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RESUMO

Foram construidos diagramas de fases ternarios e pseudo-ternarios parciais a
25 °C dos sistemas: 6leo de soja (OS)/Monooleina(MO):Bis (2-etilhexil)
sulfosuccinato de sédio (AOT)/agua (a), OS/La-fosfatidilcolina(FC):Bis (2-etilhexil)
sulfosuccinato de sédio (AOT)/solugdo aquosa de NaCl (b), e éleo essencial de
laranja (OEL)/AOT/4gua (c), a fim de identificar fases de microemulsdes (ME) de
agua em oleo (W/O). Para o sistema (a) a area da fase de MEs no diagrama de
fases depende da razdo MO:AOT, sendo maior para a razdao 2:1. Experimentos
reoldgicos, de espalhamento dinamico de luz (DLS) e de espalhamento de raios-X a
baixo angulo (SAXS) indicam a existéncia de uma ME de agua em dleo (W/O)
esférica (regiao L,), e estruturas lamelares locais (regido Ly’). Na auséncia de NaCl
os diagramas de fases do sistema (b) exibem uma fase de ME com areas
dependentes da razdo FC:AOT; sendo a maior para a razao 1:1. A area da fase de
MEs no diagrama aumenta com a concentragdo de NaCl até a saturagao ao redor de
11% (m/m) de sal. Neste sistema também foram identificadas MEs esféricas e
agregados “secos” ndo esféricos. Para o sistema (c¢) foram identificadas duas
monofases, uma isotrépica de ME W/O (L,) e uma fase liquido-cristalina. A regiao de
ME W/O (L,) também mostrou ser composta por dois tipos de agregados, esféricos e
nao esféricos, como indicado por experimentos de reologia, condutividade elétrica e
SAXS. Aditivos alimentares (acido ascérbico, acido félico, cloreto de sédio e sulfato
ferroso) foram incorporados nas MEs (a e b). As viscosidades dessas MEs
enriguecidas aproximam-se do 6leo de soja puro. As MEs também mostraram ter
estabilidade oxidativa, em alguns casos proxima e em outros até oito vezes superior
a do 6leo de soja puro, exceto para MEs enriquecidas com ferro. Tais resultados
indicam que as MEs enriquecidas com nutrientes apresentam grande potencial para
aplicacdo. Também, conclui-se que o acido ascorbico incorporado nas MEs pode
atuar como um antioxidante do éleo de soja.

Palavras Chave: microemulsao, micelas reversas, estruturas secas, diagramas de

fase, 6leos vegetais, surfactante, reologia, espalhamento de luz, SAXS.



ABSTRACT

Partial ternary and pseudoternary phase diagrams at 25 °C were built for the
systems soy bean oil (SOB)/monoolein (MO)/sodium bis-2-(ethylhexyl)sulfosuccinate
(AOT)/water (a), soy bean oil/lLa-phosphatidylcholine (PC)/sodium bis-2-
(ethylhexyl)sulfosuccinate (AOT)/aqueous NaCl solution (b), and orange essential oil
(OEOQ)/sodium bis-2-(ethylhexyl)sulfosuccinate (AOT)/water (c), and the phases
consisting of water-in-oil (W/O) microemulsion (ME) were identified. For system (a)
the area of the ME phase depends on the MO:AOT ratio, being larger for ratio 2:1.
Rheology, dynamic light scattering and small angle X ray scattering (SAXS)
measurements indicate the existence of water-in-oil (W/O) spherical MEs (L, region),
and a local lamellar structure (region L,"). In absence of NaCl the phase diagram for
system (b) exhibits an isotropic phase of ME that depends on the PC:AQOT ratio;
being larger for ratio 1:1. Furthermore, the phase area for MEs in the diagram
increases with NaCl concentration up to saturation at around 11 wt% salt. In this
system it was also identified spherical MEs and non spherical "dry” aggregates. For
system (c) two single phases were identified, a W/O ME isotropic (L) and a liquid
crystalline phase, and a two-phase region. The ME region (L;) also showed be
formed by spherical and non spherical aggregates, as suggested by rheological,
electric conductivity and SAXS experiments. Food grade additives (ascorbic acid,
folic acid or ferrous sulfate) were incorporated into ME droplets in system (a and b).
The viscosity of such ME approaches that of pure SBO. Moreover, these ME present
oxidative stability up to eight-fold the pure SBO. Exception is for ME enriched with
iron. Such results indicate that ME enriched with nutrients present a high potential for
application. It can also be concluded that the MEs with ascorbic acid can act as
antioxidant for SBO.

Keywords: microemulsion, reverse micelle, dry structures, phase diagram, vegetable
oil, surfactant, rheology, light scattering, SAXS.



1. INTRODUCAO

1.1. Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas de natureza anfifilica, consistindo de
duas partes, uma hidrofilica E a outra hidrofébica. Os surfactantes sao
classificados com base na carga do grupo polar, em anibnicos, catidbnicos, nao-
ibnicos e zwiteribnicos ou bipolares.

Em solucdo, surfactantes podem agregar em uma variedade de
estruturas, obedecendo ao esquema de Fontell mostrado na Figura 1 (Jénsson
et al., 1998), segundo o qual, aumentando-se a concentragdo de surfactante na
mistura surfactante/agua, a estrutura formada obedece a seqliiéncia: micela
esférica, fase cubica, micela cilindrica, fase hexagonal, cubica, lamelar e as
correspondentes estruturas e fases reversas.

O surgimento destas fases ndao necessariamente ocorre para todos
os surfactantes, porém a sequiéncia em funcdo da concentracdo é, na maioria
dos casos, respeitada. O conhecimento das fases de um sistema
surfactante/agua é da maior importancia em aplicagbées praticas, pois cada fase
possui uma caracteristica especifica que determina as propriedades fisico-

qguimicas da solugao (Jonsson et al., 1998).

16



MICELAS

REVERSAS
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val <1/3
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Figura 1: Esquema de Fontell: Seqiéncia de estruturas e fases de agregados de

surfactantes em solucdo. A concentragdo de surfactante aumenta de baixo

para cima (Jénsson et al., 1998).
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1.2. Microemulsoes (MEs)

Microemulsdes (MEs) sdo dispersdes macroscopicamente
homogéneas de 6éleo, dgua e surfactante, as quais, em nivel microscépico,
consistem de microdominios individuais de 6leo e agua separados por uma
monocamada de surfactante posicionados com as partes polares e apolares
voltadas para os respectivos meios de afinidade. Este sistema é formado
espontaneamente e possui propriedades fisico-quimicas como transparéncia,
isotropia éptica, baixa viscosidade, estabilidade termodinamica, alta capacidade
de solubilizacdo de componentes em meios de baixa afinidade, e grande area
interfacial especifica (Moulik e Paul, 1998; Jénsson et al., 1998; Holmberg, 1997
e Sjoblom et al., 1996). A transparéncia destes sistemas se deve ao fato do
tamanho das goticulas da fase dispersa ser de 5 a 100 nm, que é menor do que
comprimento de onda da luz visivel, que é de 350 — 800 nm. Estes agregados
normalmente sao polidispersos, sendo que a polidispersidade, em geral,
aumenta com o tamanho das gotas (Moulik e Paul, 1998).

