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RESUMO

RESUMO

PreocupacBes ambientais globais relativas a producdo, uso e descarte de multiplos
produtos produzidos pelo Homem tém incentivado o estudo e desenvolvimento de novos
materiais mais ecoldgicos baseados ou inspirados em biomoléculas que podem substituir as
opcOes existentes atualmente. Estes esforcos incluem o desenvolvimento de surfactantes a base
de agUcares.

O interesse e uso de surfactantes a base de acUcares para aplicacdo em diversas areas da
inddstria, tém aumentado ao longo das duas Gltimas décadas. Para esse aumento contribuem suas
caracteristicas de atividade tensioativa Unicas e melhoradas, comparados a surfactantes sintéticos
derivados da industria petrolifera, como o sulfato de lauriléter, um dos detergentes mais utilizados
na inddstria de detergentes que forma espuma com uma estrutra mais instavel que surfactantes
alquilpoliglicosideos. Além disso, os componentes usados na sintese de surfactantes a base de
acucares, agUcares e acidos graxos, tém origem natural e provém de fontes renovaveis, fato que
contribui para a elevada biodegradabilidade e biocompatibilidade destas moléculas anfifilicas.

Apesar de todas as vantagens desta classe de surfactantes, ainda ndo sdo bem entendidos
aspetos como a relagdo entre sua arquitetura molecular e capacidade de emulsificacdo, dadas as
possibilidades estruturais quase infinitas que Ihes sdo possiveis.

Apesar de ser uma classe de surfactantes muito promissora, tem tido pouca aplicacéo
industrial uma vez que a sua sintese apresenta dificuldades ao nivel da formacdo de produtos
multisubstituidos, relacionados a sua baixa seletividade, além de requerer o uso de solventes
organicos téxicos, devido a grande diferenca de polaridades entre as moléculas dos acUcares e
dos grupos que irdo constituir a por¢ao apolar do surfactante.

Neste projeto, uma das principais classes de surfactantes de acUcares, os ésteres de
sorbitano (Spans), foi criteriosamente selecionada para um entendimento da relacdo estrutura
molecular-atividade superficial de surfactantes de agucares. Foi aplicado o método de injecéo de
alcool na preparacdo de vesiculas desses surfactantes de aglcares e, pela primeira vez, os Spans
foram aplicados na formagdo de emulsdes 6leo-em-agua (O/W).

Paralelamente foram sintetizados, por meio de sintese quimica, novos surfactantes nao-
ibnicos e anidnicos a base de agucares, variando os seus grupos polares e apolares, assim como o
tipo de funcionalizacdo introduzida.

Estudos do comportamento interfacial dos surfactantes de acUcares sintetizados, como
medidas de tensdointerfacial e capacidade de formacéo e estabilizagcdo de emulsées, indicaram
que 0s mesmos sdo ndo-idnicos e anidnicos, exibindo comportamento interfacial muito superior

ao dos surfactantes mais utilizados na industria de detergente, higiene e produtos de limpeza.



RESUMO

Através deste projeto foram criadas alternativas sustentaveis, e de valorizagdo ambiental,
aos surfactantes utilizados no cotidiano, pretendendo-se que estas novas moléculas, a base de

acuUcares, sejam utilizadas nas mais variadas formulagdes industriais.

Palavras-chave: Surfactantes a base de aglcares, método de injecdo, sintese quimica, emulsdes,

vesiculas.
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ABSTRACT

The interest and use of sugar-based surfactants for their application in various areas of
industry have been increasing over the past two decades. For this increase, contribute their unique
and improved surface activity characteristics when compared to synthetic surfactants, but whose
components come from the petroleum industry. Furthermore, the components used in the
synthesis of sugar surfactants, sugars and fatty acids, have a natural origin and come from
renewable sources, contributing to the high biodegradability e bioavailability of these amphiphilic
molecules.

Despite all the advantages of this class of surfactants, some aspects such as the relation
of its molecular architecture e emulsification ability are still not fully understood, once there are
almost infinite structural possibilities.

At present, although these surfactants are the most promising in the future, they have little
industrial application since their synthesis presents difficulties in the formation of multi-
substituted products, related to their low selectivity, and requires the use of organic solvents due
to the large polarity difference between the sugars and the groups that will constitute the apolar
half of the surfactant.

In this project, one of the main classes of sugar surfactants, sorbitan esters (Span) were
carefully selected for an understanding of the molecular structure-surface activity relationship of
sugar surfactants. The alcohol injection method was applied to form vesicles with this family of
sugar surfactants and, for the first time, the sorbitan esters were applied in the formation of O/W
emulsions.

In parallel, new families of sugar-based surfactants were synthesized by chemical
synthesis in their nonionic e anionic forms, varying their polar and apolar groups, as well as the
bonds used to join the two halves.

After the characterization to understand the interfacial behavior of the synthesized
surfactants, since this behavior determines the applications in which these molecules will be used,
it is concluded that were produced nonionic and anionic sugar surfactants with higher interfacial
behavior than the surfactants most used in industries such as detergents, hygiene and cleaning
products.

With this project, sustainable alternatives and environmental enhancement were created
to the surfactants used today, and it is intended that these new sugar-based molecules begin to be

rapidly applied in the most varied formulations for our day-to-day products.

Keywords: Sugar based surfactants, Injection Method, Chemical Synthesis, Emulsions.
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1. INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1 Motivacao

O petréleo é o combustivel mais utilizado no planeta, o que faz dele umdos responsaveis
pelo desenvolvimento econdmico e social de praticamente todos 0s paises. Apesar de ser uma
fonte de energia ndo-renovavel, a sua prospecao e exploracdo sdo feitas repetidamente e sem,
praticamente, nenhum controle a nivel de danos ambientais, causados pela sua queima e emissao
de compostos toxicos.

Uma vez que o petroleo provém de fontes ndo-renovaveis, o seu tempo de vida é limitado
pelo que se torna imperativo a descoberta e desenvolvimento de alternativas energéticas e de
produtos provenientes do petréleo que sejam sustentaveis e que vao ao encontro a normas
ambientais cada vez mais aplicadas pela indUstria.

Surfactantes, ou moléculas tensioativas, sdo dos compostos mais produzidos e
consumidos no Mundo. Surfactantes sintéticos foram introduzidos em nosso cotidiano gragas as
suas propriedades de limpeza, dispersdo, formacéo de espuma e emulsificacdo, o que faz destes
compostos o0s principais componentes de produtos de limpeza, higiene e alimenticios.

A grande maioria dos surfactantes sintéticos tem como base produtos que provém de
fontes ndo-renovaveis, nomeadamente fontes petroliferas, o que também contribui para a
necessidade constante de prospecao e recuperagao avancada de petroleo.

Mudancas climaticas, decorrentes de graves problemas ambientais cometidos ao longo
dos altimos anos motivados por comportamentos de risco, como 0 desmatamento de florestas, por
exemplo, clamam pela necessidade de encontrar, modificar e aplicar alternativas sustentaveis nas
mais variadas areas industriais.

O estudo de novas moléculas, cujos materiais de partida provém de fontes renovaveis e
apresentem elevada capacidade de degradacdo no meio ambiente, nomeadamente em meios
aquaticos, sem que o0s seus sub-produtos afetem a fauna e a flora, é uma das linhas de investigacao
gue mais tem crescido nos Gltimos anos.

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar, o que torna esta planta um dos
grandes pilares econdémicos do pais. Em 2017, foram cultivados no Brasil mais de 10 milhdes de
hectares e produzidas mais de 750 milhdes de toneladas de cana-de-acUcar. Dada a diversidade
de produtos que podem ser produzidos através da cana-de-agucar, como por exemplo etanol,

acucar, cachaca, sendo, portanto, cada vez mais considerada uma matéria-prima de elevada
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importancia. Da sua exploragdo resultam milhdes de toneladas de residuos que séo cada vez mais
aproveitados para a produgdo de outros produtos, geracdo de energia pela queima e adubacéo de
terras.

Devido a grande quantidade de cana-de-acUcares produzida, e apesar de todos os sub
produtos obtidos a partir dela, sdo também gerados milhares de toneladas de residuos
subaproveitados dado que, devido a constituicdo fibrosa e articulada desta planta, uma quantidade
consideravel de sacarose continua a ser desperdicada, mesmo ap6s a sua extragdo. O uso de
métodos quimicos de extracdo das fibras que derivam da cana-de-agUcar, iria possibilitar a
extracdo da quantidade total de sacarose que é desperdicada e possibilitar o seu uso e aplicacdo
em diversas &reas, como na producdo de surfactantes de agucares, além do préprio consumo.

Os surfactantes a base de agUcares surgem, assim, para ir ao encontro da produgédo de
alternativas sustentaveis, devido a sua origem natural e as suas propriedades excecionais.
Pretende-se que, hum futuro proximo, seja possivel a total substituicdo de surfactantes sintéticos

provenientes de fontes ndo-renovaveis por esta nova classe de tensioativos.

1.2 Surfactantes

Surfactantes, também chamados de agentes tensioativos, sdo moléculas anfifilicas de
origem natural ou sintética. A sua constituicdo Unica, formada por uma parte polar (hidrofilica) e
outra apolar (hidrofébica), tem papel fundamental nas caracteristicas fisico-quimicas de sistemas
e, consequentemente, em aplicacbes em que serdo utilizados. A sua estrutura molecular
caracteristicamente anfifilica confere a estes compostos uma capacidade de auto-associacdo em
solucéo e de adsorsdo em interfaces, estabilizando-as (Holmberg 2002, Holmberg et al. 2002).

Surfactantes podem adsorver em interfaces solido-gasoso, sélido-liquido, sélido-sélido,
liquido-gasoso, ou liquido-liquido. No entanto, na grande maioria das aplicacBes destes
compostos, utiliza-se fase liquida, nomeadamente &gua. Assim, o entendimento do
comportamento da agregacdo de surfactantes em agua € a base para a compreensdo de todos 0s
processos de atividade destas moléculas e, consequentemente, de aplicagbes préaticas destes
sistemas (Holmberg et al. 2002).

Quanto maior a tendéncia do surfactante em diminuir a energia livre de uma interface,
maior a sua capacidade de adsorver nela, e mais tensioativo sera esse surfactante. A energia livre
interfacial por unidade de area, ou tensdo interfacial (y), representa a quantidade de trabalho

necessario para expandir essa interface. Quando a fronteira entre os dois componentes da interface
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é totalmente ocupada por moléculas surfactantes, a tensdo interfacial é diminuida a um valor
minimo (Roberts e Association 2012). Apoés atingir esse limite de saturacdo da interface, o
excesso de moléculas surfactante permanece em solucdo, na forma de monémero e de estruturas
auto-organizadas como micelas (esféricas, cilindricas ou reversas) e, em concentracdes maiores,
fases hexagonais, fases cubicas, fases lamelares ou vesiculares, mais complexas como

representado na Figura 1 (Holmberg et al. 2002).

Figura 1. Representacdo do comportamento de surfactantes em agua (a), e representacdo dos possiveis
agregados formados por moléculas de surfactantes em solugdo aquosa.

2)

b)

Micelas
Invertidas

Micelas Fases Cubicas Vesiculas

Fases Hexagonais

Fases Lamelares ‘

Concentragdo de surfactante, concentragdo de sal (iénicos), temperatura (ndo-iénicos)

Fonte: Adaptado de (Mittal e Shah 2002).

Os agregados acima descritos sdo formados de maneira a que o contato da parte
hidrofébica do surfactante seja 0 minimo possivel com as moléculas da agua (solvente), enquanto
a porcdo hidrofilica fique exposta ao meio aquoso. A forma que os agregados vao adquirir vai
corresponder sempre a de minima energia livre possivel do sistema (Gennis 1989).

A estrutura molecular do surfactante é o fator principal que determina a estrutura dos

agregados formados por eles, e vai depender de aspetos como volume de van der Waals da
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molécula, esfera de hidratacdo da regido (cabeca) polar, ligacbes de hidrogénio intra e
intermoleculares e o comprimento e grau de saturacao das cadeias alquilicas.
O empacotamento da auto-organizacdo de moléculas anfifilicas relaciona a energia

livre de associagdo com trés parametros geométricos: 1) a area interfacial minima, ocupada pelo
grupo hidrofilico, ao; 2) o volume da(s) cauda(s) hidrofobica(s), v, e 3) 0 comprimento maximo
da cadeia hidrofébica, I.. Estes trés parametros sdo relacionados através do chamado parametro
critico de empacotamento (Pc), usado para prever o tipo e forma dos agregados na conformagao
de energia livre minima, dado pela Eq. 1 (Park et al. 2010).

P = ()

Se v ~ aglc 0 surfactante é praticamente simétrico, o Pc ~ 1 e o surfactante ira empacotar
em fases cubicas ou lamelares. Se o grupo polar do surfactante for muito grande e o volume
ocupado pelo grupo apolar reduzido, entdo o Pc < 1/3 0 que permitira ao surfactante a agregacao
na forma de micelas. Quando temos 1/3 < Pc < 1/2 torna-se possivel a formacdo de
empacotamentos hexagonais. Por fim, quando a parte apolar grande (v elevado) e um grupo polar
pequeno, o Pc > 1 e os surfactantes formardo micelas invertidas. A forma dos agregados, com

base na estrutura efetiva das moléculas anfifilicas e valor de Pc, é apresentada na Figura 2.

Figura 2. Geometria de estruturas anfifilicas.
°®e
5 5 % %
1/3 1/2 1 '

A W

Fonte: Adaptado de (Holmberg et al. 2002).

A capacidade do surfactante se auto-agregar em solugdo € uma de suas principais
propriedades, visto que os agregados formados tém, em seu interior, 0 espago necessario para
nanocompartimentar moléculas hidrofilicas ou hidrofobicas, permitindo que suas aplicagdes vao

de detergente de limpeza (incorporando gorduras e sujeira no seu interior) até sistemas
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carreadores de drogas (drug delivery), uma vez que podem encapsular moléculas com as mais

variadas caracteristicas.

1.3 Classificacéo de surfactantes

Os surfactantes sdo classificados em quatro categorias, de acordo com a carga elétrica de
sua parte polar. A presenca ou auséncia de carga afeta de forma determinante as propriedades

gerais dos agregados de surfactantes (O’Rear 2015).

1.3.1 Surfactantes Cationicos

Os surfactantes catidnicos sdo uma das principais classes com grande leque de aplicacéo.
A carga positiva é adquirida pela presenca de nitrogénio na constituicdo da molécula, como os
sais de ambnia quaternaria, representado na Figura 3, que em solucdo aquosa se dissocia do seu

contraion, Br-.

Figura 3. Estrutura molecular do brometo de dodeciltrimetilamdnio (DTAB).
Br
|\

Esta classe de surfactante também pode ser usada como agente de limpeza,
nomeadamente em produtos de higiene pessoal, pois apresentam uma elevada capacidade de
adsorcdo em superficies negativamente carregadas. No entanto, eles sdo mais conhecidos pelas
suas excelentes propriedades bactericidas, uma vez que tém atividade contra um grande namero
de organismos gram-positivos e alguns gram-negativos, assim como sdo fortemente utilizados
como veiculos de DNA. Estes surfactantes também se caracterizam por apresentar baixa

biodegradabilidade e baixa compatibilidade com outros materiais (Holmberg 2002, Ruiz 2009).
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1.3.2 Surfactantes Anidnicos

Surfactantes aniénicos sdo a classe mais produzida industrialmente a nivel mundial, uma
vez que sua producdo é facil e economicamente favoravel, e caracterizam-se por serem a classe
de surfactantes mais importante e mais utilizada em grande escala em produtos de limpeza (com
elevada performance de remocgdo de sujidade) e também em formulagbes farmacoldgicas e
cosméticos (Holmberg et al. 2002, Lavergne et al. 2011).

Carboxilatos, sulfatos, sulfonatos e fosfatos sdo 0s grupos polares mais encontrados em
surfactantes anionicos.

Alguns surfactantes aniénicos, como o dodecil sulfato de sodio (SDS) representado na
Figura 4, apresentam atividade bioldgica.

Figura 4. Estrutura molecular do dodecil sulfato de sédio (SDS).
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1.3.3 Surfactantes zwiteriénicos (bipolares)

Surfactantes zwiteribnicos tém em sua constituicdo uma carga aniénica e outra catinica,
simultaneamente, sendo também denominados de surfactantes bipolares. Por norma, a carga
positiva é conferida pelo sal de amina ou grupo de aménio quaternario, enquanto a parte anidnica
é obtida através de grupos carboxilatos, sulfonatos ou fosfatos.

Surfactantes a base de betaina sdo exemplo mais comum desta classe de surfactantes e
também as mais utilizadas em nivel industrial, tendo uma forte aplicacdo em produtos de higiene
pessoal, como shampoos, sabonetes liquidos ou logdes de limpeza. Um exemplo dessa classe de
surfactantes é o laurato de betaina, cuja estrutura é representada na Figura 5.

Estes surfactantes apresentam baixa toxicidade, propriedades bactericidas, elevada
resisténcia a aguas duras e elevada compatibilidade com varios tipos de surfactantes (O’Rear
2015).

Figura 5. Estrutura molecular do laurato de betaina.
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1.3.4 Surfactantes Nao-ibnicos

Surfactantes ndo-ibnicos sdo a segunda classe de surfactantes mais importante e
produzida industrialmente e caracteriza-se pelo fato de o seu grupo polar se apresentar numa
forma neutra, ndo ionizavel. Os principais surfactantes ndo-idnicos apresentam, como parte polar,
grupos poliéter, consistindo em unidades de oxietileno, ou polihidroxil, como exemplificado na

Figura 6.

Figura 6. Estrutura molecular de (a) acido graxo etoxilado e (b) alquil glicosideo.
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Os surfactantes ndo-ibnicos destacam-se dos demais por apresentarem concentracdes
micelares criticas (CMC) ultra-baixas, insensibilidade a sais e agua dura, baixa irritabilidade para
a pele e grande sensibilidade a temperatura, a exce¢do dos surfactantes de agucares. Estas
caracteristicas fazem destes surfactantes Otimos aliados em indUstrias de cosméticos,
farmacéuticas, produtos alimentares e, acima de tudo, em induUstrias de detergentes (Lee et al.
2016).

Das subclasses de surfactantes ndo-idnicos, aquela que mais tem se destacado nos Gltimos

anos sdo os surfactantes a base de agucares.

1.4 Surfactantes sintéticos a base de fontes renovaveis

Apesar de existir ainda algumas divergéncias quanto a origem de determinados
surfactantes, é hoje aceito pela comunidade cientifica a divisdo dos surfactantes em duas grandes
classes: surfactantes naturais e surfactantes sintéticos (Mulligan 2005, Razafindralambo et al.
2012, Khadydja et al. 2016).

Os surfactantes naturais, ou biosurfactantes, provém da fermentacdo microbiana, de

plantas e animais, embora a quantidade obtida através destas fontes ndo seja suficiente para serem
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utilizados em escala industrial. J& os surfactantes sintéticos, que podem ser produzidos a partir de
sintese quimica, sintese enzimatica, ou sintese quimico-enzimatica, sdo ainda divididos em duas
subclasses, de acordo com a origem dos seus materiais de partida, uma vez que estes podem provir
de fontes renovaveis ou ndo-renovaveis (Razafindralambo et al. 2012).

Os surfactantes sintéticos, cujos materiais de partida sdo obtidos de fontes ndo-
renovaveis, sao os mais utilizados industrialmente e sdo derivados da petroquimica, uma vez que
0s materiais usados na sua obtencdo provém do cracking (quebra) da nafta. Os principais
exemplos, sdo os surfactantes a base de etileno, polioxietileno, etc, que dada a sua origem
apresentam elevada toxicidade para os ecossistemas e sdo dificilmente degradados no meio
ambiente (Holmberg 2001, Holmberg et al. 2002, Manko e Zdziennicka, 2015).

Os surfactantes sintéticos a base de fontes renovaveis sdo 0s que mais interesse e
crescimento tém apresentado nos Gltimos anos. A possibilidade de utilizar compostos de partida
naturais, para a obtencdo de moléculas com propriedades Unicas, € hoje uma realidade cada vez
mais presente em laboratérios e indUstrias. Neste sentido, destacam-se os surfactantes a base de
acucares (Ruiz 2009).

1.5 Surfactantes a base de agucares

Os surfactantes a base de agucares sdo ndo-ibnicos, constituidos por moléculas de
acucares na sua parte hidrofilica, na forma monomérica (como a glicose, frutose ou o sorbitol),
dimérica (como a sacarose ou lactose), ou polimérica (como o amido, celulose, quitina,
polissacarideos) (Ko6s 2013).

Os agUcares, constituintes da parte hidrofilica do surfactante, podem encontrar-se ligados
a parte hidrofébica por meio de ligagdes glicosidicas, quando os grupos hidrofébicos séo alcoois
graxos, ou entdo podem encontrar-se ligados a moléculas de acidos graxos por meio de ligacdes
éster, éter, amina ou amida, representadas na Figura 7 (Stubenrauch 2001). O tipo de ligacédo
existente entre as partes hidrofilica e hidrofébica tem um papel fundamental nas propriedades
fisico-quimicas do surfactante e, consequentemente, em suas aplicagdes (Ruiz 2009). A ligacéo
éter € uma ligacdo forte e, embora confira liberdade rotacional a molécula, ndo é facilmente
degradavel no meio ambiente. A presenca do grupo amida confere & molécula de surfactante uma
ligacdo estavel, alguma resisténcia a hidrolises acidas e basicas, é facilmente degradada na

natureza, mas reduz a solubilidade em agua.
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Figura 7. Estrutura das principais ligacdes usadas para unir as metades hidrofilica e hidrofébica dos
surfactantes de agUcares. a) éter; b) éster; c) amina; d) amida.
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Com a ligagdo amina, a molécula de surfactante possui também liberdade rotacional, mas
este grupo reage em condi¢Ges acidicas conferindo ao surfactante carga catibnica. Por fim, a
ligacdo éster é caracterizada por ser uma ligacao fraca entre ambas as partes do surfactante, o que
as torna flexiveis e facilmente degradadas na natureza, pois s&o facilmente hidrolisaveis em pH
ndo neutros (Piispanen 2002).

As possibilidades estruturais dos surfactantes de agucares sdo quase infindaveis. Para
além da escolha da ligacdo que unira as duas partes do surfactante, é possivel escolher o nimero,
existéncia de insaturagdes e ramifica¢Oes, e comprimento da cadeia carbonada, que atuard como
grupo apolar, assim como a molécula de agucares, que atuara como grupo polar, que pode ser
escolhida entre mono-, di-, oligo- e polissacarideo, e das alteragdes estruturais que sdo passiveis
de realizar nas mesmas, dada o elevado nimero de grupos hidroxila ligados ao anel da molécula
de agUcares (Razafindralambo et al. 2012). Esta diversidade estrutural faz dos surfactantes & base
de acucares alvos para 0s mais variados ramos industriais, especialmente para as inddstrias de
detergentes, cosmética e farmacéutica.

Para além das vantagens relacionadas a sua estrutura, do fato de seus materiais provirem
de fontes naturais e renovaveis, e das vantagens anteriormente referidas da classe de surfactantes
nao-idnicos, os surfactantes de aclcares destacam-se dos demais por apresentarem caracteristicas
tdo importantes como a sua baixa toxicidade, biodegradabilidade e biodisponibilidade, e pelo fato
de apresentarem propriedades interfacial mais pronunciadas, do que os surfactantes sintetizados
com matérias-primas ndo-renovaveis. Estas caracteristicas fazem dos surfactantes de agucares a
classe mais promissora dos préximos anos (Ruiz 2009, Razafindralambo et al. 2012, Koés 2013,
Farran et al. 2015, Lu et al. 2016).

Este trabalho centrou-se na sintese e estudo de ésteres de &cidos graxos de agucares, uma
das maiores e mais importantes classes de surfactantes a base de agucares, e alquilaminas de
acucares, cujos estudos ainda ndo sao muito desenvolvidos e, portanto ainda ndo estao definidas

as suas propriedades interfacial e nem as suas possiveis aplicacGes.
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1.5.1 Esteres de acidos graxos de aglicares

Esteres de acidos graxos de agUcares, sdo surfactantes cuja parte polar é constituida por
moléculas de acgucares, e a parte apolar consiste em cadeias hidrocarbdnicas de acidos graxos, em
que ambas as partes s&o ligadas por ligagOes ester (Ahmad 2017).

Nas sinteses realizadas neste trabalho, para a obtengdo de ésteres de aglcares, foram
usados glicose, galactose e frutose como grupos hidrofilicos, e os acidos caprico, e laurico como

grupos lipofilicos, cujas estruturas sao representadas na Figura 8.

Figura 8. Estrutura molecular dos acucares a) glicose, b) galactose, c) frutose), e acidos graxos (d) acido

caprico, €) acido laurico usados neste trabalho.
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Os hidratos de carbono escolhidos tanto podem ser de ocorréncia forma ou obtidos através
de quebra de ligacdo glicosidica de outros agucares poliméricos, promovida por reacbes de
aquecimento com solucdes acidas. Através dessa reacdo, a glicose pode provir da celulose, amido,
sacarose, lactose e trealose, a frutose pode ser obtida a partir da sacarose, e a galactose através da
lactose (Robyt 1998).

Para além das caracteristicas j& discutidas, relativas a biodegradabilidade e
biocompatibilidade, baixa toxicidade, sem odor e sabor, e de serem compativeis com a pele, os
ésteres de acUlcares tém ganho importancia na inddstria farmacéutica nos Gltimos anos, pois
verificou-se que possuem propriedades antimicrobianas, antibacterianas e antitumorais (Ahmad
2017).

Os Unicos ésteres de acucares produzidos industrialmente, através de sinteses quimicas, e

vendidos comercialmente, sdo os ésteres de sacarose (Soultani et al. 2003).
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1.5.2 Aminas graxas de agUcares

Surfactantes de alquilaminas de acUcares sdo ndo-idnicos, cuja metade polar é uma
molécula de agucares que tem ligado no seu carbono anomérico uma amina graxa, que constitui
a metade apolar do surfactante. Este tipo de surfactantes de aclcares pode adquirir,
simultaneamente, caracteristicas gerais de surfactantes ndo-i6nicos e ibnicos. Estes apresentam
um ponto de turvacdo (cloud point) elevado e sdo resistentes a variagbes de temperatura, ao
contrério dos surfactantes ndo-ibnicos convencionais, e a presenca de sais (Pu et al. 2017).
Através da introducdo de grupos sulfonato a metade polar estes surfactantes adquirem
caracteristicas anidnicas e a sua solubilidade em &gua é melhorada, quando comparada a seus
homdlogos ndo-idnicos.

Surfactantes de amina com grupos polares derivados de aglcares sdo de extremo interesse
como alternativa aos surfactantes ndo-ibnicos a base de aminas do tipo tradicional, como as
alquilaminas de longa cadeia etoxiladas. E esperado que um aumento da quantidade de
constituintes naturais na estrutura do surfactante seja benéfico para reduzir a toxicidade aquatica
e aumentar a taxa de biodegradabilidade. Surfactantes de alquilaminas com grupos polares de
polioxietileno sdo considerados toxicos para organismos aquaticos, e alquilaminas com longas
cadeias de oxietileno ndo sdo facilmente biodegradaveis. A biodegradacdo de alquilaminas
etoxiladas é iniciada pela degradacdo da cauda hidrofobica, seguida pela degradacdo lenta da
cadeia de aminopolioxietileno. Acredita-se que a toxicidade dos surfactantes de alquilamina
etoxilada seja resultado da sua tendéncia para adsorver em superficies carregadas negativamente.
Na natureza, a maioria das superficies contém uma carga levemente negativa que atrai
surfactantes carregados positivamente, e as alquilaminas etoxiladas tém um carater catiénico em
pH neutro e baixo. Surfactantes de agUcares a base de aminas s&o menos toxicos e tém mostrado
elevadas taxas de biodegradacdo (Oskarsson et al. 2007, Biresaw e Mittal 2013).

Na literatura estdo descritos diversos métodos de sinteses para obtencdo de surfactantes
de aminas de acUcares com diversas alteraces estruturais, importantes nas propriedades que a
molécula vai apresentar (Mitts e Hixon 1944, Menger et al. 1997, Bazito e El Seoud 2002,
Oskarsson et al. 2007, Soussan et al. 2008, Misiak et al. 2013, Zhi et al. 2013, Li et al. 2014,
Salman et al. 2015). Quanto aos estudos de aplicagdes praticas que essas moléculas possam vir a
ter, os mais relevantes focam no estudo da capacidade desses surfactantes para formacao e
estabilizacdo de emulsGes W/O e O/W, e na capacidade de substituirem os surfactantes usados
atualmente na remoc¢édo avangada de petréleo (Azim et al. 2010, Pu et al. 2017).

Os surfactantes de aminas de agUcares mais conhecidos, tém a glicose como parte polar.
Tanto quanto é possivel saber, s6 foram sintetizadas aminas de aglcares com outros grupos

hidrofilicos, que ndo a glicose, com a lactose (Menger et al. 1997, Bhattacharya e Acharya 1999,
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Dhruv et al. 2005) e maltose (Eastoe et al. 2000), ndo se tendo encontrado na literatura recente
estudos ou sinteses de alquilaminas com outros aglcares como parte polar.

Neste trabalho foram sintetizados surfactantes de aminas de aclcares com glicose e
galactose, com as aminas graxas decilamina e dodecilamina, na sua forma ndo-idnica e anionica,

através da introdugédo de grupos sulfato.

1.6 Sintese Quimica de Surfactantes de Agucares

Os surfactantes séo classificados de acordo com a presencga ou auséncia de carga nos seus
grupos hidrofilicos, sendo que esta caracteristica influencia de forma determinante, as
propriedades fisico-quimicas e a atividade superficial dos mesmos, bem como as suas aplicacdes
(Holmberg et al. 2002).

Nas sub-secgfes 1.6.1 a 1.6.3 sdo descritos os métodos de sintetizar quimicamente ésteres
e aminas de aglcar ndo-ibnicos e de, atraves desses surfactantes ndo-idnicos subsequentes,

sintetizar ésteres e aminas de aglcares anionicos.

1.6.1 Sintese Quimica de Esteres de Aglicares

Os eésteres de &cidos graxos de acUcares podem ser sintetizados com compostos
provenientes de fontes renovaveis (aglcares e 4cidos graxos), através de reacdes de esterificacao,
segundo a reagdo do Esquema 1. Esta reacdo é a Unica a ser usada industrialmente para a sintese
de ésteres de agucares comerciais (Gumel et al. 2011).
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Esquema 1. Mecanismo da reagdo de esterificacdo usada para sintetizar quimicamente ésteres de 4cidos

graxos de acgucares.

P—— ]

Actcar—OH + Base Actcar—0" + Base—H"

o
_— ’W\)J\DCHE + 0— Aclicar s=—=
CO—Agucar o
- - W\DCHE, . /P\M\)J\D—AQEIEEF + CHOr

0

Os ésteres de acucares podem ser obtidos através de sintese quimica ou sintese
enzimatica. Uma vez que estes compostos derivam de produtos naturais e sdo sustentaveis, a
preferéncia por métodos de producdo ambientalmente mais indcuos deve ser levada em conta.

Ha vérias referéncias na literatura que descrevem a obtengdo de ésteres de acgucares
atraves de varios métodos de sintese quimica, nomeadamente pela utilizacdo de cloretos de &cido
ou acidos graxos vinilicos (Vlahov et al. 1997, Bazin et al. 1998, Plat e Linhardt 2001, Yin et al.
2014).

A sintese quimica é, até a0 momento, o Unico método de producdo de surfactantes de
ésteres de acucares em escala industrial (Soultani et al. 2003). Neste método a reacdo é efetuada
em temperaturas elevadas (>100 °C), o que requer um elevado consumo energético. Além disso,
tém de ser usados catalisadores alcalinos que podem favorecer a formagdo de produtos
secundarios, e permanecer no produto final (Tai e Brunner 2009, Gumel et al. 2011). A sintese
quimica de surfactantes de acglcares tem como grande limitacdo o fato de ndo ser seletiva e
apresentar baixa regioseletividade, uma vez que a presenca de varios grupos hidroxila nos
aclcares pode promover a possibilidade de formacdo de um produto com elevado grau de
substituicdo (van Kempen et al. 2013). van den Broek e Boeriu (2013) afirmaram que, uma vez
que asintese quimica é ndo-seletiva, tanto os alcoois primarios como os secundarios dos agucares,
podem ser substituidos. Este fato ndo foi verificado neste trabalho, uma vez que em moléculas de
aclcares com um alcool primario e um ou mais alcoois secundarios, ocorreu majoritariamente a
monosubstituicdo do alcool primério e, consequentemente, a produgdo de um monoéster de
glicose e galactose puros, como comprovado pelos estudos de ressondncia magnética nuclear.

