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RESUMO

Picossi, C.R.C. Estudos termodindmicos da incorporacio de terpenos em micelas aquosas
por cromatografia eletrocinética micelar. 2018. 157p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa

de P6s-Graduacao em Ciéncias. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Terpenos sdo os principais constituintes dos 6leos essenciais e vém sendo explorados
ha mais de 3500 anos pela humanidade. Por conta das suas propriedades flavorizantes, sdo
amplamente empregados na indlstria de cosméticos e perfumaria. Apresentam ainda uma
infinidade de fung¢des bioldgicas, como promogao de polinizagdo nas plantas, e protecdo contra
pragas e animais. Além dessas func¢des, muitos compostos possuem ainda atividade
antimicrobiana, anti-inflamatodria, antifingica, entre outras.

Tendo em vista a simplicidade estrutural dos terpenos e a alta hidrofobicidade que
sugere fracas interacdes intermoleculares, ¢ dificil de se imaginar como esses compostos
conseguem desempenhar fungdes tio especificas e diversas. E de se esperar que quanto mais
complexa a estrutura do composto, mais facil seja seu reconhecimento pelo organismo. Isso

mostra o grande poder de reconhecimento do meio biologico.

Nesse trabalho, os pardmetros termodindmicos de transferéncia da fase aquosa para a
fase micelar de 10 terpenos (carvona, canfora, cumeno, t-anetol, eugenol, limoneno, citronelal,
linalol, terpineol e verbenona) e cumarina em dois sistemas, SDS 30 mmol.kg"' + TBS 20
mmol.kg! e SDS 30 mmol.kg! + TBS 20 mmolLkg™! + 10% v/v de etanol foram determinados

buscando elucidar a incorporagdo micelar desses compostos.

Micelas apresentam compartimentos com diferentes polaridades e podem servir como
modelo para mimetizar as diferentes interagdes no meio biologico. Dessa forma, a utilizagdo
da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés Micellar Electrokinetic
Chromatography) na determinacdo dos coeficientes de particdo e dos parametros
termodinamicos de transferéncia entre as fases aquosa e micelar desses solutos pode contribuir
para o entendimento da distribuicdo bem como auxiliar na compreensao das fungdes que os

mesmos desempenham na natureza.

A hipotese de que os pardmetros termodinamicos podem elucidar detalhes da
incorpora¢do micelar foi ainda testada através da busca de relagdes lineares de energia de
solvatacdo (LSER, do inglés Linear Solvation Energy Relashionships) com o intuito de

evidenciar as principais caracteristicas moleculares que contribuem para o processo de



transferéncia. Os modelos LSER foram estudados através de regressdo multipla e anélises
multivariadas de PLS, SPLS, PLS-DA e SPLS-DA, com o objetivo de verificar as propriedades

dos terpenos que explicam sua incorporagdo nas micelas.

Outras andlises estatisticas multivariadas, como analise de agrupamentos e PCA, foram
utilizadas para estudar a variabilidade estrutural dos compostos selecionados, bem como,
determinar se os descritores teoéricos calculados conseguem descrever as caracteristicas

estruturais dos terpenos.

O estudo da termodinamica de transferéncia de solutos neutros da fase aquosa para a
fase micelar demonstrou que mesmo pequenas diferengas estruturais das moléculas contém
informagao sobre a distribui¢do dos compostos nos compartimentos micelares. Também pode-
se inferir sobre o efeito do etanol nas parti¢des e sobre a propria estrutura micelar. Os resultados
para o limoneno mostraram a complexidade envolvida nas particdes, levando a ideia de

restricdo de volume nas micelas modificadas por alcool.

Resultados de LSER mostraram que a transferéncia da fase aquosa para a fase micelar
desses compostos ¢ governada principalmente pela interagdo hidrofébica onde Fx (Volume de

McGowan) foi selecionado como um dos descritores mais importantes para explicar InP.

A andlise comparativa dos resultados obtidos pelos dois métodos (estudo dos
parametros termodinamicos e LSER) indicou similaridade de resultados. Isso demonstra a
grande confiabilidade dos resultados e, entdo, que estudos similares usando outras solucdes
micelares e outras classes de compostos (hormonios, flavonoides, aminas, etc.) podem ser

muito promissores.

Palavras-chave: terpenos, coeficiente de particdo micela-agua, incorporacdo micelar,

eletroforese capilar, cromatografia eletrocinética micelar.



ABSTRACT

Picossi, C.R.C. Thermodynamics studies of terpenes incorporation into aqueous micelles
by micelar electrokinetic chromatography. 2018. 157p. Masters Thesis - Graduate Program

in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Terpenes are the main constituents of essential oils and have been explored for more
than 3,500 years. Because of their flavoring properties, terpenes are widely used in the
cosmetics and perfumery industry. They also exert a multitude of ecological functions, such as
the promotion of plant pollination and protection against pests and animals. In addition, many
compounds have antimicrobial, antifungal, anti-inflammatory activities and others.

Given the structural simplicity of terpenes and the high hydrophobicity that suggests
weak intermolecular interactions, it is difficult to imagine how these compounds can perform
such specific and diverse functions. It is expected that the more complex the structure of the
compound, the easier it is its recognition by the organism, which does not seem to be true for
this class showing the great power of recognition of the biological system.

In this work, the thermodynamic parameters of aqueous and micellar phase transfer
of ten terpenes (carvone, camphor, cumene, t-anethol, eugenol, limonene, citronellal, linalool,
terpineol, and verbenone) and coumarin in two systems, 30 mmol.kg™! of SDS + 20 mmol.kg"!
of TBS and 30 mmol.kg! of SDS, 20 mmol.kg! of TBS, and 10% v/v of ethanol were
determined to elucidate the micellar distribution of these compounds.

Micelles have compartments that possess different polarities and might be a model to
mimic the different interactions that terpenes may have in the biological environment. Thus,
the use of micellar electrokinetic chromatography (MEKC) in the determination of the partition
coefficients and the thermodynamic parameters of transfer of the aqueous phase to the micellar
phase of these solutes can contribute to the understanding of the distribution, as well as help in
the understanding of the functions they perform in nature.

The hypothesis that the thermodynamic parameters can elucidate details of the
micellar incorporation was further analyzed through the search of Linear Solvation Energy
Relashionships (LSER), in order to highlight the main molecular characteristics that contribute
to the transfer process. The LSER models were studied through multiple regression and other
multivariate analyzes, such as PLS, SPLS, PLS-DA and SPLS-DA, in order to verify the

properties of terpenes that explain their incorporation into micelles.



Other multivariate statistical analysis, such as cluster analysis and PCA were used to
study the structural variability of the selected compounds, as well as to determine if the
calculated theoretical descriptors can describe all the structural characteristics of the terpenes.

The study of thermodynamics of transfer of neutral solutes from the aqueous phase
to the micellar phase has shown that even small structural differences of the molecules contain
information about the distribution of the compounds in the micellar compartments. It was also
possible to infer about the effect of ethanol on the partitions and on the micellar structure. The
results for limonene showed the complexity involved in the partitions, showing that occurs
volume restriction in alcohol-modified micelles.

Results from LSER showed that the transfer of these compounds is mainly governed
by hydrophobic interactions where Fx (McGowan volume) was selected as one of the most
important descriptors to explain partition.

The comparative analysis of the results obtained by the two methods (thermodynamic
parameters studies and LSER) indicated similarity of results. This demonstrates the great
reliability of the methods, and that similar studies using other micellar solutions and other

classes of compounds (hormones, flavonoids, amines, etc.) might be very promising.

Keywords: terpenes, micelle-water partition coefficient, micellar incorporation, capillary

electrophoresis, micelar electrokinetic chromatography.
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(27,1°C) e RelaTcH ¢ Vx (para as demais temperaturas), no sistema formado por

SDS/TBS, para as temperaturas trabalhadas em MEKC.

Figura 30. Graficos de InP versus SmO e Vx com o respectivo grafico de residuos

(a direita) para o sistema formado por SDS/TBS, retirando t-anetol, a 27,1°C.

Figura 31. Graficos de InP versus RATO e Vx com o respectivo grafico de residuos

(a direita) para o sistema formado por SDS/TBS, retirando t-anetol, a 31,2°C.
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Figura 32. Graficos de InP versus RATO e Vx com o respectivo grafico de residuos

(a direita) para o sistema formado por SDS/TBS, retirando t-anetol, a 35,4°C.

Figura 33. Graficos de InP versus SaH e ScO com o respectivo grafico de residuos

(a direita) para o sistema formado por SDS/TBS, retirando t-anetol, a 39,9°C.

Figura 34. Graficos de InP versus SaH e ScO com o respectivo grafico de residuos

(a direita) para o sistema formado por SDS/TBS, retirando t-anetol, a 44,1°C.

Figura 35. Gréficos de InP versus MaxcO ¢ RelacH com o respectivo grafico de
residuos (2 direita) para o sistema formado por SDS/TBS, retirando t-anetol, a

48,3°C.

Figura 36. Graficos de residuos para as LSER multiplas obtidas utilizando todos

os terpenos no sistema formado por SDS/TBS/EtOH.

Figura 37. Graficos de residuos para as LSER obtidas no sistema formado por
SDS/TBS/EtOH, retirando cumeno (& esquerda), e seu respectivo grafico de InP

calculado versus experimental para 27,1°C (a direita).

Figura 38. Graficos de residuos para as LSER obtidas no sistema formado por
SDS/TBS/EtOH, retirando cumeno (& esquerda), e seu respectivo grafico de InP

calculado versus experimental para 31,2°C (a direita).

Figura 39. Graficos de residuos para as LSER obtidas no sistema formado por
SDS/TBS/ EtOH, retirando cumeno (2 esquerda), e seu respectivo grafico de InP

calculado versus experimental para 35,4°C (a direita).

Figura 40. Graficos de residuos para as LSER obtidas no sistema formado por
SDS/TBS/ EtOH, retirando cumeno (2 esquerda), e seu respectivo grafico de InP

calculado versus experimental para 39,9°C (a direita).

Figura 41. Gréficos de residuos para as LSER obtidas no sistema formado por
SDS/TBS/EtOH, retirando cumeno (& esquerda), e seu respectivo grafico de InP

calculado versus experimental para 44,1°C (a direita).
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Figura 42. Graficos de residuos para as LSER obtidas no sistema formado por
SDS/TBS/ EtOH, retirando cumeno (2 esquerda), e seu respectivo grafico de InP

calculado versus experimental para cada 48,3°C (a direita).

Figura 43. Gréficos de InP versus variaveis escolhidas nos modelos LSER com o
respectivo grafico de residuos para o sistema formado por SDS/TBS/EtOH,

retirando-se cumeno e citronelal, para a temperatura de 27,1°C.

Figura 44. Graficos de InP versus variaveis escolhidas nos modelos LSER com o
respectivo grafico de residuos para o sistema formado por SDS/TBS/EtOH,

retirando-se cumeno e citronelal, para a temperatura de 31,2°C.

Figura 45. Gréficos de InP versus variaveis escolhidas nos modelos LSER com o
respectivo grafico de residuos para o sistema formado por SDS/TBS/EtOH,

retirando-se cumeno e citronelal, para a temperatura de 35,4°C.

Figura 46. Gréficos de InP versus variaveis escolhidas nos modelos LSER com o
respectivo grafico de residuos para o sistema formado por SDS/TBS/EtOH,

retirando-se cumeno e citronelal, para a temperatura de 39,9°C.

Figura 47. Gréficos de InP versus variaveis escolhidas nos modelos LSER com o
respectivo grafico de residuos para o sistema formado por SDS/TBS/EtOH,

retirando-se cumeno e citronelal, para a temperatura de 44,1°C.

Figura 48. Gréficos de InP versus variaveis escolhidas nos modelos LSER com o
respectivo grafico de residuos para o sistema formado por SDS/TBS/EtOH,

retirando-se cumeno e citronelal, para a temperatura de 48,3°C.

Figura 49. Graficos de SPLS para ambos os sistemas micelares ((a) SDS/TBS e (b)
SDS/TBS/EtOH), utilizando classes definidas pelas caracteristicas estruturais dos

compostos como variavel dependente do modelo.

Figura 50. Graficos de loadings para as separacdes do modelo SPLS para ambos
os sistemas ((a) SDS/TBS e (b) SDS/TBS/EtOH), quando as classes sdo definidas

como a variavel dependente do modelo.
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Figura 51. Graficos de barra de loadings dos descritores que mais contribuem para
as separagdes encontradas no modelo SPLS, utilizando as classes como variavel

dependente para ambos os sistemas: (a) SDS/TBS e (b) SDS/TBS/EtOH.

Figura 52. Graficos de SPLS para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b)
SDS/TBS/EtOH) utilizando AH" como variavel dependente do modelo.

Figura 53. Graficos de SPLS para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b) SDS/
TBS/ EtOH) utilizando A48* como variavel dependente do modelo.

Figura 54. Graficos de SPLS para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b)
SDS/TBS/ EtOH), utilizando InP 35,4°C como variavel dependente do modelo.

Figura 55. Graficos de SPLS-DA para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b)

SDS/TBS/EtOH), utilizando as classes como varidvel dependente do modelo.

Figura 56. Graficos de loadings para as separagdes do modelo SPLS-DA para
ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b) SDS/TBS/EtOH), quando as classes sao

selecionadas como variavel dependente.

Figura 57. Gréaficos de barras de loadings para as separagdes do modelo SPLS-DA
para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b) SDS/TBS/EtOH), quando as classes

sdo selecionadas como variavel dependente.

Figura 58. Gréaficos de setas do modelo SPLS-DA para ambos os sistemas ((a)
SDS/TBS e (b) SDS/TBS/EtOH), quando as classes sdo selecionadas como

variavel dependente.

Figura 59. Graficos de SPLS-DA para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b)
SDS/TBS/EtOH), utilizando AH' como variavel dependente do modelo.

Figura 60. Graficos de SPLS-DA para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b)
SDS/TBS/EtOH), utilizando AS* como variavel dependente do modelo.

Figura 61. Graficos de SPLS-DA para ambos os sistemas ((a) SDS/TBS e (b)
SDS/TBS/EtOH), utilizando InP 35,4°C como varidvel dependente do modelo.
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Figura 62. Grafico de ordenacdo de AH" de terpenos para ambos os sistemas

estudados: (a) SDS/TBS e (b) SDS/TBS/EtOH.

Figura 63. Grafico de SPLS-DA para SDS/TBS (a esquerda) e grafico de setas (a

direita), utilizando os valores de AH" como classificador das classes.

Figura 64. Grafico de SPLS-DA para SDS/TBS/EtOH (a esquerda) e grafico de

setas (a direita), utilizando os valores de AH" como classificador das classes.

Figura 65. Grafico de SPLS-DA para SDS/TBS (a esquerda) e grafico de setas (a
direita), baseando-se na separagdo onde AH" foi utilizado como classificador das

classes, considerando a proximidade dos compostos para determinar novos grupos.

Figura 66. Grafico de SPLS-DA para SDS/TBS/EtOH (a esquerda) e grafico de
setas (a direita) baseando-se na separacdo onde AH' foi utilizado como
classificador das classes, considerando a proximidade dos compostos para

determinar novos grupos.

Figura 67. Grafico de ordenacdo de AS" de terpenos para ambos os sistemas

estudados: (a) SDS/TBS e (b) SDS/TBS/EtOH.

Figura 68. Grafico de SPLS-DA para SDS/TBS (a esquerda) e grafico de setas (a

direita), utilizando os valores de AS? como classificador das classes.
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Figura 69. Grafico de SPLS-DA para SDS/TBS/EtOH (a esquerda) e grafico de

setas (a direita), utilizando os valores de AS” como classificador das classes.

Figura 70. Grafico de SPLS-DA para SDS/TBS (a esquerda) e grafico de setas (a
direita) baseando-se na separa¢ao onde AH' foi utilizado como classificador das

classes considerando a proximidade dos compostos para determinar novos grupos.
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Capitulo 1. Introducao



1. Terpenos

Terpenos representam um dos primeiros grupos de produtos naturais estudados e
provavelmente o mais difundido de pequenas moléculas sintetizadas por plantas' contendo, no

total, mais de 55000 compostos diferentes?.

Além das plantas, terpenos podem ser encontrados em organismos marinhos, algas,

microrganismos €, em menor extensio, em fungos®.

Na natureza eles ocorrem predominantemente como hidrocarbonetos sendo seus

alcoois e glicosideos, éteres, acidos carboxilicos e ésteres denominados terpendides®.

Estruturalmente, sdo definidos como um grupo de moléculas que possuem um nimero
definido de unidades isoprénicas - (CsHs)n. As estruturas quimicas formadas através da junc¢ao
cabeca-cauda de duas, trés, quatro, seis, oito e mais do que cem unidades sdo chamadas de
mono, sesqui, di, tri, tetra e politerpenos, respectivamente. Dessas classes, 0s monoterpenos e
sesquiterpenos sao os principais constituintes dos dleos essenciais e das resinas, enquanto que

os representantes das demais classes sdo em sua maioria sélidos.

Por muitos anos, esses compostos foram considerados como desperdicio fisioldgico, ou
mesmo, produtos de desintoxica¢do das plantas. Hoje ¢ conhecida uma variedade de fungdes
ecologicas que desempenham. Muitas plantas os produzem para atrair insetos especificos, para
polinizagdo, ou para expulsar animais, que as vém como alimento’, e para se proteger contra
pragas, perda de 4gua e aumento da temperatura®. Essas substancias odoriferas possuem ainda
a propriedade de serem compostos de sinalizacdo e reguladores de crescimento. Muitos insetos
metabolizam terpenos, que adquirem através da alimentacdo, para produzir hormonios e
feromodnios (compostos de sinalizagdo que insetos € animais excretam para se alertarem,

marcarem recursos alimentares, demarcar territorio, e atrair parceiros sexuais para copula).

