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1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas la industria de los surfactantes ha reemplazado, en forma gradual
y sistemética, las materias primas derivadas de la actividad petroquimica por otros
compuestos naturales cuya produccidon, uso y degradacion resultan menos
contaminantes. Entre estas especies se encuentran los ésteres de sacarosa, compuestos
provenientes de materias primas renovables de muy baja toxicidad, no sensibilizantes,
no alergénicos y muy adecuados como emulsificantes, emolientes, humectantes, ademas
de ser biodegradables.!* En la actualidad, a nivel tecnoldgico, este tipo de surfactantes
son utilizados en diversas aplicaciones de la industria farmacéutica y de los alimentos.
Entre ellas destacan la extraccion y solubilizacion de lipidos, ademas del transporte de
drogas cuando se encuentran formando vesiculas.>® Sin embargo, a pesar del amplio uso
que se ha dado a este tipo de surfactantes, los estudios realizados sobre compuestos
puros son escasos, como consecuencia de las dificultades que presenta su purificacion a

partir de la mezcla compleja que suele obtenerse de la sintesis.”®

Con el objetivo de contribuir al conocimiento del comportamiento basico de este tipo de
compuestos y sus potenciales aplicaciones, en esta memoria se estudiaron las
propiedades fisicoquimicas de soluciones acuosas de cuatro monoésteres de sacarosa
puros, con diferentes largos de cadena alquilica: 6-O-laurilsacarosa (B-D-Fructofuranosil
6-O-lauril-a-D-glucopirandsido, MLS), 6-O-miristilsacarosa (B-D-Fructofuranosil 6-O-
miristil-a-D-glucopirandsido, MMS), 6-O-palmitilsacarosa (B-D-Fructofuranosil 6-O-
palmitil-a-D-glucopirandsido, MPS), y 6-O-estearilsacarosa (p-D-Fructofuranosil 6-O-
estearil-a-D-glucopirandsido, MES). Los ésteres utilizados se obtuvieron empleando
metodologias sintéticas de trans-esterificacion, para luego ser purificados por

cromatografia en columna de silice. Ambos procesos fueron realizados en un trabajo



previo a esta tesis.® La estructura general de los cuatro surfactantes incluidos en este

estudio se muestra en la Figura 1.
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R =Ci1Hy3  Derivado del 4cido laurico
R =Ci3Hxy Derivado del acido miristico
R =CisHa1  Derivado del acido palmitico

R =Ci7Hss  Derivado del 4cido esteéarico

Figura 1. Estructura general de los monoésteres de sacarosa estudiados.

La actividad superficial que muestran los tensoactivos o surfactantes tiene su origen en
la naturaleza dual de su estructura (caracter anfipatico), producto de la presencia de dos
tipos de grupos con propiedades opuestas. Uno de ellos es de naturaleza hidrofobica
(formado por una o méas cadenas hidrocarbonadas), mientras que el otro corresponde a
un grupo polar, idnico o neutro. Los ésteres de sacarosa son surfactantes no iénicos cuyo

grupo polar corresponde a una molécula de azlcar.



La presencia de este tipo de moléculas en solucion implica la existencia de interacciones
con el solvente, atractivas para un segmento y repulsivas para el otro, lo que se traduce
en la formacién espontanea de agregados de tamafio coloidal. En medio acuoso, las
moléculas se orientan de modo tal que las cadenas hidrocarbonadas tengan el menor
contacto posible con el solvente, quedando las cabezas polares en contacto directo con
éste. En la Figura 2 se muestran algunas de las estructuras que cominmente adoptan
estos microagregados en solucién acuosa. Si la morfologia de la molécula es apropiada,
se formaran espontaneamente microagregados denominados micelas, con 50 a 200

unidades monoméricas organizadas de acuerdo a la polaridad del entorno.

Micela Micela

- elongada
esférica

Vesicula

Figura 2. Microestructuras cominmente observadas para surfactantes en solucién

acuosa.

La existencia y naturaleza de este tipo de estructuras proporciona al sistema un caracter
bifasico, estableciéndose en el caso de las micelas un equilibrio dindmico entre la
formacion del microagregado y su monomero en solucién. El fendmeno de micelizacion
corresponde a un proceso reversible, espontaneo y de naturaleza principalmente

entropica.”



Una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes que caracteriza a los sistemas
micelares es su concentracion micelar critica (CMC), parametro que corresponde a la
concentracion de surfactante a la cual comienza la asociacion de moléculas para formar
los microagregados. EI fendmeno se inicia con la formacion de microagregados
pequefios (0 premicelas), que crecen rapidamente en un rango de concentraciones
especifico para cada surfactante. La posterior adicion de tensoactivo provoca un
aumento en el nimero de microagregados presentes en solucion, mientras el tamafio y
forma micelar permanecen relativamente inalterados en un rango dado. La CMC no es
un valor preciso, corresponde a un rango de concentracion y su magnitud experimental
depende normalmente de la metodologia empleada para evaluarlo. Si el surfactante es
una mezcla de especies significativamente diferentes entre si, dicho rango puede llegar a

ser relativamente amplio.

Los valores de la CMC dependen tanto de las caracteristicas del grupo hidrofilico (tipo,
tamafio y contraion), como de las del segmento hidrofébico (longitud y ramificacion) del
compuesto.** Como consecuencia, es posible observar diferencias de hasta 4 6rdenes de
magnitud entre los valores reportados en la literatura para este parametro. En general,
para detergentes de tipo ionico, los valores de CMC son mayores que los observados

para moléculas no iénicas de largo de cadena similar.

El proceso de micelizacion es el resultado de un balance entre fuerzas repulsivas y
atractivas, cuyo inicio trae consigo cambios significativos en el valor de algunas
propiedades macroscopicas del sistema. Entre ellas se pueden mencionar: tensién
superficial, conductividad, densidad, presion osmotica y dispersion de la luz. Al analizar

el comportamiento de estas propiedades en funcion de la concentracion de surfactante se



observa un claro quiebre, a partir del cual es posible la determinacion directa y

relativamente sencilla de la CMC.

Otra caracteristica importante de los sistemas micelares corresponde al numero de

moléculas de surfactante que conforman cada microagregado, magnitud definida como

namero de agregacion, nag. Este pardmetro no sélo contiene informacion acerca del

tamafio y forma micelar, sino que ademas es importante en la determinacion de la

estabilidad y posibles aplicaciones précticas del sistema en estudio.'? Algunos valores de

CMC y nimeros de agregacion para surfactantes de uso comun se presentan en la Tabla

1.

Tabla 1. Parametros micelares para algunos surfactantes comunes en solucion acuosa a

temperatura ambiente. 1

Numero de
Surfactante CMC /m »
Agregacion
I6nicos
Cloruro de Dodecilamonio 1,5 x10%? 52
Dodecilsulfato de Sodio 8,0 x 108 62
Bromuro de Cetiltrimetilamonio 9,2 x10* 60
No idnicos
Polioxietileno (6) octanol 9,9 x 103 -
Polioxietileno (E9-10) t-octilfenol 2,6 x 10* 143
Polioxietileno (E23) laurileter 6,0 x 10° 40
N-dodecil-N,N’-dimetilbetaina 2,0x 103 40




Entre los factores externos que afectan la CMC y el nimero de agregacion de un sistema
micelar se encuentran la presencia de aditivos organicos, tipo y concentracion de
electrolitos adicionados, la temperatura, etc.*? La presencia de alcoholes, por ejemplo,
produce generalmente una disminucion en la CMC del sistema al cual son agregados, y
su influencia depende no sélo de su peso molecular y ramificacion sino también de su
concentracion.’* En este trabajo se determinara la dependencia de la CMC, la
microviscosidad y la micropolaridad de los microagregados con la presencia de

alcoholes alifaticos lineales y ramificados de largo de cadena intermedio.

Estudios previos muestran que la relacion entre la CMC y la temperatura no es directa ni
simple.®® Cuando ésta aumenta, disminuye la hidratacion del grupo hidrofilico,
favoreciéndose el proceso de micelizacion. Un mayor incremento de la temperatura
conlleva la desorganizacion creciente de las moléculas de agua que rodean al grupo
apolar, reduciéndose las interacciones repulsivas con el consecuente aumento de la
CMLC. Se ha reportado que, para surfactantes ionicos el tamafio micelar es relativamente
insensible a cambios en la temperatura, mientras que, para micelas no iénicas el niUmero
de agregacion depende en forma significativa de la temperatura.!' El proceso de
micelizacion se describe termodindmicamente en términos de la variacién de energia
libre de Gibbs (AGwmic), la variacion de entalpia (AHwmic) y la variacion de entropia
(ASmic). Los cambios de las funciones termodinamicas asociadas al proceso de
micelizacion, se pueden obtener a partir de la dependencia de la CMC con la

temperatura.