A sintese enzimatica de surfactantes de agucares, embora tenha crescido nos Gltimos anos,
e sendo o método preferencial de sintese pela grande maioria dos grupos de investigacdo, por

apresentar diversas vantagens, apresenta também algumas limitacdes. A sintese enzimatica é
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considerada 0 método mais favoravel, a nivel ambiental e estrutural, pois para além de ser
realizada em temperaturas moderadas, caracteriza-se por ser um método de elevada regio-,
estéreo- e enantioseletividade, o que permite um grande controle da estrutura dos produtos que se
pretendem obter. No entanto, a sintese enzimatica apresenta duas grandes limitacGes: a escolha
do solvente da reacdo que, devido a diferenca na polaridade dos reagentes, exige a escolha de
solventes organicos mais toxicos, como o dimetilsulfoxido (DMSO) ou a dimetilformamida
(DMF), sendo este um dos pontos desfavoraveis deste método de sintese (van Kempen et al.
2013). A outra desvantagem da sintese enzimatica se deve ao fato de ser necessaria a presenca de
uma enzima (por norma, uma lipase) imobilizada. As enzimas imobilizadas disponiveis
comercialmente apresentam custos elevados; além disso, o procedimento laboratorial para a
imobilizacdo da mesma é complexo e demorado, inviabilizando para ja o uso desta sintese para a
producdo industrial de surfactantes de agUcares.

Uma vez que um dos objetivos principais desta Tese é a sintese de novos ésteres de
agUcares para futura producdo e aplicagdo industrial, foi escolhida a sintese quimica como método

de sintese dos novos surfactantes.

1.6.2 Sintese Quimica de Aminas de Ac¢ucares

A presenca de um numero elevado de grupos hidroxila nas moléculas de agucares
possibilita a producdo de variados produtos, desde hidrogéis a polimeros naturais. Em reacfes
para se obter alquilaminas de acgUcares, estes grupos hidroxila sdo substituidos por moléculas
alquilicas de aminas.

Através de uma analise da literatura percebe-se que, das aminas de agUcares mais
estudadas e obtidas, encontram-se as glucosaminas alquilicas, cuja metade polar é a glicose.

Estes surfactantes sdo sintetizados com base na reacdo de Maillard, cujo esquema

mecanistico é descrito no Esquema 2 (Tamanna e Mahmood 2015).
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Esquema 2. Mecanismo de formacéo das alquilaminas de glicose.
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A reacdo de Maillard é uma das reagdes mais utilizadas no nosso dia-a-dia, pois € ela a
responsavel pelo sabor de muitos dos alimentos que cozinhamos, através da sua ocorréncia 0s
alimentos adquirem tom acastanhado. Esta rea¢do ocorre através da reacdo de moléculas de
aminodcidos, e seus derivados, com moléculas de agucares redutores. Esta reagdo é dividida em
trés etapas principais: formacdo do produto Amadori (auséncia de cor); desidratacdo e
fragmentacdo das moléculas de acUlcares, assim como a degradacdo dos aminoacidos ou seus
derivados; e por fim, condensacdo aldolica dos produtos formados na etapa anterior e formacao
de compostos de nitrogénio heterociclicos, as melanoidinas, que se caracterizam pela presenca de
cor, nomeadamente uma cor acastanhada (Zhang et al. 2009).

Para a sintese de alquilaminas de aglcares o primeiro passo é o0 mais importante da reacéo
de Maillard, pois os surfactantes obtidos serdo glicosilaminas. Neste primeiro passo ocorre a
condensagéo do grupo carbonila da molécula de agucares com a amina, ocorrendo a formagédo de
uma imina, seguida de um ataque do oxigénio da hidroxila a imina, resulteo na formacdo de
glicosilaminas (Zhang et al. 2009, Tamanna e Mahmood 2015).

Embora em nimero reduzido, na literatura encontram-se descritos métodos sintéticos
para a obtencdo de surfactantes de aglcares modificados com grupos amina na sua forma ndo-
ibnica, utilizando a glicose como grupo polar (Mitts e Hixon 1944, Menger et al. 1997,
Bhattacharya e Acharya 1999, Dhruv et al. 2005, Oskarsson et al. 2007, Salman et al. 2015). A
maioria sao métodos sintéticos simples, onde o metanol é usado como solvente da reacdo e as
temperaturas em que sdo realizadas encontram-se entre 30 e 55 °C, e em quase todos 0s tempos
de reacdo sdo relativamente curtos. Pela presenca do grupo amina na sua constituicdo, estes

surfactantes sdo os ideais, em termos reacionais, para obter sais de aminas graxas e sais de amdnio
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quaternario que constituem a grande maioria dos surfactantes catiénicos de agucares disponiveis
até ao momento.

Embora sejam menos conhecidos e estudados do que as aminas catidnicas de acUcares, a
presenca dos grupos hidroxila das moléculas de alquilaminas de aglcares, permite a sua facil
substituicdo por grupos sulfato, que vai conferir a estes surfactantes carga negativa e,
consequentemente, adquirir caracteristicas de surfactantes anionicos. As alquilaminas de agucares
com grupos sulfato apresentam maior solubilidade em agua e maior resisténcia a alteracdes de
temperatura do que as alquilaminas de agUcares na forma ndo-ionica (Bazito e El Seoud 2002, Pu
et al. 2017).

Nesta Tese foram sintetizadas n-decil- e n-dodecilaminas derivadas de glicose e galactose
nas formas ndo-ibnicas, pela reacdo de Maillard, e anibnicas, ao acrescentar a reacdo de Maillard

um passo de sulfonacdo do produto da reagdo de Maillard.

1.6.3 Sintese Quimica de ésteres e aminas aniénicos de aglcares

Os ésteres e alquilaminas ndo-iénicos de acUcares sdo produzidos industrialmente através
de reacBes de esterificacdo com catalisadores &cidos ou basicos, ou por reacdes de
transesterificacdo, e por reagfes de Maillard, respectivamente (Mitts e Hixon 1944, Osipow et al.
1956). Embora apresentem inlimeras vantagens, 0 maior problema destes surfactantes de aglcares
na sua forma ndo-iénica, traduz-se na sua baixa solubilidade em &gua, limitando suas aplicaces.
Um dos procedimentos possiveis para aumentar a solubilidade destas classes de surfactantes de
acucares em agua passa pela utilizacdo de rotas sintéticas adicionais, nomeadamente pelo uso de
agentes sulfonantes, com os quais é possivel a sintese de surfactantes de agutcares aniénicos (Ruiz
2009, Zhi et al. 2013).

A metodologia mais utilizada para a sintese de ésteres e aminas anidnicos de agUcares
consiste na insercdo do grupo SOs, através de agentes sulfonantes. No caso dos ésteres de aclcares
0 grupo SOs pode ser inserido por duas estratégias diferentes: sulfonacdo de ésteres de acidos
graxos de agUcares ou através de um ataque nucleofilico no éter ciclico do agucares (Plat e
Linhardt 2001). No caso de sulfatos de acidos graxos de monossacarideos, uma metodologia facil
para a sua obtencdo consiste em fazer reagir o monossacarideo com HSO3Cl, ou com o complexo
de piridina-trioxido de enxofre (Pir-SO3), seguida da sua neutralizacdo com uma base, como
NaOH ou NaHCO3; (Biswas e Mukherji 1960). Outros agentes sulfonantes utilizados para reagir
com os agUcares pode ser o &cido sulflrico na presenca de N, N -diciclo-hexilcarbodiimida, ou de

anidrido acético, ou acido clorosulfénico; no entanto, os mais utilizados sdo os complexos de
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trioxido de enxofre com bases de Lewis, que podem ser piridina, DMF ou trietilamina (Ruiz
2009). Para a sintese de alquilaminas de aglcares, 0 método mais usado consiste na substituicao
de grupos hidroxila do agUcares por grupos SOs; e estes sdo obtidos majoritariamente através de

reacdes de sulfonagdo com o complexo de PirSO3 (Bazito e El Seoud 2002, Pu et al. 2017).

1.7 Propriedades e relacdo estrutura-atividade de ésteres e aminas

de acucares

Nesta Tese, foram utilizadas ligagdes éster e amina para ligar as metades hidrofilica e
hidrofobica dos surfactantes sintetizados. Como dito anteriormente, a escolha dessas ligagGes
influencia diretamente as propriedades interfaciais e caracteristicas fisico-quimicas das moléculas
anfifilicas. Sera, portanto, dado especial destaque nesta sub-sessdo as principais propriedades dos
ésteres de 4cidos graxos e alquilaminas de acUcares.

Os ésteres de acucares anfifilicos, assim como todos os surfactantes, tém a capacidade de
se auto-agregarem, podendo formar estruturas variadas em solugdo aquosa, como por exemplo
micelas (Holmberg et al. 2002). Na formagdo de agregados micelares, leva-se em conta uma das
propriedades mais importantes e caracteristicas do surfactante, fortemente afetada por mudangas
estruturais na molécula, a CMC. A CMC traduz-se pela concentragdo minima de surfactante
necessaria para a formacdo de micelas. A tensdo superficial dos sistemas diminui com a adi¢éo
de surfactante até a CMC ser alcancada. A partir desse ponto, a tensdo superficial mantém-se
constante. A CMC ¢é de elevada importancia, uma vez que representa a quantidade de surfactante
necessaria para solubilizar compostos hidrofobicos em agua (Holmberg et al. 2002, O’Rear 2015).

Quanto maior a hidrofobicidade de um surfactante, menor serd a tensdo superficial. O
mesmo efeito tem 0 aumento do comprimento da cadeia de acidos graxos e 0 aumento do grau de
esterificacdo, que promovem a diminui¢cdo do valor de CMC dos ésteres de agUcares. Porém,
guando se trata da ligacdo éster ser a ligacdo usada na unido das metades hidrofilicas e
hidrofdbicas, o fato do grupo carbonila da ligacdo éster estar presente torna o grupo apolar mais
volumoso e o surfactante mais hidrofébico. Como consequéncia, ocorre o0 aumento das
propriedades interfacial e a diminuicdo da CMC do surfactante.

A presenca de uma cadeia insaturada faz com o surfactante migre mais rapidamente para
a interface ar-4gua reduzindo mais rapidamente a tensdo superficial comparado com o mesmo
surfactante com a cadeia carbonada saturada. Isto se deve ao aumento da hidrofobicidade do

surfactante e do seu tempo de adsorcdo (Razafindralambo et al. 2012, Ahmad 2017). Uma vez
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que os ésteres de agUcares sdo muito sensiveis & temperatura, esta afeta a sua formagdo micelar e
atividade superficial. O aumento da temperatura leva a formagdo de micelas com didmetros
maiores e diminui¢cdo da CMC (Ahmad e Xu 2015).

O comportamento térmico dos ésteres de acUcares é uma das propriedades mais
importantes no armazenamento e manuseio dos mesmos. Dependendo do grau de substitui¢do, os
pontos de fusdo dos ésteres de agucares variam de 40 a 79 °C, sendo que estes compostos séo
bastante estaveis ao aquecimento. Uma das principais caracteristicas que os surfactantes ndo-
ibnicos apresentam diz respeito aos seus valores de balanco hidrofilico-lipofilico (HLB), que
mede o grau de hidrofilicidade ou lipofilicidade, com base na sua estrutura molecular, obtida pela
equacdo de Griffin (Equacéo 2) onde M corresponde & massa molecular da porcédo hidrofilica do
surfactante e M corresponde & massa molecular total da molécula de surfactante. Os valores de

HLB resultam numa escala de 0 a 20.
HLB = 20 x % (2)

Os ésteres de agucares, com valores de HLB moderados e elevados, apresentam uma
temperatura de transicdo vitrea (Tg) e ndo um ponto de fusdo. J& os ésteres de acglcares com
valores de HLB baixos, exibem ponto de fusdo e recristalizam rapidamente (Ahmad e Xu 2015,
Ahmad 2017). Os surfactantes de aclcares tanto podem formar fases liquido-cristalinas
termotropicas no seu estado puro e sob aquecimento, como liotropicas, com a adi¢ao de solventes.
Aumentando o tamanho da cadeia carbonada do surfactante, h4& um aumento da estabilidade
térmica em ambas as fases, resultando em temperaturas de transicdo de fase maiores, devido ao
aumento das forcas de dispersdo entre as moléculas. Os surfactantes de aglcares, que possuem
dissacarideos como grupo polar na sua constitui¢do, apresentam também elevada estabilidade
térmica das fases liquido-cristalinas. Este fator tem um efeito mais pronunciado do que o aumento
da cadeia carbonada devido ao aumento do nimero de ligacdes de hidrogénio entre 0s grupos
polares (Stubenrauch 2001).

Os valores de HLB de um surfactante afetam suas propriedades ativas superficiais a
temperatura ambiente, como a solubilidade aquosa, e sdo uma das principais caracteristicas a
serem consideradas para as futuras aplicaces. O valor de HLB do surfactante é afetado pela
natureza do grupo polar e pelo comprimento da cadeia carbonada.

O fato das moléculas de aclcares possuirem varios grupos hidroxila em sua constituicdo
faz com que seja possivel o controle do grau de esterificacdo do surfactante. Ou seja, controlando
fatores sintéticos como o nimero de equivalentes dos reagentes, podemos obter produtos finais

mono-, di-, tri-, ou multiesterificados. Este controle do grau de esterificacdo do éster de agucares
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influencia diretamente os valores de HLB da molécula, que varia entre 1 e 20, como
esquematizado na Figura 9 e, consequentemente, afeta suas propriedades fisico-quimicas,
permitindo a definicdo de uma aplicacdo especifica para 0 mesmo (Sziits et al. 2007, Tai e Brunner
2009, Ahmad 2017).

Figura 9. Esquema da relacdo entre a composicao de ésteres (%) e os valores de HLB de ésteres de
acucares.

Composigao de Esteres (%)

1 3 7 " 16
HLB

Fonte: Adaptado de Ahmad et al., 2015.

O valor de HLB diminui com 0 aumento do comprimento da cadeia dos acidos graxos e
com o aumento do grau de esterificacdo do surfactante (Ahmad 2017). Assim, sabe-se que ésteres
de agUcares com valores de HLB baixos favorecem a formacao de emulsdes agua-em-6leo (W/O),
com valores entre 7 e 9, vao ser bons agentes molhantes e, com valores de HLB elevados, sdo 0s
emulsificantes apropriados para emulsdes 6leo-em-agua (O/W) (Ducret et al. 1995). Com vista a
uma aplicagdo farmacéutica sabe-se também que surfactantes ndo-i6nicos, como os ésteres de
acucares, podem ou ndo formar niossomas com base nos seus valores de HLB. A producdo de
niossomas por parte de surfactantes ndo-idnicos ndo ocorre quando estes apresentam valores
elevados. Abaixo de 14, ocorre a formacdo de niossomas (vesiculas formadas por surfactantes
nao-idnicos), mas é num valor de HLB o6timo (8,6) que os ésteres de agUcares formam os
niossomas com maior capacidade de aprisionamento de moléculas hidrofobicas (Kumar e
Rajeshwarrao 2011).
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O grande poder de emulsificacdo de ésteres de acUcares quando comparados, por
exemplo, aos seus analogos a base de 6xido de etileno, é uma das mais consideraveis propriedades
desta classe de surfactantes.

Quando os surfactantes adsorvem na interface 6leo-agua e geram forgas repulsivas entre
as gotas de emulsdo e também criam uma barreira para evitar sua rutura, sdo formadas emulsfes
O/W estaveis (Piispanen et al. 2004).

Os ésteres de acuUcares apresentam grande capacidade de adsorver e interagir com
superficies e sdo, portanto, essenciais na formacgao e estabilizacdo de sistemas coloidais. Eles s&o
capazes de estabilizar emulsdes e dispersGes a temperaturas elevadas, o que lhes abre a
possibilidade de aplicacGes, principalmente nas industrias alimenticia e de cosmética (Lu et al.
2016).

Ainda ndo foi possivel tirar conclusdes acerca da relacdo estrutura-capacidade de
emulsificacdo de ésteres de agUcares pois, em estudos como o de Soultani et al., que relaciona a
estabilidade de emulsées O/W com ésteres de frutose e sacarose, os resultados obtidos nao
estavam de acordo com os valores de HLB. S8o necessarios mais estudos para descrever com
rigor essa relacdo (Soultani et al. 2003).

Em relacdo as aminas alquilicas de aglUcares ndo-ibnicas, o conhecimento das suas
propriedades interfaciais ainda é bastante limitado comparado ao estudo da atividade superficial
de aminas de acUcares na sua forma catidnica. A grande maioria dos estudos disponiveis na
literatura referem-se a analise da atividade superficial de aminas de agUcares catibnicas, onde as
aminas de acUcares ndo-idnicas sdo intermediarias na reagdo, ndo sendo assim isoladas e alvos de
estudo.

Neste sentido, o estudo das principais propriedades interfacial de alquilaminas de
acuUcares nao-idnicas, obtidas através da sintese de aminas priméarias Cio € C1, com glicose e
galactose, efetuado nesta Tese, mostra-se de extrema importancia para a determinagdo de futuras

aplicacdes destes compostos.
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2. OBJETIVOS

A proposta de valor desta Tese prende-se a necessidade, cada vez mais urgente, de ir ao
encontro de alternativas industriais sustentaveis, uma vez que a grande maioria dos surfactantes
utilizados atualmente na industria derivam de fontes ndo renovaveis. Nesta Tese foram estudadas
as principais propriedades interfacial de ésteres de agucares comerciais. No entanto, a parte fulcral
do projeto consistiu na criacdo e caracterizacdo de novas familias de surfactantes a base de
aculcares, oriundos de fonte renovavel e com grande capacidade de producdo no Brasil. Estes
novos surfactantes foram sintetizados, e estudados de uma perspetiva fisico-quimica e de
atividade superficial, aspetos fundamentais para futuras aplicacoes.

Em relacdo aos surfactantes de agucares comerciais tem-se como principais objetivos:

e Execucdo, aplicacdo em ésteres de sorbitano e entendimento tedrico do método de injecdo
na producdo de vesiculas de aclcares, com alcoois de diferentes tamanhos da cadeia
hidrocarbonada (metanol, etanol e 2-propanol).

e Conhecimento aprofundado da relacdo estrutura molecular-atividade interfacial de
ésteres de sorbitano, usando as dispersdes obtidas pelo método de inje¢do para a producéo

de emulsdes O/W com diferentes fases dispersas.

Em relagdo aos surfactantes de aglcares sintetizados os principais objetivos séo:
e Sintese quimica de novos surfactantes de aclcares, nomeadamente ésteres e aminas de
acucares, ndo-ibnicos e anibnicos e avaliacdo preliminar das suas propriedades

interfaciais, para determinagdo de possiveis aplicagdes industriais.

A sintese de novos surfactantes de base natural ndo-idnicos e anionicos é de incalculavel
importancia devido as suas propriedades de atividade superficial, que ja provaram ser melhores
do que as dos surfactantes sintéticos provenientes de fontes ndo-renovaveis, mais utilizados na
atualidade. Além disso, apresentam a vantagem de serem compostos 100% biodegradaveis,
biocompativeis e de baixa toxicidade.

Pretende-se assim que estes novos surfactantes a base de agucares sejam uma alternativa
industrial, de forma a substituirem os surfactantes de fontes petroquimica, os mais utlizados

atualmente.

45



3. SECAO EXPERIMENTAL

3. SECAO EXPERIMENTAL

Nesta sessdo sdo descritos os materiais utilizados na pesquisa, assim como 0s métodos e
as técnicas usadas na determinacdo de propriedades fisico-quimicas (método de injecéo,
espalhamento dindmico de luz (DLS), determinagdo dos indices de emulsificacdo) e
tensiometria), e caracterizacdo de solugbes de Span obtidas pelo método de injecdo de etanol.
Também é descrita a caracterizacdo estrutural dos surfactantes sintetizados, através de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de proton e de carbono (RMN *H e RMN C),

além dos procedimentos adotados para a realizacdo das sinteses dos surfactantes de acUcares.

3.1 Reagentes e solventes utilizados na caracterizacdo fisico-

quimica dos Span

Os ésteres de sorbitano comerciais (Span), cujas estruturas sdo representadas na Figura
10, utilizados nesta parte da pesquisa, foram adquiridos na Sigma-Aldrich e usados sem

purificacdo adicional.

Figura 10. Estruturas moleculares dos ésteres de sorbitano (Span) usados neste trabalho.
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HO" N O o
HO "/OMWW/
Span 80 Span 85

Para a preparagdo das solucdes de Span pelo método de injecdo foram utilizados o
metanol (grau de pureza 99,8%), etanol (grau de pureza 95,0%) e 2-propanol (grau de pureza
99,5%), todos eles adquiridos da Sigma-Aldrich e usados sem purificacdo adicional.
Posteriormente estas solugdes foram injetadas em &gua ultra-pura de qualidade Millipore.

Na determinacdo do indice de emulsificacdo (El) das solucdes de Span, foram usados
diferentes gorduras, nomeadamente alcanos: o hexano (Fisher Chemical), decano (Sigma-
Aldrich) e hexadecano (Sigma-Aldrich), assim como 6leo de soja comestivel e 100% vegetal da

marca Olisoja.

3.2 Reagentes e solventes usados nas sinteses dos surfactantes

de agucares

Os reagentes usados na realizacdo das sinteses dos surfactantes de acUcares sdo
apresentados na Tabela 1. Os complexos Pir-SOs; e NEt;.-SO3 foram adquiridos da VWR
Chemicals, e o bicarbonato de so6dio (NaHCO3) da Sigma-Aldrich. Todos os reagentes referidos

foram utilizados diretamente, sem nenhuma purificagcdo adicional.
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Tabela 1. Reagentes usados nas sinteses de surfactantes de ésteres e aminas de agucares.

Esteres de AcUcares Aminas de Agucares
HO OHO
O_
HO OH
Glicose (Sigma-Aldrich)
HO OHO
O_ ~
HO  OH
@ Galactose (Sigma-Aldrich)
% @) OHO
o
4]
‘% HO
o HO OH
Frutose (Sigma-Aldrich)
HO HO
\,. WOH
0~
HO o_ .0 OH
HO" "OH
OH
Sacarose (Sigma-Aldrich)
3 ;
Mv e U U Y
% HO H’N
_8_ Acido decandico (Sigma-Aldrich) n-decilamina (Sigma-Aldrich)
(3]
& 2 N N P\
D‘? HO H’N
Acido dodecandico (Sigma-Aldrich) | n-dodecilamina (Sigma-Aldrich)
Piridina

Adquirida da Fisher Chemical e armazenada em peneiras moleculares de 4 A.

Acetato de Etilo

Refluxado durante 3 h na presenca de carbonato de potassio e, em seguida, destilado.
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Cloroférmio e diclorometano

Refluxados na presenca de cloreto de célcio, destilados e armazenados em peneiras

moleculares de 4 A.

Etanol e metanol

Aquecidos em refluxo durante 2 h com magnésio, na presenca de palhetas de iodo,

seguido de destilaco a partir do alcoxido, e armazenados em peneiras moleculares de 3 A.

Eter etilico, hexano e 1,4-dioxano

Refluxados na presenca de fios de sddio e benzofenona sendo, posteriormente, destilados

e armazenados em peneiras moleculares de 4 A.

Cloreto de tionilo

Adquirido da Acros Organics, com pureza de 99,5% e usado sem purificacéo adicional.

3.3 Técnicas utilizadas

3.3.1 Método de Injecao

O método de injecao foi criado por Batzri e Korn, em 1973, para a producéo de lipossomas
sem 0 uso de sonicagéo (Batzri e Korn, 1973).

O método consiste na mistura de dois liquidos misciveis, um deles contendo moléculas
anfifilicas solubilizadas. A mistura dos dois liquidos provoca a auto-associacdo espontanea das
moléculas anfifilicas, ocorrendo assim a formacéo dos lipossomas (Batzri e Korn, 1973; Phapal
e Sunthar, 2013a).

Uma das fases é o etanol e o surfactante, previamente solubilizado, e a outra fase é a agua,
onde a solugdo etandlica é posteriormente injetada. A injecdo do etanol + surfactante na agua
conduz a uma mistura de ambas as fases e a espontdnea auto-agregacdo das moléculas de

surfactante, levando a formacao de bicamadas (Lasic 1993).
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Sabe-se que a presenca do etanol altera a ordem das bicamadas lipidicas, podendo mesmo
uma pequena percentagem do alcool ser introduzida nas bicamadas. A presenca do etanol oferece
condicGes de energia mais favoraveis para a formacdo das vesiculas (Huang et al. 1997).

Este método é, atualmente, um dos mais usados na producdo de lipossomas, por
apresentar diversas vantagens comparado a outros métodos convencionais de produgdo de
lipossomas. O método de injecdo caracteriza-se por apresentar uma preparacdo homogénea de
vesiculas, ndo ocorrendo degradacéo lipidica, nem da bicamada por ela formada ou da molécula
encapsulada, na formac&o do agregado, uma vez que ndo é usada sonicagao. E também um método
simples e rapido (realizado em um Gnico passo), reprodutivel, econémico, possibilita a preparacéo
de lipossomas em scale-up, e quando o alcool usado neste método é o etanol, os lipossomas
obtidos podem ter aplicacdo na inddstria alimentar, uma vez que € permitida uma pequena
quantidade deste nos alimentos (Batzri e Korn, 1973, Fan et al. 2008, Pons et al. 1993; Sebaaly
et al. 2016, Stano et al. 2004).

Este é 0 método adequado para a encapsulacdo de moléculas hidrofébicas e hidrofilicas
(Sebaaly et al. 2016), e no caso deste trabalhoo, mostrou ser o método ideal para a obtencdo de
agregados vesiculares em meio aquoso, com moléculas de surfactante insollveis em agua, como

¢ 0 caso dos ésteres de sorbitano.

e Procedimento experimental

Foram produzidas vesiculas de Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, nas concentragdes 0,1; 0,25; 0,5;
1 e 10 mM, através do método de injecdo. Para isso, foram utilizados os alcoois metanol, etanol
e 2-propanol, como meios de solubilizacdo dos diferentes Span (1 mL). As solu¢Ges metandlicas,
etanolicas e propanolicas foram injetadas em &gua ultra-pura (20 mL) na temperatura pouco acima
da temperatura de ebuli¢do de cada alcool (67 °C para o metanol, 80 °C para o etanol e 85 °C para
0 2-propanol). Estas solucdes foram deixadas agitando, a 1500 rpm, durante 5 min. Na Figura 11

encontra-se esquematizado o procedimento do método de injecao.
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Figura 11. Representacdo esquematica do procedimento do Método de Injecéo.

1 njegso .
1 rapida Vesiculas
d ndo-ibnicas
|
I AL ] Fase aquosacom J
am temperatura e
'-‘_.‘_ agitacéo
—
Solucdes de T o o)
Span < o0 0 u
metandlicas, — ’ |

etandlicas ou
propandlicas

3.3.2 Indices de Emulsificacéo (EI)

Os indices de emulsificacdo (EI) de surfactantes constituem uma ferramenta Gtil para a
determinacdo da sua capacidade de emulsificacdo, que se assume como uma das principais
caracteristicas que determina as possiveis aplica¢fes dos surfactantes. Este teste, geralmente, é
feito durante 24 h (Ez4) e sdo usados hidrocarbonetos para a avaliacdo (Uzoigwe et al. 2015).

Os valores dos indices de emulsificacdo sdo determinados pela férmula apresentada na

Equacdo 3, onde Ace corresponde a altura da camada emulsificada (cm), e A+ a altura total (cm).
IE (%)=‘;ﬂx100 3)
T

Neste trabalho, as medidas dos indices de emulsificagdo foram realizadas nos tempos 24,
48 e 72 h (Ex4, Ess € Er, respetivamente) e como fases hidrofobicas foram usados alcanos com
diferentes comprimentos da cadeia hidrocarbonada: hexano, decano, hexadecano, e 6leo de soja

alimenticio.

e Procedimento experimental

As solucBes de Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, obtidas pelo método de injecdo de alcool, nas
suas diferentes concentracOes, foram adicionadas as diferentes fases hidrofobicas em estudo, na
proporcdo 2:1 (v/v). As solugdes foram agitadas num vortex, a velocidade maxima, durante 1
minuto e foram deixadas a temperatura ambiente durante 72 h. A altura da camada emulsificada

de cada uma delas, foi medida ap6s 24, 48 e 72 h.

51



3. SECAO EXPERIMENTAL

3.3.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLYS)

A técnica de DLS permite a determinacdo do raio hidrodindmico (Rn) e da
polidispersidade de particulas coloidais em suspenséo.

Esta técnica considera que as particulas e moléculas apresentam movimento Browniano,
ou seja, movimento aleatério, dependente da temperatura, sobre as quais o laser incide.

A relacdo de Stokes-Einstein é usada como forma de se obter o valor do raio
hidrodindmico (Ru), com base no coeficiente de difusdo (D), através da Equacdo 4. O raio
hidrodindmico da particula equivale ao raio da particula acrescida da espessura da camada de

solvatagdo ligada a particula durante 0 movimento.

D = kzT/6mnRy 4)

Onde kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura e # € a viscosidade do meio. Nos
ensaios de DLS trabalha-se no dominio do tempo, e o coeficiente de difusdo pode ser obtido por
meio de uma funcdo de auto-correlacdo. O sistema deteta a funcdo de auto-correlacdo da
intensidade de luz espalhada, que decai exponencialmente com o tempo. Através de ajustes da
funcdo exponencial o programa calcula a fun¢do de distribui¢do do raio hidrodindmico, cuja

largura indica a polidispersividade do tamanha das particulas (Stetefeld et al. 2016).

e Procedimento experimental

As medidas de DLS foram efetuadas em um equipamento Malvern Zetasizer da Malvern
Instruments, com um laser de comprimento de onda 633 nm e um angulo detetor em relacéo ao
laser de 173°, em cuvetes de poliestireno, com viscosidade da agua a 0,891 cP e 25 °C. Para todas

as amostras foram realizadas trés medigoes.

3.3.4 Tensiometria

A tensdo interfacial resulta da diferenca de energia entre moléculas numa interface. O seu
valor é de elevada importancia na caracterizagdo de sistemas coloidais, pois da informacdo da

energia superficial necessaria para a formagdo de uma emulsdo. Obtém-se de uma forma indireta
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a possivel composicdo quimica de interfaces, assim como o comportamento de moléculas com
atividade superficial.

No caso em que as duas interfaces sdo liquido-ar, a tensdo medida entre elas é a chamada
tensdo superficial.

S&o propostos varios métodos para a medicdo da tensdo superficial. Neste trabalho, foi
usado o método do anel Du Nolly, caracterizado por medir a forga requerida para puxar o anel
através de um liquido, que estd diretamente relacionado a tensdo superficial do liquido, como
representado na Figura 12. A tensiometria de anel pode também ser usada para medir

tensdointerfacial entre dois liquidos, como a agua e 6leo, por exemplo.

Figura 12. Representacdo do método do anel de Du Noily para medigdes de tensdo superficial.

Ar
Anel Pt-Ir

F=Forca

. A

e Procedimento experimental

Nas medidas da tensdo superficial dos surfactantes de aglcares sintetizados, através do
método do anel, foi usado um tensidmetro TD1 Lauda, com um anel de Pt/Ir. Todas as medidas

foram feitas em &gua ultra-pura e 25 °C.

3.3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN *H e RMN *3C) foram obtidos nos
espectrometros Brucker Avance Il1, operando em 400 MHz (1H) e 100 MHz (**C). O solvente
utilizado foi dimetilsulféxido deuterado ((CD3).SO); os valores dos desvios quimicos sdo
apresentados em ppm relativamente ao padrdo interno tetrametilsilano (TMS) e os valores das

constantes de acoplamento (J) expressos em Hz.
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3.3.6 Cromatografia de camada fina (TLC) e coluna cromatogréafica
Nas rea¢fes que foram acompanhadas por TLC utilizaram-se placas de silica 60 F254,

com suporte de aluminio. Para as cromatografias em coluna foi utilizado gel de silica 60 (0,040-

0,063 mm) fornecido pela Merck ou Fluka.

3.4 Sintese de ésteres e aminas de agucares ndo-idnicos

3.4.1 Procedimentos para a sintese de ésteres de aglicares nao-iénicos

e Sintese de cloretos de acido

Comecou-se por modificar os &cidos graxos adquiridos, através de uma reacao de refluxo
a 80 °C com cloreto de tionilo (numa propor¢édo de 1:1 em mmol de &cido graxo e quantidade de
cloreto de tionilo (em mL) adicionada), sob agitagcdo durante 2 h. No final da reacéo é adicionado
tolueno ao meio reacional para formar aze6tropo com o cloreto de tionilo, sendo este evaporado.
Os cloretos de &cido formados sdo usados diretamente nas diferentes reagdes de sintese com 0s

acucares.

e Procedimento geral para sintese de ésteres de acUcares ndo-idnicos

O procedimento adotado para a sintese de todos os ésteres de agUcares ndo-idnicos obtidos
neste trabalho foi adaptado de um existente na literatura (Yoshimoto et al. 1979).
Os acucares (10 mmol) s&o solubilizados em 30 mL de piridina, a 80 °C. O cloreto de &cido
(10 mmol), previamente sintetizado, é solubilizado em 1,4-dioxano (1 mL) e adicionado, gota-a-
gota, ao meio reacional. A reacgdo é feita a 80 °C, com um condensador de ar e o controle desta é
feito por TLC. Terminada a reacdo é adicionado tolueno para formar azedtropo com a piridina, e
esta € evaporada. De seguida, é efetuada uma extragdo liquido-liquido com acetato de etilo/dgua
e em seguida a fase orgénica € lavada com solucdo saturada de NaCl. A fase organica é seca com
Na,SO. anidro, filtrada e posteriormente evaporado o acetato de etilo. O composto resultante é
deixado em hexano durante a noite, quando ocorre a precipitacdo do monoéster de agUcares puro,
que ¢é filtrado e armazenado.
Na Tabela 2 sdo apresentados os valores das massas dos reagentes usados na sintese

destes surfactantes, assim como os rendimentos das reacgoes.
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Tabela 2. Reagentes usados nas sintese de surfactantes de agicares ndo-iénicos e rendimentos das reacoes.