Além das propriedades relativas a aromas e fragrancias, muito exploradas desde o
século IXX pelas industrias de alimentos, bebidas e cosméticos, os terpenos vém sendo
reconhecidos também por sua atividade in vivo. Estudos de monoterpenos revelam que muitos
desses compostos apresentam fungdes antimicrobiana’, hipotensiva®, anti-inflamatoria®,

analgésical®, antinociceptivall, entre outras.
9 9

Quintans-Junior et al.!! realizaram um levantamento de estudos de 27 monoterpenos
em modelos de nocicep¢do em animais e identificaram apenas o mentol sem atividade

antinociceptiva. De agonistas opioides a moduladores de sintese de NO, muitos monoterpenos
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apresentaram mais de um mecanismo de a¢do. O trabalho concluiu que monoterpenos aciclicos,
como linalol e citronelal, geralmente modulam o sistema opioide, diminuindo também a
liberagdo de NO. No caso de monoterpenos ciclicos, a vasta maioria apresentou atividade
analgésica, sem a participacdo do sistema opioide. A grande maioria dos monoterpenos

apresentaram ainda potencial anti-inflamatorio e atividade anticarcinogénica.

Essas descobertas fazem dos terpenos grandes candidatos para o desenvolvimento de

novos farmacos para o tratamento de varios processos patologicos que atingem a humanidade.

Tendo em vista a simplicidade estrutural dos terpenos e a alta hidrofobicidade, que
sugere fracas interacdes intermoleculares, ¢ dificil de se imaginar como esses compostos
conseguem desempenhar fungdes tio especificas e diversas. E de se esperar que quanto mais
complexa a estrutura do composto, mais facil seja seu reconhecimento pelo organismo. Isso

mostra o grande poder de reconhecimento do meio biologico.

Virios trabalhos demonstram que a particdo micela-dgua pode ser utilizada como um
preditor de bioparticao de diversos compostos onde micelas desempenham um papel de agente
biomimético. J& em 1899, Charles Ernest Overton, o primeiro “membranologista” conhecido,
encontrou similaridade entre a permeabilidade de solutos em membrana e sua solubilidade em

dleo de oliva, considerado um meio analogo ao miolo micelar de micelas aquosas'?.

Quase 100 anos mais tarde, Terabe!® e Dorsey et al.'* demonstraram a utilizagdo da
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) na determinagdo dos coeficientes de particao e
dos parametros termodinamicos de transferéncia da fase aquosa para a fase micelar de diversas
classes de solutos demonstrando que esses estudos podem contribuir para o entendimento da
distribuicdo desses compostos, bem como auxiliar na compreensao das fungdes que os mesmos

desempenham na natureza.

Vale citar ainda que substincias odoriferas usadas em produtos industriais, como
cosméticos, alimentos e detergentes, sio normalmente solubilizadas em micelas de tensoativos
antes de serem incorporados nos produtos acabados com o objetivo de tornar a solu¢do aquosa

1!, Assim sendo, uma compreensido adequada do sitio de solubilizagdo micelar para

estave
diferentes moléculas pode engradecer o conhecimento fundamental do mecanismo de delivery

desses compostos nos produtos acabados.

Os terpenos estudados nesse trabalho pertencem a classe dos mono- e sesquiterpenos e
foram escolhidos considerando suas estabilidades e possibilidade de separacio em MEKC. A

representacdo estrutural desses compostos esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Férmula estrutural dos mono- e sesquiterpenos presentes no estudo ((a) eugenol, (b)
linalol, (c) canfora, (d) citronelal, (f) verbenona, (g) carvona, (h) terpineol, (i) limoneno, (j) p-

cumeno e (k) z-anetol) e (e) cumarina).

2. Tensoativos

Tensoativos sdo compostos anfifilicos. Em outras palavras, compostos que possuem
uma “cabeg¢a” polar hidrofilica e uma “cauda” apolar hidrofobica. A regido hidrofobica ¢
constituida normalmente de uma ou mais cadeias alquilicas ou alquilfenilicas que contém, em
geral, de oito a dezesseis atomos de carbono, enquanto que a regido hidrofilica ¢ constituida

por grupos iénicos ou ndo i6nicos polares!'®.

A presenga dessas duas regides distintas numa mesma molécula faz com que a mesma
apresente uma grande capacidade de adsor¢@o na interface ar-dgua, 6leo-agua e superficie de

16.17 " Tensoativos sio

solidos, o que confere aos tensoativos uma infinidade de aplicagdes
empregados em uma variedade de produtos, desde os de usos geral ou consumidos em larga
escala como, por exemplo, detergentes, até os de uso especificos e limitados como agentes

dispersantes, solubilizantes, umectantes e emulsificantes em diversas formulagdes'.

A classificacdo dos tensoativos, ¢ dada em fungdo do grupo hidrofilico que apresentam,
podendo ser anidnico, catidnico, zwitteridnico e ndo idnico. Alguns exemplos sdo apresentados

na Tabela 1.
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Tabela 1. Tensoativos de uso comum em Quimica Analitica.

Anionico

[CH3(CH2);CH(C:Hs)CH20CO].CHSO5 Na*

Bis(2-etilhexil) sulfosuccinato sodico

(Aerosol OT)

CH3(CH2)11SO4 Na*

Dodecil sulfato de sodio (SDS)

CH3(CH2)10COO" Na*

Dodecanoato de sodio

[CH3(CH2)150]2POz2 -

Dihexadecil fosfato (DHF)

Cationico
CH3(CH2)isN'(CH):Br Brometo de cetiltrimetil amonio (CTAB)
CH3(CH2)uN'(CH:):Br Brometo de dodeciltrimetil aménio (DTAB)
CH3(CHz2)12CH2N*(CH3)3 CI Brometo de tetradeciltrimetilaménio (TTABr)
CH3(CHz)10CH2N*(H)3 CI Cloreto de dodecilamonio (DAC)
Zwitterionico

C12H2sN*(CH3)2CH2COO

N-dodecil-N,N-dimetil-betaina

C12H2sN*(CH3)2(CH2)3805

3-(N-dodecil-N,N-dimetilamonio)-propano 1-

sulfonato

Ndao-Anioni

co

CH3(CH2)11(OCH2CH2)230H

Polioxietileno(23) dodecanol (Brij 35)

Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol

(Triton X-100)

®

Monolaurato de sorbitol (Span 20)
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Um aspecto fisico-quimico interessante dos tensoativos ¢ a alta solubilidade em agua,
embora sejam constituidos de longas cadeias carbdnicas. A solubilidade desses compostos
alcanca valores maiores do que a de alcanos, mesmo os de cadeia curta. Essa propriedade ¢
originada das varias particularidades que as solucdes desses compostos apresentam, como por

exemplo, adsor¢do superficial e auto-associagdo em larga escalal®.

Em solugdes com baixas concentracdes, os tensoativos idnicos comportam-se como
eletrolitos fortes, enquanto que os ndo idnicos estdo dissolvidos como solutos organicos
simples?®. A medida que se eleva a concentragdo, as moléculas comegam a se auto agregar para
formar as micelas®!, em um processo conhecido como micelizagdo. Em solventes organicos de
baixa polaridade, sdo formadas micelas inversas, onde os grupos hidrofilicos dos tensoativos
se agregam, formando o miolo micelar expondo as cadeias hidrofébicas, que sdo solvatadas

pelo solvente!®22,

Nesta dissertacdo sdo utilizadas apenas micelas aquosas i0nicas e as discussdes a seguir

sdo restritas a elas.

2.1 Agregacio de tensoativos em solucio aquosa

Por conta da grande cadeia hidrofébica que os tensoativos apresentam, era de se esperar
uma precipitagdo ou separagdo visivel de fases, apds a saturacao da superficie da solug¢do. De
fato, a solugdo que é perfeitamente transparente a olho nu, apresenta espalhamento de luz'®,

sugerindo a formagao dos agregados micelares.

De uma maneira geral, a dissolugdo de um tensoativo em agua provoca um aumento de
energia devido a alta coesdo deste solvente. Os fatores que contribuem para isso sdo (i) alta
tensdo interfacial dgua/hidrocarboneto, (ii) estruturacdo das moléculas de dgua ao redor da

cadeia hidrofobica, e (iii) diminuigdo nos graus de liberdade da cadeia hidrofobica?!->3-2%,

Quando as primeiras moléculas de tensoativos sdo solubilizadas, estas tendem a
adsorver na interface dgua-ar expondo a cauda hidrofobica para fora da solu¢do, de modo a

diminuir as interagdes repulsivas e, portanto, a energia livre do sistema.

Nesse processo, as moléculas de dgua presentes na superficie da solugdo passam a
solvatar as cabecas, diminuindo a tensdo superficial. A extensdo dessa diminui¢do ¢
determinada pela quantidade de mondmeros na superficie, bem como, pela natureza do

tensoativo.
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Ao serem adicionados mais mondmeros de tensoativos na interface, ocorre a saturagao
da superficie aumentando a energia livre do sistema. As moléculas entdo migram para o seio
da solucdo, adsorvendo inicialmente na parede do recipiente que as contém. Apos, dimeros,

trimeros e tetrameros sdao formados.

O parametro termodindmico que mais contribui para a diminui¢do da energia livre ¢ a

entropia.

Para que uma primeira molécula de tensoativo seja incorporada no seio da solugdo ¢
necessario que se abra um espago entre as moléculas de agua. Nessa migracdo, interagdes de
ligagdes de hidrogénio dgua-agua sdo rompidas e a entropia do sistema diminui por conta do
congelamento da 4gua ao redor da estrutura hidrofobica. Quando ocorre a associagdo de
dimeros, trimeros e tetrameros, uma certa quantidade de 4dgua ¢ liberada e a maioria das
interacdes agua-agua sdo recuperadas. Assim, a entropia aumenta diminuindo a energia livre

do sistema.

O posterior aumento da concentracdo de detergente na solu¢do permite a formagao de
agregados maiores, conhecidos como agregados micelares?!. Nessa formagdo, as cadeias
hidrofébicas dos mondmeros se agrupam formando o miolo micelar e a parte hidrofilica se

dispde na superficie voltada para o exterior, sendo solvatada pela agua'$-26-28,

Vale esclarecer que a micelizagdo ¢ um processo dindmico que ocorre em equilibrio e
as etapas citadas para esse processo foram discutidas dessa forma para facilitar seu
entendimento. Em uma situa¢ao real, os mondémeros populam todas as partes da solucao desde
a primeira aliquota de detergente adicionada. O que se leva em conta aqui ¢ a distribuicao

preferencial desses compostos em cada estagio do processo.

Resumidamente, duas forgas contrarias estdo em jogo no processo de micelizagdo: a
energia de cavitagdo em agua e a repulsdo eletrostatica entre as cabegas no aglomerado micelar.
O balango dessas forgas define o tamanho da micela, sua forma e o grau de dissociacdo dos
contra-ions. E conhecido que esse processo apresenta um fendmeno de compensagao entalpico-
entropico, onde a variagdo da entalpia e entropia de micelizagdo sdo linearmente

dependentes®®-°,

A geometria do agregado micelar ¢, em sua maioria, esférica ou elipsoidal, entretanto,
¢ bastante afetada pela adi¢do de solventes organicos, eletrolitos, impurezas, temperatura,
pressdo, estrutura molecular do tensoativo (comprimento da cadeia carboOnica, natureza e

posi¢do do grupo polar, etc.), entre outras'®*’. Membranas bioldgicas, por exemplo, sio
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formadas por bicamadas lipidicas. Tensoativos compostos de mais de uma cadeia carbonica
formam bicamadas, podendo formar estruturas estiveis do tipo lamelar e vesiculas'®. Para
dodecil sulfato de sodio (SDS), tensoativo utilizado nesse trabalho, ¢ conhecido uma estrutura

esférica para a micela com um niimero médio de agregagdo de 60 mondmeros por micela®! 3.

Viarios modelos foram propostos na tentativa de descrever as caracteristicas micelares,
entre eles 0 modelo da “gota de 6leo” de Hartley (1939)*, de “micela porosa” de Menger
(1979)%*, 0 modelo de “blocos” de Fromherz (1981)%%, o modelo de “celas” de Dill e Flory
(1981)*7, ¢ o modelo de Gruen (1985)%*.

A primeira proposi¢do sobre estruturas micelares aquosas de tensoativos idnicos ¢ o
modelo da “gota de 6leo”. Nesse modelo, a cauda hidrofobica dos tensoativos estendem-se em
direcdo ao interior dos agregados formando o miolo micelar, que pode ser considerado como
um meio andlogo a hidrocarbonetos liquidos, enquanto que cabegas se colocam em contato
com a agua. As cabecas idnicas e cerca de 50 a 80% dos contra-ions formam a camada de Stern.
Essa disposi¢ao confere uma carga residual positiva ou negativa para a micela dependendo da
carga das cabegas, sendo por isso, envolvida por uma outra camada, onde se situam o restante
dos contra-ions totalmente solvatados em equilibrio com os ions em solug¢do. Esse conjunto

forma uma dupla camada elétrica, chamada de camada de Gouy-Chapman.

Menger3>%4% prop6s uma teoria bastante porosa para a micela, admitindo que ocorre
penetragdo de d4gua na micela. Em uma situa¢do bem diferente do modelo anterior, esse modelo
sugere a natureza dindmica da micela onde as ocorréncias sdo eventuais e nenhum parametro

(como raio micelar, limite entre miolo e superficie, etc.) pode ser definido com grande precisdo.

Aplicando regras de minimizagdo de energia ao modelo de Hartley, Fromherz
desenvolve seu modelo, representando os tensoativos na forma de bastdes. Nesse modelo, os
mondmeros sdo arranjados paralelamente na micela, afastando o méaximo possivel a “cabeca”,
assemelhando-se ao modelo de Hartley por apresentar um miolo micelar bastante compacto e

anidro3°.

O modelo de Dill e Flory ¢ muito semelhante ao modelo de Hartley. A principal
caracteristica dele ¢ considerar a mobilidade das cadeias carbonicas, que apesar disso,
preenchem todo volume do miolo micelar. Devido a mobilidade, Dill e Flory concluiram que
dentro de um certo intervalo de tempo, ¢ possivel que a localizacdo de segmentos dos

mondmeros seja a superficie micelar.
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Reunindo e aprimorando as observagdes dos modelos anteriores, Gruen*!'#2

através de
estudos de dindmica molecular do tensoativo SDS, construiu o modelo micelar capaz de
explicar todos os fatos experimentais relatados para as caracteristicas desses sistemas. A micela
desse modelo, tem na média, todos os grupos apolares do tensoativo no miolo micelar, os
grupos polares i0nicos e agua na superficie, excluidos do nucleo, os grupos hidrofobicos

apresentando desordem conformacional, preenchendo o miolo com densidade

aproximadamente igual a de n-alcanos liquidos e a camada superficial hidrofilica rugosa.

As micelas estudadas nesse trabalho sdo de SDS em meio tamponado (pH 9,2) com
tetraborato de sodio (TBS) na auséncia e presenca de etanol. Uma representagdo esquematica

dos dois sistemas esta representada na Figura 2.

o
W

P

/‘

Figura 2. Representagdo dos sistemas micelares estudados. (A) SDS/TBS, (B) SDS/TBS/EtOH
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As micelas de SDS possuem ao menos quatro ambientes de solubiliza¢do!>: miolo
micelar (MC), camada de solvatacdo (SL), interface interna (INT-I), entre o miolo e camada
de solvatacdo e, interface externa (INT-E), entre a camada de solvatagdo e a superficie micelar.
Na Figura 3 um modelo simplificado de uma micela de SDS ¢ apresentado com os solutos

alocados nestes diversos ambientes.

/Legenda: \
O- MC - INT-I

@ -SL \- INT-E

Figura 3. Ambientes de solubilizagdo de compostos em micelas.

2.2 Concentracio micelar critica (cmc)

A existéncia de micelas na solucdo pode ser detectada pelas mudangas que ocorrem em
muitas propriedades fisico-quimicas do sistema, como tensdo superficial, pressdo osmotica,

tensdo interfacial, condutividade, entre outras.

Dependendo do tensoativo e da propriedade que se mede, existe uma faixa de
concentragdes em que ocorrem variagdes bruscas da propriedade em questdo, e ¢ em geral
bastante pequena, podendo ser considerada como um ponto. Esse ponto ¢ chamado de

concentra¢do micelar critica (cmc)'®.

A Figura 4 representa a variacdo de algumas propriedades em fungdo da concentracao
dos tensoativos nas regides pré e pos micelizacdo. E possivel observar uma variagao brusca das

propriedades na regido da cmc.
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Figura 4. Variagdo de propriedades fisico-quimicas em fungdo da porcentagem de SDS.

A cmc pode ser determinada por diversas técnicas, entre elas, condutometria,
tensiometria®’, espalhamento de luz, espectrofotometria, espectrofluorimetria, voltametria
ciclica*, ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés, Nuclear Magnetic Ressonance), e

eletroforese capilar (CE, do inglés, Capillary Electrophoresis)®.

Neste trabalho, para caracterizar a formac¢ao das micelas, foi utilizada a condutometria.
Essa técnica mede a condutividade elétrica de solugdes idnicas, que ocorre a partir da migragao
de ions positivos e negativos com aplica¢do de um campo eletrostatico*. A condutividade da
solugdo ¢ a soma das condutividades individuais da totalidade de espécies iOnicas presentes, €

depende do numero de ions presentes, bem como das cargas e da mobilidade dos mesmos.

Ao serem adicionados mondmeros do tensoativo a uma solucio aquosa, a medida que
sua concentracdo aumenta, a disponibilidade de ions para contribuir com a condutividade
aumenta de tal maneira que a concentragdo e a condutividade aumentam em uma dada
propor¢ao. Quando ¢ atingida a cmc, as moléculas dos monomeros agregam-se para formar
micelas, e contra-ions sdo associadas a ela, diminuindo a mobilidade i6nica e, portanto, a taxa
do aumento da condutividade na solug¢do. Dessa forma, um grafico de condutividade em fungao
da concentracdo de tensoativos para determinag¢do da cmc, € constituido por duas retas com

inclinagdes diferentes. O ponto no qual ocorre a mudanga abrupta de inclinagdo ¢ a cmc.

Para se determinar esse ponto sdo utilizados os coeficientes lineares e angulares de

ambas as retas (Equagao [1]).
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b -
cme = 220 [1]
a;—as

Onde b, e bz sdo os coeficientes lineares das retas que constituem o grafico e a; e a2 sdo

os coeficientes angulares.

Além disso, a razdo entre as inclinagdes das retas acima e abaixo da cmc € o que

determina o grau de ioniza¢ao (o) das micelas.

Uma representagdo hipotética de um grafico de cmc esté representado na Figura 5.
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Figura 5. Representagdo hipotética de uma determinagdo de cmc via condutividade.