Nos ultimos anos as MEs tém despertado grande interesse em
industrias de cosmético, farmacéuticas, quimica e de alimentos, como sistema
para incorporar e transportar farmacos, permitir a solubilidade de compostos
quimicos em meios de polaridade diferente e como sistemas bifasicos para
extracdo liquido-liquido (Pessoa e Vitollo, 1998).

As MEs como veiculo transportador de farmacos de aplicacao
cuténea, como anestésicos, apresentam como vantagem a sua alta estabilidade
e difusividade transdermal e dermal, devido a sua pequena dimensao. Djordjevic

et al. (2004) estudaram a incorporacao de drogas anfifilicas por microemulsées
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do sistema pseudoternario isopropil miristato/PEG-8 caprilico/caprico
glicerideo/poligliceril-6 dioleato/agua. Sintov e Shapiro (2004) estudaram a
interacdo de lidocaina com MEs de um sistema glicerol oleato:polioxil
40/tetraglicol/isopropil palmitato/agua. A lidocaina solubilizada nas MEs
apresentou uma difusividade na pele de ratos maior do que a mesma droga
suspensa em um creme comercial.

A capacidade de solubilizar quantidades consideraveis de compostos
soluveis e insoluveis em agua, ao mesmo tempo, torna as MEs excelentes
micro-reatores para reagbes organicas, inorganicas e enzimaticas,
especialmente aquelas que utilizam compostos imisciveis. Por exemplo, reagdes
de hidrélise de 6leos e gorduras catalisadas por lipases. Neste processo, a
lipase é um catalisador de superficie hidrossolUvel e os substratos e produtos da
reacao sao lipossoluveis, sendo que o contato entre o catalisador e o substrato €
propiciado pela grande area interfacial das MEs (Garti, 2003; Jonsson et al.,
1998: Sjéblom et al., 1996).

Lif e Holmberg (1997) realizaram com sucesso a hidrélise de 4-
nitrofenil decanoato em 4-nitrofenol e acido decandico catalisada por lipases em
uma ME de O/W. Este sistema pode ser usado como alternativa para a mesma
hidrélise realizada na presenga de um alcali. Blasi et al., 2006 estudaram a
reacao enzimatica de desacilagao de 1,2-diacil-glicerol-3-fosfocolina em glicerol-
3-fosfocolina como uma alternativa para deacilagcdo em condi¢des alcalinas. A
reacdo enzimatica foi realizada em suspensdo e em uma ME sendo que o
segundo sistema apresentou os melhores resultados.

A enorme érea interfacial especifica formada pelas MEs torna este

tipo de agregado capaz de solubilizar grandes quantidades de componentes que
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possam ser adsorvidos nesta interface. Tal propriedade das MEs tem sido
amplamente explorada na extracdo seletiva de ions de metdlicos, proteinas ou
outros compostos bioldgicos, em sistemas liquido-liquido (Watarai, 1997).

O processo de extragédo liquido—liquido utilizando MEs consiste de
duas etapas fundamentais: a extragao, pela qual o ion ou a proteina é transferido
de um meio aquoso para uma ME, e a re-extragdo onde o composto extraido é
liberado da ME para uma fase aquosa, para, na sequéncia, ser recuperado em
uma concentracao mais elevada e com maior grau de pureza (Ramos et al.,
1997).

A utilizacdo de MEs na extragdo de ions metdlicos tem sido uma
alternativa interessante, pois estes sistemas tém caracteristicas que os tornam
vantajosos quando comparados a extragbes realizadas por solventes
convencionais. O aumento da taxa de extragdo conseguido com as MEs é
explicado pela enorme area interfacial disponivel nestes sistemas.

A extragao de varios ions metalicos foi conseguida com o emprego de
sistemas bifasicos de ME com recuperacao maior do que 98%, indicando que
este tipo de sistema pode ser usado para extragao seletiva de ions metalicos de
solucdo aquosa (Dantas et al., 2003). He et al. (2004) extrairam ions de
cadmium em solugdo aquosa com alta eficiéncia utilizando sistemas bifasicos de
MEs.

A extracao liquido—liquido de proteinas usando MEs, além de
apresentar uma alta eficiéncia, tem uma boa seletividade, podendo este
processo ser capaz de purificar uma proteina ainda durante a sua extracdo de
um extrato com outros compostos, inclusive outras proteinas. Este tipo de

processo apresenta também como vantagem a possibilidade de sua execugao
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continua, o que é extremamente importante para o aumento de escala de
processo e aumento de produtividade.

As enzimas inulinase, xilanase e xilitol dehidrogenase foram extraidas
por sistemas liquido-liquido de MEs com altos valores de eficiéncia (Pessoa e
Vitollo, 1998; Rodrigues et al., 1999; Cortez et al, 2004).

Ainda ressaltando as potenciais aplicagdes das MEs, é reconhecido
que varias vitaminas e precursores de vitaminas sdo sensiveis a degradacao
oxidativa por luz visivel (Fenemma, 1996). A solubilizacao destes compostos na
fase dispersa de MEs reduz esse tipo de oxidagdo, com o aumento o tempo de
vida atil de armazenamento de vitaminas (Chiu e Yang, 1992; Banville et al.,
2000; Garti et al., 2004). MEs de 6leo em agua (O/W) também tém grande
potencial para solubilizacdo de moléculas apolares como aditivos nutricionais e
antioxidantes em alimentos com elevada concentracdo em agua (Campo et al.,
2004).

Poucas pesquisas foram realizadas, até o momento, sobre MEs
formadas totalmente por componentes de grau alimentar. A maioria das MEs
citadas na literatura sdo formuladas por compostos ndo ediveis (Trotta et al,
1996). Garti et al. (2001) encontraram uma grande area de MEs em um
diagrama de fases pseudoternario de R-limoneno Tween 80, etanol, glicerol, e
agua, todos compostos ediveis.

