12256 0.05 0.0043
AM7? 1.225 2.45 0.5 0.0086 3000
2,45 1 0.0118
9.8 4 0.0236
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Figura 6.7: depéndencia de (|8],L,) com &. Dados obtidos pela modelagem das curvas de
interferéncia S(q) dos diferentes conjuntos de amostras: (O) AMI1, (A) AM2, (o) AMS,
(®) AMY, (o) AMS5 , (¢) AM6 e (B) AM7. Ajustes fornecidos pela equagio 6.2.: (a) A=
(5.7 £0.7), 2= 1/2; (b) A= (2.9 + 0.1), z= 1/2 e (c) A= (2.7 £ 0.5), 2= 1/3.
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6.2 Discussao dos Resultados

No caso de particulas cilindricas, g(7, 41, %,) depende da posigao dos centros de gravidade
e das orientagoes das particulas (equagao 2.15). Nas curvas de SAS, a mudancga da dependén-
cia de g,, com a concentragao de Cs para C 3 quando o regime transita do diluido para o
semi-diluido, € uma evidéncia experimental da influéncia da forma dos cilindros na interagao
entre os polieletrdlitos. Isto foi explicado através de calculos de Monte Carlo como devido a
uma maior significaincia, no regime semi-diluido do que no diluido, das correlagoes angulares
na expansio de g(r,4;, ;) em invariantes rotacionais [27-28].

Os nossos resultados mostraram que a dependéncia de [3]; com C é semelhante & observa-
da para g,,. A partir do gréfico 6.7, é possivel inferir que [§], depende também de algum
outro parametro além de C. Duas curvas de expoente -;- ajustam os nossos resultados no

1

regime semi-diluido, e outra curva de expoente ; ajusta os nossos resultados no regime

diluido, de forma que este comportamento pode ser resumido em uma férmula geral:

Lolfly = A )" (62)

onde os valores de A e = correspondentes a cada ajuste, estdo listados na tabela 6.3 (em
particular, o coeficente da equagdo 6.2 que ajusta os dados AM1-AM3 coincide dentro do
erro com o coeficente da equagdo 5.6 que ajustou os dados AM1-AM2).

Existe uma tendéncia dos resultados teéricos (AM6 e AM7) darem valores superiores aos
experimentais para baixas forgas i6nicas. Entretanto, esta tendéncia nao tem significado
absoluto em fungao dos erros envolvidos.

Como foi mencionado anteriormente, as variagoes de forga i6nica entre os conjuntos AM1-
AMY7, nao provoca uma alteragdo apreciavel de g,,,. Podemos entéo reescrever a equagao 5.3,
que ajusta os valores de g,, para AM1-AM4 e AM6-AMY7 no regime semi-diluido:

C
gLy = 7.00(=)? (6.3)
C*
Entretanto, os valores de g,, para AM5-AMY7, sdo ajustados no regime diluido por [16-
18,20,27-28]:

gm Ly = 6.9(—)3 (6.4)

C
C*
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E possivel entdo obter-se o alcance de correlagao, como feito no capitulo 5. A partir da

equagao 6.2, calculada para A=2.9 e z=1/2, e da equagao 6.3 obtem-se (tabela 6.3):
[ = (2.4 +0.1)s;" (6.5)

entretanto, a equagao 6.2, calculada para A=2.7 e z=1/3, e a equagdo 6.4 fornecem (tabela
6.3):
[=(2.6+05)s;" (6.6)

O valor de [ obtido a partir da equagao 6.2, calculada para A=5.7 e z=1/2, e da equagdo
6.3, coincide dentro do erro com o [ calculado no capitulo 5 (equagao 5.9). O ndmero de
vizinhos préximos associado aos valores do alcance de correlagao obtidos estao mostrados na
tabela 6.3.

Como [B], esta associado a ordem local do sistema, e esta ordem por sua vez depende
de I e de Q, estes dltimos serdo escolhidos como os parametros relevantes da nossa analise

e como instrumentos para explicar o significado fisico dos resultados da tabela 6.3.

Tabela 6.3: dados relacionados ao ajuste da equagdo 6.2: conjunto de dados que ajusta, co-
eficente da equagdo A, expoente da equagdo z, forga idnica estimada das solugées do conjunto
de dados I, valor da carga superficial do polieletrélito na solugdo () e nimero de vizinhos

prézimos (a notagdo O (X) faz referéncia d ordem da magnitude da quantidade X).

Conjunto A T I Q nro. de vizinhos préximos
[M] [
AMI-AM3 | (5.7 £0.7) | 1/2 | ~ (1072-1072) | O (10) (1.2 £0.2)
AM4, AM6-AMT | (2.9 £ 0.1) | 1/2 | ~ (10 ~5-10-7) | O (100) (2.4 £ 0.1)
AM5-AM7 | (2.7 £ 0.5) | 1/3 | ~ (10 ~5-10-7) | O (100) (2.6 & 0.5)
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6.2.1 Estimativa do Valor da Forga Ionica das Solugoes e do

Valor da Carga Superficial dos Polieletrolitos na Solugao

Como os parametros relevantes da nossa analise sdo I e QQ, é portanto necessario estabele-

cer os seus valores para cada um dos conjuntos de amostras apresentados na tabela 6.1.

a) Conjunto AML1.

Em uma solugdo aquosa de polieletrélitos cilindricos carregados, a acumulagao dos contra-
ions perto da superficie das particulas resulta em um fenémeno chamado ”condensagao
da carga” [16, 21]. A conseqiiéncia desta condensagdo é que os contra-ions condensados
neutralizam as unidades equivalentes dos grupos da superficie do polieletrélito, de forma
tal que este iltimo pode ser tratado como se tivese uma carga efetiva menor. A teoria de
condensacao é um modelo que divide os contra-ions em dois grupos: uma fragao esta ”ligada”
ao polieletrélito e o resto permanece livre, formando uma nuvem de Debye-Hiickel ao redor
do polieletrdlito.

De acordo com esta teoria, quando em uma solugdo de polieletrdlitos cilindricos carrega-

dos com contra-ions monovalentes é valida a relagao:
ZLp > 1 (6.7)

onde Z= [carga do polieletrélito/L,] e Lp= 7.1 A [16], uma fragdo (l-ﬁ) da carga do
polieletrélito estd neutralizada pelos contra-ions ”ligados” (ou condensados) e uma fracao
ZIIJ_B do contra-ions permanece livre na solugao.

A partir deste resultado é possivel calcular o nimero de contra-ions nao condensados
presentes na solugio. e a sua contribui¢do a forca ionica da mesma através da equacgao 6.1.

A forga ionica das solugoes do conjunto AM1 sera calculada como a resultante da contribui-
¢do dos contra-ions Nat do DNA presentes na solugao pelo efeito de ”condensagao carga”.

Para o DNA fragmentado de 340 A de comprimento, Z Lp= 4.19 (Z= 202 €/340 A= 0.59
€/A). Entio, 76 % da carga de cada fragmento de DNA é neutralizada pelos contra-fons Na+t
condensados. A fracdo dos contra-ions ndo condensados (24 %), contribuem & forga iénica

da solucao.
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A tabela 6.4 lista para cada concentragio o valor da forga ionica da solugao devido a
contribuigao dos contra-ions Na* nao condensados, calculada pela equagdo 6.1. Conclui-se,

a partir da tabela 6.4 que I estd no intervalo:
I~(107%-10"*)M (6.8)

Sendo que 24% da carga do DNA nao neutralizada pelos contra-ions de Na*, representam

um valor de Q= 48 .

Tabela 6.4: forga idnica das amostras AMI1: concentragdo da amostra C, for¢a ionica da

solugdo I calculada sequndo a equagdo 6.1.

C [g/1] 20 40 60 80 100 146 202
I[M] | 5651073 | 1,13.1072 | 1,69.10~2 | 2,25.10~2 | 2,82.10~2 | 4,12.10~2 | 5,71.10~2

b) Conjuntos AM2-AM7.

Os virus TMV e fd tém na sua superficie grupos carboxila ionizaveis, os quais produzem
na solugio aquosa os grupos H;O* que sdo aos contra-ions destes polieletrélitos [65]. Devido
a distancia entre os grupos ionizaveis, o fendmeno de "condensagao da carga” nao tem lugar
[65]. Ao invés disto, o grau de dissociagao dos contra-fons depende do pH da solugao e por
isso nao € possivel conhecer com precisdo a carga efetiva de cada virus.

Para manter a forca idénica da solugdo no seu minimo valor, usualmente se adiciona resina
de intercambio de ions as solugdes aquosas destes virus. A funcdo da resina consiste em
remover todas as impurezas da solugao. Nestas condigoes, foi estabelecido que a dissociagao
dos contra-ions deriva em um valor de Q da ordem de umas poucas centenas de € para
concentragoes proximas a C* [65]. Se ndo se adiciona a resina de intercambio de ions, a forca
ionica da solugdo estd aumentada pela absorgao de CO, durante a preparagdo da amostra.
Apesar de que a contribuigdo do CO, a forga idnica da solugao é extremadamente baixa,

neutraliza parte da carga superficial dos polieletrélitos [65].
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A manifestacio experimental disto é um marcado afinamento da fun¢do S(g), para um
valor de C determinado, quando é adicionada a resina de intercambio de ions & solugao [65].

De acordo com o estabelecido acima, o valor de Q para os conjuntos AM4-AM5 (tabela
6.3) foi estimado na literatura como da ordem de centenas de € O valor da forca ionica,
devida na sua totalidade aos contra-ions dissociados, foi estimado como I ~ 1078 M [17-
18,28].

Nos célculos de Monte Carlo dos conjuntos AM6-AMY7, a forca iénica da solugao foi
calculada através da equagao 6.1 como devida somente aos contra-ions dissociados dos
polieletrélitos [27-28]. Ou seja, para um valor de C' determinado, existe uma correspondéncia
univoca entre Q e I: a concentracido de contra-ions dissociados determinam o valor de I, e
esta concentragao de contra-ions dissociados depende por sua vez de C' e Q.

No conjunto AM6 utilizou-se um valor de Q= 408 & para 0.0208 g/l , o que corresponde
al~ 10 "7 M. Para 0.0604 g/l empregou-se Q= 360 €, o que corresponde a I ~ 10 * M
[28].

No conjunto AM7 utilizou-se um valor de Q= 150 € [27]: isto corresponde a I ~ 10~ M
para 0.1225 g/l, a I ~ 107° M para 0.225 ¢ 2.45 g/lea I ~ 10~° M para 9.8 g/1 .

Os resultados para AM4-AMY7 sao ajustados pela equagéé 6.2 tal que A= 2.9 e 2= 1/2
no regime semi-diluido e tal que A= 2.7 e = 1/3 no regime diluido.

Pode inferir-se (tabela 6.3) que a equacdo 6.2 calculada com A= 2.9 e z= 1/2 ajusta
dados correspondentes a solugoes semi-diluidas de I ~ (107°-10~7) M tal que o valor de Q é
da ordem de centenas de € e que alias nestas condigoes a ordem de curto alcance é um pouco
maior do que segundos vizinhos. Entretanto, a equagao 6.2 calculada com A= 2.7 e z=1/3
ajusta dados correspondentes a solugoes diluidas com magnitudes similares de I, Q e .