Assim como a estrutura do agregado micelar, a cmc das micelas ¢ afetada por uma série
de fatores, sendo os mais importantes: estrutura do tensoativo, natureza do contra-ion,

temperatura, e adi¢cdo de aditivos, como eletrélitos e compostos organicos.

A seguir, cada um desses efeitos ¢ discutido individualmente.

a) Estrutura do tensoativo

O comprimento da cadeia carbonica do tensoativo ¢ a propriedade que mais afeta a
cme. E conhecido que a mesma decresce com o nimero de carbonos*’ devido ao aumento da
hidrofobicidade. Alguns valores de cmc reportados para tensoativos alquil sulfonados com
diferentes comprimentos de cadeia carbonica sdo mostrados na Tabela 2. Para esse tensoativo
¢ verificado que a adi¢do de uma unidade etilénica provoca uma diminui¢do em um fator de

aproximadamente 4.
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Tabela 2. Concentragdo micelar critica (cmc) de tensoativos em fungdo do nimero de carbonos presentes na

estrutura.
Tensoativo cme (mmol.L1)
CsH17S0O3" 160
Ci0H21S05 41
Ci12H25S03" 9,7
Ci14H29S03" 2,5
Ci6H33S03" 0,7

Adaptado de Myers*’

As mudangas que grupos hidrofilicos de mesma cadeia carbonica provocam na cmc sao
bastante pequenas. Esse resultado ndo ¢ surpreendente uma vez que do ponto de vista da
formacao da estrutura micelar, a for¢ca que favorece o processo ¢ o ganho de energia vindo da
diminui¢do de 4gua congelada ao redor das cadeias hidrofobicas (aumento de entropia)®®,
enquanto que o efeito do grupo idnico € trabalhar contra o processo de agregacdo. As diferengas
de raio i6nico, grau de hidratagdo e outras contribui¢des ndo elétricas sdo responsaveis pelas

pequenas diferengas apresentadas®.

Entretanto, vale citar que comparando tensoativos idnicos e nao i6nicos, 0s primeiros
apresentam cmc mais elevadas devido as interagdes favoraveis das “cabegas” dos tensoativos
com agua que aumentam a solubilidade dos mondmeros em fase aquosa e por conta da repulsdo

entre as “cabecas” dos tensoativos.

b) Natureza do contra-ion

O efeito do contra-ion na formacdo das micelas esta relacionado com o grau de
hidratacdo dos mesmos. Quanto menos hidratado, mais facilmente o ion ¢ adsorvido na
superficie micelar, diminuindo a repulsdo dos grupos hidrofilicos polares dos mondmeros de

tensoativos e, portanto, a cmc.
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Para uma dada cadeia hidrofobica e cabeca anidnica, a cmc geralmente diminui na
ordem Li* > Na* > K* > Cs" > Ca?" » Mg?"; enquanto que para tensoativos catidnicos, a cmc

diminui na ordem F-> Cl- > Br > [¥,

c¢) Temperatura

O efeito da temperatura na cmc das micelas ¢ bastante complexo e esté relacionado com
o comprimento da cadeia hidrofobica, bem como, com a caracteristica da cabeca hidrofilica
dos tensoativos. O aumento da temperatura diminui a hidratagdo do grupo hidrofilico, o que
favorece a micelizagdo, mas por outro lado, também promove a diminui¢do da coesdo entre as
moléculas de 4gua, aumentando a solubilidade da cadeia hidrofobica, e entdo desfavorecendo

a micelizagdo. A cmc € determinada pela magnitude desses dois efeitos®.

d) Adicado de eletrolitos e outros aditivos

As mudancas comumente encontradas nas solu¢des que podem afetar a cme, sdo:

presenca de eletrolito, presenca de compostos organicos, etc.

e Presenca de eletrolitos

A adic¢do de eletrolitos ¢ um dos maiores moduladores de cmc de tensoativos i6nicos.
A presenca destes em solucdo contribui para a diminui¢do da repulsdo entre os grupos polares,

causando uma diminui¢do da cmc>°.

e Presenga de compostos orgdanicos

Para entender como a presenga de compostos organicos afeta a cmc das micelas,
podemos dividi-los inicialmente em duas categorias: os compostos que possuem bastante
afinidade pelas micelas (modificadores hidrofobicos) e compostos bastante hidrofilicos que

promovem alteracdes, principalmente, na fase aquosa do bulk.

O processo de solubilizagdo de compostos organicos muito hidrofébicos nos sistemas
micelares pode mudar significantemente o tamanho do agregado e a curvatura da superficie
micelar?’. Na presenca desses compostos, é esperado que ocorram mudangas nas energias de

interacdo presentes nos compartimentos micelares, principalmente nas cabegas hidrofilicas da
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superficie micelar. Mudangas nas intera¢des das “caudas” hidrofobicas devido a insercao de
moléculas no miolo micelar, também podem ocorrer. Esses compostos sdo em sua maioria

solubilizados no miolo micelar, provocando uma pequena diminui¢do na cmc do sistema.

Aditivos organicos que sdo bastante soluveis em agua, como alcoois de cadeia curta,
acetonitrila, acetona e tetrahidrofurano, ndo apresentam particdo com o miolo micelar. Esses
compostos diminuem a energia de coesdo entre as moléculas de 4gua, aumentando a
solubilidade dos monomeros na fase aquosa do bulk e, portanto, a cmc. Em altas concentragdes

desses aditivos, a solubilidade nessa fase ¢ tdo grande, que as micelas deixam de existir.

Neste trabalho, foi utilizado etanol como modulador micelar, para solubilizar os
terpenos mais hidrofobicos. A seguir estd apresentado detalhadamente o efeito que a adigdo

desse e de outros alcoois provoca nos sistemas micelares.

Alcoois de cadeia longa sio os co-surfactantes (tensoativos muito fracos para formar
micelas), mais usados nos dias atuais. Estudos de dindmica molecular’! mostram que os
agregados de dalcoois apresentam uma vida muito curta, que pode ser justificada pela
solubilidade que apresentam em agua, podendo ser muito soluveis, e por apresentarem uma

solubilidade menor que a cmc, ou ainda, por conta da fraca interagdo hidrofobica®2.

Zana>? compilou uma série de estudos de sistemas micelares na presenga de alcoois.
Esses estudos demonstram que a influéncia dos alcoois na micela muda de acordo com o
tamanho da cadeia carbdnica que os formam, e de acordo com a localizagdo que apresentam

na micela.

Para dalcoois de cadeia longa (mais que 4 carbonos), a mudanga na cmc ¢
predominantemente causada pela penetracdo de 4lcoois na interface (entre camada de
solvatacdo — miolo micelar, vide Figura 3) ou no miolo micelar, afetando o potencial quimico

do tensoativo micelizado.

Comportamentos diversos sdo encontrados quando se estudam os efeitos da adi¢do de
alcoois de cadeia curta nas solugdes micelares. A cmc dos tensoativos aumenta com a
concentragdo de metanol, enquanto que para propanol apresenta um minimo. Os graficos
(condutividade versus concentracdo) para etanol apresenta diferentes comportamentos de

acordo com o tensoativo utilizado.

Vale citar, porém, que alcoois de cadeia curta quando em pequenas quantidades,
penetram muito pouco na micela, atingindo em alguns casos apenas a camada de solvatagao.

Dessa forma, atuam como co-solventes e auxiliam no processo de micelizacdo, modificando
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as propriedades da 4gua e, portanto, o potencial quimico do tensoativo livre. A adi¢cdo de
alcoois de cadeia curta em grandes concentragdes causa uma diminui¢ao da constante dielétrica
da agua, contribuindo para uma diminui¢do no numero de agrega¢do. Um estudo realizado por

13> mostrou que uma concentragio de etanol entre 3,4 € 5,1 mol.L"! promove o

filtracdo em ge
desaparecimento de micelas na solugcdo. Um segundo estudo, utilizando medidas de
espalhamento de luz, mostrou que uma concentragio de metanol entre 6 € 11 mol.L™! também

promove o desaparecimento das micelas2.

Resumidamente, o review de Zana®® mostra que a adi¢do de alcoois nos sistemas
micelares pode ser entendida pela mudanga que provoca no potencial quimico do mondémero

(alcoois de cadeia curta), ou no potencial quimico das micelas (dlcoois de cadeia longa).

Outro trabalho importante sobre a influéncia de alcoois de cadeia curta na cmc do
tensoativo de SDS € o de Safarpour, ef al.>*. Nesse estudo sdo mostradas a influéncia de etanol
e propanol na cmc, e outras caracteristicas das micelas de SDS. Na auséncia de alcool, a cmc
encontrada foi de 8,7 mmol.L!. Em 10% (v/v) de alcool, a cmc caiu para 5,9 € 3,5 mmol.L"!
para etanol e propanol, respectivamente. Em 20% (v/v), a cmc apresenta um acréscimo,
atingindo 6,6 e 25 mmol.L'!, respectivamente. Segundo os autores, o efeito desses alcoois pode
ser racionalizado considerando a modificacdo que eles promovem na fase aquosa mais proxima
a superficie micelar, ou ainda considerando sua incorporagdo, corroborando com as ideias de
Zana’2. Alcoois podem substituir moléculas de agua na superficie micelar e ser ali adsorvidos,

ou penetrar na camada de solvatacdo intercalando com as cabecas de tensoativo.

A penetracdo dos alcoois na camada de solvatagdo promove um aumento de 4rea por
grupo hidrofilico e, dessa maneira, diminui a densidade de carga na superficie micelar,
diminuindo a cmc. Em concentragdes maiores, as moléculas de tensoativo estdo
completamente rodeadas por moléculas de alcool na fase aquosa, o que estabiliza as mesmas.

Isso € refletido em um aumento na cmc e aumento da energia livre de micelizagao.

3. Incorporacio de solutos neutros em solu¢des micelares

Uma das caracteristicas mais importantes das micelas ionicas ¢ a capacidade de
interagir com solutos de qualquer natureza, desde os mais hidrofobicos aos mais polares. Isso
porque, diferentemente do comportamento de sistemas homogéneos, os sistemas micelares

possuem compartimentos de solubilizagdo (vide Figura 3) que permitem uma gama de
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interacdes. Solutos muito hidrofobicos geralmente sao solubilizados no MC, os hidrofilicos sdo

adsorvidos na SL e alguns intermediarios ficam particionados nas interfaces (IN7-1 ¢ INT-E).

Os principais modelos para interpretagdo da solubilizagdo ¢ o modelo da lei de agdo de

massas™ e 0 modelo de parti¢do.

No modelo da lei de acdo de massas, a incorporacdao dos solutos na micela ¢ descrita
através de etapas sucessivas de equilibrio entre o soluto na fase aquosa e na fase micelar

conforme descrito a seguir (Equagdes [02 a 04]).

Micy + S,, < MicS; [02]
MicS; +S,, © MicS, [03]
MicS,_1 + S, < MicS, [04]

onde Mic, ¢ o agregado micelar livre de soluto, S,, € o soluto livre em solug¢do aquosa e MicS,,

¢ o agregado micelar com n solutos incorporados.

Para a enésima incorporagdo do soluto, a constante de equilibrio (K,,) pode ser descrita

como:

_ [MicSn]
Kﬁ__[MkﬁhHWW]

[05]

Supondo que o niimero de agregacdo micelar seja independente da presenca do soluto,
que a velocidade de entrada do soluto seja independente da quantidade de soluto na micela,
que a velocidade de saida dos solutos seja proporcional ao nimero dos mesmos na micela, e
que a capacidade de incorporagdo do soluto seja infinita®, podemos simplificar a constante
micelar de incorporacdo do soluto para uma condi¢do em que o soluto se particiona entre a fase

aquosa e uma pseudo-fase micelar:

— [Smic] [06]

™ [Mic][Sw ]

onde [S,,;.] € a concentragdo de soluto incorporado na micela, [S,, ] é a concentragdo de soluto
livre na fase aquosa e [Mic] é a concentragdo total de micelas no sistema que é dada pela

concentragdo de tensoativo micelizado ([T,,;.]) € o nimero médio de agregagio (N):
[mdz%% [07]

[Tpnic] € dado por:

[Tmicl = [Mic] —cmce [08]
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A determinac¢do do numero de agregacdo das micelas ¢ imprecisa e disponivel apenas
para alguns tensoativos® tornando dificil o estudo da incorporagdo de solutos através da
constante K,,. Uma maneira mais conveniente de expressar a incorporacao de um soluto nas
micelas ¢ considerando a parti¢do do soluto entre a fase aquosa e a fase micelar, dando origem

ao segundo modelo mais estudado.

Tmic + Sw « Smic [09]
onde:
[Smic]
— _lomicl 1
[Tmic][sw] [ 0]

Considerando o equilibrio do soluto entre a fase aquosa e micelar, pode-se entdo medir
um coeficiente de parti¢ao (P) e obter parametros termodinamicos de transferéncia entre essas

fases (AH", AS' e AG").

O estudo desses parametros pode fornecer indicios sobre a distribuicdo dos solutos nos

compartimentos micelares e entdo elucidar a disseminagdo desses compostos na natureza.

De uma maneira geral, a transferéncia de um soluto neutro de baixa polaridade da agua
para micela (parti¢gdo micela-dgua) pode ser atribuida a “interagdo hidrofobica’®.

O quimico americano Walter Kauzmann descobriu que quando substancias apolares
sdo solubilizadas em um meio aquoso se aglomeram ao invés de se distribuir pela solugio
buscando ter o menor contato possivel com as moléculas de agua, sendo atribuido a ele a
descoberta da interagdo hidrofobica™.

A incorporagdo de um composto hidrofobico em uma solucdo aquosa ocorre pela
quebra de ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua (processo endotérmico). As
moléculas de 4gua ao redor do hidrofobo tém labilidade reduzida por conta da inexisténcia de
interagdes entre os compostos. Em outras palavras, essa configura¢do torna o sistema
(hidrofébico) mais estruturado com uma diminui¢do da entropia total do sistema (AS < 0),
tornando o processo ndo espontaneo.

Entretanto, quando hidrofobos se aglomeram e interagem, a entalpia e entropia do
sistema aumentam por conta da diminui¢do da quantidade de 4gua ao redor do hidréfobo bem
como por conta do aumento da mobilidade das moléculas de 4gua na solugdo. As mudancas

que ocorrem na solu¢do sdo demonstradas na Figura 6.
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Hidréfobo

Sem interagdes Moléculas de dgua Interagdes
AH = Negativo Hidrofobicas
AS = Negativo AH = Positivo
AG = Positivo AS = Positivo

AG = Negativo
Figura 6. Representacdo esquematica das mudangas que ocorrem na solu¢do quando da presenca do efeito

hidrofobico.

Pensando na transferéncia de um terpeno da fase aquosa para fase micelar, podemos
entender que a inexisténcia de interacdo entre as moléculas de 4gua e esses compostos, que em
geral sdo bastante hidrofobicos, faz com que os mesmos fiquem adsorvidos na interface ar-
solu¢do de modo a diminuir a quantidade de 4gua congelada ao redor do soluto e, portanto, a
energia livre do sistema.

Quando ocorre a transferéncia do soluto para micela, a entropia é recuperada pelo
desaparecimento da estrutura congelada. A variacdo da entropia depende da quantidade de agua
liberada na transferéncia, bem como da localiza¢do preferencial do soluto na micela. Para
alcanos, a localizagdo preferencial ¢ o miolo micelar com interagdes fracas (dispersdo de
London), levando a elevados valores de entropia. Para compostos localizados nas interfaces
(compostos mais polares) sdo esperados pequenos valores de entropia de transferéncia ou ainda
valores negativos de transferéncia.

A variagdo da entalpia de transferéncia dgua-micela do soluto, por outro lado, ¢
atribuida a forca de interagdes intermoleculares existentes entre o soluto e o meio em que esta
dissolvido. Compostos hidrofilicos que possuem interagdes dipolo-dipolo ou de ligagdes de
hidrogénio na 4dgua, quando sdo incorporados na camada de solvatacdo, possuem além dessas
interagdes, interacdes do tipo ion-dipolo que sendo mais estaveis leva a uma liberagdo de

energia e, portanto, a uma diminuicdo da entalpia.
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4. Métodos experimentais para a determinac¢io da particio (micela-agua)

Existe uma variedade de métodos instrumentais para investigar a incorpora¢do de
solutos em micelas. A localiza¢do micelar onde a solubilizagdo ocorre varia com a natureza do
material solubilizado e ¢ importante pois reflete o tipo de interag@o existente entre o soluto e a

micelal?.

O trabalho de Suratkar, V e Mahapatra, S.!> divide os métodos de acordo com a
informagdo que os mesmos fornecem, sendo divididos em dois grupos, os métodos
experimentais que determinam a localizacdo dos solutos através das mudancas que os mesmos
promovem em todo sistema quando sdo solubilizados (NMR>7-%! e espectroscopia UV62-6%) ¢
métodos que fornecem informagdes sobre as mudangas nas dimensdes das micelas quando da
solubilizagdo (difra¢do de raio-X®%). Sepulveda et al.>*, por outro lado, fazem uma divisdo mais
abrangente classificando esses métodos em quatro grupos principais: métodos de solubilizagao,

métodos espectroscopicos, métodos de separagdo, e métodos diversos.

Os métodos diversos utilizam técnicas pouco comuns para determinagdo do coeficiente
de parti¢do, como medidas de diminui¢do da temperatura de Kraft e da cmc quando da
micelizagdo®’, medidas de volume parcial molar®®, medidas potenciométricas®, entre outras.
Os demais métodos e exemplos de técnicas aplicados aos mesmos sdo descritos detalhadamente

a seguir.

4.1 Métodos de solubiliza¢ao

O método de solubilizacdo ¢ o mais simples e antigo dos métodos e se baseia no
aumento da solubilidade de compostos na presenca de tensoativos, em concentracdes acima da
cme. Como a quantidade de soluto livre na solugdo aquosa esta em equilibrio com o soluto
micelizado, o método se baseia em determinar a quantidade total de soluto dissolvido na

auséncia e na presenca de micelas.

Devido a simplicidade experimental, a concentragdo de solutos sélidos ou liquidos ndo
podem ser controladas e sdo determinadas pela solubilidade do soluto em 4gua. Dessa maneira,
solutos muitos soluveis na fase aquosa podem perturbar a estrutura micelar, o que torna dificil

a interpretagdo dos resultados experimentais.

