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RESUMO

CARVALHO, Fabiano de. Inducdo de estruturagdes esféricas ou similares
durante a cristalizagdo da &gua por processos quimicos.Lavras, 2004. 101 p.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias dos Alimentos) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras.

A possibilidade de estruturar cristais de gelo é atrativa porque se pode
chegar a estruturas capazes diminuir os danos por congelamento ao minimo. A
ocorréncia de agulhas ou esqueletos danosos as cdulas significa que foram
desiguais os crescimentos das faces do cristal. O objetivo deste trabalho € induzir
a formacdo de sementes cristalinas menores, arredondadas ou com alto grau de
simetria, para aumentar a probabilidade de crescimentos geometricamente
semdhantes & forma original. Foram usadas: 1) substancias anfifilicas, para
afetar a estruturagdo cristalina habitual da &gua e 2) substéncias com a
possibilidade de ligacdo em ponte com a &gua nas diversas direcoes, para formar
arranjos simétricos. Sob a influéncia do SDS (dodecil sulfato sodico), um
tensoativo, os cristais de gelo cristalizaram em forma de agregados cristalinos
esféricos. Cristais esferuliticos foram conseguidos sob a influéncia dos
amino&cidos valina, histidina, glicina e do sal sulfato de aluminio e aménio.
Cristais poliédricos com faces curvas foram conseguidas sob a influéncia dos
tensoativos Triton ® X 100, Tween ® 80 e do sal biliar o &cido
quenodeoxicdlico. O mehor resultado foi conseguido sob a influéncia da
floroglucina. Esse trifenol produziu cristais peguenos, com extremidades
arredondadas e em toda as camadas da amostra (nas demais solugdes os cristais

esféricos apareceram somente nas camadas superiores).

Comité orientador: Prof. Dr. Eng José Cal—Vidal, UFLA (orientador) e Dra.
Cléssiada Silva Carneiro.
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ABSTRACT

CARVALHO, Fabiano de. Induction of spherical or similare structures
during the water crystallization by chemical process. Dissertation (Master
Program in Food Science) -

The possibility of ice crystal structuring is attractive because it is possible
to reach some structures of reduced dimensions capable of decrease the freezing
damage to the minim. The occurrences of needles or skeletons harmful to the
frozen tissues demonstrate that the crystal face grown was unequal. The objective
of the research is to induce the induce formation of smaller crystal seeds,
spherical or with a high symmetry level to increase the probability of original
form. It was used: 1) anphiphilic substances, to affect the usual crystalline
structure of the water; 2) substances with hydrogen bond possibility containing
water in all several directions in order to arrange symmetrical structures. Under
the influence of SDS (sodium dodecyl sulfate), a surface-active agent, the ice
crystals composed of spherical crystalline aggregates. Spherulitic crystals were
obtained under the influence of monoacids valine, histidine, glicine and salt
sulfate aluminum ammonia. Polyhedric crystals with curve faces were obtained
with the influence of the surface-active agent Triton ® X 100, Tween ® 80 and of
the bile salt the quenodeoxicolic acid. The best result was obtained under the
influence of phoroglucine. This triphenol was capable of producing small crystals
with rounded extremities and in all stratum of the sample. In al the other

solutions the spherical crystals appears in the superior stratum only.

Major Professor: Prof. Dr. Eng José Cal—Vidal, UFLA, Dra. Cléssia da Silva
Carnero.
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1 INTRODUCAO

Pratos congelados mudaram magicamente a vida didria de uma forma que
poucas invencBes conseguiram. Hoje, méodos de congelamento répido séo
usados para conservar nossos alimentos.

Entre o numeroso eenco de processos de preservacdo, o congelamento é
0 que melhor mantém as caracteristicas organolépticas e nutricionais similares as
do produto fresco. E um excelente método de conservagio porque as alteragdes
sdo menores do que em qualquer outro método e unico disponivel na atualidade
com o potencial de garantir uma conservagéo em longo prazo.

Mesmo assim, nem sempre é possivel manter uma integridade celular e a
textura do produto original quando congelado; € que a agua congelada tem um
comportamento peculiar: expande-se ao cristalizar e ao fundir-se, tem a
tendéncia de recristalizar, de aglutinar, formando longos e protundentes cristais
degeo.

Estes cristais, agulhas como sdo chamados, geram uma série de danos
mecanicos, bioquimicos e osméticos aos tecidos (Fennema, 1973). Ao final, o
efeito é altamente preudicial e compromete a qualidade dos produtos.

Sendo assim, muitos méodos modernos de preservacdo congelada estéo
baseados em tratamento com solugdes concentradas de substéncias quimicas que
provocam desidratagdo osmdética. No entanto, deve-se considerar que € dificil
estabelecer um nivel universal de tolerdncia a desidratagdo — a &gua liquida tem
muitas func¢tes biolgicas importantes. Portanto, 0 méodo de congelamento ideal

seria aguele que evitasse a formagdo de grandes cristais de gdo, mas sem

remocdo de gua.



Desde de 1991 (mais de uma décadal), diversos pesquisadores do
Programa de M. Sc. e D. Sc.em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de
Lavras, vém tomando parte de importantes descobertas técnico-cientificas no
campo da criopreservacgdo celular. Estudos recentes estdo sendo voltados para a
estruturacdo de cristais de gelo por meio de substancias com o poder de modificar
a disposicéo das moléculas d’ &gua no estado cristalino. Mudanga em morfologia
de cristais € um fator de grande relevancia porgue caracteriza o tipo de interagéo
cristal-cdula (Carneiro, 2001).

Nesse campo de pesquisa, este trabalho fez investigagbes para encontrar
substancias que promovam arranjos moleculares na agua congelada que resultem
em solidos menos protundentes que a estrutura cristalina estrita.

A ocorréncia das agulhas em soluc¢fes aquosas crescendo como prismas
alongados significa que foram desiguais as oportunidades para o crescimento do
cristal. Os cristais menos danosos sdo, em principio, aqueles com muitas faces
equivalentes, resultantes de um crescimento no qual houve igualdade de
oportunidades nas diversas direcdes. Esta é a idéa central deste trabalho: levar a
formacgdo de sementes cristalinas que crescam sem desigualdades, que gerem
armages mais simétricas, menos protundentes que a forma frequente e, ainda:

— estabelecer a influéncia dessas substancias na estruturagdo e
morfologia de cristais de gelo, partindo de soluces modelos e

— monitorar as estruturactes e morfologia dos cristais de gdo com o

uso de microscopia Gtica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Modificacbes e danos causados por grandes cristais de gelo

A &gua liquida € essencial no metabolismo ceular, € fundamental nos
mecanismos de transporte através da céula e manutencdo dos solutos; é
fundamental para garantir a estrutura tercidria das proteinas e fornece um
ambiente para as interagdes hidrofdbicas que favorece a estrutura das membranas
(Fennema, 1993).

No entanto, quando a &gua € congelada no interior da microestrutura, hi
uma formacdo de grandes e protundentes cristais, que perfuram ou esmagam
estruturas, comprometendo a integridade de cdulas e tecidos (Figura 1).

A magnitude dessas injurias, bem como variacdo na textura, esta
relacionada com o grau de rompimento dos tecidos e depende da localizagdo e

tamanho do cristal (Carneiro, 2001).

2.1.1 O rompimento de membranas
O rompimento das membranas ou paredes celulares provoca a perda da
semipermeabilidade e da compartimentacdo das cdlulas e podem levar ao colapso

da estrutura das membranas ou mesmo a morte celular (Carneiro, 2001).

2.1.2 A separacdo das cdulas

O desenvolvimento de cristais de gelo extracelulares, segundo Fennema et
a. (1973), pode causar uma certa separacdo entre as céulas do materia
congdlado (“shrinkage”).



2.1.3 A desidratacédo induzida por congelamento

Segundo Steponkus & Webb (1992), citados por Santos (2001), a &gua se
difunde do interior da célula congelada para o meio externo devido a diferenca de
pressdo de vapor (maior dentro da céula que nos espagos interceulares
congelados) e € convertida em gelo na superficie das cdulas ou entre o
protoplasto e a parede ceular. Esse fendmeno é chamado de desidratagdo
induzida por congelamento (“freeze-induced desiccation”). Como resultado, ha
um aumento da concentracdo dos solutos organicos no interior cdula. O pH e a
forca ibnica resultante promove alteracBes nas membranas e preguizo a sua

capacidade de retencdo da agua e a célula perde turgor.

(A)

FIGURA 1 A esquerda, (A) cdulas intactas e a direita, (B) cdulas rompidas por
cristais de gelo (Carneiro, 2001).



2.2 Velocidade de congelamento

Segundo Roca (2000), a velocidade de congdamento afeta as
propriedades fisicas e quimicas dos produtos congelados. E um fator critico para
minimizar os pregjuizos causados aos tecidos. Geralmente, € descrita como

congelamento lento e congelamento rapido.

2.2.1 Congelamento lento

Durante o congelamento lento, a temperatura do produto permanece
préxima ao ponto de congelamento inicial durante bastante tempo. A &gua
extracdlular congela mais rapidamente que a intracelular, porque tem uma menor
concentracdo de solutos. Durante o congelamento lento, € maior o periodo de
cristalizagé@o ocorrendo numerosos cristais de gelo extracelulares. A velocidade de

congelamento esta em torno de 0,05°C/minuto (Roga, 2001).

2.2.2 Congelamento rapido

Durante o congelamento rgpido, a temperatura do produto a ser congelado
cal rapidamente abaixo do ponto de congelamento inicial. O congelamento rgpido
causa menos efeitos prgudiciais do que o congelamento lento. A velocidade de

congelamento esta em torno de 0,5°C/minuto (Roga, 2001).

2.2.3 Congelamento criogénico

Para o congelamento criogénico podem ser utilizadas as imersdes diretas,
aspersdo de liquido ou circulagdo de vapor criogénico. S&o utilizados o nitrogénio
(em forma liquida ou gasosa), o didxido de carbono e, ocasionalmente, o 6xido
nitroso liquido (Roga, 2001).

Segundo Santos (2001), o grande desafio para a crioengenharia € realizar
um congelamento sem a formagéo de grandes cristais de gelo no interior e exterior

5



das cdlulas. No entanto, evitar a formagao desses cristais ndo € uma tarefa facil
porque os tecidos usados na criopreservacao apresentam altos teores de agua em
suas células. Extensiva formacao de cristais de gelo intracelular ira ocorrer caso
estes tecidos sgam congelados no estado hidratado. Dessa forma, a &gua precisa
ser removida antes do congelamento, para evitar a injUria causada pelos cristais
de gdlo. Contudo, a desidratacdo que, a principio, parece uma solucdo simples,
ndo € um processo trivial porque agua tem muitas fungdes bioldgicas
fundamentais nas cdulas de organismos vivos. Sendo assim, 0 sucesso de um
protocolo de criopreservacdo depende da desidratacdo para um teor de umidade
gue sga baixo o suficiente para evitar a formagéo de gelo intracelular, mas néo

t&o reduzido que cause injUria por desidratagéo (Santos, 2001).