Os Oleos comumente usados em aplicagbes na industria de
alimentos, como o de soja, de milho, de algodao e de girassol, sdo compostos
triglicerideos de acidos graxos insaturados e de cadeia longa. Devido ao seu
grande tamanho molecular e limitada solubilidade de emulsificantes comestiveis,

os triglicerideos sao de dificil formacao de MEs (Garti et al, 2001).
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1.2.1. Estruturas de Microemulsoes

Muitas aplicagbes praticas fazem uso de diferentes formas de
microestruturas de MEs. No entanto, o uso eficiente deste tipo de agregado esta
diretamente relacionado ao entendimento destas microestruturas e de como elas
podem ser influenciadas por diferentes aditivos (Sjoblom et al., 1996).

Na literatura ha trés tipos principais de estruturas de MEs: as MEs de

agua em 6leo (W/O), MEs de 6leo em agua (O/W) e MEs bicontinuas.

ME de agua em dleo (W/O)

Neste tipo de ME, nano-gotas de agua encontram-se dispersas em
uma fase continua de 6éleo, estabilizadas por um filme ou monocamada de
surfactante, e, na maioria os casos, um co-surfactante também. Um desenho

esquematico deste tipo de estrutura € mostrado na Figura 2.

#
£

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura de uma ME de agua em 6leo (W/O).

A regido mais escura representa a agua, enquanto a regiao clara representa o

oleo.
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Em baixas fragcées volumétricas de agua as nano-gotas sao esféricas
e monodispersas, mas com o aumento da fragdo da fase dispersa, as gotas
aumentam em tamanho e polidispersidade, como indicam resultados de

espalhamento de néutrons SANS (Sjéblom et al., 1996).

ME de déleo em agua (O/W)

Em MEs de O/W, nano-gotas de 6leo estdao dispersas em uma fase
continua de 4gua e as moléculas de surfactante e co-surfactante estdo
arranjadas de modo que 0 grupo polar encontra-se posicionado na superficie das
gotas, voltados para a 4gua. Um desenho esquematico deste tipo de estrutura é
mostrado na Figura 3.

Em baixas fragdes volumétricas de 6leo as nano-gotas sao esféricas
e monodispersas, mas com o aumento da fracdo da fase dispersa, as gotas

aumentam em tamanho e polidispersidade (Evans e Wennerstrém, 1999).

ME Bicontinua

Ha uma consideravel discussdo sobre o tipo de microestrutura
existente nas MEs bicontinuas. A representacdo mais geral para este tipo de ME
€é a de uma microestrutura com curvatura média zero, com infinitos canais
encurvados de 6leo e agua, podendo as moléculas dos dois componentes
transitar livremente por toda a fase, como mostrado na Figura 4 (Holmberg,
1997). As MEs bicontinuas geralmente contém quantidades préximas de agua e
6leo, e ambos os componentes 6leo e agua apresentam grande coeficiente de
difusédo, como constatado experimentalmente pela primeira vez em um sistema

observado por Jonsson et al. (1998).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura de uma ME de 6leo em agua (O/W).
A regido mais escura representa a agua, enquanto a regiao clara representa o

bleo.

Figura 4: Representagdo esquematica da estrutura de uma ME bicontinua
(Sjoblom et al., 1996).
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Fatores que determinam a estrutura da MEs

A propensao do sistema para formar uma ME de O/W, W/O ou
bicontinua é dependente de vérios fatores, como o tipo de surfactante, co-
surfactante e éleo, da razdo de agua /6leo, da presencga de ions na fase aquosa,
e da temperatura.

A escolha de um surfactante é decisiva para a formagéo de MEs, e a
geometria molecular do surfactante € um fator importante a ser observado. O
parametro de empacotamento (p) do surfactante, mostrado na equacao 1, é
bastante utilizado para correlacionar a geometria do surfactante com a do
agregado formado, e depende da area ocupada pelo grupo polar (a) do volume

(v) e comprimento (I) da cadeia hidrofobica.

p=— (1)
al

Assim, quando o surfactante esta agregado em micelas esféricas, p < 1/3, em
micelas cilindricas, p < 1/2 e em lamelas, p = 1. Quando p > 1, estruturas
reversas sao formadas.

Consideracbes geométricas da parte apolar da molécula permitem
estimar que surfactantes com cadeias hidrocarbénicas moderadamente longas e
nao ramificadas favorecem a formacao de MEs de O/W; enquanto surfactantes
com cadeias hidrofébicas volumosas tendem a formar MEs bicontinuas, e,
surfactantes com cadeias hidrofébicas altamente ramificadas facilitam a
formacao de MEs de W/O.

A area a ocupada pelo grupo polar do surfactante é governada pelas
forcas repulsivas entre os grupos polares, pelas forcas atrativas entre as cadeias
apolares, e pelas forcas entre estas cadeias apolares e as moléculas de éleo,

sendo, portanto, o valor de a uma propriedade nao exclusivamente intrinseca do
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surfactante, mas também dependente de fatores do sistema, como concentracao
de ions na fase aquosa, composigao do 6leo da fase apolar da ME e da prépria
concentracao do surfactante que determina a estrutura formada (Jénsson et al.,
1998).

O papel do co-surfactante, que se posiciona na monocamada do
surfactante, € de aumentar a flexibilidade e diminuir a tens&o interfacial, e,
conseqlientemente, causar uma curvatura de superficie favoravel
energeticamente a formacdo de uma dispersdo (Moulik e Paul, 1998). No
entanto, o uso de co-surfactantes nem sempre € necessario para a obtengéo de
MEs.

O tamanho das moléculas do 6leo e a sua polaridade influenciam a
formacado de MEs. Em alguns casos, o tamanho das moléculas é o fator que
mais influencia na formacdo de MEs, sendo éleos de tamanho menor mais
propicios para o aparecimento deste tipo de estrutura (Aboofazeli et al., 1995).
Alguns 6leos podem também atuar como co-surfactante favorecendo a formagao
de MEs, como é o caso de alguns monoglicerideos presentes em um sistema de
6leo de soja/dleo de girassol/agua estudado por Engstrém (1990), que pbode

solubilizar até 10% de 4gua em uma ME de W/O.

1.2.2. Fases de Winsor

Em MEs com quantidades insuficientes de surfactante, a fase

dispersa pode ndo ser completamente solubilizada na ME, e entdo uma fase do

componente em excesso puro pode surgir, em equilibrio com a ME. H& uma

26



sequéncia de equilibrio entre fases, comumente conhecida como fases de
Winsor.

Uma fase de MEs de O/W em equilibrio com excesso de 6leo é
conhecida como fase de Winsor |I. Quando uma ME de W/O se encontra em
equilibrio com excesso de agua, o sistema é chamado de Winsor Il. Uma ME
pode também estar em equilibrio simultaneamente com excessos de agua e 6leo
(Winsor Ill), com pode ser observado na Figura 5. Estas fases em equilibrio
encontram-se separadas por uma camada de surfactante, que diminui a tensao
superficial nas interfaces.