Zhou, W. e Zhu, L.”° estudaram a solubilidade do pireno em quatro misturas de

tensoativos i6nicos € ndo idnicos (SDS-Triton X-405 (TX405), SDS-Brij35, SDS-Brij58 e
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SDS-Triton X-100 (TX100)) através de medidas de razdo de solubilizagdio molar (MSR —
nimero de mols de compostos organicos solubilizados na micela por nimero de mols de
tensoativo acima da cmc), coeficiente de particio micela-dgua (P) e concentragdo micelar
critica (cmc). O estudo concluiu que as misturas de tensoativos idnicos € nao idnicos tem
efeitos mistos na solubilizagdo do pireno. As interagdes atrativas entre os componentes de
misturas de tensoativos resultam em mudangas de estrutura e propriedades das micelas, onde
sdo encontradas cmcs mais baixas em relacdo a mistura ideal para todos os tensoativos

ocorrendo diminuigdo ou aumento de P.

4.2 Métodos espectroscopicos

Os métodos espectroscopicos sdo baseados na diferenca de absor¢do ou emissdo de
radiagdo eletromagnética entre as moléculas de solutos ligadas a micelas e aquelas livres em
fase aquosa. Em geral, os métodos fornecem informagdes sobre modificagdes que ocorrem no

ambiente de solubiliza¢do quando o soluto ¢ incorporado na micela.

A adicdo de tensoativo (acima da cmc) para uma solug@o aquosa do soluto de interesse
resulta no deslocamento do espectro de absor¢ao. Em altas concentragdes de soluto, ndo ocorre
um maior deslocamento quimico, indicando que o mesmo esta totalmente incorporado na

pseudo-fase micelar.

O método de absor¢do ¢ simples, ndo perturba o sistema e pode ser empregado em uma
gama de concentragdes, tanto do tensoativo quanto do soluto, sendo restrito a sistemas nos
quais a incorporagdo micelar do soluto é acompanhado por um deslocamento de espectro
apropriado. Exceto por limitagdo pratica, como relativa baixa sensibilidade, NMR ¢ tida como
uma técnica universal para as medidas de coeficiente de particdo, devido ao fato de as
propriedades dos ntcleos dependerem do meio. A possibilidade de estudo individual dos

nucleos permite uma avalia¢do da localizagdo média do soluto na micela'®.

Wang, T., et al.’' estudaram a localizagdo de élcoois ciclicos em micelas de SDS,
utilizando 'H NMR. Para isso, os pesquisadores obtiveram espectros de '"H NMR de solugdes
com 40 mmol.L"! de SDS em D>O na presen¢a e auséncia dos édlcoois. Comparando os
espectros, observaram que o deslocamento quimico de alguns prétons do SDS muda, como
resultado da mudanca do microambiente devido a solubilizagao dos alcoois. As mudangas de
deslocamento quimico desses prétons indicaram a interface (entre o miolo e a camada de

solvata¢do) do SDS como localizagdo para ciclopentanol, ciclohexanol e cicloheptanol.
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4.3 Métodos de separacao

Remover as micelas da fase aquosa ¢ impossivel visto que implica na destruicao da
mesma. Entretanto, ha dois métodos, ultra filtragdo e filtracdo em gel, que em efeito permitem

o isolamento de parte da fase aquosa do restante da solu¢do contendo as micelas.

O método da ultra filtracdo ¢ baseado na capacidade de certos filtros de membranas
reter compostos com massa molecular similar ou maior que as micelas. O método requer
agita¢do constante da solucdo e apenas uma pequena quantidade do filtrado deve ser coletado
para andlise para evitar alteragdo na composi¢ao do filtrante. As principais vantagens deste
método sdo a variedade de aplicagdo e o fato de as concentragdes do soluto e micelas poderem
ser usados em uma larga escala. Por outro lado, problemas de adsor¢ao de soluto ou tensoativo
na membrana, diferencas na razao de filtracdo de 4gua em relagdo ao mondmero ou soluto livre

e outros efeitos podem ocorrer.

No método da filtragdo em gel, a porcdo da fase aquosa contendo o soluto livre ¢
separada do restante da solug@o pelo uso de um cross-linker de gel de dextran, que exclui de
seu interior espécies com massa molecular acima de um certo limite, determinado pela
caracteristica do gel. Enquanto a micela tiver uma massa molecular maior que esse limite de
exclusdo, com a presenca de uma fase movel contendo micelas através de uma coluna de gel,
a composi¢do do soluto dentro da fase do gel deve corresponder a fase aquosa e, portanto,
conter apenas monomeros de tensoativos livres, moléculas de soluto ndo ligadas e qualquer
eletrolito de baixo peso molecular. Em concentragdes de tensoativos muito acima da cmc, o
volume de retencdo de um soluto adicionado com baixa massa molecular serd funcdao do

coeficiente de parti¢dao do soluto entre a fase micelar e aquosa.

Assim, dados os parametros da coluna de gel, grau de adsor¢ao do soluto na matriz do
gel, volume parcial especifico das moléculas de tensoativo na micela e a constante de

peneiragdo molecular, a particdo micela-agua pode ser obtida a partir do volume de retencao.

Outra técnica muito eficaz para medi¢do de coeficiente de particdo em sistemas
micelares ¢ a cromatografia liquida micelar (MLC, do inglés, Micellar Liquid
Chromatography), um modo de cromatografia liquida de fase reversa (RPLC, do inglés,
Reversed-phase Liquid Chromatography) com fase mével contendo um tensoativo (idnico ou
ndo-idnico) acima da cmc’?. Nessas condigdes, a fase estacionaria é modificada com

aproximadamente uma quantidade constante de monomeros de tensoativo e a capacidade de
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solubilizacdo da fase movel ¢ alterada pela presenca de micelas, dando origem a interagdes

diversas (hidrofobica, idnica e estéricas), com implicagdes maiores em retencao e seletividade.

Desde o comeco de 1980, a técnica tem evoluido até se tornar uma alternativa real em
algumas instancias (e complementar em outras) para RPLC classica com misturas hidro-
organicas, devido a suas caracteristicas especificas. MLC ¢ um exemplo dos beneficios de um
segundo equilibrio em RPLC. O primeiro equilibrio ¢ a parti¢do do soluto entre o solvente do
bulk (dgua ou mistura hidro-organica) e a fase estacionaria. Um segundo equilibrio ¢

estabelecido com as micelas na fase movel.

A técnica ¢ baseada no conceito de que os solutos que incorporam nas micelas devem
ser separados em uma taxa diferente do que apresentaria na auséncia de micelas pois
experimentam um microambiente diferente daquele do solvente do bulk. Isso ¢ refletido por
perturbagdes nas propriedades fisico-quimicas do soluto, incluindo mudancas na solubilidade,
acidez, entre outras. Solutos sdo separados baseando-se na parti¢do diferencial entre o bulk do
solvente e micelas na fase mével ou estacionaria. O equilibrio de particdo pode ser descrito por
trés coeficientes: Py, (particdo entre a fase aquosa e estaciondria), Pym (particdo entre a fase
aquosa e micelar), e Pus (particdo entre as micelas e fase estacionaria). Os coeficientes Py €
P, mostram a afinidade do soluto com a fase estacionaria e micelas, respectivamente, e tem
efeitos opostos na retencao do soluto. Py aumenta com a retencdo, enquanto que P, aumenta
com a diminuicao da reten¢do devido a forte associagdo com micelas. Solutos que se associam
ou se ligam a micelas mostram diminui¢do na reten¢do quando a concentracdo de micelas na
fase movel aumenta. Do efeito do tensoativo no volume de eluicdo, ¢ possivel obter a particao
do soluto. Quando aplicado com cuidado, esse método parece ser um dos potencialmente mais

Uteis para determinar a partigdo micela-agua (Puw)>°.

Waters, L. J. et al”® avaliaram a aplicagdo da MLC como modelo de predi¢do de
penetracdo de uma série de compostos na pele, comparando os resultados com medidas de
particao octanol-dgua (P,w). O estudo sugeriu que logPm, representa uma melhora substancial
em comparagdo ao modelo tradicional do logP,, na predi¢do dos coeficientes de penetragdo na
pele. Em adicdo ao modelo da particdo octanol-dgua, a massa molecular dos compostos se
mostrou como um importante preditor do coeficiente de penetracdo da pele. Concluiu ainda
que MLC oferece muitos beneficios comparada a técnicas tradicionais empregadas para

obtencao dos valores de logP.
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Neste trabalho, a técnica de separacdo utilizada na determinagdo de particdo micela-
agua foi a eletroforese capilar (CE). As vantagens econdmicas fazem da mesma uma das mais

baratas para esse tipo de estudo.

5. A eletroforese capilar

5.1 Da eletroforese a eletroforese capilar

A palavra eletroforese ¢ originada do grego, electro — eletricidade, phoresis-
transporte’®. A técnica ¢ definida como o transporte em solugdo eletrolitica de solutos
carregados, que sdo separados por apresentarem diferenca de mobilidade eletroforética, quando
submetidos a um campo elétrico’>"".

Historicamente, j4 em 1809, Reuss publicou observagdes nos efeitos de campos
elétricos em particulas de argila coloidal suspensas em solugdo, enquanto que Faraday e Du
Bois-Reymond caracterizaram o fendmeno com mais detalhes anos seguintes’®. O termo
eletroforese surgiu em 1909, quando Michaelis o utilizou pela primeira vez’®. Entretanto, a
técnica sO6 comegou ganhar atencdo quando o quimico sueco Arne Tiselius apresentou a
comunidade cientifica, em 1930, sua tese intitulada “7The Moving Boundary Method to Study
the Electrophoresis of Proteins”, que envolveu a separa¢do de proteinas presentes no plasma
sanguineo’*7%7°, Sua pesquisa em eletroforese e analises de adsor¢do, especialmente pelas
descobertas acerca da natureza complexa das proteinas, conferiram ao mesmo o prémio Nobel
de quimica em 1948.

O principal problema nos primérdios da eletroforese era a convecgdo térmica causada
pelo efeito Joule, que arruinava a separag¢@o misturando as zonas separadas. Para diminuir esse
efeito varios materiais de suporte eram utilizados, como géis, filmes e papéis. Com os anos, a
técnica passou por aperfeigoamentos, os quais diminuiram ainda mais os problemas de
aquecimento produzidos pela a¢do do campo elétrico. Um dos grandes avancos foi a utilizagdo
de colunas capilares com didmetros cada vez menores, motivo pelo qual a técnica passou a ser
denominada eletroforese capilar (CE).

Um trabalho notavel buscando esses avangos € o de Hjertén®’, que desenvolveu uma
técnica de eletroforese de zona em solugdo livre utilizando um tubo de quartzo rotativo com
um didmetro interno de 3 mm, didmetro externo de 7,8 mm e comprimento total de 36 cm.
Nesse trabalho, a rotagdo efetiva do capilar a 40 rpm preveniu eficientemente a solu¢do dentro

do capilar de sofrer convecgdo. Porém, a técnica ndo foi totalmente aceita devido a dificuldade
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de operacao.

A eletroforese de zona, ou eletroforese em solucdo livre, realizada em um capilar ¢
geralmente conhecida como eletroforese capilar de zona (CZE, ou simplesmente CE (IUPAC)).
Nessa técnica, os analitos migram pelo capilar em dire¢@o ao catodo (polo negativo) devido ao
forte fluxo eletrosmotico (EOF) quando a superficie do capilar estd negativamente carregada,
ocorrendo em condi¢des neutras ou alcalinas. A Figura 7 representa como ocorre a migragao,

bem como a ordem de eluicdo dos compostos em um sistema eletroforético.

EOF

tempo

Figura 7. Representacdo esquematica da migragdo (a esquerda) e ordem de elui¢do (a direita) de compostos

aniodnicos (-), neutros (0) e catidnicos (+) em uma separagdo realizada por CZE.

A técnica como eletroforese capilar comegou a ser reconhecida a partir de 1981, com a
publicagdo de Jorgenson e Lukacs®!, os quais atrairam a aten¢do de muitos quimicos analiticos,
conseguindo a facanha de realizar a separagdo de derivados de aminoacidos, dipeptideos e
aminas em uma amostra de urina humana com 400000 pratos em menos de 30 min, utilizando
um método de CZE. Demonstraram assim, um aumento na eficiéncia, resolucao e velocidade
das andlises com a utilizagdo de tubos capilares de silica de didmetro reduzido e alta tensdo
(capilar Pyrex™, didmetro interno de 75 pm, didmetro externo de 550 um, comprimento do

capilar de 80 a 100 cm e voltagem de +30 kV).

Vale citar que o capilar trouxe vantagens a técnica, pois a relag@o entre a area superficial
interna e o volume ¢ relativamente grande, o que possibilita a dissipacdo do calor, ¢ a
resisténcia elétrica também ¢ grande, mesmo com a aplicagdo de altos campos elétricos, o que
resulta em separacdes de alta eficiéncia (numero de pratos elevados) e tempos de analise curtos.
Além disso, a técnica exige pequena quantidade de amostra (volumes na ordem de nanolitros)
e de solventes (mL), o que a torna sustentdvel e de baixo custo analitico. A facilidade de

operacdo e manuseio, possibilidade de injecdo e detecg¢do em fluxo e, baixo tempo de execucio
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de metodologias desenvolvidas sdo outras grandes vantagens’#7%-82,

A utilizagdo dos capilares de silica, porém, veio atrelada ao EOF, que ¢ gerado como
um fendmeno eletrocinético pela carga na superficie interna e pelo campo elétrico aplicado ao
longo do eixo capilar’. A silica, material polimérico que constitui o capilar, em contato com
solventes aquosos apresenta varios grupos silanois (SiOH) na interface, que apresentam carater
acido. Em solug¢do aquosa, a parede interna do capilar da silica encontra-se negativamente
carregada em virtude da ionizacdo parcial destes grupos. Esta superficie atrai ions
positivamente carregados gerando uma dupla camada elétrica (camada de Stern). Quando uma
tensdo ¢ aplicada, os cations da camada difusa, externos a dupla camada elétrica, sdo atraidos
pelo catodo, e uma vez que estdo solvatados pelo solvente carregam o mesmo através do
capilar. Como muitas vezes a vazdo do fluxo eletrosmotico ¢ maior que a velocidade de
migracado eletroforética dos ions individuais, o0 mesmo ¢ efetivamente a “bomba de vacuo da
fase movel” e, ¢ indiscriminado, pois carrega tanto solutos neutros quanto carregados (anions
e cations). A magnitude do EOF ¢ dependente do eletrolito, especialmente do pH e demais

condi¢des utilizadas nas separagdes 777,

O fluxo eletrosmoético ¢ um dos principais responsaveis por tornar a técnica de
eletroforese capilar de alta eficiéncia, pois o mesmo, diferentemente dos métodos
cromatograficos em fase liquida, que apresentam um perfil parabolico na migrag¢do do fluxo

laminar, apresenta um perfil radial de velocidade constante (Figura 8)77%3,

Figura 8. Representagdo esquematica de um fluxo induzido por pressdo (laminar) e um fluxo induzido por um

campo elétrico (eletrosmotico) e correspondente efeito na variagao de distribui¢do temporal (a direita). Adaptado
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de Tavares’”.

5.2 A cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

Apenas dois anos apds a publicagdo de Jorgenson e Lukacs®!, Nakagawa (1981)
publicou o resumo “A note to those who are interested in solubilization phenomena”, propondo
a ideia de adicionar micelas i0nicas para separar compostos neutros por eletroforese em
papels483.

A cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) comecou a ser desenvolvida logo em
seguida por Terabe ef al. em 1982, sendo apresentada a comunidade cientifica em 1984, com
a publicacdo “Electrokinetic Separations with Micellar Solutions and Open-Tubular
Capillaries™®. Em um primeiro experimento, foi adicionado SDS ao eletrolito de corrida
comumente utilizado em anélises por CZE. Os compostos acetilacetona, fenol, o-, m-, o-cresol
e 6xido de mesilita foram satisfatoriamente separados em condi¢des neutras. Como esses
compostos sdo todos neutros e nao ionizaveis, Terabe ef al. sugeriram que as micelas de SDS
serviam como uma fase pseudo-estacionaria, em analogia a fase estaciondria de fase reversa de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, High Performance Liquid
Chromatography)®S.

5.2.1 Principio de separacio

Em se tratando do principio de separacdo, entre os eletrélitos estudados até entdo, os
sistemas que formam micelas cuja migracdo se opde ao fluxo eletroosmdtico sdo os que
produzem melhores resultados em MEKC?. Nesses sistemas, como em CZE, micelas
anionicas migram em direcdo ao catodo (polo negativo) devido ao forte EOF, tanto em
condi¢des neutras como alcalinas. O fluxo eletrosmotico migra mais rapidamente em direcao
ao catodo do que as micelas anidnicas, que tem velocidade eletroforética em dire¢do ao anodo
(polo positivo). Uma por¢ao dos compostos neutros adicionados para separagdo ¢ incorporada
na micela e migram na mesma velocidade que esta, enquanto que outra por¢ao livre na solugdo
aquosa apresenta a mesma velocidade do EOF. Como o equilibrio de solubilizagdo ¢
rapidamente estabelecido, o tempo de migragdo do analito neutro ¢ dado pela particdo entre as
fases micelar e aquosa’-3+%5, Assim, a ordem de eluigdo dos componentes serd primeiramente
o fluxo eletrosmotico, seguido pelos solutos (onde a ordem de eluicdo dos mesmos ¢

determinada pela parti¢do que apresentam pela micela) e finalmente, a micela (Figura 9).
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¢ - soluto com pouca afinidade pela
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micela

& - micela anidnica

Figura 9. Representacdo esquematica da migracdo (a esquerda) e ordem de eluicdo (a direita) de compostos em

uma separagao realizada por MEKC.

A detecgdo fotométrica ¢ geralmente utilizada quando a solugdo de tensoativo ndo
absorve luz ultravioleta (UV) significantemente, e os solutos sim. Nesse sistema de detecgao,
o fluxo eletrosmoético e a micela ndo sdo detectados pelo detector, e compostos com

caracteristicas especificas sdo adicionados para marcar os mesmos®’.