2.2.4 M etodologias contempor aneas

As técnicas de criopreservacao desenvolvidas mais recentemente sdo mais
simples e estéo baseadas na vitrificagdo ou formagdo do estado vitreo. Este € o
processo por meio do qual a dgua sofre uma transicdo da fase liquida para um
estado solido amorfo e meta-estavel (Fahy et al., 1984; Franks, 1982, citados por
Santos, 2001). O sdlido assim formado €, na verdade, uma solucéo supersaturada
e de alta viscosidade, o que Ihe confere as propriedades mecénicas de um solido,
embora ndo haja formac&o de uma estrutura cristalina. A transicdo para o estado
vitreo ndo envolve mudangas quimicas, mas apenas mudangas fisicas na
viscosidade do liquido.

Segundo Santos (2001), a vitrificagdo do citoplasma pode ser obtida por
meio da desidratacdo dos tecidos para um teor de umidade em que ndo exista
agua livre para a cristalizagdo antes de mergulhé&-lo em nitrogénio liquido. Com
isso, a solugéo celular torna-se muito concentrada e pode passar pela transicéo de
vitrificagdo quando uma vel ocidade de congelamento apropriada é utilizada.

6



Desse modo, a formagéo de gelo durante a exposicéo a -196°C é evitada.
A desidratacdo pode ser obtida por evaporacdo da agua ou por tratamento com
solugdes concentradas de crioprotetores quimicos (solugdo de vitrificacdo).
Dimetilsulféxido (DM SO), etileno glicol, metanol, glicerol e propileno glicol sao
0s crioprotetores mais comumente utilizados. Entretanto, esses crioprotetores
podem ser toxicos ou podem causar estresse osmatico, levando a morte as cdlulas
ou modificando sua resposta morfogenética em cultura (Sakai, 1995, citado por
Santos, 2001).

Recentemente tém-se utilizados aglicares (sacarose, trealose e glicose)
como substéncias crioprotetoras porque eles ndo apresentam citotoxicidade
mesmo quando se acumulam em grande quantidade no citoplasma. Em
comparagdo com os crioprotetores tradicionais, esses aglicares mostram ata
eficiéncia na estabilizacdo das membranas celulares durante o congeamento.
Pode ser observada evidéncia do efeito protetor desses compostos em plantas de
clima temperado. Essas plantas acumulam carboidratos sollveis em seus tecidos
durante a aclimatagdo ao frio. O periodo em que tais plantas sdo mais tolerantes
ao congelamento corresponde a ponto de maximo acumulo desses compostos
(Imanishi et al., 1998; Sakai & Yaoshida, 1968, citados por Santos, 2001). De
modo semehante grande quantidade de agUcares como sacarose, trealose e
oligossacarideos (rafinose e estaquiose) acumula-se em estruturas que sSdo
tolerantes a intensa desidratag&o.

O modo de agéo dos aglcares na aquisicdo da tolerancia a desidratacéo e
ao congelamento ainda ndo é totalmente conhecido e uma correlagdo direta de
causa e efeto ainda ndo foi demonstrada, mas des possivdmente envolvem
multiplos componentes. A principio, se propds que os aglcares agiam como
agentes osmaticos externos, removendo o excesso de &gua intracdular por meio
de um gradiente osmético (Dumet et al., 1993, citados por Santos, 2001). Outras

7



evidéncias levaram a formulagdo de duas hip6teses diferentes sobre o modo de
acdo destes compostos. A primeira, sugere-se que eles sgam excelentes agentes
vitrificadores e, por conseguinte, seu efeito protetor € atribuido a vitrificagdo das
membranas celulares e das biomoléculas (Hirsh, 1987, citado por Santos, 2001).
Outra hipGtese, denominada hipétese da substituicdo da é&gua (“water
replacement hypothesis’), propde que estes aglcares podem substituir a dgua
removida das biomoléculas, dessa forma mantendo as estruturas hidrofilicas na
sua orientacdo hidratada e evitando perda de funcionalidade, mesmo depois da
agua ter sido removida (Crowe et al., 1988, citados por Santos, 2001).

O processo de vitrificagdo tornou-se um dos principais méodos de
crioprotecdo, tendo sido aplicado a uma ampla variedade de tecidos vegetais. Do
ponto de vista prético, uma grande vantagem desse método € poder congelar
rapidamente os tecidos vitrificados peo mergulho direto em nitrogénio liquido,
eliminando a necessidade de se usarem congeladores programéveis. Durante o
répido decréscimo da temperatura, em contraste com o congelamento lento, ndo
ha tempo suficiente para o crescimento de cristais de gelo no espago intraceular,
€, com isso, as cdulas passam rapidamente pela zona de temperatura na qual o
crescimento letal de cristais de gelo ocorreria (Luyet, 1937, citado por Santos,
2001). Além disso, os procedimentos baseados na vitrificagdo simplificam o
procedimento de crioprotegdo e permite que explantes complexos, contendo
diversos tipos de células, sobrevivam a exposi¢éo de nitrogénio liquido (Paulet et
al., 1993, citados por Santos, 2001). O ponto critico para obter sobrevivéncia
usando protocolos de vitrificacdo é a desidratagdo e ndo o congelamento.
Portanto, se a amostra for desidratada para o teor de umidade apropriado, obtém-
se alta sobrevivéncia na maioria dos casos (Engelmann et al., 1997, citados por
Santos, 2001).



O estado vitreo tem muitos outros efeitos benéficos para a céula
desidratada: limitac8o da perda de &gua, limitacdo da cristalizacdo de sais e
proteinas no citoplasma, protecéo contra mudancas no pH a medida que a agua é
removida e prevencdo de colapso celular durante extensiva perda de agua (K oster,
1991, citado por Santos, 2001). A vitrificagdo restringe a difusdo de substratos e
de produtos dentro da cdula, levando a um estado de quiescéncia metabdlica e
resultando na prevencao de reacBes quimicas dependentes do processo de difusdo
(Koster, 1991, citado por Santos, 2001). Devido a essas caracteristicas do estado
vitreo, a deterioracdo de sistemas biologicos € suprimida, assegurando a
estabilidade durante o periodo de quiescéncia (Santos, 2001).

2.2.5 O descongelamento

O descongelamento é tdo importante quanto o resfriamento (Withers &
Williams, 1998, citados por Pompelli, 2003), podendo tornar falho todo o esforgo
do resfriamento, congelamento e armazenamento se ndo forem tomados os
cuidados necessérios (Mroginski et al., 1993, citados por Pompdli, 2003). O
descongelamento rdpido é necessério para evitar a recristalizagéo de gelo, quando

pequenos cristais crescem a tamanhos que danificam a cdula (Pompdli, 2003).

2.3 O estado cristalino

A &gua deve ser imaginada como uma grande quantidade de moléculas de
H,0, todas em movimento, chocando-se umas com as outras.

O calor nada mais é do que um movimento das moléculas. Segundo
Newton (1904, citado por Sears & Zemanski, 1959): “O calor consiste num
mindsculo movimento de vibrag&o das particulas dos corpos’. O incremento no

movimento das moléculas ndo & portanto, algo que acompanha o calor: &



a verdadera natureza do calor. A quantidade de calor em uma substéancia é
simplesmente a quantidade de energia de movimento molecular (Bunn, 1972).

O fluir, que no liquido e no gas deve-se a esse movimento molecular, nos
solidos se detém e as moléculas ndo mais se movimentam livremente, mas se
dispdem segundo um arranjo definido, mas ndo absolutamente fixas e sem
movimento. De fato, vibram de modo irregular, de diversas maneiras e num
movimento perpétuo. Entretanto, a posicdo média se mantém fixa e, se o sdlido
for cristalino, como o gelo, as moléculas estéo regulamente arranjadas (Figuras 2

e3).

FIGURA 2 Estrutura da agua liquida (adaptado do sistema de arquivos da
UNICAMP).
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FIGURA 3 Estrutura da &gua solida (adaptado do sistema de arquivos da
UNICAMP).

2.3.1 A estrutura

O gelo é tipico em seu comportamento: quase todas as substancias séo
cristalinas a baixas temperaturas. Suas moléculas estdo vibrando no cristal, mas
as forgas entre eas ndo permitem movimentos de migracdo ou disperséo. E se
elas ndo possuem energia suficiente para movimentarem, as moléculas tendem a
se dispor de acordo com suas forgas miitiplas de atragéo e, assim, se colocam em
posic¢des confortavels (Bunn, 1972).
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Na agua, os atomos de hidrogénio estéo carregados positivamente e os de
oxigénio negativamente. Assim, 0 arranjo mais estdvel € aguele no qua o
hidrogénio de uma molécula esté préximo ao oxigénio da molécula seguinte mais
longe possivel dos outros hidrogénios (&omos com cargas opostas se atraem
enquanto a&tomos com cargas iguais se repeem). Agora, se cada molécula assume
a mesma atitude em relagdo as demais, isso resulta na formagdo de um arranjo
regular, porque a mesma configuragdo se repete inimeras vezes (Bunn, 1972).

Em esséncia, esta é a razéo peda qual os cristais se originam a baixas
temperaturas. porque as moléculas se colocam nas posi¢es mais estaveis. O
termo “mais estavel” significa “conter menos energia’, menor energia livre,
porque nem toda energia nas moléculas esta disponivel para tomar parte nas
modificagOes dos arranjos cristalinos (Bunn, 1972).

Quando a repeticdo conduz a um arranjo regular, aparece o estado

“cristalin0”. A palavra cristal provém do grego, significando gelo transparente.

2.3.2 O principio da sobrevivéncia

Quando a agua se resfria, diminutos cristais, os nucleos cristalinos ou
cristaissmde como sdo chamados, se formam. No entanto, ndo se formam
necessariamente no momento em que se atinge a temperatura de solidificag&o;
existe um certo atraso e, a ndo ser que o resfriamento sga muito lento, um
fenBmeno ocorre sempre: 0s primeiros cristais so aparecem quando a temperatura
tiver atingido niveis bem inferiores a temperatura de solidificacdo, as vezes de
alguns graus (diz-se que o liquido esté super-resfriado). Existe, desse modo, uma
certa dificuldade para iniciar o processo de nucleac&o. Essa demora na formagéo
e o fato de os nlcleos cristalinos se constituirem aqui e ali mostra que existe essa

dificuldade na formagéo dos arranjos cristalinos ordenados (Bunn, 1972).
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A medida que a solucfo se resfria, a quantidade de substancia dissolvida
€ na redlidade, maior do que a agua pode dissolver. A solugdo é dita
supersaturada; tal como a substancia resfriada abaixo do ponto de fusdo é
chamada de super-resfriada. O atraso indica novamente que existe certa
dificuldade na formacdo de cristais estéveis (Bunn, 1972).

Se um nucleo cristalino esta preste a se formar, € necessério que algumas
moléculas se disponham da maneira ordenada e estavel exigida pelo cristal. Mas
no universo agitado das moléculas, ndo é facil obter uma existéncia tranqiila e
ordenada. Mesmo quando algumas moléculas parecem encontrar suas posicoes
corretas, ainda possuem suficiente energia para se desarranjarem novamente e,
mesmo que as moléculas ndo se prejudiquem mutuamente em seu arranjo pela
propria energia, podem ser bombardeadas por outras moléculas da &gua
envolvente. A dificuldade na formacdo dos ndcleos cristalinos é uma
consequéncia dessas flutuagdes locais de energia. Assim, mesmo que uma solucéo
sga resfriada abaixo do seu ponto de congelamento (isso significa que, em média,
a energia do movimento € de fato muito pequena para manter a substancia como
liquida) e embora alguns grupos de moléculas percam energia suficiente para se
assentarem segundo formagdes cristalinas, h& sempre a probabilidade de uma
concentracdo de moléculas em movimento enviar maior quantidades de energia,
rompendo-se aquele arranjo que parecia constituir um nucleo cristalino
promissor.