Produto Acucar Cloreto de acido 1,4-dioxano Rendime nto (%)
. D-glicose Caprico
6-O-decanoil-D-
) 10 mmol 10 mmol 1mL 39 %
glucopiranose
1,7115¢ 2,08 mL
) D-glicose Laurico
6-O-dodecanoil-
) 10 mmol 10 mmol 1mL 35%
D-glucopiranose
1,7134g 2,32 mL
) D-galactose Céprico
6-O-decanoil-D-
) 10 mmol 10 mmol 1mL 30%
galactopiranose
1,7129g 2,08 mL
6-O-dodecanoil- D-galactose LAurico
D- 10 mmol 10 mmol 1mL 29%
galactopiranose 1,7182g 2,32 mL
j\/\N\/\ 6-O-decanoil-D-glucopiranose
o

RMN H 5 0.86 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.20-1.34 (m, 12H), 1.51 (¢,

2H, J=6.8 Hz), 2.26-2.29 (m, 2H), 3.01-3.07 (m, 1H), 3.11-3.15

N OH (m, 1H), 3.40-3.46 (m, 1H), 3.74-3.79 (m, 1H), 3.97-4.01 (m,

oH 1H), 4.25-4.28 (m, 1H), 4.53 (d, LH(OH), J=6.4 Hz), 4.75 (d,

1H(OH), J=4.8 Hz), 4.90 (t, 1H, J=4.2 Hz), 5.03 (d, LH(OH), J=6.0 Hz), 6.34 (d, 1H(OH), J=4.4

Hz): RMN C § 13.9, 22.1, 24.4, 28.4, 28.6, 28.7, 28.8, 31.2, 33.4, 63.8, 69.1, 70.5, 72.2, 72.8,
92.3, 172.9.

o

o 6-O-dodecanoil-D-glucopiranose
O R RMN H 5 0.86 (t, 3H, J=6.8 HZ), 1.18-1.37 (m, 16H), 1.51
° (t, 2H, J=6.8 Hz), 2.25-2.29 (m, 2H), 3.01-3.07 (m, 1H),
on OH 3.10-3-15 (m, 1H), 3.39-3.46 (m, 1H), 3.74-3.79 (m, 1H),
oH 3.97-4.01 (m, 1H), 4.25-4.28 (m, 1H), 4.52 (d, LH(OH),
J=6.7 Hz), 4,74 (d, LH(OH), J=4.8 Hz), 4.90 (t, 1H, J=4.2 Hz), 5.03 (d, 1H(OH), J=5.7 Hz), 6.34
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(d, 1H(OH), J=4.3 Hz); RMN **C § 13.9, 22.1,24.4,28.4,28.7,28.8, 28.9, 29.0, 29.1, 31.3, 33.3,
33.4,63.8,69.1, 70.5, 72.2, 72.8, 92.3, 172.9.

o 6-O-decanoil-D-galactopiranose
R RMN *H § 0.86 (t, 3H, J=6.7 Hz), 1.16-1.34 (m, 12H), 1.51 (t,
OH o 2H, J=6.7 Hz), 2.27 (t, 2H, J=7.4 Hz), 3.51-3.56 (m, 2H), 3.65-
OH OH 3.67 (m, 1H), 3.97-4.02 (m, 1H), 4.05-4.07 (m, 2H), 4.32 (d,
OH

1H(OH), J=6,6 Hz), 4.52 (d, 1H(OH), J=4.4 Hz), 4.94 (t, 1H
J=4.0 Hz), 6.23 (d, 1H(OH), J=4.6 Hz); RMN 2C § 13.9, 22.1, 24.4, 28.4, 28.6, 28.7, 28.8,
31.2, 33.4, 63.8, 69.1, 70.5, 72.2, 72.8, 92.3, 172.9.

o 6-O-dodecanoil-D-galactopiranose
D RMN 'H § 0.86 (t, 3H, J=6.7 Hz), 1.16-1.34 (m, 12H), 1.51
0 (t, 2H, J=6.7 Hz), 2.27 (t, 2H, J=7.4 Hz), 3.51-3.56 (m, 2H),
OH 3.65-3.67 (m, 1H), 3.97-4.02 (m, 1H), 4.05-4.07 (m, 2H),
OH

4.32 (d, IH(OH), J=6,6 Hz), 4.52 (d, 1H(OH), J=4.4 Hz),
4.94 (t, 1H J=4.0 Hz), 6.23 (d, 1H(OH), J=4.6 Hz); RMN °C § 13.9, 22.1, 24.4, 28.4, 28.7, 28.8,
28.9, 29.0, 29.1, 31.3, 33.3, 33.4, 63.8, 6.1, 70.5, 72.2, 72.8, 92.3, 172.9.

3.4.2 Procedimentos para a sintese de aminas de agucares ndo-idnicos

O procedimento utilizado para a obtencdo de alquilaminas de aguUcares ndo-idnicas foi
adaptado do trabalho de Li et al. (Li, Zhang et al. 2014).

O aglcares (14 mmol) foi adicionado a 60 mL de metanol ou etanol, e 21 mmol de
alquilamina. A mistura reacional foi deixada a solubilizar durante 12h, a 30-35 °C com agitacgao.
Apos esse tempo, a temperatura foi aumentada para 50-55 °C e a reagdo foi deixada, em agitacéo,
durante 3h. Nas reagfes em que o0 solvente eram misturas de metanol/agua (90:10) (v/v) ou
etanol/agua (90:10) (v/v), a temperatura da reagao foi 50-55 °C desde inicio e a mistura foi deixada
a essa temperatura, com agitacdo, durante 3h. O precipitado branco obtido foi filtrado e
recristalizado duas vezes com etanol.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores das massas dos reagentes usados na sintese destes

surfactantes, assim como os rendimentos das reagoes.
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Tabela 3. Reagentes usados nas sintese de alquilaminas de agUcares ndo-idnicas e rendimentos das reagdes.

Produto Acucar Amina Rendimento (%)
. o D-glicose n-decilamina
N-decilglucosilamina 80%
14 mmol 21 mmol
] o D-glicose n-dodecilamina
N-dodecilglucosilamina 84%
14 mmol 21 mmol
. o D-galactose n-decilamina
N-decilgalactosilamina 70%
14 mmol 21 mmol
. o D-galactose n-dodecilamina
N-dodecilgalactosilamina 76%
14 mmol 21 mmol
OH N-decilglucosilamina
© H RMN 1H § 0.86 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1,25 (sl, 14H), 1.38
OH ~TN NN
OH (t, 2H, J=6 Hz), 2.14 (bs, 1H), 2.79-2.85 (m, 2H), 3.01
oH (sl, 2H), 3.12 (sl, 1H), 3.41 (sl, 1H), 3.65 (sl, 2H), 4.34

(t, IH(OH), J=5.6 Hz), 4.44 (d, 1H(OH), J=4 Hz), 4.79 (d, LH(OH), J=4.4 Hz), 4.83 (d, 1H(OH),
J=4.4 Hz); RMN 1C § 13.9, 22.1, 26.8, 28.7, 29.0, 29.0, 29.5, 29.9, 31.2, 45.5, 61.4, 70.5, 70.7,

73.5,77.4,77.6.
oH N-dodecilglucosilamina
H RMN *H § 0.86 (t, 3H, J=6.4 Hz), 1.24 (sl, 18H),
oH N~
A 1.38 (t, 2H, J=5.2 Hz), 2.14 (bs, 1H), 2.75 (sl,
H 1H), 2.84 (sl, 1H), 3.02 (s, 2H), 3.12 (t, 1H), 3.63

(d, 2H, J=8.8 Hz), 4.36 (t, 1H(OH), J=4.8 Hz), 4.45 (d, 1H(OH), J=2.8 Hz), 4.83 (m, 2H(OH));
RMN 3C 5 13.9, 22.1, 26.8, 28.7, 29.0, 29.0, 29.6, 30.0, 31.3, 45.5, 45.9, 61.4, 70.5, 73.5, 73.7,

77.4,77.6, 90.8.
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OH N-decilgalactosilamina
OH 0 RMN 'H & 0.86 (t, 3H, J=6.4 Hz), 1.25 (sl, 14H),
H
OH N~~~ 1.38(t, 2H, J=5.6 Hz), 1.99 (bs, 1H), 2.68 (s, 1H),

3.16 (sl, 1H), 3.47 (sl, 2H), 3.59-3.89 (m, 3H),
4.20 (d, 1H(OH), J=4.8 Hz), 4.30 (d, 1H(OH),
J=3.6 Hz), 4.49 (m, 1H), 4.60 (d, LH(OH), J=3.2 Hz); RMN 3C § 13.9, 22.1, 26.8, 28.7, 29.0,
29.0, 29.5, 29.9, 31.2, 45.5, 61.4, 70.5, 70.7, 73.5, 77.4, 77.6.

OH

OH N-dodecilgalactosilamina
OH o 4 RMN *H & 0.86 (t, 3H, J=6.4 Hz), 1.24 (m, 18H),
oH NS 138 (1, 2H, J=6 Hz), 2.09 (bs, 1H), 2.68, 2.74
S (2sl, 1H), 3.18 (sl, 1H), 3.26 (sl, 1H), 3.49 (sl,

1H), 3.61 (sl, 2H), 4.18 (d, LH(OH), J=4 Hz), 4.28 (d, 1H(OH), J=3.2 Hz), 4.47 (t, LH(OH)), 4.58
(d, IH(OH), J=4.4 Hz); RMN 3C § 13.9,22.1, 26.7, 26.8, 28.7, 29.0, 29.0, 29.7, 30.0, 31.3, 45.6,
60.5, 62.8, 68.4, 70.8, 74.1, 75.8, 91.3.

3.5 Sintese de ésteres e aminas de agucares anidnicos

Para as sinteses dos surfactantes aniénicos de aminas e ésteres de agucares, foram usados
o0s surfactantes de agucares ndo-i6nicos previamente sintetizados, e apresentados na secéo 3.4, e
os Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, adquiridos na forma ndo-i6nica. Na sintese foi adaptado um

procedimento ja existente na literatura, para ésteres de sacarose (Plat et al. 2001b).

e Procedimento geral para a sintese de surfactantes de actcares anidnicos

As aminas e ésteres de aclcares obtidos através das reacBes de Maillard e esterificacéo,
respetivamente, assim como 0s ésteres de acglcares comerciais (Span) foram solubilizados em
piridina (30 mL). A quantidade de surfactantes ndo-iénicos, de piridina e do complexo Pir-SO3 é
calculada de acordo com a relagdo usada na literatura (0,875 mmol de surfactante — 140 mg de
complexo Pir-SO3). O complexo de piridina € adicionado a reacdo em trés porcdes iguais com
intervalos de 15 min entre cada adicdo. Ap6s a Ultima adi¢cdo do complexo, a reacdo é colocada
sob atmosfera inerte (N.) e deixada sob agitacdo a temperatura ambiente, durante 3 h, sendo

controlada por TLC.
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No fim da reacdo é adicionado tolueno e é evaporado o aze6tropo com a piridina. O produto
resultante é solubilizado em metanol, seguido da adicdo de NaHCO; até o pH baésico.
Posteriormente, NaHCOs é filtrado, 0 metanol evaporado e o produto é seco em bomba de vacuo
e armazenado.

Os reagentes e as respetivas massas usadas, assim como os rendimentos obtidos para cada
produto sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Reagentes usados nas sintese de ésteres e alquilaminas de aglcares ani6nicos e rendimentos das

reacdes.
Surfactante de acUcar ndo- Complexo ]
o ) Rendimento (%)
ibnico Pir-SO3
N-decilglucosilamina N-decilglucosamina
anidnica 3 mmol 3x150 mg 70%
1,032g
N-dodecilglucosilamina N-dodecilglucosamina
anidnica 6 mmol 3x200 mg 59%
2,103g
N-decilgalactosilamina N-decilgalactosilsamina
anionica 3 mmol 3x150 mg 63%
1,067g
N-dodecilgalactosilamina N-dodecilgalactosilsamina
anidnica 6 mmol 3x200 mg 57%
2,043g
Span 20
Span 20 aniénico 3 mmol 3x150 mg 85%
1,038g
Span 40
Span 40 anibnico 3 mmol 3x150 mg 70%
1,082g
Span 60
Span 60 anibnico 3 mmol 3x150 mg 62%
1,110g
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Span 65
Span 65 anibnico 3 mmol 3x150 mg 57%
1,802¢

Span 80
Span 80 anibnico 3 mmol 3x150 mg 75%
1,052g

Span 80
Span 85 anibnico 3 mmol 3x150 mg 68%
1,207g

R N—decilglucosilamina anionica
(0]
@HW RMN H § 0.92 (t, 3H, J=6 Hz), 1.32 (sl, 16H), 1.54 (t, 2H,
R

r J=6 Hz), 2.60-3.27 (M, 3H), 3.38-4.01 (m, 4H); RMN 3C §
R = 0SOH; OF 13.9, 17.4, 20.9, 21.8, 22.1, 26.3, 28.6, 29.0, 31.2, 52.9, 63.9,
71.5,72.2, 72.4, 72.5, 73.7.

R N-dodecilglucosilamina anidnica
R N_~_~_~_~_~_ RMN H 5 0.92 (t, 3H, J=6,4 Hz), 1.31 (s, 18H), 1.53 (sl,
R
R 1H), 1.69 (sl, 1H), 2.89-3.28 (m, 3H), 3.37-3.67 (m, 1H),
R=CBOH H

3.76-4.12 (m, 3H); RMN *3C § 13.9,17.4, 17.5, 20.8, 20.9,
21.8,22.1, 26.3, 28.6, 29.0, 31.2, 52.9, 63.9, 71.5, 72.2, 72.4, 72.5, 73.7.

—= N-decilgalactosilamina aniénica
— I~~~ RMN?HS0.92 (t, 3H, J=6 Hz), 1.32 (sl, 16H), 1.53 (s, 2H),
— 2.66-3.27 (m, 2H), 3.59-4.01 (m, 4H), 4.13-4.48 (m, 1H);
= RMN C § 13.9,21.4,22.0,26.2,26.3,26.4, 28.6,28.9, 31.2,

61.3,62.9, 66.1, 70.2, 70.8, 71.9, 95.9.
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— N-dodecilgalactosilamina aniénica
—= =4 ____~_ RMN H 092 (t, 3H, J=6,4 Hz), 1.31 (sl, 18H), 1.64 (sl,
— 2H), 3.00-3.30 (m, 2H), 3.41-4.05 (m, 4H), 4.15-4.36 (m,
re——— 1H); RMN 3C § 13.9,21.5, 22.1,25.4, 25.5,25.7, 25.8, 26.3,

28.7,29.0, 31.3,52.9, 62.8, 70,1, 70.8, 71.8, 72.7, 92.6.

R Span 20 ani6nico

R,
N//OS RMN 1H 5 0.86 (t, 3H, J=6 Hz), 1.24 (s, 18H), 1.51 (s, 2H),

R Y
5 3.63-5.19 (m, 8H); RMN 2C § 13.9, 22.1, 24.3, 28.3, 28.4,

o
\/\A/\/\j/ 28.7,28.8, 28.9, 29.0, 31.3, 33.2, 33.3, 48.5, 52.8, 68.9, 73.2,

75.5, 80.1, 80.3, 85.0.
R = OSO3H; OH

R Span 40 aniodnico
RMN H § 0.86 (t, 3H, J=6 Hz), 1.24 (sl, 28H), 1.51 (sl,
2H), 3.76-3.98 (m, 2H), 4.02-4.22 (m, 2H), 4.35-4.59 (m,

R Z
0._0
\/\/\/\/\/\/\j/ 2H); RMN 13C §13.9, 14.0, 22.1, 24.3, 24.4, 24.4, 26.2,

R = OSOH: OH 28.3, 28.4, 28.5, 28,5, 28.7, 28.8, 28.9. 31.3, 48.6, 68.9,

R,

g

75.4, 80.1, 80.3, 85.0.

R  Span 60 anibnico
.o/ RMN 'H 5 0.85 (t, 3H, J=6 Hz), 1.24 (sl, 32H), 1.51 (s,
WO 2H), 3.76-3.98 (m, 2H), 4.02-4.22 (m, 2H), 4.35-4.59
(m, 2H); RMN BC § 13.9, 14.0, 22.1, 23.5, 23.7, 24.3,
R = OSO3H; OH
24.4,24.4,26.2, 28.3, 28.4, 28.5, 28.5, 28.7, 28.8, 28.9,
31.3, 48.6, 68.9, 75.4, 80.1, 80.3, 85.0.
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Span 65 aniodnico
RMN *H § 0.85 (t, 3H, J=6 Hz), 1.24 (sl, 21H),
1.50 (sl, 2H), 3.62-5.20 (m, 7H);

Span 80 anidnico

J&R RMN H 5 0.85 (t, 3H, J=6 Hz), 1.22 (I, 21H), 1.49 (sl,
RN 0" 2H), 1.94-1.95 (m, 4H), 2.24-2.27 (m, 2H), 3.17-3.41 (m,

On-© 2H), 3.62-5.12 (m, 7H), 5.27-5.30 (m, 2H).
NS
R = OSO3H; OH
Span 85 anionico
/ RMN H § 0.85 (t, 3H, J=6 Hz), 1.23 (sl,
21H), 1.50 (51, 4H), 1.97-1.98 (sl, 4H), 2.25-
. 2.29 (m, 2H), 3.62-5.20 (m, 7H), 5.39-5.32

Q  OSOgH

(m, 2H).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DE SURFACTANTES DE ACUCARES

A sintese de novas moléculas anfifilicas com compostos de partida provenientes de fontes
renovaveis e com processos sintéticos amigos do ambiente, assim como com propriedades fisico-
quimicas e de atividade interfacial melhoradas, é uma meta cada vez mais importante.

Apesar do rapido desenvolvimento desta area ao longo dos Gltimos anos, ainda é possivel
a obtencdo de novas moléculas, com um nimero de alteragdes estruturais praticamente infinito.
Questdes relacionadas a relagéo entre a estrutura molecular de surfactantes de agucares e as suas
caracteristicas de emulsificacdo e propriedades interfacial ndo sdo ainda satisfatoriamente
compreendidas.

Neste capitulo sdo apresentados resultados da sintese quimica de novos ésteres e
alquilaminas a base de acUcares ndo-i6nicos e anidnicos, assim como a determinacdo de algumas
propriedades dessas moléculas (tensdo superficial, tensdo interfacial da interface agua-6leo de
soja, determinacdo do tamanho dos agregados formados e capacidade de emulsificagdo de 6leo
de soja). Esses resultados foram comparados aos obtidos para dois dos surfactantes comerciais
mais utilizados atualmente na formulacdo dos mais variados produtos de limpeza, nomeadamente

em detergentes de louca, o lauriléter sulfato de sddio (SLES) e o 6xido de laurilamina (OLA).

4.1.1 Sintese Quimica de surfactantes a base de acucares

4.1.1.1 Reac0Bes de esterificacdo para a sintese de surfactantes de aclcares nao-

idnicos

Nesta Secdo sdo apresentadas e discutidas as reacdes de esterificacdo usadas na sintese
de surfactantes de agUcares ndo-idnicos. Os aglcares usados neste trabalho, para constituir a parte
polar do surfactante, foram a D-(+)-glicose 1, D-(+)-galactose 2, D-(-)-frutose 3 e a sacarose 4,
(com especial atencdo para os aglcares 1 e 2, uma vez que com 0s 3 e 4 os produtos obtidos foram
em quantidade vestigial e ndo foi possivel o seu isolamento) e 0s acidos graxos usados como parte
apolar dos surfactantes sintetizados foram os acidos caprico (decandico) e laurico (dodecandico).
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O processo de transesterificacdo é uma reacdo de equilibrio, que ocorre na presenca de
um catalisador. Nesta reacdo um éster é transformado noutro éster, ao fazer-se reagir o primeiro
com um alcool, na presenca de um catalisador, como representado no Esquema 3 (Otera et al.,
2010).

Esquema 3. Mecanismo geral da reacdo de transesterificacéo.

O O

)J\ catalisador )J\

ROH+ R'O” °R R'OH+ RO "R

Os catalisadores, mais utilizados sdo por norma acidos ou bases fortes, como o NaOH ou
KOH, e 0 HCI ou H2SO4 (Schuchardt et al. 1998).

Neste trabalho foram testados trés procedimentos diferentes para a reacdo de
transesterificacdo, para a obtencdo de surfactantes de agUcares ndo-ibnicos, modificando-se as
condi¢Bes da reacdo. Na primeira reacdo testada, adaptada da literatura, foi usado o laurato de
vinilo 5, adquirido comercialmente, para esterificar os acucares (Cruces et al. 2001). Na Tabela

5 sdo apresentados 0 mecanismo geral da reacdo e as diferentes condigfes utilizadas.

Tabela 5. Reacéo de transesterificacdo de agUcares com o laurato de vinilo 5.

o)
o

o)
I
R-OC-CH,(CH,)gCHj

R-OH + CHj3(CH5)9CH5
5

CH,
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. N° mmol  N° mmol Solventes e
Aclcares i . ] Tempo (h) T (°C) Produtos
Aclcares  Ester Catalisadores
Glicose DMSO (10 mL)
5 5 24 45°C -
1 NazHPO3
Glicose Piridina (15 mL)
5 5 6 80°C -
1 K:COs
Sacarose DMSO (10 mL)
5 5 24 40-60°C -
4 Na;HPO3
Sacarose DMSO (20 mL)
5 5 24 40-45°C 3
4 Na;HP O3 (ndo calculado)

O

R'= OC-CHz(CHz)QCH3

Os resultados da Tabela 5, mostram que apenas foi possivel obter produto esterificado
quando se utilizou uma maior quantidade de DMSO como solvente, na presenga de NazHPQOs,
embora este tenha sido obtido com rendimento muito baixo. Ndo foi possivel confirmar se o
produto obtido era um mono-, di- ou triéster, e quais as posi¢des substituidas, uma vez que a
sacarose tem varios grupos hidroxila primarios suscetiveis de reagir. No entanto, ha evidéncia da
formac&o de produto, confirmada através de RMN H.

Na segunda reacdo de transesterificacdo testada, foi usado o acido céprico esterificado,
obtido de acordo com a reacdo do Esquema 4. O 4cido céprico 7 foi esterificado utilizando cloreto
de tionilo e metanol, obtendo-se o éster 8. Os procedimentos testados na transesterificacdo foram

baseados em procedimentos descritos na literatura (Polat e Linhardt 2001a, Osipow et al. 1956).
Esquema 4. Mecanismo da reacdo de esterificacdo de acidos graxos.

0 socl, 0
CHS(CHZ)SC\OH MeOH CH3(CHy)sC,

7 8 OMe
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O 4cido céprico esterificado 8 foi usado na reacdo de transesterificacdo apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Reacdo de transesterificacdo de aglcares com o acido céprico esterificado 8.

O
0 I
R-OH + CHg(CH,)sC. R-OC(CHy)gCH3z + MeOH
OMe
8
N° mmol  N° mmol Condicdes
Acucares i . . Tempo (h) T (°C) Produtos
Acgucares Ester de reacéo
Galactose DMF (25 mL)
1 2!6 90 0C =
2 NaOH
Glicose Piridina (15 mL)
5 5 . 60 °C -
1 Dioxano
Glicose DMF; CH3;ONa
15 5 60 °C -
1 N2

Em nenhum dos procedimentos usados se conseguiu esterificar o0 aglcares 1 ou 2.
Uma vez que em nenhuma das rea¢@es acima se conseguiu a modificacdo dos agucares
com ésteres de &cidos graxos, procedeu-se a sintese dos cloretos de &cido, por reagdo com SOCl»,

uma vez que estes sao mais reativos. A reacdo de sintese dos cloretos de acido € apresentada no
Esquema 5.

Esquema 5. Mecanismo geral da reacéo de sintese de cloretos de &cido.

,0 socl, Je)
R-C —— » R-C/ + HCl + SO,
OH 80°C cl

9

R; = CH3(CH,)g Rz = CH3(CHy)19

Na Tabela 7, sdo apresentados os resultados obtidos nas reacdes de esterificacdo com o
cloreto de acido, sendo que os procedimentos usados foram adaptados da literatura (Ahmad et al.
2014, Chortyk et al. 1996, Ames 1960, Yoshimoto et al. 1979).
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Tabela 7. Reacéo de esterificagdo de aglcares com cloreto de 4cido 9.

@)
I
Aclcar-OH + R-Cj’o Aclicar-OCR + HCI
Cl
9
i N° mmol  N° mmol Condigoes
AcUcares i i B Tempo (h) T (°C) Produtos
Acucares Ester de reacéo
Glicose Piridina (15 mL) 10 (Ry1) (39%)
5 5 . 5 80°C
1 Dioxano 11 (Ry) (35%)
Glicose Piridina (15 mL)
5 75 . 5 80 °C 10 (15 %)
1 Dioxano
Glicose Piridina (10 mL)
5 5 . 5 100°C -
1 Dioxano
Glicose Acido formico
5,8 5,8 1 45°C -
1 (5mL)
Galactose DMF
5 5 2 65 °C -
2 NaOH
Galactose Acido formico
5,8 5,8 1 75°C -
2 (2,4 mL)
Galactose Acido formico
518 518 1 45 OC =
2 (5mL)
Galactose Piridina (15 mL) 12 (Ry1) (30%)
5 5 ] 5 80°C
2 Dioxano 13 (R2) (29%)
Frutose -
Piridina (15 mL) 14 (Ry)
3 5 5 . 5 80°C y
Dioxano (ndo calculado)
Sacarose Piridina (15 mL)
5 5 ] 5 80°C -
4 Dioxano
DMF (5 mL)
Sacarose
4 5 5 Piridina 1 65°C -
Acetonitrilo
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DMF (10 mL)
Sacarose Piridina
5 5 o 1 65 °C -
4 Acetonitrilo
DMF (10 mL)
Sacarose 15 (Ry)
5 5 K.CO3 24 65 °C
4 . (ndo calculado)
Dioxano
0 o) 0 0
oJL R, OJ\ R, OJ\ R, OJJ\ R,
o) o o )
OH OH
OH OH OH OH
OH OH @)H QH OH
OH OH 12 OH OH
10 1 13
. HO
JCJ)\/\/\/\/\ 1 \II I\\OH
5 .
o o—
o_ .O OR
o R,0 2 '
o)
OH QJ\/\A/\/\ HO' 'OH
14 OH 15

A reacdo de transesterificagdo usando o cloreto de &cido como reagente, mostrou-se mais
eficiente na sintese de surfactantes de agucares ndo-iénicos, com rendimentos razoaveis.

A piridina mostrou ser o solvente de rea¢do mais eficiente, ao funcionar simultaneamente
como catalisador e solvente. No caso da sacarose 4, 0 uso da piridina cliva a ligacao glicosidica
existente entre os anéis de glicose 1 e frutose 3 ocorrendo, portanto, a degradacdo desta nesses
subprodutos. Nessas circunstancias, verifica-se que o cloreto de é&cido vai atacar
preferencialmente a molécula de glicose 1, ocorrendo a formagédo dos produtos 10 ou 11.

Verifica-se também que os produtos obtidos da reacdo da glicose 1 com os cloretos de
acido 9 sado formados com maiores rendimentos, quando comparados com os produtos 12 e 13,
obtidos a partir da galactose 2. Isto pode ser explicado devido a posi¢éo do grupo -OH do C4 de
ambos 0s aglcares, uma vez que na glicose 1 este encontra-se na posi¢ao equatorial, e na galactose
2 0 grupo hidroxila estd na posicao axial. O fato de ele se encontrar na posicéo axial parece criar
algum tipo de impedimento éstereo, ndo sendo tao eficiente o ataque do cloreto de &cido ao alcool

primario presente nestes agucares.
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Na Figura 13 encontra-se representado um espectro de RMN proténico de um dos

produtos obtidos, 10, com a respetiva atribuicao dos sinais.

Figura 13. Espectro de RMN H do produto 10.

2/OH 6\5
‘\Z 4/§ H-17 - H-22

oH -OH  -OH -OH H-1, H-2, H-3, H-4| H-7 H-15

M&JUM i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1
f1 (ppm)

T T T T
.2 1.0 08 06

Através do espectro de RMN apresentado na Figura 13, é possivel também verificar que
se consegue efetuar a sintese e isolamento de um monoéster de agUcares. Isto prova que, apesar
dos diferentes grupos hidroxila presentes no anel dos agucares, a reacdo da-se preferencialmente

no alcool primério, ou seja, a reacdo apresenta bastante regioseletividade.

4.1.1.2 Reacao de sintese de alquilaminas de acucares

A sintese de alquilaminas de aglcares foi realizada através da reacdao dos acglcares com
aminas, usando alcoois como solvente. Nesta reacdo ocorre a condensagdo do grupo carbonila da
molécula de agucares com aminas, que resulta na formag&o de uma base de Schiff, seguida de um
ataque do hidroxila do agucares a imina, formando uma amina o que origina desta forma o

surfactante de aglcares ndo-ibnico. A reacdo geral encontra-se representada no Esquema 6.
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Esquema 6. Mecanismo geral da reacdo de Maillard.

H
ROH + N—R"
H

R'—NHR" +H;O

Neste trabalho, a reacdo de Maillard foi usada para a producdo de aminas a base de
acucares com base na reagdo usada por Li et al (Li et al. 2014).
Na Tabela 8 sdo apresentadas as diferentes condi¢Ges experimentais utilizadas e os

rendimentos dos produtos obtidos.

Tabela 8. Reacdo de Maillard para a sintese de alquilaminas de agucares.

H

ROH + N—R R'—NHR +H0
H

R = Rl = NH2(CH2)9CH3 R= R2 = NHz(CH2)11CH3
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NO
NO
mmol ] Tempo
AcUcares i Amina mmol Solventes T (°C)  Produtos
Acucar ] (h)
Amina
es
Glicose n-decilamina 12 30-35°C 16 (Ry)
14 21 Metanol
1 Ry 3 50-55°C (80 %)
Glicose n-dodecilamina 12 30-35°C 17 (Ro)
14 21 Metanol
1 R2 3 50-55°C (84 %)
Glicose n-decilamina 12 30-35°C 16 (R1)
14 21 Etanol
1 Ry 3 50-55°C (70 %)
Glicose n-dodecilamina 12 30-35°C 17 (Ry)
14 21 Etanol
1 R> 3 50-55°C (72 %)
Glicose n-decilamina Etanol/Agua 16 (Ry)
14 21 24 35°C
1 Ry 90:10 (v/v) (58 %)
Glicose n-dodecilamina Etanol/Agua 17 (Ry)
14 21 20 35°C
1 R. 90:10 (v/v) (49 %)
Galactose n-decilamina Etanol/Agua 18 (Ry)
14 21 24 50-55°C
2 Ry 90:10 (v/v) (51 %)
Galactose n-dodecilamina Etanol/Agua 19 (R2)
14 21 20 50-55°C
2 R> 90:10 (v/v) (44 %)
OH OH
o) )
OH H\/\/\/\/\/ OH H\/\/\/\/\/\/
OH OH
OH 16 OH 1
OH OH
OH O H OH o H
OH N o NS
18 OH 19

Através dos resultados apresentados na Tabela 8, é possivel confirmar a eficiéncia da
reacdo de Maillard para a obtencdo de surfactantes alquilaminas de aglcares na sua forma ndo-
ionica, com elevados rendimentos associados.

No trabalho de Li et al. (2014), os surfactantes sintetizados foram obtidos usando apenas
0 metanol como solvente, que é por si s6 um solvente toxico. Numa tentativa de aumentar a
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sustentabilidade da reacdo, o metanol foi substituido pelo etanol, como solvente da reac&o.
Embora a solubilidade dos agucares em etanol seja menor do que em metanol, esta mostrou ser
eficiente e os surfactantes de acucares modificados com alquilaminas foram obtidos com bons
rendimentos associados. Tanto quanto nos é possivel saber, € a primeira vez que estes surfactantes
sdo obtidos por um processo mais verde.

No caso da galactose 2, esta mostrou ser insolivel em metanol e etanol nas mais variadas
proporgdes testadas e com aumento de temperatura. Perante isso, foi testada a reacdo de Maillard
com a adi¢cdo de uma pequena quantidade de dgua para a solubilizacdo completa do acUcares e,
posteriormente, a adicdo do alcool (metanol ou etanol) numa proporcao 90:10 (v/v). Pela primeira
vez, esta alteracdo no procedimento sintético mostrou ser eficiente na obtencdo de aminas de
acucares, cuja metade polar seja praticamente insoltvel em &lcool.

Com esta modificacdo conseguiu-se ndo sé ultrapassar os problemas da solubilidade de
acUcares em alcool, como também criar um método sintético de aminas de agucares de elevada

sustentabilidade e com rendimentos elevados associados.