Para surfactantes nao-iénicos a transicéo entre as fases Winsor | —
Winsor Ill - Winsor Il pode ocorrer pelo aumento da temperatura, enquanto para
sistemas com surfactantes i6nicos, e contendo eletrélitos, essa transicdo pode

ocorrer pelo aumento da concentragao dos eletrélitos (Jonsson et al., 1998).

Winsor | Winsor Il Winsor Il

B3 MF Bicontinua L] Aaua
B MF W/O E Olen
3 MF ow

Figura 5: Representagéo esquematica das fases de Winsor.
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1.2.3. Mecanismo de Formacao de Microemulsoes

O processo de formacdo de MEs de W/O ou O/W, partindo de um
sistema de duas fases macroscopicamente separadas, leva ao surgimento de
gotas de agua dispersas em uma fase continua de 6leo ou gotas de 6leo em
uma fase aquosa, respectivamente, estabilizadas por moléculas de surfactantes.

Este processo é acompanhado por uma mudanca de energia livre do
sistema, de acordo com a segunda lei da termodinamica (Jénsson et al., 1998;
Evans e Wennerstrém, 1999):

AG = AH-TAS
(2)
onde AG é a variagado da energia livre de Gibbs, AH é a variagcdo de entalpia, T é
a temperatura e AS é a variacao de entropia.

Neste processo a variagdo de entalpia é dada pelo aumento da
energia interfacial:

AH = AAy (3)
onde AA ¢ a variagao de area da interface e y € a tenséao interfacial

Para a formacdo da ME ha um enorme aumento da area interfacial,
AA, e a tensao interfacial tem valor positivo (na auséncia de surfactante, y para
interface hexano agua € de 50 mN/m) e, consequentemente, AH de formagéo de
MEs é grande e positivo.

Para reduzir a energia de formacdo das MEs, deve-se, portanto,
reduzir o valor de y em algumas ordens de grandeza. Isso é conseguido através
da adsorcao de moléculas de surfactante no sistema, ou seja, na interface dleo-

agua.
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O termo TAS é a variacdo de energia causada pela variacdo da

entropia configuracional do sistema, sendo S dado pela seguinte equacéo:

S=klnQ (4)
onde k € a constante de Boltzmann e Q é o numero de configuragcdes possiveis
para o sistema.

A variacdo de entropia no processo de formacédo de MEs € resultante
do aumento no numero de configuracdes possiveis, devido a formagdo de um
grande numero de gotas. A subtracdo deste termo, positivo, torna menor a
variacao de energia livre de formacao das MEs, o que favorece o processo.

Para a formacdo de MEs, a tensao interfacial deve ser
suficientemente baixa para tornar a variacao de energia interfacial comparavel,
ou menor, do que a variacdo de energia causada pela entropia da disperséo.
Neste caso a variacao da energia livre de formacao do sistema se torna zero ou
negativa, que é a condicao de estabilidade termodinamica das MEs.

Assim, a principal forga motriz da formagéo das MEs ¢é a baixa tensao
interfacial, que é normalmente alcangada com o0 uso de dois ou mais
surfactantes. Isso pode ser entendido pelo efeito da concentragéo do surfactante
e da natureza da tenséo interfacial y entre 6leo e agua.

A adicao de surfactante na fase apolar (éleo) ou agua causa uma
diminuicdo gradual de 7y atingindo um valor limite, denominado concentra¢do
micelar critica, CMC. Qualquer acréscimo de surfactante acima da CMC causa
pequena ou nenhuma diminui¢cdo no valor de y. O valor limite de y atingido com
um unico surfactante é raramente menor que 0,1 mN/m. Esse valor muitas vezes
nao é suficientemente baixo para a formagéao de MEs, e a formacao deste tipo de

fase requer valores de y da ordem de 10% mN/m ou mesmo mais baixos. Se uma
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mistura de surfactantes é usada com um componente predominantemente
soluvel em agua e um predominantemente sollvel em 6leo, o valor limite de y
pode atingir valores muito baixos (<10? mN/m). Neste caso, a interface expande
espontaneamente adsorvendo todos os surfactantes até que um pequeno valor
de v é atingido.

A reducdo na tensao interfacial com a adigdo de dois surfactantes
pode ser entendida de uma consideragdo da equacgédo de adsorcao de Gibbs,

para um sistema de multicomponentes:

dy=-Y %dui (5)

onde n; € 0 numero de moles em excesso na interface do componente
i, € W € o potencial quimico do componente i.
No equilibrio entre as concentra¢des nas fases interfacial e interior,
temos:
dw, =RTd(Ina,) (6)
sendo a; a atividade do componente i, dada por:
a, = f.x, (7)
onde f é a fugacidade e x; é a fracdo molar do componente i.
Portanto, a equacao (6) torna-se:

d, =RTdin(f - x,) (®)

Substituindo esta equacao na equacao (5), temos:
dy=-3" %RTd[In(f )] 9)

Para um sistema com dois surfactantes (S; e S,) adsorvidos na

interface:
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dy = —% RTd[in(f - x,) —”% RTd[In(f - x,)] (10)
Integrando a equacéo (10):

7=, [ ATl x| [752 RTaln(f - xs, )] (1)

A equacgéo (11) mostra que a tensao interfacial é reduzida a dois

termos, um para cada surfactante, que tém concentracao interfacial de excesso

: . . n n . :
respectivamente iguais a — e % Deve-se mencionar aqui que as duas

moléculas adsorvem-se simultaneamente e ndo interagem entre si para que as
respectivas concentragdes ndao sejam diminuidas. Isso explica por que as duas
moléculas devem variar em natureza, isto é, uma predominantemente soltvel em

agua e a outra soluvel em éleo.
1.3. Bis(2-etilhexil)sulfosuccinato de sodio (AOT)

O AOT é um surfactante anibnico muito usado em formulagdes
farmacéuticas, na formagéo de MEs, para fins de encapsulamento de drogas. A
estrutura quimica do AOT é mostrada na Figura 6. A Figura 7 mostra o diagrama
de fases binario de AOT/agua, de onde vemos que este surfactante tende a
formar estrutura lamelar. A fase lamelar (L,) domina entre ca 15-75% de AOT.
Entre 75-82% tem-se uma pequena fase cubica (I) e, acima de 82%, AOT forma
em agua a fase hexagonal reversa (H,). Em pequenas concentragdes (até 5%),
AQOT forma micelas (fase isotrépica L,). Entre 5-15% tem-se uma regido e duas
fases (micelar isotropica com lamelar) em equilibrio. A formagao de MEs requer,

portanto, a adicdo de um co-surfactante. Por exemplo, AOT/iso-octano/agua
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forma MEs em uma grande regido do diagrama de fases (Evans e Wennerstrém,

o O_\ o
/\/\dJ S<
L

S~ ?