Nos conjuntos AM2-AMS3 nao foi adicionada a resina de intercambio de ions a solugdo:
de acordo com o esperado o valor de [§], é maior do que para o conjunto AM4 (tabela 6.2 e
figura 6.7). Os resultados para AM1-AM3 sao ajustados pela equacdo 6.2 tal que A= 5.6 ¢
= 1/2. Isto sugere que os valores de I e Q sao similares para AM1-AM3.

Portanto, (tabela 6.3) a equagdo 6.2 calculada com A= 2.6 e z= 1/2 ajusta dados corres-

pondentes a solugdes semi-diluidas de I ~ (1073-10~2) M tal que o valor de Q é da ordem de
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dezenas de €. Nestas condigoes a ordem de curto alcance é um pouco maior do que primeiros

vizinhos.

6.3 Conclusoes

A partir dos resultados listados na tabela 6.3 e apresentados no grafico 6.7, é possivel
concluir que o aumento da forga ionica do sistema estd acompanhado pelo decréscimo da
carga superficial do polieletrélito na solugao. Isto se manifesta em um alargamento de [B], e
deriva em um decréscimo da ordem local do sistema no regime semi-diluido. Em particular,
considerando resultados relacionados a dados experimentais e tedricos no regime semi-diluido
(AM1-AM4, AM6-AMT), quando a forga iénica do sistema aumenta de ~ (107°- 10~7) M até
~ (1073-107%) M e a carga superficial do polieletrélito na solugio decresce em uma ordem
de magnitude, a ordem local decresce de segundos até primeiros vizinhos.

Também foi estabelecido que existe uma ordem local um pouco maior do que segundos
vizinhos no regime diluido para I ~ (107°- 1077) M e Q da ordem de centenas de €.

Na figura 6.7, observa-se para os dados (AM4-AMT), uma transigao aparentemente des-
continua em %=1 na dependéncia de (L,[8],) com Z.. A tabela 6.3 mostra entretanto que

esta discontinuidade estd dentro do erro do ajuste.
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Capitulo 7

Agregados Micelares Perto da
Formacao de uma Fase Ciibica

Liquido-Cristalina

N3o existem na literatura muitos estudos focalizados na obtengdo de um modelo micelar
na fase I de sistemas de anfifilico/4gua que apresentam uma transicao de fase I— Q?* —H.
E de se esperar que este modelo, especialmente na fase I concentrada, seja fundamental
para a compreenssao do mecanismo da transicao I— Q223 e para clarificar a incoeréncia na
informacao sobre a forma dos objetos estruturais na fase Q22°, previamente discutida na
introducao.

Somente foi realizado um trabalho experimental, utilizando técnica de NMR [30] para
estudar a fase I de um conjunto de solugdes aquosas de lisofosfatidilcolinas que apresentam
esta transicdo. Neste estudo concluiu-se que as micelas permanecem pequenas e globulares
na fase I.

Por outro lado, foi determinado, como parte de um exaustivo estudo sobre propriedades
da lisolecitina [11], que os mondmeros de lisolecitina se auto-associam em micelas de aproxima-
damente 180 moléculas de lisolecitina.

As solugdes aquosas de PLPC figuram entre os sistemas que apresentam [13] a transicao
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I- Q?* —H (figura 1.5). Neste capitulo serdo estudadas por técnica de SAXS as carac-
teristicas estruturais destas micelas na fase I até as vizinhancas da fase Q*?3. Para isso, serd
utilizada parte da teoria aprensentada no capitulo 2. Para facilitar a compreenssao da nossa

andlise, sera detalhada em continuagao a aplicagido desta teoria ao nosso sistema de estudo.

7.1 Método

A intensidade de espalhamento em baixo angulo I(g) de uma solugdo isotrépica de
particulas monodispersas esféricas ou de esferoides de baixa anisometria estd dada pela
equacao 2.9 obedecendo a igualdade 2.10.

As micelas de PLPC serao supostas de forma elipsoidal, e formadas por duas camadas
de densidades eletronicas diferentes: uma camada interna com densidade eletrénica gp,,=
0.275 e¢/A3 e uma camada externa, envolvendo & anterior, com densidade eletrénica gpo. A
camada interna, ou carogo parafinico, contem as cadeias hidrocarbonadas das moléculas de
PLPC. O semi-eixo menor desta regido € igual ao comprimento da cadeia hidrocarbonada
lper €enquanto que o comprimento do semi-eixo maior estd definido como vl ou v,
dependendo da geometria do elipsoide. A camada externa contem as cabecgas hidrofilicas das
moléculas de PLPC bem como as moléculas de dgua ligadas a elas, e tem uma espessura d.
Na equagdo 2.9, a fungdo P(g) que descreve este modelo micelar corresponde as equagoes
2.38-2.41 no caso de elipsoides prolatos, devendo ser feitas as substitugoes especificadas no
item 2.1.3 no caso de tratarse de elipsoides oblatos.

A funcao S(g) na equagdo 2.9 serd calculada supondo que as micelas interagem através
de um potencial de esfera dura, ja que o PLPC forma agregados que nio apresentam carga
efetiva. Sob estas condigbes, usualmente é utilizada a aproximagao de Percus-Yevick [51]
para calcular S(g). No nosso caso, serd utilizado o procedimento desenvolvido por Hayter
e Penfold para sistemas com um potencial de interacao repulsivo blindado coulombiano
dentro da aproximagao MSA [23-24], explicado no item 2.2.2. Como j4 foi discutido, quando

a carga superficial é zero, este procedimento fornece um resultado igual ao que seria achado
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utilizando o formalismo de Perkus e Yevick [51]. A escolha do procedimento foi baseada na
posibilidade de utilizar um cédigo computacional instalado no sistema VAX 6330 do IFUSP
o qual foi previamente desenvolvido para realizar o estudo da fase I do sistema SLS/4dgua
[62].

A equacio 2.9 convoluida com o efeito do feixe incidente (largura desprezivel), com P(q)
e S(q) calculadas de acordo ao estabelecido nos dois paragrafos anteriores, serd modelada a
curva experimental Jyps. Como foi mencionado no capitulo 5, I, deve ser substituida por
uma constante proporcional a n, e aos efeitos instrumentais. Os parametros livres desta
modelagem serio ly,,, v € d.

Para cada valor de l,,,, v e d encontrados desta maneira, o valor correspondente de g,

é calculado a partir de:
_ X (ne,c + nH”e,H?O)
Lpol = v
pol

onde V,, € o volume da camada externa, n..: nimero de elétrons da cabeca da molécula

(7.1)

de PLPC= 151 e n.y20: numero de elétrons da molécula de dgua= 10. O parametro 7
calcula-se de acordo com as equagoes 2.42 tal que o volume da cadeia hidrocarbonada da

molécula de PLPC é 431 A3 [66], e o niimero de hidratagdo ny estéd dado por:

(Zet) — v,

n

(7.2)

nyg =
Vhz20

onde V.: volume da cabega da molécula de PLPC= 327.5 A3 e Vip0: volume da molécula
de dgua= 30.3 A3,

Para solugodes suficientemente diluidas ou em condigoes tais que nao exista interferéncia,
S(g) ~ 1 na equagdo 2.9, e I(q) estd relacionada a fungdo de distribuigao de distancias da
particula p(r) através de uma Transformada de Fourier (equagdo 2.24). O método ITP foi
utilizado no nosso trabalho para calcular p(r) para as duas concentragoes mais diluidas. O
algoritmo deste método foi descrito no capitulo 4.

E importante definir a concentragao em volume das cadeias parafinicas C, ,qr [67]:

Net + ce(@r20Ve — Neyt)
Neg + ce(@H20Vi — Neyt)

Copar =1 — (7.3)

onde éHzoi densidade eletronica da agua= 0.327 e/ As, Nt numero de elétrons na molécula

de PLPC= 272, Vi: volume médio da molécula de PLPC= 758.5 A® e ¢, é a concentragio
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eletronica calculada como o numero de elétrons de lipideo por nimero de elétrons da solugdo

[68]:
_ Une P Myso
"~ Ine PMuso + (1 — 9)ne a0 PM,

onde PMp,0: peso molecular da agua= 18, PM,;: peso molecular do PLPC= 495 e 4 =

Ce

(7.4)

(C —c.m.c.), esta dltima quantidade calculada em unidades de £ com o valor correspondente
a c.m.c. dado no item 1.3.
A concentragiao em volume do anfifilico C, define-se como [69]:

Ty(l — )1
7ic

¢, =1+ (7.5)

onde T, é o volume parcial especifico da agua, T, é o volume parcial especifico do anfifilico

e c= [anfifilico / ( anfifilico+ 4dgua)].

7.2 Resultados

A figuras 3.7-9 apresentam as curvas de SAXS do sistema PLPC/4dgua obtidas no intervalo
de concentragdes C estudado, e a tabela 7.1 contem os valores medidos das posigoes dos picos
de espalhamento de raios-X medidos nas fotografias de Laue (figura 3.10).

As curvas de SAXS junto ao estudo paralelo das amostras pelo método fotogrifico de
Laue, revelaram que para C < 15 % w/w de PLPC (figura 3.7) existe um pico centrado em
s~'= 50 A (tabela 7.1). Como este pico nio muda com a concentragio, deduce-se que ele
provem do fator de forma da micela inomogénea de forma aniloga ao que ocorre com o SLS
[40].

Para C > 28 % w/w de PLPC (tabela 7.1, figuras 3.8-9), um pico de interferéncia torna-se
bem definido, também de forma andloga ao SLS [40].

A figura 7.1 apresenta a posigao do pico de interferéncia micelar s;', medido pelo método
fotografico de Laue e listado na tabela 7.1, como fungdo de C,par, calculado segundo a

equagdo 7.3, para concentragoes maiores do que 25 % w/w de PLPC.

95



Tabela 7.1: posi¢do dos picos de espalhamento de raios-X medidos nas fotografias de Laue
(figura 8.10) como fung@o da concentragcdo de PLPC: concentra¢io da amostra C, concen-

tragdo em volume das cadeias parafinicas Cy per € posi¢do do pico de espalhamento s7!.

C Co,par st
[% w/w de PLPC| [A]
5 0.026 | 51.0 £ 2.3
10 0.052 | 49.17 £ 0.8
15 0.078 | 49.64 + 1.1
20 0.104 | 51.02 £+ 0.5
25 0.131 | 52.4 £ 0.94
28 0.148 | 67.7+ 1.0
41.95 £ 0.32
30 0.159 | 65.7 &+ 2.1
41.5 £ 0.8
33 0.175 | 64.5 £ 1.7
41.1 £ 0.7
35 0.186 | 63.5 £ 2.2
39.64 & 0.71
37.5 0.199 | 62.0 £ 1.3
39.5 £ 1.2
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Figura 7.1: (e) posi¢do do pico de interferéncia intermicelar s;' como fungdo da concen-
tragio em volume das cadetas parafinicas C, par (0 valor para a concentragdo mais alta cor-
responde d reflezdo sy da fase Q**° sequndo a indezagdo da tabela 8.3): (-) melhor ajuste

obtido de acordo com a equagdo 7.6.

Este ajuste fornece:

55" = (38.79 £ 5.17)C, (&.2940.07) (7.6)

v,par

Note-se que a posigao do segundo pico medido no Laue ndo coincide exatamente com o
segundo pico da curva de espalhamento devido ao efeito do feixe linha.