4.1.1.3 Reacgles de sulfonacdo para a sintese de surfactantes de acgucares

anionicos

Os ésteres e aminas de agucares ndo-idnicos (10, 11, 12, 13, 16, 17, 18 e 19) sintetizados
neste trabalho, que tém como metade polar os agucares glicose 1 e galactose 2, assim como 0s
Span comerciais, foram sujeitos a reacfes de sulfonacdo com os complexos de trioxido de
enxofre-trietilamina (NEts-SO3) e trioxido de enxofre-piridina (Pir-SO3), de modo a introduzir
grupos (SO37) no anel do aglcares, conferindo carga negativa ao produto. Ap6s o isolamento dos
produtos de reacdo estes foram sujeitos a uma reac¢do de troca ionica. Estes sdo dissolvidos em
metanol e colocados a agitar com NaHCO3 sendo este adicionado em porgdes até pH basico.

Na Tabela 9 sdo apresentadas as diferentes condi¢bes de reacdo utilizadas para a
sulfonacdo dos ésteres de aglcares ndo-idnicos sintetizados neste trabalho, com base nas reagdes
descritas na literatura (Bazin 1998, Polat e Linhardt 2001b).
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Tabela 9. Reacéo de sulfonagdo com os ésteres de agucares sintetizados ndo-idnicos sintetizados.

o) o)
OJ\R OJ\R
o) o)
OH + Base.S0g3 . ta Rs
OH OH Rs3 R3
OH Rs Rz = OSO3H; OH
Acucares R Complexo Condu;oNes Tempo (h) Produto
da reacéo
Glicose
1 R: NMe3.SO3 DMF 24 20
G"‘lme R, NMesSO;s  DMF 24 21
G"‘i"se R PirSOs  Piridina 24 i
Glicose . Piridina 20
1 R, Pir.SO3 (NZ) 3
Glicose . Piridina 21
R Pir.SO 3
l 2 3 (Nz)
Galactose . Piridina 22
2 R1 PII"SO3 (NZ) 3
Galactose . Piridina 23
R Pir.SO 3
2 2 3 (Nz)
o O
D)‘I\F’-l D’JJ\F{_E
oy e
R A R, = ({CHzlsCH;
R " R A Ry ={CHz),,CH;
22 23 R,=0S0.Ns; OH
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Os dois complexos usados para a sulfonacdo dos surfactantes de agucares ndo-ibnicos
(Pir-SO3 e NEt3-SO3) se mostraram eficientes na reagdo. No entanto, devido a maior reatividade
do complexo de Pir-SOs3, este permite efetuar a reacdo de sulfona¢do num tempo mais curto. Uma
vez que os resultados foram mais satisfatorios com o complexo de piridina, este foi a escolha para
as sulfonacgdes seguintes.

Depois de otimizada a reagcdo com os ésteres de agUcares sintetizados neste trabalho, esta
foi aplicada aos ésteres de aglcares comerciais, estudados na primeira parte deste projeto, os Span.
Foram obtidos, pela primeira vez, ésteres de sorbitano na sua forma anidnica, cujos resultados

estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Reacdo de sulfonagdo com os ésteres de sorbitano ndo-i6nicos, comerciais.

R: Ry R: Ry
; t.a. .
(O heon emeso, ——2 = N g,
R; O— R, O

0
Il

Span 20: R, = R, = OH: Ry = OC-{CHy}1oCHs 24: Ry =R'3=R,=050sH, OH;

o i
Span 40; R, = Ry = OH; Ry = OC-({CHz}14CH; R’y = OC-(CHz}1gCH3

o 25: R, =R =R, =050sH, OH;
Span60: Ry=R;=0H; Rz = DC—[CHz}mCHa O

0 I

le = OC"{CH2]14CH1
Span 65: Ry=R;=Ry= DC—(CH;::HBCHE_

26: R‘1 = RIZ = RI4 = DSOsH OH;

Span 80: R, = Ry = OH; Ry = OC-(CHy)yCH=CH(CH2}yCH; ‘lil’
0
I R'3 = OC-{CHz)1gCHa
Span a5 R1 = RZ = R:-] = OC-{GHEJ?CH=CH{GH2:|?CH3 O

Il
27 R.1 = Rlz = RI3 = DC'[CH2}16CH3" ng = DSOgH. OH

28: R = R, = Ry = 0S0.H, OH:
8]
R's = QC-{CH1)»CH=CH{CH2);CH+
8]

29: R1 = R2 = Rj = OC-{CHQj?CH=CH(CHQjTCH3
ng = OSD3H. OH;
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Condigdes

Span R Complexo _ Tempo (h) Produto
de reagdo

Span 20 Ry Pir.SOs Piridina 3 24 (85%)
(N2)

Span40 R,  PirSO;  Piridina 3 25 (70%)
(N2)

Span 60 Rs  PirSo;  Piridina 3 26 (62%)
(N2)

Span65  3xRs;  Pir.SOs Piridina 3 27 (57%)
(N2)

Span 80 R,  PirSo;  Piridina 3 28 (75%)
(N2)

Span85  3xR,  Pir.SOs Pi(r'i\?i)na 3 29 (68%)
2

Com base nos resultados apresentados na Tabela 10, é possivel confirmar a eficacia da
reacdo de sulfonagd@o com o uso do complexo de Pir-SOaz. Pela primeira vez, foram sintetizados
ésteres de sorbitano na sua forma anionica, o que possibilitaampliar o nimero de aplicagdes desta
classe de surfactantes.

Na Tabela 11, sdo apresentados os resultados da reagdo de sulfonacdo aplicada as

alquilaminas de acUcares sintetizadas previamente neste trabalho, na forma ndo-i6nica.

Tabela 11. Reacao de sulfonagdo com as alquilaminas de agUcares sintetizadas.

OH R
oH Q ta. R Q
N-R + Base. 30, —_— - N-R
OH H Ry R,
OH Rs
R =R, =(CH;),CH; R, = OSO;H; OH
Rz = (CHa)y CHy Rq=0S04H; H
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. Condicdes
Aclcares R Complexo da reacio Tempo (h)  Produto
Glicose ; Piridina o
1 R1 Pir.SO; (ND) 3 30 (70 %)
Glicose . Piridina 31 (59 %)
1 R> Pir.SO3 (Nz) 3
iridi 0,
Galactose R, Pir.SOs Piridina 3 32 (63 %)
2 (N2)
- 0
Galactose R, Pir.SOs Piridina 3 33 (59 %)
2 (N2)
Rﬂ- .Rs
Q Ry s} Ry
Ry L N S R Mo e
R Ra
R 30 Ry 3
~Pa R
Rs C. R Rs O R,
Ry N ™™™ Ry Mo
Ry 82 R, 33

Através dos resultados apresentados na Tabela 11 e dos espectros de RMN *H e *C

descritos na Sec¢do 2, é possivel concluir que as alquilaminas de acUcares ndo-iénicas foram

eficientemente substituidas, através de uma reacdo de sulfonacdo. Com este passo de sintese

adicional foi possivel a obtencéo das alquilaminas de agUcares na forma aniénica. Com base na

pesquisa bibliogréfica efetuada previamente, acredita-se que este tipo de compostos foi

desenvolvido pela primeira vez nesta tese e que as suas propriedades interfacial ainda ndo se

encontram descritas.

Dado o nimero elevado de possiveis locais de substituicdo, uma vez que os anéis dos

acucares tém varios grupos hidroxila na sua estrutura e um grupo -NH suscetiveis de sulfonagéo,

nao € possivel determinar por RMN qual(is) os grupos substituidos. No entanto, foram realizadas

analises preliminares de microandlise que mostraram a presenca de enxofre no produto,

comprovando assim a substituicao.
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4.2 Propriedades fisico-quimicas e interfaciais de surfactantes de

acucares nao-iénicos, sintetizados quimicamente

4.2.1 Esteres de AcUcares ndo-idnicos

O comportamento em solucdo aquosa dos ésteres de agucares sintetizados neste trabalho,
através de reacgdes de transesterificagdo, foi caracterizado. Foram realizados ensaios de DLS para
a determinacdo do didmetro hidrodindmico (Dn) dos agregados destes surfactantes em solugéo,
foram determinados os valores de concentragcdo em que estes surfactantes comecam a formacgéo
de agregados (CET) através de tensiometria, assim como foram efetuados testes de emulsificacao
para determinar o poder destas moléculas na emulsificacdo de éleo de soja.

Na Figura 14 encontram-se representados os valores de Dy (nm) dos agregados dos ésteres
de agucares ndao-idnicos sintetizados neste projeto, obtidos nas concentragbes de 0.01, 0.05, 0.1,
0.25 e 0.5% (p/p).

Figura 14. Diametro hidrodinamico (nm) dos agregados em &gua, obtidos por DLS, de a) ésteres de glicose
(caprilato e laurato de glicose) e b) ésteres de galactose (caprilato de laurato de galactose), em funcéo da

concentracdo (%), a 25 °C.

a
300 )

250 +

B GLI+C10
@ GLI+C12

200

150 +

D, (d.nm)

—

T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[Ester de Glicose] (%)
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b)

B GAL+C10
@ GAL+C12 i
180 4
160 -
| L
= 1404
E ;
z
1204
o g
100
o
80 4 [ _S— { ]
T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5

[Ester de Galactose] (%)

Conjuntamente com a capacidade de adsorver em superficies e baixar a energia interfacial
de sistemas, a principal propriedade dos surfactantes é a sua capacidade de formarem agregados
quando sdo misturados em agua.

Numa primeira analise da Figura 14, é possivel concluir que o grupo hidrofilico dos 4
ésteres de agucares em estudo parece assumir o principal papel no tamanho que os agregados
formados terdo. Apesar de, teoricamente, se ter estabelecido a relagéo de proporcionalidade entre
o tamanho do grupo hidrofébico de moléculas anfifilicas e o tamanho de agregados formados por
essas moléculas, em que surfactantes com grupos apolares de maior comprimento formam
agregados de maiores didmetros, essa relacdo ndo é observada em todos os casos (Hamada e
Einaga 2005).

No caso do diametro hidrodindmico dos agregados dos ésteres de agUcares apresentados
acima, verifica-se que no caso dos ésteres de glicose, essa relacdo estabelecida teoricamente se
confirma. No entanto, quando analisamos o grafico b) da Figura 14, é perceptivel que o0s
agregados dos ésteres de galactose que apresentam tamanhos maiores, sdo aqueles cuja metade
hidrofobica € menor, o caprilato de galactose. No entanto, pode considerar-se que a diferenca de
tamanho entre o caprilato e o laurato dos ésteres € irrisoria, uma vez que é de apenas dois grupos
-CH,, e esta ndo é suficiente para ter uma grande influéncia no tamanho do agregado.

Assim, o grupo hidrofilico parece ser o responsavel pelos tamanhos obtidos para estes
surfactantes de agucares.

Devido ao grande numero de grupos hidroxila na constituicdo das moléculas de agucares,
estes conseguem formar facilmente ligacfes de hidrogénio com a agua. O namero de ligacdes
formadas depende do nimero e posicdo dos grupos -OH dos agUcares, ou seja, a estereoquimica
destas moléculas assume uma grande importancia para justificar processos moleculares em que

estes se encontram envolvidos.
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Como jé foi referido anteriormente, o grupo -OH do C4 da molécula de glicose encontra-
se na posicdo equatorial, e na galactose este encontra-se na posicao axial (esta € a Unica diferenca
estrutural entre estes dois agucares). O fato de na galactose o grupo -OH do C4 se encontrar nesta
posicdo, faz com que a sua reatividade diminua devido ao impedimento estéreo que o grupo do
C5 cria. Ao existir este impedimento, é provavel que a ligacdo de hidrogénio com a &gua ndo
ocorra €, ao ndo ocorrer, a molécula de galactose vai adquirir alguma rigidez (Garofalakis et al.
2000). Essa rigidez vai fazer com que os agregados formados por ésteres de aglcares de galactose,
apresentem um menor didmetro quando comparados com os agregados formados com ésteres de
glicose.

Foram também calculadas as concentragdes nas quais os ésteres de agucares sintetizados
estabilizaram a tensdo superficial da 4gua, e iniciaram a formag&o dos agregados. Estes resultados
foram obtidos através de medidas de tensiometria de anel Du Noly, e sdo apresentados nas

Figuras 15 e 16, assim como os valores das CET apresentados na Tabela 12.

Figura 15. Tenséo superficial da &gua com a) caprilato de glicose e b) laurato de glicose, em funcgdo da
concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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Figura 16. Tensdo superficial da agua com o a) caprilato de galactose e b) laurato de galactose, em fungéo
da concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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Tabela 12. Valores de CET dos ésteres de agUcares sintetizados, através de tensiometria de anel, a 25 °C.

Ester de Aclcares CET (g/L)
Caprilato de Glicose 3,85x10¢
Laurato de Glicose 6,87x10
Caprilato de Galactose 2,63x10°
Laurato de Galactose 2,58x10

No caso de medidas relacionadas com a atividade superficial de surfactantes, como as
que efetuamos por tensiometria, o fator mais importante diz respeito ao comprimento e nimero
de grupos hidrofébicos da molécula anfifilica.

Surfactantes com grupos hidrofébicos maiores vdo fornecer a molécula um caréater
hidrofobico mais acentuado e, consequentemente, esta terd& menores valores de CET. Este
processo acontece devido a maior tendéncia das moléculas de surfactante se auto-agregarem para
diminuirem o contato com a agua.

Apesar de no caso dos ésteres de glicose essa relacdo ndo se verificar, uma vez que o
valor de CET do laurato de glicose (C12) é ligeiramente superior ao do caprilato de glicose (C10),
no caso dos ésteres de galactose a relagdo entre 0 comprimento da cadeia e a concentragao de
estabilizacdo da tensdo superficial da agua é clara: comprimento de cadeia hidrofébica maior,
menor valor de CET.

A JUltima propriedade dos ésteres de acUcares sintetizados a ser estudada, foi a sua
capacidade de emulsificacdo de gorduras hidrofébicas (6leo de soja). Foram produzidas emulsdes
O/W com as solucBes dos ésteres sintetizados, com 6leo de soja e foram realizados ensaios e
determinados os indices de emulsificacdo (EI) destes surfactantes apds 24, 48 e 72 h, cujos

resultados sdo apresentados nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17. indices de emulsificacdo (EI) obtidos para o a) caprilato de glicose e b) laurato de glicose, em
funcdo da concentracdo de surfactante de agUlcar, apos 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Figura 18. Indices de emulsificagio (El) obtidos para o a) caprilato de galactose e b) laurato de galactose,

em funcdo da concentracdo de surfactante de aglcar, apds 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Através da andlise das Figuras 17 e 18 observa-se o potencial de emulsificacdo que os

ésteres de acUcares sintetizados apresentaram, ao mostrarem valores relevantes de ELI.

Uma vez que maior eficiéncia de atividade superficial esta diretamente relacionada com

uma maior capacidade de formacao de emulsdes (como ja foi explicado neste trabalho), verifica-

se que no caso dos ésteres de glicose, aquele que apresentou menor valor de CET, o caprilato de

glicose, foi também aquele que apresentou um poder de emulsificacdo ligeiramente superior,

guando comparado com o laurato de glicose.

No caso dos ésteres de galactose, essa propriedade ja ndo esta tdo evidente uma vez que

apresentaram similar porcentagem de emulsificacdo de éleo de soja.
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A excecdo do caprilato de galactose, todos os ésteres de aglicares ndo-ibnicos mostraram

também uma boa capacidade de estabilizacdo das emulsées O/W, uma vez que os valores dos El

pouco diminuiram com o tempo.

4.2.2 Alquilaminas de Agucares ndo-idnicas

Outra classe de surfactantes de agUcares sintetizados neste projeto foram as alquilaminas

de aclcares ndo-ibnicas. Assim como os ésteres de agucares, também foram determinadas

algumas das suas propriedades relacionadas com a atividade superficial e poder de emulsificacéo.

Na Figura 19 sdo apresentados os resultados do diametro hidrodindmico (nm) obtidos para 0s

agregados formados por esta classe de surfactantes.

Figura 19. Didmetro hidrodindmico (nm) dos agregados em agua, obtidos por ensaios de DLS, das a)
alquilaminas de glicose (decilamina e dodecilamina de glicose) e b) aminas de galactose (decilamina e

dodecilamina de galactose), em funcdo da concentracdo de surfactante (%), a 25 °C.
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Através da analise da Figura 19 verifica-se que no caso das aminas de glicose (grafico a)
o diametro hidrodindmico dos agregados obtidos vao ao encontro ao estabelecido teoricamente,
onde se observa que a dodecilamina de glicose (Ci2) formou agregados de tamanhos maiores,
quando comparada com a decilamina. Observa-se também que a dodecilamina de glicose
apresenta duas populacdes na sua curva de distribuicdo de tamanhos, nas concentracdes maiores
de surfactante (linha azul).

Em relacdo as alquilaminas de galactose, o tamanho mostrado na Figura 19 b), indicam
de que o surfactante com cadeia de maior tamanho, a dodecilamina de galactose, € o que forma
agregados de maior diametro. No entanto, essa relacdo é mais clara a concentrag@es de surfactante
baixas, uma vez que nas concentragcdes mais elevadas os valores dos didmetros foram similares
em ambas as aminas.

De uma maneira geral, comparando os resultados de DLS dos ésteres e alquilaminas de
acUcares sintetizados nesta tese, é possivel verificar que as alquilaminas de aglcares formam
agregados maiores, principalmente nas concentra¢cdes mais altas em estudo.

E,assim, perceptivel que o tipo de grupo funcional presente nos surfactantes de aglcares
influencie nas propriedades destas moléculas. Esta diferenca no tamanho entre as duas classes de
surfactantes de agucares pode ser explicada pelo fato do grupo amina aumentar o carater
hidrofébico do surfactante, uma vez que é uma ligacdo mais forte que a ligacdo éster e,
consequentemente, ira reduzir a liberdade rotacional da molécula de surfactante, condicionando
a sua conformacao, resultando na formacdo de agregados maiores.

Na Figura 20 e 21 s&o apresentados resultados de tensdo superficial da agua pela agéo das
alquilaminas de agUcares sintetizadas, e na Tabela 13 encontram-se as CET para esta familia de

surfactantes de agucares.
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Figura 20. Tensédo superficial da 4gua com a) decilamina de glicose e b) dodecilamina de glicose, em
funcédo da concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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Figura 21. Tensdo superficial da agua com a a) decilamina de galactose e b) dodecilamina de galactose,
em funcdo da concentracédo de surfactante, a 25 °C.
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Tabela 13. Valores de CET obtidos para as alquilaminas de agUcares sintetizadas, através de tensiometria
de anel, a 25 °C.

Alquilamina de AcUcares CET (g/L)
Decilamina de Glicose 1,0x10%
Dodecilamina de Glicose 8,06x10°
Decilamina de Galactose 3,33x106
Dodecilamina de Galactose 5,45x10
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Com base nos resultados acima apresentados, verifica-se que os surfactantes com um
grupo hidrofébico maior ndo foram os que apresentaram maior capacidade de diminuir a tenséo
superficial da agua, resultando em menores valores de CET. Dado que a diferenga no
comprimento das aminas é de apenas dois grupos -CHa, isso pode ser a justificacdo para o que se
obteve, visto que a diferenga ndo é significativa.

Relativamente as metades hidrofilicas, a glicose e galactose, é possivel concluir que as
alquilaminas de galactose sdo as que apresentam menores valores de CET. Mais uma vez, isso é
motivado pelo fato de, devido a impedimentos estereogquimicos, a galactose apresentar menor
afinidade para formar ligagdes de hidrogénio com a agua, 0 que aumenta a hidrofobicidade do
surfactante como um todo.

As alquilaminas de agUcares, a semelhanca dos ésteres de agucares sintetizados, também
foram avaliadas quanto ao seu poder de formacdo de emulsées O/W com o 6leo de soja. Os

resultados dos El calculados sdo apresentados nas Figuras 22 e 23.

Figura 22. indices de emulsificacio (EI) obtidos para a a) decilamina de glicose e b) dodecilamina de
glicose, em fungdo da concentracdo de surfactante, apds 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Figura 23. Indices de emulsificacio (EI) obtidos para a a) decilamina de galactose e b) dodecilamina de

galactose, em funcdo da concentracdo de surfactante, apds 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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De acordo com as Figuras acima pode-se concluir que as aminas de aclcares com grupos
hidrofobicos maiores séo aquelas que apresentaram maior eficiéncia na emulsificacdo do 6leo de
soja. Isto era expectavel dado que surfactantes mais hidrofobicos deslocam-se mais rapidamente
para as interfaces (liquido-ar, liquido-liquido) e adsorvem mais eficientemente nas mesmas,
provocando uma diminuicao das energias associadas. No caso das emuls6es O/W obtidas com as
solucdes das alquilaminas sintetizadas e 6leo de soja, essa relacéo € clara.

Observa-se também uma relacdo proporcional entre 0 aumento da concentracdo de
surfactante e 0 aumento da capacidade de emulsificacdo dos mesmos, a exce¢do da decilamina de
glicose (Figura 22 a), onde na concentracdo mais elevada ndo ocorreu a formagdo de emulsdo.
Isto pode ser justificado pela presenca de alguns precipitados causando diminui¢do na quantidade

de surfactante efetiva em solucdo disponivel para formar emulséo.

4.3 Propriedades fisico-quimicas e interfaciais dos surfactantes de

acgucares anibnicos, sintetizados quimicamente

Depois de sintetizados quimicamente os ésteres e alquilaminas de agucares na sua forma
ndo-idnica, estes surfactantes foram submetidos a novos passos sintéticos para lhes conferir carga
negativa, nos grupos de acgucares que os constituem. Paralelamente, foram também aplicados
esses passos sintéticos nos ésteres de sorbitano (Span).

Todas estas familias de surfactantes de agucares, sintetizados nesta tese, e comerciais,

foram submetidos a reacdes de sulfonacéo e de troca iénica (0 que Ihes conferiu a presenga do
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contra-ion Na*), para a sua obtencdo na forma aniénica. Nos préximos pontos sdo apresentados

os resultados da sua caracterizagéo.

4.3.1 Esteres de AcUcares anidnicos sintetizados

O comportamento em agua dos surfactantes caprilato e laurato de glicose e galactose
aniénicos foi avaliado através dos métodos utilizados na caracterizagcdo dos seus homologos na
forma ndo-ionica. A Figura 24 mostra o didmetro dos agregados formados em solucdo aquosa
para os ésteres de glicose na forma anidnica. Relativamente aos surfactantes caprilato e laurato
de galactose, ndo foi possivel a obtencéo de sinal no DLS por parte destas solu¢des, em nenhuma
das concentrages testadas. Isto podera ser devido ao fato de estes surfactantes formarem micelas

de tamanhos muito reduzidos e se encontrarem fora da faixa de tamanhos detetada pelo aparelho.

Figura 24. Diametro hidrodindmico (nm) dos agregados em agua, obtidos por DLS, do caprilato e laurato

de glicose anibnicos, em funcéo da concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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De acordo com a Figura 24 tanto o caprilato (linhas preta e vermelha) como o laurato de
glicose (linha azul e turquesa) na forma aniénica mostram a presenca de duas populacbes de
tamanhos diferentes. Enquanto o caprilato de glicose anidnico forma agregados de tamanhos de

vesiculas e de micelas, o laurato de glicose anidnico, consiste de duas populacdes de micelas com

tamanhos diferentes.
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Mais uma vez ndo se observa a relacdo estabelecida teoricamente entre 0s grupos
hidrofobicos e os tamanhos dos agregados. Neste caso, o surfactante que apresentou a capacidade
de formagdo de agregados de maior didmetro é o que apresenta um grupo hidrofébico menor.

Como seria expectavel, verifica-se que para ambos os surfactantes o tamanho dos
agregados formados é proporcional a concentragdo de surfactante utilizado.

Nas Figuras 25 e 26 sdo apresentados os resultados resultantes das medidas da tensdo
superficial da agua na presenca dos ésteres de acglcares anidnicos sintetizados neste trabalho. Na
Tabela 14 encontram-se descritos os valores de CET (no caso do laurato de glicose é a sua CMC,
devido ao fato de os diametros hidrodindmicos dos agregados obtidos com este surfactante serem

condizentes com o tamanho de micelas esféricas) destes compostos.

Figura 25. Tensdo superficial da 4gua com a) caprilato de glicose e b) laurato de glicose na sua forma
anidnica, em funcdo da concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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Figura 26. Tensdo superficial da agua com a) caprilato de galactose e b) laurato de galactose na sua forma
anidnica, em funcdo da concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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Tabela 14. Valores de CET obtidos para os ésteres de aglcares anidnicos sintetizados, através de

tensiometria de anel, a 25 °C.

Ester de AcUcares CET (g/L)
Caprilato de Glicose 3,18x10°
Laurato de Glicose 7,19x107
Caprilato de Galactose 5,48x10%

Laurato de Galactose 2,19x10° (CMC)

Os ésteres de agucares anidnicos sintetizados mostraram capacidade para reduzir a tensdo
superficial da agua para valores aceitaveis. Tanto no caso dos surfactantes com a glicose como
grupo polar, como a galactose, os valores de CET obtidos corroboram o fato de serem o0s
surfactantes mais hidrofébicos com maior capacidade de adsorver em interfaces.

Neste caso em que os ésteres de aglcares se encontram na forma anidnica, é possivel
também observar a grande diferenca nos valores de CET entre os surfactantes com 0s grupos
hidrofilicos diferentes: os ésteres de glicose anidnicos, apresentam CET menores do que 0s
constituidos por galactose. Este fato parece estar novamente relacionado com a Unica diferenca
estrutural entre os agucares, a posi¢do do grupo -OH no C4. O mais provavel é que esse -OH da
galactose ndo tenha sido substituido pelo grupo -OSO3 Na* uma vez que estava mais impedido, e
que os restantes grupos -OH tenham todos sofrido essa substituicdo. Com esta substituicdo a
hidrofilicidade da molécula aumentou consideravelmente e estas ndo apresentaram ter tanta
capacidade para reduzir a tensdo superficial e, consequentemente, apresentaram valores de CET
mais elevados.

Na Figura 27 sdo apresentados os valores de El para o caprilato e laurato de galactose

anidnicos com o 6leo de soja. Os ensaios realizados com o caprilato e laurato de glicose na sua
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forma aniGnica mostraram que estes surfactantes ndo apresentam capacidade de emulsificacéo do

6leo de soja, e em nenhum dos tempos de analise ocorreu a formacdo de emulsao.

Figura 27. Indices de emulsificacdo (EI) obtidos para a) caprilato de galactose e b) laurato de galactose na

sua forma anidnica, em funcdo da concentracdo de surfactante, apos 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Através da Figura 27 pode-se concluir que para ambos os ésteres de galactose anidnicos,
eles apresentam capacidade de emulsificar maiores quantidades de 6leo de soja quanto menor for
a sua concentragao.

Observa-se, mais uma vez, que o surfactante com maior hidrofobicidade conseguiu maior
eficiéncia em baixar a TIF entre o0 6leo e a 4gua e em formar a emulsdo O/W. Estes resultados

corroboram os valores de CET obtidos para as CET destes surfactantes.
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4.3.2 Alquilaminas de Acucares aniodnicas sintetizadas

Neste ponto serdo apresentados e discutidas as propriedades interfacial das alquilaminas

de acucares anionicas, previamente sintetizadas através de reacdes de sulfonacdo. Existe pouca

informacdo na literatura acerca do comportamento desta classe de surfactantes em &gua.

Na Figura 28, tem-se o didmetro hidrodindmico dos agregados formados por estes

surfactantes de agucares anidnicos.

Figura 28. Diametros hidrodindmicos (nm) dos agregados em &gua, obtidos por DLS, das a) alquilaminas

de glicose (decilamina e dodecilamina de glicose) ani6nicas e b) aminas de galactose (decilamina e

dodecilamina de galactose) ani6nicas, em funcdo da concentracao de surfactante, a 25 °C.
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Como esperado, as alquilaminas de aglcares anidnicas obtidas neste trabalho apresentam
uma relacdo proporcional entre os tamanhos dos agregados formados e a concentragdo de
surfactante utilizada. O caprilato de glicose, assim como o de galactose, na concentracdo mais
baixa de 0.01% (p/p), indica a formagdo de micelas em solucdo. Em concentracdes superiores,
todos os surfactantes apresentam populagdes de vesiculas.

Conclui-se também que quanto maior for o tamanho do grupo hidrofébico, maior seré o
didmetro da estrutura formada em solucéo.

Em relagdo a diferenca estrutural dos agUcares, verifica-se que essa ndo € significativa
nos tamanhos medidos, e que o grupo hidrofébico assume o papel principal no processo de
agregacéo.

Nas Figura 29 e 30, assim como na Tabela 15, sdo apresentados os resultados obtidos por
tensiometria relativos a tensdo superficial da dgua, com a agdo destas novas moléculas de
surfactantes.

Figura 29. Tensdo superficial da agua com a) decilamina de glicose anionica e b) dodecilamina de glicose

anidnica, em fungdo da concentragdo de surfactante, a 25 °C.

a)
75
CET=1,03x10" g/L
70 W
[ |
65 =
60 -
[ |
E 55 n
=
Z [ ]
E 50 "
>
]
45 4
" [ |
40 4 n = .
[ |
351 Sgmmnm
T T T T T T T T
0,0 5,0x10° 1,0x10" 1,5x10* 2,0x10

[Decilamina de Glicose anionica] (g/L)

97



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 30. Tensdo superficial da dgua com a) decilamina de galactose anidnica e b) dodecilamina de
galactose anidnica, em fungdo da concentragdo de surfactante, a 25 °C.
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Tabela 15. Valores de CET obtidos para as alquilaminas de aglcares anidnicas sintetizadas, através de
tensiometria de anel, a 25 °C.

Alquilamina de AcUcares CET (g/L)
Decilamina de Glicose 1,03x10*
Dodecilamina de Glicose 1,04x105
Decilamina de Galactose 1,06x10°
Dodecilamina de Galactose 1,23x10°%

Observa-se novamente que os valores de CET obtidos para os surfactantes com grupos
hidrofébicos maiores sdo menores do que os obtidos para os surfactantes com grupos hidrofébicos
com menos grupos -CH: (no caso das aminas de galactose ndo foi verificada essa relacéo, mas a
diferenga entre ambos & irrisoria).

Mais uma vez, o tamanho do grupo hidrofilico mostra ndo ter grande relevancia nesta
propriedade do surfactante embora, comparando os valores de CET das aminas de agucares ndo-
iGnicas e anidnicas, seja clara que a presenca de uma carga no grupo polar do surfactante afeta a
sua capacidade de baixar a tensdo superficial da agua. Cabe observar que as aminas de agucares
na sua forma anidnica apresentaram maior solubilidade em agua, do que as ndo-ionicas, sendo
gue esta caracteristica também esta diretamente relacionada as concentracfes de estabilizacdo da
tensdo superficial da dgua. No caso de surfactantes aniénicos (assim como dos catiénicos) vdo
existir interagGes eletrostaticas entre os grupos hidrofilicos, motivadas pela presenca de carga, o
que ira diminuir a eficiéncia destes surfactantes em baixar a tensdo superficial da agua e aumentar
as CET (ou as CMC no caso dos surfactantes formarem micelas).

Dado que surfactantes anidnicos sdo os mais utilizados em formulagdes de produtos de

limpeza, foi também avaliada a capacidade de emulsificagdo de dleo de soja por parte das aminas
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de acgucares anionicas sintetizadas. Esses resultados sdo apresentados na Figura 31 e apenas para
as aminas de glicose ani6nicas uma vez que, a semelhanca dos ésteres de glicose aniénicos, as

aminas de galactose anidnicas ndo mostraram capacidade para formar e estabilizar emulsées O/W

com o Gleo de soja.

Figura 31. indices de emulsificacéo (EI) obtidos para a) decilamina de glicose e b) dodecilamina de glicose

na sua forma anidnica, em funcdo da concentragdo de surfactante, apds 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Analisando os resultados dos indices de emulsificagdo obtidos para as alquilaminas de
glicose anidnicas, com o Oleo de soja, é possivel verificar que a dodecilamina de glicose
apresentou maior eficiéncia de emulsificacdo e estabilizacdo da emulsdo formada, quando

comparado com o seu homélogo com um grupo hidrofébico de Cio.
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Estes resultados corroboram os de tensiometria e para as CET calculadas, uma vez que a
dodecilamina de glicose ani6nica mostrou um valor de CET muito inferior ao da decilamina de
glicose.

Como seria expectavel, o surfactante mais hidrofébico apresentou maior capacidade de
adsorver na interface dgua-6leo e reduzir a tensédo interfacial entre ambos, como aconteceu com a

interface 4gua-ar (valores de tensdo superficial).

4.3.3 Esteres de sorbitano aniénicos

Os ésteres de sorbitano comerciais (Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85), usados nesta tese na
producdo de vesiculas e meulsdes em solucéo aquosa utilizando o método de injecdo alcodlica,
foram também submetidos a reac¢des de sulfonagdo para adquirirem carga negativa. Tanto quanto
sabemos, este tipo de surfactantes nunca foi produzido antes na forma anidnica.

A primeira caracteristica que salta a vista com a substituicdo estrutural ocorrida através
da sulfonagdo destes compostos, € o aumento consideravel da sua solubilidade em &gua, motivado
pelo aumento da hidrofilicidade das suas metades polares.