Figura 6: Estrutura quimica de bis(2-etilhexil)sulfosuccinato de s6dio (AQT).

1999).

Li|Li+Lg Lo I H,

C 20 40 60 80 100
AOT (%)

Figura 7: Diagrama de fases binario de AOT/agua, a 25°C (fases: L; = micelar
isotrépica, L, = lamelar, I = cubica e H, = hexagonal reversa). Adaptado de

Joénsson et al. (1998).

1.4. Fosfatidilcolina (FC)

A lecitina de soja € uma mistura de varios fosfolipidios, como a
fosfatidilcolina, que é o componente mais abundante; o segundo mais

encontrado é a fosfatidiletanolamina, e, em quantidades intermediarias, se
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encontram o fosfatidilinositol e o &cido fosfatidico; a fosfatidilserina e os
lisofosfatidios estdo presentes em baixos teores. A fosfatidilcolina € um
surfactante zwiteridbnico dos mais usados como emulsificante em alimentos
(Hasenhuettl e Hartel, 1997), e espera-se um crescimento do seu uso em outras
areas devido a sua origem natural. Essa mistura de lipidios confere a lecitina
caracteristica como a temperatura de transicdo do estado gel (configuracao
ordenada das caudas dos lipidios) para o liquido cristalino (configuragao
desordenada das caudas dos lipidios) das bicamadas de lecitina muito baixa, em
torno de -5°C. A Figura 8 mostra a estrutura quimica do principal fosfolipidio

encontrado na lecitina comercial, a fosfatidilcolina (FC).

u}

R *JLD”‘V’““D 5 o TH
2 = i wﬁLCH
|:| |:| ~ 1 3

CH,

Fi1 Ry Rz =fatty acid residuss

R1, Rz = residuos de acidos graxos (16 carbonos)

Figura 8: Estrutura quimica de FC, principal fosfolipidio constituinte da lecitina.

Em agua, a fosfatidilcolina organiza-se preferencialmente em
estruturas lamelares (Figura 9). Até 55% em peso de FC, predomina a fase
lamelar dispersa em agua (L,+W); entre 55-88% tem-se a fase lamelar L, pura e
entre 88-95% a fase cubica (I). Acima de 95% cristais hidratados de lecitina sdo

formados.

T +W T~ I

0 20 40 60 80 100
Fosfatidilcolina (%)
Figura 9: Diagrama de fases de fosfatidilcolina/agua, a 25°C (fase I = cubica, L, =

lamelar, W = agua, a regido cinza é de cristais hidratados de lecitina).
Adaptado de Jonsson et al. (1998).
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1.5. Monooleina (MO)

A monooleina (MO), ou glicerol monoleato, tem sua férmula estrutural
representada na Figura 10. Este monoglicerideo é insoluvel em agua e tem a
capacidade de formar diferentes fases liquido cristalinas em meio aquoso.
Apresenta caracteristicas interessantes para a sua aplicagdo: é biodegradavel,
nao toéxico, biocompativel, seguro e tém atraido grande interesse na industria
farmacéutica, de alimentos, para sistemas bioadesivos, entre outros (Steluti et

al., 2005; Bender et al., 2005).

O C|3H'OH
CHéOH

Figura 10: Estrutura quimica da monooleina (MO).
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A Figura 11 mostra o diagrama de fases binario de MO/agua, de onde
observamos que este surfactante forma uma fase lamelar cristalina de 95-100%
de MO, a faixa de 81-95% de MO ainda forma uma fase lamelar liquido-
cristalina. Entre 60-78,5% de MO tem-se uma fase cubica reversa, e de 50-60%
de MO esta fase coexiste com excesso de agua, esta fase clbica também é
encontrada na faixa entre 78,5-81% de MO em equilibrio com a fase lamelar

liquido cristalina (Briggs et al., 1996).

L+ égua I, Lq L.
50 60 70 80 90 100
MO (%)

Figura 11: Diagrama de fases binario de MO/agua, a 25°C (L¢: fase lamelar cristalina;
L,: fase lamelar liquido cristalina; I,: Cubica reversa, a faixa em branco é
uma regiao de duas fases). Adaptado de Briggs et al. (1996).

1.6. Oleo de soja (0S)

Os Oleos vegetais em geral sdo compostos principalmente por
glicerideos, formados pela esterificagdo de uma molécula de glicerol com até
trés moléculas de acido graxo. O dleo de soja comercial é composto
principalmente por uma mistura de glicerideos formados por diversos acidos
graxos saturados, como o palmitico (9,0-14,5%), estearico (2,5-5,0%), araquidico
(tracos), behénico (tracos), lignocérico (tracos), acidos graxos mono-insaturados,
como o palmitoléico (tracos) e o oléico (18,0-34,0%), e acidos graxos poli-
insaturados, como o linoléico (45,0-60,0%) e o linolénico (3,5-8,0%) (O’Brien,

1998).
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O complexo da soja, formado por gréos de soja, farelo e éleo, tem
atualmente um grande peso nas exportacdes brasileiras e um dos principais
responsaveis pelo saldo positivo em nossa balanga comercial. Este fato constitui
um estimulo a mais para o estudo de produtos derivados da soja, como o 6leo e

a lecitina.

1.7.  Oleo Essencial de Laranja

Anualmente s&o produzidas milhares de toneladas de O6leos
essenciais de frutas citricas, principalmente de laranja e limao. O Brasil € o maior
produtor mundial de éleo essencial de laranja. Este produto possui grande
importancia na balanca comercial brasileira e & exportado como matéria-prima

importante para as industrias de alimentos, tintas, bebidas, cosméticos e

perfumes.
CH. HT  OH
3 \/
k)
ZH4
- F‘/_,
CH
Limoneno Linalol

Figura 12: Estrutura quimica do Limoneno e do Linalol, principais componentes do 6leo

essencial da casca de laranja.
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O 6leo essencial da casca de laranja é um sistema complexo que
contém mais de 200 componentes, onde os componentes de maior ocorréncia
sdo limoneno e o linalol, cujas estruturas quimicas estdo representadas na

Figura 12 (Aburto et al., 1998; Vieira de Melo et al., 1997).

1.8. Vitaminas e Sais

Definidas como um grupo de diversos nutrientes essenciais que
atuam como coenzimas, antioxidantes e como fator que envolve a regulagéao
génica. Estes compostos sao constituintes minoritarios em alimentos, sendo, de
grande interesse maximizar a sua retencao e reduzir a sua oxidagao e reacao
com outros constituintes dos alimentos (Fennema, 1996). Além do uso no
enriquecimento de alimentos as vitaminas sdo importantes na industria de
medicamentos, e na industria de cosméticos onde estes compostos sdo usados
em cremes. A retengd@o das vitaminas no interior das micelas de MEs aumenta a
solubilidade destas vitaminas em meios de hidrofobicidade contraria e as protege
de reacdes com compostos presentes na fase continua da ME.