Para este estudio se emplearon medidas fisicas (Tensiometro de Du Nouy) y fotofisicas.
Estas ultimas involucran el uso de pruebas o sondas fluorescentes, cuyo comportamiento
en sistemas compartimentalizados permite la determinacion de propiedades

fisicoquimicas de los microagregados en que se encuentran incorporados. Este método



consiste en introducir una determinada sonda en el microagregado micelar y, a partir de
los cambios observados en la emision y del comportamiento descrito para la sonda en

medio homogéneo, trazar un cuadro estatico y/o dindmico del microagregado



2. MATERIALES

2.1 Reactivos

El 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno (Molecular Probes), la benzofenona, el cloruro
de hexadecilpiridinio monohidrato y la dibutilanilina (Sigma) fueron utilizados tal como
se recibieron, el cloruro de dodecilpiridinio monohidrato (Sigma) fue sometido a
ebullicion con carbon activo en acetona para luego ser recristalizado tres veces desde
etanol.'® Del mismo modo, el Pireno (Sigma) fue recristalizado tres veces desde etanol.
Los solventes utilizados: n-hexanol, n-propanol e isopropanol, fueron de grado
cromatografico o espectroscopico (Merck). El agua empleada, fue purificada con un
sistema Milli-Q Plus, Millipore.

Los surfactantes estudiados, 6-O laurilsacarosa (MLS), 6-O miristilsacarosa (MMS), 6-
O palmitilsacarosa (MPS) y 6-O estearilsacarosa (MES), fueron obtenidos previamente
en el Laboratorio de Cinética y Fotoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile mediante el procedimiento sintético que se

detalla mas adelante.®



2.2 Instrumentacion

Las medidas de fluorescencia en condiciones de irradiacion estacionaria, se realizaron en
un espectrofluorimetro Fluorolog-Tau 2 (SPEX, Jobin Yvon) controlado a través de un
computador con el software DMF 300 que permite la obtencién de espectros de

fluorescencia corregidos.

Tensiometro de Du Noily K8 KRUSS, rango de medida 5 — 90 mN/m, precision + 0,1

mN/m, anillo Pt-Ir de diametro igual a 20 mm y cubeta de vidrio de 50 mm de didmetro.

Las experiencias resueltas en el tiempo involucraron el uso de un laser de Nitrégeno PTI
modelo PL2300 con una potencia promedio de 3 mJ y un ancho medio de pulso de 1ns a
337 nm. Luego de seleccionar la longitud de onda con un monocromador 01-001 PTI, la
emisién de la muestra se detectdé con un fotomultiplicador R928 (Hamamatsu). La
adquisicién de la sefial se realiz6 mediante un osciloscopio Hewlett Packard modelo
54540A de 1 GSa/s y 500 MHz, acoplado a un computador DTK 486. El analisis de los
datos obtenidos y el control de los experimentos se realizé con un programa desarrollado

en el Laboratorio de Cinética y Fotoquimica con el software LabView en lenguaje G.

Todas las experiencias se realizaron a temperatura controlada, empleando un bafio
termorregulado Fisons, HAAKE F3.
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3. METODOLOGIA

3.1 Sintesis de los monoésteres de sacarosa

La sintesis de los compuestos estudiados se realizd mediante el método de trans-
esterificacion de la sacarosa con el éster metilico del acido graso correspondiente (11,

13, 15 y 17 unidades metilénicas).

La reaccion fue llevada a cabo en un solvente polar aprotico (dimetilformamida) en
presencia de un catalizador basico (K2COs), con agitacion y calentamiento a presion
reducida durante varias horas. La mezcla de mono, di y triésteres recuperados del crudo
de reaccidn, se recristalizd en acetona varias veces para eliminar la sacarosa remanente.
Los monoésteres puros se aislaron empleando cromatografia en columna de silice con
metanol:clorformo 3:1 como mezcla de elucion. Los compuestos fueron caracterizados
por los métodos tradicionales (Resonancia Magnética Nuclear *H y 3C, Cromatografia

Gaseosa, Cromatografia Liquida, Espectrometria de Masa y Analisis Elemental).®

3.2 Determinacion de la concentracion micelar critica

Como es sabido, el proceso de micelizacion va acompafiado de cambios significativos en

muchas de las propiedades fisicoquimicas del sistema. Este hecho ha permitido
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desarrollar un gran ndmero de metodos para la determinacion experimental de los
valores de CMC, entre los que destacan las metodologias de fluorescencia y las

mediciones de tension superficial.

En todas las metodologias de fluorescencia es necesario incorporar al sistema un
compuesto capaz de emitir luz, conocido como sonda. Las més adecuadas son aquellas
cuya fotofisica se ve fuertemente influenciada por la naturaleza del medio o
microambiente en el que se encuentran. Esta dependencia posibilita la caracterizacion
del entorno de la sonda, haciendo de este tipo de técnicas una herramienta ampliamente
utilizada en el estudio de sistemas que presentan mas de una fase o microfase. La

seleccién de la sonda dependera de la propiedad que se desea evaluar.

Las sondas seleccionadas para realizar los estudios fueron Laurdan (6-dodecanoil-2-
dimetilaminonaftaleno) y Pireno (Fig. 3).

| Laurdan

N
/ Pireno
(CHZ)IOCHS

O

Figura 3. Estructura de las pruebas fluorescentes utilizadas.
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La molécula de Laurdan experimenta interacciones de tipo Van der Waals entre su
cadena hidrocarbonada y la porcion hidrofobica de bicapas o micelas, lo que permite un
anclaje lo suficientemente fuerte para limitar su intercambio con el medio acuoso.
Debido a ésto, la sonda se encontrara en muy baja concentracion en el agua, y
practicamente la totalidad de su emision provendra de zonas hidrofobicas o cercanas a la
interfase de los microagregados. ElI comportamiento espectroscopico del Laurdan
incorporado a microagregados esta estrechamente relacionado no sélo con la polaridad
sino también con la fluidez de su entorno inmediato.!” Ademas, su rendimiento cuantico
de fluorescencia es mucho mayor cuando se localiza en un medio apolar que cuando se
encuentra en medio acuoso, los maximos de emision en dodecano, dimetilsulféxido y
metanol, se localizan alrededor de los 380, 460 y 490 nm respectivamente. El origen de
este desplazamiento ha sido explicado en base al efecto de relajacién dipolar del
solvente,'® fenomeno que implica la reorientacion de los dipolos que solvatan a la
prueba excitada cuando los tiempos de relajacion y de vida de la prueba son del mismo
orden. La perdida de energia asociada a esta difusion rotacional se ve reflejada en un
corrimiento de la emisién del Laurdan hacia el rojo. En el caso de bicapas, cuando la
estructura de la fase en la que se encuentra es de tipo gel, su emision se ubica en la
region del azul, mientras que en fases liquidas cristalinas ésta se desplaza hacia la zona
del verde.'® El comportamiento experimental descrito para bicapas es equivalente al
observado en sistemas micelares, una variacion en la viscosidad del entorno de la prueba

se ve reflejada en su espectro de emision.

La separacién de los componentes espectrales del Laurdan y la posibilidad de excitar
selectivamente moléculas de sonda en diferentes entornos, han sido utilizados para

desarrollar el concepto de polarizacion generalizada GP,*’ definido como:
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N
GP=-4_8
o+ 15 (1)

donde 1a y Ig corresponden a las intensidades de la emision a 440 (A) y 490 nm (B),
longitudes de onda de maxima emision del Laurdan en fases gel y liquido-cristalina de
bicapas, respectivamente. De esta forma, el valor de GP permite determinar
cuantitativamente la proporcion de moléculas de Laurdan que se encuentran rodeadas

principalmente por fases liquido-cristalina o gel en sistemas fosfolipidicos. '

Otro compuesto ampliamente utilizado como sonda fluorescente es el Pireno. Este
hidrocarburo aromatico policiclico ha sido extensamente empleado para sensar polaridad
local o micropolaridad. Al encontrarse como mondémero en solucion, esta molécula
presenta cinco bandas vibronicas principales en su espectro de emision de fluorescencia.
La primera banda (I), localizada alrededor de los 373 nm es intensa (asociada a una
transicién permitida) y su magnitud muestra escasa dependencia con la polaridad del
solvente. La intensidad de la tercera (I11), ubicada a alrededor de los 384 nm, muestra un
significativo aumento en solventes polares. Las intensidades relativas de estas bandas
estdn determinadas por la magnitud del acoplamiento vibronico entre el primer y
segundo estado singulete excitado.!® El comportamiento descrito para estas dos
transiciones, permitid desarrollar por primera vez hace mas de 20 afios una escala de
polaridades en funcion de la razon de ambas intensidades (I/111), denominada escala
Py.20
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El caracter hidrofébico del Pireno ha permitido el uso de la razén /Il para la
determinacion de la CMC. La naturaleza apolar de este compuesto se traduce en su
solubilizacion preferente en el interior micelar, dando como resultado una fuerte
variacion de la polaridad sensada por la prueba luego de la formacién de los primeros
microagregados. El valor experimentalmente determinado para esta razén dependera de
una serie de caracteristicas propias del surfactante, tales como la longitud de la cadena
hidrocarbonada, la naturaleza del contraion en el caso de detergentes ionicos y
principalmente de la naturaleza del grupo polar. De acuerdo con lo anterior, ambas

sondas se emplearon para evaluar la CMC.

Para el Laurdan la concentracion de trabajo en cubeta fue de 2 uM vy la longitud de onda
de excitacion 364 nm, valor que corresponde aproximadamente al maximo de emisién
de la sonda en el medio. Se registraron espectros de emision desde 380 nm a 600 nm con
un tiempo de integraciéon de 0,5 s y un incremento de 1 nm. A partir de estos espectros
se evaluo el parametro GP de acuerdo a la ecuacion (1), en funcion de la concentracion

creciente de cada monoéster de sacarosa.