O ponto de valor mais alto de C, ., na figura 7.1 corresponde a reflexio s;,, da fase
Q?%, como sera discutido no capitulo 8.

Deve ser enfatizado que o incremento de s;* com Cly,par foi somente medido pela técnica de

Laue. O incremento total de s;' medido desta maneira no intervalo 28< C < 37.5 % w/w de
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PLPC, corresponde a Ag=0.009 A-1. Esta é uma variagdo muito pequena para ser observada
alguma mudanga nas posigoes angulares dos picos das curvas de SAXS correspondentes
(figuras 3.8-9), j4 que medidas de SAXS do sistema SLS/dgua para 26.25< C < 33 % w/w
de SLS demonstraram previamente que [40] ndo conseguiu-se medir nenhuma alteragdo na
posicao angular do pico de espalhamento nas curvas de SAXS para um incremento dado de
Ag= 0.012 A~! medido pela técnica de Laue.

De acordo com a informagao mencionada no comego deste capitulo sobre os agregados das
lisofosfatidilcolinas e da lisolecitina, a equagao 7.6 d4 suporte a idea da andlise das curvas de
SAXS en termos de agregados "finitos” ja que o comportamento Cu_,p%ar ¢ tipico de particulas
com tamanho constante e com volume entre as particulas decrescendo nas trés dimensoes
[70]. Entretanto, é permitido algum crescimento das particulas j& que o expoente é menor

do que 3 [71].

7.2.1 Modelagem das Curvas de SAXS através da Fungao Dis-
tribuigcdo de Distancias p(r)

A fungao p(r) foi calculada para 5 % w/w de PLPC. Foram utilizados Ny= 15 funcdes
b-splines com simetria esférica. A tabela e o grifico de estabilidade correspondentes estdao
apresentados no apéndice B (tabela B2, figura B3). Na figura B3 observa-se que o valor de
L’ permanece aproximadamente constante a partir de logh= 1.5 até logA= 6. De acordo
com o discutido no capitulo 4, o valor constante de L’ menor do que a unidade observado
na tabela B2, pode-se relacionar a uma superestimagao dos erros dos dados experimentais
[61]. LogN, é aproximadamente constante a partir de logN.= 5 até logN.= 6. De acordo
com o método do ponto de inflexdo [57, 61], foi seleccionado logA,y= 5.5. Substraindo um
fundo conveniente, chegou-se a uma fungdo p(r) que se anula para r= 0 A e parar= D=
(99.7310.25) A (figura 7.2). A figura 7.3 apresenta a curva de espalhamento calculada

afetada pelo alargamento instrumental com a geometria do feixe, graficada junto a curva
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Figura 7.2: comparagdo das fungdes calculadas p(r): (O) 5 (loghopt= 5.5) e (0) 10 %o w/w
de PLPC (logAop= 5).

experimental.

Para avaliar o erro de D,,,., calculou-se como o intervalo em D,,,, para o qual p(r) ndo
estd afectada por erros sistematicos.

A fungéo p(r) foi também calculada para 10 % w/w de PLPC. O nimero de funcoes
b-splines utilizadas foi N,=15. A tabela e o grafico de estabilidade correspondentes estao
apresentados no apéndice B (tabela B2, figura B4). Na figura B4, L’ é praticamente constante
a partir de logA= 1.5 até log A= 6 enquanto que logN, é estivel a partir de logA= 4.5 até
logA= 5.5. Do mesmo modo que no célculo da funcao p(r) para 5 % w/w de PLPC, a tabela

B2 mostra que no intervalo de L’ o seu valor permanece mais baixo do que o valor ideal da
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ob

Figura 7.3: (o) curva de SAXS para 5 % w/w de PLPC; (-) curva de espalhamento suavizada
Jsm calculada pelo método ITP.

unidade [61]. O valor de A,,; escolhido foi para logA,,:= 5 [57, 61].

O efeito de fundo de espalhamento foi eliminado subtraindo um fundo constante de J,,
mas os efeitos de interferéncia estao ainda presentes como mostra a oscilagdo negativa no
final de p(r) (figura 7.3). Este efeito ndo conseguiu ser suprimido ja que a porgao dependente
da concentragdo da curva de espalhamento nao pode ser desprezada porque a condigdo [2]
¢ < x/D = m /(105 A)= 0.030 A~' (D: maior distancia estimada dentro da micela
de PLPC, ¢;: primeiro ponto de J,, utilizado para calcular p(r); no nosso trabalho ¢,=
0.028 A~! com um intervalo de 26= 0.1° entre pontos sucessivos) nio é satisfeita e a fungao
p(r) resultante estaria afectada por erros sistemdticos. Portanto, para C > 10 % w/w de

PLPC o método ITP nao € mais util, devido a que os efeitos de interferéncia sao importantes
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na curva de SAXS. Deve ser mencionado que para o sistema SLS/dgua [42] os efeitos de
interferéncia comencgaram a ser importantes na curva de SAXS para 15 % w/w de SLS.

Os erros propagados das fungdes p(r), tanto para 5 como para 10 % w/w de PLPC, foram
da ordem de 1072, Embora sejam inferiores aos obtidos para as fungoes p.(r) calculadas no
capitulo 4, ainda estdo superestimados e portanto foram omitidos da figura 7.2.

A oscilagio negativa das funcdes p(r) (figura 7.3), para r ~ 35 A, est4 relacionada as
distancias que unem regides de densidade eletrnica de sinais opostas [2], ou seja, estas

funcOes correspondem a micelas de densidade eletrénica inomogénea.

7.2.2 Modelagem do Produto P(q)S(q) nas Curvas de SAXS

Os melhores ajustes obtidos através da modelagem do produto P(g)S(g) convoluido com
o efeito de altura do feixe (largura desprezivel) e as funcdes de distribuicio radial corres-
pondentes estdo mostrados nas figuras 7.4-7.23 para concentragoes entre 5 e 37.5 % w/w de
PLPC.

As figuras 7.4-7.11 mostram o comportamento observado para 5< C <20 % w/w de
PLPC: apesar de que S(g) ndo ser desprezivel para valores pequenos de g o seu maximo
quase coincide com o primeiro minimo de P(gq) e portanto, de acordo com o esperado, o pico
na curva de SAXS é devido ao fator de forma das particulas.

A presenca de um segundo pico em P(gq) e ndo em J,s é devido a efeitos de polidispersao
néo considerados no modelo [40].

Virios testes mostraram que os valores de d e l,,, tém uma importancia critica para
a modelagem da curva de SAXS de 37.5 % w/w de PLPC. Para esta concentragao (figura
7.22), uma modelagem satisfatéria para o segundo pico de interferéncia é alcangada com
d= (9.8+0.3) A e lpar= (22%£0.4) A. Este valor para lper estd dentro da ordem do valor
esperado, fornecido por Tanford [66], de (1.5 + 1.265 x 15) A= 20.5 A para a cadeia
totalmente estendida da molécula PLPC, enquanto que o valor de d é um pouco maior dos
8.5 A que correspondem & molécula de PLPC desidratada. A qualidade do ajuste assegura

uma boa definicdo destes valores e portanto, para realizar a modelagem do resto das curvas
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de SAXS, os parametros livres d e Iy, foram fixados em 9.8 A e 22 A respectivamente. A
tabela 7.2 apresenta os valores do parametro livre v obtidos sob estas condiges, junto aos
valores de g, € 7@ correspondentes.

Para C > 28 % w/w de PLPC, um unico valor de v estd bem definido a partir da posigao
do pico de S(g) (figuras 7.14-7.23, tabela 7.2). Mas, para 5> C >25 % w/w de PLPC
(figuras 7.4-7.13, tabela 7.2) é possivel obter um bom ajuste em um intervalo largo de v:
isto é devido a que S(g) ainda ndo domina a curva de SAXS e, embora a qualidade da
modelagem é aproximadamente igual, os valores baixos de v fornecem o limite inferior para
um ajuste satisfatério a parte interna das curvas de SAXS, entretanto os valores mais altos

de v fornecem o limite superior.
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Tabela 7.2: valores dos parametros obtidos a partir das curvas de SAXS, para uma largura
da camada esterna d= 9.8 A e para o comprimento da cadeia hidrocarbonada totalmente es-
tendida l o, = 22 A: concentragdo da amostra C, raio azial parafinico v, densidade eletrénica

da camada polar p,, € numero de agregag¢do micelar 7.

C v Opol n
[% w/w de PLPC] [e/A?]
5 1.7-2 | 0.391-0.394 | 176-207
10 1.7-1.8 | 0.391-0.392 | 176-186
15 1.8-2.2 | 0.392-0.396 | 186-227
20 1.8-2.1 | 0.392-0.395 | 186-217
25 1.8-2 | 0.392-0.394 | 186-207
28 | 18 0.392 186
30 1.8 0.392 186
33 1.8 0.392 186
35 1.8 0.392 186
37.5 1.8 0.392 186

103



1,04 e
0,84 .
0,6+
2 ]
_'Jo 074—
0,21
0,01
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

Figura 7.4: (o) curva de SAXS para 5 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (- -) S(q); (-) produto
P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste sdo lp,, = 22

A d=9.84d ev=128.

r/C

Figura 7.5: (o) fungdo distribuigcdo radial g(x) correspondente d figura 7.4
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Figura 7.6: (o) curva de SAXS para 10 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (- -) S(¢); (-) produto
P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os parametros de ajuste sGo Ly = 22

A, d=984 ev=18.
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Figura 7.7: (o) funcédo distribuicdo radial g(z) correspondente d figura 7.6.
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Figura 7.8: (o) curva de SAXS para 15 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (- -) S(g); (-) produto
P(q)S(gq) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste sG0 lp,, = 22

A, d=984 ev=20.

1,3-
1,2- °
1,1-
1,0-

2 0,0
©0,84 o
0,71 “Consssansons
0,64

o 1 2 3 4

r/o

Figura 7.9: (o) funcdo distribui¢do radial g(x) correspondente a figura 7.8.
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Figura 7.10: (o) curva de SAXS para 20 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (- -) S(¢); (-) produto
P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de aguste sGo lyer = 22

A d=9.84 ev=2.0.

1,47

r/o

Figura 7.11: (o) fung¢do distribuicdo radial g(x) correspondente & figura 7.10.
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Figura 7.12: (o) curva de SAXS para 25 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (--) S(g); (-) produto
P(q)S(g) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste G0 Ly, = 22

A, d=984 ev=2.0.
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Figura 7.13: (o) func¢do distribui¢io radial g(x) correspondente a figura 7.12.
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Figura 7.14: (o) curva de SAXS para 28 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (- -) S(q); (-) produto
P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os parametros de ajuste sGo lpo, = 22

A, d=9.84 ev=138.

1,5-

1,0+

g(r/o)

0,54

0,0 T T T T T T 7 T
0 1 2 3 4

r/C

Figura 7.15: (o) fungdo distribui¢do radial g(z) correspondente a figura 7.14.
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Figura 7.16: (o) curva de SAXS para 30 % w/w de PLPC; (--) P(q); (- -) S(a); (-) produto

P(q)S(g) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste sGo lpe, = 22

A,d=984 ev=138

Jobs

r/c

Figura 7.17: (o) fung¢@o distribuicdo radial g(x) correspondente d figura 7.16.