Neste trabalho foram incorporadas duas vitaminas, folato e acido
ascorbico (vitamina C), e dois sais, sulfato ferroso e cloreto de sodio, no interior
micelar das MEs W/O constituidos de 6leo de soja, surfactantes e agua,
constituindo assim, o que chamamos de “6leo enriquecido” com vitamina e sais

minerais.
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1.8.1. Acido Félico (AF)

O termo folato refere-se a uma classe de compostos hidrofilicos que
tém estrutura quimica e atividade similar ao acido félico, cuja estrutura é
mostrada na Figura 13. A necessidade humana desta vitamina geralmente nédo é
atingida devido, em parte, as perdas do folato durante o processamento e
preparo dos alimentos. Esta vitamina € adicionada em produtos derivados de
cereais, p. ex. farinhas, massas e paes, no intuito de reduzir o risco de ma
formacao do feto acarretada pela sua deficiéncia. A gama de produtos
enriquecidos com esta vitamina é relativamente pequena (Fennema, 1996), e a
solubilizacdo do folato em MEs de W/O pode ser uma alternativa para aumentar

0 numero de produtos enriquecidos com esta vitamina.

OH H O H COCH
|| |
N CH,— N C—-N—-C- CH,— CH, - COOH
‘ H
J\ /
H,N N

N

Figura 13: Estrutura quimica do acido félico (folato).
1.8.2. Acido Ascorbico (AA)

A vitamina C é um nutriente essencial porque nao pode ser

sintetizada pelo nosso organismo, tendo de ser fornecida por ingestdo de
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alimentos ou medicamentos. Linus Carl Pauling,” considerava a vitamina C como
"uma substancia que participa em quase todas as reagdes quimicas que
acontecem no nosso organismo, sendo imprescindivel em muitas delas".

O &cido ascérbico ou vitamina C (Figura 14) é uma substancia que

tem como propriedade caracteristica o seu poder redutor. Este acido consegue

reduzir o ion férrico Fe(lll) no ion ferroso Fe(ll), e o iodo I, no iodeto | ', devido ao

seu poder redutor, além de varias outras aplicagées quimicas (Fennema, 1996).

HO

HO OH
OH

acido ascorbico

Figura 14: Estrutura quimica do acido ascérbico (vitamina C).

1.8.3. Sulfato Ferroso

O ferro tem recebido maior atengdo do que outros minerais na
nutricdo humana, pois ele € um elemento essencial. O ferro € componente de

varias enzimas e do grupo heme na hemoglobina e na mioglobina, nas quais

" Linus Pauling (1901-1994) foi um dos maiores quimicos de todos os tempos e um
cidadao muito importante. Foi a Unica pessoa a receber o Prémio Nobel por duas vezes,
por motivos completamente diferentes. Em 1928 o cientista hungaro Albert Szent-
Gyorgyi (1893-1986) descobriu e isolou o fator anti-escorbuto, que foi denominada de
vitamina C, ou acido ascérbico. Ele ganhou o prémio Nobel de 1937 por essa
descoberta. Essa vitamina ficou bastante popularizada a partir das pesquisas de Linus
Pauling, que, revelou a importancia dessa vitamina em terapias em processos
infecciosos, como em gripes.
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desempenha papel importante no transporte, estocagem e armazenamento de
oxigénio. A deficiéncia deste composto acarreta na anemia (que atinge 30% da
populagdo mundial), na alteracdo no desenvolvimento mental e no decréscimo
na imunidade (Fennema, 1996).

A adicdo de ferro em alimentos € uma maneira de suprir esta
deficiéncia, porém, em alguns casos, ela é dificultada, pois algumas formas de
ferro catalisam a oxidagao das vitaminas A, C e E. Em muitos casos, formas que
sdo altamente biodisponiveis, sdo também as mais cataliticamente ativas, e
formas que sao relativamente inertes tendem a ser pouco biodisponiveis.

Uma alternativa para adigdo de ferro em alimentos consiste na
retencao de ions deste composto na fase hidrofilica de MEs de W/O. Retido em
MEs, o ferro também melhora a sua solubilidade em meios lipofilicos.

O ferro é um catalisador da reacdo de oxidacao de triglicerideos
(O’Brien, 1998), portanto, na adicao deste composto em uma ME a base de 6leo
de soja deve se contar com a completa retengéo do ferro no interior das micelas,
para evitar a hidrélise dos triglicerideos presentes no 6leo de soja. A quantidade

de ferro retido pelas MEs deve ser tal que néo afete a estabilidade do sistema.

1.9. Métodos de investigacao

1.9.1. Reologia

Solugbes diluidas, onde as particulas da fase dispersa nao interagem

entre si, podem ter a viscosidade relacionada a fragdo volumétrica da fase
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dispersa através de equacdes analiticas, como a desenvolvida por Einstein (Rao,
1999):

n, =1+25¢ (12)
onde ¢ é a fracao volumétrica da fase dispersa,e 1, € a viscosidade relativa (n, =
n/ms), sendo n a viscosidade do sistema e 1 a viscosidade da fase continua.

A dependéncia entre a viscosidade e a concentragdo de solugdes
reais (nao diluidas, com particulas da fase dispersa interagindo entre si) pode
ser representada por equacdes empiricas e semi-empiricas existentes na
literatura (Moulik e Paul, 1998). As MEs sao sistemas complexos e uma Unica
relacdo matematica ndo pode seguramente descrever bem o comportamento da
viscosidade.

Para relacionar a viscosidade de algumas MEs foi usada a equacéao

de Mooney (Moulik e Paul, 1998):

b
1-co

n, =exp (13)

onde b e c sdo constantes relacionadas, respectivamente, a viscosidade
intrinseca da dispersdo e com a interacao entre as particulas.
Outra equagédo também utilizada para relacionar a viscosidade

relativa de MEs a fragdo volumétrica da fase dispersa é a de Krieger (Moulik e

_V¢m
¢
=[1-— 14
N ( q)mj (14)

onde v e ¢, sao, respectivamente, a viscosidade intrinseca da disperséo e a

Paul, 1998):

fragdo maxima de empacotamento.
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1.9.2. Condutividade Elétrica

A condutividade de uma ME pode variar drasticamente dependendo
do tipo da ME (O/W, W/O ou bicontinua). MEs de O/W tém condutividade
préxima a do meio aquoso, enquanto ME de W/O apresentam valores de
condutividade muito baixos. Nas MEs bicontinuas a condutividade também é
significativamente alta (Moulik e Paul, 1998). Desta forma a condutividade das
MEs pode ser extremamente importante na determinacao do tipo de ME formada
em um sistema.