Na Figura 32 encontram-se representados os didametros hidrodindmicos dos agregados
obtidos para cada um dos Span anidnicos, através da tecnica de DLS, em funcéo da concentracao

de surfactante até 0,5% (p/p).
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Figura 32. Diametro hidrodindmico (nm) dos agregados em agua, obtidos por ensaios de DLS do a) Span
20, b) Span 40, c) Span 60, d) Span 65, e) Span 80 e f) Span 85, todos na forma anidnica, em funcéo da

concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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Analisando os graficos da Figura 32, nota-se claramente que todos os Span em estudo (&
excecdo do Span 60) apresentarem duas populagdes de diferentes tamanhos. Para os Span sem
insaturacdo nas suas cadeias hidrofobicas, os Span 20, 40, e 65 (0 Span 60 s6 tem uma populacéo
nao foi comparado com os demais), € possivel observar que os tamanhos séo proporcionais ao
comprimento e nimero de cadeias hidrofobicas que os constituem. Para 0 Span 60, a justificativa
para os agregados formados apresentarem valores tdo dispares dos demais surfactantes, e com
barras de erro relativamente elevadas, pode estar relacionado & presenca de agregados nas
solucBes uma vez que este, mesmo apds a insercdo de grupos -OSOsNa*, mostrou ser pouco
soltvel em agua.

Em relacdo aos Span com insaturacdo, o Span 80 e 85, verifica-se que mesmo tendo as
cadeias mais compridas, juntamente com o Span 60 e 65, os agregados formados foram os que
apresentaram didmetros menores. Esta diferenca diz respeito a presenca de insaturagdo nas
ligagbes C9=C10, que diminui o &ngulo de ligacdo e as cadeias tém tendéncia a dobrar, 0 que
provoca a diminuicdo do seu comprimento. Isto resulta na formacéo de agregados de tamanhos
menores.

Foi também avaliada a atividade superficial destes surfactantes, através da sua capacidade
de reduzir a tensdo superficial da agua e, consequentemente, foram determinadas as CET desses

sistemas. Os resultados sdo apresentados na Figura 33 e Tabela 16.
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Figura 33. Tensdo superficial da agua coma) Span 20, b) Span 40, c) Span 60, d) Span 65, €) Span 80 ¢ f)
Span 85 anidnicos, em fungdo da concentragdo de surfactante, a 25 °C.
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Tabela 16. Valores de CET obtidos para os Span anibnicos, através de tensiometria de anel, a 25 °C.

Esteres de Sorbitano CET (g/L)
Span 20 3,51x107
Span 40 8,43x10°
Span 60 7,73x10°
Span 65 2,47x10
Span 80 7,99x106
Span 85 8,90x10°

A semelhanca do que foi observado e concluido na secdo 4.1, aquando da caracterizacio
dos Span ndo-ibnicos, apos aplicacdo do método de injecdo de alcool, verifica-se que os Span 20,
80 e 85 anibnicos, apresentam menores valores de CET.

Conforme explicado anteriormente, o Span 20 apresenta 0 nimero de carbonos ideal na
relacdo solubilidade/nimero de agregacdo para um surfactante ndo-iénico, enquanto os Span 80
e 85, por apresentarem uma insaturacdo em cada uma das suas cadeias hidrof6bicas, tornam-se
mais hidrofébicos quando comparados com os Span 60 e 65, os seus hom6logos sem presenca de
insaturacéo.

Para corroborar estas conclus6es, foram realizados ensaios para determinar a capacidade
de emulsificacdo de Oleo de soja por parte destes surfactantes. Assim, na Figura 34 estdo
representados graficamente os valores dos EI dos Span anibnicos sintetizados, em funcdo da

concentragao de surfactante, obtidos com o 6leo de soja.
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Figura 34. indices de emulsificacdo (El) obtidos para a) Span 20, b) Span 40, ¢) Span 60, d) Span 65, €)
Span 80 e f) Span 85 anidnicos, em fungdo da concentracédo de surfactante, apds 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Analisando os gréaficos da Figura 34, conclui-se que todos os Span anidnicos mostraram
boa capacidade de emulsificar o 6leo de soja, embora os Span 80 e 85 tivessem o melhor
desempenho, com valores de El entre 40 e 50%.

O Span 65, que apresenta 0 menor valor de CET a seguir aos Span 20, 80 e 85, também
apresenta uma capacidade de emulsificacdo elevada, motivada pelo fato de ser constituido por
trés cadeias hidrofébicas aumentando a eficiéncia de encapsulacdo da gordura no interior do
agregado.

Contrariamente ao esperado, uma vez que foi o éster de sorbitano aniénico que apresentou
maior eficiéncia em reduzir a tensdo superficial da agua, o Span 20 mostrou um desempenho
semelhante aos Span 40 e 60. Em termos de energia livre de Gibbs de formacéo, a formacgéo da
emulsdo O/W entre o Span 20 6leo de soja, mostrou ser uma processo mais desfavoravel,
comparado a capacidade que este surfactante apresenta em adsorver na interface agua-ar.

Comparando os resultados de El obtidos pelos Span ndo-idnicos com os Span anidnicos,
estes Ultimos mostraram ter uma capacidade de emulsificar e estabilizar as emulsdes com o éleo
de soja muito superior. Apesar dos Span ndo-iénicos serem fortemente utilizados na indUstria
alimentar e farmacéutica, principalmente para a formagéo e estabilizacdo de emulsdes W/O, ao
conseguirmos a inser¢do de carga negativa na sua metade hidrofilica e tendo como base os
resultados reportados nesta tese, pode-se concluir que os Span anidnicos séo fortes ceidatos a sua
aplicacéo na industria de produtos de limpeza, nomeadamente como constituintes de formulac6es

de detergentes, dado o excelente desempenho na emulsificacdo de 6leo de soja aqui reportado.

4.3.4 Surfactantes comerciais usados em detergentes

Para avaliar o potencial dos surfactantes de aglcares sintetizados, tanto na sua forma néo-
i6nica como aniodnica, foram realizados os mesmos ensaios de caracterizagcdo mas para 0s dois
surfactantes, cujos compostos de partida provém de fontes ndo-renovaveis, mais utilizados a nivel
industrial em formulacGes de detergentes: o 6xido de laurilamina (OLA), surfactante ndo-idnico,
e o lauriléter sulfato de sddio (SLE,S), surfactante anidnico, cujas estruturas se encontram

representadas na Figura 35.
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Figura 35. Estruturas moleculares dos surfactantes comerciais em estudo: a) SLE>S e b) OLA.
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Na Figura 36, sdo apresentados os graficos com os didmetros obtidos para os agregados
formados em &gua para os surfactantes referidos acima. As concentracdes testadas foram de 0.01,
0.05, 0.1, 0.25, 0.5 e 1%.

Figura 36. Diametros hidrodindmicos (nm) dos agregados em &gua, obtidos por ensaios de DLS do a)

SLES e b) OLA, em fungéo da concentracdo de surfactante, a 25 °C.
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Através da analise dos graficos acima verifica-se que ambos os surfactantes em agua se
agregam em duas populacdes de diferentes tamanhos. Em solucdo, estes formam vesiculas e
micelas, e ambos 0s agregados se encontram mais ou menos nas mesmas proporc¢des em solugéo.

Foram também obtidos os valores das tensdosuperficiais da agua, na presenca destes
surfactantes e foram também determinados os seus valores de CMC através do mesmo método

utilizado para a determinacdo das CET. Os resultados sdo apresentados na Figura 37 e Tabela 17.

Figura 37. Tensdo superficial da &gua como a) SLE,S e b) OLA, emfuncdo da concentracdo de surfactante,
a25°C.
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Tabela 17. Valores de CET obtidos para os surfactantes comerciais, SLE,S e OLA, através de tensiometria
de anel, a 25 °C.

Surfactantes comerciais CMC (g/L)
SLE,S 2,50x10-
OLA 5,47x10

Como seria expectavel, com base nos resultados acima apresentados, o Oxido de
laurilamina foi o que apresentou menores valores de CMC. Uma vez que o0 OLA é um surfactante
ndo-idnico, e o SLE,S é anidnico, ndo ocorrem interagdes eletrostaticas causadas pela presenga
de carga, como no SLE;S. Essas interagdes vao diminuir a atividade superficial dos surfactantes,
sendo esse o principal motivo pelo qual os surfactantes ndo-ibnicos apresentam sempre menores
valores de CMC, relativamente aos idnicos.

Foi também determinada a capacidade de formacao de emulsdes O/W com o éleo de soja,
por parte destes surfactantes, uma vez que sdo os mais utilizados para a producido dos mais
variados produtos de limpeza e higiene pessoal. Na Figura 38 estdo representados os valores de

El calculados para estes sistemas.

Figura 38. indices de emulsificacio (%) obtidos 0 a) SLE;S e b) OLA, em funcio da concentracio de
surfactante, apds 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Ambos os surfactantes apresentaram valores razoaveis de indices de emulsificacdo do
6leo de soja, nas maiores concentragdes em estudo. Nas menores concentragdes, 0 SLE-S foi o
que apresentou um comportamento de emulsificacdo mais eficiente. Foi também o SLE>S que
conseguiu melhores resultados de estabilidade das emulsbes formadas, motivado pela presenca
de cargas negativas na interface dos agregados, criando interagdes eletrostaticas e assim
dificultando a separacdo da emulsao.

Relacionando todos os resultados obtidos da caracterizacdo feita aos surfactantes a base
de acucares que foram sintetizados neste trabalho, com os resultados obtidos dos surfactantes
comerciais de elevada aplicacdo industrial, pode concluir-se que o grande objetivo deste projeto
foi alcancado.

Os surfactantes de aclcares ndo-ibnicos, os ésteres de acUcares caprilato de glicose,
laurato de glicose e laurato de galactose apresentaram valores de CET, correspondentes 8 CMC
dos surfactantes comerciais, menores que o valor de CMC do 6xido de laurilamina. Ou seja, 0s
ésteres de acUcares referidos acima tém a capacidade de iniciar a formagdo dos agregados em
agua com menor quantidade de surfactante. Os ésteres de acUcares selecionados apresentaram
também maior capacidade de emulsificar o 6leo de soja, aquando dos testes dos indices de
emulsificacdo efetuados, quando comparados com o0 OLA. Assim, estes surfactantes sintetizados
mostram ser uma alternativa viavel, do ponto de vista quimico e sustentavel, ao surfactante OLA
para a sua aplicacdo na industria de produtos de limpeza.

Em relacdo aos surfactantes de acUcares anidnicos sintetizados, o caprilato de glicose, o
laurato de glicose, os Span 20, 80 e 85, todos na forma anidnica, apresentaram menores valores
de CET, comparativamente com o valor de CMC do SLE;S. Paralelamente, estes surfactantes

apresentaram também maiores indices de emulsificagdo do 6leo de soja do que o SLE;,S. Estes
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surfactantes sdo também uma forte alternativa para a substituicdo do SLE,S nas mais variadas

aplicag0es, visto que apresentam melhor atividade a nivel superficial e interfacial.

4.4 Span: surfactantes de agucar comerciais

Esteres de sorbitano (Span) s&o uma das principais classes de surfactantes ndo-iénicos a
base de acucar. Dada a sua capacidade de formagéo e estabilizagdo de emulsdes agua-em-dleo
(W/O) os Span sdo dos mais utilizados a nivel industrial, nomeadamente na indUstria alimenticia
e cosmeética.

Apesar da sua extensa utilizacdo na formacao de emulsdes a nivel industrial, ainda ndo se
encontra completamente definida a relacdo estrutura-eficiéncia de emulsificacéo de surfactantes
a base de acucares.

Os baixos valores de HLB dos Span conferem-lhes compatibilidade para a formagéo de
emulsBes W/O, ndo se conhecendo, até ao momento, casos em que estes surfactantes tenham sido
utilizados como emulsificantes em emulsdes O/W.

Nesta sessdo sdo apresentados resultados da formacdo de vesiculas de Span, com
diferengas estruturais na sua parte lipofilica, pelo método de injecdo, do seu comportamento
fisico-quimico e da sua capacidade de formacdo e estabilizacdo de emulsées O/W, onde foram

testadas diversas fases dispersas.

4.4.1 Producéo de vesiculas de Span pelo método de injecdo

O método de injecéo de alcool foi utilizado neste trabalho para a producéo de vesiculas
de Span. Para isso, foram usados trés alcoois com diferentes comprimentos da cadeia carbonada,
0 metanol, etanol e 2-propanol, onde os Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85 foram previamente
solubilizados e injetados em &gua, huma temperatura acima do ponto de ebulicdo desses alcoois,
a fim promover a auto-agregacdo dos surfactantes. Os diferentes alcoois foram utilizados para
tentar entender a relagdo entre sua estrutura (ou de outros solventes que também podem ser
aplicados neste método) e o tamanho dos agregados obtidos e, consequentemente, a influéncia

deste fator no comportamento fisico-quimico das estruturas formadas.
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Pela andlise da literatura, é a primeira vez que o método de injecdo €é utilizado para a
producdo de vesiculas de Span.

Para este estudo, foram selecionados dois sistemas de Span (Span 40 — com uma cadeia,
e Span 65 — com trés cadeias) devido a representatividade da arquitetura molecular desses
compostos, no que diz respeito ao nimero e comprimento de cadeias. Na Figura 39, estdo
ilustradas imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM) dos dois sistemas de Span
selecionados, obtidos pelos métodos de injecdo de metanol, etanol e 2-propanol.

Figura 39. Imagens de TEM mostrando a presenca de vesiculas de Span 40 e 65, obtidas pelo método de

injecdo de metanol, etanol e 2-propanol.

Span 40 — Injecédo de Span40 - Injecdode  Span 40— Injecdo de
metanol etanol propanol

Span 65 — Injecéo de Span 65— Injecdode  Span 65 — Injecdo de

metanol propanol

Através da analise da Figura 39, conclui-se que o método de injecdo de alcool promove a
formacdo de vesiculas estaveis, dos surfactantes insollveis em agua, Span 40 e 65. Nota-se a
presenca de vesiculas, com didmetros na faixa de 100-700 nm. As amostras apresentaram
polidispersidade moderada, mas apesar disso, os tamanhos observados por TEM estdo em
concordancia com os determinados por DLS, mostrados em seguida.

Foram realizados ensaios de DLS para determinar o tamanho dessas vesiculas, de modo

a verificar se 0 comprimento dos alcoois influencia ou ndo o tamanho. Na Figura 40 é apresentada
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uma curva caracteristica de distribuicdo de tamanhos de vesiculas de Span, obtidas por inje¢do de
etanol (MIE).

Figura 40. Curva de distribuicdo de tamanho (hm), obtida por DLS, de vesiculas de Span 20.
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-100 0 100 200 300 400 500
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Através dos méaximos das curvas de distribuicdo de tamanho obtidas para todos os
sistemas de Span, como exemplificado na Figura 40, foi determinado o didmetro hidrodindmico
das vesiculas formadas pelo método de injecéo. Esses resultados foram obtidos em triplicata e foi
determinada a média para todos os sistemas.

Na Figura 41 é apresentada a dependéncia do tamanho das vesiculas de Span, obtidas pelo

método de injecdo de metanol (MIM), etanol (MIE) e 2-propanol (MIP), em fungdo da
concentracao de Span.

117



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 41. Efeito da concentracdo de Span no diametro hidrodindmico dos agregados formados pelo
método de injecdo de metanol (MIM, preto), etanol (MIE, vermelho) e 2-propanol (MIP, azul). a) Span 20,

b) Span 40, c) Span 60, d) Span 65, e) Span 80 e f) Span 85. Medidas realizadas a 25 °C.
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De acordo com a Figura 41, é clara a influéncia dos diferentes tipos de alcoois no tamanho
das vesiculas: alcoois maiores levam a formacgédo de agregados maiores, enquanto &lcoois menores
formam de agregados menores. Isto pode estar relacionado com o fato de alguma quantidade néo-
negligenciavel de alcool permanecer na mistura, mesmo apds o processo de evaporacdo que faz
parte do procedimento teérico do método de injecdo. Este fato pode estar relacionado com a maior

penetracdo dos alcoois de cadeia menor na regido polar do surfactante, 0 que provoca um aumento
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mais pronunciado do segmento hidrofilico do Span, uma diminuicdo no pardmetro critico de
empacotamento (CPP) e, consequentemente, maior curvatura (menor tamanho do agregado).

A concentracdo de Span afeta ligeiramente o tamanho dos agregados. Em baixas
concentracBes ndo ha uma dependéncia linear desta relagdo, enquanto que em concentracdes
maiores o tamanho dos agregados aumenta com a quantidade de surfactante adicionada. Huang
et al. (1997) e Lasic (1993), reportaram que o método de injecdo leva a formacdo de vesiculas
unilamelares grandes (MLV’s). Através dos resultados obtidos, é possivel corroborar essa
conclusdo, uma vez que o tamanho das vesiculas se encontram no intervalo de 100-1000 nm.

O mecanismo de formacéo de lipossomas foi explicado por Lasic, em 1988. Segundo ele,
a formacdo de lipossomas é baseada na teoria dos fragmentos planares de bicamadas (FPB), que
consiste no fato dos lipidos dissolvidos no etanol estarem auto-agregados, precipitarem na
interface das fases agua/solvente organico e, de sua indugéo resultar na formacdo de bicamadas.
A formacdo das vesiculas ocorre apds a difusdo completa do etanol na agua, que provoca a
aproximacdo e auto-associacao das FPB (Lasic 1993, Phapal e Sunthar 2013).

Foi comprovado que a presenca de etanol deteriora a ordem molecular das bicamadas
lipidicas em agua, embora uma pequena quantidade (6-7 %) induz interdigitacdo da bicamada e
auxilia no processo de formagdo de vesiculas (Dalton e Miller 1993, Huang et al. 1997). No
entanto, a presenca de etanol nas suspens@es de lipossomas, mesmo apads estas serem submetidas
a temperaturas acima das temperaturas de ebulicdo do alcool, é uma desvantagem. Kremer et al.
(1977), afirmaram que o etanol pode ser removido da solucdo através do processo de didlise, e
que a caracterizacdo de amostras dialisadas e ndo dialisadas mostrou que ndo ha alteracdes
significativas no tamanho das vesiculas formadas.

Na Figura 42, sdo apresentados resultados de DLS onde € apresentada a dependéncia do

didmetro hidrodindmico das vesiculas com o tempo de agitacao.
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Figura 42. Dependéncia do diametro das vesiculas de Span 20 (m), Span 40 (e), Span 60 ( ~), Span 65
(V), Span 80 (<) e Span 85 (») com o tempo de agitacdo, a 75 °C. As dispersdes foram obtidas pelo

método de injecdo de etanol. Medidas realizadas a 25 °C.
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Através da analise da Figura 42, é possivel verificar que o tamanho das vesiculas diminui
ligeiramente, exceto para Span 40 e Span 80, ao contrario do referido na literatura.

Isto pode ser explicado pela maior solubilidade do sorbitano (grupo polar dos Span) em
agua do que em etanol. O sorbitano perde contato direto com as moléculas de etanol presentes na
agua, assim como do etanol préximo a bicamada da vesicula que é progressivamente evaporado
a 75 °C. A maior solubilidade do sorbitano em &gua leva a um maior volume de ocupacdo do
grupo polar do Span na auséncia de etanol. Assim, o CPP do Span aumenta e sdo observadas
vesiculas com tamanhos menores. A fragdo de etanol que induz interdigitacdo da bicamada resiste
ao processo de evaporacao e continua presente no interior da bicamada, devido ao seu ponto de
ebulicdo mais elevado. Isto ocorre, possivelmente, devido a formacdo de interacOes
intermoleculares, nomeadamente ligacBes de hidrogénio. Assim, consideramos que as moléculas
de alcool usadas na injecao, atuam nestes sistemas como co-surfactantes. Isso justifica também o
fato de moléculas insollveis em agua, como o0s Span, se manterem sollveis em solucdo aquosa
mesmo ap6s a remogdo das moléculas de alcool do meio.

Alcoois com comprimentos de cadeias menores, como o metanol e etanol, vdo apresentar
menor capacidade de desestabilizar a bicamada das vesiculas, fato reportado por outros autores

(Ing6lfsson e Eersen 2011).
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Os alcoois tém o grupo hidroxila na regido interfacial da bicamada e os grupos metila de
carater hidrofobico na dire¢do do nucleo hidrofébico da bicamada, tendo assim um efeito no
empacotamento das cadeias dos surfactantes, como esquematizado na Figura 43. Cada grupo -
CH; adicional da cadeia do &lcool aumenta o coeficiente de particao (Kp) deste na bicamada, como

descrito anteriormente (Ingélfsson e Eersen 2011).

Figura 43. Representagdo esquematica da influéncia do comprimento da cadeia de &lcool no tamanho
vesicular, para a) metanol, b) etanol e c) 2-propanol, onde estes atuam como co-surfactantes.

A tendéncia que os alcoois apresentam para se localizar dentro da bicamada é mais
acentuada no etanol e propanol, do que no metanol. Patra et al. (2006), através de simulacdes
computacionais, clarificaram o comportamento do metanol e etanol nas bicamadas. Concluiram
que, para além da tendéncia dos alcoois se localizarem dentro da bicamada, as moléculas de etanol
se localizam perto do oxigénio da ligacdo éster dos lipidos em estudo (POPC e DPPC), e que a
maioria dessas moléculas estdo envolvidas em ligac6es de hidrogénio com os lipidos. Ja no caso
do metanol, em nenhuma simulacéo realizada foram encontradas liga¢6es de hidrogénio entre este
e as moléculas lipidicas. Ou seja, 0 metanol ndo tem capacidade de penetrar na bicamada, uma
vez que a ligacdo deste com moléculas de agua é energeticamente mais favoravel. Assim, o
metanol est& sempre localizado fora da bicamada lipidica (Dalton e Miller 1993).

Estas conclusdes mostram-se de elevada relevancia para a compreensdo do
comportamento dos sistemas de surfactantes em estudo. Alcoois com cadeias maiores apresentam
maior afinidade para os segmentos hidrofébicos dos surfactantes e, consequentemente, vao estar
localizados preferencialmente no interior da bicamada. Isso deve afetar de forma determinante a
arquitetura das vesiculas formadas.

De modo a corroborar e racionalizar melhor a influéncia que este tipo de interacdo entre

as moléculas de acucar e do alcool tém na formacéo dos agregados vesiculares, foram medidas as
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concentragBes em que ocorre a estabilizacdo da tensdo superficial (CET), que podera estar

relacionada ao inicio da formagdo das vesiculas dos Span com os diferentes alcoois, através de

tensiometria de anel Du Noly. As concentragdes referentes ao inicio da formacao das vesiculas

foi referida como CET, e ndo de CMC, dado que através de TEM verificou-se que os agregados

obtidos ndo eram condizentes com estruturas micelares. Nas Figuras 44-49 sdo apresentados esses
resultados para Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, respetivamente, obtidos por MIM, MIE e MIP, onde

as retas vermelhas foram ajustadas aos dados experimentais e 0 cruzamento delas representa a

concentracdo a qual se acredita ocorrer o inicio da formacdo das vesiculas, ou concentracao

vesicular critica (CVC).

Figura 44. Curvas de tensdo superficial de amostras de Span 20-agua, obtidas por a) MIM, b) MIE e c)

MIP. Medidas realizadas a 25 °C.
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Figura 45. Curvas de tensdo superficial de amostras de Span 40-4gua, obtidas por a) MIM, b) MIE e c)

MIP. Medidas realizadas a 25°C.
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Figura 46. Curvas de tensdo superficial de amostras de Span 60-agua, obtidas por a) MIM, b) MIE e c)

MIP. Medidas realizadas a 25 °C.
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Figura 47. Curvas de tensao superficial de amostras de Span 65-agua, obtidas por a) MIM, b) MIE e c)
MIP. Medidas realizadas a 25 °C.
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Figura 48. Curvas de tensdo superficial de amostras de Span 80-agua, obtidas por a) MIM, b) MIE e c)

MIP. Medidas realizadas a 25°C.

75 2 75 )
CET=1,7x10"M CET=9,7x1 o*m
n
70{ ® 70
65 -| 65
60 - 60
. —_
3 E 554
S 554 =
E " Es
> 50 > L]
45
45
5 | -
[ | - 40 4
i ]
40 - - m = LIS ]
35 R g
35 T T T T T T T T T
0,0 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 0,0 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10°
[Span 80 MIM] (M) [Span 80 MIE] (M)
3
75 )
CET=2,7x10"M
1
ol ®"n
65
60 "
—_
£ 55
£
P4
E 50
= ]
45
40 n
L ] m - ]
35
T T T
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°

[Span 80 MIP] (M)

Figura 49. Curvas de tensdo superficial de amostras de Span 85-agua, obtidas por a) MIM, b) MIE e c)
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Na Tabela 18 sdo apresentados os valores de CET obtidos para cada sistema de Span em

estudo, através do cruzamento das retas de cada grafico.

Tabela 18. Valores de CET (em M) de amostras de Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, obtidas por MIM, MIE e
MIP, através das curvas de tensiometria, a 25 °C.

Span MIM (M) MIE (M) MIP (M)
20 8,0x104 1,1x10°3 4,5x104
40 2,9x10°3 4,6x10° 4,7x10°
60 4,5x103 8,6x1073 2,3x107?
65 2,5x107? 4,1x107? 4,7x107?
80 1,7x10°3 9,7x10* 2,7x10°%
85 4,1x10* 2,1x103 3,3x10*

Os dados da Tabela 18 mostram que é possivel verificar que os valores de CET sdo, como
se esperava, inversamente proporcionais a hidrofilicidade dos Span. Assim, Span mais
hidrofébicos (Span 80 e 85) sdo os que apresentam menores valores de CET. O Span 20, o0 mais
hidrofilico em estudo, também apresenta valores de CET da mesma ordem de grandeza dos Span
80 e 85. Isto pode ser explicado através dos gréaficos apresentados na Figura 50. Convém salientar
que os valores de CET obtidos para o Span 65, um dos surfactantes mais hidrofébicos em estudo,
e gue apresenta os maiores valores de CET. Isto podera estar relacionado ao fato deste surfactante,
mesmo apos aplicacdo do método de injecdo, ndo ter sido solubilizado completamente em agua,

mostrando a presenca de algumas particulas de p6 pela solugéo.
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Figura 50. Representacdo a) da solubilidade de hidrocarbonetos, b) da capacidade de agregacdo de
surfactantes, e c) da relaco entre solubilidade/capacidade de agregacdo em funcdo do nimero de carbonos

da parte apolar.

a) b)

Solubilidade em hidrocarbonetos
L
Capacidade de Agregagao
L

T T T T T T T T T T T
Numero de Carbonos Numero de Carbonos

c)

Solubilidade/Capacidade de Agregacao

Numero de Carbonos

A Figura 50 possibilita um maior entendimento da grande capacidade do Span 20 de
reduzir a tensdo superficial da dgua, mesmo este sendo o surfactante mais hidrofilico em estudo.
Essa reducdo eficaz da tensdo superficial se deve ao fato deste surfactante ter uma parte apolar de
12 carbonos e, portanto, se encontrar efetivamente em solugcdo uma vez que surfactantes com
grupos apolares maiores, embora tenham maior capacidade de agrega¢do, sdo menos sollveis em
agua, podendo ocorrer microprecipitacdo e, consequentemente, diminuicdo da sua efetividade em
solucdo. Ou seja, 12 carbonos é o nimero de carbonos ideal, para a relagdo entre a solubilidade
de hidrocarbonetos e a capacidade de agregacdo do surfactante.

Alcool de cadeias pequenas, apresenta um carater anfifilico, e a adicio de grupos -CH,
tem um grande efeito na sua interacdo com bicamadas. Este conceito esta relacionado a regra de
Traube, que diz que para cada grupo -CH. adicionado a cadeia do alcool (ou surfactante), a
atividade superficial é triplicada (Pifieiro et al. 2004). Ou seja, 0 aumento do nimero de grupos -
CH> leva a uma maior capacidade de diminui¢do da tenséo superficial, do surfactante. Isto vai ao

encontro dos dados apresentados na Tabela 1, uma vez que 0s Span com maior nimero de grupos
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-CH; (e neste caso com uma insaturacao por cadeia), sdo os que apresentam os valores de CET
menores. A excecdo do Span 80, este conceito também é observado para os &lcoois usados no
método de inje¢do. Assim, na determinagdo da tensdo superficial da agua ultra-pura, com adicao
dos Span, formados pelo método de injecdo, verifica-se que os sistemas formados com etanol e
2-propanol apresentam maior capacidade de diminuir a tenséo superficial.

Outra razdo possivel para que alcoois maiores, com mais grupos -CH,, sejam capazes de
penetrar a bicamada e, no caso deste trabalho, de demonstrarem potencial para diminuir a tensao
superficial, juntamente com os surfactantes (Span) em estudo, diz respeito a sua polaridade.
Surfactantes com cadeia mais curta sdo mais polares e, portanto, ndo penetram tanto no ambiente
hidrofébico da bicamada. Assim, o metanol situa-se, preferencialmente, mais na superficie da
bicamada, enquanto que o etanol e o 2-propanol fixam-se mais no interior da bicamada,

interagindo mais com os surfactantes (Holmberg et al. 2002, Patra et al. 2006).

4.5 Explicacéo tedrica do método de injecéo

A formacao de vesiculas de Span através do método de injecao pode ser devido a presenca
de fracdo de moléculas de alcool ao redor do grupo polar dos surfactantes (mesmo apds a
evaporacdo dos &lcoois usados na preparacdo do mesmo). Para avaliar esta hipdtese, a presenca
de moléculas do &lcool na bicamada foi avaliada pela mudanca nos desvios quimicos dos sinais
da molécula de etanol em estudos de RMN *H, em funcéo do tempo de agitacdo das solugdes de
Span, a 75 °C. Na Figura 51 é apresentado o espectro de RMN H do etanol, onde se observam

0s picos representativos dos proton da cadeia -CH,-CHjs e 0s seus respetivos desvios quimicos.
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Figura 51. Espectro RMN H da molécula de etanol em D-0.
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Os protons metilicos localizados em ~1.19 ppm encontram-se na forma de tripleto. Os
prétons metileno em ~3.66 ppm formam um quarteto devido ao acoplamento com o0s prétons
metilicos.
A influéncia do tempo de agitagdo (em min), a 75 °C, no espectro RMN *H das vesiculas
de Span 20, obtidas por injecdo de etanol é apresentado na Figura 52. Os espetros de RMN H
referentes aos sistemas de Span 40, 60, 65, 80 e 85 obtidos pelo mesmo método sdo apresentados

no Anexo.
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Figura 52. Espectros de RMN *H de vesiculas de Span 20 obtidas por injecdo de etanol, a 75 °C, apds 5
min (--), 10 min (--), 30 min (--), 60 min (--), 120 min (--), 180 min (--) e 240 min (--) de agitacéo.

240min

180min

A ’ h 120 min

A Figura 52 claramente indica que a intensidade dos picos de etanol em solucdo aquosa
diminui com o aumento do tempo de agitacéo, a 75 °C. Apds 5 min de agitacdo, grande quantidade
de etanol continua presente nas disperses. Para uma evaporacdo mais eficaz do etanol séo
necessarios, no minimo, 180 min de agitacdo a 75 °C. Contudo, ao fim de 240 min, o etanol ainda
é detetado pelo espectro de RMN. Isto corrobora a hipotese das moléculas de alcool induzirem
estabilizacdo das vesiculas.

A fim de verificar essas variagdes na intensidade dos picos do etanol com o tempo de
agitacdo, a Figura 53 mostra valores da intensidade de cada pico observados tanto no tripleto

como no quarteto do espectro de etanol, em DO, para cada Span estudado.
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Figura 53. Variagdo temporal da intensidade de pico constituinte do espectro de RMN H de etanol, a) pico
1,17 ppm; b) pico 1,19 ppm; c) pico 1,21 ppm; d) pico 3,63 ppm; €) pico 3,65 ppm; f) pico 3,67 ppme )
pico 3,68 ppm, do Span 20 (m), Span 40 (e), Span 60 (4 ), Span 65 (V), Span 80 («) e Span 85 (»).
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A Figura 53 comprova a diminuicdo da quantidade de etanol presente nas dispersdes
aquosas dos diferentes Span, com o aumento do tempo de agitacdo a 75 °C. Verifica-se também,
através dos graficos desta Figura que, a partir de 180 min de agitacdo, a intensidade dos picos
reduz para valores proximos de zero, sem nunca atingirem o zero, indicando presenca de
moléculas de etanol nas dispersdes vesiculares.

A Figura 54 apresenta, como exemplo, o espectro de RMN *H da dispersdo aquosa de
Span 20 obtida por injecdo de etanol, confirma a presenca de picos correspondentes ao

surfactante, além de sinais caracteristicos do espectro do etanol.

Figura 54. Espectro da dispersdo aquosa de Span 20, ap6s 240 min de agitacdo a 75 °C, obtida por injecéo

de etanol.
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Verifica-se que estdo presentes neste espectro o tripleto e quarteto caracteristicos da
moléculas de etanol (assinalados na Figura 54). Portanto pode-se concluir que até 180 min de
agitacdo, os picos correspondetes as moléculas de todos os Span estudados ndo sdo observados,
pois a quantidade de etanol presente na solucado é grande. No intervalo de 180-240 min de agitacéo
a 75 °C, a quantidade de etanol é residual devido & evaporacdo confirmando a presenca das
atribuices de cada surfactante nos espectros.

O indicador mais importante da presenca de etanol na bicamada das vesiculas, diz respeito
as variagdes ocorridas nos desvios quimicos dos sinais espectrais caracteristicos do alcool. Na
Figura 55 sdo representadas as variacBes no valor do desvio dos sinais correspondentes ao

quarteto do espectro de etanol, em funcéo do tempo de agitacéo, a 75 °C.