110



Jobs

00 01 02 03 04
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Figura 7.18: (o) curva de SAXS para 33 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (- -) S(q); (-) produto

P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste 560 lper = 22

A, d=9.84 ev=1.8.

2,01

r/c

Figura 7.19: (o) funcdo distribuicdo radial g(x) correspondente a figura 7.18.
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Figura 7.20: (o) curva de SAXS para 35 % w/w de PLPC ; (-.-) P(q); (- -) S(q); (-) produto

P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste sao I, = 22

A d=984 ev=18.

2,01 o

r/o

Figura 7.21: (o) fun¢do distribuicao radial g(z) correspondente a figura 7.20.
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Figura 7.22: (o) curva de SAXS para 37.5 % w/w de PLPC ; (--) P(q); (--) S(q); (-) produto
P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste $Go lyor = 22

A d=984 ev=18.

r/o

Figura 7.23: (o) funcdo distribuicdo radial g(x) correspondente & figura 7.22.
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7.3 Discussao

A partir da tabela 7.2 estd claro que as micelas de PLPC permanecem como esferoides
com uma anisometria baixa e quase constante para 5> C >37.5 % w/w de PLPC. Como foi
previamente discutido, o amplo intervalo de valores de v para as concentragoes mais baixas
pode ser atribuido a diferentes critérios da modelagem. Mais o seu valor esta definido sem
ambigiiidades para C > 28 % w/w de PLPC como 1.8 (tabela 7.2).

O valor de v também pode ser calculado utilizando o parametro D,,,, obtido a partir da
andlise da fungao p(r). Assumindo uma forma micelar esférica, Dy, = 99.73 A corresponde a
um raio de 49.87 A. Considerando que a dimensao micelar minima esperada é de Ry, = [+d=
(22 + 9.8) A=31.8 A, como foi determinado a partir da modelagem das curvas de SAXS, p(r)
indica uma forma de elipsoide prolato com semi-eixo menor R,, e semi-eixo maior 48.75 A.
Isto corresponde a um valor de v= 1.8, o que confirma os nossos resultados.

Como foi mencionado no comego deste capitulo, a fase I de um conjunto de lisofosfatidil
colinas que formam a fase Q2 entre a fase I e a fase H foi estudada utilizando técnica
de NMR. A partir deste estudo concluiu-se que as micelas permanecem pequenas e glo-
bulares na fase I [30], em bom acordo com os nossos resultados. Em particular, para o
sistema PLPC/4gua foi calculado um raio micelar esférico efetivo de 34.1 A, considerando
a dependéncia do coeficiente de difussdo micelar com C. Este valor nao difere muito do
raio equivalente da esfera do nosso modelo MSA (o/2)= [(9.84:0.3)+(1.8)3 x (22+0.4)] A=
(36.640.6) A (equagio 2.67).

O intervalo de numero de agregagdo 7 na tabela 7.2 estd de acordo com o valor previa-
mente descrito para os agregados de lisolecitina [11].

Uma vez determinados os parametros estruturais das micelas de PLPC na fase I e
comparadas com dados experimentais, e razoavel comprovar se eles siao compativeis com
a formagio da fase Q?%3.

Como foi mencionado no capitulo 1, embora esteja bem estabelecido que a fase ciibica
do sistema PLPC/4gua é micelar e de simetria espacial Pm3n, nao existe ainda um modelo

definido sobre a forma do seus objetos estruturais. Foi testada uma forma de micela elipsoidal
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q[A]

Figura 7.24: (o) curva de SAXS para 37.5 % w/w de PLPC; (-.-) P(q); (- -) S(q); (-) produto
P(q)S(q) convoluido com o efeito de altura de fenda. Os pardmetros de ajuste sdo Ry, = 22
A d= 9.8 4 ev= 0.7 e os pardmetros calculados sio Opol= 0.405 e/A% em= 211.

oblata (disco), como a proposta por Vargas [15] para ser um dos elementos estruturais
da fase Q??%, perto da transigio I—-Q??® na modelagem de P(q). Nao foi possivel obter um
bom acordo entre o modelo e o experimento, como pode ser visto na figura 7.24, e portanto
esta hipdtese foi descartada.

A posibilidade de micelas esferocilindricas proposta por Eriksson [35-36] para a fase Q?23
pode nao implicar essa forma na fase I, porque um trabalho teérico recente [39] demonstrou,
na base de calculos de energia de curvatura, que a forma de elipsoide prolato é mais estavel
do que a esferocilindrica para micelas com 1< v < 1.8.

Portanto, os dados listados na tabela 7.2 mostram que até a transicio I—Q??3 a forma
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das micelas deve ser elipsoidal. Alguma mudanca na forma micelar poderia acontecer even-
tualmente durante a transicio para a fase Q??3 e portanto nio é possivel decidir entre o
modelo de Vargas e Eriksson sobre a forma dos elementos da estrutura da fase Q%?%, embora
o crescimento na direcao de esferocilindros parece o mais provavel considerando a entrada
posterior do sistema na fase H [14].

Confrontaremos agora os nossos resultados com os obtidos no estudo da transicdo de
fase I+H do sistema SLS/4gua [40-42]. Foi encontrado que micelas de SLS tém uma forma
esferoidal na fase I, com uma anisometria que cresce a partir de v= 1.5 (C= 5 % w/w de
SLS) até v= 2.4 perto da transi¢do de fase [I-H (C= 33 % w/w de SLS). Em particular,
para C >9 % w/w de SLS a anisometria micelar é mais alta do que a encontrada para as
micelas de PLPC e o crescimento das micelas em uma forma esferocilindrica é favorecida
sobre a forma de elipsoide prolato. A fracdo volumétrica ocupada pelo anfifilico na solugéo
foi definida na equagdo 7.5 como C,. Como 7; é 0.89 cm?®/g e 0.92 cm?®/g para as micelas de
SLS e PLPC respetivamente, para qualquer valor de ¢ C, s1.s < Cy prpc 0 que faz possivel
a agregacado das moléculas de SLS em micelas de anisometria maior do que as de PLPC.

O valor de v= 1.8 explica todos os nossos resultados na fase I. Este é o fator que faz
o sistema PLPC/4gua evoluir através da transicdo de fase I-Q??. Como este valor de
v corresponde & transi¢do de forma micelar elipsoidal para esferocilindrica [39], as micelas
de PLPC permanecem como elipsoides com C crescente na fase I, e ndo crescem como
esferocilindros o que propiciaria a entrada do sistema na fase H como acontece no caso das
micelas de SLS.

Como j4 fol mencionado, nio existe um modelo teérico para a transicio de fase I—Q??
—H. Foram estudados sistemas binarios de agregados com forma de cilindros e discos, in-
teragindo através de um potencial de esferas duras, utilizando o modelo estatistico de rede
[72]. A energia livre destes sistemas é uma fun¢do que depende de ¢y, ¢; e ¢3 que sdo pro-
porcionais as energias de interacao de intra-agregados correspondentes a agregados esféricos,
cilindricos e com forma de disco respectivamente. Este modelo consegue descrever a sime-
tria orientacional da fase (isotrépica, axial, planar ou biaxial) mas ndo fornece nenhuma

informagédo sobre a ordem posicional, necessaria para descrever as fases H, L ou cubicas.
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A ordem posicional deste iltimo conjunto de fases pode-se descrever usando uma aproxi-
macao de particula escalada e um modelo de cela [73]. Portanto, uma transicio de fase
I —-Q?*® - H poderia ser reproduzida teéricamente se o sistema descrito no paragrafo ante-
rior fosse estudado dentro destas duas aproximagoes, ao invés do modelo de red, para valores
diferentes de (¢ — ¢o) e (P2 — ¢1) [74].

Por outro lado, foi estabelecido [75] (tedrica e experimentalmente) que um sistema de
esferas duras apresenta uma transigio de fase I—cibica (FCC) liquido-cristalina. Esta crista-
lizagdo acontece no intervalo 0.495 (ponto de ”congelamento”) < A < 0.545 (ponto de
"fussdo”) onde A é a fragdo volumétrica ocupada pelas esferas duras.

Para comparar este resultado com os apresentados neste capitulo, temos que pensar ao
sistema PLPC/4gua no contexto utilizado para calcular S(g), porque é nesse contexto que
as micelas sdao assumidas como esferas duras.

Utilizando os resultados da nossa modelagem, o volume de uma esfera dura V.4 para 37

% w/w de PLPC é:

- 4w(o/2)
Vea = — (7.7)

—~ 20,5.104A°

e a densidade de esferas duras estd dada pela densidade numérica de particulas:

[¢]Na

n

= [(0.75 x 6,023.10%)/(186 x 1.10?")]part./A’

N, =

= 2,45.1(]'6pa.1't./A3

onde N, é o numero de Advogadro.
Chamaremos V; (em unidades de A?’) ao volume ocupado por uma solugio de 37.5 %

w/w de PLPC. O niimero de esferas duras que existem nesse valor de V, é:

Ng = V,N, (7.9)
= V, x 2,45.10"®part./A’
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A partir das equacoes 7.7 e 7.9, pode-se calcular o valor de A para 37.5 % w/w de PLPC:

A = (NaVd)/Ve (7.10)
= (N V.Vea)/ Vs
= (2,45.10 %part./A’)(20,5.10*3°)

0.5

o qual é independente de V.

Portanto 37.5 % w/w de PLPC corresponde a A= 0.5. Esta concentragao é préxima a
transigio de fase liquido-cristalina (a fase Q*?2 foi medida para 40 % w/w de PLPC; capitulos
3e8).

O valor de A calculado, embora pertence a fase I, € um pouco maior do que o valor de
”congelamento”. Se adjudicamos este deslocamento da transigdo para um valor mais alto de
A a polidispersao do sistema PLPC/4agua [76], pode-se pensar que o formalismo utilizado no
estudo da transigao de fase I—cibica (FCC) liquido-cristalina para um sistema de esferas

duras forneceria bons resultados no estudo da transigao I—Q??3.
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Capitulo 8

Analise da Transicao de Fase
Isotropica— Cubica
Liquido-Cristalina em Solucoes

Aquosas Contendo PLPC

O sistema PLPC/4gua apresenta a peculiaridade de atravessar por uma transigao de fase
I— Q%23 — H [13] (figura 1.5), para a qual ainda nio foram desenvolvidos modelos teéricos.
O mecanismo da transi¢ao de fase Q%23 —H foi explicado en termos de relacoes epitaxiais
entre as duas estruturas [14]. A natureza da transigiao de fase [-Q?23 nao foi estudada até o
presente, embora tenhan sido feitos intentos de determinar os fatores que levam a formacao
da fase Q223 [30, 36].

Como ja foi mencionado na introdugdo e no capitulo 7, o grupo espacial da fase Q%23
é o Pm3n e os elementos estruturais (agregados micelares) estdo centrados nas posigoes
especiais a e ¢ deste grupo espacial. Existe uma controvérsia ainda nao resolvida sobre
a forma das micelas na fase Q??3: resultados de raios-X demonstraram que existem duas
formas diferentes de micela.s, entretanto, resultados de NMR provaram que existe somente

uma forma de micela.
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Segundo estudos de raios-X [15], as duas formas de micelas que existem sdo micelas
esféricas e micelas discéticas centradas nas posicoes especias a e ¢ respectivamente. Entre-
tanto, os resultados de NMR. [35-36] argumentam que a forma das micelas posicionadas em
a e c é esferocilindrica.