Para sobreviver, o cristal-mée deve atingir um certo tamanho minimo;
uma vez obtido esse tamanho, € provéved (provavel porque as leis da
probabilidade sdo muitas vezes ludibriadas) que ndo se desmembre novamente e
sua existéncia como cristal esta assegurada. Para que ocorra a nucleacdo e o
crescimento do cristal, este devera superar o chamado tamanho critico, que

representa uma barreira de energia que deve ser superada pelo nlcleo antes de se
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tornar estavel. A energia necessaria pode resultar de flutuagdes momenténeas e
locais da concentrag@o ou da propria energia. As flutuages da energia podem ter
natureza estética e cinética. A flutuacdo da concentracdo requer o transporte por
difusdo de moléculas suficientemente proximas entre si, em nimero necessario
para formar um nicleo bastante grande para igualar ou exceder o tamanho

critico. E o chamado “principio da sobrevivéncia” (Bunn, 1972).

2.3.3 O estado vitreo

A medida que a temperatura diminui, 0 movimento molecular se torna
mais lento e, se atemperatura cai muito rapidamente, perde-se a oportunidade do
arranjo correto, fixando-se as moléculas nas posicdes em que se encontram.
Quando se resfria um liquido vitrescivel, de se torna cada vez mais viscoso
(grosso e lento em seus movimentos), até que se torna t&o viscoso que pode ser
chamado de sdlido. O sdlido que se forma € uma espécie de liquido congelado, no
qual as moléculas estéo dispostas irregularmente, como no liquido, embora fixas
em posicao. Isto significa que, & medida que a temperatura desce abaixo do ponto
de fusdo, a probabilidade de nucleacdo aumenta até um maximo e novamente
decresce. Ao atravessar o incolume intervalo de temperatura no qual a nucleacéo
€ mais provave, a substancia se vitrifica, conservando-se como vidro durante
muito tempo, embora possa ocorrer finalmente uma cristalizagdo
(desvitrificagdo), por um arranjo muito lento das moléculas (Bunn, 1972).

Quando um sdlido é encontrado em forma nao cristalina, deve haver uma
determinada causa. As substancias que ndo se cristalizam sdo aquelas cujas
moléculas sdo passiveis de se mobilizarem em uma variedade de arranjos,
geralmente, sGo moléculas grandes e complicadas e especialmente complicadas

quando possuem um arranjo peculiar nos pontos de atragéo (Bunn, 1972).
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2.3.4 O crescimento

O processo de cristalizagdo é constituido de duas etapas. nucleacdo e
desenvolvimento do cristal. Na primeira, como ja vimos, ocorre uma condensagao
do material devido a colisdo das particulas. Na segunda, verifica-se 0 aumento em
tamanho do nlcleo e a formacgdo do cristal. A forca motriz desse processo,
segundo McCabe et al. (1993), é governada pela supersaturagdo da solugéo. A
supersaturacdo pode ser desenvolvida: com a evaporagdo de uma parte do
solvente, aumentando assim a concentragdo; a diminuicdo da temperatura da
solugdo, que diminui a solubilidade dos solutos na solugéo ou a adigdo de um
terceiro componente, usualmente um solvente, que também promove a diminuigdo
da solubilidade no sistema (Bunn, 1972).

A formagdo de cristais pode ocorrer em duas circunsténcias diferentes:
pelo surgimento em uma solugdo pura, na qual ndo haja a presenca de particulas
sdlidas estranhas ou em presenca de p6s de particulas forasteiras, pequenos
cristais de soluto ou cristais de outros materiais (Kammermeyer et al., 1963).

Apo6s formarem alguns nucleos cristalinos, estes iniciam um processo de
crescimento. Até que toda a substancia se solidifique € mais facil para moléculas
se adicionarem a nucleos ja constituidos do que formarem novos nacleos (Bunn,
1972).

O processo de crescimento e formagdo dos cristais esta bem longe de ser
simples. Muitos fatores podem influenciar na velocidade de crescimento, mas

pouco se conhece sobre a exata influéncia dos diversos fatores (Bunn, 1972).

2.3.5 A velocidade de arranjo das moléculas
Geometricamente, um cristal € um sélido limitado por planos, sendo sua
forma e tamanho consequiéncia dos angulos entre os planos (faces) e suas
dimensdes lineares. Se forem constantes estes angulos, cada face de um cristal em
15



crescimento permanecera sempre paraldo a sua posicdo inicial. E conhecido
como principio de deslocamento paraldo das faces. A velocidade com que se
movimenta uma face em diregdo perpendicular & sua posi¢do inicial € denominada
velocidade de translacdo (Bunn, 1972).

De acordo com McCabe e a. (1993), em condigdes exteriores
constantes, a velocidade relativa de translacéo das distintas faces de um cristal
ndo varia durante o seu crescimento. Um cristal com este comportamento é
denominado de invariante. Uma importante propriedade desses cristais € a de
permanecer geometricamente semelhante & sua forma original quando cresce ou
sedissolve.

Segundo Kammermeyer et al. (1963), as dimensdes relativas das faces de
um cristal variam entre seus limites, com as distintas faces devendo ter diferentes
velocidades de translagdo. A lel de crescimento de cristais, compreendida no
principio da sobrevivéncia, basda-se na diferenca dessas velocidades e é
enunciada da seguinte forma: “Durante o crescimento de um cristal, somente
sobrevivem as faces com menores velocidades de translacdo e, ao dissolver-se
ocorre o contrério: somente sobrevivem as faces que tiverem maiores
velocidades de trandacgdo’. Assim, as faces menores tém velocidades de
crescimento maiores (McCabe, 1966).

Em suma, trés fatores influenciam a velocidade de arranjo das moléculas
ou ions. S&o des:

1) forma etamanho das estruturas da superficie do cristal;

2) aquantidade de material disponivel em solucéo e

3) aintensidade das for¢as que unem as moléculas ou ions.
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2.3.6 O hébito cristalino

Os sdlidos tendem a cristalizar em formas geoméricas definidas que
podem freglientemente ser vista com auxilio de microscépio.

O principio da sobrevivéncia combinado com o deslocamento paralelo
das faces possibilita a previsdo da configuracdo final de um cristal, quando se
conhecem aformainicial e as velocidades de translacgo das faces (Bunn, 1972).

A existéncia de cristais com diferentes formas geoméricas implica em
gue as particulas que constituem o cristal estdo arranjadas segundo um modelo
tridimensional definido (Bunn, 1972). A geometria do modelo pode ser
relativamente simples ou excessivamente complexa.

A menor unidade cristalina € o que se conhece como a céula unitéria que,
repetida outra e outra vez nas trés dimensdes, gera o reticulo cristalino ou
estrutura cristalina. Quando os atomos em um reticulo cristalino sdo todos do
mesmo tamanho, como é 0 caso com 0s metais, ees tendem a se agrupar téo
proximamente quanto possive. Entretanto, cristais perfeitos, com todos os
atomos alinhados segundo um preciso modelo geométrico é uma abstragdo: os
cristais que encontramos na natureza ou preparamos em laboratério sempre
contém imperfeices (Figura 4). Esses defeitos, mesmo em nimero relativamente
pequeno, podem afetar profundamente a estrutura cristalina habitual (padréo)
conhecida como “hébito cristalino”, que pode ser a forma caracteristica de um
cristal, ou a combinagdo de formas em que um sdlido cristaliza. Assim, 0 habito
do cristal inclui a configuracdo geral e as irregularidades do seu crescimento
(Masterton & Slowinski, 1977).
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(A) Cristal perfeito (B) hg+intersticial

FIGURA 4 Desenho esquemético de um tipo de defeito comum em cristal iénico
(AgBr). O cétion ocupa uma posicdo intersticial, deixando um vazio
no ponto onde o cétion estaria (adaptado de Masterton & Slowinski,
1977).

Nos arranjos mais estavels formados por um grande nimero de
moléculas, as posi¢des mituas das moléculas vizinhas ndo sdo exatamente as
mesmas que aquelas formadas por duas ou um pegueno nimero delas. Quando
estd em jogo um grande nimero de moléculas, €as podem assumir posicies
diversas. Algumas substancias podem ter dois ou trés arranjos com a mesma
energia livre e assumir, assim, duas ou trés formas cristalinas diferentes (Bunn,
1972).

Os cristais gdo de geralmente crescem como prismas alongados e
adquirem essa forma pelas forgas détricas que favorecem o répido crescimento
seguindo em uma unica direcdo. As moléculas da &gua possuem a forma de um
V, com a ponta do V na diregdo mais longa do cristal e é sabido que existem
atragdes détricas fortes entre a parte de cima de um V e a debaixo do seguinte,
entre hidrogénio de uma molécula e o oxigénio da seguinte (pontes de hidrogénio).
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Conseglientemente, ndo € surpreendente que o crescimento sga maior na
direcdo dessas atragdes do que nas diregdes horizontais, em que as forgas entre as
moléculas sdo muito mais fracas; dai a forma de agulha.

Portanto, na estrutura cristalina, as forgas eétricas ndo s6 desempenham
um pape importante em manter o cristal unido mas também, em certos cristais,
elas decidem o arranjo que se deve formar.

Todavia, ndo existe uma perfeicdo cristalina: uma substéncia fundida ndo
resulta, via de regra, na producdo de cristais bem formados. Em cristais com
estruturas mais complexas, com moléculas com forma molecular complicada e
diferencas de forca em diversas direcfes, torna-se muito dificil prever, mesmo

grosseiramente, a forma resultante (Bunn, 1972).

2.4 A morfologia dos cristais de gelo

Um solido € sempre constituido por um sO cristal ou por muitos
monocristais adjacentes, estabelecidos por um aglomerado de monocristais, em
contato ou isolados entre si, grandes ou pequenos (Figura 5), as vezes
mi Croscopicos.

Uma das caracteristicas principais da forma cristalina é o esquema de
linhas retas, as faces planas, as arestas retas e 0s vértices precisos. Essas
caracteristicas resultam do caréter retilineo do arranjo atémico fundamental;
todas as unidades estruturais sdo arranjadas em fileiras, sempre em linha reta e
repetidas monotonamente sem variagdo em todas as direces do espaco (exceto
por imperfei¢des acidentais) (Bunn, 1972).

Assim, ndo é possive um arranjo perfeitamente perioddico fundamentado
em um esquema curvilineo. As curvas ndo sdo naturais nos cristais: o esquema

retilineo é uma caracteristica essencial do tipo primitivo de repeticéo.
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FIGURA 5 Tipo de estrutura formada por cristais da &gua congelada.

2.4.1 A simetria das formas

Na natureza dos cristais ha uma preferéncia por certos tipos de simetria.

A lista completa dos tipos de simetria (baseada nos principios da
distribuicdo de aomos e moléculas) consiste em seis sistemas cujos nomes sdo
baseados na forma e simetria da céula unitaria: cubico, tetragonal, trigonal mais
hexagonal, ortorrémbico, monoclinico etriclinico (Bunn, 1972).

As diferentes classes de simetria ndo sdo todas igualmente comuns na
natureza; algumas s80 bem raras, enquanto outras sdo comuns. Muitos cristais
ndo possuem somente um tipo de simetria, mas vérios eementos. De fato,
podemos considerar as formas mais siméricas como criadas por Vérias
combinactes dos dementos de simetria bésicos, por exemplo, um cristal cibico
possui centro de simetria, doze eixos bindrios. Possui ainda vérios planos de

simetria (Figura 6).
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N,
CRISTAL CUBICO '3

FIGURA 6 O cristal cubico e seus eixos de simetria (adaptado de Bunn, 1972).