Figura 55. Representacdo da variagdo nos desvios quimicos dos quatro picos constituintes do multipleto
no espectro de RMN *H do etanol das solugGes de a) Span 20; b) Span 40; ¢) Span 60; d) Span 65; €) Span
80 e f) Span 85, na concentracdo 10 mM, em funcdo do tempo, a 75 °C.
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Com base nesses resultados, observa-se que os desvios quimicos dos sinais do quarteto
(assim como dos picos do tripleto em anexo), caracteristicos da molécula de etanol, sdo sensiveis
ao aumento do tempo de agitacdo a 75 °C.

Apo6s 5 min de agitacdo, os desvios quimicos dos prétons do etanol em todas as disperses
de Span sdo iguais aos desvios quimicos dos protons do espectro de etanol puro. Este fato
evidencia o papel do alcool na formacao de estruturas auto-agregadas de Span, através do uso do
método de injecdo etandlica.

O desvio quimico do quarteto do etanol das dispersdes etanol-Span-agua, ap6s 5 min de
agitacdo a 75 °C, € igual ao observado para o etanol puro. Contudo, tempos de agitacdo maiores
levam a mudangas observaveis nos desvios quimicos detetados. Como o etanol na solucéo
evapora, as moléculas de etanol interagem com a parte polar dos surfactantes nas proximidades,
tornando-se mais visivel os sinais que comegcam a aparecer para desvios quimicos ligeiramente

superiores.
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Os grupos hidroxila do etanol, que solvatam as moléculas de surfactante, podem interagir
com os grupos hidroxila do grupo de agucares dos Span através de ligacOes de hidrogénio. Essa
ligacdo, afeta os protons metilénicos do etanol explicando, assim o aumento dos desvios quimicos.
Por outro lado, os prétons metilicos (graficos em anexo) do etanol, ndo sdo substancialmente
afetados pelas ligagBes de hidrogénio.

Através destes resultados foi possivel compreender a formagao de vesiculas por injecéo
alcodlica. Os grupos hidroxila dos alcoois se ligam aos grupos hidroxila do grupo polar dos
surfactantes, através de ligacBes de hidrogénio. Além disso, provou-se que o tamanho das
vesiculas formadas pode ser controlado pelo comprimento da cadeia do alcool usado no método
de inje¢do. Dependendo desse comprimento, moléculas do alcool localizam-se dentro ou fora da
bicamada das vesiculas, com impacto crucial na curvatura e tamanho das vesiculas.

4.6 Estudo preliminar dos indices de emulsificacdo (EI) dos

sistemas de Span obtidos pelo método de injecdo de alcool

As dispersdes de Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, obtidas pelos métodos de injecdo de
metanol, etanol e 2-propanol, foram usadas na formagdo de emulsées O/W, tendo sido feito um
estudo preliminar e estas foram avaliadas quanto & sua capacidade de emulsificacdo de diferentes
fases dispersas. Acredita-se que foram formadas emulsées O/W dado que, e como se concluiu na
secdo anterior, as moléculas de alcool usadas no método de injecdo atuam como co-surfactantes
e ao interagirem com as moléculas de Span, alteraram a sua lipofilicidade, e possibilitam a sua
solubilizacdo em agua. Foram determinados os indices de emulsificacdo (El) das vesiculas dos
Span estudados com alcanos com diferentes comprimentos de cadeias carbonadas, como o
hexano, decano e hexadecano, e com dleo de soja refinado, constituido por uma mistura de acidos
graxos, embora 0s &cidos oleico e linoleico, presentes em cerca de 29 e 58%, respetivamente,
sejam seus principais constituintes.

Foram estudadas varidveis como o tempo de analise (diretamente relacionado a
estabilidade da emulsdo), a concentracdo da fase continua (solu¢bes de Span), comprimento das
cadeias das diferentes fases dispersas das emulsdes, valores de HLB dos Span usados, e a variagao
estrutural das moléculas de Span. Foi analisada a relacdo entre todos estes fatores para melhor
compreensdo do papel dos Span na producéo de emulsdes O/W. Destaca-se aqui o fato de, pela
primeira vez, serem formadas emulsGes O/W com os Span como emulsificantes, pois apresentam

um carater lipofilico e, portanto, sdo usados como emulsificantes em emulsdes W/O.
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Nesta secdo sdo apresentados os resultados para as emulsdes formadas com as dispersdes
de Span obtidas por injecdo metandlica, dado o volume consideravel de dados e de relagdes feitas
com os resultados de El obtidos. Os resultados referentes aos El das dispersdes obtidas por injecdo

etandlica e propandlica encontram-se apresentadas nos Anexos, caso Seja necessaria a sua

consulta.

4.6.1 Dispersdes de Span obtidas pelo método de injecdo de metanol

4.6.1.1 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de anélise no indice de

emulsificacdo (EIl) em hexano

Na Figura 56 vemos a variacdo de El das emulsdes de Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, em

hexano, obtidas por injecdo metandlica, em diferentes concentragfes na fase aquosa, e tempo de

analise de 24 h (E24), 48 h (E43) e72h (E72).

Figura 56. Efeito da concentracdo de Span em El de emulsdes de a) Span 20, b) Span 40, c) Span 60, d)
Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidas por injecdo metandlica, em hexano, ap6s 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Verifica-se, para todos os Span a tendéncia do aumento da capacidade de emulsificacéo
com o aumento da concentracdo do surfactante. Isto seria expectavel, uma vez que em maiores
concentragcBes ha um namero maior de moléculas de surfactante disponiveis para formacao de
emulséo.

Observa-se também que, em todos os sistemas aqui estudados, os valores de El ap6s 24
h, € sempre superior as medidas ap6s 48 e 72 h. As emulsdes sdo sistemas instaveis e é necessaria
a aplicacdo da forca mecénica, essencial para sua formacdo. Apds a aplicacéo de forca mecénica,
a tendéncia € que o sistema retorne ao estado inicial e ocorra a separa¢do completa do 6leo da
agua, com o passar do tempo, apesar da presenca de surfactantes no sistema, que aumenta o tempo
de estabilizacdo e homogeneizacdo das emulsdes.

Os Span 20, 80 e 85, além de terem maior capacidade de formacdo de emulsdo com
hexano, 0 que esta de acordo com a maior capacidade desses surfactantes de redugdo da tenséo

superficial da agua, conforme discutido na Sec¢éo 4.4; sdo também melhores emulsificadores, pois
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estabilizam mais as emulsGes durante 72 h de analise. Isso pode ser explicado pelo aumento nas
interacGes intermoleculares entre o alcano e as cadeias dos Span. Em relagdo ao Span 20,
conforme ja explicado anteriormente, essas interacGes se devem ao fato do Span 20 apresentar
uma cadeia de 12 carbonos e de esse ser o nimero de carbonos ideal na relacdo solubilidade em
hidrocarbonetos/capacidade de agregacdo. Com relagdo aos Span 80 e 85, as interacOes
moleculares entre 0 hexano e as cadeias desses surfactantes, é promovida pela presenca de
insaturacfes na parte apolar dos Span. Essas insaturagdes promovem diminuicdo do angulo da
ligagdo onde se encontram, fornecendo & cadeia alguma flexibilidade e uma consequente
capacidade de aprisionamento do alcano de maior comprimento.

Salvo algumas excecdes, as explicagdes teoricas para a capacidade de emulsificagdo dos
Span 20, 80 e 85 com as outras fases continuas em estudo, sdo as mesmas apresentadas acima.

4.6.1.2 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de andlise no indice de

emulsificacéo (EI) em decano

Na Figura 57, estdo representados os valores de El obtidos para emulsfes de Span e

decano, ap6s 72 h de anlise.

Figura 57. Efeito da concentracdo de Span em El de emulsdes de a) Span 20, b) Span 40, c) Span 60, d)
Span 65, e) Span 80, e f) Span 85 obtidas por injecdo metanolica, em decano, apds 24, 48 e 72h, a 25 °C.
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Mais uma vez, os Span 20, 80 e 85 apresentam os melhores valores de El (entre 25-35
%), assim como da capacidade de manter a emulsdo estabilizada ao longo de 72 h, o que seria
expectavel, com base na discussdo feita sobre as emuls6es formadas com hexano. Os Span 40, 60
e 65 permitiram a formacéo de emulsdo com o decano, embora tenham apresentado valores de El
muito baixos, e 0s Span 60 e 65 s6 conseguiram manter a emulsdo formada por 24 h. Embora
Span 60 e 65 contenham hidrofilicidade elevada, acredita-se que a auséncia de insaturacdo nas
suas cadeias hidrocarbonadas, como ocorre com os Span 80 e 85, ndo permita uma interacao tdo
forte entre estas e a gordura a ser emulsificada, diminuindo a taxa de aprisionamento da gordura
no agregado. Verifica-se também que as solugdes de Span 60 e 65 apresentam alguma
precipitacdo, motivada pela sua insolubilidade em &gua, o que diminui a quantidade efetiva de
moléculas de surfactante na solugdo, afetando, assim, a sua capacidade de emulsificacdo. Em
todos os sistemas analisados verifica-se, como esperado, a diminuicdo dos valores de ElI com o

aumento do tempo de andlise.
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4.6.1.3 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de anélise no indice de

emulsificacéo (EI) em hexadecano

Na Figura 58 sdo apresentados o comportamento de EI de emulsdes de Span com

hexadecano, nas diferentes concentra¢des do surfactante, ao longo de 72 h.

Figura 58. Efeito da concentracdo de Span em El de emulsdes de a) Span 20, b) Span 40, c) Span 60, d)
Span 65, €) Span 80, e f) Span 85 obtidos por injecdo metandlica, em hexadecano, apds 24, 48 e 72h, a 25
°C.
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Tendo o hexadecano como fase dispersa, e sendo este o maior alcano em estudo, com o
Span 40 ndo ocorreu formagdo de emulsdo e, uma vez mais, os Span 60 e 65 voltaram a apresentar
valores baixos de El (8-9%), e a emulsdo ndo se manteve estavel, tendo ocorrido a coalescéncia
total ao fim de 24 h. Os Span 20, 80 e 85 voltam a apresentar valores de EI mais elevados, mas o
Span 20 foi o que apresentou os melhores valores, e a maior estabilidade, uma vez que
praticamente ndo ocorreu separacdo da emulsdo ao longo de 72 h, nas concentragdes de 0,25-10
mM. Este fato se explica pelo fato de estes trés surfactantes serem os mais hidrofilicos em estudo:
0 Span 20 por ser 0 que apresenta grupo apolar mais curto, e 0s Span 80 e 85 por apresentarem
uma insaturagcdo a meio da cadeia carbonada, o que faz com que as interacdes de van der Waals
sejam mais fracas, aumentando assim a sua interacdo com moléculas de agua e diminuindo a

precipitacdo em solugéo.

4.6.1.4 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de analise no indice de

emulsificacdo (EI) em dleo de soja

Na Figura 59 sdo apresentados 0 comportamento de El de emuls6es dos Span estudados
com bleo de soja refinado, nas diferentes concentracdes do surfactante, ao longo de 72 h.
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Figura 59. Efeito da concentracdo de Span em El de emulsdes de a) Span 20, b) Span 40, c) Span 60, d)

Span 65, e) Span 80, e f) Span 85, obtidas por injecdo metanolica, em 6leo de soja, apds 24, 48 e 72h, a 25

°C.
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De acordo com a Figura 59, é possivel verificar que, ao contrario das fases dispersas
anteriores, para nenhum dos Span, se verifica uma relacdo de proporcionalidade entre a
concentracdo de Span e 0 aumento da capacidade de emulsificacdo (EI) dos mesmos. Observa-se
que, para quase todos os Span, as concentracdes menores foram as que apresentaram maior
capacidade de emulsificacdo com o 6leo de soja. Verifica-se também que houve uma melhoria
nos valores de IE obtidos entre os Span e o dleo de soja, comparando aos valores de El obtidos
com os alcanos conforme mostrado anteriormente.

A semelhanca dos resultados com os alcanos, os valores de El diminuiram com o tempo

de estudo, conforme esperado.

4.6.1.5 Efeito da concentragdo de Span e do comprimento da gordura emulsificada

no indice de emulsificagdo (EI)

Na Figura 60, é mostrada a relacdo entre os valores de El para cada um dos sistemas Span
formados pelo método de injecdo com metanol e o comprimento das fases dispersas usadas na
formacdo das emuls@es, em funcdo das concentragdes de Span. Os valores de El usados foram os
obtidos ao fim de 24 h de analise (Ezs).
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Figura 60. Efeito da concentracdo de Span em El de emulsdes de a) Span 20, b) Span 40, c) Span 60, d)
Span 65, e) Span 80, e f) Span 85, obtidas por injecdo metandlica, em gorduras emulsificadas de diferentes

tamanhos, ap6s 24h, a 25 °C.
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E possivel verificar que todos os Span aqui investigados apresentam maior capacidade de
emulsificar o 6leo de soja, fase dispersa com maior comprimento de cadeia, em compara¢do aos
alcanos.

No caso dos Span 20, 80 e 85, é possivel verificar uma relagéo inversamente proporcional
entre o tamanho da cadeia da fase dispersa e a capacidade de emulsificacdo dos surfactantes. Ou
seja, estes Span sdo mais eficientes na emulsificacdo de gorduras de cadeia maior, do que de
gorduras com cadeias mais curtas, pois o0 6leo de soja, cuja constituicao é apresentada na Tabela
19, é a gordura mais hidrofébica em estudo. A presenca de uma grande percentagem de &cido
oleico e linoleico, que apresentam uma ou duas insaturacGes em suas cadeias carbonadas, faz
com que o bleo de soja seja mais facilmente emulsificado. A presenca destas insaturagdes provoca
uma diminuicdo do angulo da ligacdo em que estas se encontram, aumentando assim o volume
ocupado por essas moléculas. Isso torna mais facil a disposicdo dos monémeros do surfactante ao
seu redor, permitindo o seu aprisionamento mais facilmente dentro do ambiente hidrofébico da

vesicula.

Tabela 19. Composicao quimica do 6leo de soja.

Acidos graxos (g/100 g) Olseoc;:e
C 120 Laurico <01

C 140 Miristico <0.2
C 16:0 Palmitico 8.0-135
C 161 Palmitoleico <0.2
C 170 Margarico <0.1
C 17:1 | Heptadecenoico <0.1
C 180 Esteéarico 20-54

153



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

. . 17.7 -
c 181 Oleico 28.0

. . . 49.8 -
C18:2 Linoleico 59.0

C 183 Linolénico 5.0-11.0
C 20:0 Araquidico 0.1-06

C 201 Eicosenoico <05
C 20:2 | Eicosadienoico <01
C 220 Behénico <0.7
c221 Ericico <0.3
C 240 Lignocérico <05

No Span 60 observa-se uma capacidade maior de emulsificacdo do dleo de soja; porém,
relativamente aos alcanos estudados, na maior concentragdo usada (10 mM), os valores de El sdo
inversamente proporcionais ao tamanho da cadeia. Relativamente ao Span 65, séo obtidos maiores
valores de El para o dleo de soja, em concentragdes menores de Span e, ha concentracdo mais
elevada verifica-se que a capacidade de emulsificacdo do Span é inversamente proporcional ao
comprimento da cadeia da fase dispersa. Isto pode ser justificado pelo fato de, em 10 mM, existir

uma quantidade significativa de precipitado em solucéo.

4.6.1.6 Efeito da estrutura molecular e da concentracdo de Span no indice de

emulsificacdo (EI)

Os Span partilham o mesmo grupo de aglcares na cabeca polar (sorbitano), e diferenciam-
se entre si pelo comprimento, nimero e presenca ou ndao de insaturagdes das suas cadeias
carbonadas. Como referido anteriormente, o Span 20 tem na sua constituicdo uma cadeia C1, 0
Span 40 uma C1s, 0 Span 60 uma C1s e 0 Span 65 possui trés cadeias Cis. As cadeias dos Span 80
e 85 sdo iguais em nimero de cadeias e nimero de carbonos que as cadeias dos Span 60 e 65,
respetivamente, mas apresentam uma insaturacdo em cada cadeia, na posi¢aoCo-1o.

Na Figura 61, vemos as relacdes entre os valores de El obtidos para cada uma das fases
dispersas das emulsdes, com o comprimento, nimero e presenca de insaturagcdes dos Span. Cada
grafico corresponde a uma das 5 diferentes concentracfes de Span usadas na formacdo das

emulsoes.
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Figura 61. Relagdo entre El e o comprimento da cadeia dos Span 20 (C1,), 40 (Css), 60 (C1s saturada), 65
(3xC1s saturadas), 80 (Cig insaturada) e 85 (3xCis insaturadas), pelo método de injecdo metandlica, ao fim

de 24h, nas concentracdes a) 0,1; b) 0,25; ¢) 0,5; d) 1; e) 10mM.
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Da Figura 61, verifica-se claramente a maior capacidade de emulsificagdo do Span 20,
com uma cadeia C1, e do Span 80, com uma cadeia Cis insaturada. Esta relacdo é observada em
todas as concentragdes e para todas as gorduras emulsificadas, com excecao da concentracdo 0,1
mM, na qual se observa emulsificacdo apenas no 6leo de soja, e a capacidade de emulsificacdo é
inversamente proporcional ao aumento da cadeia do surfactante. Isto pode ser explicado pelo
aumento das interacOes intermoleculares entre o 6leo e as moléculas do surfactante que, nesta
concentragao, se encontram em nimero reduzido na solugdo, devido a presenca de insaturacoes
nas moléculas de acidos graxos que constituem o dleo.

Na Figura 61, notamos que 0s quatro grupos da direita no eixo X (nimero de atomos de
carbono/cadeias) correspondem aos valores de El em fungdo do nimero de cadeias e presenca de
insaturacdes nos Span com cadeias de tamanho Cis. Assim, é possivel concluir que, na faixa de
concentracdo de 0,25-10 mM, os Span com uma insaturacdo (Span 80 e 85) apresentam maior
capacidade de emulsificacdo de todas as gorduras do estudo. Relativamente aos Span 60 e 65, que
sdo constituidos de cadeias Cig saturadas, o que apresenta melhores resultados de ElI em
praticamente todas as concentragBes entre 0,25 e 10 mM, é o Span 65, com trés cadeias Cis na
sua constituicdo. Esta maior capacidade de emulsificacdo do surfactante com maior namero de
cadeias resulta numa maior interacdo entre a parte apolar do surfactante e a gordura emulsificada,
aumentando a eficiéncia de aprisionamento da mesma.

Mais uma vez, na concentracdo 0,1 mM os resultados diferem das demais concentracdes.
Na concentracdo mais baixa, verificou-se uma relagéo proporcional entre o valor de El e o nimero

de cadeias C1g € com a presenca de insaturacao.

- Discussdo geral dos Indices de Emulsificacdo (EI) dos Span

Embora tenham sido feitas diversas interpretacfes dos resultados obtidos para os valores
de El ao longo da sua apresentacdo, sera feita agora uma discussao mais aprofundada dos mesmos.

As dispersdes dos Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, obtidas pelo método de injecdo de alcoois
de diferentes tamanhos de cadeia (metanol, etanol e 2-propanol), foram testadas na sua eficiéncia
na emulsificacdo de diferentes alcanos com comprimento de cadeia de 6, 10 e 16 carbonos
(hexano, decano e hexadecano, respetivamente), e de dleo de soja, que é constituido
maioritariamente pelos acidos oleico e linoleico.

Dada a presenca de metanol, etanol e 2-propanol nas dispersées de Span, atuando como
co-surfactantes, acredita-se que as emulsdes obtidas sdo emulsGes O/W. As emulsbes foram
formadas por agitacdo mecanica das fases aquosa (dispersdes de Span em diferentes

concentracBes) e das fases dispersas (gorduras), e foram deixadas em repouso a 25 °C, durante
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trés dias. Foram realizadas medidas das camadas emulsificadas nos tempos de 24, 48 e 72 h, apds
preparacao das emulsdes, e determinados os indices de emulsificacdo (EI) de todos os sistemas
em estudo.

As emulsbes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, formadas por dois liquidos
imisciveis, onde a fase dispersa se encontra na forma de goticulas microscopicas em suspensao
na fase continua (fase dispersante). Quando se dispersa um liquido imiscivel numa fase aquosa, a
emulsdo formada é chamada de emulsdo 6leo-em-agua (O/W) (Karaborni et al. 2006, Yamashita
et al. 2017).

A fim de aumentar a eficiéncia da formacédo e estabilizacdo da emulsdo, sdo adicionados
surfactantes, para minimizar a energia livre necesséria para a formagdo da emulsdo (AGsom), dada

pela Equacdo 5.

AGform:AAYOA'TAS ()

A formacao de emulsdo depende, portanto, da mudanga da area interfacial (AA), da tensdo
interfacial entre o 6leo e a 4gua (yoa), da mudanga da entropia no sistema (AS), e da temperatura
(T).

Por norma, AGrorm € positiva (AAyoa >> TAS), ou seja, as emulsdes sdo instaveis caso
ndo seja adicionado algum mecanismo de estabilizagdo. Esse mecanismo de estabilizacdo é
normalmente feito através da acdo das moléculas de surfactantes, uma vez que estas vao adsorver
na interface 6leo-agua e reduzir o valor da tensdo interfacial. Os surfactantes também tém uma
acdo estabilizadora na emulsdo, uma vez que geram forgas repulsivas de origem eletrostatica, no
caso dos surfactantes idnicos, ou funcionam como barreira fisica entre as goticulas de 6leo, no
caso dos surfactantes ndo-ionicos, prevenindo assim o fendmeno de coalescéncia (Rosen e
Kunjappu 2012).

Esta teoricamente esclarecido que, entre outros fatores, a formacdo de emulsdes depende
do valor do HLB do surfactante utilizado como emulsificante. Surfactantes com HLB entre 1-8
formam preferencialmente emulsées W/O, enquanto que surfactantes com valores de HLB
superiores, tendem a formar emulsdes O/W. Ha também uma relagéo direta entre o valor de HLB
e asolubilidade dos surfactantes. Surfactantes com baixos valores de HLB sdo preferencialmente
sollveis em 6leo, e surfactantes com valores de HLB elevados vao ter boa solubilidade em &gua.
Assim, considera-se que o HLB é um importante fator na formacdo de emulséo (Marszall 1978,
Acton e Saffle 2008).

Os Span usados neste trabalho sao surfactantes lipofilicos, com valores de HLB entre 1,8-
8,6. Em todos os estudos onde foram usados apenas moléculas de Span como surfactante na

formacdo de emulsdes (eles também podem ser usados como estabilizadores da emulsdo, quando
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outras moléculas de surfactante sdo usadas como emulsificantes), foram obtidas emulsdes A/W,
uma vez estes surfactantes sdo sollveis em 6leo e apresentam valores de HLB baixos (Takamura
et al. 1979, Kato et al. 2008, Tian et al. 2011, Lv et al. 2014, Baek et al. 2016, Kim et al. 2017).

Nesta pesquisa foram solubilizados em agua os Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, através do
método de injecdo de uma solucdo alcodlica de Span em &gua e a consequente formagdo de
vesiculas. O método de injecdo é um dos métodos mais usados na formacdo de agregados
vesiculares. Através deste método foi possivel inverter a tendéncia de solubilizacdo dos Span, e
ao solubiliza-los em &gua foi possivel tornar hidrofilico o comportamento dessas moléculas, ao
invés do carater lipofilico que as caracteriza.

As vesiculas de Span foram obtidos pelo método de inje¢do usando &lcoois de diferentes
tamanhos, o que influenciou o tamanho dos agregados obtidos. O tamanho médio dos agregados
(vesiculas) de Span obtidos por injecdo com metanol varia de 110 a 375 nm, o tamanho obtido
por injecdo de etanol e 2-propanol varia de 134 a 438 nm e de 203 a 775 nm, respetivamente,
segundo os resultados apresentados na Secéo 4.4.

A atividade de emulsificagcdo dos sistemas de Span que tém o metanol, etanol ou 2-
propanol como estabilizador dos agregados, foi testada com hexano, decano, hexadecano e dleo
de soja.

Através dos resultados obtidos para a inje¢cdo metanolica (apresentado na Secdo 4.6) e
para as injecdes etanolicas e propandlicas, cujos resultados sdo apresentados em Anexo, é possivel
tirar as primeiras conclusdes acerca da formacdo e estabilidade das emulsdes de Span, durante 0s
trés dias de anlise.

Com todas as diferentes fases dispersas, 0os Span 20, 80 e 85 apresentaram a melhor
capacidade de estabilizacdo das emulsdes, e maiores capacidades de emulsificacdo das gorduras
testadas, em 72 h de analise.

Como referido anteriormente, através da analise da relacdo dos valores de HLB destes
surfactantes com os valores do indice de emulsificacdo (EI), conclui-se que estes ndo estdo de
acordo com o esperado teoricamente (Ducret et al. 1995). As pontes de hidrogénio formadas entre
0 grupo -OH dos alcoois e os grupos -OH do anel do sorbitano, alteraram os valores de HLB
destes ésteres de agUcares e estes foram recalculados, tendo em conta a interagdo das moléculas
dos diferentes alcoois com a parte polar de agucares dos Span. Mesmo ap06s esse célculo, atraves
do método de Griffin, continuou a ndo ser possivel observar uma relagéo clara entre a capacidade
de emulsificacdo e os valores de HLB dos sistemas. Isto pode ser explicado pelo fato de termos
invertido a tendéncia destes surfactantes lipofilicos, em formarem preferencialmente emulsGes
WI/O, apds a injegdo dos alcoois metanol, etanol e 2-propanol.

Observou-se que os Span 20, 80 e 85 foram os mais eficientes no aprisionamento das

gorduras testadas. Uma vez que os Span 80 e 85 sdo dos surfactantes mais hidrofébicos desta
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familia de compostos testados, era esperada uma elevada capacidade de reducdo da tensdo
interfacial entre a agua e a gordura, assim como de encapsulamento das moléculas de gordura na
cavidade hidrofobica das vesiculas. Comparando os Span 80 e 85 com os Span 60 e 65, que
também apresentam uma elevada hidrofobicidade, conclui-se que a presenca de insaturagdes nas
cadeias hidrof6bicas dos Span 80 e 85, é um fator determinante no que respeita a sua capacidade
de emulsificacdo. A introdugdo da insaturagdo da cadeia alquilica vai influenciar o comprimento
desta, dado que o angulo de ligagdo vai diminuir. Esta diminuicdo do comprimento da cadeia,
aumentaria o carater hidrofilico do surfactante, ou seja diminuiria a sua capacidade de
emulsificacdo de gorduras. Contudo, a posicdo em que se encontra a insaturacdo influencia este
fato e sabe-se que a capacidade interfacial do surfactante é inversamente proporcional ao nimero
de insaturacOes presentes nas suas cadeias (Kuiper et al. 2001). No entanto, a presenca de
insaturacGes diminui a forca das interagdes nematicas entre os agregados formados pelos
surfactantes, o que tem como consequéncia uma solvata¢do masi eficiente destes agregados por
parte da agua (Lenin e Joy 2017). Assim, a presenca de insaturacdes fornece ao surfactante uma
maior capacidade de adsorcdo do que as cadeias saturadas, pois a insatura¢do provoca mudanca
no angulo de ligacdo dos atomos de carbono em que se encontra, aumentando a velocidade de
deslocamento destes surfactantes até as interfaces, dando-lhes uma maior capacidade de adsorgéo.

Além disso, o surfactante mais hidrofilico em estudo, o Span 20, foi também o que
apresentou elevada capacidade de emulsificacdo, conjuntamente com os Span 80 e 85. Este fato
permite concluir, com base na relagéo feita com a estrutura destes surfactantes, que 12 é o nimero
6timo de carbonos numa cadeia carbonada saturada para melhor capacidade de emulsificacdo de
gorduras por parte dos Span, e que cadeias com 18 dtomos de carbono com a presenca de uma
insaturacdo, sdo também os melhores grupos hidrofébicos num surfactante, para que este
apresente elevado indice de emulsificag&o.

Em relacdo as concentragBes testadas, verifica-se que os Span com melhor eficiéncia de
emulsificacdo, apresentam o comportamento esperado. Em concentragfes maiores de Span 20, 80
e 85, sdo obtidos maiores valores de El, uma vez que a presenca de um niamero maior de moléculas
do surfactante vai provocar a disponibilidade de uma maior quantidade de agentes emulsificantes,
diminuicdo da tensdo interfacial do sistema, assim como maior capacidade de agregacdo do
surfactante, aumentando assim a eficiéncia de emulsificag&o.

Estes Span parecem mostrar também uma relacdo proporcional entre os valores de El e 0
comprimento da cadeia das gorduras usadas na formacdo da emulsdo. Os Span em questdo
parecem formar ligacGes intermoleculares mais fortes com os &cidos oleico e linoleio, presentes
em grande percentagem no 6leo de soja, devido & presenca de insaturagfes em suas cadeias
carbonadas. Outro fator a considerar para justificar a maior capacidade de emulsificacdo de

gorduras de cadeias maiores, e menores valores de El nos alcanos de cadeia curta, é a area
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interfacial, referida na Equacéo 3. Fases dispersas com cadeias maiores, apresentam uma maior
area interfacial, o que facilita a adsorcdo das moléculas de surfactante e consequente diminuigdo
da tensdo interfacial entre as duas fases.

O aspeto final a considerar na avaliacdo destes sistemas € a possivel influéncia do
tamanho do &lcool usado na formacdo dos agregados de Span na capacidade de emulsificar
gorduras com diferentes graus de hidrofobicidade. A ligacdo do &lcool ao grupo polar dos Span,
provoca alteragdes no tamanho dos agregados (vesiculas e emuls6es) formados. Quanto maior o
alcool, maior o tamanho dos agregados, uma vez que alcoois de cadeia maior tém maior
capacidade de penetra¢do na bicamada, formando interacdes mais fortes com as moléculas dos
surfactantes.

Verificou-se, assim, que o valor de El do Span 65 aumenta com o0 aumento de tamanho
da cadeia do alcool usado na preparacdo de emulsdo com hexano. No caso do decano, 0s Span
20, 60 e 65 apresentaram uma relacdo linear entre o0 alcool estabilizador dos seus agregados e a
quantidade de alcano emulsificada. Em relacdo ao hexadecano, todos os Span apresentaram maior
capacidade de emulsificacdo com o aumento do tamanho dos agregados formados. Outro aspeto
a considerar, aquando da formacao e estabilizacdo de emulsées O/W de Span, é o tipo e tamanho
de molécula usada para reduzir a lipofilicidade destes surfactantes, uma vez que alcoois de cadeia
maior favorecem a formacdo de agregados maiores, resultando em mais espago para

compartimentacdo de gorduras no interior hidrofébico destes.

4.7 Tensao Interfacial de sistemas de Span obtidos pelo método de

injecdo de alcool em fases dispersas para formacéo de emulsées O/W

O estudo da tensdo interfacial é o aspeto mais importante a ser considerado na avaliagdo
de emulsdes, uma vez que se enquadra no estudo de interfaces liquido-liquido (Schmitt et al.
2017).

A fim de corroborar os resultados obtidos relativamente & capacidade de formagdo de
emulsdes O/W em sistemas de Span obtidos pelo método de injecdo de metanol, etanol e 2-
propanol, foi medida a tensdo superficial destes sistemas, tendo como fases dispersas: hexano,
decano, hexadecano e 6leo de soja.

Estes resultados permitem um maior entendimento dos processos moleculares que

ocorrem com os Span quando estes adquirem comportamento caracteristico de surfactantes
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hidrofilicos, com base nas interagdes intermoleculares com o tipo de alcool usado no preparo de

vesiculas pelo método de injecgéo.

4.7.1 Tensdo interfacial dos sistemas de Span e metanol com as diferentes fases

dispersas

Na Figura 62 sdo apresentados dados de tensdo interfacial (TIF) obtida para os sistemas
de Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85 e metanol, com o hexano, decano, hexadecano e éleo de soja. Na
Tabela 20 séo apresentados os menores valores da tensdo interfacial obtidos para cada um dos

sistemas. As vesiculas obtidas no processo foram preparadas por injecdo metanolica.

Figura 62. Tensdo interfacial (y) dos sistemas a) Span 20, b) Span 40, ¢) Span 60, d) Span 65, €) Span 80,

f) Span 85 e metanol, com hexano, decano, hexadecano e éleo de soja, a 25 °C.
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Tabela 20. Valores minimos de TIF (mN/m) dos sistemas Span+metanol, obtidos por injecdo metandlica,
para a interfaces agua-hexano, -decano, -hexadecano e -6leo de soja.

TIF (mN/m)
Hexano Decano Hexadecano Oleo de Soja
Span 20 11,65 20,31 11,81 16,56
Span 40 18,72 24,83 17,9 19,52
Span 60 20,29 25,7 18,88 19,78
Span 65 20,99 30,14 18,75 18,8
Span 80 20,44 26,27 21,28 17,9
Span 85 6,43 14,65 12,63 16,45
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Através da analise dos graficos da Figura 62 e dos valores minimos da tensao interfacial
obtidos (Tabela 20), verifica-se que, para todas as gorduras, os Span 20 e Span 85 apresentam
melhor comportamento. Estes surfactantes capazes de reduzir o valore da tensdo interfacial de

todas as gorduras para valores ultra-baixos.