A forma dos agregados micelares na fase I concentrada foi determinada no capitulo ante-
rior para o sistema PLPC/4dgua. Nesse capitulo admitiu-se a possibilidade de um crescimento
micelar na direcio de esferocilindros na transicio I— Q*? e também que a forma de disco
nao parece existir na fase I. Isto favorece a proposta de NMR sobre a forma dos elementos
estruturais da fase Q%?3.

Neste capitulo, sera discutido o modelo de raios-X para a estrutura da fase Q%23 a partir
do estudo da transicio de fase I-Q??3. Com este objetivo, serd proposto um mecanismo
para descrever esta transicao utilizando para a fase I as distancias intermicelares e a in-
formagdo sobre as dimensdes micelares obtidas no capitulo 7 e para a fase Q?23, as distancias

intermicelares e as dimensoes dos agregados micelares propostos no modelo de raios-X.

8.1 Estudo da Fase Q?*

A informacao reportada na literatura sobre a forma e o volume dos elementos estruturais
da fase Q%3 foi obtida para 50 % w/w de PLPC [15], e refere-se ao carogo parafinico (tabela
8.1). A estrutura desta fase estd mostrada na figura 8.1.

A fotografia de Laue obtida para 40 % w/w de PLPC, pertencente a fase Q?%3, foi
mostrada nas figuras 3.11-12. Na tabela 8.2 estao listadas as posi¢es dos picos de difracao
medidos nesta fotografia, excluindo-se o pico da mylar do porta-amostras e a banda difusa

perto de 4.5 A.
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Tabela 8.1: estrutura da fase Q?*3: posi¢do da micela na cela unitdria, nimero de micelas

por cela, forma da micela, volume da micela. Informagdo extraida da referéncia [15] para

50 % w/w de PLPC.

Posigao | Numero por cela Forma Volume [A?]
a 2 esférica 55300
c 6 anisotréopica 87500

A tabela 8.2 mostra nossos resultados, relacionados a indexagao dos picos de difragao
listados nessa tabela, comparados com os obtidos por Mariani [34] para a indexagdo do
espectro de Debye-Scherrer, medidos utilizando uma cdmara de Guinier, para 50 % w/w de
PLPC.

Nao foi possivel diferenciar entre as reflexdes (2,1,0) e (2,1,1) e entre as reflexées (2,2,2)
e (3,2,0) porque a técnica de Laue nao forneceu a resolugao suficiente.

Também nao foi possivel medir as reflexoes mais fracas obtidas com a camara de Guinier,
embora tenham sido observadas reflexoes para valores maiores do angulo de espalhamento.
O deslocamento da reflexdo (3,2,1) para a reflexdo (4,0,0) tanto como a diferenga no orde-
namento das reflexoes como fungao das suas intensidades quando C varia de 40 para 50 %
w/w de PLPC, sao devidas a diferenca no conteido de dgua das amostras.

Esta claro que o resultado por Laue é compativel com os dados reportados para a fase
Q22 [34].

O parametro de rede resultou ser a= (145.4 + 1.4) A para 40 % w/w de PLPC. Vamos
conferir se a variagao deste parametro para 40 < C < 50 % w/w de PLPC pode ser explicada
considerando que os objetos estruturais sdo idénticos para as duas concentragoes, ou seja,
aceitando que nao existe crescimento micelar e que a variagao no valor de a é somente devida

a diferenga no conteido de dgua das duas solugoes.
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Figura 8.1: estrutura da fase cibica @°*3: as linhas continuas demarcam os limites da

cela unitdria primitiva. A cela unitdria contem seis micelas discéticas (circulos brancos)

centradas nas posigdes ¢ ((1/4,1/2,0), (3/4,1/2,0), (1/2,0,1/4), (1/2,0,3/4), (0,1/4,1/2),
(0,8/4,1/2)) e duas micelas esféricas (circulos pretos) centradas nas posi¢ées a ((0,0,0),
(1/2,1/2,1/2)). As linhas tracejadas sdo uma guia para os olhos.

Cypar= 0.21 para 40 % w/w de PLPC, utilizando a equagdo 7.3. Assumindo que o
volume parafinico total, V},, dentro da cela unitaria de volume V, corresponde ao dos objetos

estruturais da tabela 8.1, temos para 40 % w/w de PLPC:
Vy/Vi = Chpar = (6 x 87500 + 2 x 55300)A°/(145.4%)A° = 0.21 (8.1)

recuperando-se o valor de C, 4 calculado pela equagdo 7.3. Este resultado sugere que a

forma dos elementos estruturais permanece constante no intervalo 40-50 % w/w de PLPC.
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Tabela 8.2: comparagdo da indezagdo das amostras da fase @Q*23: concentragdo C, indices de
reflezdo (h,k,l), intensidade da reflezdo | I |, pardmetro de cela unitdria a e posi¢do do pico
de espalhamento, s~', medido na fotografia de Laue para 40 % w/w de PLPC (figuras 3.11-
12). Os dados para 50 % w/w de PLPC foram eztraidos da referéncia [34]. As intensidades
dos picos de espalhamento para 40 % w/w de PLPC foram estimadas visualmente: (ms:
muito forte, f: forte, m: media, fr: fraca, efr: exztremadamente fraca). As reflezées

marcadas com (-) ndo foram observadas.

(o} 50 % w/w de PLPC 40 % w/w de PLPC 40 % w/w de PLPC
(h k1) Pri 111 1/2 [A)
(1,1,0) 3 -

(2,0,0) 33

(2,1,0) 290

(2,1,1) 320 mf 60.912.6
(2,2,0) 20

(3,1,0) 7

(2,2,2) 55 mf 43.5+1.7
(3,2,0) 58

(3,2,1) 96

(4,0,0) 33 / 36.7+0.6
(4,1,0) 35

(3,2,2)

(4,1,1) 36

(3,3,0)

(4,2,1) 18

(4,4,0) - efr 25.940.1
(4,4,4) - m 21.0+0.4
(8,1,1)

(7,4,1) - efr 17.940.1
(5,5,4)

(8,5,2) - Ir 15.1+0.15

a 136.7 A (145.4 £ 1.4) A
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8.2 Método de Estudo da Fase I Concentrada

O padrao de espalhamento de um cristal cuja estrutura pertence ao sistema ciibico, possui

linhas de espalhamento que satisfazem [77]:
2?/(4a®) = sen?0/(h* + k* + %) (8.2)

onde a é o parametro de rede do cristal e (h,k,l) sao os indices da reflexdo sy}, = dh,.
Tratando-se de uma simetria hexagonal bidimensional, a relagdo 8.2, se transforma em [77-
78]:

2?/(4a®) = [4sen?0)/[3(h? + hk + k%)) (8.3)

Como a soma A?/4a? é uma constante, o problema de indexa¢do do padrdo de difragao
resolve-se achando o conjunto dos indices de reflexdo que mantenham este valor constante
obedencendo as equacdes 8.2 ou 8.3, por exemplo, para cada valor de sen?f observado.
Determina-se assim o valor do pardmetro a. Se a substincia pertence ao sistema ciibico,
quando os indices apropriados sao achados, a classe de rede de Bravais é determinada a
partir de quais linhas estao ausentes ou presentes.

Conhecendo o valor do parametro de rede a, o nimero de micelas dentro da cela de

Bravais cibica est4 dado por:

Ny, = a’N, (8.4)

Quando as equagodes 8.2-4 sdo utilizadas no estudo da fase I concentrada deve ser consi-
derado que somente existe uma ordem local na solugcdo. Nestas condictes, a ordem corres-
pondente a uma rede de Bravais cibica ou a uma cela hexagonal bidimensional, faz alusdo
a uma ordem local de cela distorcida: como a ordem é local, na medida em que vamos nos
trasladando dos primeiros para os segundos vizinhos, e assim seguindo, o desordem cres-
ce gradualmente destruindo a ordem de longo alcance. Alem disto, as distancias entre as
particulas, as quais se faz referéncia, sdo um valor médio (a equacdo 2.8 mostra que a po-
si¢do angular de um pico de S(g) estd ligado a todos os possiveis valores de g(r)). Como
conseqiiéncia, em geral ndo sao observadas todas as reflexées correspondentes-ao espectro

que seria medido no caso de tratar-se de um cristal perfeito.
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8.3 Resultados e Discussao

Na nossa andlise, serao utilizados os picos de espalhamento medidos por Laue para 28
< C <375 % w/w de PLPC. Para um valor determinado de C, o primeiro pico é um
pico de interferéncia e o segundo pico sera considerado também como devido a interferéncia
entre as particulas. Os grificos das figuras 7.14-22 podem ocasionar certa confussido a este
respeito, pois nestas figuras aparentemente o segundo pico de espalhamento na curva de
SAXS é devido ao fator P(q) e nido ao segundo pico de S(gq). Deve ser lembrado que nas
figuras 7.14-22, a curva de SAXS estd afetada pelo efeito do perfil do feixe entretanto que
P(q) e S(q) ndo o estao. Portanto, nas figuras 7.14-22, a comparagao entre a posigdo dos
picos de P(q) e S(q) e do segundo pico na curva de SAXS carece de significado fisico. Por
outro lado, a posigao do segundo pico de espalhamento medido por Laue, a qual nao esta
afetada pelo efeito do perfil do feixe, estd dislocada do pico de P(g) em diregdo ao segundo
pico de S(g) nas figuras 7.14-22.

Como um primeiro intento para compreender o mecanismo da transigao de fase I—Q??3
e para verificar se existe alguma semelhanga com a transicdo de fase I-H , como a apresen-
tada pelo sistema SLS/dgua onde foi encontrada uma ordem local hexagonal [79], tentou-se
indexar os valores de s™! para 28< C < 37.5 % w/w de PLPC (tabela 7.1) de acordo com
a equagao 8.2. Depois de vérios testes, concluiu-se que estas relagbes nao sdo satisfeitas e
portanto esta hipétese foi descartada.

No entanto, foi possivel obter uma indexagao satisfatéria assumindo uma simetria local
ciibica e utilizando a equagao 8.3. Os valores de s~! para 28< C <37.5 % w/w de PLPC
foram indexados como as reflexdes (2,0,0) e (3,1,0), que correspondem tanto a uma ordem
local de cela unitaria ciibica simples ou de cela cibica centrada no corpo.

Os valores de a e de N, para cada valor de C estdo listados na tabela 8.3. A boa qualidade
da indexagao da tabela 8.3 estd demonstrada pela pequena diferenga entre os parametros de
cela determinados a partir de cada pico de espalhamento para um valor de C' determinado.

Os valores de a e N, listados na tabela 8.3, podem ser extrapolados até 40 % w/w de
PLPC.
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Tabela 8.3: indezagdo das reflezdes para 28< C < 37.5 % w/w de PLPC de acordo com uma
simetria cibica: conceniragio C, densidade numérica de micelas N,, posigdo do pico s71,
indices da reflezdo (h,k,l), pardmetro de cela unitdria a, valor médio @, numero de micelas

or cela unitdria N,, e alcance de correlacdo | = 2= onde € € a larqura na altura média do
P m €

primeiro pico de interferéncia modelado nas curvas de SAXS (figuras 7.14-7.23).