Compostos neutros que absorvem muita radiagdo UV, que apresentam alta
solubilidade no bulk (eletrdlito escolhido para separagdo), e que ndo apresentam afinidade pela
micela (exemplos: formamida, tioureia, acetona, dimetilsulfoxido, etc.) sio comumente usados
como marcadores do fluxo eletrosmético (t,). Alternativamente, sdo usados solventes que
possuem baixa absor¢do UV, como por exemplo, metanol e acetonitrila, que causam uma
perturbagdo na linha de base quando passam pelo detector, por apresentarem diferenca de

indice de refracdo com o eletrolito escolhido para separacao.

Para determinar o tempo de migracdo da micela (t,,.), 0 composto marcador deve
possuir solubilidade aceitavel no eletrélito, forte absorcdo UV e uma grande afinidade pela
micela. Antraceno, Sudan III, dodecanofenona e dodecilbenzeno sdo os compostos mais
comumente utilizados para esse fim. Esses compostos apresentam baixissima solubilidade em
agua e geralmente sdo solubilizados em metanol ou acetonitrila e depois diluidos no tampao

aquoso, de maneira a evitar sua precipita¢do no capilar®’.

A incorporagdo de solutos pela micela pode envolver uma série de mecanismos e ocorre
em diferentes regides da mesma’®”®. Em geral, solutos apolares ou pouco polares se associam

ao miolo micelar através de interacdes dispersivas de London (interagdes hidrofobicas).

55



Solutos polares se associam a superficie micelar através de interagdes eletrostaticas ou ligagao
de hidrogénio. Solutos anfifilicos tendem a se alinhar com a micela localizando-se na interface
entre o miolo micelar e a superficie, de forma a interagir tanto dispersivamente com o nucleo
hidrofébico quanto eletrostaticamente ou por ligacdes de hidrogénio, com a cabega do

tensoativo’?.

A extensdo com que a associagdo soluto/micela ocorre determina a ordem de eluigdo
dos solutos. Quanto mais hidrofébico o soluto, mais fortemente associado a micela e, portanto,
menor sua velocidade de migragdo em direcdo ao detector. O tempo de migracao de um soluto
neutro (t,) ¢ dado pela Equacao [11].

14k

t
1+ k—2
tmc

r to [11]
onde k ¢ o fator de retencdo, definido como a razao do nimero de mols do analito incorporados

na micela (n,,,.) pelo nimero de mols do analito livres na fase aquosa (n,q).

Reajustando essa equagdo, temos que k também pode ser obtido de acordo com a

Equagdo [12].

tr—t,

to(1-7r0)

k = [12]

O tempo de migragdo do fluxo eletroosmético (t,), € o tempo de migragdo da micela
(t;me) s@o determinados pela velocidade do fluxo eletrosmotico, pela velocidade de migragao
da pseudo-fase micelar e pelas dimensdes do capilar (comprimento até o detector). A
velocidade de migragcdo da micela (v,,.) ¢ a soma das velocidades individuais do fluxo

eletrosmotico (ve,) € da velocidade eletroforética da micela (Vep(me)) (Equagdo [13])

Ume = Veo T vep(mc) [13]

A velocidade de migragdo da micela (v,,.) € um vetor de quantidade e € positivo quando

direcionado ao céatodo e v,, e v tém, geralmente, sinais opostos.

ep(mc)

A velocidade de migragdo do analito neutro (v,) depende da distribui¢do do mesmo

entre as fases e pode ser determinada de acordo com a Equagao [14].

Veo+ Vmck [14]

Va = (14k)
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onde os termos e

w0 S @ sdo as fragdes do analito livre na fase aquosa e a fragao incorporada

na micela, respectivamente.

A v, pode ser obtida ainda através do tempo de migracdo do analito (t,.) e do
comprimento efetivo do capilar (1), pela Equagao [15].

va= [15]

Da mesma forma v, e v,, podem ser obtidos a partir dos tempos de migracao da

micela e do EOF, respectivamente (Equagoes [16] e [17]).

v = e [16]
Veo = 7 [17]

De maneira resumida, as separacdes em MEKC sdo resultado da combinacao de efeitos
na diferenca de particdo dos solutos entre as fases micelar e aquosa, assim como da diferenca
de mobilidade de espécies i0nicas, e pode ser controlada principalmente pela concentracdo e
composicdo quimica do tensoativo e outros aditivos como solvente organico e agentes

complexantes’®7%-84,

O fator de retengdo esta relacionado com o coeficiente de particdo dos solutos entre as
fases micelar e aquosa (P) e com a razdo do volume de tensoativo que formam as micelas

(Vine) € 0 volume de tensoativo livre na fase aquosa (V 44) atraves da relagdo:

V. v (Ccp—cmc
k= pime = p tymemo)
Vaq 1-v(Csf—cmc)

[18]

onde v € o volume parcial especifico do tensoativo constituindo a micela e Csf € a concentragio

total de tensoativo.

O volume parcial especifico (v) ¢ definido como a contribuicdo que o tensoativo
possui no volume total da solu¢do e pode ser calculado através da determinacdo da inclina¢ao
da reta de um grafico da densidade (g.cm™) de solugdo do eletrdlito em fungdo da concentragio

do tensoativo e a partir da Equacao [19].
v =[5l [(5) + (52)2) [19]
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onde b ¢ a inclinac¢do da reta do grafico mencionado acima, p ¢ a densidade da solugdo para

qual v esta sendo calculado e MM ¢ a massa molecular do tensoativo em estudo.

5.2.2 Parametros que influenciam a resolu¢io em MEKC

Em qualquer problema analitico que envolve separacdo, o objetivo fundamental ¢ obter
completa resolugdo entre todos os analitos presentes. A resolugdo (Ry) ¢ definida como uma
medida quantitativa da capacidade do sistema em separar dois analitos®® e ¢ influenciada

principalmente pelo nimero de pratos (N), fator de separagdo (&) - definido pela razdo entre

~ k ) -
os fatores de retengdo dos solutos (k—z) onde os subscritos 1 e 2 representam a ordem de eluig@o
1

dos solutos (k, = k;), fator de retencao e janela de eluicao.

A resolugdo ¢ dada por:

to

Ry = ¥ (A% (ke y(ime [20]

e e
mc

5.2.2.1 Nimero de pratos (V)

O numero de pratos ¢ determinado por uma série de pardmetros experimentais.
Entretanto, a difusdo longitudinal do analito no eixo capilar ¢ o fator que mais contribui para o
alargamento de bandas em MEKC?®’ e, portanto, o pardmetro que mais afeta 0 namero de pratos.
Isso ¢ valido assumindo que os demais parametros que causam alargamento de banda, como
efeito Joule, adsorcdo de analitos na parede do capilar, volume de injecdo, etc., estejam

minimizados por escolhas corretas das condi¢des experimentais.

Separacdes realizadas a altas tensdes que encurtam o tempo de andlise e analitos que
difundem lentamente e que possuem grandes massas moleculares fornecem N baixos. O
numero de pratos obtidos em MEKC ¢ tipicamente na ordem de algumas centenas de

milhares®+3,

5.2.2.2 Fator de separacio (a)
O fator de separagdo ¢ um dos parametros que mais influencia a resolu¢do em MEKC
e ¢ governando principalmente pela estrutura do tensoativo e pela composi¢do das fases

aquosas e micelar, que podem ser modificadas pela presenga de aditivos®.
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Como ja descrito, a separacao de compostos neutros em MEKC ¢ baseada na diferenga
de particdo dos solutos entre a fase aquosa e a pseudo-fase micelar idnica. Dessa forma, a
separacao de compostos que possuem coeficiente de particdo muito proximos uns dos outros,
ou a analise de compostos muito hidrofobicos, que possuem baixa solubilidade em agua, ¢
dificil de ser realizada.

Uma das maneiras de resolver esses problemas ¢ modificar a estrutura do tensoativo de
modo a alterar a distribuicdo dos solutos entre as fases, para que uma separagdo seletiva seja
alcangada. Khaledi, M. e Yang, S.*° estudaram a separag¢do de uma série de 60 compostos
aromaticos neutros, bases aceptoras de ligacdo de hidrogénio e acidos doadores de protons de
ligacdo de hidrogénio em trés sistemas diferentes (SDS, SC (colato de s6dio) e LiPFOS
(perfluoroctanato sulfonato de litio)). Relacdes lineares de energia de solvatagdo (LSER)
correlacionando o fator de retencdo com descritores estruturais, como tamanho molecular,
polarizabilidade e facilidade de realizar ligacdes de hidrogénio dos solutos com as micelas
foram estudadas. Para os tensoativos anionicos SDS e SC, as LSER mostraram que a reten¢ao
dos solutos ¢ principalmente influenciada pelo tamanho molecular e pela basicidade de ligagdes
de hidrogénio, enquanto que para LiPFOS, a acidez das liga¢des de hidrogénio e o tamanho
molecular do soluto sdo os fatores mais importantes. O estudo concluiu que a diferenca de
seletividade entre os tensoativos ¢ influenciada principalmente pelas interagdes de liga¢do de
hidrogénio e sdo pouco influenciadas por outras interagdes dipolares.

A distribuicdo dos solutos entre as fases também pode ser alterada pela adi¢do de
modificadores. Dois tipos de modificadores podem ser considerados: os que promovem
mudangas na fase aquosa do bulk e aqueles que alteram a fase micelar.

Solventes organicos muito hidrofilicos como metanol e acetonitrila® e diversos
compostos, como ureia’?, glicose, cations metalicos®®, entre outros, tém sido comumente
utilizados como modificadores da fase aquosa. A adi¢cdo dos mesmos promove o aumento da
solubilidade dos solutos nessa fase, o que faz diminuir o coeficiente de particdo desses

compostos®*83

. Além disso, a adicdo desses modificadores tem sido realizada a fim de
promover um aumento na “janela” de migracao, melhorar o formato dos picos eletroforéticos
e modificar a retencdo relativa, através da diminuicdo da coesdo entre as micelas e solucdo
eletrolitica e, do aumento da acidez de ligagdes de hidrogénio na pseudo-fase micelar®’.

Por outro lado, a modificacao da fase micelar tem sido realizada pelo uso de tensoativos

estruturais especiais e micelas mistas de diferentes tensoativos; ou ainda através da adig¢do de

compostos que promovem modificagdes na estrutura micelar.
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Katsuta, S. e Saitoh, K.%* estudaram o efeito de aditivos orginicos “anfifilicos”
(compostos hidroxilicos e cetonas) nas separacdes de diversos compostos (metanol, fenol,
Co(acac)s, 1,4-dinitrobenzeno, Cr(acac)s, nitrobenzeno, p-cresol, acetofenona, 4-clorofenol,
tolueno, clorobenzeno, 2-naftol, naftaleno, Pd(acac); e Oil Yellow OB) em um sistema onde
micelas de SDS foram utilizadas. O estudo mostrou que os efeitos que os modificadores
promovem na seletividade da separacdo ¢ significante, e ¢ dependente da localizacdo que
ocupam na micela. Quando a distribui¢do dos modificadores ocorre predominantemente na
superficie da micela, proxima a camada de Stern, a competitividade dos compostos hidrofilicos
pela micela ¢ diminuida, aumentando a particdo desses compostos. Quando os solutos se
associam aos modificadores através de interagdes intermoleculares, como ligagdes de
hidrogénio, a incorpora¢do mais interna na micela ¢ favorecida. E, quando modificadores se
associam ao MC, aumenta o tamanho do miolo das micelas favorecendo a incorporacao de

compostos apolares.

5.2.2.3 Fator de retencao (k)

O fator de reten¢ao ¢é representado pelo terceiro termo da Equacdo [20]. Diferentemente
dos métodos de cromatografia convencional onde quanto maior k, melhor Ry, em MEKC, as
melhores resolugdes sdo obtidas quando o fator de retencdo ¢ aproximadamente igual a 2
(Kopt), pois os tempos de migracdo estdo limitados entre t, € tp. Kope pode ser determinado
através da Equagdo [21].

kope = | [21]

Uma das vantagens de MEKC ¢ a facilidade de manipular o fator de retengdo dos
solutos modificando apenas a concentracdo do tensoativo. Como mostrado na Equacao [18], o
fator de retengdo ¢ linearmente proporcional a concentra¢do do tensoativo. Assim, dependendo
da natureza do tensoativo, sua concentragdo pode ser ajustada para obter k,,,. Em geral, as

concentragdes que produzem melhores resolugdes sdo aquelas que possuem um valor igual a

10 vezes o da cmc do tensoativo.
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5.2.2.4 Janela de elui¢ao

A janela de eluicdo em MEKC ¢ o intervalo de tempo disponivel para a elui¢do dos
solutos neutros. Em outras palavras, todos os solutos neutros devem ser separados entre t, e
tme-

Uma pequena supressdo no EOF melhora a resolugdo alterando a janela de eluicdo,
porém aumenta o tempo das separag¢des’>. Um baixo pH ou o uso de um capilar como superficie

de silica revestida pode ser empregado para suprir o EOF.

5.3 Obtenc¢ao dos parametros termodinimicos
A entalpia (AH') e entropia (AS?) de transferéncia da fase aquosa para pseudo-fase

micelar podem ser obtidas através da relagdo de van’'t Hoff (Equagdo [22]).

t t
Inp=-24 55 [22]
RT R

onde R ¢ a constante dos gases e T ¢ a temperatura absoluta.

Assim, de um gréfico de [nP versus %, AH® pode ser obtido através do coeficiente
angular, enquanto que o coeficiente linear fornece AS*.

Essa relacdo ¢ valida para transferéncias que apresentam parametros termodinamicos
constantes com a temperatura.

Em alguns casos, AH' ¢ AS* mudam bastante com a temperatura. Uma aproximagio de
primeira ordem, assume que a capacidade calorifica dos solutos ¢ diferente em cada uma das

fases e um novo termo (TC—Z) aparece na equagao de van’t Hoff. Um ajuste polinomial pode entdo

ser usado para analisar os dados que exigem um ajuste ndo linear.

nP=a+ 2+ [23]

onde:
AHt = —R (b + ZT—C) [24]
AS' = R(a— ) [25]
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6. Relacoes lineares de energia livre (LSER) para caracterizar as intera¢ées existentes

entre solutos e micelas.

Uma das maneiras de obter informacdo sobre o compartimento micelar
preferencialmente populado por um soluto ¢ através da analise dos parametros termodindmicos
de transferéncia entre a solucao aquosa e micelas, como descrito anteriormente. Para corroborar
as conclusdes obtidas dessa analise foram pessquisadas relagdes lineares de energia de
solvatacdo (LSER, do inglés, Linear Solvation Energy Relashionships) utilizando parametros
moleculares capazes de identificar as propriedades estruturais que governam a interag¢ao soluto-
micela e, portanto, a transferéncia dos solutos do bulk aquoso para a micela, podem ser
pesquisadas. Essas relagdes sao modelos matematicos que podem ser construidos usando

métodos estatisticos como regressao multipla, PCR, PLS, entre outros.

Historicamente, as LSER tém origem nos estudos que descreveram o efeito de
substituintes em anéis aromaticos nas velocidades de reagdo e equilibrio dcido-base. Um dos
mais notorios trabalhos ¢ o de Hammett, que em 1937 inaugurou o estudo de relagdes lineares
de energia livre (LFER, do inglés, Linear Free-energy Relashionships), obtendo uma
correlacdo linear entre o logaritmo da constante de equilibrio, K (proporcional a energia livre),
e a constante ¢ de cada substituinte, baseada na ionizacdo dos acidos benzodicos em agua

(Equacgao [26]).

lOgK = flinear(o-) [26]

As LSER descrevem o processo de solvatacio e/ou transferéncia de solutos entre duas
fases, onde cada variavel ¢ intencionalmente construida de modo a responder por uma
caracteristica especifica. Essas relagdes quantificam a importancia de descritores empiricos ou
descritores baseados na estrutura molecular, e foram introduzidas por Kamlet e Taft”®"’, e mais

recentemente vem sendo estudada por Abraham et. al.?® e outros.

Abraham et. al.”® em seus estudos, substituem a K da LFER pelo coeficiente de parti¢do
(P) (Equagdo [27]). Nesse modelo, o processo de solvatagdo é descrito como a transferéncia
do soluto da fase gasosa para uma fase condensada, e ocorre através das seguintes etapas: (1)
criagdo de uma cavidade do tamanho do soluto no solvente, (2) reorganiza¢ao do solvente em
torno da cavidade e introdu¢do do soluto na cavidade e (3) “nascimento” de ligagdes soluto-

solvente (Figura 10).

logP = f linear (VX,E,S, A, B) [27]
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Figura 10. Representagdo esquematica das mudangas que ocorrem na fase aquosa quando da transferéncia de um

soluto da fase gasosa para essa fase.

A solvatacdo do soluto ¢ explicada por dois diferentes tipos de interacdes

intermoleculares®:

a) Hidrofobicas, representadas pelo termo Fx!%° (Volume de McGowan): descrevem
a formagdo da cavidade — intera¢des dispersivas.

b) Polares, representadas pelos termos E e S: descrevem interagdes dipolares e de
polarizabilidade; e especificas: termos A (acidez — capacidade doadora de ligagdes
de hidrogénio) e B (basicidade — capacidade receptora de ligagdes de hidrogénio):

descrevem ligacdes de hidrogénio.

Esses descritores (Vx, E, S, A ¢ B) sdo propriedades experimentalmente determinadas,
obtidas através de constantes de equilibrio e varia¢cdes de maximos de absor¢ao espectroscopica
em fung¢do do solvente e de referéncias!'®!1?2, Este enfoque ainda é utilizado com sucesso em
inameras correlagdes e tem fornecido interpretagdes bastante detalhadas sobre as relagdes entre
a estrutura molecular e equilibrios de parti¢ao entre fases. Entretanto, a necessidade de medidas
experimentais ¢ uma dificuldade consideravel, principalmente quando se pretende planejar
moléculas para determinados fins, como farmacos por exemplo!%*1%4 Além desta dificuldade,

existe uma grande redundancia entre os descritores, apresentando sobreposi¢ao de informagao
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e até multicolinearidade. A capacidade doadora de ligagdes de hidrogénio (A), por exemplo,
leva informa¢des do volume molecular (Fx), uma vez que os hidrogénios estdo na parte
periférica da estrutura. Vale citar também que a molécula contém implicitamente toda
informagdo quimica, mas apenas uma parte dessa informa¢ao pode ser extraida por medidas

experimentais!%.