Todos os cristais muito simétricos sdo baseados em formas cubicas de
arranjo; se a estrutura for dividida em unidades idénticas da maneira mais simples
possivel, a forma da unidade de arranjo (cdlula unitéria) serd um cubo preciso

(Bunn, 1972).

2.4.2 Estruturas polimérficas no gelo

Algumas das variagdes mais extremas e mais belas sio exibidas peos
cristais de gelo. N&o tanto os cristais formados por congelamento da agua liquida,
mas agqueles que crescem do vapor do ar que descem como flocos de neve. Vista
sob uma lente, a neve consiste em colegdo de crescimentos peniformes. Os tipos
de ramificacfes dos flocos variam enormemente, mas todas partem de um centro
sdlido de onde parte ramificagdes (geralmente mantendo uma simetria hexagonal
quase exata) (Figura 7). Cada um desses espécimes estruturados € um cristal
Unico que abandonou a forma poliédrica solida e desenvolveu bragos (Bunn,
1972).
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FIGURA 7 Esquema de um cristal de neve.

Segundo Bunn (1972), alguns trabalhos demonstraram que a alta
supersaturacdo favorece o crescimento ramificado em forma de pena, também
revelaram alguns fatos sobre o crescimento poliédrico em nivels baixos de
supersaturacdo. Os poliedros cristalinos sdo placas ou prismas hexagonais
(Figura 8), mas a forma depende da temperatura: a) do ponto de congelamento até
—-3°C, formam-se placas; b) de —3°C até —8°C, prismas hexagonais ou, as vezes,
prismas ocos; mas c) de —8°C a—12°C, os crescimentos dendriticos se formam se
a supersaturagdo for suficientemente grande, mas a —16°C aparecem placas
novamente e, abaixo de —25°C, prismas outra vez (Bunn, 1972).
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FIGURA 8 Formas de cristais de gdo, formados sob condigbes de baixa
supersaturacgao (adaptado de Bunn, 1972).

S&o conhecidas nove estruturas polimorficas no gelo. As principais sao:

1) ogdol. Maisleve do que a dgua. E cristalino, funde a 0°C a pressio
atmosférica;

2) o gdo Il. Caracterizado por um lado centralizado ortorrémbico
contendo oito moléculas (Figura 9);

3) o0 gdo Il é um corpo centralizado ortorrémbico contendo 16
moléculas e tendo as faces a:b:c = 1,73; 1; 1,22 (Matz, 1965) (Figura
10);

4) ogdo V. Conhecido somente por &gua pesada é metaestévd;

5) ogeo VIl tem uma densidade de aproximadamente 1,7g/cm’® e requer
pressdes de até 21.700 atm para ser estéve.

As estruturas de Il a VIII somente permanecem estaveis a pressoes

elevadas (acima de 10.000 atm) (Franks, 1975).
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FIGURA 9 O sistema hexagonal. A cdula unité&ria do sistema do cristal €
delimitada pelos tragcos mais fortes. As outras duas partes do
prisma hexagonais correspondem a rotacdo da cdula unitaria
(adaptado de Bleicher & Sasaki, 2002).

Mudangas em temperatura e pressao transformam uma classe de gdo em

outra.
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FIGURA 10 Eixos cristalograficos do sistema hexagonal (Zaritzky, 1997, citado
por Carneiro, 2001).

2.4.3 Monitoramento do nimer o e tamanho de cristais de gelo

A dimensio dos cristais de gelo ao final do congelamento depende do
nimero de nicleos cristalinos formados inicialmente. Obviamente, quando ha
poucos nucleos, a tendéncia € formar grandes cristais porque os monocristais
formados tém poucas op¢des para se aglomerarem. Quando a nucleagdo é rgpida,
0 inverso ocorre. humerosos nucléolos déo origem a um eevado nimero de
cristais de pegueno tamanho (Leniger & Beverloo, 1975; Reid, 1983; Hartd &
Chung, 1993, citados por Carneiro, 2001).

Deste modo, é possivel controlar tamanho dos cristais regulando a

nucleacdo por meio da temperatura e velocidade de congelamento.
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O processo de congelamento assistido pela utilizagdo de pressdo é
baseado no comportamento excepcional da dgua: a pressdo de 207 MPa e abaixo
de —22°C, a &gua permanece liquida. Estas condigdes seguidas por répida
liberacdo da pressdo déo lugar a uma nucleacdo quase instantanea, devido ao
super-resfriamento uniforme e ao equilibrio instantdneo da pressdo nas fases
solida e liquida (Martino et al., 1998). O crescimento é entdo completado a
pressdo atmosférica. Este processo € realizado com o objetivo de obter cristais de
gelo do tipo I, que se apresentam como cristais menores e com densidade
levemente acima do valor para a &gua liquida (Sanz et al., 1997; Lévy et al.,
1999; Chevalier et al., 2000, citados por Carneiro, 2001).

Miyawaki et al. (1992) observaram o efeito de materiais coexistentes com
o0 gelo, tais como sacarose (modificadora da atividade d &gua), cloreto de sodio
(estruturante) e uréia (desestruturante). A adicdo destes materiais a um nivel de
5% aumentou substancialmente o tamanho dos cristais de gelo. A adicdo de um
tensoativo (Triton ® X-100, 5%) em combinagdo com a sacarose, contudo, inibiu
consideravelmente o aumento em tamanho dos cristais, provavelmente por causa
da inibicdo da taxa de transferéncia de massa d'&gua para a interface gedo-
liquido.

Em congelamentos rpidos e ultra-répidos, cristais esféricos costumam
ser produzidos e deles brotam finas agulhas de gdo que na sua forma externa
constituem uma esfera. Aumentando, porém, a velocidade de congelamento, estas
agulhas se fazem cada vez mais delgadas e o cristal acaba por tornar-se
transparente (Bunn, 1972).

No congelamento de tecido bioldgico prevalecem os dendritos irregulares
(Woinet et al., 1997, citados por Carneiro, 2001). A velocidade de congelamento
geralmente utilizada na prética é demasiadamente alta para que se possam formar
cristais hexagonais regulares (Gruda & Postolski, 1981).
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Na presenca de nicleos submicroscépicos de gelo, sdo formados discos
planos e a um pequeno super-resfriamento a forma arredondada é preservada.
Com um maior sub-resfriamento uma aparéncia hexagonal € observada. Um
maior aumento do super-resfriamento provoca uma maior troca de calor
formando-se vértices protundentes (Quervain, 1975). Intenso super-resfriamento
produz finos cristais de gelo devido a nucleacdo secundéria e resulta em uma
morfologia dendritica e irregular (Suzuki & Hagura, 1997, citados por Carneiro,
2001).

Ohsaka & Trinh (1998) encontraram a morfologia dos cristais de gelo
mudando de discos circulares a discos perturbados e entdo a um crescimento
dendritico. Ao final, a forma global hexagonal € preservada. As mesmas
mudancas em morfologia foram encontradas por Tirmizi & Gill (1987) (citados
por Carneiro, 2001). Estes observaram que a morfologia dos cristais de gelo
depende do grau de super-resfriamento e do tempo decorrido até o inicio do
crescimento livre.

Proteinas podem funcionar como nucleantes de gelo para iniciar a
formacdo de geo extracdular. As AFPs (Antifreeze Proteins) modificam os
cristais de gelo que se formam fora das cdlulas (Hon et al., 1995, citados por
Carneiro, 2001). Baixas concentragdes (nM) de AFP inibem o crescimento do
gelo ao longo do exo a de tal modo que as faces do prisma hexagonal do cristal
se tornam evidentes. Em uma maior concentragdo (uM) de AFP, o cristal cresce
predominantemente ao longo do eixo ¢ para formar bipirdmides hexagonais e
cristais em forma de agulhas. As AFPs se adsorvem nos cristais de gelo para
modificar seu crescimento normal (Feeney & Yeh, 1993, citados por Carneiro,
2001).

Maruyama et al. (1997) concluiram que gases dissolvidos na &gua ndo
sdo sdignificantes na determinacdo da morfologia do gelo. As pressoes
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atmosféricas ou a vécuo, facetas prismética ndo sdo formadas durante o
crescimento deste e as interfaces do gdo paraldas ao exo c apresentam-se
rugosas, em escala molecular. Eles encontraram cristais na forma de disco com
seu eixo c vertical, crescendo sem nenhuma face prismatica e sem instabilidades
interfaciais até vérios mm em didmetro.

Acucares, isolados ou em combinagdo, promoveram estruturactes que
variaram entre uma configuracdo do tipo hexagonal a arboérea. Vitaminas
anfifilicas favoreceram a formagdo do tipo micda e diferentes aminoécidos
apresentaram formas hexagonais e alongadas, com uma possivel influéncia de sua
polaridade (Carneiro, 1997; Cal-Vidal & Carneiro, 2000; Carneiro & Cal-Vidal,
1998a,b; Carneiro & Cal-Vidal, 2000a,b,c; Carneiro, 2001).

2.5 Os compostos anfifilicos

Nos Ultimos anos tem-se registrado um aumento impressionante do
interesse em nanoestruturas funcionais, ou sga, estruturas de dimensdes
nanomacroscopicas capazes de desenvolver uma fungdo especifica. Este tipo de
estruturas pode ter inimeras aplicagdes em campos tdo diversos, dentre as quais
podemos destacar: a medicina, como, por exemplo, no uso de marcadores de
fluorescéncia no estudo das membranas; remedicacdo, como vetores para drogas
insollvels; na indUstria petrolifera, na recuperagdo melhorada do petréleo;
limpeza e esterilizacdo, na formulagdo de detergentes; na indlstria alimenticia, em
bebidas aromatizadas e alimentos polifasicos ou em nanoeletrénica com o uso dos
cristais liquidos (Salager, 1993)

Um dos méodos mais promissores para a formagdo de estruturas
nanomacroscopicas € a agregacdo molecular, para a qual tem sido utilizada
diversa abordagem, inclusive a utilizagdo de ligacBes mais fracas, por exemplo,
pontes de hidrogénio e “interagdes hidrofébicas’.
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A auto-organizagdo em meio aquoso de substancias anfifilicas acontece
numa vasta classe de compostos que engloba detergentes sintéticos, polimeros

anfifilicos, fosfolipidios e sais biliares, entre outros (Salager, 1993).

2.5.1 O anfifilo
O termo “anfipatico” (do grego: amphi = “nos dois lados’, “de dois
tipos’; pathos = “sensibilidade’) foi recentemente substituido peo termo
“anfifilico” (do grego: philos = “forte afinidade’, “atracdo”) para descrever os
compostos que apresentam, na mesma molécula, partes que apresentam diferentes
interacBes com a &gua (Figura 11) (Rocha, 2000).
A estrutura simples de uma molécula anfifilica é constituida de duas
afinidades opostas. S&o das:
(8 uma parte polar “hidréfila’ (hidro = “&gua” + filica = “amizade’), com
significativa solubilidade em &gua, conhecida como “ cabega hidrdfila” e
(b) outra apolar, “lipofilica” (lipo = gordura + filica = amizade), que apresenta
“afinidade com lipidios” ou “hidrofébica’ (hidro = agua + fobico = medo),
gue ndo apresenta solubilidade com a &gua, conhecida como “cauda
hidrofébica” (Figura 11) (Rocha, 2000).
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cauda apaolar

H o
H-C-0-C/ NN

cabeca polar

0

H-C-0-CLAANAAAN/
O

H,C

\, [
HCN-CH,CH,-0-P—cH,
HyC 0

cabeca
hidrofilica

FIGURA 11 Estrutura de uma molécula anfifilica muito utilizada na inddstria
alimenticia, a lecitina (Banco de imagens Google, Web).