C N, s~1 (hy k1) a a N,, l
[% w/w] | [micelas/A3] [A] [A] [A] [micelas/A3] | [A]

28 1.83e-6 67.7 +1 (2,0,0) | 135.4 £2 | 134.0+1.6 | 4.41+0.15 | 166.76
41.95+0.32 | (3,1,0) | 132.7 £1.0

30 1.96e-6 65.7+2.1 (2,0,0) | 131.4 £4.2 | 131.3+2.5 | 4.4340.24 | 205.25
41.5+0.8 | (3,1,0) | 131.2 +2.5

33 2.16e-6 64.5+1.7 (2,0,0) | 129 +3.4 129.4+42 4.68+0.22 | 266.82
41.140.7 | (3,1,0) | 120.9 +2.2

35 2.29e-6 63.5+2.2 (2,0,0) | 127 +4.4 | 126.2+2.3 4.61+0.2 296.47
39.64+0.71 | (3,1,0) | 125.441.4

37.5 2.45e-6 61.98+1.34 | (2,0,0) | 123.942.7 | 124.44£2.3 4.7240.3 299.8
B 30.5+1.2 | (3,1,0) | 124.9+3.8
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Figura 8.2: (a) (e) valor do pardmetro de rede a, extrapolado para 40 % w/w de PLPC (dados
listados na tabela 8.3). (b) ( o) valor do nimero de micelas Ny, por cela cibica unitdria com

pardmetro de rede a, extrapolado para 40 % w/w de PLPC (dados listados na tabela 8.3).

Desta maneira, obtem-se a= dg oz = (121.7:1:3.7)A e Njp= Ny ez= (4.8 £ 0.7) para 40 %
w/w de PLPC (figura 8.2).

Os resultados da tabela 8.3 mostram um aumento no alcance de correlacao com C, o que
indica um crescimento na ordem local do sistema. Este processo estd acompanhado por um
crescimento do valor de N, com C (figura 8.2).

Os valores listados na tabela 8.3 correspondem a uma ordem local, porém para 40 % w/w
de PLPC o sistema PLPC/4gua estd em uma fase liquido-cristalina e os valores extrapolados
de Ny er € dger correspondem a uma rede e ndo somente a uma ordem local. Considerando
que os elementos estruturais sao os elipsoides prolatos determinados no capitulo 7, o valor
de Ny, ., corresponde a um volume parafinico V,=(3,9+0,6).10° A3,

Por outro lado, o valor do pardmetro de rede a= (145.441.4) A calculado para 40 %
w/w de PLPC (tabela 8.3), fornece uma distancia d,= (125.9 =+ 2.4) A entre as duas micelas

centradas nas posigbes especiais a (figura 8.1).
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Figura 8.3: As linhas cheias finas demarcam 6 celas da fase Q** (figura 8.1). Para sim-
plificar o grdfico, ndo foram mostradas as micelas discdticas da estrutura da fase @** (os
circulos pretos correspondem a micelas esféricas). As linhas grossas (cheias e tracejadas)

demarcam duas celas cibicas de parametro de rede d,.
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Tabela 8.4: estrutura cibica obtida pela extrapolagdo dos dados da tabela 8.3 (figura 8.2) e
cela cibica de parametro de rede d, (figura 8.3): concentracio C, concentragdo em volume
das cadeias parafinicas Cy por, forma das micelas contidas na cela, nimero de micelas contidas
dentro de cada cela N,,, parametro de rede a, volume da cela V,, volume parafinico total

contido dentro da cela Vj, e fragio V,/V,.

C [% w/w de PLPC] 40 40
Cy par 0.21 0.21
Forma das micelas | esférica e anisotrdpica | elipsoide prolato
N,,, [micelas] 52+ 0.3 4.8 £ 0.7

a [A] 125.9 + 2.4 121.7 £ 3.7

V, [A%] (2,0£0,1).108 (1,8+0,2).10°

V, [A%] (4,140,2).10° (3,9£0,6).10°
V,/Va 0.21 0.21

A figura 8.3 mostra 6 celas da fase Q2% e superpostas a estas, duas celas cibicas de
parametro de rede d,.
O volume V, por cela unitdria na fase Q??® é o utilizado na equacio 8.1. Entdo, para a

cela de a=(145.4 & 1.4) A é possivel estabelecer a correspondéncia:
6 x V, +2x V,] = (145.4 £ 1.4)3A° (8.5)

onde V. é o volume das micelas nas posigcoes especiais ¢ e V, é o volume das micelas nas
posigdes especiais a (tabela 8.1). A condi¢do para a cela de pardmetro d,, ditada pela
equagao 8.5 é:

125.9 + 2.4)34°
EM: 441 4;3/;3 [6x Vet2x V3] = [(3.90.2) x Vo+(1.3£0.1) x V,] — (125.942.4)°A° (8.6)

ou seja, existem (3.9 £ 0.2) micelas de volume V, e (1.3 £ 0.1) micelas de volume V, dentro

de cada cela de pardmetro d,. Isto equivale a um total de (5.2 £ 0.3) micelas com um volume

total V,= (4,1£0,2).10%A3, contidas dentro de cada cela de pardmetro d,.
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Na tabela 8.4 compara-se os valores de a, Ny, e V, obtidos para as celas de parametro d,
€ dyer. Os resultados obtidos para a cela de parametro d, e para a cela de pardmetro d, .,
sao compativeis.

Existem duas possibilidades para explicar o mecanismo da transicao I—Q?%3,

Vamos comegar adimitindo que existem duas formas micelares na fase Q?*3, de acordo
com o modelo de raios-X [15]. Os resultados da tabela 8.4 mostram que a ordem local das
micelas na fase I concentrada evolui para um arranjo de 5 micelas que corresponde a cela de
parametro d,. Quando este arranjo comeca a formar-se, os seus elementos sdo os elipsoides
prolatos determinados no capitulo 7. Por causa disto, para que se forme a estrutura da fase
Q?*?3 proposta por Vargas [15] é necessério que exista uma redistribuigéo de lipideo dentro de
cada cela, durante ou depois da formacao das celas de parametro d,. Os nossos resultados
mostram que esta redistribuicao de lipideo ndo destrdéi a "simetria” cubica da ordem local
que existe na fase I concentrada.

No entanto, é possivel supor que existe somente uma forma micelar na fase Q223, como foi
proposto através dos estudos de NMR [35-36]. Esta hipétese ndo modifica o nosso resultado
que mostra que a ordem local na fase I concentrada evolui para um arranjo de 5 micelas que
corresponde a cela de parametro d,, cujos elementos estruturais sdo os elipsoides prolatos
determinados no capitulo 7. O valor da anisometria destes elipsoides estd no limite que
estabelece a conformacéao micelar de elipsoide prolato ou de esferocilindro como a mais estével
[39]. Entdo, pode-se admitir um crescimento micelar na diregao de esferocilindros durante
a transicado de fase. Isto apoia a proposta de NMR [35-36] sobre a forma dos elementos

estruturais da fase Q2?3, e nao permite descartar-la frente & proposta de Vargas.
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Capitulo 9

Conclusoes Finais

Neste capitulo sao apresentadas as conclusdes sobre o trabalho realizado nos capitulos
4-8, Também sao feitas algumas sugestoes para trabalhos subseqiientes.

As conclusdes finais estao divididas em dois items relacionados ao sistema DNA/dgua e
ao sistema PLPC/4dgua. Em cada item, sera respeitada a ordem dos capitulos da tese para

sumarizar as conclusoes.

9.1 Sistema DNA/Agua

No capitulo 4 demonstrou-se como é que os métodos ITP [57] e ITR [56] se complementam
na andlise das curvas de SAXS.

Nao existe nenhuma implementagdo do método ITR na literatura, além da feita pelo
préprio autor [56]. No nosso trabalho, o ITR mostrou-se eficiente no calculo de Jye,,, para
as curvas de SAXS que apresentam picos de interferéncia, demonstrando ser um artefato
matematico util para estudar as interagoes entre as particulas. No entanto, deve ser levado
em conta que eventualmente os resultados para valores muito pequenos de ¢ podem carecer
de significado fisico.

Por um outro lado, verificou-se que a utilizagio do método ITR no estudo de curvas de
SAXS que nao apresentam efeitos de interferéncia, pode levar a conclusoes erradas. Nesse

caso, é necessario complementar esta andlise com a realizada por algum outro método que
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trabalhe em termos da IFT, especificamente desenvolvido para essa condigdo. No nosso caso
foi utilizado o método ITP. Este método forneceu bons resultados no cilculo de Jye,,n para
a solugdo mais diluida, que nao apresenta um pico de interferéncia, e de p.(r) para as duas
solugdes mais diluidas.

No capitulo 5 a curva experimental foi ajustada & fungao calculada P(q) para a solugao
mais diluida de DNA, para a qual o método ITP demonstrou que os efeitos de interferéncia
nao sao importantes. Utilizando esta informagao, junto & do capitulo 4, foram obtidas as
fungdes S(g) como fungdo da concentragao para as solugoes mais concentradas. Para estas
concentragoes, a posicao do pico nas curvas de SAXS como fungdo de C ajusta uma curva
"universal”, para dados relacionados a solugoes de polieletrolitos carregados, com expoente
1
5

A partir da modelagem do primeiro pico das curvas de interferéncia com formas gaus-
sianas, comprovou-se um bom acordo com resultados tedricos de Monte Carlo no que tém a
ver com a dependéncia funcional de g(7,;,%;). O alargamento do pico, [G],, expresso como
(Lp|B]y) em fungao de C, também ajusta uma curva de expoente 3. Também foi estabelecido
que existe uma ordem local de primeiros vizinhos para solugoes isotropicas, livres de sal, de
polieletrélitos cilindricos carregados. Este ultimo resultado é importante devido a que esta
relacionado & ordem posicional, e a literatura somente reporta dados sobre a ordem local
orientacional [28].

No capitulo 6 foi interpretado o resultado do capitulo 5 em fungdo da forga i6nica do
sistema e da carga superficial dos polieletrélitos na solugao. Concluiu-se que, no regime
semi-diluido, a ordem local de primeiros vizinhos corresponde a uma forga i6nica de ~
(1073-10"?) M e a uma carga superficial efetiva do polieletrélito da ordem de dezenas de
€. Demostrou-se que o decréscimo da forga iénica até ~ (107°- 10~7) M paralelamente ao
aumento em uma ordem de magnitude da carga superficial efetiva do polieletrdlito eleva o
grau da ordem para segundos vizinhos.

Também foi encontrado que para I ~ (107°- 10~7) M e uma carga superficial efetiva de
centenas de €, a ordem local é um pouco maior do que segundos vizinhos no regime diluido.

A informagdo para (1075- 1077) M se complementa com resultados de simulacoes de
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Monte Carlo realizadas sobre estes sistemas as quais estabeleceram que para esta forga ionica,
no regime diluido e semi-diluido, existe somente uma fraca tendéncia para uma ordem local
orientacional de primeiros vizinhos [28].

O trabalho subseqiiente imediato aos estudos apresentados nos capitulos 4-6 consiste na
investigagdo mais detalhada do papel que o comprimento do polieletrolito desempenha na or-
dem de curto alcance no regime diluido e semi-diluido da fase I, com variacao da forca ionica.
Para isto, visando utilizar parte da informagdo e conhecimento adquiridos no estudo do sis-
tema DNA /égua, deve ser iniciado um estudo sistematico por SAXS de solugoes aquosas
de DNA fragmentado, com diferentes comprimentos, no regime diluido e semi-diluido, com

controle da forga ionica.