Descritores baseados apenas na estrutura molecular evitam a determinagdo
experimental dos descritores empiricos e principalmente a sintese do soluto. Também

permitem diferenciar moléculas dentro de uma mesma classe funcional.
Esses descritores abrangem indices topologicos e baseados em céalculos quanticos.

Os descritores topoldgicos sdo amplamente empregados devido a facilidade em calcular
seus indices a partir da estrutura molecular. Esses descritores mostram de maneira simples as
ramificagdes, forma, tamanho, semelhancas e diferencas moleculares. Apesar destas
facilidades de obtencao sdo necessarios uma série de indices topoldgicos para descrever apenas
uma caracteristica estrutural, o que leva as correlagdes dependerem de um grande nimero

amostral para serem estatisticamente significantes!®>.

Os descritores quanticos conseguem expressar muitas das propriedades eletronicas e
geométricas de uma molécula e suas interacdes com o ambiente, fornecendo uma visdo mais
detalhada e acurada dos efeitos eletronicos que os métodos empiricos. Sua desvantagem ¢ o
custo computacional, o que dificulta a obten¢ao de descritores com rapidez. O desenvolvimento
de métodos semi-empiricos, porém, tem resultado em valores realisticos de grandezas

moleculares em tempos razoaveis de computagdo!%®.

Uma das tentativas mais bem-sucedidas de substituir descritores empiricos por
descritores tedricos ¢ a de Famini e colaboradores'"'%, que encontraram correlagdes
empregando LSER contendo seis parametros: o volume molecular do soluto e cinco pardmetros
“substitutos” derivados de calculos quimicos quanticos tedricos. Esses parametros substitutos
incluem cargas atomicas especificas (maior carga de hidrogénio e carga do atomo mais
negativo), polarizabilidades e as energias HOMO/LUMO do soluto. Anos mais tarde, Farah e
colaborados!®? aplicaram com sucesso a mesma abordagem para explicar a solubilizagdo de
solutos ndo i6nicos em micelas anidnicas de dodecil sulfato de sédio (SDS) e demonstraram
que a LSER resultante ¢ quimicamente razoavel e consistente com aquela obtida empregando
o sistema de Abraham para os pardmetros do soluto. Nessas correlagdes, os descritores

estruturais dos solutos sdo incorporados no modelo de Abraham dando a expressao geral:

64



logk = f inear (descritores) [28]

onde o fator de retenc¢do (k) pode ser substituido pelo coeficiente de particao (P).

A facilidade obtengdo de coeficientes de particdo a partir de dados precisos de retengdo
por cromatografia micelar (MLC e MEKC) possibilitou muitos estudos de QSRR (do inglés,
Quantitative Structure Retention Relashionships)'®®'%® e LSER (conhecendo-se a razdo de
volumes de fases).

MEKC ¢ uma das técnicas mais vantajosas no estudo de interagdes soluto-micela por
LSER. A aplicacdo dessa abordagem nesses meios organizados leva em consideragdo aspectos
como a estrutura, tamanho e formato das micelas, que podem ser facilmente alterados pelas
caracteristicas do meio. Modulando a composi¢do do eletrdlito, através da adicdo de
modificadores, como solventes organicos, por exemplo, novas fases dispersas podem ser
criadas para estudar a interagio soluto-micela®. Vale citar ainda, que em uma tnica corrida, é

possivel obter valores precisos de k para uma ampla gama de compostos.

65



Capitulo 2. Objetivos e Justificativas



O principal objetivo deste trabalho ¢ determinar os parametros termodindmicos de
incorporagdo de terpenos em micelas aquosas de SDS por MEKC, visando escrutinar a
localizacdo desses compostos em dois diferentes sistemas: um formado por SDS e TBS e outro
formado por SDS, TBS e 10% v/v de etanol. Além disso, relagdes lineares de energia de
solvatacdo (LSER) sdo utilizadas para estudar os descritores moleculares que mais explicam a
transferéncia dos solutos entre as fases.

Como apresentado na introducao deste trabalho, etanol ¢ um solvente modificador da
fase aquosa desse sistema sendo utilizado, principalmente, para aumentar a solubilidade dos
solutos nessa fase. Neste trabalho, uma concentragdo elevada de alcool foi utilizada buscando
ndo apenas aumentar a solubilidade dos solutos na fase aquosa, mas também forgar a
incorporagao destes na micela, modificando as interagdes que os solutos apresentariam nos
compartimentos micelares, quando da auséncia de alcool. A ideia ¢ estudar as mudangas que
esse solvente promove no sistema, € como os coeficientes de particao dos solutos sdo afetados.

Outro tensoativo foi cogitado para o estudo, o SLES (lauril éter sulfato de sddio). Esse
detergente possui uma camada hidrofilica a mais em sua estrutura (palicada), o que
engrandeceria o conhecimento da distribui¢do dos terpenos nesses sistemas. Entretanto, a
dependéncia de purificacdo e/ou sintese do tensoativo, bem como cmcs muito baixas e dificeis

120-124 "¢ a indicagdo de estudos de dindmica molecular que mostraram

de serem determinadas
que em 20% de etanol, apenas pequenos agregados existem, fez com que esse estudo ndo fosse
continuado.

Por conta da variedade de intera¢des intermoleculares que podem ocorrer nos multi-
compartimentos micelares, este estudo pode contribuir para o entendimento da distribuicao

desses compostos nos sistemas micelares em estudo, bem como auxiliar na compreensao das

fungdes que os mesmos desempenham na natureza.
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Capitulo 3. Parte Experimental



1. Reagentes e Solug¢des

Os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho eram de classe analitica, ndo
havendo a necessidade de purificagdo. Alcool etilico absoluto (P.A.) foi adquirido de Labsynth
(Diadema, SP), SDS foi adquirido da Sigma-Aldrich (Japan) e TBS da Riedel-de-Haen
(Germany). A agua foi deionizada e purificada em um sistema de purificacdo de agua

(Millipore Milli-Q Gradient®, MA, USA) e usada para preparar todas as solugdes.

Os padrdes de t-anetol, canfora, citronelal, cumarina, eugenol, cumeno, limoneno,
linalol, a-terpineol e verbenona foram adquiridos de Sigma Chemical Company (Louis, MO;
USA), carvona foi adquirida de Fluka (Switzerland) e dodecilbenzeno foi adquirido de Sigma-
Aldrich (Japan). As solucdes estoque desses compostos foi preparada em alcool etilico absoluto
na concentragdo de 1000 mg.L! e eram mantidas em temperatura ambiente. As solugdes para
trabalho diario foram preparadas por dilui¢do das solugdes estoque com o mesmo solvente
diretamente no vial do equipamento até uma concentra¢do de 100 mg.L!, enquanto que a
concentragdo do marcador de tempo de migragdo da micela (dodecilbenzeno) utilizada foi de

50 mg.L.

2. Equipamentos e métodos

A obtencao dos parametros termodinamicos ¢ dependente de trés principais medidas:
fator de reten¢do dos solutos, cmc dos sistemas micelares, e volume parcial especifico da fase
micelar no eletrélito de cada sistema em cada uma das temperaturas trabalhadas. A seguir sdo

mostrados, individualmente, como foram realizadas cada uma dessas medigdes.

Sdo mostrados também como foram obtidos os descritores tedricos para a construgao

dos modelos de LSER, e como as demais analises multivariadas utilizadas foram realizadas.

2.1 Determinacio do fator de retencao (k)

Os experimentos para determinacdo do fator de retengdo dos solutos foram
conduzidos em um equipamento de eletroforese capilar (Beckman Coulter, PA 800, Fullerton,
CA, USA) equipado com um detector de UV com comprimento de onda selecionaveis e
dispositivo de controle de temperatura. O software para aquisicdo de dados também foi
fornecido pela Beckman Coulter (32 Karat™). Um capilar de silica fundida revestida com

poliamida de 50um de didmetro interno (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) com
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dimensoes de 40,2 cm de comprimento total (30,0 cm de comprimento efetivo) foi usado para
a separa¢do. Em cada experimento, a temperatura do capilar foi selecionada de 25°C até 45°C
variando-se de 4 em 4°C. As amostras foram mantidas em um sistema de auto-amostrador e
injetadas hidrodinamicamente com pressao de 0,5 psi por 3 s. Uma tensdo constante de +20 kV
foi aplicada para separagdo. A deteccdo foi efetuada em um comprimento de onda de 200 nm.
Todas as corridas foram realizadas em triplicata. Foram retiradas as médias dos tempos (t,, t,
e tm,c) para obtencdo dos coeficientes de retencdo obtidos em cada eletroferograma e os

mesmos foram utilizados para a obtencao do coeficiente de particdo.

Novos capilares foram condicionados por lavagem com 1 mol.L-! de hidroxido de
sodio (NaOH) por 30 min, posteriormente com agua deionizada por 30 min e entdo com
eletrolito por 30 min. No inicio de cada dia de trabalho, o capilar foi condicionado com 1 mol.L
' de NaOH por 5 min, entdo com agua deionizada por 10 min e finalizando com eletrolito de

corrida por 10 min. Entre as injegdes, o capilar foi lavado com o eletrdlito por 1 min.

Os eletrolitos de trabalho consistiam em misturas de TBS 20 mmol.kg! ¢ SDS 30
mmol.kg!, e TBS 20 mmol.kg!, SDS 30 mmol.kg™! e 10% (v/v) de etanol. Todos os reagentes
(SDS, TBS, etanol e 4gua) eram pesados em uma balanga analitica com precisao de + 0,0001g

(Mettler Toledo, Switzerland) para determinagdo da concentracao molal.

2.2 Determinacao da concentracao micelar critica (cmc)

A cmc dos sistemas formados por SDS e TBS e SDS, TBS e EtOH foram
determinadas por condutividade utilizando um condutivimetro (Digimed, DM — 32, SP). As
cmcs foram determinadas de 25 a 45°C, sendo que a correta temperatura nas medicdes foi
promovida por um banho termoestatizado (Lauda ECO RE1225, Lauda-Koenigshofen,

Germany). As solugdes foram mantidas em um recipiente de vidro silanizado.

A sinalizagdo foi realizada apos ter sido observada adsor¢do de SDS e TBS no
recipiente e eletrodo de platina em camisa de vidro. Nesse processo, o recipiente foi embebido
com clorotrimetilsilano e seco em estufa a 40°C por 24 horas. A reagdo desse processo estd

representada na Equagdo [29].
—SiOH + (CH,),SiCl - —Si0O—Si(CH,), + HCI [29]

O eletrodo de vidro foi substituido por um eletrodo com camisa de plastico.
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Além da adsorcao foi observada a evaporagao da solugdo do eletrdlito de SDS, TBS e
EtOH com o aumento da temperatura. Esse efeito foi contornado mantendo o recipiente onde
foi realizado a titulagdo, e solucdo estoque fechados. Além disso, a determinagdo da cmc para
os sistemas foram realizadas de formas diferentes.

Para o sistema SDS/TBS, foram preparadas solugdes com concentragdes constantes de
TBS (20 mmol.kg!) em variadas concentragdes de SDS (0,3 mmolkg™!, 0,7 mmol.kg!,
0,9mmol.kg™!, 1,3 mmolkg™!, 1,7 mmol.kg", 3,1 mmol.kg!, 5,1 mmol.kg™!, 10,0 mmol.kg' e
15,3 mmol.kg™!). Cada solugdo foi transferida para um copo termostatizado a 45°C e ap0s a
constancia na temperatura, foram resfriadas até atingir 25°C computando as medidas de
condutividade a cada 10 s. Quando a solugdo atingia 25 °C, a solucdo era descartada, o copinho
era lavado, aquecido até 45°C e mais uma medida da solucdo de mesma concentragdo era
realizada. Esse procedimento foi realizado para todas as solugdes.

Nesse sistema, como as medidas de condutividade (C) de cada solugdo foram
determinadas em todo o intervalo de temperaturas entre 25°C e 45°C, foi criado um script no
software R (Anexo 1), que antes de obter os graficos de C em fungdo da molalidade do
tensoativo, realiza uma série de tratamentos nos dados. Inicialmente, foi verificado como
ocorre a variagdo de C com a temperatura (7) para cada molalidade. O melhor ajuste obtido ¢
uma parabola para todas as concentragdes. Apos, foram calculados os residuos de cada ponto
em relacdo as parabolas ajustadas e os pontos que possuiam desvios absolutos altos em relagao
as mesmas foram retirados, até que o erro do ajuste da parabola fosse menor que 3%. Os
graficos de C em funcdo da molalidade foram entdo plotados em varias temperaturas e

escolhidos quais os pontos fariam parte das regressdes antes e apos a cmc.

Para o sistema SDS/TBS/EtOH, uma titulacao condutimétrica foi realizada de 25°C a
45°C, em intervalos de 4°C. Foram preparadas solugdes estoque com TBS 20 mmol.kg™! + 10%
v/v de EtOH (solugdo A) e SDS 200 mmolkg! + TBS 20 mmol.kg"! + 10% v/v de EtOH
(solugao B).

Aproximadamente 50 g da solugdo A foi pesada no copo e termostatizada em cada uma
das temperaturas. Apds a constdncia da temperatura e da condutividade da solucdo
(computadas através de aproximadamente 10 medidas de igual valor), a condutividade foi
anotada. Foram adicionadas sucessivas aliquotas da solu¢do B anotando a condutividade, apos
verificada a constancia da condutividade da solu¢dao. Foram realizadas ao todo 22 adi¢des de
solucdo estoque B. A solugdo final atingiu aproximadamente uma concentracao de 7 mmol.kg"

I'de SDS. A determinagdo dessa cmc foi realizada em duplicata.
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A construgdo dos graficos para obten¢do da cmc (condutividade versus concentragdo
molal de tensoativo) para esse sistema foi realizada utilizando o software StatView™

SE-+Graphics v 1.03,9/15/80 (desenvolvido por Dan Feldman, Jim Gangnon, Rich Hofmann e Joe

Simpson).

Os dois métodos se mostraram eficientes na determinagdo da cmc.

2.3 Determinacao do volume parcial especifico da fase micelar (v)

Para obtencdo do volume parcial especifico da fase micelar das solu¢des de trabalho,
medidas de densidade das solugdes, contendo os mesmos componentes do eletrdlito, variando-
se a concentracdo de SDS, foram realizadas de 25 a 45°C em intervalos de 2°C para o sistema
SDS/ TBS, e de 4° em 4°C para o sistema SDS/TBS/EtOH, utilizando um densimetro (Anton
Paar, DMA 5000M, Graz, Austria).

Para o sistema de SDS/TBS/EtOH foram preparadas solugdes com concentracdes de
aproximadamente 10 a 50 mmol.kg™! de tensoativo e para o sistema de SDS/TBS o intervalo
utilizado foi de 30 a 100 mmol.kg™!. O densimetro possuiu um sistema automatico que permite
escolher um intervalo de temperaturas para as medi¢des, sendo que as densidades sdo

computadas apenas ap0Os a temperatura atingir um valor constante.

As densidades de cada sistema foram entdo plotadas versus a concentragdo molal do
tensoativo para obtencdo do b (inclinacdo dessa reta) utilizado na equagdo [19], para calculo
do v. As densidades das solugdes dos eletrolitos utilizado nas separagdes nos dois sistemas
foram também medidas em todas as temperaturas, e utilizadas posteriormente nessa mesma

equacao para calcular o volume parcial especifico da fase micelar de cada sistema.

2.4 Determinacio dos parametros termodinimicos

Os parametros termodindmicos de transferéncia entre as fases aquosa e micelar para
ambos os sistemas foram obtidos a partir de relagdes de van't Hoff descritas pelas equagoes
[22] e [23].

Para escolha do ajuste (linear ou polinomial) de cada relagdo InP versus T+ foi utilizada
a estatistica Cp de Mallows!?8, além dos demais parAmetros da regressdo como coeficiente de
determinagdo (R?), coeficiente de determinagdo ajustado (R? ajustado), coeficiente de

correlagdo (Q?), soma dos quadrados dos residuos preditos (PRESS) e analise de residuos.
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O Cp ¢ usado para avaliar o modelo de regressao mais adequado em estimar a variavel
dependente na regressdo. Um valor pequeno de Cp (proximo ao grau de liberdade do modelo)
indica que o modelo ¢ relativamente preciso (tem pequena varidncia) e nao equivocado em
estimar os coeficientes verdadeiros da regressdo e predizer respostas futuras.

Dois ajustes foram comparados para cada terpeno em cada sistema estudado: regressao
linear e regressao polinomial de segundo grau, considerando inicialmente todas as temperaturas
nas quais as medidas de coeficiente de particdo foram realizadas e, apds, retirando-se o ponto
que possui maior residuo em relacdo ao ajuste. Quando o Cp para a regressao linear era menor
ou igual a 2, ela foi escolhida. Para Cps maiores, o ajuste selecionado foi o polinomial de
segundo grau.

Para construcdo das regressoes (lineares e polinomiais) bem como determinagdo do Cp,

foi utilizado o software R. O script encontra-se anexado a esta dissertacao (Anexo 2).

2.5 Calculo de descritores

Para obtencdo dos descritores, as geometrias de equilibrio dos conférmeros mais
estaveis para cada composto da série de terpenos estudados foram determinadas usando um
método empirico AMI1 como implementado no programa Amsol v7.1 (escrito por G.D.
Hawkins, D.J. Giesen, G.C. Lynch, C.C. Chambers, I. Rossi, J.W. Storer, J. Li, J.D. Thompson
and P. Winget, University of Minnesota, Minneapolis, MN, U.S.A.). Para cada conformagao
foram calculadas as areas de acesso ao solvente (4gua, raio=1,4A) utilizando o programa
GEPOL93 v8 (escrito por J. L. Pascual-Ahuir, E. Silla and I. Tunon, University of Valencia,
Burjassot, Valencia, Spain) e composi¢cdes entre as cargas atOmicas parciais (CM2 e
Mulliken), para todos os atomos das moléculas, com médias populacionais baseadas na energia
de formacdo. As mesmas médias foram usadas para calcular energias do HOMO e LUMO,
momento de dipolo, entre outros descritores. Também foi calculado o volume molecular (Vx

de McGowan).