Um anfifilo tipico possui a estrutura R-X, em que R é cadeas de
hidrocarbonetos variando de 8-18 atomos (normalmente linear) e X é o grupo
cabega constituida por um grupo funcional de natureza sulfénica, carboxilica ou
amoniacal (Salager, 1993) (Tabela 1).

30



TABELA 1 Diversas estruturas anfifilicas.

ESTRUTURA DO TIPO DO NATUREZA DA

ANFIFILO ANFIFILO CADEIA

‘ M onocamada Hidrocarbonada

DWO Mesbgeno Hidrocarbonada

fluorcarbonada
Ommmmw@ Monocadeia dipolar Hidrocarbonada

O"N"’DWO M esdgeno dipolar Hidrocarbonada
W Tricadda Hidrocarbonada

fluorcarbonada mista
wawwwwmvwvo
X

Bicadeia dipolar Hidrocarbonada

(adaptado de Silva, 1997).

Dependendo de X, os tensoativos podem ser classificados como néo-
iGnicos, catidnicos, anidnicos ou anféteros (Tabea 2).
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TABELA 2 Classificacéo dos anfifilos.

AGENTES
AGENTES AGENTES o
TENSOATIVOS | TENSOATIVOS IR Q2RO INALD;
ANIONICOS CATIONICOS IONICOS
Carboxilato Amina primaria Ester
COONa' —NH;"CI —C-0-C—
Sulfonato e Hidroxila
_sz Na —N RH2+CI_ _OH
Estfe(;;gr?é::)do Aminatercidria Amida
Amina quaternaria Compos_tos com
—NRj‘Cl dupla ligacéo
—C=CH

(adaptado de Silva, 1997).

2.5.2 Atividade superficial einterfacial

Uma molécula, no centro de uma massa liquida em repouso, € solicitada
por forcas que se distribuem em todas as diregdes, permanecendo em equilibrio.
Todavia, as que se encontram na superficie sdo atraidas apenas por aquelas que
estéo por baixo. Desse modo, comprimem-se umas as outras e, atraidas para o
interior, pressionam o restante da massa liquida (Figura 12).

Forma-se, assim, uma camada de maior densidade, que é um verdadeiro
escudo para o resto do liquido. A pdicula que se estende por toda a superficie

tende a adotar uma forma que minimize sua &rea de superficie, numa tentativa de
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manter as moléculas com maior nimero de vizinhos semehantes e assume a
forma esférica (a esfera € a forma com a menor razéo superficie/'volume).

Para se perturbar a superficie de um liquido é necessario realizar algum
trabalho. A razdo entre o trabalho redlizado e a &ea de deslocamento na
superficie do liquido € chamada de “tensdo superficial”.

O termo “interface’ indica o limite entre a faces imisciveis e o termo
“superficie’ indica uma interface na qual uma fase é liquida e a outra é
geralmente gasosa, comumente ar. A quantidade minima de trabalho para criar a
interface € chamada de energia interfacial livre, medida por unidade de area
(Sears & Zemasky, 1959).

(A) ~ (8)

(©)

FIGURA 12 Forgas de atracdo aplicada a uma molécula numa massa liquida.
A) no centro; B) na superficie e C) formagéo de uma pelicula na
superficie liquida.
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A propriedade principal dos anfifilos esta no seu efeito sob a tenséo
superficial (nos sistemas ar-liquido, liquido-liquido ou liquido-sdlido), baixando-
as sensivelmente. E por esta razdo, o poder de diminuir tensdes superficiais, que
as moléculas anfifilicas so também chamadas “ surfactantes ou tensoativas’ (do
inglés “surface-active agents’). Estas possuem uma superficie ativa, devido a
concentracao de determinadas espécies em uma regido interfésica: ar-agua, 6leo-

agua ou sdlido-liquido (Barraos, 2003).

2.5.3 O efeito hidréfobo e o processo de micelizagdo

As moléculas anfifilicas apresentam freqlentemente um fendmeno de
auto-associagdo por interacdo hidrofébica. Suas moléculas de cadeia lipolifica
suficientemente longa, tipicamente 10 ou mais grupos metileno, tendem a se
arranjar de modo a minimizar a repulsdo entre grupos hidrofébicos e a agua
(Salager, 1993).

Quando se adicionam a &gua pequenas quantidades de um composto
anfifilico soluvel, uma parte é dissolvida como mondmeros e outra parte forma
uma monocamada na interface agua/ar. As moléculas da monocamada estdo em
equilibrio com os mondmeros no todo da solugdo e a cada concentracdo de
mondmero corresponde a uma tensdo superficial caracteristica (Figura 13).

Quando se satura a superficie, ocorre a formagdo dos agregados
micelares (Rocha, 2000) (Figura 14).



%m“ CMC
3 g5 s
s < =
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- W : : :
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CONCENTRACAO (% surfactante em dgua)

FIGURA 13 A variagéo da tensdo superficial vs. concentracdo de surfactante
(Salager, 1993).

Estudos precisos de condutividade indicam que podem ser formados
complexos anfifilicos, sistemas organizados conhecidos por sistemas ou agregado
micdlar (do latim micela = “pegqueno agregado”), que podem conter Vérias

dezenas ou umas centenas de moléculas (Barros, 2003) (Figura 15).
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L
(®
‘%‘ (C) AGREGADO

MICELAR

FIGURA 14 Processo de micdizacdo: A) zona |: tendéncia de formar arranjos
gue minimizem a repulsdo entre hidréfobos e a agua; B) zona Il:
formacdo de agregados micdares; C) zona IlI: micela dispersa
(n&o causam efeito sofre a tensdo superficial da agua).

FIGURA 15 Agregado micdar (sistema de arquivos de imagens Google, Web).
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2.5.4 A concentracdo criticamicelar (CMC)

A concentracdo na qual os agregados coloidais termodinamicamente
estdveis sdo formados espontaneamente € um valor critico conhecido por
“concentracdo critica micdar” (CMC) e ocorre a uma temperatura superior a
temperatura critica micelar. Esta € a menor temperatura na qual as micelas se
formam (observada pela transparéncia instanténea adquirida por uma suspensao
cristalina turva) (Rocha, 2000).

Para solugBes em que a concentragdo de tensoativo ja é a concentragdo
critica micdar (CMC), a temperatura na qual ocorre a transparéncia € designada
de ponto de Krafft que, para a maioria dos tensoativos, € sinbnimo da
temperatura critica micelar (isto significa que esta é em geral, independente da
concentracdo de tensoativos). Esta concentragdo, no entanto, depende da natureza
do anfifilo. A temperatura critica micelar é sensivel as impurezas do tensoativo, o
que explica a gama de valores que, por vezes, surge na literatura. Deve-se notar
também que as temperaturas criticas micelares de tensoativos ndo idnicos, e dos

sais biliares mais comuns, séo inferiores a 0°C (Rocha, 2000).

2.5.5 Aspectos estruturais das micelas

A dissociagdo de um tensoativo em agua provoca O surgimento de
interacOes desfavoréveis entre a parte apolar e a 4gua. A ata tensdo interfacial
agua/hidrocarboneto e a estruturagdo da agua ao redor da cadeia hidrofébica
(“hidratacdo hidrofdbica’) fazem com que a parte hidrofobica dos monémeros se
agrupem formando um nuicleo micelar esférico. O nlcleo micelar é semehante a
uma goticula de hidrocarboneto liquido envolvido por uma camada que contém
grupos i6nicos e seus contra-ions ndo dissociados, que blindam a carga do
agregado, diminuindo o potencial eérico e a repulsdo entre as cabecas dos

mondmeros. Em algumas micelas, de 20% a 50% dos contra-ions dos tensoativos
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podem trocar de posicdo com os ions da solugdo (pois ambas se encontram em
equilibrio), formando uma dupla camada eétrica difusa, denominada camada de
Gouy-Chapman, que confere & micda uma carga residual (Tanford, 1991)
(Figura 16).

FIGURA 16 Um modelo de micela (Tanford, 1991).
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2.5.6 I nteragdes gua/soluto

Como decorréncia do aomo do fato de o aomo de oxigénio ser mais
eetronegativo do que o &omo de hidrogénio e também da prépria estrutura
molecular angular da &gua (aproximadamente 105°), a molécula comporta-se
como um forte dipolo eérico. Portanto, a molécula de H,O é fortemente polar,

envolvendo um centro de carga negativo e um centro de carga positivo (Figura

17).

FIGURA 17 Modelo estrutural da &gua liquida.
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A &gua como um dipolo détrico, isto € suas cargas positivas e negativas
ndo coincidem, sofre a agdo do campo eétrico formado em torno dos ions
solvatados (condutores esféricos) e se orienta em torno dele (Sears & Zemanski,
1959) (Figura 18).

Agregado
Micelar

FIGURA 18 Interacdo da agua com molécula anidnica (A) e cationica (B)
(adaptado de Carneiro, 2001).



3MATERIAL E METODOS

3.1 O uso de tensoativos

Foram usados tensoativos (Triton ® X 100, SDS — dodecil sulfato
sodico, Tween ® 80 e o0 sal biliar &cido quenodeoxicdlico), porque a &gua se
estrutura ao redor da camada superficial (contendo grupos iénicos) dos agregados
moleculares formados espontaneamente com dimensdes coloidais nas solugdes
modelo (Figura 19). Esta estruturagdo das moléculas de &gua faz com que o
ndmero das ligagdes de hidrogénio por unidade de volume atinja um minimo.

Por outro lado, mesmo que o resfriamento das solugbes modelo destrua
0s agregados moleculares abaixo da temperatura de Krafft (temperatura minima
na qual a solubilidade das substéncias tensoativas € suficiente para manté-las
agregadas como estruturas organizadas), de modo semehante, a &gua se organiza
ao redor da cadela hidrofébica dos anfifilos em solugdo (monémeros ou
aminoé&cidos ionizados), diminuindo também, porém em menor o nimero, as
ligagBes de hidrogénio por unidade de volume (Figura 20). Também merece ser
notado que a temperatura de Krafft dos tensoativos Triton ® X 10, Tween ® 80 e
do &cido quenodeoxicdlico sdo inferiores a 0°C.

Assim, 0 uso de materiais anfifilicos (tensoativos e os aminoacidos
histidina, valina e glicina) pode desfavorecer agregacbes de cristais de geo
proximos entre si, mantendo-os reduzidos em tamanho e quantidade.

O uso de anfifilos ainda é justificado pelo fato desses agentes serem
adsorvidos nas interfaces o que, provavelmente, inibe a taxa de transferéncia de
massa d’'agua para os germes cristalinos, impedindo-os de crescer e, em alguns
casos, até mesmo paralisando seu crescimento. Por isso, pode-se inferir que 0 uso

de anfifilos formara sementes cristalinas menores e mais compactas, que
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induzirdo o desenvolvimento de estruturas cristalinas também menores, menos

protundentes e, portanto, mais esféricas.