9.2 Sistema PLPC/Agua

No capitulo 7, o cdlculo da fungao distribuigao de distincias p(r) utilizando o método
ITP [57], para a concentragao mais diluida, demonstrou que as micelas estdo presentes na
solucao na forma de elipsoides prolatos inomogéneos com v=1.8. Nessa concentracao os
efeitos de interferéncia nio sdo visiveis pois o pico de interferéncia coincide com o zero do
fator de forma.

Para as concentragdes mais altas, a modelagem do produto P(g)S(g) na curva de SAXS,
calculando S(gq) supondo um potencial de interagdo repulsivo coulombiano blindado entre
as particulas dentro da aproximacao MSA [23-24], demonstrou que a forma das micelas
permanece estivel e de anisometria ¥=1.8 no intervalo de concentragdes estudado, em bom
acordo com o resultado obtido a partir da andlise da p(r).

Estes resultados ndo somente concordaram ;:om os obtidos previamente por NMR [30],
como também fornecem informagao sobre a anisometria micelar. Este dado foi omitido nos
resultados por NMR porque na anélise dos resultados é pre-suposta uma forma micelar

esférica. O valor da anisometria é importante porque demonstrou-se que este é o fator que
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faz com que o sistema transite de uma fase I para uma outra Q??3. Micelas de anisometria
até 1.8 sao mais estaveis na forma elipsoidal, enquanto para anisometrias maiores calculos de
energia de curvatura [39] preveen micelas na forma de esferocilindros, que levam a transigao
I—H como no caso do SLS [40]. A transigdo I—Q??* corresponde assim ao empacotamento
de micelas esferoidais.

No capitulo 8, utilizando a informagao do capitulo 7, foi proposto um mecanismo para
explicar a transigao I — Q?**® em termos da formagao de uma estrutura cibica local na fase I.
De acordo com este mecanismo, € necessario que exista uma redistribui¢ao de lipideo dentro
das celas desta estrutura cibica na transicao I — Q??3, para que se forme o modelo proposto
por Vargas para a forma dos agregados micelares que formam a estrutura da fase Q??* [15].
Pelo contririo, esta redistribuigao de lipideo ndo é necesséria, se a estrutura da fase Q2?2
corresponde ao modelo de NMR [35-36].

Uma perspectiva futura relacionada aos trabalhos dos capitulos 7 € 8 implica o estudo
da distribuigdo de tamanhos de micelas na solugao. E de se esperar que pela anisometria
micelar permanecer estavel, a polidispersao do sistema seja muito baixa, mas este estudo
se apresenta necessario para confirmar a consisténcia na determinacdo dos parametros de
interesse, e também devido a termos admitido que a auséncia do segundo pico da fungao
P(q) era devida a polidispersao. Existe também o interesse de estudar efeitos de polidispersao

em sistemas inomogéneos, o que ainda néao existe na literatura.
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Apéndice A

A expressao correspondente a a(Q) na equagio 2.80 é a seguinte [23]:

a(Q) = A(sen Q - Q cos Q)/Q* + B[(2/Q” — 1)@ cos Q +2 sen @ — 2/Q]/Q”
+7A124/Q° + 4(1 — 6/Q%)sen @ — (1 — 12/Q +24/Q")/Q cos Q]/2Q°
+C(k cos k sen Q — Q senh k cos Q)/Q(Q? + k?)
+F[k sen k sen Q — Q(cosh k cos Q — 1)]/Q(Q? + k?)

+F(cos @ —1)/Q? — ¢ exp (—k)(k sen Q + Q cos Q)/Q(Q* + k) (A.1)
Os coeficientes das equagoes 2.77-79 definem-se de acordo com:

6 = 1—n,
a; = —(2n+1)8/k,
a; = (l49° —4n —1)/K?,
as; = 36q°/k*,
B = —(n°+Tm+1)5/k,
Bz = 9n(n®+4n - 2)/K?,
Bs = 12n(2n° + 8y — 1)/k*,
vi = —(4°+ 3% + 459 + 5)6/k,
v, = (21 + 37% + 421 — 20)/K?,
vs = (27°+ 30n—5)/k*,

vy = v+ 24nkvs,
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vs = 6n(ve + 4vs),

¢ = 6n/k,

¢ = §—129/k?,

n = (n+5)/5k,

n o= (7+2)k,

73 = —12n¢ exp (—k)(11 + 72),
2

Ts = 377"’2(7'12_7'2),

s = 3n(n+8)/10 — 2(2n + 1)2/k?,

de onde se obten:

a
as
as
by
b,
bs
n
V2

]

= 24ne exp (—k)[as + az + (1 + k)as] — 927 + 1)?/8,

= 247]as(senh k — k cosh k) + a3 senh k — a; cosh k]/&*,

= 249[(27 +1)*/k® — 6/2 + az(cosh k — 1 — k senh k) — a; senh k + a5 cosh k]/§*,

= 3n(n +2)*/2 — 129 exp (—k)[B1 + B2 + (1 + k)Bs]/ 67,

= 127[Bs(k cosh k — senh k)B; senh k + B; cosh k]/§*,

= 129[6*(n +2)/2 — 3n(n + 2)?/k* — Ba(cosh k — 1 — k senh k) + B; senh k — B3, cosh k]/&*,
= [(2n+1)(n" — 27+ 10)/4 — € exp (~k)(vs + v4)]/56",

= (v4 cosh k — vs senh k)56%,

= [(* — 69+ 5)§ — 69(27° — 35% + 187 + 10)/k* + 24nv3 + v, senh k — v5 cosh k]/56%.
A partir de:

1 = [eexp (—k)(d — 42)° — (0 +2)/2]/8,

p2 = [(¢}+ 43) senh k + 2414 cosh k]/&%,

ps = [(¢}+ ¢)cosh k + 2614, senh k + ¢7 — 43]/67,
t1 = 734 T4a; + 75by,

ty = map+ Tsby + 12n(rs cosh k — 7 senh k),

t3 = msa3+ 75b3 + 129[m; senh k — m»(cosh k — 1)] — 29(n + 10)/5 — 1,
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1
K2
K3
B4
K5
e
A1
A2
A3
Ag
As
A6

obtem-se:

onde

tras — 1271'03,

t1a2 + tra; — 24nv1v,,
toaz + tza; — 24nvyvs,
traz — 127]'012 ,

tias + tza; — 24nvyv3,
tsaz — 12903,

127p3,

24np1p2 — 2by,
24mp2ps,

127p; — 2b,

24np1ps — 2b; — k?,

Wy = 'w125 = 2wiew14 — Wia(Was + wos) — wiz(wss + wag),

2
127p;3,
_ 2
wy = W — W13W3s,
w3 = 2wigWis — ’w13('w35 + 'wzs) — W12W3e,
w, = 2w zwiq — WizWay — 'wlz('w34 + 'wzs),
_ 2
Wy = Wiy — Wi2Wa4,

Wij = pid; — piAi
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Apéndice B

A solucdo do problema de minimizagdo relacionado & equacao 4.7, gera o sistema de
equagbes normais [56-57]:
(B + AKuw)c, = d, (B.1)

onde K, sdo os elementos da matriz covariante K:

1 -1
-1 2 -1
-1 2 -1
K= (B.2)
-1 2 -1
-1 1
No caso do ITP [57]:
Mezp
By = Y xu(@)xv(a:)/o"(a)
i=1
Mezp
dy = > Jn(@)xu(@)/0% (@) (B.3)
i=1
e no caso do ITR [56]:
Mezp

B, = ;wu(qi)zbu(qi)/az(qi)
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Mezp

dp = 3 Im(@)bulas)/o% (@) (B.4)

i=1
Para obter um valor 6timo de )\, deve-se resolver a equagdo B.1 (ou equivalentemente
a equagdo 4.7) para um conjunto de valores de A. Para cada solugdo obtem-se entdo um
valor de L’ e N.. A partir destes valores constréi-se a tabela e o grafico de estabilidade
correspondentes [61]. O gréfico de estabilidade consiste no grafico de log Ny e L’, para cada
solugdo da equagao 4.7 ou B.1, correspondente a um valor de A. Neste grafico, a fungao log/V.
apresenta em geral um ponto de inflexao na regido préxima ao comecgo de um forte aumento
de L’, o que significa uma superestabilizagdo da solucdo. O valor de A que corresponde ao
ponto de inflexdo (ou seja, quando a segunda derivada do log N, 2* d log N, passa por
um cero € a primeira derivada do log Ny, 1% d log Ny, é um minimo.) corresponde ao valor
de A Este valor € determinado a partir da tabela de estabilidade e deve ser escolhido
separadamente para cada problema em particular.
Na continuagido, serdo apresentadas as tabelas e 0S 08 graficos de estabilidade (tabelas
B1-B6, graficos B1-B5) correspondentes aos resultados apresentados nos capitulos 4, 5 e 7

desta tese obtidos utilizando os métodos ITP e ITR.
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Tabela B1: tabela de estabilidade correspondente ao cdlculo das fungées p.(r), para as

amostras de DNA, utilizando o programa ITP.

c log A | log Nc | 1% dlog Ne | 2% d log Nc IA
10 g/) 10 -10.2 o s 0.2711
9.5 -9.4 1.55 -0.158 0.2522
9 -8.7 1.13 -0.026 0.2198
8.5 -8.26 0.64 -0.023 0.1921
8 -8.06 0.288 -0.012 0.1824
7.5 -7.98 0.128 -0.04 0.1805
7 -7.93 0.077 -0.011 0.1802
6.5 -7.9 0.083 0.017 0.1801
6 -7.85 0.236 0.135 0.180
5.5 -7.66 0.678 0.031 0.180
5 -7.17 1.03 0.045 0.1798
4.5 -6.63 0.896 -0.205 0.1797
4 -6.3 0.534 -0.13 0.1796
3.5 -6.1 0.545 0.141 0.1796
3 -5.76 0.904 0.218 0.1796
2.5 -5.2 1.07 -0.051 0.1795
2 -4.69 1.5 0.484 0.1795
1.5 -3.69 0.625 -1.36 0.1795
1 -4.06 b b 0.1795
20 g/l 13 -14.3 o b 0.265
12.50 -13.3 1.99 -0.00338 0.26470
12.00 -12.3 1.98 -0.0101 0.264
11.50 -11.4 1.94 -0.0279 0.2618
11.00 -10.4 1.84 -0.0709 0.2553
10.50 -9.51 1.61 -0.16 0.2387
10.00 -8.79 1.19 -0.259 0.2085
9.50 -8.32 0.692 -0.242 0.1801
9.00 -8.1 0.318 -0.132 0.169
8.50 -8 0.139 -0.0477 0.1668
8.00 -7.96 0.0753 -0.0158 0.1664
7.50 -7.93 0.0633 0.00385 0.1663
7.00 -7.89 0.130 0.0629 0.1663
6.50 -7.80 0.457 0.264 0.1663
6.00 -7.44 0.956 0.235 0.1662
5.50 -6.84 1.06 -0.129 0.1661
5.00 -6.38 0.703 -0.23 0.166
4.50 -6.14 0.33 -0.139 0.166
4.00 -6.04 b i 0.166
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Tabela B2:tabela de estabilidade correspondente ao cdlculo das fungées p(r), para as

amostras de PLPC, utilizando o programa ITP.