2.6 Estudo da variabilidade dos terpenos

A selecdo dos terpenos para estudo foi realizada considerando a estabilidade dos
mesmos em solucdo e a possibilidade de separacdo por MEKC. Entretanto, a ideia é que além
dessas propriedades os mesmos possuam diferentes caracteristicas e populem,

preferencialmente, diferentes posi¢des nas micelas.
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Buscando estudar a variabilidade de caracteristicas dos compostos selecionados para o
estudo, andlises de agrupamentos e analise de componentes principais (PCA, do inglés
Principal Component Analysis) foram realizadas. Nessas andlises os descritores tedricos
calculados foram utilizados como variaveis para ambos os modelos. Essas analises permitem
identificar ainda se os descritores teéricos calculados conseguem descrever as caracteristicas
moleculares dos compostos.

A andlise de agrupamentos (ou cluster) ¢ um procedimento estatistico multivariado
hierarquico, que tem como proposito identificar grupos homogéneos em uma série de dados.
Permite ainda, classificar objetos baseados na observacao das semelhangas e diferencas entre
eles. O método agrupa os individuos em funcdo das informacdes existentes, de modo que os
individuos de um grupo sejam tao semelhantes entre si e tdo diferentes dos restantes dos demais
quanto possivel.

Para realizar a analise de agrupamentos, as variaveis (descritores) foram normalizadas
pela escala Z e foram analisadas, duas a duas, as correlagdes existentes entre elas. Quando uma
correlacdo maior que 0,85 era encontrada, uma das varidveis era pré-selecionada para o modelo
e a outra era descartada. Essa escolha foi baseada na entropia de Shannon'!®, onde aquela com
maior entropia foi selecionada para o modelo. Se a varidvel pré-selecionada apresentava
correlacdo com uma outra varidvel, a entropia era novamente utilizada como parametro de
selecdo, e assim sucessivamente, até que nenhuma variavel correlacionada estivesse presente
no modelo.

A entropia de Shannon!!'> ¢ uma medida do grau de variabilidade para um conjunto de
dados que representam uma mesma varidvel. O conceito de entropia se associa a ideia de que
quanto maior essa variabilidade (entropia), maior ¢ a informagao que se obtém ao observar sua
ocorréncia. Encontra-se anexada a esta dissertacdo um script utilizado no software R para
calculo da entropia de Shannon das varidveis (Anexo 3).

Ja, a andlise de componentes principais ¢ um método estatistico multivariado
introduzido por Karl Pearson em 1901'!'! que tem por finalidade a analise de dados visando sua
reducdo, eliminacdo de sobreposi¢do e escolha das formas mais representativas de dados a
partir de combinagdes lineares das varidveis originais. A primeira componente principal (PC1)
representa o arranjo que melhor representa a distribui¢do dos dados. Em outras palavras, PC1
¢ a componente que possui maior varidncia. A segunda componente principal (PC2) representa
o arranjo com segunda maior variancia, e assim por diante.

Na PCA, uma matriz é construida com todas as informagdes das amostras sendo

finalmente decomposta em um produto de duas matrizes, uma matriz de scores € uma matriz
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de loadings. O conjunto de scores e loadings ¢ denominado de componentes principais. Cada
componente principal ¢ ortogonal as demais de modo que ndo sejam correlacionadas e
expliquem diferentes caracteristicas do modelo. As componentes principais que possuem maior

variancia sdo utilizadas para explicar a separagdo dos compostos no modelo final.

2.7 Construciao dos modelos LSER

Os modelos de LSER foram construidos através de regressdes lineares simples e
multiplas de InP versus os descritores calculados. A escolha dos descritores para a regressao
multipla foi realizada utilizando o pacote leaps (fungdo regsubsets) do software R
(http://www.r-project.org/). Essa funcdo busca para ambas as regressdes, os descritores que
mais se correlacionam com InP. Na regressao multipla, a procura dos dois melhores descritores
para o modelo foi realizada até que fossem encontrados dois descritores ndo correlacionados

entre si.

Foram também utilizadas regressdo por minimos quadrados parciais (PLS, do inglés,
Partial Least Squares Analysis), regressao por minimos quadrados parciais esparsas (SPLS, do
inglés, Sparse Partial Least Squares Analysis) assim como modelos de analises discriminantes:
PLS-DA (do inglés, Partial Least Squares Discriminant Analysis), SPLS-DA (do inglés,
Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis) para estudar os principais descritores que
explicam InP, AH" ¢ AS". O modelo PLS foi construido utilizando a similaridade de
caracteristicas estruturais dos compostos, AH', AS” ¢ InP 35,4°C como variaveis dependentes
do modelo.

Os modelos multivariados esparsos foram os que apresentaram melhores separagdes

entre os grupos pré-definidos e apenas esses resultados sdo apresentados nessa dissertacao.

Os modelos SPLS-DA foram estudados ainda realizando a separag¢do entre os grupos

baseando-se na proximidade de valores de AH" ¢ AS".

O modelo PLS pode ser entendido como uma combinagdo de recursos da analise de
componentes principais e regressdo multipla'!'?. Essa técnica reduz o niumero de preditores para
um conjunto menor de componentes nao correlacionadas, assim como em PCA, e executa a
regressdo por minimos quadrados nas novas componentes, em vez dos dados originais,
buscando a maxima correlagdo com variaveis pré-definidas!!3.

O modelo PLS-DA ¢ um modelo supervisionado de estatistica multivariada PLS que

reduz a dimensdo dos dados preservando o maximo de discriminag¢do entre as classes. A
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discriminacdo consiste em procurar caracteristicas capazes de serem utilizadas para alocar
objetos em diferentes grupos pré-definidos''*. Em outras palavras, o modelo realiza uma
transformagdo, que maximiza a diferenca entre as classes, enquanto diminui a dispersdo entre
os compostos de mesma classe.

Os modelos esparsos (SPLS e SPLS-DA) sdo utilizados para reduzir ainda mais a
redundancia dos dados, onde o numero de variaveis que explicam a separagdo entre os grupos
¢ restrito, em outras palavras, pode ser fixado. A restricdo utilizada aqui considerou dez

variaveis para o modelo final.

Todas as analises multivariadas foram realizadas utilizando o software R. Os scripts

desses programas podem ser visualizados em anexo (Anexo 4).
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Capitulo 4. Resultados e Discussao



1. Selecao dos terpenos e estudo dos descritores

Como abordado na introdugdo dessa dissertacdo, buscando estudar a variabilidade
estrutural dos terpenos selecionados para estudo, bem como, identificar se os descritores
calculados conseguem descrever as caracteristicas moleculares dos compostos, analises de

agrupamento e analises de componentes principais foram realizadas. Os resultados obtidos

desses modelos sdo descritos nos itens 1.1 e 1.2 a seguir.

1.1 Analise de agrupamento

Existem diferentes maneiras de se realizar uma andlise de agrupamentos. Para as
analises realizadas aqui, o tratamento que se mostrou mais adequado foi o método hierarquico
onde a medida de similaridade foi expressa como fun¢do da distdncia euclidiana, ou seja,
através da distdncia geométrica entre os pontos.

Em um primeiro tratamento, todos os descritores tedricos foram considerados. Em um
segundo agrupamento, os dados foram preparados para remover variaveis redundantes, ou seja,
descritores correlacionados.

Considerando os compostos no estudo, o primeiro tratamento sugeriu a separagdo em
trés grupos: um formado por cumeno, t-anetol e eugenol; um segundo, formado por limoneno,

linalol e terpineol; e, um terceiro, formado por citronelal, carvona, verbenona e canfora (Figura
11).
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Figura 11. Grupos obtidos na analise de agrupamentos considerando todos os descritores tedricos calculados.
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Em um segundo tratamento, as variaveis selecionadas para a constru¢do do dendograma
foram: HOMO, LUMO, Dipcm2X, Dipcm2Y, Dipcm2Z, DM_hybX, DM_hybY, DM_hybZ,
MaxcO, MaxmH, MaxmO, ScH, ScaO, SrmH, RelaTcH, RelaTmH, QADmH, RATH,
mxcpho ¢ rahcc.

Os resultados sdo expostos na Figura 12. Quatro grupos sdo obtidos: linalol e citronelal
em um primeiro grupo, cumeno e terpineol em um segundo grupo, canfora, carvona e limoneno
em um terceiro grupo e, finalmente, t-anetol e verbenona em um quarto grupo. Eugenol ndo ¢é

classificado em nenhum grupo.
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Figura 12. Grupos obtidos na analise de cluster quando variaveis correlacionadas sdo removidas do modelo.

As melhores separagdes observadas sdo aquelas obtidas através do primeiro tratamento.
Cumeno e t-anetol, compostos bastante hidrofobicos da série, sdo classificados em um mesmo
grupo, dando uma ideia de que a interagdo hidrofobica deve governar a transferéncia desses
compostos no sistema. Embora eugenol possua grupos polares, a presenca de uma ligacao de
hidrogénio intramolecular deve favorecer a contribui¢do hidrofébica para a transferéncia,
sendo esse composto classificado no grupo com compostos hidrofobicos da série.

Para os compostos mais hidrofilicos, a classificagdo ¢ bem criteriosa, estando as
carbonilas separadas dos 4lcoois. Limoneno ¢ o composto mais hidrofébico da série, mas ¢
classificado no grupo dos alcoois.

De uma maneira geral, podemos verificar que ocorre perda de informacao, quando as
variaveis correlacionadas sdao descartadas (Figura 12), indicando que o modelo mais adequado

para estudo ¢ o que considera todos os descritores calculados.
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Além disso, a separagdo dos terpenos apresentada nos dendogramas consegue agrupar
compostos com caracteristicas e propriedades estruturais semelhantes, bem como classificar
terpenos ndo similares em grupos diferentes, demonstrando que os descritores tedricos

computados sdo suficientes para descrever a reten¢do dos terpenos nos sistemas micelares em

estudo.

1.2 Analise de componentes principais (PCA)
Assim como na andlise de agrupamentos, a andlise de PCA foi realizada utilizando os

descritores teoricos calculados como variaveis. O grafico da PC1 versus PC2 esté representado

na Figura 13.
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Figura 13. Grafico de PCA baseados em descritores tedricos para os terpenos em estudo.

Como podemos verificar na Figura 13, a andlise de PCA ndo mostra grupos bem

definidos, indicando a diversidade estrutural dos compostos. Tanto os descritores hidrofébicos
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quanto os descritores hidrofilicos contribuem para a discriminagdo entre os terpenos. SrmO
(somatoria de carga Mulliken de oxigénio sobre area total) e SrcO (somatdria de carga de
oxigénio sobre area total) foram os descritores hidrofilicos mais importantes para o modelo,
enquanto que RelatcH (somatoria de carga CM2 de hidrogénio sobre area total) foi o descritor
hidrofébico mais relevante.

Podemos verificar ainda que as classes definidas baseadas nas caracteristicas estruturais
dos compostos ndo sdo agrupadas. Além disso, a PCA para o sistema considerando as duas

primeiras componentes, explicam apenas 86,9% da variancia do modelo.

2. Densidade, cmc, fator de retenciio e obtencio dos coeficientes de parti¢io para
os terpenos em estudo.

Como ja abordado, o calculo dos pardmetros termodinamicos de transferéncia ¢
dependente de trés diferentes medidas: densidade (p), para se determinar o volume parcial
especifico ocupado pelas micelas, cmc, para se determinar a razao de volumes ocupados pelas
fases (micelar e aquosa) e fator de retencdo (k) para se determinar o coeficiente de particdo.

Os resultados obtidos de cada uma dessas determinagdes sao compilados e discutidos

abaixo.

2.1 Determinacio do volume parcial especifico da fase micelar (v)

O volume parcial especifico da fase micelar representa a parcela de volume da solugdo
ocupada pelas micelas. Sua determinacdo ¢ dependente de medidas de densidade da solucdo

variando-se a concentragao de SDS.

A inclinagdo do grafico de densidade das solugdes (g.cm™) versus concentragdo molal
de SDS representa o termo b da equagdo [19], utilizada para o calculo do volume. O b obtido
em funcdo das temperaturas nas quais os fatores de retencdo foram determinados por MEKC
para o sistema formado por SDS/TBS, bem como os volumes parciais especificos da fase

micelar para o eletrélito utilizado nas separagdes estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Inclinag@o (b) do grafico de densidade das solugdes versus concentragdo de tensoativo (30 — 100
mmol.kg!), e volume parcial especifico da fase micelar (v) para o sistema formado por SDS 30 mmol.kg! + TBS

20 mmol.kg! em fun¢io da temperatura.

T (°C) |b(1073kg*.cm™3.mol ™) v(em3.g™"
27,1 0,0358 + 0,0006 1,12+ 0,02
31,2 0,0351 +0,0006 1,12 £ 0,02
35,4 0,0344 + 0,0006 1,12+ 0,02
39,9 0,0337 + 0,0006 1,12+ 0,02
44,1 0,0330 + 0,0006 1,12+ 0,02
48,3 0,0323 £+ 0,0006 1,12+ 0,02

Para o sistema formado por SDS/TBS/EtOH, as inclinag¢des do grafico de densidade
(g.cm™) versus a concentragdo molal de SDS e os volumes parciais especificos micelares para
esse sistema na solugdo de eletrdlito utilizado para as determinagdes do fator de retengdo em

MEKC sdo ligeiramente maiores e estdo compiladas na Tabela 4.

Tabela 4. Inclinagdo (b) do grafico de densidade das solugdes versus concentragdo de tensoativo (10 — 50
mmol.kg!), e volume parcial especifico da fase micelar (v) para o sistema formado por SDS 30 mmol.kg! + TBS

20 mmol.kg! + 10% v/v de EtOH em fung¢io da temperatura.

T (°C) b (107 3kg* cm™3. mol™) v(em3. g™
27,1 0,039 + 0,002 1,15+ 0,05
31,2 0,038 = 0,002 1,15+ 0,05
35,4 0,037 + 0,002 1,15+ 0,05
39,9 0,037 + 0,002 1,15+ 0,05
44,1 0,036 = 0,002 1,15+ 0,05
48,3 0,035 + 0,002 1,15+0,05

Comparando os dados apresentados ¢ possivel verificar que ndo ha dependéncia de v
com a temperatura para ambos os sistemas. Isso demonstra a estabilidade da micela que
mantém praticamente constante seu nimero de agregacao e formato para todas as temperaturas

do estudo. O sistema formado por SDS/TBS possui um volume ligeiramente menor ao
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apresentado pelo sistema em etanol evidenciando que ocorre incorporagdo de etanol na camada

de solvatagdo da micela'!®.

2.2 Determinacao da concentracio micelar critica (cmc)

Como descrita na parte experimental dessa dissertac¢do, as cmces dos sistemas estudados
foram obtidas de maneiras diferentes.

Para SDS/TBS, uma rampa de aquecimento foi utilizada para cada concentracdo
gerando dados para uma série de temperaturas. Os graficos de C em funcdo da molalidade para

algumas das temperaturas esta representada na Figura 14.
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Figura 14. Graficos de condutividade em fungdo da concentracdo molal de SDS para o sistema SDS/TBS para

obtencdo de cmc em fungdo da temperatura.
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Os pontos cheios da Figura 14 representam os pontos que foram considerados para a
construcdo das curvas (antes e apos a cmc), e obtencao da concentragdo em que as micelas sdo
formadas. Esses pontos foram escolhidos considerando novamente o residuo em valor absoluto
que cada ponto apresentava com sua respectiva reta até ser alcangado um residuo méaximo de
3%. E possivel constatar a dificuldade de obter uma boa repetibilidade entre as duplicatas, nas
concentragdes mais baixas e nas temperaturas mais altas. Ocorre perda de precisdo, até mesmo
nas concentragdes apos a cmc. Mesmo assim, a variacdo da cmc com a temperatura apresentou

um resultado bastante coerente como mostrado na Figura 15.
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Figura 15. Grafico da concentracdo micelar critica (cmc) em fungdo da temperatura para o sistema SDS + TBS

20 mmol.kg™.

Como ¢ possivel verificar no gréafico, inicialmente, o aumento da temperatura favorece
a micelizagdo. Isso ocorre, provavelmente, por conta da diminui¢do na hidratacdo do grupo
hidrofilico e/ou diminui¢do da repulsdo entre as cabegas polares. Quando a temperatura alcanca
27°C, o efeito predominante muda e a ruptura das interagdes agua-hidrocarboneto deve

aumentar a solubilidade da cadeia hidrofobica, aumentando a cmc.
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As cmcs para o sistema nas temperaturas nas quais os coeficientes de retengcdo foram

determinados em MEKC sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Cmc em fungdo da temperatura para o sistema SDS 30mmol.kg"'/TBS 20mmol.kg™'.

T selecionada (°C) cmc (mmol.kg™)
27,1 2,50+ 0,07
31,2 2,52 +0,08
35,4 2,60 = 0,08
39,9 2,74 + 0,08
44,1 2,92 40,09
48,3 3,16 + 0,09

Para o segundo sistema micelar (SDS/TBS/EtOH), as cmcs foram obtidas para as
temperaturas de 25°C a 45°C, em intervalos de 4°C.
Os resultados interpolados dessa curva para as temperaturas nas quais os coeficientes

de particao foram determinados sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Cmc em fungdo da temperatura para o sistema SDS 30 mmolkg™! + TBS 20 mmol.kg! + 10% v/v de
EtOH.

T selecionada (°C) cmc (mmol.kg™)
27,1 2,27 +£0,05
31,2 2,3+0,1
35,4 2,51 40,03
39,9 2,80 +0,03
44,1 3,16+ 0,03
48,3 3,64 0,1

Podemos verificar na Tabela 6 que para o sistema micelar contendo etanol, a cmc
aumenta em todo intervalo de temperatura. O efeito predominante nesse sistema ¢ o ganho de

mobilidade da cauda hidrofébica com o aumento da temperatura; em outras palavras, o
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aumento da temperatura diminui a “4gua congelada” ao redor da estrutura hidrofobica,

aumentando sua solubilidade.

A Figura 16 mostra um grafico de cmc em fungao da temperatura para esse sistema.
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Figura 16. Grafico da concentracdo micelar critica (cmc) em fungdo da temperatura para o sistema SDS + TBS

20mmol.kg '+ EtOH 10% v/v.

Comparando a cmc de ambos os sistemas estudados (Figura 17), observa-se que o efeito
do etanol ¢ dependente da temperatura.