FIGURA 19 Interacdo da &gua com agregado molecular catibnico (A) e
anibénico(B).
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FIGURA 20 Hidratagdo hidrofébica na cauda do tensoativo (Banco de dados da
unB).

3.2 O uso de moléculas simples com algum grau de simetria

Foram testadas, como estruturantes, moléculas com muitas possibilidades
de reacdo com a agua e em regides geometricamente precisas e bem distribuidas
no espaco. Isto aumenta as possibilidades de formar-se um arranjo atbmico na
forma esférica que resulte numa semente cristalina também esférica, com

oportunidade de um crescimento simétrico.

3.3 A influéncia da concentragéo

Foram testadas diversas concentragtes a fim de proporcionar alteractes
na estrutura da solucéo aquosa. Estas alteracfes, que ocorrem devido a ligacdo da
agua as superficies das moléculas e ions dissolvidos (Figura 21), alteram a
viscosidade e o coeficiente de difusdo da &gua e ambas alteram a velocidade de

crescimento do cristal — um fator que influencia na forma geral do cristal.



FIGURA 21 Estruturagdo da agua ao redor dos ions e moléculas dissolvidas
(Banco de dados da UnB).

Nos experimentos envolvendo tensoativos, € importante salientar que
todas as concentragdes testadas estavam acima da concentragdo critica micelar
(CMC), para formar, dinmica e espontaneamente, agregados moleculares na

zona de temperatura acima da temperatura critica micelar.

3.4 Prepar acdo e congelamento de solugdes modelo

O resultado completo com todas as substancias pesquisadas em soluctes
aguosas, suas concentragcbes e os tipos de estruturas cristalinas resultantes
(Figura 1A, pagina 95) encontra-se na Tabela 1A no anexo A. Entretanto, uma
parte (Tabela 3), com as substancias cujo resultado final alcancou o objetivo
pretendido de modificar a estrutura cristalina habitual da &gua e induzir a
formagdo de estruturas arredondadas serd, também, aqui arregimentada por uma

questdo prética.



TABELA 3 Tabea com substancias empregadas nas solugdes-model o.

SUBSTANCIAS CONCENT RAQGES
el 1,0%; 1,5%: 2,0%; 3,0% e 5%
(Merck)

Histidina o o
(Merck) 0,15% e 0,20%
CllE 7%: 10%; 15% e 30%
(Synth) : :
Floroglucina 0,15%; 0.20%; 0,50%; 1,0%;
(Merck) 1,5% e 3,0%
Sulfato de Aluminioe Amonio | 0,15%; 0,25%; 0,50%; 1,0%;
(Quimibrés) 2,0% e 3,0%
SDS (dodecil sulfato sodico) 0.5%; 1.0% e2,0%
(Merck)
Sl Biliar (4cido
guenodeoxicdlico) 0,25%; 1,0%; 1,5% e5,0%
(Merck)
Triton ® X-100 0,25%; 0,5%; 1,0% e 5,0%
(Merck)
Tween ® 80 1,0% €2,0%
(Merck)

As Figuras a seguir, 22 a 30, ilustram a natureza quimico-estrutural das

substancias que induziram estruturacdes arredondadas
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Valina: CsHy;NO,; M= 117,15 g/mol

CHg

-

FIGURA 22 Formula estrutural da valina

L-histidina: CegHgN3O,; M= 155,16 g/mol

HN NH,

FIGURA 23 Formula estrutural da L-histidina.
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Glicina: C;HsNO,; M= 75,07 g/mol

H,C OH

NH2
FIGURA 24 Férmula estrutural da glicina.

Floroglucina: CsHgO3; M= 126,11 g/mol

OH

HO OH

FIGURA 25 Formula estrutural da floroglucina.
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SDS (Dodecilsulfato de sodio): CH3(CH,);;0S03; Na
M= 288,38 g/mal

i i i, ™ e < e Y i N
0303 Na

FIGURA 26 Formula estrutural do SDS.

Triton ®X 100 (Polietilenoglicol octilfenil): CzsHg:011
M=486,34 g/mol

_(OCF'ZCFh)nOH
n~10

FIGURA 27 Formula estrutural do Triton ® X 100.



Sal biliar (&cido quenodeoxicolico): CosH 4104
M=405,41 g/mol

HqC
3 fﬂ'H

c
|
0

=
o
I I ﬂﬂ‘ :

FIGURA 28 Férmula estrutural do écido quenodeoxicdlico.

Tween ® 80: CgsH 11402 ; M=1310 g/mOI

H—(OCH,CH ) ~— O, O= (CH,CH,)

O— (CHCH Y y— 4

O— (CH,CH
(CHaCHa (CH,) ,CH==CH(CH) 7 CH3

WHX+Y+Z=20 (@]

FIGURA 29 Formula estrutural do Tween ® 80.
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Sulfato de aluminio e ambnia, M =237,13g/mol

2,

3+ el /0
=
[A] [NHal | o

2

FIGURA 30 Formula estrutural do sulfato de aluminio e ambnia.

Todas as solugbes modeo foram preparadas diluindo-se diversas
substancias em &gua destilada em diferentes concentracfes (especificadas na
Tabea 1A no Anexo A). Apds serem homogeneizadas, foram distribuidos 3,5 mL
dessas solucgdes em placas de Petri (250 mm & por 150 mm h) devidamente
eliquetadas e, em seguida, tampadas. Alguns minutos apds 0 Seu preparo, as
amostras foram levadas ao congdlador (Metal Frio, S8o0 Paulo, Brasil), onde
foram deixadas por mais de 2 horas sendo congdladas (em ar estético), atingindo

uma temperatura aproximada de —20°C.

3.5 Microscopia Optica
Depois de congeladas, as amostras foram destampadas e, a temperatura
ambiente, levadas para 0 microscopio 6ptico de contraste de fase (Nikon optiphot

phase contrast 1.25, Japdo), munido de um sistema de cAmera automatico (Nikon
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FX-35A) efiltro polarizador (Olympus U-Pot, Japao). As imagens das estruturas
das cristalinas (ampliadas 400 vezes) foram observadas (Figura 31). Todavia,
aproximadamente 30 segundos apds terem sido removidas do congelador, as
amostras iniciavam o processo de fusdo devido a temperatura do ambiente. Sendo
assim, nem todas amostras reuniram condi¢cbes que permitissem um registro

fotogréfico verdadeiro, mas as que reuniram foram fotomicrografadas.

CONGELAMENTO

1

MICROSCOPIA

FIGURA 31 Fluxograma do congelamento e microscopia optica (seguinte ao
preparo das solugdes)
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Estruturacgdo dos cristais de gelo na dgua destilada

Os cristais micrografados na é&gua destilada (-20°C) congelada
apresentam uma estruturagdo hexagonal. Nao apresentam, entretanto, a forma
sempre regular com angulos congruentes. Por vezes, apresentam algumas
distorgdes comuns em todos os cristais. No entanto, sdo mantidos, na maioria, 0s

vértices com angulos de 120° (Figura 32).

FIGURA 32 Estruturacdo dos cristais de gelo na dgua destilada
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4.2 Os desvios da simetria hexagonal

Sob a influéncia de algumas sustancias, os cristais de geo néo
cristalizam na forma hexagonal prismética, mas em forma de feixes radiais
(Figura 1A do anexo).

Sob a influéncia do dodecil sulfato sddico (SDS), em determinadas
concentragdes, nota-se que a estrutura resultante pode ter sua origem em nicleos
diferentes, que cresceram simultaneamente, todos em forma de agulha. Mas
alguns crescimentos radiados estdo completamente preenchidos de modo a
originar uma forma esférica (ou micelar, como é chamada).

Algumas solucBes modelo, contendo a floroglucina, sulfato de aluminio e
amonio, histidina, valina ou glicina mostram que a inteira estrutura micelar se
originou de um nucleo individual, que se espraiou pelas extremidades formando
feixes. Nota-se também que os crescimentos subseqlientes conduziram a uma
armagao esférica.

Existem duas possivels razes para os desvios da simetria hexagonal e a
formag&o das estruturas micelares na camada superficial.

A primeira € que o calor de cristalizacdo € absorvido mais rapido e
intensamente pelo ar. Assim, é natural que a nucleacdo se inicie na superficie,
onde o congelamento € relativamente rgpido.

A segunda é que as sementes cristalinas devem possuir extremidades
alternando-se com faces planas (ou composta por muitas extremidades agucadas).
As extremidades s8o alimentadas mais abundantemente que as faces planas, onde
a difusdo de material ndo é convergente (Figura 33). A diferenca natural entre as
velocidades de crescimento nas extremidades e nas faces é exagerada pelo
processo de difusdo, que é evidentemente mais convergente em torno das
extremidades;, dai a formacdo de agulhas, que crescem alongadas, as vezes

ramificadas.
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FIGURA 33 Um exemplo de difusdo convergente de material em torno das
extremidades e a difusdo ndo convergente nas faces.

O crescimento dos cristais de gelo que se segue em profundidade € mais
lento, porque depende da diferenca do gradiente de temperatura entre o interior e
a superficie da solugéo. O calor de cristalizagdo tem que ser transferido através
das camadas solidas de gelo até a superficie e, finalmente, ser removido pelo ar.

Um maior tempo para uma mehor disposicdo estrutural seria a
justificativa para a observacéo de que, nas camadas inferiores, os cristais s8o
mais bem formados que na superficie.

Nas camadas superiores, onde é maior a velocidade de arranjo das
moléculas, a possibilidade de ocorrer desvios do ideal cristalino € apreciavel mente
(as vezes, consideravelmente) maior que no seio da solucdo e estd mais sujeito as
leis do acaso.

Nas camadas inferiores, onde as concentragbes sG0 menores, € muito
provavel que um cristal inicie seu crescimento longe de outro ja formado,
podendo, assim, crescer livremente seguindo a simetria hexagonal. Quando ocorre

o contrério, parte do novo cristal (fronteirico ao antigo) cresce mais lentamente
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que do que o resto, decrescendo ainda mais, & medida que se aproxima do cristal

formado primeiramente, porque a solugéo que o circula se tornou mais pobre.

4.3 Estruturas micelares com eixos radiais curvos

A regido a volta do cristal € menos densa porque 0 material dissolvido na
soluc&o precipitou-se depositando sobre a estrutura cristalina micelar. Mas, por
vezes, a densidade no centro micear é tdo alta que pode fazélo ir ao fundo,
curvando o espago circundante. Alguns monocristais adjacentes seriam atraidos
pela superficie curva, aumentando ainda mais, por peso, a depressdo. Esse
processo somente seria interrompido quando barrado por outras estruturas

cristalinas (iguais ou ndo) (Figura 34).

FIGURA 34 llustracdo mostrando que centros micelares muito densos (a) podem
deformar a regido circundante, curvando o espaco e formar uma
estrutura micelar deformada (b) em forma de funil.
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4.4 Estruturacdo do gelo na presenca de tensoativos com altos pesos

moleculares

4.4.1 A influéncia do dodecil sulfato sodico (SDS)

O dodecil sulfato sodico (SDS) é um tensoativo aniénico, de natureza
anfifilica, com boa solubilidade em &gua/20° (100g/L). Seus mondmeros formam-
Se espontaneamente, apds o preparo das solucdes mode o, estruturas micélicas de
grandes proporgdes e peso molecular médio entre 2.000 e 6.000 (g/mol), por
agregado (Barros, 2003). Ainda assim, nas temperaturas abaixo de 0°C, ndo
permanecem como agregados micelares em solucao.