El procedimiento utilizado para el Pireno fue anélogo, empleando una concentracion de
0,1 uM para evitar la formacion de excimero. Excitando a 337 nm, el barrido se realizd
entre 350 nm y 500 nm. A partir de las intensidades de emision de las bandas | y 11, se

obtuvo el valor de la razén I/111 en funcidn de la concentracion de surfactante.

Paralelamente, se realizo la determinacion de la CMC de los monoésteres utilizando un
método fisico. Se evalud la dependencia de la tension superficial del sistema con la
concentracion de surfactante mediante un tensiometro de Du Noly, hasta observar un

valor independiente de posteriores adiciones de monoéster. La temperatura fue

15



controlada a la décima de grado en todas las experiencias realizadas, tanto en el estudio
fotofisico como en las medidas de tension superficial.

En la Figura 4 se muestran resultados de la determinacién de la CMC empleando los
procedimientos previamente descritos. El punto de interseccion entre las tendencias

observadas antes y después de la zona de quiebre corresponde a la CMC.

1.7 0.4

164 °
1.5
1.4

0.24

0.0

= 1.31 o
= (O]
127 -0.21
1.1
1.04 -0.4-
0.9 T T T T T T T .
0.0 4.0x10° 8.0x10° 1.2x10" 0.00  250x10° 5.00x10° 7.50x10° 1.00x10*
[MMS] /M [MMS] /M
65
C
60
X
Z
1S
< 501
451
1E-5 1E-4
[MMS] /M

Figura 4. Determinacion de la CMC de MMS utilizando metodologias fisica y
fotofisicas. (A) Grafico de la razon I/111 en funcidn de la concentracion de MMS a 15°C,
CMC=3,83x10° M. (B) Gréafico de GP en funcion de la concentracion de MMS a 35°C,
CMC=1,97x10° M. (C) Grafico de tension superficial versus el logaritmo de la
concentracion de MMS a 45°C, CMC=3,37x10° M.
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3.3 Numeros de agregacion

3.3.1 Determinacion por desactivacion de fluorescencia en estado
estacionario (SSFQ)

Este método se basa en la iluminacion continua del sistema y el posterior registro de la
intensidad de emision de una prueba fluorescente totalmente incorporada a las micelas,
mediante un espectrofluorimetro. Las medidas se realizan en ausencia y en presencia de
concentraciones crecientes de un desactivador o apagador hidrofébico. La utilizacion de
esta metodologia requiere satisfacer ciertas condiciones que restringen los numeros de
agregacion que pueden ser evaluados con ella. Entre estas condiciones se pueden
mencionar: (i) la razon cinética kq / ko (donde kq es la constante de velocidad de
desactivacion intramicelar y ko es la constante de velocidad de decaimiento de la sonda)
debe ser suficientemente grande de modo que cualquier micela que contenga una
molécula de sonda fluorescente y una 0 mas moléculas de desactivador no emita luz, (ii)
la desactivacion debe ser de naturaleza estrictamente dinamica y (iii) no debe existir
migracion intermicelar de moléculas de sonda o desactivador durante la escala de tiempo
del experimento.'?> Cumpliéndose estas condiciones y, suponiendo que la distribucion de

moléculas de sonda y desactivador obedece la estadistica de Poisson, se encuentra que:

lo
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donde lo/lg corresponde a la razon de intensidades de emision en ausencia (lo) y en
presencia de apagador (lg), [Q] es la concentracion de desactivador y [Micela] es la

concentracion micelar.

Graficando el logaritmo natural de la razon de intensidades lo/lg evaluadas a
concentracion constante de surfactante, versus la concentracion de desactivador [Q], es

posible obtener el nimero de agregacion promedio nag, segun:

__c-cMe
“ " [Micela] 3)

donde C es la concentracion total de surfactante y CMC la concentracion micelar critica.

Para estas experiencias se utiliz Pireno como sonda fluorescente en concentracion igual
a 0,1 pM. Los desactivadores seleccionados fueron: benzofenona, cloruro de
hexadecilpiridinio, cloruro de dodecilpiridinio y dibutilanilina. Las concentraciones
crecientes de desactivador se obtuvieron por adicion directa de solucion concentrada del
compuesto. La razén entre las concentraciones de desactivador y micela se mantuvo
entre 0 y 2. El Pireno se excit6 con luz de longitud de onda igual a 337 nm y su emision
se observo a 373 nm.

3.3.2 Determinacion por desactivacion de fluorescencia resuelta en el
tiempo (TRFQ)

18



Este método se basa en la excitacion de la sonda incorporada a las micelas con un pulso
de luz muy corto. La intensidad de emision es registrada en funcién del tiempo. En
ausencia de desactivador, la prueba excitada decae en forma monoexponencial con una

constante de velocidad ko:

Ko =— @

donde o corresponde al tiempo de vida de la sonda en el entorno micelar. La presencia
de un desactivador afecta las curvas de decaimiento de modo que éstas dejan de ser

monoexponenciales y se ajustan a la ecuacion:

—%—R[l—e(’k‘?t) }}

| = |oe{ ’ (5)

donde I(t) e 1(0) son las intensidades de fluorescencia a los tiempos t=t y t=0 medidas

luego del pulso de luz, y R corresponde a la relacion:

Q]

~ [Micela] 6)
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El valor del nimero de agregacion puede obtenerse a través de la expresion:

© R (C —CMC)
ag [Q] (1)

donde C es la concentracion total de surfactante, CMC corresponde a la concentracion
micelar critica y [Q] a la concentracion de desactivador. Cuando se usa Pireno como
sonda, una de las restricciones de este método es que la razon molar entre las
concentraciones de sonda y micelas debe ser menor que 0,05 para prevenir la formacion
de excimero. Ademas, el valor de R debe mantenerse cercano a 1, pues la presencia de

concentraciones mayores de desactivador puede afectar la estructura micelar.

A tiempos largos, t[ % , la ecuacidn (5) se reduce a la expresion:
Q

1(0) . 7o (9)

Como consecuencia, a tiempos largos en una representacion semilogaritmica las curvas

de decaimiento exhiben un comportamiento lineal con pendiente —1/to e intercepto R.
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La sonda y desactivantes empleados fueron los mismos que para las experiencias en

estado estacionario.

3.4 Efecto de la adicion de alcoholes sobre algunas

propiedades de los sistemas micelares

3.4.1 Concentracion micelar critica

El procedimiento para evaluar la CMC en presencia de alcohol es el mismo que se
utilizé para su determinacion en agua pura. Se registrd la variacion de la razén I/111 de
Pireno 0,1 uM en agua con diferentes concentraciones de n-hexanol, en funcion de la
concentracion de monoéster. Los experimentos se realizaron utilizando tres
concentraciones de alcohol: 13,10 mM, 26,16 mM y 39,18 mM. Las concentraciones
crecientes de surfactante se obtuvieron adicionando alicuotas de solucion concentrada de
detergente directamente a la cubeta, siendo despreciables los cambios en la
concentracion de alcohol. La temperatura de los experimentos se mantuvo constante en

25+1°C mediante un bafio termostatizado.

3.4.2 Microviscosidad y micropolaridad
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Para determinar los cambios que sufren los microagregados con la presencia de alcohol,
se evalud la razon I/111 del Pireno y la polarizacién generalizada (GP) del Laurdan en
presencia de concentraciones crecientes de los mismos. Como se menciono previamente,
estos valores dan cuenta de la polaridad y fluidez del entorno de la sonda,
respectivamente. Ambas propiedades se evaluaron utilizando razones alcohol/surfactante
micelizado entre 0 y 60 para n-hexanol y entre 0 y 150 para n-propanol e isopropanol.

Todos los experimentos se realizaron a 25+1°C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacién de la concentracion micelar critica

De acuerdo a la metodologia detallada en la seccion previa, la variacion de la razon /111
del Pireno y la dependencia de la tension superficial con la concentracion de surfactante
permiten la determinacion grafica de la CMC. En la Tabla 2 se resumen los valores de
CMC determinados mediante medidas de fluorescencia para los cuatro compuestos y por
medidas de tension superficial para tres de ellos. En ambos casos las determinaciones se

realizaron a varias temperaturas.

La caracterizacion de MES a través del método fisico no fue posible ya que los valores
de tension superficial medidos a cada concentracion de surfactante resultaron

irreproducibles, impidiendo la determinacion de la CMC.

Adicionalmente, se determind la CMC de los cuatro monoésteres utilizando la
polarizacion generalizada del Laurdan, en funcién de la temperatura. Los resultados
obtenidos en estas condiciones presentaron una tendencia en apariencia anomala; para
MLS la dependencia de la CMC con la temperatura resulto ser directa, para MPS es
inversa, mientras que para MMS y MES resultd ser practicamente independiente. De
acuerdo con las observaciones mencionadas, los resultados obtenidos con esta
metodologia no fueron empleados para determinar los cambios en las funciones

termodinamicas asociadas al proceso de micelizacion.
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Tabla 2. Concentracidon micelar critica de los monoésteres estudiados. Valores
obtenidos mediante la razén I/lll del Pireno (CMCpy) y medidas de tension
superficial (CMC y) a diferentes temperaturas.