4.7.2 Tensdo interfacial dos sistemas de Span e etanol com as diferentes fases
dispersas

Foram também determinados os valores da tensdo interfacial dos sistemas de Span, etanol

e as diferentes fases dispersas em estudo, sendo esses resultados apresentados na Figura 63 e
Tabela 21.

Figura 63. Tensdo interfacial (y) dos sistemas a) Span 20, b) Span 40, ¢) Span 60, d) Span 65, ) Span 80,
) Span 85 e etanol, com o hexano, decano, hexadecano e 6leo de soja, a 25 °C.
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Tabela 21. Valores minimos de TIF (mN/m) dos sistemas Span+etanol, obtidos por injecdo etandlica, para

a interfaces agua-hexano, -decano, -hexadecano e -6leo de soja.

TIF (MmN/m)
Hexano Decano Hexadecano Oleo de Soja
Span 20 15,25 17,64 17,24 13,80
Span 40 20,54 20,73 21,98 13,85
Span 60 22,10 27,51 22,80 19,01
Span 65 25,11 24,99 20,62 18,50
Span 80 21,82 21,22 18,12 17,70
Span 85 22,33 29,29 26,43 18,51

Com base nos dados acima verifica-se que os Span 20, 40 e 80 aparentam ser mais

efetivos na diminuicdo da TIF entre a interface agua-gordura. Estes resultados sdo concordantes
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com os valores de HLB destes surfactantes obtidos com o etanol, uma vez que, dos Span
estudados, sdo estes que apresentam os maiores valores, 8,36, 7,32 e 6,92, respetivamente.

Verifica-se também que, a excecdo da interface agua-hexano, é possivel observar uma
relacdo inversamente proporcional entre os valores de TIF e o tamanho da fase dispersa. Ou seja,
guanto maior a gordura emulsificada, mais eficaz os Span em reduzir a tenséo interfacial entre
estas e a agua.

4.7.3 Tenséo interfacial dos sistemas de Span e 2-propanol com as diferentes fases
dispersas

No conjunto de graficos da Figura 64 e na Tabela sdo apresentados os valores da TIF das

interfaces formadas pelos sistemas Span/2-propanol e as gorduras em estudo.

Figura 64. Tensdo interfacial (y) obtidas para os sistemas a) Span 20, b) Span 40, ¢) Span 60, d) Span 65,

e) Span 80, f) Span 85 e 2-propanol, com o hexano, decano, hexadecano e 6leo de soja, a 25 °C.
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Tabela 22. Valores minimos de TIF (mN/m) dos sistemas Span+2-propanol, obtidos por injecdo de 2-
propanol, para a interfaces agua-hexano, -decano, -hexadecano e -6leo de soja.

TIF (MmN/m)
Hexano Decano Hexadecano Oleo de Soja
Span 20 11,96 14,64 14,62 13,22
Span 40 15,36 20,09 16,87 17,54
Span 60 24,0 24,40 18,47 18,91
Span 65 27,15 27,30 24,28 19,10
Span 80 23,01 19,51 15,88 16,88
Span 85 2,76 8,09 3,46 16,71
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Com base nos resultados apresentados na Figura 64 e Tabela 22 conclui-se que, em
injecdes com o 2-propanol no método de injecdo, os Span 20, 80 e 85 mais efetivos em baixar a
TIF entre &gua e gorduras.

Observa-se, novamente, a obtencdo de valores menores de TIF nos sistemas em que 0s

hidrocarbonetos sdo maiores.

-Discussdo geral da tensdo interfacial de sistemas Span/alcool com diferentes

hidrocarbonetos

As emulsdes séo constituidas por uma fase descontinua (ou goticulas), uma fase continua
(que rodeia as goticulas) e moléculas de surfactante posicionadas na interface das duas fases da
emulsdo. A localizacdo na interface por parte dos surfactantes se deve a capacidade que estes
apresentam de reduzir a tensdo interfacial entre as duas fases, provocando uma diminuicdo da
energia livre de formacéo e estabilizando, assim, a emulsdo (Giustiniani et al. 2017, Sinzato et al.
2017).

Assim sendo, surfactantes que apresentem maior capacidade de diminuir a TIF entre as
duas fases de uma emulsdo, vao ser mais efetivos no processo de emulsificacdo, dando-lhe maior
estabilidade (Peltonen e Yliruusi 2000).

Como seria esperado, e conforme apresentado nas Figuras 62-64 e nas Tabelas 20-22, 0s
Span que atingiram menores valores de TIF com os hidrocarbonetos estudados, foram os Span
20, 40, 80 e 85. Apesar de ainda ndo ser possivel compreender plenamente a influéncia da parte
hidrofébica do surfactante na diminuicdo de tensdo interfacial, devido a quase infinita
possibilidade de altera¢Ges estruturais, acredita-se que estes Span tenham apresentado o melhor
desempenho devido ao tamanho 6timo de cadeia do Span 20, ao elevado valor de HLB do Span
40, e as insaturacdes presentes nas cadeias dos Span 80 e 85, que permitem a estes surfactantes
um deslocamento mais rapido para a interface agua-alcano, aumentando assim a eficiéncia na
diminuicdo da TIF.

Observou-se também que os sistemas Span-alcool apresentam uma maior capacidade de
diminuir o valor da TIF entre a 4gua e os hidrocarbonetos maiores. Isto é explicado pelo aumento
da area interfacial dos hidrocarbonetos maiores, facilitando o processo de adsorcédo por parte dos
surfactantes e, consequentemente, permitindo a redugédo da TIF do sistema.

Outro fator importante a considerar no mecanismo de adsor¢do na interface e reducdo da
TIF entre elas, diz respeito ao grupo hidrofilico das moléculas de surfactante. Como ja foi dito
anteriormente, a metade hidrofilica dos Span corresponde a molécula de sorbitano. No caso desta

tese, em que os sistemas de Span foram obtidos pelo método de injecdo de alcool, considera-se o
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fato de as moléculas de metanol, etanol e 2-propanol interagirem com a molécula de sorbitano
através de ligacGes de hidrogénio e dessa interacdo afetar a estrutura da parte hidrofilica e,
consequentemente, afetar as propriedades que esse grupo confere a molécula de surfactante.

Em tentativa de racionalizar de que forma as intera¢Ges entre o sorbitano dos Span e 0s
alcoois usados na injecdo influenciam a atividade interfacial dos Span, determinamos os valores
da TIF dos sistemas Span/alcool para cada sistema obtido pelo método de injecdo com o0s
diferentes alcoois, em relacdo a cada hidrocarboneto testado.

Na Figura 65 sdo apresentados os resultados de TIF para o sistema de Span 20 obtido pelo
método de injecdo de metanol (MIM), etanol (MIE) e 2-propanol (MIP), para cada um dos
hidrocarbonetos.

Figura 65. Tensdo interfacial do sistema Span 20/alcool obtido por MIM, MIE e MIP para a interface 4gua

e a) hexano, b) decano, ¢) hexadecano e d) dleo de soja, a 25 °C.
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Ao analisar a Figura 65 verifica-se que o sistema de Span mais efetivo em baixar a tensdo
interfacial entre a agua e os diferentes hidrocarbonetos foi o Span 20, obtido por injecdo de 2-
propanol.
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Além disso, Span 20/2-propanol, € o sistema que utiliza menor quantidade de surfactante
na reducéo da TIF.

Na Figura 66, é apresentada a mesma relacdo da Figura 65, mas com o Span 40/alcool.

Figura 66. Tensdointerfacial do sistema Span 40/alcool obtido por MIM, MIE e MIP para a interface agua
e a) hexano, b) decano, ¢) hexadecano e d) 6leo de soja, a 25 °C.
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Aqui, mais uma vez se verifica a influéncia do alcool no processo de adsor¢do dos Span.
A excecdo do dleo de soja, em todos os outros hidrocarbonetos o sistema que melhor
desempenhou a sua funcdo a nivel interfacial foi o Span 40 com 2-propanol, que foi o alcool de
maior cadeia utilizado. Em relagcdo ao fato do sistema Span 40/etanol ter sido o mais eficaz em
reduzir a TIF da interface agua-6leo de soja, este pode estar relacionado a constitui¢do do proprio
6leo, formado por uma grande variedade de &cidos graxos e a arquitetura molecular criada pela
interacdo entre os grupos -OH do sorbitano com o etanol, mostrou ser a mais adequada para o
processo de adsorcao interfacial.
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A relacdo dos valores de tensdo interfacial entre o Span 60+alcool com as gorduras

utilizadas neste estudo, esta representada graficamente na Figura 67.

Figura 67. Tensdo interfacial do sistema Span 60/alcool obtido por MIM, MIE e MIP para a interface 4gua
e a) hexano, b) decano, ¢) hexadecano e d) éleo de soja, a 25 °C.
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Com base na Figura 67, observa-se que, a exce¢do do hexano, para todos os demais
hidrocarbonetos, o sistema que mais eficientemente adsorveu nas interfaces foi o de Span 60/2-
propanol, que mostrou ser 0 mais eficiente em baixar os valores de TIF e utilizando menores
concentracdes do surfactante.

No caso do hexano, o sistema Span 60/metanol foi o que mais diminuiu a interface entre
este e 4gua, que pode estar relacionado ao tamanho dos agregados obtidos por injegdo metanélica
do Span 60, assim como com o fato do hexano ser o hidrocarboneto de menor cadeia estudado
nesta tese. Comparado ao etanol e 2-propanol, o fato da interacdo metanol Span 60 estabelecer
uma area molecular menor, faz com que este sistema tenha mais facilidade em se deslocar a
interface, quando adicionado em agua, e adsorver mais rapidamente. Torna-se, assim, mais

eficiente em reduzir TIF de interfaces agua/hidrocarbonetos pequenos.
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Na Figura 68 encontra-se representada a relagdo tensdo interfacial-alcool do método de

injecdo, para 0 Span 65 com todas as gorduras analisadas.

Figura 68. Tensdo interfacial do sistema Span 65/alcool obtido por MIM, MIE e MIP para a interface 4gua
e a) hexano, b) decano, ¢) hexadecano e d) éleo de soja, a 25 °C.
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Contrariamente aos Span anteriormente apresentados, com os sistemas de Span 65 que
apresentaram maior capacidade para reduzir a TIF de &gua-hidrocarbonetos, foram os obtidos
com os alcoois de menor tamanho (metanol e etanol).

Isso pode ser explicado devido a estrutura molecular do Span 65, uma vez que é
constituido por trés caudas hidrofobicas, ligadas a parte hidrofilica, de modo que apenas um grupo
-OH do sorbitano esteja disponivel para formar interacdo com as moléculas do alcool. Uma vez
gue metanol e etanol sdo os alcoois menores, utilizados no método de inje¢do, acredita-se que a
interacdo destes com sorbitano € mais eficaz devido a questdes de impedimento estéreo, visto que
neste surfactante o espaco em volta da molécula de sorbitano é reduzido devido & trés cadeias
hidrofdbicas a sua volta.
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O fato das moléculas de &lcool menores se ligarem mais eficientemente ao sorbitano, fez
com que o deslocamento dos sistemas Span 65/metanol e Span 65/etanol fosse mais rapido para
as interfaces e, consequentemente, a adsorcao dessas moléculas.

Na Figura 69 sdo apresentados os resultados dos valores das tensdo interfacial com os
sistemas Span 80/alcool obtidos para a interface agua-hexano, -decano, -hexadecano e -6leo de
soja.

Figura 69. Tensdo interfacial do sistema Span 80/alcool obtido por MIM, MIE e MIP para a interface 4gua
e a) hexano, b) decano, c) hexadecano e d) dleo de soja, a 25 °C.
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Através da analise da Figura 68, para o caso do Span 80/alcool, voltamos a observar a
relagdo inversamente proporcional para os Span 20, 40 e 60: quanto maior o tamanho do &lcool
usado na formacao de vesiculas, mais eficaz é o sistema resultante em diminuir a TIF de diversas
interfaces.

Para o Span 80, a semelhanca do Span 60, que também é constituido por uma cadeia
hidrofébica Cis, observa-se que o sistema que reduziu mais a TIF na interface agua-hexano, foi o

obtido por injecdo de metanol. Conclui-se, novamente, que os sistemas formados por surfactantes
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de aguUcares e alcoois de menor cadeia adsorvem mais rapida e eficientemente em hidrocarbonetos
de cadeias pequenas.

Por fim, na Figura 70 sdo relacionados os valores obtidos para a TIF do Gltimo surfactante
de acucares em estudo, o Span 85, com os diferentes alcoois usados no método de injecdo, para

as interfaces criadas entre a 4gua e os quatro hidrocarbonetos em avaliagéo.

Figura 70. Tensdo interfacial do sistema Span 85/alcool obtido por MIM, MIE e MIP para a interface agua
e a) hexano, b) decano, ¢) hexadecano e d) dleo de soja, a 25 °C.
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Mais uma vez, o sistema obtido com Span 85/2-propanol apresentou valores menores de
TIF com todos os hidrocarbonetos. No caso do dleo de soja, embora o sistema Span 85/metanol
tenha conseguido valores de TIF ligeiramente menores comparado ao Span 85/2-propanol,
verifica-se que este Gltimo reduz TIF em valores de concentragcdo muito abaixo do sistema Span
85/metanol.

A diferenca entre os resultados dos Span 85 e 65, em que 0s sistemas constituidos pelos
alcoois menores do que os mais eficientes em suas atividades interfacial, diz respeito a presenca

de uma insaturacdo em cada um dos grupos hidrofobicos do Span 85. A presenca dessa
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insaturacdo reduz o angulo da ligagdo em que se encontra e as cadeias hidrofébicas contraem,
diminuindo o efeito estéreo observado no Span 65, que dificultava a interagdo do alcool de cadeia

maior.

- Discussdo geral da influéncia do grupo hidrofilico do surfactante na tensdo

interfacial de um sistema

O papel da estrutura do grupo hidrofilico de moléculas de surfactantes de agucares na
reducdo da tensdo interfacial ainda ndo é completamente entendido.

O particionamento das moléculas de élcool na interface bicamada-agua é responsavel
pelas as bicamadas obedecerem a regra de Traube que, conforme ja referido anteriormente,
corresponde ao fato da reducdo da TIF pela contribui¢do do alcool depender do comprimento da
sua cadeia. Ou seja, para cada grupo -CH- adicional na cadeia, o alcool se torna trés vezes mais
efetivo na reducéo da TIF.

Através do estudo de tensdo interfacial dos sistemas utilizados neste trabalho, constituidos
pelos surfactantes Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85, juntamente com os alcoois metanol, etanol e 2-
propanol (usados no método de injecdo para a producdo de vesiculas de Span), é possivel
comprovar que estes obedecem também a regra de Traube.

O aumento da cadeia do alcool provoca um aumento da &rea por molécula do surfactante,
que se torna mais efetivo em diminuir a TIF uma vez que tem maior capacidade de
particionamento na interface agua-bicamada, diminuindo assim a coesdo mecanica desta.

Conclui-se, assim, que surfactantes que interagem com alcoois de cadeia maior, vdo
adquirem uma area apolar maior, se tornando mais efetivos na adsorcdo em interfaces, reduzindo
com maior eficiéncia a TIF do sistema.

Este estudo, pioneiro em relacdo a surfactantes de aglcares, mostra-se de extrema
importancia dado que os Span sdo uma das classes de surfactantes de aclcares mais aplicadas em
nivel industrial, principalmente na industria alimenticia e cosmética. Preparar, pela primeira vez,
vesiculas de Span pelo método de injecéo de alcool, e usar essas dispersGes para obter emulsdes
O/W (visto que estes surfactantes tém sido apenas utilizados na obtencdo de emulsdes W/O),
analisar o poder de emulsificacdo destes sistemas e perceber todos os processos moleculares que
determinam a atividade interfacial que possuem, abre caminho a novas possiveis aplicacGes destes

surfactantes.
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A descoberta de produtos e processos alternativos, mais sustentaveis as existentes devera
ser a forga motriz para investigadores e empresas, para a sustentabilidade do nosso planeta.

O nivel de industrializagdo elevado e as consequéncias que essas atividades acarretam
para 0 meio ambiente, levam a que grupos de investigagdo do Mundo inteiro trabalhem
diariamente para reduzir o impacto ambiental que determinadas inddstrias provocam.

Sendo os surfactantes dos compostos mais utilizados no Mundo, a aplicacdo de
surfactantes de agucares nas mais variadas areas da industria, € cada vez mais uma necessidade.

Embora o nimero de estudos relacionados com estes surfactantes seja cada vez maior, ha
ainda lacunas quanto ao seu comportamento na presenca de determinados sistemas, assim como
ainda ndo é clara a relacdo arquitetura molecular-atividade destes compostos. Para além disso, 0s
meios de sintese destes produtos sdo ainda complicados, e sdo ainda usados solventes organicos
toxicos nas rotas sintéticas da sua obtencao.

Este projeto foi elaborado com base nas questdes contextualizadas acima, e nele foram
sintetizadas novas moléculas de surfactantes de acUcares nao-iénicos e anidnicos e estudados 0s
aspetos mais relevantes desta classe de surfactantes, como forma de determinar possiveis
aplicacdes industriais para 0s mesmos.

Foi escolhida uma das classes de surfactantes de aglcares mais utilizadas na industria,
principalmente na alimentar e farmacéutica, os ésteres de sorbitano (Span), e neles foi aplicado o
método de injecdo de alcool, um dos principais métodos para produzir vesiculas.

Com a utilizacdo de diferentes alcoois no método de injecdo, e através de ensaios de TEM,
DLS e RMN !H, foi concluido que esses alcoois t8m um papel fundamental na formagdo dos
agregados destes surfactantes, uma vez que criam ligagdes de hidrogénio com os grupos -OH do
sorbitano. Estas interacGes tém influéncia no tamanho das vesiculas formadas: alcoois de maior
tamanho de cadeia, auxiliam a formacao de agregados de maior didmetro. Com as dispersdes de
Span foram produzidas emulsées O/W com diferentes alcanos e 6leo de soja e foi avaliada a sua
capacidade de emulsificacéo. Alcoois de tamanho maior, usados no método de injecéo, vao
influenciar a capacidade de emulsificacdo desses surfactantes, uma vez que aumentam a sua
capacidade de encapsular gorduras e estabilizar as emulses formadas.

Apesar do elevado numero de estudos com surfactantes de acUcares, a sintese e
caracterizacdo de novas moléculas desta classe continua a ser uma prioridade, dado elevado

nimero de aplicacGes em que estes compostos S0 necessarios.
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Foram obtidos, através de sintese quimica, ésteres de aglcares com a glicose, galactose,
com os &cidos graxos decandico e dodecandico, na forma de monoéster e puros. Paralelamente,
foram também sintetizadas aminas de agucares com a glicose e galactose, por reagdo com as
alquilaminas decilamina e dodecilamina. As principais propriedades interfacial de todos os
surfactantes de agucares ndo-ibnicos sintetizados foram determinadas e comparadas com um dos
principais surfactantes ndo-idnicos comerciais, o dxido de laurilamina. Conclui-se que o caprilato
e laurato de glicose, assim como o laurato de galactose apresentaram melhores propriedades que
o surfactante comercial.

Os surfactantes a base de aglcares nao-ionicos, sintetizados previamente, assim como 0s
Span também estudados neste trabalho, foram submetidos a reacdes de sulfonacdo e de troca
ionica, para adquirirem carga negativa. Os surfactantes resultantes dessas reacdes também foram
caracterizados e os seus resultados foram comparados com os do lauriléter sulfato de sodio
(SLES), o surfactante aniénico mais utilizado em formulacdes de produtos de higiene e limpeza.

O caprilato e laurato de glicose, assim como os Span 20, 80 e 85, todos na sua forma
anidnica, apresentaram propriedades interfacial e de emulsificacdo superiores as apresentadas
pelo SLE;S.

Através deste projeto conseguiu-se a produgdo de novas moléculas de surfactantes de
aclcares que sdo, consequentemente, alternativas melhores do ponto de vista quimico e
sustentdvel aos principais surfactantes utilizados nas indlstrias de produtos de limpeza,
detergéncia e higiene.

Pretende-se que estas moléculas comecem a ser aplicadas, o mais rapidamente possivel,
nos ramos industriais referidos acima. Para tal, esta previsto a realizacdo de testes de scaling-up

em breve.
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ANEXOS

A.1 Dispersoes de Span obtidas pelo Método de Injecdo de Etanol

A.1l.1 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de anédlise no indice de

emulsificacdo (EI) em hexano

Nesta Secdo é apresentada a relacdo entre valores de El e a concentracdo de Span em

sistemas formados por injecdo etandlica, ao longo de 72 h, em hexano (Figura A.1.1).

Figura A.1.1. Efeito da concentragdo de Span em sistemas de a) Span 20, b) Span 40, ¢) Span 60,
d) Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidos por injecdo de etandlica, em hexano, ap6s 24, 48 e
72 h,a 25°C.
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De acordo com a Figura acima, os Span 20 e 65 apresentaram maior capacidade de
emulsificacdo do hexano. Ja o Span 60 apresentou menor capacidade de emulsificacdo, com os
valores menores de IE e com capacidade de estabilizacdo da emulsdo de apenas 24 h. Esta baixa
capacidade de emulsificacdo do hexano é explicada, mais uma vez, pela presenca de pequenos
precipitados em ambas as solu¢des. Todos os surfactantes, a excecdo dos Span 60 e 65,
apresentaram a mesma capacidade de estabilizacdo da emulsdo, apresentando variagdes

relativamente similares nos valores de El nos diferentes tempos de analise.
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A.1.2 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de anédlise no indice de

emulsificacdo (EI) em decano

Na Figura A.1.2 estdo representados os valores de El para as emulsdes com decano como
fase dispersa, e as solugdes de Span como fases aquosas, em funcdo das concentracdes das

mesmas.

Figura A.1.2. Efeito da concentracdo de Span em EI dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, c)
Span 60, d) Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidos por injecdo etandlica, em decano, ap6s 24,
48 e 72h,a25°C.
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Os ésteres de sorbitano com maior capacidade de formacdo de emulsdo com o decano,
foram os Span 20, 80 e 85, como seria expectavel. O Span 60 melhorou a sua capacidade de
emulsificacdo de decano, quando comparada com a capacidade de emulsificacdo com o hexano,
uma vez que conseguiu formar emulséo nas concentragdes de 0.5, 1 e 10 mM, e manter a emulséo
da maior concentrac&o até 48 h ap6s asua formacao. E possivel estabelecer, com clareza, a relacéo
proporcional entre a concentracdo de Span e os valores de El obtidos para os Span 20, 60, 65 e
85.

A.1.3 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de anélise no indice de

emulsificacdo (EI) em hexadecano

A relacdo entre a capacidade de formacéo e estabilizacdo dos Span com o hexadecano, ao

longo do tempo, em funcdo da concentragcdo de Span sdo apresentados na Figura A.1.3.

Figura A.1.3. Efeito da concentracdo de Span em EI dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, ¢)
Span 60, d) Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidos por injecédo etandlica, em hexadecano, apos
24,48 e 72 h,a 25 °C.
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De acordo coma Figura A.1.3, vé-se, mais uma vez, que os Span com melhor capacidade

de emulsificacdo da fase dispersa sdo os Span 20, 80 e 85. O Span 40 ndo conseguiu formar
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emulsdo com o hexadecano em nenhuma das concentragdes testadas, e os Span 60 e 65 formaram
emulsdes, porém, com valores de El muito baixos. Verifica-se uma relacdo entre os valores de El
maiores com a concentragdo dos Span 20, 65 e 85, e no caso do Span 80 essa relagdo é observavel

nas concentracgdes entre 0,25 e 10 mM.

A.1.4 Efeito da concentracdo de Span e do tempo de andlise no indice de

emulsificacdo (EI) em Gleo de soja

Na Figura A.1.4 vé-se o efeito da concentracdo de Span nos valores de El das emulsdes
em 6leo de soja, dos sistemas de Span obtidos por meio de injecdao de etandlica, ao longo de 72
h.

Figura A.1.4. Efeito da concentracdo de Span em EIl dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, c)
Span 60, d) Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidos por inje¢do etandlica, em 6leo de soja, apos
24,48 e 72 h,a 25 °C.
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Verifica-se que, para todos os Span, ocorreu a formagdo de emulsdo com 6leo de soja. Os
maiores de EI foram obtidos com a presenca dos Span 20, 80 e 85, com valores na faixa dos 30-
35% de camada emulsificada.

E possivel estabelecer uma relagio entre o tamanho da camada emulsificada e a
concentracdo de Span 20, 80 e 85, exceto na concentracdo 0,25 mM. O Span 20 foi o que
apresentou melhor capacidade de estabilizacdo da emulsdo pois, nos tempos de analise, foi o que
apresentou menor variagdo em EI.

Na maior concentracdo de Span estudada, 10 mM, os Span 40, 60 e 65 apresentaram

pouca ou nenhuma capacidade de formag&o e estabilizagdo de emulsdo com 6leo de soja.
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A.15 Indices de Emulsificacdo (EI) de Span em gordura com diferentes

comprimentos, em fungdo da concentracédo de Span

A relacdo entre a concentragdo de Span nos sistemas obtidos por injecdo etandlica e 0s
valores de EIl obtidos para cada uma das fases dispersas usadas na formacdo das emulsbes é

mostrada na Figura A.1.5.

Figura A.1.5. Efeito da concentracdo de Span em EI dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, ¢)
Span 60, d) Span 65, e) Span 80, e f) Span 85, obtidos por injecdo etandlica com gordura

emulsificada de diferentes tamanhos, apés 24 h, a 25 °C.
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E possivel verificar que nos Span 20, 80 e 85, é clara a proporcionalidade entre a
capacidade de emulsificagdo e o comprimento da cadeia da gordura emulsificada. Nos Span 40,
60 e 65 verifica-se que as solucBes com as concentracdes menores apresentaram melhor
capacidade de formacéo de emulsdo com o 6leo de soja, fase dispersa com a maior cadeia em
estudo, e que para a maior concentracdo em estudo dos Span 40 e 60, a capacidade de
emulsificacdo é superior tanto para o 6leo de soja, como para 0 hexano, a gordura de maior e
menor comprimento de cadeia, respetivamente. J& para o Span 65 verifica-se que a solucdo de
Span 10 mM apresenta uma grande capacidade de emulsificacdo do hexano, em detrimento de
gorduras com cadeias carbonadas maiores, o0 que pode ser explicado pela presenca de 3 grupos
apolares nesta molécula de Span, havendo menos espacgo no interior da vesicula emulsificar

gorduras maiores.

A.1.6 Indices de Emulsificagdo (EI) em funcéo da estrutura molecular dos Span, em

diferentes concentracfes

Na Figura A.1.6 sdo representadas as relacBes entre os valores de El obtidos e as
diferencas estruturais de cada Span, para cada fase dispersa usada na formacéo das emulsdes, e

nas diferentes concentracdes de fase aquosa.
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Figura A.1.6. Relacdo entre El e 0 comprimento da cadeia dos sistemas Span 20 (C12), 40 (Cig),
60 (Css saturada), 65 (3xC1s saturadas), 80 (Cis insaturada) e 85 (3xCsg insaturadas), obtidos por
injecdo etanolica, ap6s 24 h, nas concentragdes de a) 0,1; b) 0,25; ¢) 0,5; d) 1; e) 10 mM.
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De acordo com a Figura A.1.6, tem-se, mais uma vez, que os surfactantes com uma cadeia

Ci2 saturada, e com Cyg insaturadas, apresentam maior eficiéncia na formagéo e estabilizacdo de
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emulsBes com as gorduras em estudo, em todas as concentragcdes de Span testadas. O Span 40,
constituido por uma cadeia C16 € 0 que apresenta menor capacidade de emulsificacdo, com todas
as gorduras estudadas e, em todas as concentracdes de Span, exceto 10 mM, na qual o surfactante
constituido pela cadeia C18 saturada (Span 60) apresentou menor eficiéncia.

Na metade direita dos graficos, exceto na concentracdo de Span mais baixa (0,1 mM),
verifica-se que os tensioativos com insaturacdo nas suas cadeias, apresentam maior eficiéncia na
formagdo e estabilizagcdo de emulsdes, pois exibem valores mais elevados de El com todas as
fases dispersas em estudo. Na concentracdo 0,1 mM, os Span com apenas uma cadeia Cig come
sem saturacdo (Span 60 e 80), apresentam melhor capacidade de emulsificacdo do 6leo de soja, e

relativamente ao decano e hexadecano, apenas o Span 80 consegue formar emulséo.

A.2 Dispersoes de Span obtidas por método de injecdo de 2-propanol

A.2.1 indice de emulsificacio (El) em funcdo da concentracdo de Span e do tempo
de anélise, em hexano
Na Figura A.2.1 sdo apresentados os valores de EI em fun¢do da concentracdo de Span

dos sistemas obtidos pelo método de injecdo de propanol, em hexano, ao longo de 72 h.
Figura A.2.1. Efeito da concentracdo de Span em EI dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, c)
Span 60, d) Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidos pelo método de inje¢do de 2-propanol, em

hexano, apds 24, 48 e 72 h, a 25 °C.
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Apoés a andlise da Figura A.2.1 e, a semelhanca dos EIl observados com os sistemas
obtidos pelo método de injecdo de metanol e etanol com o hexano, é possivel verificar que a
capacidade de emulsificacdo de hexano para todos 0s Span, aumenta com o aumento da sua
concentracdo. Uma vez mais sendo este fato explicado pelo aumento da quantidade de
mondmeros de Span em solugdo, e do seu consequente aumento de agregacdo. Nestes sistemas
formados por injecdo de propanol, o Span 65 é o surfactante que apresenta maiores valores de El,
e também o que estabilizou de forma mais eficiente as emulsdes formadas, contrariamente aos
sistemas obtidos por injecdo de metanol e etanol. Este resultado pode ser explicado pelo fato de
2-propanol penetrar mais profundamente na bicamada da vesicula e uma vez que o Span 60 possui
trés cadeias apolares na sua constituicao, estas parecem interagir de alguma forma com o &lcool
e 0 proprio hexano, aumentando sua eficiéncia de aprisionamento. Seguidamente, os Span 20 e
85 foram os que apresentaram maior eficiéncia na emulsificagdo do hexano, e o Span 60 foi o

surfactante com menores valores de El ao longo das 72 h.
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A.2.2 indice de emulsificacéo (El) em funcédo da concentracdo de Span e do tempo

de analise, em decano

Os valores de EI das emulsdes formadas com os sistemas Span com decano séo mostrados

na Figura A.2.2, em funcdo da concentragdo no periodo de 72 h de anélise.

Figura A.2.2. Efeito da concentracdo de Span em El dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, ¢)
Span 60, d) Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidos por injecao de 2-propanol, em decano, apds
24,48 e 72 h,a 25 °C.
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Com base na Figura A.2.2, os Span 20, 80 e 85 apresentam grande poder de emulsificagdo
do decano, além de uma relacdo de proporcionalidade entre os valores de El e a concentracdo de
Span. Os Span 40 e 60, embora com valores menores de EI também mostram relacdo linear entre
0 aumento da capacidade de emulsificacdo e a concentragdo de Span, exceto na concentragdo 10
mM, na qual ocorre ligeira diminuicdo com relagdo & concentracdo anterior. O Span 65 foi o que
apresentou menores valores de El e s conseguiu formar emulsdo com decano, na maior
concentracao e apenas durente 24 h.

Os Span 40, 60 e 80 apresentaram maior capacidade de estabilizacdo das emulsdes

formadas com decano.

A.2.3 Indice de emulsificacio (EI) em funcdo da concentracdo de Span e do tempo

de analise, em hexadecano

Na Figura A.2.3 estdo representados os resultados de El, em funcdo da concentracdo de

Span, que formaram emulsdo com hexadecano, no periodo de 72 h de analise.

Figura A.2.3. Efeito da concentracdo de Span em EI dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, c)
Span 60, d) Span 65, e) Span 80, e f) Span 85, obtidos por inje¢do de 2-propanol, em hexadecano,
apos 24,48¢e 72 h,a 25 °C.
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A capacidade de emulsificagdo de hexadecano aumenta com a concentragdo de todos os

Span em estudo. Todos apresentam valores consideraveis de El, na faixa de 25-35 %, nas
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primeiras 24 h de anélise. Os Span 80 e 85 foram os que formaram emulsdes mais estaveis com
hexadecano, pois os valores de El apresentaram menor diminui¢do nas 48 e 72 h seguintes. Mais
uma vez, os dois surfactantes em estudo com insaturacdes (Span 80 e 85), s@o 0s que apresentam
maior capacidade de retencdo de gordura com maior tamanho de cadeia (6leo de soja), mostreo
mais uma vez que a ligagdo dupla das cadeias é essencial na interagdo com a gordura a ser

emulsificada.

A.2.4 indice de emulsificaco (El) em funcdo da concentracio de Span e do tempo

de analise, em 6leo de soja

Os resultados correspondentes as emulsdes produzidas com dispersfes aquosas de Span
em diferentes concentracdes, e 6leo de soja como fase dispersa, em funcdo do tempo de analise,

sdo apresentados na Figura A.2.4.