Em fragdes volumétricas de agua maiores o fendmeno de percolacao
governa a condutancia das MEs de W/O (Mitra e Paul 2005). Este fenébmeno
ocorre em misturas onde ha um condutor e um isolante. Em MEs de W/O as
gotas contendo ions dos surfactantes aproximam-se a uma distancia onde
ocorra troca de cargas entre elas. MEs de W/O formadas por surfactantes nao
ibnicos, poréem contendo sais na fase aquosa, também exibem o fenémeno de

percolacao.

1.9.3. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Técnica importante na determinacdo do tamanho molecular de
particulas de dimensdes coloidais em geral e de coldides de associagdo em
particular, incluindo micelas, vesiculas e MEs (Brown, 1993). Neste trabalho foi
usado espalhamento dindmico de luz (DLS) para identificar MEs através do

tamanho e verificar o efeito da composicdo no tamanho das MEs.
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O método consiste em medir a funcdo de auto-correlacdo da
intensidade da luz espalhada. Para uma particula essa funcdo decai
exponencialmente com o tempo e, para um conjunto de particulas, a funcao é
uma soma de exponenciais. O tempo de relaxagao, caracteristico do sistema, é
proporcional ao coeficiente de difusédo do elemento de volume de espalhamento
e obedece a uma fungéo distribuicdo, cujo maximo corresponde ao coeficiente
de difusdo médio da particula, que equivale a soma do espalhamento de luz dos
elementos de volume. A partir do coeficiente de difusdo médio das particulas,
obtido da funcao distribuicdo do tempo de relaxagdo, obtém-se, usando a
equagao de Stokes-Einstein, o raio hidrodindmico médio (R.) dessa particula.
Normalmente esses valores sdo obtidos a diluicdo infinita da amostra, ou seja,
mede-se o coeficiente de difusdo em funcdo da concentracdo de particulas, e
extrapolam-se esses valores para a concentragao zero. R;, é, portanto, obtido do

coeficiente de difusdo da particula (ME) a diluicdo infinita.

1.9.4. Espalhamento de Raio-X a Baixo Angulo (SAXS)

O espalhamento da radiagdo pela matéria € um comportamento
universal e é de grande importancia pratica. Na técnica de SAXS a radiacéao é
espalhada elasticamente pela amostra e a radiacdo resultante espalhada é
analisada fornecendo informag¢des sobre o tamanho e forma das estruturas
presentes na amostra. Sistemas coloidais sdo formados por materiais de
diferentes naturezas e consistem na maioria das vezes em sistemas de dois ou
mais componentes que podem se agregar em uma grande variedade de

estruturas distintas, como por exemplo, MEs. Uma descricdo detalhada das
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estruturas formadas nestes sistemas é necesséria para o seu entendimento e
aplicacao. A técnica de SAXS é uma das Unicas técnicas que fornece detalhes

estruturais, suas interacdes, e transicbes de fases em sistemas micelares e de

ME.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos:

A construcao de diagramas de fases ternarios e pseudo-ternarios
parciais de misturas de agua, surfactantes (AOT, MO e FC) e
Oleos vegetais (6leo de soja comercial ou dleo essencial de
laranja), a fim de identificar as fases isotropicas de microemulsées
(MEs).

A caracterizagdo das fases de MEs por reologia, espalhamento
dindmico de luz (DLS) e espalhamento de raio-X a baixo angulo
(SAXS).

O estudo da incorporagao de constituintes de interesse alimentar
(acido ascorbico, &cido félico, sulfato ferroso e NaCl) pelas MEs
de dleo de soja.

O estudo reolégico e de estabilidade oxidativa das MEs de 6leo de
soja enriquecidas com &cido ascérbico, acido fdlico, cloreto de
sbédio e sulfato ferroso e a comparacdo com o 6leo de soja

comercial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Componentes

O Bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sédio (AOT), com 99% de pureza,
e a L-o-Fosfatidilcolina (FC) extraida da soja, com 30% de pureza (0s
contaminantes sao principalmente fosfolipideos, com destaque para a L-o-
Fosfatidiletanolamina), foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A monooleina (MO),
com 40% de pureza (30% de dioleina e 30% trioleina), foi adquirida da Fluka. O
sulfato ferroso, com 99% de pureza, foi adquirido da Analitica. O &acido
ascorbico, com 99% de pureza, foi adquirido da Sigma-Aldrich. O acido félico,
com 98% de pureza, foi adquirido da Vetec. O éleo de soja (Cargill) foi adquirido
comercialmente, e o 6leo essencial de laranja foi doado pela Bascitrus e também
€ de grau comercial. Todos os compostos foram usados sem tratamento ou

purificacdo adicional.

3.2. Diagrama de Fases

Os diagramas de fases pseudo-ternarios de Oleo de
soja/agua/surfactante:co-surfactante foram feitos para razdes de massa fixas de
surfactante:co-surfactante.

Para a construgdo dos diagramas de fases foram desenhadas linhas
de diluicdo tracadas a partir de pontos do diagrama que representam 0% de
agua, até o vértice do triangulo onde se encontra o valor de 100% de agua. As

linhas de diluicdo foram denotadas arbitrariamente com os valores das
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intersecdes destas linhas com o eixo surfactante/6leo (por exemplo a linha que
sai do ponto de 25% de surfactante e 75% de 6leo é chamada de 25:75). A
Figura 15 mostra um tridgulo de Gibbs com algumas linhas de diluicao
selecionadas. Este método € bastante conveniente para sistemas liquidos (Garti

et al., 2001).

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Solvente

Figura 15 - Triangulo de Gibbs para a construgcdo de diagramas de fases ternarios,

contendo as linhas de diluicao.

Misturas de Oleo/surfactante (surfactante e cosurfactante) em razées

de massa pré-determinadas foram preparadas em tubos de cultura selados por
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tampas rosqueéaveis. Para cada diagrama foram preparadas inicialmente 19
amostras com as seguintes fragdes de surfactante:6leo: 5:95, 10:90, 15:85,
20:80, 25:75, 30:70, 35:65, 40:60, 45:55, 50:50, 55:45, 60:40, 65:35, 70:30,
75:25, 80:20, 85:15, 90:10, 95:5. As amostras contidas nos tubos foram tituladas
com agua deionizada, e a cada 2 a 5% em massa de aumento do contetudo de
agua as amostras foram agitadas vigorosamente em um agitador tipo vortex e
entdo deixadas em repouso por 24 horas, até atingir o equilibrio e serem
analisadas.