T /oC CMC py/ 10°M CMC y/ 10M

Surfactante
5 28,21 29,84
MLS 15 32,00 28,97
25 34,27 27,26
35 37,47 25,56
45 - 24,60
5 3,28 2,20
MMS 15 3,83 2,44
25 4,84 2,83
35 5,34 3,02
45 - 3,37
5 0,99 0,61
MPS 15 1,17 1,20
25 1,50 1,95
35 1,81 2,40
45 - 2,75
5 0,78 -
MES 15 1,04 -
25 1,22 -
35 1,65 -
45 - -
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Los valores obtenidos mediante medidas de tension superficial resultaron muy similares
a los reportados en la literatura®® para 6-O-laurilsacarosa y 6-O-palmitilsacarosa
sintetizados enzimaticamente: 25 y 2,8x10° M, respectivamente (valores obtenidos

mediante el mismo método a 25 °C).

Los resultados obtenidos por fluorescencia con Pireno como sonda y a partir de medidas
de tension superficial, indican que el valor de la CMC es inversamente proporcional al
largo de cadena del surfactante; un mayor nimero de unidades metilénicas en la cadena
hidrocarbonada implica una menor solubilidad en solventes de caracter polar,
traduciéndose en la formacion de microagregados a una menor concentracion. Al
estudiar la dependencia de la CMC con el largo de la cadena hidrocarbonada, se observa
que la relacion no es lineal, véase Figura 5. Si bien la CMC para el MES no pudo ser
determinada mediante el tensiometro de Du Noly, se aprecia que los resultados
obtenidos con ambos métodos presentan la misma tendencia. Por otra parte, los datos
experimentales no se ajustan a la ecuacion empirica de Klevens %2, que predice una
dependencia lineal del logaritmo de la CMC con el nimero de unidades metilénicas de
la cadena hidrocarbonada, para surfactantes polioxietilénicos. Este comportamiento no
lineal puede observarse también al analizar datos de CMC informados en la literatura
para distintos ésteres de hidratos de carbono (obtenidos mediante tension superficial). Si
visualizamos el proceso de micelizacién como un balance entre el efecto de la cabeza
hidrofilica y el de la cadena apolar, estos resultados indicarian que la variacion de
energia libre esta determinada principalmente por la alta hidratacién de la sacarosa y su

efecto en el proceso de asociacion.
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Figura 5. Graficos de CMC obtenida mediante fluorescencia (A) y tension superficial

(B) en funcion del nimero de atomos de carbono de la cadena hidrofébica. (e) 5, (e) 15,
(e) 25, (o) 35y (@) 45°C.

4.2 Evaluacion de las propiedades termodinamicas del proceso

de micelizacion

Como se mostrara en la seccion 4.5, los surfactantes estudiados forman micelas con
nameros de agregacion menores que 100, hecho que permite utilizar el modelo de accion
de masas para determinar los parametros termodinamicos asociados al sistema.?® Para
detergentes idnicos, graficando el logaritmo natural de la CMC en funcion de la
temperatura (Fig. 6), es posible evaluar los pardmetros termodindmicos del proceso de
micelizacion haciendo uso de las ecuaciones (10) y (11):
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(10)

AH,, = —RT? (1+ mj[—a In CMC)
n oT p

m
AGy, =RT (1+—J InCMC (1)

n

donde AHwm corresponde al cambio de entalpia y AGwm a la variacion de energia libre de
Gibbs del proceso de micelizacion. Las variables n y m corresponden al numero de
agregacion y al nimero de contraiones respectivamente, mientras que R es la constante
de los gases y T la temperatura del proceso en grados Kelvin. La ausencia de contraiones
en el caso de micelas no idnicas, hace m igual a 0, por lo que ambas expresiones se

reducen a:

(12)

AH __RTz(alncwlcj
M o o

AGy, =RTInCMC (13)

Una vez determinados AGm y AHwm, es posible calcular la variacion de entropia del

sistema segun la relacion:
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Los pardmetros termodinamicos calculados para los cuatro monoésteres a las diferentes

temperaturas, se muestran en la Tabla 3.
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Figura 6. Gréaficos del logaritmo natural de la CMC en funcion de la temperatura
utilizando medidas de fluorescencia para: (A) Palmitilsacarosa y medidas de tension
superficial para: (B) Laurilsacarosa y (C) Miristilsacarosa.
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Tabla 3. Pardmetros termodinamicos obtenidos para los cuatro monoésteres en estudio
utilizando Pireno como sonda fluorescente (F) y medidas de tension superficial (TS), a
las temperaturas de trabajo.

AHwmic /kJ molt AGwic /kd molt TASwmic /kJ molt
Surfactante T /eC

F TS F TS F TS

5 -5,92 +3,29 -18,90 -18,77 +12,98 +22,06
15 -6,35 +3,53 -19,28 -19,52 +1293 +23,05

MLS
25 -6,80 +3,78 -19,78 -20,34 +12,98 +24,11
35 -7,26 +4,03 -20,21 -21,19 +12,95 +25,23
45 - +4,30 - -21,98 - +26,28
5 -1091  -6,86 -23,88 -24,80 +12,97 +17,94
15 -11,71  -7,36  -24,36 -25,44 +12,65 +18,08
MMS 25 -1253 -788 -2463 -2596 +12,10 +18,08
35 -1339 -842 -2520 -26,66 +11,81 +18,24
45 - -8,97 - -27,24 - +18,27
5 -13,30 -11,06* -26,65 -27,76 +13,35 +16,70
15 -14,28 -11,87* -27,20 -27,14 +12,92 +15,27
MPS 25 -15,28 -12,70* -27,53 -26,88 +12,24  +14,18
35 -16,33 -13,57* -27,98 -27,25 +11,65 +13,68
45 - -14,47* - -27,78 - +13,31
5 -15,40 n.d. -27,19 n.d. +11,78 n.d.
MES 15 -16,53 n.d. -27,49 n.d. +10,96 n.d.
25 -17,70 n.d. -28,04 n.d. +10,34 n.d.
35 -18,91 n.d. -28,21 n.d. +9,30 n.d.
45 - n.d. - n.d - n.d
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n.d.= no detectado

* = valores calculados considerando los datos de CMC obtenidos entre 25-45°C

Diversos estudios reportan que, para un gran numero de surfactantes ionicos y no
ionicos, la curva de CMC versus temperatura presenta un minimo®®. La disminucion
inicial de la CMC es consecuencia directa de la disminucién en la hidratacion del grupo
hidrofilico, efecto que predomina por sobre el de la cadena hidrocarbonada en cierto
rango de temperaturas. Este fenomeno es provocado por la menor posibilidad de
formacion de enlaces de hidrogeno entre el grupo polar y las moléculas de agua que lo
rodean, al aumentar la temperatura. Debido a esto, la estabilidad de los mondémeros en
solucion disminuye, favoreciéndose la formacidn de micelas a menores concentraciones.
En contraste, el aumento de la temperatura causa ademas la ruptura de la estructura
ordenada del agua alrededor de la cadena hidrocarbonada, disminuyendo el aumento en
la entropia del sistema al comenzar la micelizacién. Consecuentemente, a mayores
temperaturas, la micelizacién se vera desfavorecida. Asi, a medida que aumenta la
temperatura, el efecto de los grupos hidrofébicos comienza a ejercer mayor influencia y
finalmente predomina al alcanzar la temperatura de cambio de pendiente. Un posterior
incremento en la temperatura provoca un aumento en la CMC. La existencia de una
temperatura a la cual la dependencia se invierte es resultado de un balance entre estos
dos fendmenos opuestos. Estudios realizados sobre surfactantes polioxietilénicos,
muestran que existe una dependencia inversa entre la temperatura a la cual se alcanza el
valor minimo de la CMC y el largo de la cadena hidrofobica. Cadenas de 10, 12 y 14
unidades metilénicas presentan temperaturas de cambio de pendiente de 61, 52 y 46°C

respectivamente.’®

Al emplear metodologias fluorescentes, con Pireno como sonda, todos los monoésteres

presentan dependencia directa de la CMC con la temperatura, lo que no implica la
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ausencia de un minimo o cambio de signo de la pendiente fuera del rango estudiado. Sin
embargo, las determinaciones realizadas a través de medidas de tension superficial
muestran que, la CMC de los monoésteres con largo de cadena de 13 y 15 atomos de
carbono, depende de forma directa con la temperatura, mientras que el surfactante de 12
atomos de carbono exhibe una tendencia inversa (Fig. 6). Este comportamiento puede
atribuirse a que el rango de temperatura de trabajo es inferior a la temperatura de cambio
de pendiente para este compuesto, posiblemente debido a que el efecto de la cadena
hidrofobica no es lo suficientemente importante para que prevalezca sobre el de la
sacarosa a las temperaturas estudiadas. Aunque ambos métodos son Utiles para
determinar la CMC, los fendmenos frente a los cuales son sensibles son diferentes.
Mediante las medidas de tensidon superficial es posible detectar la saturacion de la
interfase, fendbmeno que da lugar al comienzo de la formacion de microagregados,
mientras que los experimentos realizados con medidas de fluorescencia son sensibles a
los cambios que presenta el Pireno en su emision, cuando se encuentra asociado a los
microagregados. De acuerdo con lo anterior, las medidas de tensién superficial podrian
detectar antes el comienzo de la formacién de micelas, ya que al comienzo del proceso,
la emision del Pireno podria provenir mayoritariamente del medio acuoso como
consecuencia del reducido nimero de agregados formados. Por otra parte, la posible
presencia de pequefas fracciones de di o poliésteres podria traducirse en una mayor
tendencia a ocupar la interfase, lo que traeria consigo valores de CMC menores. En el
caso del Pireno, una posible formacion de pre-agregados, como pequefios trozos de
bicapas o incluso la presencia de una bicapa en la interfase, podrian dar lugar a la

asociacion temprana de la sonda a ambientes apolares.