Figura A.2.4. Efeito da concentracdo de Span em EI dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, ¢)
Span 60, d) Span 65, ) Span 80, e f) Span 85, obtidos por inje¢do de 2-propanol, em 6leo de soja,
apos 24,48¢e 72 h,a 25 °C.
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De acordo com a Figura A.2.4, nas emulsdes formadas com os Span, obtidas por injecéo
de 2-propanol e 6leo de soja, ndo foi possivel obter uma relacdo clara entre a El e a quantidade
de Span usada. Isto pode ser explicado pela presenca de microprecipitados em solucéo, afetando
a efetividade dos surfactantes.

O Span 65 ndo formou emulsdo com Oleo de soja, e é o surfactante que apresenta
precipitados macroscopicos em solucdo. Os Span 20 e 80 foram 0s que conseguiram maiores
valores de El para as emulsdes formadas, seguidos dos Span 40 e 85.

Nas concentracdes 0,1-1 mM o Span 20 foi o que apresentou maior capacidade de

estabilizacdo das emulsGes, e os Span 80 e 85 na concentragdo de 10 mM.
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A.2.5 indice de emulsificacdo (EI) em gordura com diferentes comprimentos, em

funcdo da concentragdo de Span

Na Figura A.2.5 sdo mostrados valores de El obtidos ao fim de 24 h, em fun¢do da
concentracdo de Span na emulsificacdo de hexano, decano, hexadecano e 6leo de soja, obtidos a
25 °C.

Figura A.2.5. Efeito da concentracdo de Span em EI dos sistemas de a) Span 20, b) Span 40, ¢)
Span 60, d) Span 65, €) Span 80, e f) Span 85, obtidos por injecdo de 2-propanol com o tamanho

da gordura emulsificada, apés 24h, a 25 °C.
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Com base nesta Figura, observa-se que maior capacidade dos Span 20 e 80 de
emulsificacdo de gorduras com comprimentos de cadeia maiores, em todas as concentragdes
analisadas. No Span 85 é possivel observar a maior capacidade de emulsificacdo da fase dispersa
de maior comprimento de cadeia, 0 6leo de soja, useo concentragbes de surfactante mais baixas,
verificeo-se uma inversdo dessa tendéncia quando a concentracdo aumenta para 10 mM,
possivelmente devido a saturacdo da solugdo, uma vez que esta € a mais concentrada. O Span 65
€ 0 Unico que apresenta uma capacidade de emulsificagdo maior para a gordura menor em andlise.
Ja para os Span 40 e 60 ndo é possivel criar uma relacéo entre os valores de El e 0 comprimento

da gordura a emulsificarem, sendo também estes os surfactantes cujos valores de EIl sdo menores.

A.2.6 Indice de emulsificacdo (E1), em funcéo da concentracao e estrutura molecular

dos Span

Na Figura A.2.6, sdo apresentados os graficos onde se ilustra a relacdo entre a estrutura
dos Span e a capacidade de formacdo de emulsdes com o hexano, decano, hexadecano e dleo de

soja, no tempo de andlise de 24 h.
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Figura A.2.6. Relagdo entre El e o comprimento da cadeia dos Span 20 (C12), 40 (C1s), 60 (Cis
saturada), 65 (3xCis saturadas), 80 (Cis insaturada) e 85 (3XCig insaturadas), obtidos por injecao

de 2-propanol, ap6s 24h, nas concentracdes de a) 0,1; b) 0,25; ¢) 0,5; d) 1; ) 10 mM.
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Nos histogramas da Figura A.2.6 € possivel observar que os surfactantes com cadeia de

12 atomos de carbono, e com 18 carbonos e uma insaturacdo sdo os mais eficientes na formagdo
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de emulsdes com gorduras de maior cadeia, para todas as concentraces de Span. No caso do
hexano, que é a gordura de cadeia mais curta testada, quase ndo se observam diferencas
significativas entre a capacidade de emulsificacdo e a estrutura dos Span de cadeia Unica.

Em relacdo aos dados do lado direito do eixo dos x dos gréaficos da Figura 49 é possivel
concluir que o surfactante com cadeia C1s com uma insaturacdo (Span 80) é o mais eficaz em
emulsificar gordura com cadeias longas, seguido do surfactante com trés cadeias Cig com uma
insaturacdo em cada (Span 85), em todas as concentracfes de Span usadas. Conclui-se assim que
mais uma vez a presenca de insaturacdo € fulcral para 0 aumento do aprisionamento de gordura
no interior da bicamada, e que a maior penetracdo da molécula de alcool na bicamada, ndo afeta
0 comportamento do surfactante.

Nas maiores concentragdes de Span testadas (1 e 10 mM) observou-se que o menor alcano
em estudo, hexano, foi mais eficazmente emulsificado pelo Span 65, que € constituido por trés

cadeias de 18 atomos carbonos saturadas.

A.3 Representacdo dos RMN H dos sistemas de Span b) 40, ¢) 60, d) 65, e) 80 e f)

85, obtidos por injecéo de etanol.
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A.4 Representacgao dos valores dos desvios quimicos do tripleto do espectro

de RMN de etanol.
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Figura A. Mudanca nos desvios quimicos do tripleto da molécula de etanol nas solugdes de a) Span 20,
b) Span 40, c) Span 60, d) Span 65, ) Span 80 e f) Span 85, apds 5, 10, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos de
agitacéo, a 75 °C.
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Valores das intensidades dos picos de etanol nas soluc@es de Span 20, 40, 60, 65, 80 e 85,

em funcdo do tempo de analise de estudos de RMN *H.

Span 20
Tempo Hi H. Hs Hs Hs Hs H-
(min) | (1,16 ppm) | (1,18 ppm) | (1,20 ppm) | (3,63 ppm) | (3,65 ppm) | (3,67 ppm) | (3,68 ppm)
5 2,17338E8 | 4,2007E8 |2,22418E8 |6,79652E7 | 1,88039E8 | 1,84475E8 |6,63E7
10 1,76364E8 |3,4615E8 |1,81915E8 |5,66549E7 | 1,55663E8 |1,51563E8 |5,31E7
30 1,71516E8 |3,39424E8 |1,7541E8 |5,30489E7 |1,49839E8 |1,47012E8 |5,00654E7
60 9,0128E7 | 1,75467E8 |9,01569E7 |2,71888E7 |7,66562E7 |7,58305E7 |2,63745E7
120 | 1,27541E7 |2,47135E7 |1,261E7 3,89205E6 |1,09713E7 |1,08624E7 |3,79635E6
180 |1,30122E6 |1,6865E6 |1,50136E6 |547095 714246 727824 576951
240 | 880403 1,6367E6 | 904928 277101 677514 718129 265826
Span 40
Tempo H; H. Hs H, Hs He Hy
(min) | (1,16 ppm) | (1,18 ppm) | (1,20 ppm) | (3,63 ppm) | (3,65 ppm) | (3,67 ppm) | (3,68 ppm)
5 2,06649E8 | 4,07921E8 |2,34998E8 |7,32276E7 |1,84133E8 |1,89667E8 |7,92466E7
10 1,98831E8 |4,02676E8 |2,12753E8 | 6,5E7 1,81674E8 |1,81275E8 |6,84647E7
30 1,89347E8 |3,3174E8 |1,87129E8 |6,23E7 1,66771E8 | 1,62844E8 |6,36873E7
60 1,34699E8 | 2,62453E8 |1,3677E8 |5,21667E7 | 1,19688E8 |1,14128E8 | 3,71405E7
120 |1,15137E8 |6,07953E7 |5,10538E7 |4,62864E7 |5,79326E7 | 1,66268E7 |1,98565E7
180 |1,0694E6 |2,0859E6 |1,08047E6 |378804 1,02122E6 | 1,00453E6 |400138
240 | 452962 811433 441913 345763 582827 615869 341672
Span 60
Tempo Hy H, Hs Ha Hs He H,
(min) | (1,16 ppm) | (1,18 ppm) | (1,20 ppm) | (3,63 ppm) | (3,65 ppm) | (3,67 ppm) | (3,68 ppm)
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5 2,53265E8 | 4,8545E8 | 2,5877E8 | 8,64446E7 |2,3552E8 |2,36157E8 |8,29929E7
10 2,46762E8 | 4,99604E8 |2,50908E8 |7,84362E7 |2,15784E8 |2,1338E8 |7,28632E7
30 1,71745E8 | 3,36268E8 |1,79154E8 |5,79167E7 |1,57726E8 |1,56813E8 |5,59872E7
60 7,50163E7 | 1,46437E8 |7,7496E7 2,6994E7 7,12862E7 |6,91024E7 |2,32581E7
120 3,57725E7 | 7,07537E7 |3,68929E7 |1,13311E7 |3,29021E7 | 3,23199E7 |1,1422E7
180 |5,83549E6 |1,13446E7 |5,91062E6 |2,30388E6 |5,37572E6 |5,37887E6 |2,22287E6
240 |5,37734E6 |9,98696E6 |5,38754E6 |1,93527E6 |5,16751E6 |5,12775E6 |1,91131E6

Span 65
Tempo H; H, Hs Ha Hs He H;
(min) | (1,16 ppm) | (1,18 ppm) | (1,20 ppm) | (3,63 ppm) | (3,65 ppm) | (3,67 ppm) | (3,68 ppm)

5 2,46172E8 | 4,85969E8 |2,54106E8 |7,90286E7 |2,17682E8 |2,16056E8 |7,49883E7
10 2,33971E8 | 4,60632E8 |2,41022E8 |7,7996E7 |2,12093E8 |2,08255E8 |7,36232E7
30 2,22117E8 | 4,24012E8 |2,2508E8 | 7,66057E7 |2,06593E8 |2,019E8 7,21085E7
60 1,924E8 3,67639E8 | 1,89961E8 |6,25399E7 | 1,6869E8 |1,6073E8 |5,52541E7
120 |1,91612E7 |3,80183E7 |1,97907E7 |6,09735E6 |1,76106E7 |1,73007E7 |6,07252E6
180 |1,94078E6 |3,75446E6 |1,94157E6 |669091 1,78253E6 | 1,72877E6 |597143
240 |1,0653E6 |1,87346E6 |1,05676E6 |669988 1,18878E6 |1,19347E6 |692717

Span 80
Tempo H; H, Hs H., Hs He H7
(min) | (1,16 ppm) | (1,28 ppm) | (1,20 ppm) | (3,63 ppm) | (3,65 ppm) | (3,67 ppm) | (3,68 ppm)

5 1,87569E8 | 3,62106E8 | 1,90634E8 |6,241E7 1,704E8 1,68443E8 |5,98212E7
10 1,85005E8 | 3,63773E8 |1,87072E8 |5,95253E7 |1,65551E8 |1,64781E8 |5,52418E7
30 1,76199E8 | 3,46235E8 | 1,77695E8 |5,33866E7 |1,52373E8 | 1,49604E8 |5,12783E7
60 1,40877E8 | 2,76456E8 |1,41886E8 |4,49555E7 |1,23177E8 |1,20919E8 |4,09504E7
120 |6,60655E7 | 1,3024E8 |6,72606E7 |2,10799E7 |5,91766E7 |5,72972E7 |1,92096E7
180 |7,69467E6 |1,17804E7 |9,37659E6 |2,10859E6 |5,3905E6 |5,23241E6 |2,23056E6
240 |6,17276E6 |1,16814E7 |6,24773E6 |2,05167E6 |4,24854E6 |4,33682E6 |1,74189E6
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Span 85

Tempo H, H, Hs Ha Hs Hs Hz
(min) | (1,16 ppm) | (1,18 ppm) | (1,20 ppm) | (3,63 ppm) | (3,65 ppm) | (3,67 ppm) | (3,68 ppm)
5 2,05569E8 | 4,05027E8 | 2,09835E8 |6,32375E7 |1,76956E8 |1,73261E8 |5,95905E7
10 1,85005E8 |3,63773E8 |1,87072E8 |5,95253E7 |1,65551E8 |1,64781E8 |5,52418E7
30 1,19207E8 |2,30154E8 | 1,20599E8 | 3,80439E7 |9,98912E7 |9,78842E7 |3,37189E7
60 7,56054E7 | 1,48629E8 |7,76134E7 |2,46398E7 |6,78592E7 |6,67706E7 |2,30228E7
120 | 2,13665E7 |4,17032E7 |2,17472E7 |6,70362E6 |1,85952E7 |1,80295E7 |6,17793E6

180 |5,06272E6 |5,06272E6 |4,21304E6 |531389 1,42782E6 | 1,44594E6 | 635814

240 |1,16906E6 |2,22047E6 |1,25776E6 | 343062 965881 969372 356550

Valores dos desvios quimicos (ppm) dos picos de etanol das solucdes de Span 20, 40, 60, 65,

80 e 85, em funcdo do tempo por estudos de RMN *H.

Span20 5min 10min 30min  1h 2h 3h 4h
3.685 3.687 3.686 3.688 3.688 3.688 3.684
3.668 3.669 3.669 3.670 3.670 3.670 3.670
3.650 3.651 3.651 3.652 3.653 3.652 3.653
3.632 3.633 3.633 3.635 3.635 3.634 3.638
1.204 1204 1.204 1.205 1.205 1.205 1.205
1.186 1.186 1.186 1.187 1.187 1.187 1.187
1.169 1.169 1.169 1.169 1.169 1.169 1.169

Span40 5min 10min 30min 1h 2h 3h 4h
3.686 3.687 3.686 3.687 3.688 3.688 3.686
3.668 3.669 3.669 3.669 3.671 3.671 3.672
3.650 3.651 3.651 3.652 3.653 3.653 3.654
3.633 3.634 3.633 3.634 3.635 3.635 3.640
1.204 1204 1204 1.204 1.205 1.205 1.205
1.187 1.187 1.187 1.187 1.187 1.187 1.187
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Global environmental concerns on the production, usage and disposal of multiple human-made products have
encouraged the study and development of new more ecological materials based on or inspired by biomolecules
that may ultimately replace the current existing options. These efforts include the development of sugar-based
surfactants. They have been increasingly adopted in selected applications to replace conventional surfactants.
Sorbitan ester is a good example of a sugar-based surfactant already in use in the food industry as an emulsifier
agent. However, in aqueous solution, the use of this type of surfactants is highly limited as nanocompartments

Keywords: . > ’ . e
Sugar-based surfactants due to their low water solubility. This problem can be overcome by using the alcohol injection method (AIM),
Vesicles where a small amount of alcohol is mixed with the surfactant in water to produce dispersed vesicles. Since the

Biodegradable surfactants formation of sorbitan ester vesicles are of enormous interest for the nanoencapsulation of active substances for
Span various applications, from food to cosmetics and pharmaceuticals, it is crucial to develop efficient ways to pro-
Alcohol injection method duce these aggregates via the alcohol injection method. The present work reports a study of the role of the alcohol
structure on the formation of nanostructures of sorbitan ester. Methanol, ethanol and 2-propanol were selected
to evaluate the influence of the alcohol alkyl chain length on the formation and stabilization of the vesicles. Some
of the alcohol solutions were evaporated in order to probe the stability of the aggregates even after alcohol re-
moval. Analysis by dynamic light scattering (DLS) and "H NMR have shown a direct relation between the size
of the alcohol's alkyl chain and the size of the formed sugar-based vesicles. Additionally, it is clear that the alcohol
molecules remain in the vesicle, even after the evaporation process.
The obtained results demonstrate that it is possible to control the size of the sugar-based sorbitan ester vesicles using
the alcohol injection method. Hopefully, this research will encourage and enable the use of nanocompartments in a
wider range of applications.
© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Vesicles are self-assembled nanostructures formed by dilute mix-
tures of surfactants in water. They are usually spherical and can experi-
ence either monolayer or multilayer architectures and they can be of
spontaneous [1-3] or non-spontaneously formation [4]. The advantage
of using such nanocompartments in several applications is their elegant
ability of compartmentalizing both hydrophobic and hydrophilic mole-
cules. Modern directions of green chemistry include the use of sugar-
based surfactants as the main constituent of nanocompartments such
as vesicles. Sorbitan esters (Spans) are one of the main classes of
sugar-based surfactants [5]. These non-ionic surfactants possess both
the common environmental characteristics of other sugar-based

* Corresponding author.
E-mail address: fcea@ci.uc.pt (A.A.S. Alves).

https://doi.org/10.1016/j.molliq.2018.12.049
0167-7322/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

surfactants - in particular their high biodegradability, bioavailability
and non-toxicity - and unique advantages as emulsifier agents [6,7].
These properties have increased the application of Spans in different in-
dustrial fields such as foods. Spans are molecules with high lipophilic
character showing hydrophilic-lipophilic balance (HLB) values between
1 and 9 [8]. Their hydrophilic/hydrophobic character is directly influ-
enced by the Span's esterification degree: high esterification degrees
lead to low HLB values and poor water solubility. Therefore, Spans can
be insoluble or slightly soluble in water, depending on their HLB
value, and can be used as emulsifiers both in W/O (water/oil) emulsions
and (as co-surfactants) in some O/W emulsions [8-13]. However, the
architecture of most Spans renders the formation of vesicles difficult,
mostly because of their frequently high critical packing parameter.
Since vesicles are desired for many controlled release applications, dif-
ferent methods of preparation have been tested and implemented.
One of the most intriguing technique described in the literature is the
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ethanol injection method, developed in 1973 by Batzri and Korn, who
produced, for the first time and without sonication, liposomes using
the ethanol injection method [14]. In this method, surfactant molecules
are solubilized in ethanol and the mixture is then quickly injected in
water, leading to the mixture of both phases and the spontaneous
self-assembly of the surfactant molecules, with formation of bilayers
[14,15].

The alcohol injection method (AIM) is nowadays one of the most
used methods to prepare vesicles, as it is a rapid and simple process, fa-
cilitating the formation of small vesicles simply by injecting an alcoholic
solution in water, followed by the evaporation of the alcohol. It is a re-
producible process, inexpensive, nontoxic, and it does not involve forces
that can break the vesicles or encapsulated molecules [4,16-21].

The vesicle size depends on the variables considered when applying
the injection method, such as injection velocity, alcohol and surfactant
concentrations, stirring rate, and temperature at the injection moment
[4,17].

The alcohol injection method is not restricted to ethanol, but instead
other alcohols can be used. Alcohols are known modulators of the vesi-
cle bilayer properties and induce structural effects on vesicle mem-
branes [17,22,23].

Although the AIM is well accepted among researchers, some open
questions are, to the best of our knowledge, still unanswered in the lit-
erature. In this paper we aim to understand the role of the AIM in the
formation of vesicles composed of water insoluble surfactants, as well
as to understand if the role of the alcohol is merely of a “catalyst” of
the vesicle formation or if it actively integrates the final structure.
These open considerations are investigated by applying the AIM to pro-
duce vesicles of various Spans, using methanol, ethanol and 2-propanol
as test alcohols. NMR spectroscopy was used to investigate the presence
of the alcohol molecules in the bilayer as well as the influence of the
alcohol's alkyl chain length on its structure.

Span 20
HO,
M\
HO" N
HO uo)K/\/\/\/\/\/\/\/\
Span 60

Span 80

2. Experimental
2.1. Materials

Sorbitan esters 20, 40, 60, 65, 80 and 85, shown in Fig. 1, were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brazil) and used without any
further purification. For the injection method, methanol (purity
99,8%), ethanol (purity 95,0%) and 2-propanol (purity 99,5%) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Portugal), and water of Millipore® quality
was used.

2.2. Production of span vesicles by the AIM

The AIM was used for the preparation of Span vesicles following the
general procedure reported in the literature [14]. Span 20, 40, 60, 65, 80
and 85 vesicles were produced in the concentration range of 10 mM and
diluted to concentrations of 1, 0.5, 0.25 and 0.1 mM. Three alcohols with
different chain lengths - methanol, ethanol and 2-propanol - were used
as solubilization media for the Spans. The Span methanolic, ethanolic
and propanolic solutions were injected into ultrapure water above the
boiling temperatures of the alcohols (67 °C, 80 °C and 85 °C for the
methanol, ethanol and 2-propanol solutions, respectively). The solu-
tions were stirred at 1500 rpm for 5 min. The pH of all solutions ob-
tained by alcohol injection method was measured and verified to be
neutral.

2.3."H NMR

TH NMR spectra were obtained in a Bruker Avance IIl spectrometer,
operating at 400 MHz. Deuterated water (D,0) was added to the vesi-
cles solutions, in a percentage ratio of 10%:90%, respectively, with 4,4-
dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid (DSS) as reference.

Span 85

Fig. 1. Molecular structures of Span molecules.
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TH NMR chemical shift changes of ethanol were evaluated after 5, 10,
30, 60, 120, 180 and 240 min of stirring at 75 °C.

2.4. Aggregate size measurements

Vesicle size was evaluated by dynamic light scattering (DLS) in a
Malvern Zetasizer from Malvern Instruments Ltd., equipped with a
633 nm laser as light source. The detector angle relative to the laser
was 173° and all the measurements were taken in triplicate at 25 °C.
The vesicles size distribution (in nm) was determined and the mean
and standard deviation of the 3 measurements were calculated for all
the dispersions obtained by the AIM, after 5 min of stirring. The solu-
tions obtained by the alcohol injection method were analyzed after
240 min of stirring (above the boiling temperature of each alcohol) to
monitor the dependence of the vesicle size on the stirring time.

2.5. Transmission electronic microscopy (TEM)

Vesicles images of selected systems were obtained in a transmission
electronic microscopic TEM Hitachi HT - 7700, with a tungsten filament
with acceleration voltage of 100 kV, in high resolution, equipped with a
dispersive energy spectrometer XFLASH detector, 5030 model from
Bruker with 133 eV resolution. Sample drops were added to a form-
coated copper grid and allowed to dry at room temperature before an-
alyzed in the microscope.

3. Results and discussion

The evaluation of the presence of alcohol molecules in the Span ves-
icle formed by the injection method is described in this section. The re-
sults obtained by DLS and 'H NMR show interesting features that allow
one to understand the role of the alcohols in vesicle preparation.

Span 40 by Methanol
Injection Method

Span 65 by Methanol
Injection Method

Span 40 by Ethanol
Injection Method

Span 65 by Ethanol
Injection Method

.0

3.1. Vesicle micrographs by TEM

Selected Span systems (a 1 chain Span - Span 40 - and a 3 chains
Span - Span 65) were chosen among all the Span molecules due to
their representative architecture regarding the length and the number
of chains. TEM images of the two systems, at 1 mM, either obtained by
methanol, ethanol and 2-propanol injection method, are illustrated in
Fig. 2.

From the analysis of the Fig. 2, we conclude that AIM stabilizes vesic-
ular structures, even with water-insoluble surfactants such as Span 40
and Span 65. Sugar based vesicles are present and show diameters
within the range of 100-700 pm. The samples show moderate polydis-
persity, nonetheless the sizes of the vesicles measured by TEM are in
agreement with the sizes obtained by DLS, as shown in the next section.

3.2. Vesicle size by DLS

Fig. 3 shows the effects of Span concentration on the size of the Span
vesicles, obtained by the methanol, ethanol and 2-propanol injection
methods.

Through the analysis of Fig. 3, the influence of the different types of
alcohols in vesicles size is clear: alcohols with longer chains lead to
larger aggregates, while alcohols with shorter chains lead to smaller
aggregates.

Dalton et al., and Huang et al., proved that the addition of ethanol de-
teriorates the molecular order of the bilayers, although a small amount
(6-7%) will induce their interdigitation and help the process of vesicle
formation [17,23].

The relation between the alcohol chain length and the size of the
formed vesicles may be related to the fact that some non-negligible
amount of alcohol remains in the mixtures after the standard evapora-
tion procedure. Alcohol stabilizes the vesicle dispersion and there

Span 40 by Propanol
Injection Method

Span 65 by Propanol
Injection Method

. .

aQ
*4d o0

Fig. 2. TEM images showing the presence of vesicles in the systems composed of Span 40 and Span 65, formed by either methanol, ethanol and 2-propanol injection method.
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Fig. 3. DLS results evidencing the relationship between Span concentration, aggregate size, and alcohol molecules length, for the systems obtained by the injection method with methanol
(MIM, black squares), ethanol (EIM, red circles) and 2-propanol (PIM, blue triangles). The studied span concentrations are 0.1,0.25, 0.5, 1 and 10 mM of a) Span 20; b) Span 40; c) Span 60;
d) Span 65; e) Span 80 and f) Span 85. All systems' pH was verified to be neutral. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version

of this article.)

should be a greater penetration of the shorter alcohols in the surfactant
polar group, causing a more pronounced increment of the hydrophilic
segment of the Span, and a decrease of the critical packing parameter
and, therefore, yielding a higher curvature and a smaller aggregate
size.

The concentration of Span slightly affects the vesicle size. Even
though there is no linear dependence at low concentrations, the aggre-
gate size increases upon the addition of higher amounts of surfactant.
This could be explained by the formation of larger multilamellar vesicles

(MLV). This is supported, for instance, by Huang et al. and Lasic [4,17]
who reported that the use of injection methods generates MLV.

The dependence of the size of the AIM vesicles on the stirring time at
75 °Cis shown in Fig. 4.

Fig. 4 shows that, after stirring for 240 min (6 h) at 75 °C, the size of
the Span vesicles decreases slightly. This can be explained by the higher
solubility of sorbitan in water than in ethanol. The Span headgroups
(sorbitan) loses their direct contact with ethanol molecules, while the
ethanol present in the layer adjacent to the vesicles is progressively
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Fig. 4. Dependence of the Span vesicle diameter on the stirring time, at 75 °C. The Span
dispersions were obtained by the ethanol injection method. The temperature of the DLS
test was kept constant at 25 °C.

evaporated at 75 °C. The higher solubility of the sorbitan in water leads
to a larger volume occupied by the Span headgroup in the absence of
ethanol. Therefore, the critical packing parameter of the Span increases
and lower sizes may be observed. There should be, however, a fraction
of ethanol molecules that resists to the evaporation and are still present
inside the bilayer, due to their higher boiling point.

Alcohols with short chain lengths, like methanol or ethanol should
display less ability to disturb the vesicle bilayers, as supported by
other authors [22,23]. Alcohols have their hydroxyl group in the interfa-
cial region of the bilayer, while their hydrophobic groups are located in-
side the hydrophobic nucleus of the bilayer, thus affecting the packaging
of the surfactant chains, as illustrated schematically in Fig. 5. Each addi-
tional —CH, group in the alcohol chain increases the partition coeffi-
cient of the alcohol inside the bilayer, as described elsewhere [22].

Patra et al. used computational simulations to clarify the behavior of
selected alcohols in bilayers. They concluded that, besides the tendency
of the alcohols to be located inside the bilayer, short chain alcohols such
as ethanol are located near the oxygen of the ester bond of the surfac-
tants and that most of the alcohol molecules participate in hydrogen
bonds with the surfactants [24]. This model is of crucial relevance to un-
derstand the behavior of the present surfactant system. Alcohols with a
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longer chain possess higher affinity to the surfactants hydrophobic seg-
ments and thus will be preferentially located inside the bilayer. This as-
pect has a tremendous impact on vesicle architecture.

Although the AIM involves an evaporation step, the complete solubi-
lization of the Span molecules in water supports the idea that the alco-
hols are integrating the vesicle structure, with ethanol and 2-propanol
having greater tendency to be located within the bilayer, when com-
pared to methanol.

The increase of the vesicle sizes with the chain length of the alcohol
molecules is then explained by a more pronounced penetration degree
of the larger chains in the bilayer.

3.3. 'H NMR studies of span vesicles obtained by the ethanol injection
method

The formation of the Span vesicles upon using the alcohol injection
method (even their stabilization after the alcohol evaporation step),
could be explained by the presence of some alcohol molecules around
the surfactant headgroups. To verify this hypothesis, the presence of al-
cohol molecules was evaluated by the changes in the chemical shifts of
the ethanol signals in 'H NMR results Fig. 6 shows the influence of the
stirring time, at 75 °C, on the '"H NMR spectra of the Span nanostruc-
tures, obtained by ethanol injection method.

Based on the analysis of Fig. 6, it can be verified that the intensity of
the ethanol peaks in solution clearly decreases with the stirring time.
The data shows that after stirring for 5 min at 75 °C, a large amount of
ethanol still remains in the dispersions. Major evaporation of ethanol re-
quires a minimum of 180 min stirring at 75 °C. However, ethanol is still
detected even after 240 min (4 h). This is in agreement with the hypoth-
esis that predicts the alcohol molecule as a vesicle stabilizer.

For a clear visualization of the changes in the intensity of the NMR
peaks of ethanol with stirring time, we plotted the intensity values of
each peak of the observed multiplet of the ethanol spectra in D,0, for
each Span molecule, as shown in Fig. 7. The representation of the chem-
ical shifts from each peak of the triplet from ethanol spectra, is shown in
the supporting information, Fig. A.

Based on the results depicted in Fig. 7, it can be observed that the
multiplet chemical shifts characteristic of ethanol molecules are sensi-
tive to the stirring time at 75 °C (the same effect was verified for the
triplet, see Supporting information).

After stirring for 5 min at 75 °C, the chemical shifts of ethanol for all
the Span dispersions are the same the chemical shifts pure ethanol. This
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Fig. 5. Schematic representation of the influence of the alcohol chain length on the size of the vesicles prepared by a) methanol, b) ethanol and c¢) 2-propanol injection methods.
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supports the role of the alcohol in the Span vesicle formation when
using AIM. Ethanol molecules are still present in the dispersion after
the 5 min stirring timepoint.

The peaks corresponding to the surfactant molecules can be de-
tected at a higher resolution of the 'H NMR spectrum, as shown in Fig. 8.

a)
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By increasing the stirring time, and maintaining the temperature at
75 °C, the ethanol molecules start to evaporate, and their concentration
in the solution gradually decreases. Within the time range of
180-240 min of continuous stirring it can be concluded that most of
the ethanol in the dispersions is evaporated.
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Fig. 6. "H NMR spectra of vesicular dispersions of a) Span 20, b) Span 40, c) Span 60, d) Span 65, e) Span 80 and f) Span 85, obtained by the ethanol injection method, at 75 °C, after stirring
for 5 min (--), 15 min (), 30 min (--), 60 min (--), 120 min (--), 180 min (--) and 240 min (--). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)
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Fig. 6 (continued).

Chemical shifts of the peaks 1, 2, 3 and 4 of the ethanol multiplet are
3.685, 3.668, 3.650 and 3.632 ppm, respectively. They are in line with
the '"H NMR chemical shifts of the ethanol-Span-water dispersions,
after stirring for 5 min at 75 °C, as reported above. However, longer stir-
ring times lead to visible changes in the chemical shifts. As the ethanol
present in the bulk evaporates, the signal of the ethanol present in the
vicinity of the surfactant headgroups becomes more visible and thus
the ethanol peaks appear at slightly higher chemical shifts.

The hydroxyl group from ethanol that solvates the surfactant mole-
cules might couple with the hydroxyl group of the surfactant through
hydrogen bonds affecting the methylene protons and thus explaining
their higher chemical shifts.

On the other hand, the protons from the triplet signal (see
Supporting information) corresponding to the methyl group of ethanol
are not substantially affected by the neighboring atoms as they are only
sensitive to the presence of the methylene protons.
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Fig. 7. Representation of the chemical shifts changes of the ethanol multiplet, in a) Span 20; b) Span 40; ¢) Span 60; d) Span 65; e) Span 80; f) Span 85 solutions at 10 mM, as a function of

stirring time, at 75 °C.

This study allowed one to understand Span vesicle formation via
AIM. The hydroxyl groups of the alcohols are interacting with the hy-
droxyl groups of the surfactant headgroups, through hydrogen bonds.
Additionally, it was shown that the vesicle size can be controlled by
the alcohol chain length; i.e., depending on the alcohol chain length,
the alcohol can be located either inside or outside the bilayer which,
in turn, has a crucial impact on the vesicle curvature, size and stability.

4. Conclusions
Span molecules are one of the most important class of sugar-based

surfactants which have been used mainly in W/O emulsions. Due to
their water insolubility the use of this class of sugar surfactants has

been very limited in aqueous systems. To overcome this limitation, the
AIM was applied to easily produce aqueous dispersions of Span vesicles.
The AIM is one of the most used methods to produce vesicles. One of the
most important advantage of this method is the production of vesicles
from water insoluble amphiphiles, once these molecules are previously
solubilized in an organic solvent.

Span 20, 40, 60, 65, 80 and 85, were solubilized in three different al-
cohols (methanol, ethanol and 2-propanol), to evaluate the influence of
the alcohol chain length on the vesicle size. DLS analysis allowed to con-
clude that the alcohol chain length clearly affects the vesicle size. Alco-
hols with longer chain lengths lead to the formation of larger
aggregates as they can penetrate deeper in the layer thus creating a
larger space between the tail of the Spans which would otherwise be
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Fig. 8. Representation of the Span 40 "H NMR spectra after 240 min, at 75 °C, obtained by ethanol injection method.

more tightly packed. This evidence was supported by 'H NMR studies of
the Span vesicles dispersions, obtained by the ethanol injection method,
demonstrating that ethanol molecules are still present after the stirring
process at 75 °C, although at low amounts, as the heated stirring step
evaporates mainly the ethanol molecules in the aqueous bulk, but not
the alcohol molecules already present in the vesicle structure. The
chemical shifts in the ethanol spectra suggest that the non-evaporated
ethanol molecules are interacting with the hydroxyl groups of the
surfactant's polar groups.

The results show that the size of the sugar based biodegradable Span
vesicles can be easily controlled by using appropriate alcohol chain
lengths in the AIM. This could give room to a wider use of such
encapsulators in aqueous applications that require green surfactants,
as foods, pharmaceutical or cleaning agents.
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