Sob a influéncia do SDS a 2%, formam-se estruturas micelares que se
afunilam (Figura 34). No entanto, ndo crescem como um geminado. O conjunto
estrutural que constitui o cristal micelar arredondado n&o é um cristal Unico, mas
formado por muitas agulhas, finas e labes, e induzidas pelas moléculas do

dodecil sulfato sddico, cresceram individual mente de seus nucléolos.
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FIGURA 35 Estruturacéo dos cristais de gelo em soluc&o aquosa contendo SDS
a2%.

Sob a influéncia do SDS a 1% néo se observa a formagéo de estruturas
micelares, mas se percebe uma tendéncia a sua formagdo (Figura 36). Vérias
agulhas apresentam crescimentos radiados, numa nitida tendéncia ao crescimento

esférico.
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FIGURA 36 Estruturacéo dos cristais de gelo em soluc&o aquosa contendo SDS
a1%.

4.4.2 A influénciado Triton ® X 100

O Triton X 100 é um composto anfifilico solivel em &gua, isto € um
agente tensoativo ndo iénico. Possui uma por¢do hidrofilica constituida por uma
cadeia de polioxietileno com um niimero médio de 10 unidades de 6xido de etileno
e com a por¢ao hidrof ébica formada pelo grupo p-t-octilfenil.

Nas moléculas do Triton ® X 100, os &omos de oxigénio da por¢do
hidrofilica (poliéter) tornam-nas sollveis em agua pela possibilidade de formagao

de ligacOes de hidrogénio.
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Os tensoativos ndo iénicos, como o Triton ® X 100, em solugdo aquosa
associam-se na forma de micda (numa média de 140 moléculas anfifilicas por
micela, segundo Helenius & Simons, 1975). Entretanto, ndo se cristalizam como
um agregado micelar em temperaturas abaixo de 0°C.

Mesmo com possibilidade de fazer ligagbes de hidrogénio € pouco
provavel que as moléculas do Triton ® X 100 tenham se estruturado na grade
cristalina do gelo. Se isso acontecesse, haveria grandes desvios da simetria
hexagonal, porque a molécula do Triton ® X 100 é muito maior que a da agua.
Além disso, possuem uma estrutura rigida na “cauda’ (diferentemente dos
tensoativos i6nicos, com uma “cauda’ flexivel, segundo Rocha, 2000). As
distor¢bes implicariam em grandes faces que cresceriam bem menos que as
demais, por possuirem menores velocidades de translagdo e assim, pelo principio
da sobrevivéncia, teriam poucas chances de continuar a crescer.

Contudo, ndo foi isso 0 que se observou, ao contrério: na maioria, dos
cristais, a simetria hexagonal foi mantida e nenhum abandonou a forma poliédrica
e desenvolveu bragos. De fato, houve alguns desvios induzidos pelo Triton ® X
100 e, muito possivelmente, porque seus mondmeros alteraram a estruturacdo da
agua em alguns sitios da solugdo. Porém, foram em numero reduzidos e
raramente expressivos.

Diferentemente dos cristais formadas na &gua destilada congelada, é
interessante observar que os cristais formados sob a influéncia do Triton ® X 100
em solucdo a 0,25% possuem, na sua maioria, as arestas arredondadas e suas
faces superiores curvas. 1sso pode advir do fato do Triton ® X 100 impedir a
difusdo de material para os nucleos cristalinos e diminui-los em tamanho (Figura
37). Precisamente, € 0 que se confere quando se concentra a solugdo para 5%
(Figura 38).
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FIGURA 37 Estruturacdo dos cristais de gelo em solugdo agquosa contendo o
tensoativo Triton X ® 100 a 0,25%.
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FIGURA 38 Estruturacdo dos cristais de gelo em solugdo agquosa contendo o
tensoativo Triton X ® 100 a 5%.

4.4.3 A influéncia do acido quenodeoxicolico

O &cido quenodeoxicdlico, um sal biliar, possui uma molécula anfifilica
constituida por sistema de anéis fundidos. Ele contém trés anéis com seis e um
com cinco atomos de carbono. Este sistema de anéis confere a essa por¢do do
&cido quenodeoxicdlico uma alta afinidade com a dgua. Sendo um tensoativo e
aniénico, possui uma tendéncia a formar micela, contudo é possivel que essa
tendéncia, em formar sistemas moleculares organizados, sga inferiorizada pelo
fato de sua cadela carbdnica hidrofbica ser curta.

As Figuras 39 e 40 mostram que, a concentracdo 1% de diluicéo,

podemos observar o tipo de empilhamento dos cristais de gelo em zig-zag.
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FIGURA 39 Esquema de empilhamento sofrido pelos cristais de gelo sob a
influéncia do écido quenodeoxicdlico a 1%.

do &cido quenodeoxicdlico a 1%.

éncia

A

acdo sob ainflu

FIGURA 40 Estrutur
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As superficies dos cristais deste tipo ndo sd0 compactas, mas possuem
depressdes. Nessas depressdes, novas moléculas podem se depositar, formando
novas depressdes e, dessa forma, o crescimento continua (Figura 40).

O crescimento é mais rapido nas faces superiores e inferiores do que nas
laterais, porque nelas ndo existem vazios com forgas suficientes para conservar as
moléculas.

Na maioria dos cristais complexos, especialmente aqueles constituidos de
um sistema molecular irregular, nenhuma das faces serd compactas no sentido de
possuir uma superficie sem vazios. Da adi¢do de moléculas que sd preenchem
vazios resultam apenas novas saliéncias e, assim, nenhuma superficie a qualquer
momento formada seré realmente compacta.

De fato, observando-se formula estrutural do acido quenodeoxicdlico
(Figura 28), percebe-se uma complexidade estrutural. Possivelmente na sua
interacBo com a agua, os sistemas cristalinos resultantes serdo igualmente
complexos. Isso explicaria a formacdo de superficies ndo compactas no
congelamento das solugdes—modelo a 1%.

A complexa variedade de formas cristalinas observadas em solugdes
fortes deve-se, em parte, a possibilidade dos monocristais de gelo de se
imobilizarem numa variedade de arranjos cristalinos. 1sso revela que existe uma
dificuldade de cristalizac&o quando se concentram as solucdes com tensoativos.

Foi 0 que ocorreu com o sal biliar, &cido quenodeoxicdlico (Figuras 41 e 42).
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FIGURA 41 Estruturacéo sob a influéncia do &cido quenodeoxicalico a 1,5%.



FIGURA 42 Estruturacdo sob a influéncia do &cido quenodeoxicdlico a 5%.

4.4.4 A influéncia de Tween ® 80

Para formar os cristais, as moléculas tém que se arranjar ordenadamente,
seguindo o esquema retilineo. No entanto, o liquido formado com concentragoes
de anfifilicos muito acima da CMC é mais viscoso e prejudica a forma cristalina
da &gua. Certamente, os cristais de gelo crescem com dificuldade e se desviam do
arranjo hexagonal habitual.

No caso do Tween ® 80 isto deve acontecer porque esta substéncia
possui uma molécula extremamente longa em cadeia e no liquido deve estar

emaranhada. Para formar os cristais, as moléculas de agua tém que se
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endirdtarem de alguma manera e se arranjar ordenadamente seguindo um

esquema cristalino.

O Tween ® 80, a 1% e a 2%, dificulta a ordenagdo correta da agua que
ndo consegue seguir a simetria hexagonal completamente. I1sso pode ser
observada na Figura 43, na qual agua se ordena formando regides cristalinas,
mostrando muitos desvios da simetria hexagonal.

Um aumento na concentracdo para 2% (Figura 44) é acompanhado por
um aumento em nimero das distorgdes da simetria hexagonal. Os cristais
assumem uma forma poliédrica irregular, porém, bem menos protundente e com

muitas arestas arredondadas.

FIGURA 43 Estruturacdo sob a influéncia do Tween ® 80 a 1%.
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FIGURA 44 Estruturacdo sob a influéncia do Tween ® 80 a 2%.

4.5 Estruturacgdo no gelo na presenca de aminoacidos

A molécula de um aminoacido tem carater neutro, mas, na agua, sofre
ionizagdo; disso resulta um “sal interno” ou “zwitterion”, com comportamento
anfifilico.

Existem dois tipos de interacdo da &gua com o sal interno: as ligaces em
ponte com o radical eetropositivo NHs", a agregacéo da dgua ao redor do radical
eletronegativo OH e a hidratacdo hidrofdbica ao redor dos grupos hidrofdbicos.
Esses grupos afetam a solubilidade dos amonoécidos na dgua: na valina diminui,
na histidina aumenta e na glicina h& uma peguena influéncia na sua solubilidade e

areducdo é mediocre (Figura 45).
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FIGURA 45 Férmula estrutural do sal interno da glicina, valina e histidina e seus
respectivos grupos hidrofébicos.

E possivd que o comportamento anfifilico desses compostos |hes
confiram a disposi¢do de se adsorverem sobre superficies sdlidas, ou cristais de
gdo, dificultando sua cristalizaco.

A &gua se arranja de alguma maneira sob a influéncia dos aminoacidos,
mas ocorrem distorgdes. Os desvios da simetria hexagonal devem ocorrer no
sentido de satisfazer as atragBes locais dos campos eéricos nos grupos
hidrofilicos. 1sso deve ser feito com a agua circundando os radicais positivos e
negativos, de modo a gerar os crescimentos filamentosos que formaram as

estruturas miceares.
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4.5.1 A influéncia da valina

As Figuras 46 a 49 mostram o comportamento da valina na estruturagéo
dos cristais de gelo.

Os cristais estruturados pela valina apresentam uma forma poliédrica
bem definida a 1% nas camadas inferiores (Figura 46).

FIGURA 46 Estruturacéo sob a influéncia da valina a 1%.
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As velocidades de crescimento das faces dependem de detalhes no arranjo
das moléculas e das forgas de atracdo entre as faces e as moléculas liquidas que
Se aproximam.

Comos os demais aminoacidos, a molécula da valina mostra um lado
mais atrativo que 0s outros e isso pode revelar o por que o sistema cristalino,
formado pela &gua e a valina, favorece o crescimento em algumas faces do cristal
(Figura 47 e 48).

FIGURA 47 Estruturacdo sob ainfluéncia da valina a 1,5%.

Os cristais se alongam ainda mais em torno de um eixo, nas camadas
inferiores, @ medida que se aumenta a concentragéo do soluto na solucdo (Figura
48).
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FIGURA 48 Estruturacdo sob a influéncia da valina a 3%
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Nas condi¢bes da superficie, sob a influéncia da valina, o cristal ndo
cresce de uma Unica semente cristaling, mas € orientado a crescer
concentricamente em todas as direcfes, constituindo um agregado radial esférico
(Figura 49).

FIGURA 49 Estruturacéo sob a influéncia da valina a 5%.
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A microfotografia da Figura 49 é extremamente significativa porque
mostra o centro da arquitetura micelar. Nela é possivel ver que alguns cristais
hexagonais apresentam superficies irregulares, com muitas e peguenas
protuberancias, cujo contorno mostra ressaltos de onde partem finas agulhas.

E muito provave que esses ressaltos tenham sido provocados pela valina
que, por ser um anfifilo, se adsorveu as superficies sdlidas dos pequencs e
arredondadas sistema cristalino (contituidos por um reduzido conjunto de cristais
de gelo poliédricos).