Si bien la dependencia de la CMC con la temperatura es ampliamente utilizada para
estimar del cambio de entalpia en procesos de micelizacion, se han reportado algunas
dificultades en su uso. EI nimero de agregacion podria variar con la temperatura, lo que

se traduciria en valores de entalpia que contienen un término originado a partir de
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cambios del tamafio micelar. Ademas, el proceso de micelizacion va acompafiado de
cambios importantes en la capacidad calorifica, lo que significa una importante
dependencia de la entalpia con la temperatura. Como consecuencia, no se observaria
linealidad en graficos del logaritmo de la CMC en funcion del inverso de la temperatura.
Este tipo de anélisis normalmente muestra dependencias lineales, cuyo origen podria
deberse a la imprecision en la medida de los valores de CMC o a que el rango de

temperaturas cubierto no es lo suficientemente amplio.?*

A temperatura ambiente, las fuerzas responsables de la micelizacion son principalmente
interacciones de tipo hidrofdbico. Al comenzar la micelizacion, éstas provocan un
aumento importante en la entropia del sistema producto de la liberacion de moléculas de
agua contenidas en la esfera de solvatacion de las cadenas hidrofébicas del surfactante,
lo que se traduce en valores de ASmic positivos.?® Este aumento en la entropia del
sistema contribuye de manera importante al cambio de energia libre, prevaleciendo
incluso sobre los términos entalpicos desfavorables observados en algunos sistemas.?
Los valores de AGmic calculados para los sistemas estudiados en este trabajo, son
similares a los descritos en la literatura para ésteres de sacarosa comerciales. Para el
derivado del &cido palmitico (mezcla de 70% de monoéster y 30% de diéster) se he
reportado un AGwmic -38.2 kJ mol ™.’

Existe evidencia de que la mayor contribucidn al aumento de la entropia al comenzar el
proceso de micelizacién corresponde a la transferencia de cadenas hidrocarbonadas
desde el medio acuoso hacia el interior micelar.?* Durante el proceso, el grupo polar sélo
sufriria cambios menores y practicamente independientes de la temperatura en su
solvatacion. No obstante, existen antecedentes?® que muestran que para la sacarosa, el

alto grado de hidratacion del grupo polar provocado por el numero de grupos hidroxilo
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presentes, trae como resultado un cambio menos favorable en la entalpia asociada al

proceso que el reportado para surfactantes derivados de monosacaridos.

En cuanto al efecto del segmento hidrofébico de los compuestos estudiados, los
resultados muestran que a medida que aumenta el largo de la cadena, el cambio de
entropia del sistema disminuye, sin embargo el AHwmic también decrece y lo hace en
mayor medida que el término entropico. Por ello, para los surfactantes con cadena de 15
y 17 atomos de carbono, el término predominante es el entalpico a diferencia de lo
observado en los compuestos de cadena méas corta. El balance de ambos términos trae
como resultado una disminuciéon en el AGwmic y por lo tanto un aumento en la
espontaneidad del proceso de micelizacibn a medida que la hidrofobicidad del
surfactante aumenta. Un comportamiento similar ha sido reportado para haluros de 1-
metil-4-alquilpiridinio, surfactantes idnicos cuyo proceso de micelizacion ha resultado
ser mas exotérmico a medida que aumenta el largo de cadena.?® Se ha observado
también, que en soluciones de alcoholes alifaticos con largo de cadena de cuatro
carbonos o0 mas, donde la influencia del grupo hidroxilo es reducida, mas de dos tercios
de la energia libre de disolucién corresponden a factores entélpicos, a diferencia del
predominio del término entrépico observado en soluciones de alcoholes de cadena corta.
Esta tendencia ha sido descrita también para series de 6xidos de dimetil-n-alquilamino
con largo de cadena entre 8 y 12 atomos de carbono los cuales presentan valores de
ASwmic préacticamente constantes.®® La disminucion en los valores de AGwmic con el
aumento del largo de cadena hidrofobica estd estrechamente ligada con la disminucion
en el cambio de entalpia del proceso. Los antecedentes recopilados y el comportamiento
observado indican que, termodinamicamente, el cambio de entropia es lo que impulsaria
el proceso de micelizacion en sistemas de compuestos con largo de cadena pequefio,
mientras que el término entalpico es el que predominaria en sistemas de surfactantes de

mayor largo de cadena.
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Los valores de AHwmic calculados a partir de los experimentos realizados con Pireno
resultaron de signo negativo para los cuatro monoésteres estudiados en todo el rango de
temperaturas, mientras que utilizando medidas de tension superficial este parametro
resultd positivo para el MLS a todas las temperaturas de trabajo. Dado que los valores de
CMC determinados por tension superficial coinciden con los reportados en la
literatura,* es complejo dar cuenta de la diferencia de signo para la entalpia de
micelizacion determinada mediante ambos métodos. A pesar de las diferencias
mencionadas, la dependencia de este parametro con la temperatura es semejante para los
dos métodos. Un aumento en la temperatura provoca una disminucion en ambos
parametros, AHmic y ASwmic, sin embargo la disminucion en el término entalpico es mas
marcada que la correspondiente al término entrdpico, lo que se traduce en valores de
AGwmic levemente menores a medida que la temperatura se incrementa. Se ha observado
ademas, que la formacion de micelas a temperaturas altas se debe principalmente a
factores entélpicos altamente favorables, mientras que a temperatura ambiente es el
aumento de entropia la principal contribucion al valor negativo del AGmic.? El rango de
temperaturas estudiado en esta tesis no es suficiente para llegar a apreciar un posible

predominio del término entalpico.

4.3 Polaridad y microviscosidad de las micelas

Como es bien sabido, la razon entre las intensidades de las bandas | y Il del Pireno es
sensible a la polaridad su entorno. Esta dependencia permitié el desarrollo de la escala

Py de polaridades,?® ya descrita en la seccion 3.2.
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Por otra parte, como se indico previamente, el pardmetro GP del Laurdan da cuenta de la
microviscosidad y fluidez de su entorno. Como consecuencia de su estructura, la
molécula de Laurdan se ancla preferentemente en zonas hidrofébicas o cercanas a la

interfase de los microagregados.'’

Se evalud la razon /11l y el pardmetro GP en la CMC vy en la zona del plateau. Los

valores obtenidos se resumen en la Tabla 4.

Los valores determinados para la razén I/111 no muestran una dependencia clara con la
temperatura ni con el largo de cadena, sugiriendo que el Pireno sensa ambientes
parecidos en todos los casos. Este comportamiento puede deberse a que los
microagregados formados proporcionan microambientes similares o porque existe una
migracion de la sonda hacia ambientes con caracteristicas semejantes. Utilizando la
escala Py como referencia, se advierte que el entorno sensado por el Pireno seria similar
a aquel percibido por la prueba en n-octanol puro. En todos los casos se observa una leve

disminucidn de la razon I/111 con el aumento en la concentracion de micelas.
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Tabla 4. Razon I/l del Pireno y GP del Laurdan para los cuatro monoésteres

estudiados a las temperaturas de trabajo. Valores registrados a la CMC y en el plateau.

I/ GP
/o
Surfactante CMC Plateau CMC Plateau
5 0,96 0,95 -0,040 -0,076
MLS 15 1,10 0,92 -0,181 -0,205
25 1,07 0,92 -0,325 -0,341
35 1,07 0,89 -0,419 -0,427
5 1,07 1,04 -0,041 -0,069
MMS 15 1,05 0,93 -0,158 -0,147
25 1,00 0,98 -0,326 -0,343
35 1,06 0,91 -0,368 -0,400
5 1,07 1,07 0,182 n.d.
MPS 15 1,06 1,02 0,058 -0,035
25 1,08 0,93 -0,371 -0,367
35 1,09 0,91 -0,432 -0,404
5 1,07 0,73 n.d. n.d.
MES 15 1,21 0,91 n.d. n.d.
25 1,18 0,90 -0,216 -0,215
35 1,14 0,95 -0,435 -0,375
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n.d. = no detectado

El Laurdan resulto ser una sonda inadecuada para la determinacion de los parametros
termodinamicos de los microagregados, sin embargo es Gtil para dar cuenta de las
caracteristicas de su entorno. Las experiencias realizadas sobre los compuestos de
cadena més corta, MLS y MMS, dieron como resultado curvas con un quiebre claro a
todas las temperaturas, sin embargo, MPS y MES no pudieron ser caracterizados a bajas
temperaturas debido a la imposibilidad de determinar la CMC: no existe quiebre ni zona
de plateau. Valores altos de GP implican una baja accesibilidad del agua al sitio de
solubilizacion de la sonda y por lo tanto una menor fluidez del entorno. Los valores de
GP evaluados en la CMC vy el plateau, no presentan una variacion significativa para un
mismo surfactante, indicando que las caracteristicas del ambiente sensado por la prueba
son independientes de la concentracion de micelas presentes en el sistema. A mayor
largo de cadena hidrofdbica, se observa un leve aumento en los valores de GP del
plateau, indicando una posible diferencia en la distribucion de las moléculas de sacarosa
de acuerdo con el radio de la micela. La accesibilidad del agua estaria principalmente
limitada por la presencia de las cabezas voluminosas con gran nimero de grupos
hidroxilo. La diferencia en el largo de cadena de los microagregados no es suficiente
para modificar de manera significativa esta accesibilidad. Se observa ademas que al
aumentar la temperatura, el valor limite de GP decrece de forma sistematica, indicando
una mayor posibilidad de acceso del agua producido probablemente por la mayor

agitacion térmica de las moléculas de surfactante.
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4.4 Actividad superficial de los monoeésteres

Las medidas de tension superficial permiten calcular una serie de parametros propios de
cada compuesto. Graficando la tension superficial del sistema en funcion del logaritmo
natural de la concentracion de detergente, y suponiendo que la adsorcién de moléculas
de surfactante en la interfase es descrita por la isoterma de adsorcion de Gibbs, es
posible calcular el exceso superficial, I', y el area ocupada por molécula, A, segun las

siguientes expresiones:

"= {ar i)
RT J\LoInC 1, (15)

1
AN ()

donde R es la constante universal de los gases, T la temperatura absoluta y Na el nimero
de Avogadro. Los perfiles de las curvas obtenidas para MMS se muestran en la Figura
7.
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Figura 7. Curvas de tension superficial en funcion de la concentracion para los MMS a
(®)25°C y (@) 45°C.