Para as temperaturas mais baixas (25 a 35 °C), o valor da cmc na presenca de etanol ¢
inferior a apresentada pelo sistema SDS/TBS. Isso ocorre porque o efeito predominante ¢ a
diminui¢do da repulsdo entre as cabecas por conta da incorporacdo de etanol na camada de
solvatacdo da micela. Para as temperaturas mais altas, a cmc em etanol ¢ superior devido ao

aumento da solubilidade dos mondmeros na fase do bulk.
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Figura 17. Gréfico da concentra¢@o micelar critica (cmc) em fungdo da temperatura para o sistema os sistemas
SDS + TBS 20mmol.kg" (pontilhado em preto) e para o sistema SDS + TBS 20mmol.kg'+ 10% v/v de EtOH

(pontilhado em vermelho).

Vérios estudos sobre as caracteristicas e propriedades das micelas de SDS sdo
encontrados na literatura®’#%!17-118 " Mirenda, M. e Marcolongo, J. P.'"” estudaram a
termodinamica de micelizagdo de SDS puro. Uma das propriedades determinadas no estudo
foi a cmc desse tensoativo em funcdo da temperatura. Os resultados dessas determinagdes sdo

encontrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Cmc de SDS puro em diferentes temperaturas''°.

Temperatura (°C)| cmc (mmol.L")
10,85 8,4
14,85 8,2
19,85 8,0
24,85 8,2
29,85 8,2
34,85 8,4
39,85 8,7
49,85 9,2
59,85 9,2

Como podemos verificar na Tabela 7, a variagdo da cmc com a temperatura para SDS
puro tem praticamente 0 mesmo comportamento apresentado pelo sistema SDS/TBS. Para
temperaturas mais baixas, ocorre uma diminui¢do de cmc com o aumento da temperatura, e
para temperaturas mais altas, um aumento na cmc ¢ observado com o acréscimo da mesma.
Isso mostra que o efeito do TBS na cmc do tensoativo ¢ o mesmo para todas as temperaturas.
Os ions do sal neutralizam as cargas na superficie da micela reduzindo a atmosfera idnica ao
redor da cabeca i6nica do tensoativo e a repulsdo eletrostatica entre eles, diminuindo a cmc.

Comparando as cmcs dos dois sistemas estudados (SDS 30 mmol.kg! + TBS
20mmol.kg! e SDS 30 mmol.kg' + TBS 20 mmol.kg! + 10% v/v de EtOH) (Figura 17),
valores bem menores que os obtidos para SDS puro sdo encontrados, mostrando que nesse

caso, o efeito do TBS na cmc ¢ superior ao do etanol.

C ~ . 4
2.3 Determinacio da raziao de volumes entre as fases micelar e aquosa (V"“)
aq

m

~ . vV
A razdo de volumes entre as fases micelar e aquosa (v
a

<) pode ser calculada através do
q

volume parcial especifico da fase micelar, e da concentracdo micelar critica. As razdes de

volumes encontradas para os dois sistemas sdo mostradas na Tabela 8.

&9



Tabela 8. Razdo de volumes entre as fases micelar e aquosa para ambos sistemas em estudo em funcdo da

temperatura.
T selecionada ("C) % SDS, TBS Z’"q SDS, TBS, 10% EtOH
27,1 0,0314 + 0,0009 0,0368 + 0,0007
31,2 0,0314 £ 0,0009 0,037 + 0,002
35,4 0,0313 £ 0,0009 0,0365 + 0,0003
39,9 0,0312 £ 0,0009 0,0361 + 0,0004
44,1 0,0310 £ 0,0009 0,0356 + 0,0004
48,3 0,0307 £ 0,0009 0,035 + 0,001

Como ¢ observado na Tabela 8, a razdo de volumes entre as fases em um sistema com
etanol ¢ superior em relacdo ao sistema onde o solvente é apenas agua, evidenciando

novamente a incorporacgdo de etanol na micela.

2.4 MEKC - Fator de retenciao

Um dos grandes problemas da eletroforese capilar desde os primérdios do
desenvolvimento da técnica tem sido o aquecimento do eletrolito no interior do capilar gerado
pelo efeito Joule!?>126, Os sistemas de refrigeragdo utilizados atualmente, como a passagem de
um liquido refrigerante (coolant) externamente ao capilar, bem como o controle de temperatura
onde os vials ficam alocados melhoram, mas ainda nao sdo totalmente eficientes para controlar
o aquecimento do capilar. Assim, a temperatura interna do eletrdlito pode diferir da

temperatura externa do liquido refrigerante.

Se essa discrepancia ndo for considerada, as determinagdes de fator de retencdo, que

sdo dependentes da temperatura, ndo podem ser obtidas com exatidao.

Krylov et. al.'*’ desenvolveram um método para calcular a diferenga de temperatura do
interior do capilar aquela escolhida para separacdo no instrumento, medindo a constante de
dissociacdo de um complexo de proteina-DNA termossensivel. A equacdo proposta neste
estudo ¢ a Equagdo [30].

VxI
AT, = M, &0 [30]
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onde AT, € a diferenga entre a temperatura no interior do capilar e a temperatura selecionada
no instrumento, M,r € um “multiplicador” dependente de pardmetros empiricos (c, g € n) do
equipamento (MDQ CE, PA800, PA800plus, entre outros), e do didmetro do capilar expostos
na Tabela 9 e calculado de acordo com a Equagdo [31], V ¢é a voltagem aplicada, I ¢ a corrente
gerada e L ¢ o comprimento do capilar.

c(vxl)

— Ln
Mep = (g+@hHn 31]

Tabela 9. Parametros empiricos do Beckman MDQ CE™'?’,

d (Lm) c g n
20 20925 23064 0,186
50 6203 7608 0,147
75 6761 9066 0,129
100 6583 9768 0,155
150 1,108 0,883 0,593
200 4,115 5,473 0,236

Adaptado de Krylov et al.'?’

* O sistema de refrigeracdo dos equipamentos PA800 e PA80O0plus sdo iguais ao do MDQ CE, tendo os mesmos
pardmetros empiricos.

Utilizando a metodologia proposta por Krylov er al.'?’, as diferengas entre a
temperatura selecionada no método para a separagdo (25°C a 45°C) e a temperatura efetiva
dentro do capilar foram calculadas e diferem de 2 a 3,5°C. As temperaturas efetivas calculadas

sdo mostradas na Tabela 10.
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Tabela 10. Temperaturas efetivas encontradas utilizando o método de Krilov et. a para cada temperatura

selecionada no método em MEKC.

T selecionada (°C)| T efetiva (°C)
25,0 27,1
29,0 31,2
33,0 354
37,0 39,9
41,0 441
45,0 48,3

Os logaritmos neperianos dos fatores de retengdo obtidos para todos os terpenos nos

dois sistemas micelares estudados sdo mostrados nas Tabelas a seguir (11 e 12).

Tabela 11. Ln dos fatores de retengdo para os terpenos nos sistemas compostos por SDS 30mmol.kg! ¢ TBS

20mmol.kg"! em fungdo da temperatura.

Terpeno/

27,1 31,2 35,4 39,9 44,1 48,3
T(0)

Cumeno 1,048 £0,003 | 1,013+0,003 | 0,971 +0,003 |0,922+0,004 | 0,870+0,003 |0,810+0,001
Linalol 6,30+ 0,03 6,19 +0,03 6,09+0,02 5,867+0,009| 5,57+0,01 |5,268+0,009
t-anetol 17,08 £ 0,04 | 15,900+0,005 | 14,65+ 0,01 13,43+ 0,01 | 12,148 +0,005 | 10,94 £ 0,01
Verbenona |1,937+0,003 2,0769 + 0,0009| 2,195+ 0,002 |2,307+0,007 | 2,408 + 0,007 |2,508 + 0,009
Terpineol 5,68 £0,02 5,63 £0,02 — 5,21+ 0,03 4,884 +£0,03 | 4,528 +0,02
Cumarina 1,48+ 0,01 |1,3699 +0,0007| 1,265 +0,006 |1,161+0,004 | 1,063 +0,004 | 0,962+ 0,001
Eugenol 4,721 £0,005 | 4,325+0,001 | 3,988+0,003 | 3,66+0,03 3,38+£0,02 3,06 £ 0,02

4,1148 +
Carvona 0.0003 3,875+£0,009 | 3,63+0,01 |3,344+0,007  3,074=0,007 | 2,79+0,01
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Tabela 12. Ln dos fatores de retengdo para os terpenos nos sistemas compostos por SDS 30 mmol.kg!, TBS 20

mmol.kg! e EtOH 10% em fungdo da temperatura.

Terpeno/
T C0) 27,1 31,2 35,4 39,9 44,1 48,3
Cumeno | 0,730+ 0,002 | 0,707 + 0,002 | 0,683 + 0,001 | 0,637 + 0,003 | 0,607 £+ 0,002 | 0,573 + 0,002
Linalol 3,944 +0,003 | 3,82+0,02 |3,657+0,008 |3,457+0,006 | 3,26+0,01 |3,063 =+ 0,006
t-anetol — 2,16+0,01 |2,037+0,008 | 1,923 +0,003 | 1,804 + 0,006 | 1,678 + 0,006
Verbenona | 0,926 + 0,002 | 0,903 + 0,002 | 0,873 + 0,002 | 0,833 + 0,006 | 0,776 + 0,002 | 0,743 + 0,001
Terpineol 3,84 +£0,01 3,65£0,06 | 3,34+0,03 |3,173+0,009 | 2,901 +0,002 | 2,725 + 0,003
Cumarina | 0,787 £ 0,004 | 0,708 £+ 0,007 | 0,659 £ 0,008 | 0,601 + 0,002 | 0,539 = 0,004 | 0,476 + 0,001
Eugenol | 2,599 + 0,003 | 2,405 + 0,004 | 2,220+ 0,007 | 2,05+0,01 |1,869+0,004 | 1,72+0,01
Carvona | 2,008 +0,001 | 1,891 +0,007 | 1,768 £ 0,006 | 1,657 = 0,005 | 1,550 + 0,006 | 1,448 + 0,006
Cénfora |2,160+0,001 | 2,032 40,006 | 1,915 + 0,006 | 1,795 + 0,005 | 1,679 + 0,004 | 1,570 + 0,006
Citronelal | 10,91 +0,01 | 10,39+0,04 | 9,70£0,05 | 8,99+0,04 | 834+0,05 | 7,594=+0,03
Limoneno 60=+1 54,3+0,2 47,6 +0,1 41,5+0,1 36,3+0,2 32,8+0,2

As medidas de fator de retencdo dos terpenos canfora, citronelal e limoneno s6 puderam

ser realizadas nos sistemas alcoolicos devido a baixa solubilidade desses compostos no sistema

SDS/TBS.

~ n .
Comparando os fatores de retengdo (n—mc) apresentados nas tabelas, podemos verificar
aq

que maiores valores sdo encontrados para o sistema formado apenas por SDS e TBS. Os valores
encontrados indicam que a presenga de etanol no eletrélito, como era de se esperar, aumenta a

solubilidade dos compostos na fase aquosa do bulk.

2.5 Determinacio do coeficiente de particao (P)

Obtidos os fatores de retengdo (k) dos solutos e a razdo de volumes entre as fases

m

V
Vv

micelar e aquosa (=) em ambos os sistemas micelares, o coeficiente de partigao (P) de cada

aq

terpeno foi determinado. Os resultados dessas parti¢des sdo mostrados nas Tabelas 13 e 14.
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Tabela 13. Ln do coeficiente de parti¢ao dos terpenos estudados em fungdo da temperatura para o sistema SDS/

TBS em fungao da temperatura.

Terpeno/
T C0) 27,1 31,2 35,4 39,9 44,1 48,3

Cumeno | 3,507 +0,009 | 3,474+ 0,009 |3,434+0,009 | 3,388 +0,009 |3,336+0,009 | 3,272+ 0,009
Linalol 5,300 + 0,006 | 5,284 0,006 |5,270+ 0,006 | 5,238 +0,006 |5,193 + 0,006 | 5,144 = 0,006
t-anetol 6,298 + 0,005 | 6,227+ 0,005 | 6,148 £ 0,005 | 6,066+ 0,005 | 5,972+ 0,005 | 5,876 + 0,005
Verbenona | 4,121 +£0,007 | 4,192 +0,007 |4,250+0,007 | 4,305+0,007 | 4,354+ 0,007 | 4,402 + 0,007
Terpineol |5,197+0,006 | 5,188 +0,006 |5,034+0,006| 5,120+ 0,006 | 5,061+ 0,006 | 4,993 + 0,006
Cumarina | 3,849+ 0,008 | 3,776 + 0,008 | 3,699+ 0,008 | 3,618 +0,008 |3,536+ 0,008 | 3,444 + 0,008
Eugenol | 5,012 40,006 | 4,926 +0,006 | 4,847 +0,006 | 4,766+ 0,006 |4,692 + 0,006 | 4,600 = 0,006
Carvona |4,874+0,004 | 4,816+0,006 |4,753 +0,006 | 4,676+ 0,006 |4,598 + 0,006 | 4,508 £ 0,006

Tabela 14. Ln do coeficiente de parti¢ao dos terpenos estudados em fungdo da temperatura para o sistema SDS/

TBS/ EtOH em fun¢do da temperatura.

Terpeno/
TCO) 27,1 31,2 35,4 39,9 44,1 48,3
Cumeno | 2,99+0,07 | 3,0+0,1 2,93+0,04 | 2,87+0,03 2,84 +0,03 2,80+ 0,08
Linalol 4,7+0,1 4,7+0,2 4,61+0,06 | 4,56+0,05 4,52 +0,05 4,5+0,1
t-anetol — 5,5+0,2 5,35+0,06 | 5,25+0,05 5,14+ 0,05 5,0+0,1
Verbenona |3,225+0,07| 3,2+0,1 3,18+0,04 | 3,14+0,03 3,08 +0,03 3,06 + 0,09
Terpineol | 4,646+ 0,1 4,6+0,2 4,52+0,05 | 4,48+0,04 4,40 £ 0,04 44+0,1
Cumarina | 3,06+0,07 | 3,0£0,1 2,89+0,03 | 2,81+0,03 2,72 +0,03 2,61 +0,07
Eugenol | 4,26+0,09 | 42+0,2 4,11+0,05 | 4,04+0,04 3,96 £ 0,04 3,9+0,1
Carvona | 4,00£0,09 | 3,9+0,2 3,88+0,05 | 3,83+0,04 3,77+ 0,04 3,7+0,1
Canfora | 4,07+0,09 | 4,0£0,2 3,96+0,05 | 3,91+0,04 3,85+ 0,04 3,8+0,1
Citronelal | 5,7+0,1 5,7+0,2 5,58+0,07 | 5,52+0,06 5,46 + 0,05 5,4+0,2
Limoneno | 7,4+0,2 7,3+0,3 7,17+0,09 | 7,05=+0,07 6,93 + 0,07 6,8+0,2

Os terpenos canfora, citronelal e limoneno apresentam pequena solubilidade em 4gua

ndo sendo possivel a obtencdo dos coeficientes de particdo para esses compostos no sistema

sem solvente organico.
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De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 13 e 14, para os compostos
estudados em ambos os sistemas micelares, ¢ possivel verificar que as partigdes no sistema
SDS/TBS sao maiores que aquelas encontradas no sistema SDS/TBS/EtOH. Isso ocorre devido
a maior solubilidade dos compostos no bulk quando da presenca de etanol, diminuindo a

transferéncia dos compostos para a micela.

3. Parametros termodinimicos de transferéncia entre as fases aquosa e micelar

Como descrito na parte experimental dessa dissertacdo, foi utilizado o Cp de Mallows
para decidir qual ajuste (linear ou polinomial) seria o mais adequado para obtencdo dos
parAmetros termodindmicos através da relagdo de van't Hoff (InP versus T!). A seguir esta
apresentado um exemplo de terpeno em que o melhor ajuste encontrado foi uma reta (Figura
18) e um caso em que o ajuste polinomial foi o mais adequado (Figura 19). Os demais gréaficos
estdo apresentados anexos a essa dissertacdo (Anexos 5-14). Os eixos dos graficos “dt[,2]” e
“dt[,1]” representam InP e T-! respectivamente, enquanto que “model$res” representa os

residuos.
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Figura 18. Graficos de vant’t Hoff (ajuste linear e polinomial de segundo grau) para a cdnfora no sistema formado
por SDS, TBS e EtOH (a esquerda) e seus respectivos graficos de residuos (a direita). Legenda: (I) regressao
linear, (II) regressdo polinomial do segundo grau, (III) regressdo linear retirando-se o ponto que possui maior
residuo em relagao a reta obtida em I e (IV) regressdo polinomial do segundo grau retirando-se o ponto que possui

maior residuo em relag@o a curva obtida em (II).

Para a canfora, no sistema SDS, TBS e EtOH o melhor ajuste encontrado foi uma reta.
Como podemos verificar na Figura 17 os Cps nos dois casos considerando todos os pontos da
regressao e retirando-se o ponto que possui maior residuo em relagdao ao ajuste sdo proximos

ouiguais a 1.
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Considerando os parametros das regressoes, o melhor ajuste obtido foi a regressao
linear com todos os pontos (I) sendo esse modelo utilizado para a obtencdo dos pardmetros

termodinamicos de transferéncia.

b) Ajuste polinomial
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Figura 19. Graficos de vant't Hoff (ajuste linear e polinomial de segundo grau) para a citronelal no sistema
formado por SDS, TBS e EtOH (a esquerda) e seus respectivos graficos de residuos (a direita). Legenda: (I)
regressdo linear, (II) regressdo polinomial do segundo grau, (III) regressao linear retirando-se o ponto que possui
maior residuo em relagdo a reta obtida em I e (IV) regressdo polinomial do segundo grau retirando-se o ponto que

possui maior residuo em relag@o a curva obtida em (II).
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Tabela 15. Parametros termodindmicos de transferéncia entre as fases micelar e aquosa para os terpenos estudados

a 25°C.

AH' SDS/TBS —TAS' SDS/ TBS  AH'SDS/ TBS/

Terpeno  Estrutura
(KJ/mol) (KJ/mol)

99































































































































































































































































Anexo 13 Gr ficos de vart Hoff (ajuste linear e polinomial de segundo grau) [pacmeno no sistema SDEBSEtOH.

30 mmol.kg* SDS, 20mmol.kg* TBS, 10% EtOH
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