c log A [ log Ne | 1%dlog Ne | 2% d log N L
5 % w/w de PLPC -8.94 O bt ? 1.923
9.5 -7.97 1.90 -0.0417 1.902
9 -7.04 1.79 -0.0710 1.844
8.5 -6.17 1.61 -0.109 1.704
8 -5.42 1.33 -0.176 1.426
7.5 -4.85 0.937 -0.214 1.03
7 -4.49 0.573 -0.150 0.6919
6.5 -4.28 0.348 -0.0749 0.5192
6 -4.14 0.230 -0.0425 0.4534
5.5 -4.05 0.181 -0.00651 0.4331
5 -3.96 0.182 0.00724 0.4257
4.5 -3.86 0.194 0.00507 0.4226
4 -3.76 0.257 0.0572 0.4213
3.5 -3.61 0.485 0.171 0.4204
3 -3.28 0.686 0.0304 0.4196
2.5 -2.92 0.562 -0.155 0.4187
2 -2.72 0.285 -0.122 0.4184
1.5 -2.64 b b 0.4184
10 % w/w de PLPC 10 -8.39 b b 3.55
9.5 -7.42 1.89 -0.0488 3.51
9 -6.50 1.76 -0.0784 3.402
8.5 -5.66 1.59 -0.0959 3.155
8 -4.91 1.34 -0.151 2.676
7.5 -4.32 0.991 -0.198 1.96
7 -3.92 0.642 -0.151 1.271
6.5 -3.68 0.394 -0.0965 0.8344
6 -3.53 0.226 -0.0714 0.6417
5.5 -3.45 0.119 -0.0363 0.5913
5 -3.41 0.0812 -0.00115 0.5812
4.5 -3.37 0.134 0.0535 0.578
4 -3.28 0.309 0.122 0.5755
3.5 -3.08 0.452 0.0219 0.5727
3 -2.82 0.369 -0.105 0.571
2.5 -2.69 0.184 -0.0805 0.5705
2 -2.64 0.0696 -0.0341 0.5704
1.5 -2.62 s b 0.5704
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Tabela B3: tabelas de estabilidade correspondentes aos cdlculos realizados, para as amostras

de DNA, utilizando o programa ITR.

| [+ log A log N¢ 1% d log N¢ 2% d iog N¢ L’

10 g/l 11.0 -6.60 o et 1.77
10.5 -5.62 0.194 -0.032 1.75
10.0 -4.66 0.182 -0.083 1.70
9.5 -3.79 0.158 -0.155 1.58
9.0 -3.08 0.127 -0.160 1.37
8.5 -2.53 0.100 -0.105 1.11
8.0 -2.08 0.811 -0.088 0.837
7.5 -1.71 0.649 -0.074 0.596
7.0 -1.43 0.520 -0.055 0.414
6.5 -1.20 0.422 -0.042 0.293
6.0 -1.01 0.341 -0.039 0.222
5.5 -0.854 0.259 -0.043 0.189
5.0 -0.746 0.230 0.013 0.177
4.5 -0.624 0.383 0.140 0.172
4.0 -0.363 0.618 0.095 0.167
3.5 -0.006 0.639 -0.074 0.161
3.0 -0.276 0.579 0.014 0.158
2.5 -0.573 b i 0.157
20 g/ 10 -5.09 b e 2.40
9.5 -4.14 1.82 -0.0862 2.31
9 -3.27 1.55 -0.178 2.08
8.5 -2.58 1.16 -0.218 1.67
8 -2.11 0.813 -0.126 1.25
7.5 -1.77 0.638 -0.0499 0.926
T -1.47 0.551 -0.0371 0.675
6.5 -1.22 0.457 -0.0563 0.494
6 -1.02 0.346 0.0545 0.393
5.5 -0.872 0.319 0.0275 0.351
5 -0.698 0.474 0.127 0.328
4.5 -0.398 0.676 0.075 0.305
4 -0.022 0.713 -0.0381 0.283
3.5 -0.315 0.609 -0.0658 0.267
3 -0.587 0.521 -0.0223 0.259
2.5 -0.836 0.575 0.0758 0.259
2 -0.116 0.823 0.172 0.255
1.5 -0.166 e il 0.251
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Tabela B4: tabelas de estabilidade correspondentes aos cdlculos realizados, para as amostras

de DNA, utilizando o programa ITR (continuagdo).

c log A | log Ne | 1%dlog Ne | 2% d log Ne L
40 g/1 14 -11.9 b e 6.41
13 -9.88 4 -0.0003 6.41
12 -7.88 4 -0.0038 6.41
11 -5.89 3.85 -0.0367 6.39
10 -3.93 3.64 -0.28 6.15
9 -2.25 2.59 -0.767 4.69
8 -1.34 1.37 -0.456 2.26
7 -0.883 0.716 -0.195 0.973
6 -0.622 0.534 0.0134 0.64
5 -0.349 0.551 0.0037 0.556
4 -0.071 1.30 0.741 0.541
3 0.948 2.22 0.183 0.519
2 2.15 1.91 -0.492 0.474
1 2.86 1.15 -0.265 0.446
0 3.30 1.27 0.382 0.44 .
-1 4.13 1.16 -0.497 0.435
-2 1.46 0.373 -0.287 0.434
-3 4.50 KRR i 0.434
60 g/l 14 -12.4 i AR 0.552
13 -10.4 4 -0.0001 5.52
12 -8.4 4 -0.0014 5.52
11 -6.4 3.98 -0.0141 5.51
10 -4.42 3.84 -0.127 0.542
9 -2.56 3.08 -0.632 4.7
8 -1.33 1.69 -0.76 2.35
7 -0.869 0.661 -0.271 0.898
6 -0.674 0.474 0.0841 0.619
5 -0.395 0.955 0.396 0.551
4 0.281 1.39 0.0394 0.5
3 0.996 1.52 0.0865 0.464
2 1.8 " 1.89 0.289 0.445
1 2.89 1.91 -0.274 0.416
0 3.7 1.18 -0.447 0.393
_1 4.07 30 20 i e 30 20 i e 0.389
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Tabela B5: tabelas de estabilidade correspondentes aos cdlculos realizados, para as amostras

de DNA, utilizando o programa ITR (continuagdo).

o] log A | log Nc | 1% dlog N | 2% d log N¢ FA
80 g/1 14 121 o o 7.84
13 .10.1 4 -0.0001 7.84
12 .8.13 4 .0.0013 7.84
11 -6.13 3.98 .0.0132 7.83
10 414 3.85 .0.12 7.71
9 .2.28 3.12 .0.616 6.74
8 .1.03 1.72 0.774 3.48
7 .0.552 0.819 .0.131 1.49
6 .0.208 0.729 0.0414 0.885
5 0.177 0.519 .0.251 0.571
4 0.311 0.433 0.165 0.541
[ a 0.611 1.43 0.83 0.535
2 1.74 2.36 0.0975 0.52
1 2.97 1.89 .0.564 0.491
) 3.63 1.4 0.0728 0.474
1 4.36 1.4 -0.075 0.467
[ 2 5.02 0.781 .0.539 0.463
_3 5'15 2 K 2 0.462
100 g/ 11 ) o e 8.74
10.5 | -5.01 1.99 .0.0077 8.71
10 -4.02 1.95 -0.0236 8.6
9.5 .3.05 1.86 -0.0669 8.29
9 .2.15 1.64 .0.157 7.46
8.5 .1.41 1.23 .0.249 5.75
8 -0.921 0.764 .0.221 3.64
7.5 | -0.649 0.431 .0.112 2.19
7 -0.490 0.306 .0.0128 1.5
6.5 | -0.343 0.338 0.0445 1.11
6 .0.152 0.374 .0.0087 0.792
5.5 | 0.0306 0.307 .0.0585 0.577
5 0.155 0.218 -0.0301 0.49
4.5 0.249 0.221 0.0329 0.461
4 0.375 0.346 0.0924 0.445
35 0.595 0.531 0.0924 0.432
3 0.906 0.644 0.0205 0.42
2.5 1.24 ok e 0.412
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Tabela B6: tabelas de estabilidade correspondentes aos cdlculos realizados, para as amostras

de DNA, utilizando o programa ITR (continuagdo).

| ¢ logh | logNe | 1% dlogNe | 2@ dlogNc I2

146 g/l | 10 -3.88 P p— 10.3
9.5 | -2.91 1.87 .0.0637 9.99

) .2.01 1.65 -0.152 9.02

8.5 | -1.26 1.25 .0.25 7

8 .0.755 0.771 .0.232 1.44
7.5 | -0.485 0.436 .0.103 2.71

7 -0.319 0.345 0.0126 1.87
65 | -0.14 0.376 0.0181 1.28

6 0.057 0.339 -0.0551 0.771
5.5 | 0.199 0.217 .0.0664 0.479

5 0.274 0.121 -0.0301 0.386
4.5 | 0.320 0.0959 0.005 0.363

4 0.370 0.155 0.0538 0.354
3.5 | 0.474 0.356 0.148 0.348

3 0.727 0.614 0.11 0.34
2.5 1.09 0.762 0.0388 0.332

2 1.49 0.943 0.142 0.326
1.5 2.03 e e 0.317
202 g/l | 10 _4.27 o — 6.59
9.5 3.3 1.87 -0.0654 6.36

9 2.4 1.65 -0.154 5.74
8.5 | -1.65 1.24 -0.252 4.47

8 -1.16 0.765 -0.228 2.89
7.5 | -0.887 0.466 .0.0712 1.87

7 -0.689 0.406 0.0111 1.29
6.5 | -0.481 0.368 .0.049 0.821

6 -0.322 0.245 -0.0735 0.541
5.5 | -0.236 0.135 .0.0369 0.452

5 .0.186 0.12 0.0221 0.431
4.5 | -0.115 0.203 0.0608 0.421

4 0.0168 0.203 0.0287 0.413
[ 85 | 0a11 0.324 0.0023 0.409
HE 0.34 0.352 0.0257 0.407
2.5 | 0.529 0.539 0.161 0.405

2 0.879 0.98 0.28 0.404
1.5 1.51 1.33 0.0743 0.402

1 2.21 W N 3200 30 20 e 0.399
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Figura Bl: grdfico de estabilidade do programa ITP correspondente ¢ tabela B1 para 10 g/l
(log Aopt= 7). (+) log N e () L’; as flechas indican o intervalo onde Ay foi seleccionado.
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Figura B2: grdfico de estabilidade do programa ITP correspondente d tabela B1 para 20 g/1
(log Aopt= 6.5). (+) log N e (x) L'; as flechas indican o intervalo onde \qp foi seleccionado.
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Figura B3: grdfico de estabilidade do programa ITP correspondente d tabela B2 para 5 %
w/w de PLPC (log Aopr= 5.5). (+) log N e (x) L'; as flechas indican o intervalo onde Ayp:

foi seleccionado.
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Figura B4: grdfico de estabilidade do programa ITP correspondente d tabela B2 para 10 %
w/w de PLPC (log Aope= 5). (+) log Ny e () L'; as flechas indican o intervalo onde Agpt

foi seleccionado.
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Figura B5: grdﬁtl:.:g de estabilidade do programa ITR correspondentes as tabelas B3-B6. (+)
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