El exceso superficial se determind en la zona inmediatamente anterior a la CMC, donde
la dependencia entre la tension superficial y el logaritmo de la concentracion es lineal.
Los valores de exceso superficial calculados a 15, 25 y 45°C muestran que este
parametro depende de forma inversa con el largo de cadena hidrocarbonada y es
independiente de la temperatura. Las curvas de tensidn superficial en funcién de la

concentracion muestran comportamientos distintos para cada compuesto.

La ecuacion (16) predice una dependencia inversa del area ocupada por molécula en la
superficie, A, con el exceso superficial, por lo tanto los valores de area calculados para
todos los compuestos resultaron directamente proporcionales al largo de la cadena
hidrofobica. Utilizando los valores calculados a 15, 25 y 45°C, se observa que para los
tres surfactantes estudiados el area presenta poca dependencia con la temperatura, sin

embargo si se considera el valor obtenido a 5°C, a bajas temperaturas si habria
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dependencia para el MPS. Los valores evaluados para este parametro se muestran en la
Tabla 5. De acuerdo con lo mencionado, el valor de A depende no s6lo de las
dimensiones moleculares del grupo hidrofilico del surfactante incluyendo una posible
esfera de solvatacion, sino tambiéen de la estereoquimica y el empaquetamiento de la

estructura completa.!

Adicionalmente, a partir de las curvas de tension superficial, Fig. 7, es posible
determinar la tension superficial limite (yLim) para cada monoéster. Este parametro
constituye una medida de la capacidad de un compuesto para disminuir la tension
superficial del sistema al cual es agregado y por lo tanto de su capacidad como
surfactante. Los resultados obtenidos muestran una disminucion de la yLim con el
aumento de la temperatura para los tres monoésteres estudiados, Fig. 8. Este
comportamiento es analogo a la dependencia de la tension superficial con la temperatura
para liquidos puros, sin embargo, los resultados observados en las soluciones micelares
muestran una leve desviacion del comportamiento lineal observado en soluciones
homogéneas. Estas desviaciones de la linealidad pueden estar relacionadas con las
interacciones tipo puente de hidrogeno que tienen lugar entre las moléculas de
surfactante y las de agua, que ademas de estar presentes en un alto grado, son sensibles a
la temperatura. Este tipo de interacciones son las responsables de la solubilidad de los
monoésteres en agua.®?> La pendiente observada resulta mucho mas marcada en el caso
del MLS, disminuyendo la tension superficial del agua en alrededor de 5 mN m™ més

que los otros surfactantes a 45°C. Los experimentos realizados revelan que, a

temperaturas menores que la ambiente, la yLim depende levemente del largo de la cadena

hidrocarbonada. A mayores temperaturas, la diferencia entre las yLim alcanzadas por
MMS y MPS continta siendo leve, mientras que para el MLS esta diferencia se hace
cada vez mayor. Los valores de YyLim determinados para los cuatro monoeésteres,

levemente superiores a los reportados en la literatura,®* muestran que estos presentan
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caracteristicas adecuadas como tensoactivos. Los valores de CMC medidos, la tension
superficial limite (yLim) y los parametros I" y A calculados para los surfactantes a cada

temperatura, se resumen en la Tabla 5.

40 T T T T T
270 280 290 300 310 320

Temperatura /°K

Figura 8. Dependencia de la tension superficial limite yLim con la temperatura para tres
de los surfactantes estudiados. () MLS, (e) MMS, (e) MPS.
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Tabla 5. Valores de exceso superficial (I'), area ocupada por molécula (A) y tension
superficial limite (yLim) obtenidos a partir de medidas de tension superficial para tres de
los surfactantes estudiados.

Surfactante T /°C I'/ 10%molcm2 A /A2 molec? Yiim /MmN m

5 2,94 56,5 49,13
MLS 15 3,03 54,8 46,79
25 3,64 45,6 43,14
45 3,54 46,9 41,13
5 3,06 54,3 49,58
MMS 15 2,73 60,8 49,10
25 2,51 66,2 48,68
45 2,72 61,0 46,29
5 5,62 29,5 49,87
MPS 15 1,39 119,4 47,87
25 1,57 105,8 47,06
45 1,24 133,9 45,50

Los valores calculados de area por molécula son muy similares a los reportados en la
literatura para 6-O-laurilsacarosa y 6-O-palmitilsacarosa obtenidos mediante
metodologias de transesterificacién enzimatica: 44 y 91 A2 respectivamente (25°C).%!
Ademas, valores reportados para mezclas de mono y di-ésteres de sacarosa a 32°C, son
también del orden de los obtenidos en este trabajo (para las mezclas de miristil sacarosa,

el valor es de 57 A? por molécula y de 53 para mezclas de palmitil sacarosa).>!
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El valor evaluado para el area ocupada por molécula, A, permite realizar una estimacion
tedrica de la geometria de los microagregados formados, aplicando el Parametro de
Empaquetamiento Critico, Cpp, definido por Séderberg:*

2 a

donde v corresponde al volumen de la cadena hidrocarbonada, ao al area del grupo polar

y lc al largo promedio de la cadena hidrofdbica.

Para el caso de cadenas hidrocarbonadas saturadas se han desarrollado las siguientes
relaciones:®

v =27.4+26.9n (en A3) (18)

l; <lpax =1.5+1.2650  (en 4) (19)

donde n es el nimero de 4tomos de la cadena. Dado que las ecuaciones (18) y (19) estan

definidas para hidrocarburos saturados, el largo efectivo de cadena de los acidos grasos
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podria calcularse de manera aproximada usando n = nc.1, donde nc es el nimero de
atomos de carbono del &cido graso. Segun su magnitud, el Cpp predice formas esféricas,

cilindricas, bicapas y estructuras inversas.

Si suponemos a, = A, es posible predecir el tipo de microagregado formado para cada
surfactante a las temperaturas de trabajo (Tabla 6). La forma de los microagregados
predicha por este método es s6lo una estimacién basada en consideraciones geométricas
simples, y no proporciona informacion acerca de la polidispersidad de los

microagregados presentes en el sistema.
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Tabla 6. Parametro de empaquetamiento critico y posible geometria de los

microagregados en estudio.

Cpp Geometria
<0,33
0,33-0,50
0,50-1
>1 Estructuras inversas

Surfactante T /oC Cpp
5 0,37
15 0,38

MLS
25 0,45
45 0,44
5 0,38
15 0,34

MMS
25 0,32
45 0,34
5 0,70
15 0,18

MPS
25 0,20
45 0,16
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De acuerdo con los valores obtenidos para este parametro, se observa que los
monoésteres de cadena corta formarian micelas de geometria cilindrica, mientras que los

microagregados formados por MPS tendrian forma esférica.

4.5 Numeros de agregacion

El nimero de agregacion es un parametro muy importante en la caracterizacion de
sistemas micelares y, como se mencioné anteriormente, ha sido obtenido mediante
numerosos métodos.'? Entre las diferentes técnicas empleadas para su obtencion, las més
frecuentemente utilizadas son aquellas basadas en la fluorescencia, debido a que la
propiedad medida es independiente de factores como la forma de los microagregados y
las interacciones intermicelares, ademas de la amplia disponibilidad de los instrumentos
requeridos. Debido a que este método no se basa en propiedades difusionales, una de las
mayores ventajas de esta técnica radica en que el nimero de agregacion puede ser
determinado incluso cuando los microagregados interactlan con interfases o polimeros
en solucion. Por otra parte, como en todos los métodos invasivos, el efecto provocado
por la presencia de la prueba y/o el desactivador sobre el sistema debe ser mantenido lo

mas bajo posible.3

La determinacion del nimero de agregacion por métodos fotofisicos se basa en la
desactivacion de la fluorescencia de una sonda totalmente incorporada a la micela con
un desactivador hidrofébico. ElI nimero discreto de microagregados influye en la
distribucion de las moléculas de apagador entre las micelas, de esta forma, variando la
concentracion de surfactante es posible promover o inhibir totalmente las reacciones
bimoleculares de la sonda excitada (en el caso del Pireno, impidiendo o favoreciendo la

formacion de excimero). Los métodos fluorescentes pueden ser clasificados en dos tipos
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de acuerdo al modo de excitacion y deteccién de la emision: desactivacion de
fluorescencia en estado estacionario (SSFQ) y desactivacién de fluorescencia resuelta en
el tiempo (TRFQ), Fig. 9. Ambas técnicas fueron descritas en las secciones 3.3.1y 3.3.2

respectivamente.