Os ressaltos, resultantes da fixag&o da valina e da hidratacdo hidrofdbica
em torno do grupo apolar desse anfifilo, produziram extremidades;, nelas a
difusdo convergente de massa d’ agua gerou o feixe de agulhas que, por fim, deu
forma a disposicdo micdar esférica.

Esse deve ser 0 processo peo qual se formam todas as estruturas

micélicas em solucfes aquosas com moléculas anfifilicas.
4.5.2 A influéncia da histidina

Nas Figuras 50 e 51 véem-se cristais de gelo formados sob a influéncia da

histidina.
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FIGURA 50 Estruturacdo sob a influéncia da histidina a 0,15%.

Na figura acima ocorreu algo semelhante ao apresentada sob a influéncia
da valina, porém bem mais evidenciado. Os filamentos sdo finissmos e
extremamente |&beis e crescem radiamente, configurando uma forma final

micelar.
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FIGURA 51 Estruturacdo sob a influéncia da histidina a 0,15%.

O congelamento répido da superficie, as vezes, prodruz distorgoes. As
ramificaghes visualizadas no interior das estruturas micdares devem ser o

resultado dessas distorgoes.

4.5.3 A influéncia da glicina

Algumas substéncias em graus moderados de concentragdo formam
cristais poliédricos com a forma limitada por faces planas, sob outras condigoes,
crescem com formas ramificadas, desviando-se da simetria hexagonal. Uma

concentracdo intensa pode conduzir a um crescimento ramificado.
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Estudos recentes (Carneiro, 2001) mostraram que a glicina, a
concentragdes moderadas (0,25%; 0,5%; 0,75% e 1%), produz formas
poliédricas planas ou hexagonais prismaticas no interior de solugfes aquosas.

Neste trabalho, solugdes fortes foram congdladas na tentativa de obter
desvios da simetria hexagonal. O resultado € mostrado nas Figuras 52 e 53.

FIGURA 52 Estruturacéo sob a influéncia da glicina a 10%.
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As concentragfes produziram estruturages concéntricas na cristalizacéo
da &gua.

A velocidade de crescimento nas laterais das camadas € muito menor que
na direcdo perpendicular e, assim, os cristais se tornam bastantes longos.

Por serem constituidas por cristais extremamente finos, podem ocorrer
discordancias em virtude de serem extremamente frageis e tendem a se curvar e se
distorcer sob influéncia do seu préprio peso. A Figura 53 mostra claramente a
tendéncia das agulhas se curvarem sob a influéncia do peso da estrutura. Alias, é
evidente uma maior densidade na regi&o central, porque sua cor escurecida indica
gue a luz do microscopio foi refletida nas superficies dos muitos monocristais

atraidos pela depressdo formada (ilustracéo da pagina 55, Figura 34).

FIGURA 53 Estruturacdo sob a influéncia da glicina a 15%.
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4.6 A influéncia do sulfato de aménio e aluminio

O sulfato de aménio e aluminio é um sal. Em quimica, significa que é
uma substéncia composta de atomos metdlicos carregados positivamente e
particulas carregadas negativamente. N&o existem ligaghes especificas e
aparentemente ndo h& forcas direcionais entre os ions, mas somente atraces
gerais. Mesmo assim, é possivel que o AI** sgia cercado por cinco moléculas de
amdnia, isto é Al(NH3)s", formando um fon complexo (Figura 54).

O arranjo da &gua com o sal, segundo um esquema cristalino, depende da
possibilidade de formar ligacBes em ponte. O ion complexo que possui quinze
possibilidades de ligacdo em ponte nas mais diversas direcies, abre a

possibilidade de formar as estruturas micdlicas esféricas.
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FIGURA 54 on complexo proposto para explicar a formagio de micelas.
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As estruturas no seio da solugdo (Figuras 55 e 56) sdo agulhas e estéo

orientadas em diversas diregoes.

FIGURA 55 Estruturagdo sob a influéncia do sulfato de aluminio e amonio a
0,25%.
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FIGURA 56 Estruturag@o sob a influéncia do sulfato de aluminio e amonio a
0,30%.
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FIGURA 57 Estruturacéo sob a influéncia do sulfato de aluminio e aménio
a3%

Nas figuras pode-se notar que os cristais nas sulugdes com concentracoes
mais baixas sdo finissimos na superficie (0,25% e 0,30%, Figuras 55 e 56,
respectivamente) e com um aumento da concentracéo de soluto tornam-se mais
espessos (3%). O mesmo pode-se evidenciar nas camadas inferiores (Figura 57).

E importante observar que cada filamento superficial parece ser formado
de muitos cristais crescidos de um individuo Unico. A Figura 57 mostra que
alguns filamentos mais delgados tendem a se curvar e se distorcer sob influéncia
do seu proprio peso. Por fim, o feixe radial, constituido pelo conjunto desses

filamentos, toma a forma micelar esférica.
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4.7 A influéncia da floroglucina

O exemplo de forma micdar mais interessante foi conseguido pea
influéncia da floroglucina. A presenca desse trifenol (também chamado de
fluoroglucinal), muito usado na fabricagdo de medicamentos, produziu
interessantes estruturagdes na agua congel ada.

As moléculas individuais da floroglucina possuem simetria hexagonal
com um and no interior de seis &omos de carbonos e seus nucleos coplanares,
aos quais estdo unidos grupos hidroxilicos polares e hidrofilicos em posi¢es
alternantes.

E interessante notar que o caréter &cido fraco desse trifenol deve-se ao
fato de o par de detrénico da hidroxila ser “puxado” peo ane. Os pontos de
atracdo na floroglucina podem ser explicados justamente porque €la € polar,
embora menos que a agua. Essa polaridade permite que forme ligagBes em ponte
(pontes de hidrogénio) com as moléculas de &gua.

A alta simetria molecular na floroglucina preencheu os requisitos para um
bom arranjo na construcdo cristalina. O reticulo cristalino regular e,
possivelmente arredondado, do centro cristalino deu oportunidades iguais para o
crescimento em diferentes orientagoes.

Esse arranjo, constituido pela a &gua e a floroglucina, formou um ndcleo
cristalino que pode ser, muito provavelmente, um solido limitado por planos de
faces estrdadas, isso porque a difusdo méssica da agua ndo foi convergente nas
faces (a ndo ser no vértice) e, assim, os crescimentos que se langaram do nucleo,

nos diferentes lados, ndo formaram agulhas (Figura 58).
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FIGURA 58 Representagdo do nucleo formado sob a influéncia da floroglucina
parailustrar a difusdo de massa d' &gua para suas faces.

Seus resultados foram marcantes e consistentes, conforme demonstrado

nas Figuras 59 a 61.
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FIGURA 60 Estruturacéo sob a influéncia da floroglucina a 0,5%.
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FIGURA 61 Estruturacdo sob a influéncia da floroglucina a 0,5%

Dentre as tentativas de induzir estruturagbes esféricas talvez sga a
floroglucina a substéncia modificadora da forma estrita do gelo que promoveu a
estruturagdo mais interessante; isso porque produziu pequenos e arredondados
cristais e, 0 mais importante, todos se desenvolveram ndo s6 na superficie

congelada, mas em todas profundezas da solucéo.
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5 CONCLUSOES

Adsorvendo-se nas superficies sdlidas, reduzindo-as em tamanho e em
nimero, ou formando barreras a transferéncia de massa para nucléolos
promissores, os tensoativos Triton ® X 100, Tween ® 80 e o0 &cido
quenodeoxicdlico, dificultaram a cristalizagdo da solucdo aguosa e induziram
desvios na simetria hexagonal do gelo produzindo cristais com faces
arredondadas e, por vezes, poliedros irregulares.

Sob as condigbes adversas da superficie, modificando a estrutura da
solugdo, alguns compostos induziram a formacdo de cristais na forma de
numerosos filamentos, que do centro se desmembraram como um feixe radial,
mas que, no final, desfecham numa forma esférica (micelar).

Cada estrutura radial pode ter crescindo de uma Unica semente cristalina
disforme (valina, histidina, glicina, floroglucina e sulfato de aluminio e aménio)
na qual a difusdo convergente nas extremidades dos cristais gerou filamentos; ou
por vérias sementes cristalinas (dodecil sulfato sodico — SDS), em que cada
cristal cresceu individualmente de seus nucléolos produzindo um agregado
cristalino.

O mehor resultado promoveu estruturagfes peguenas, com cristais
arredondados e ndo sd na superficie congdada, mas também nas camadas
inferiores. Foi conseguido sob a influéncia da floroglucina. E possivel que
possamos usar esse trifenol como crioprotetor no pré-tratamento de tecidos

congelados.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOSFUTUROS

Os estudos realizados nos Ultimos anos resultaram em grande avango e
tém simplificado grandemente o processo de criopreservagdo. Mas, apesar de
extensivas pesquisas, 0s esforcos ndo foram suficientes para encontrar um
método definitivo, capaz de manter os cristais de gelo ao minimo.

E preciso saber que moléculas serdo despgadas nas céulas e tecidos para
torna-los viavels por mais tempo. Precisamos de um protocolo de criopreservagdo
universal para, por exemplo, criar um banco de érgdos humano que dimine a
corrida contra o rel6gio.

E necessario, assim:

1. estudar com aprofundamento todas as estruturacfes dos cristais de
gelo aqui induzidas e suas possiveis implicagdes no dano ceular;

2. também € necess&rio testar outras sustancias tensoativas para
verificar sua capacidade de reduzir o potencial de perfuragdo nas
estruturas celulares e para impedir a segregagdo das células por
crescimentos desordenados dos cristais de gelo;

3. éindispensave criar novas técnicas de microscopia que permitam
estudar, com maior precisdo, 0 processo de crescimento cristalino da
agua;

4. é indispensavel descrever com clareza os fatores que possam
influenciar no processo e

5. finamente, quantifica-los para podermos compreender suas formas.
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Arborea Micelar

FIGURA 1A Estruturas cristalinas mais comuns dos cristais de gelo.
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TABELA 1A Tabea com substéancias empregadas nas solu¢ées-modelo e o tipo

de influéncia na estruturagdo dos cristais de gelo.

SUBSTANCIAS CONCENTRAGOES | ESTRUTURACAO
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TABELA 1A Continuagso.

SUBSTANCIAS CONCENTRAGOES ESTRUTURACAO
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TABELA 1A Continuagso.

SUBSTANCIAS CONCENTRAGOES | ESTRUTURACAO
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TABELA 1A Continuag&o.

SUBSTANCIAS CONCENTRACOES ESTRUTURAGAO \
1,0% hexagonal
2,0% Hexagonal
Sulfato de Aluminio S Hexagona
(Quimibras) St Hexagona
1,0% Hexagonal
2,0% Hexagonal
3,0% Hexagonal
1,0% hexagonal
2,0% Hexagonal
Sulfato de Aménio 3,0% Hexagonal
(Quimibrés) 0,50% Hexagonal
1,0% Hexagonal
2,0% Hexagonal
Vitamina B; (Sigma) 1,5% Hexagonal

Cloxacillin 7% Amorfa

Cloreto de magnésio 1% Hexagonal
(Merck) 3% Hexagonal
Ntirofeniladrazina b Hexagona
(Merck) 0,15% Hexagonal
3% Hexagonal

99




TABELA 1A Continuagso.

SUBSTANCIAS CONCENTRAGOES | ESTRUTURACAO
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TABELA 1A Continuagso.

SUBSTANCIAS CONCENTRAGOES | ESTRUTURACAO
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