Las medidas en estado estacionario son mucho mas féciles de realizar y analizar que las
resueltas en el tiempo, sin embargo existen ciertas restricciones en su uso que reducen el
rango de ndmeros de agregacion que es posible estudiar. Una de las principales
limitantes para el uso de SSFQ es que la constante de velocidad de desactivacion ko
debe ser mucho mayor que la constante de decaimiento de la sonda en ausencia de
desactivador, ko. Los datos experimentales’? muestran que cuando la razon ko/ko
decrece, los valores de nag obtenidos son cada vez menores, produciéndose un error por
defecto. Por otra parte, el método de SSFQ requiere que solo opere el mecanismo de
desactivacion dindmica y no exista desactivacion de tipo estatica. La desactivacion
estatica se produce cuando la sonda en su estado basal forma un complejo con el
desactivador que no emite. Cuando ambos mecanismos operan simultaneamente, es
posible que el error por defecto (observado cuando el valor de la razén ko/ko no es lo
suficientemente alto), sea compensado parcialmente o incluso superado, obteniéndose

Nag Mayores que los reales.

Los experimentos de TRFQ no presentan las limitaciones debidas a la magnitud relativa
de las constantes y el hecho de que exista desactivacion estatica en conjunto con la
dindmica sélo afecta los valores de la intensidad de emisién inicial de la prueba, no los
valores del nimero de agregacién ni de ko. La principal dificultad de este método se
presenta cuando el valor de la razon ko/ko es cercano a 1. En este caso, el
comportamiento limite lineal esperado para los decaimientos de la sonda se alcanza sélo

a tiempos muy largos, lo que requiere necesariamente el uso de un contador de fotones y
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tiempos de acumulacién prolongados. Si esta condicion no es satisfecha, es posible que
los ajustes de las curvas de decaimiento originen valores del tiempo de vida de la prueba
menores en presencia de desactivador que en ausencia de él, sugiriendo erroneamente
migracion de la sonda y/o desactivador en la escala de tiempo de la fluorescencia.
Debido a que los nag son determinados a partir de estos pardmetros de ajuste, los valores
obtenidos seran también erroneos. Las razones cinéticas ko/ko de los sistemas estudiados
varian entre 0,75 y 9 por lo que se espera que los nimeros de agregacion obtenidos

mediante TRFQ sean confiables.

A diferencia del método resuelto en el tiempo, los experimentos realizados en estado
estacionario requieren que ambos, sonda y desactivador, posean un tiempo de vida
menor que el tiempo de residencia en el microagregado. Empleando ndmeros de
ocupacion mucho menores que uno, sondas hidrofébicas como el Pireno exhiben un
decaimiento monoexponencial y un tiempo de vida mucho mayor que el observado en
agua, sugiriendo su total asociacion a los microagregados. Dado que la constante de
desactivacion kq depende del entorno donde se encuentra el desactivador y la prueba, la
migracion de ésta en la escala de tiempo del experimento puede hacer que incluso
cuando los gréficos de lo/lg versus concentracion de desactivador son lineales, los

numeros de agregacion obtenidos a partir de ellos resulten erroneos.

En este trabajo se determind el nimero de agregacion de sistemas micelares de diferente
concentracion de los cuatro monoésteres en estudio mediante SSFQ y TRFQ. Las
soluciones micelares de cada surfactante fueron preparadas con una concentracién por lo
menos 3 veces mayor que la CMC determinada para el compuesto a la temperatura de
trabajo. El comportamiento observado indica que el numero de agregacion es

independiente de la concentracion de surfactante, por lo que los valores informados
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corresponden a un promedio. Los resultados obtenidos utilizando Pireno como sonda

fluorescente y diferentes desactivadores, se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Numeros de agregacion de sistemas micelares de los cuatro monoésteres
estudiados. Valores obtenidos a partir de la desactivacion de fluorescencia del Pireno en
estado estacionario (nee) y resuelta en el tiempo (nrt) mediante diferentes sustratos. Se
incluyen ademas los valores de tiempo de vida del Pireno to y la constante de
desactivacion kg para cada compuesto.

Surfactante Desactivador nee hrtr  10/107s Ko /106 s1
BP 52,9 57 0,26
MLS HDPC 72,1 70,1 3.20 24,1
DDPC 52 75 0,40
DBA 50 26,0
BP 51 50 0,26
HDPC 62,1 67,1 3.30 45,4
MMS DDPC 55 70,7 0,60
DBA 55 a0 9,0
BP 41,7
HDPC 54,9 72,6 3,23 37,1
MPS DDPC
DBA 95 80 12,0
BP 14,3 46 0,23
HDPC 32,8
MES DDPC 45 3,26 0,26
DBA nd. n.d.

n.d. = no detectado

BP: benzofenona,

HDPC: cloruro

dodecilpiridinio y DBA: dibutilanilina.

de hexadecilpiridinio,

DDPC: cloruro de
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Como puede observarse, el tiempo de vida de la sonda no muestra diferencias para los
cuatro sistemas micelares estudiados. Los nee muestran diferencias significativas segin
el desactivante empleado; de acuerdo con las restricciones mencionadas (kq/ko > 1), los
desactivantes adecuados serian HDPC y DBA. La sal de piridinio arroj6 valores mayores
que los demés desactivantes, excepto en el caso del MPS, mostrando una disminucion
sostenida al aumentar el largo de cadena. Este resultado indicaria que probablemente son

las interacciones entre las cabezas de sacarosa las que regulan el tamario de la micela.

Los nrr son en general similares o levemente superiores a los nee correspondientes.
Estos valores muestran poca dependencia con el largo de cadena, a diferencia de lo
observado mediante técnicas estacionarias. Luego, a igual nUmero de mondmeros, un
mayor largo de cadena se traducira en mayores distancias entre las sacarosas ubicadas en
la superficie. Esta conclusion es consistente con los resultados obtenidos al incorporar

alcoholes al sistema, como se vera en la seccion 4.6.
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Figura 9. Determinacién de nimeros de agregacién mediante SSFQ y TRFQ. Gréficos de (A)
logaritmo de la razon lo/I de la primera banda del Pireno (0,1 puM) en funciéon de la
concentracion de desactivador. [MMS]=9,99 mM, desactivador: BP, neg=51 y (B) decaimiento
de la intensidad del Pireno (1 puM) en funcién del tiempo a concentraciones crecientes de
desactivador. [MES]=0,46 mM, desactivador: DDPC, nrt=45.
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Los valores de nimero de agregacion reportados en la literatura para surfactantes con
azucares como grupo hidrofilico son escasos. Medidas resueltas en el tiempo realizadas
a 25°C sobre compuestos cuyo grupo polar corresponde a un monosacarido, han arrojado
Nag de 92 y 76 para octilglucdsido y Hecameg, respectivamente.®® Asimismo, estudios
resueltos en el tiempo para el n-dodecil-B-D-maltésido, (cuya éarea ocupada por
molécula, entre 50 y 60 A2 es similar a la determinada en este trabajo para los
monoésteres de sacarosa), han dado como resultado un n,y de 82.%¢ Aunque un poco
menores, los valores de nag obtenidos en este trabajo son del orden de los reportados en

la literatura para surfactantes no ionicos de caracteristicas similares a los estudiados.

4.6 Efecto de la adicion de alcoholes sobre algunas

propiedades de los sistemas micelares

Se estudio el efecto de la presencia de concentraciones crecientes de n-hexanol, n-
propanol e isopropanol sobre el entorno de Pireno y Laurdan asociados a sistemas

micelares.

4.6.1 Concentracion micelar critica

Se evalué el efecto de la adicion de n-hexanol sobre la CMC utilizando tres
concentraciones de alcohol: 13,10 mM, 26,16 mM y 39,18 mM. Los experimentos
fueron realizados a 25°C, utilizando Pireno como sonda fluorescente en concentracion

igual a 0,1 uM. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de n-hexanol sobre la CMC
de los cuatro monoésteres estudiados a 25 °C.

CMC /10°M
Surfactante Sin [n-hexanol] [n-hexanol] [n-hexanol]
Alcohol 13,20 mM 26,16 mM 39,18 mM
MLS 34,27 28,41 25,14 22,30
MMS 4,84 4,30 4,36 4,44
MPS 1,50 2,29 2,31 2,39
MES 1,22 1,72 1,67 1,55

A partir de los resultados obtenidos se observa que el aumento de la concentracion de n-
hexanol en el sistema provoca una disminucion sistematica en la CMC del surfactante de
cadena mas corta, MLS. A diferencia de lo anterior, la CMC del MMS no varia de
manera significativa en el rango de concentraciones de alcohol estudiado, mientras que
los dos surfactantes de mayor largo de cadena, MPS y MES, presentan un pequefio

aumento en este parametro. La dependencia descrita puede observarse en la Fig. 10.
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Figura 10. Dependencia de la concentracion micelar critica con el agregado de n-
hexanol. () MLS, (e) MMS, (¢) MPS y (o) MES.

4.6.2 Microviscosidad

Se analiz6 la variacién del parametro adimensional GP con la concentracion de n-
propanol, isopropanol y n-hexanol en soluciones micelares de los cuatro monoésteres; la
concentracion méaxima de alcohol utilizada fue determinada por la opalescencia de las
soluciones estudiadas. Con el fin de comparar el efecto de los diferentes alcoholes sobre
los sistemas micelares, se estudié un rango de razén alcohol/detergente micelizado entre
0 y 60. En el caso de los alcoholes de cadena corta, fue posible estudiar el efecto de
mayores concentraciones, por lo que se alcanzaron razones de hasta 150

aproximadamente. La temperatura de trabajo fue de 25+1°C.
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Para todos los surfactantes, se observa que concentraciones crecientes de n-hexanol
provocan un aumento en el GP (menor fluidez) hasta Illegar un méximo, para luego
producir una disminucién en este parametro (fluidizacion). EI maximo observado en las
curvas se localiza a concentraciones menores de alcohol a medida que el largo de cadena
hidrofébica del surfactante aumenta (Fig. 11). EI aumento inicial de GP se debe a un
posible bloqueo de la entrada del agua al sitio de solubilizacién del Laurdan a medida
que aumenta la concentracion de alcohol. Posteriormente se produce una disminucion
dréstica del GP hasta alcanzar un plateau, donde el valor del pardmetro es similar para
todos los surfactantes e independiente de un aumento en la concentracion de alcohol.
Este comportamiento podria tener su origen en la desestabilizacion de las estructuras

micelares que facilitaria el acceso de agua a las cercanias de la sonda.
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Figura 11. Dependencia del pardmetro GP con la razon [n-hexanol]/[detergente
micelizado]. (o) MLS, (o) MMS.
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Un efecto distinto se observo con la adicion de n-propanol e isopropanol. A
concentraciones bajas de alcohol, las micelas de surfactantes de cadena més corta, MLS
y MMS, presentan una disminucion del GP para luego, a mayores concentraciones,
llegar a un plateau. A diferencia de lo anterior, MPS y MES presentan un leve aumento
inicial del GP para luego estabilizarse a razones alcohol/surfactante micelizado similares

a las observadas en los surfactantes de cadena corta.

El efecto de n-propanol sobre MLS y MMS es muy parecido, llegdndose a valores de GP
en el plateau similares para ambos monoésteres. La adicion de isopropanol, en cambio,
provoca una disminucion levemente mayor en el GP de las micelas de MMS. EI MPS
sufre variaciones mucho mas leves que los demas surfactantes, el aumento inicial de GP
provocado por la adicion de alcohol es pequefio y similar para ambos compuestos, los
valores de GP finales son aproximadamente iguales. En el caso del MES, el valor de GP
inicial es mayor que el observado para los demas surfactantes. La adicion de ambos
alcoholes provoca un incremento del GP, sin embargo el efecto de isopropanol es mas
marcado que el del alcohol lineal, Fig. 12. Este efecto se debe posiblemente que el
alcohol ramificado produce un mayor blogueo de la entrada de agua al sitio de anclaje
del Laurdan, disminuyendo la fluidez del entorno sensado por la prueba. El
comportamiento observado es consistente con los resultados obtenidos mediante
medidas de tension superficial, que predicen una mayor area ocupada por molécula a
medida que el largo de cadena aumenta, lo que indicaria una mayor posibilidad de
movimiento para las cabezas de sacarosa. Este hecho deberia traducirse en una mayor
facilidad de ubicacion del alcohol entre las cabezas de sacarosa, con el consiguiente

aumento de GP en el rango de concentraciones estudiado.
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Figura 12. Variacion del GP del Laurdan en micelas de (o) MLS, (o) MMS, (o) MPS y
(®) MES con (A) n-propanol y (B) isopropanol.

4.6.3 Micropolaridad

Como se describié en la seccion Metodologia, la razén entre las bandas | y Il del
espectro de emision del Pireno permiten estimar la polaridad sensada por la prueba.
Utilizando el mismo rango de razones alcohol/surfactante micelizado para los tres

alcoholes, se estudid la variacion de la razén I/111 para cada monoéster.

A partir de los gréaficos obtenidos, se observa una tendencia similar para los cuatro
monoésteres, demostrando que el efecto de los alcoholes no depende del largo de cadena
hidrocarbonada del surfactante. Comparando el efecto de la adicién de n-propanol e
isopropanol sobre las soluciones micelares, se observa una tendencia muy similar en
todos los monoésteres, a excepcion del MPS. Este compuesto muestra una disminucion
mas marcada con la adicion de n-propanol, sin embargo el MES presenta el mismo
comportamiento que los surfactantes de menor largo de cadena, lo que no permite

establecer que los resultados obtenidos para el MPS sean consecuencia del largo de
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cadena. Para todos los sistemas, la razon /111 en la zona de plateau es menor que 1,09,
valor reportado por Dong y Winnik para n-propanol e isopropanol puros, indicando que
aun existen estructuras en las que participan los ésteres de sacarosa. Al calcular la
disminucion en la razon I/111 producida por los dos alcoholes para cada monoéster, se
observa que el efecto provocado por n-propanol es mucho mayor que el producido por

isopropanol a las mismas razones alcohol/surfactante micelizado.

Por otra parte, al comparar el efecto de n-propanol e n-hexanol, se advierte que un
mayor largo de cadena del alcohol provoca una disminucion considerablemente mas
rapida de la polaridad del entorno sensado por el Pireno a medida que la razon
alcohol/surfactante micelizado aumenta, Fig. 13. EI comportamiento observado en el
rango de concentraciones de alcohol utilizado, indica que la ramificacion de alcoholes de
cadena corta influye en su accesibilidad al sitio de solubilizacion del Pireno en micelas
de los surfactantes estudiados. Ademas, una disminucién en la polaridad del alcohol

promueve o facilita su aproximacién al entorno del la sonda.
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Figura 13. Variacion de la razon /111 del Pireno con la razon alcohol/surfactante
micelizado para MMS. (e)n-hexanol, (e)n-propanol, (e)Isopropanol.
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Los alcoholes de cadena corta permitieron estudiar el efecto de razones
alcohol/surfactante micelizado mayores que las alcanzadas con n-hexanol. En todos los
compuestos estudiados se observa que la razon I/lll alcanza un plateau a razones

alcohol/detergente micelizado mayores de 90 (Fig. 14).

0.95 e
0.944 e
i \
0.93 N
0.92 - \
0.91 - o\

I/

0.90-
0.89-

0.88 4

(I) | 2|0 | 4|0 | 6|0 | 8|O '160'1é0'14|10
[n-propanol] / (C-CMC)

Figura 14. Variacion de la razén I/111 del Pireno con la razon n-propanol/surfactante micelizado
para MPS.

Los resultados obtenidos en presencia de los distintos alcoholes, apoyado por los
resultados de nimeros de agregacion resueltos en el tiempo, sugieren que el largo de
cadena afecta el area superficial de los microagregados permitiendo o forzando
diferentes disposiciones de las cabezas de sacarosa, que seran mas 0 menos permeables

al ingreso o incorporacion de los distintos alcoholes.
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5. CONCLUSIONES

e Los resultados obtenidos mediante medidas de tension superficial y metodologias
fotofisicas indican que la magnitud de la concentracion micelar critica (CMC) es

inversamente proporcional al largo de la cadena hidrocarbonada de los monoésteres.

e La dependencia del logaritmo de la CMC con el nimero de unidades metilénicas de

la cadena hidrofébica no es lineal (El AGwmic por unidad metilénica no es constante).

e A partir de la dependencia de la CMC con la temperatura fueron calculados los
cambios en las funciones termodinamicas, AHmic, AGmic Y ASwmic, de los cuatro
sistemas en estudio, obteniéndose valores del orden de los reportados en la literatura
para ésteres de sacarosa comerciales. Los valores de AHwmic obtenidos para MLS

mediante metodologias fotofisica y fisica resultaron de signo opuesto.

e La espontaneidad del proceso de micelizacion de todos los surfactantes estudiados

aumenta con el largo de cadena.

e La micropolaridad de los microagregados formados resulté similar e independiente

de la concentracién de micelas y de la temperatura en el rango estudiado.

e La microviscosidad de las micelas aumenta levemente con el largo de cadena y

depende inversamente con la temperatura.

e Los valores de exceso superficial, I', muestran una dependencia inversa con el largo
de cadena. No se observo dependencia de este pardmetro con la temperatura en el
rango estudiado.

e El &rea ocupada por molécula, A, depende de forma directa con el largo de cadena.
Los valores obtenidos para este pardmetro son del orden de los reportados en la

literatura para mezclas de mono y diésteres de sacarosa.
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La tension superficial limite, yLim, depende de forma inversa con la temperatura. El
valor para MMS y MPS es similar en el rango de temperaturas estudiado, sin

embargo, para el MLS, disminuye en mayor medida.

El parametro de empaquetamiento critico, Cpp, predice micelas cilindricas para
MLS y MMS. La geometria predicha para las estructuras micelares formadas por

MPS es de tipo esférica.

Los nimeros de agregacion evaluados muestran dependencias distintas con el largo
de cadena de acuerdo con la técnica empleada. Las medidas resueltas en el tiempo
arrojan resultados consistentes con el comportamiento general observado, mostrando

valores similares para todos los ésteres.

La adicion de n-hexanol provoca una disminucion sistemética de la CMC del MLS
con el aumento de la concentracion de alcohol. La CMC de MMS no se ve afectada
por la presencia de este alcohol, mientras que la de MPS y MES aumenta levemente

con la concentracion de n-hexanol.
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