As diferentes fases foram determinadas observando as amostras
através de dois polarizadores cruzados (posicionados em angulo de 90°), que
permite, de maneira simples e segura, afirmar se a amostra é birrefringente ou
nao. As amostras birrefringentes, observadas através dos polarizadores
cruzados, sao brilhantes, enquanto que as nao-birrefringentes sao opacas.
Amostras isotropicas que permaneceram transparentes e homogéneas apds
nova agitagao foram consideradas regides de ME no diagrama de fases. Todas
as medidas foram realizadas em temperatura ambiente (aproximadamente 25

°C) e as perdas por evaporacao foram desconsideradas.

3.3. Fracao Volumétrica da Fase Dispersa

A fracao volumétrica da fase dispersa (¢) é definida como:

(I) — Vmicelar (1 5)
Vsistema
onde V é o volume. Ou segja,
¢ — Vsistema B Vcontinua (1 6)

\Y

sistema
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V., .
— 1 _ continua 17
¢ v (17)

sistema

O volume da fase continua & composto pelo volume do 6leo de soja e
dos diglicerideos e triglicerideos presentes na mistura da monooleina (MO) como
na equacao:

v

continua

=V

6leo

+V

impureza

(18)

_mSBO + m

continua

\Yj sistema O,6(X . ) (1 9)

p SBO p impurezas

onde p é a densidade, m € a massa e X é a fracdo massica dos componentes e
a constante 0,6 € a fracdo massica de impurezas na amostra de MO.
Substituindo a equacgéo (19) em (17), temos:

q) — 1 _ (XSBO psistema + XMO psistema 0,6] (20)

SBO p impurezas

As densidades das MEs e do dleo de soja foram medidas por

picnometria.

3.4. Reologia

Os experimentos de reologia foram realizados usando um reémetro
rotacional do tipo cone e placa Brookfield (Brookfield Engineering Laboratories,
modelo RVIII, Stoughton, MA, USA). O equipamento foi operado com o cone
variando a velocidade de 10 a 250 rpm, variando de 10 rpm a cada 10 segundos.
Dados de tensao de cisalhamento e taxa de deformacao foram coletados usando
o programa Rheocalc (Brookfield Engineering Laboratories). Foi utilizado um
banho termostatico acoplado ao aparelho para manter a temperatura do

experimento em 25°C.
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3.5. Condutividade Elétrica

As medidas de condutividade elétrica foram realizadas em
temperatura ambiente usando um condutivimetro Hanna (modelo HI 9032),
equipado com um eletrodo com constante de cela igual a 1,0. As medidas foram
realizadas em diferentes composicées, em linhas de diluicdo com razao

6leo/surfactante constante, por titulagdo de 4gua com uma microseringa.

3.6. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

As medidas de espalhamento de luz foram realizadas usando um
equipamento Zeta Sizer 3000 HS, operando com um laser com poténcia de 10
mW. A fonte luz é um de laser de He-Ne, com comprimento de onda de 633 nm.
Todas as medidas foram realizadas com as amostras em temperatura de 25°C.

Neste trabalho foi usado espalhamento dinamico de luz (DLS) para
identificar MEs através do tamanho e verificar o efeito da composicdo no

tamanho das MEs.

3.7. Espalhamento de Raio-X a Baixo Angulo (SAXS)

Também foram realizadas medidas de SAXS objetivando, assim
como as medidas de espalhamento de luz, identificar as fases de MEs nos
diagramas de fases, através do perfil das curvas de intensidade de
espalhamento vs. vetor de espalhamento g = 4nsen6/A, onde 26 é o angulo de

espalhamento.
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As medidas de SAXS foram realizadas em um equipamento
convencional Rigaku Denki, equipado com um alvo de Cu Koo em um anodo
rotatério e um monocromador para um comprimento de onda A=1,54 A, e uma
placa detectora de imagem, localizada a 48,5 cm da amostra condicionada em
capilares de 1,5 mm de didmetro. As imagens foram analisadas usando um
scanner STORM 820 (Molecular Dynamics) usando o programa Imagequant, a
fim de obter as curvas de espalhamento, ie., intensidade vs. angulo de

espalhamento q. As medidas foram obtidas a 25 °C.

3.8. Estabilidade Oxidativa

A estabilidade oxidativa do 6leo de soja e das MEs foi avaliada pelo
método de Rancimat. A estabilidade foi expressa em tempo de indugdo de
oxidacdo em horas, com a utilizacdo de um equipamento Rancimat 743
(Metrohm). Uma vazéo de ar (20 I/h) foi borbulhada através da amostra de dleo
ou ME (3,0 g) aquecido a 110 °C e os produtos volateis da degradagédo foram
absorvidos em 60 ml de agua destilada, aumentando a condutividade da agua. O
tempo de inducédo de oxidagao foi definido como o tempo necessario para se

alcangar o ponto de inflexdo da curva de condutividade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sistema 6leo de soja (OS)/FC:AOT/ agua

4.1.1. Diagramas de Fases

Foram investigadas misturas ternarias de OS/AOT/agua e nenhuma
regido de ME monofasica foi encontrada devido a baixa solubilidade do AOT em
6leo de soja (menor que 1%), 0 que nao proporciona uma tensao superficial
suficientemente baixa para formagdo de MEs. Apesar do AOT ser insoluvel em
6leo de soja ele pode formar grandes regides de ME de dgua em 6leo (W/O)
com outros solventes apolares como iso-octano e p-xileno (Evans e
Wennerstrom, 1999; Sjéblom et al., 1996). Sendo assim, ele foi mantido como
co-surfactante para os sistemas com FC e MO.

Misturas de OS/FC/agua também foram investigadas e nenhuma
regiao isotrépica e transparente monofasica de MEs foi encontrada. O 6leo de
soja é composto por triglicerideos de cadeia longa, assim como as caudas
hidrofébicas de FC (16 carbonos), o que favorece a diminuicdo da tensao
interfacial entre a face hidrofébica de uma monocamada de FC e a fase 6leo de
soja. Porém, FC é insoluvel em agua e, portanto, sendo o Unico surfactante, nao
¢ eficiente para baixar a tensao interfacial com este solvente e formar MEs.

A combinacao de FC e AOT (AOT possui caudas mais curtas) diminui
a tensao interfacial entre o 6leo de soja e agua, formando MEs em algumas
composicoes do sistema. Para este sistema pseudoternario foram construidos

trés diagramas de fases de 6leo de soja/FC:AOT/agua, nas razdées FC:AOT de
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1:2, 1:1 e 2:1, mostrados na Figura 16. As regides de MEs de W/O (L,) ocupam
areas, respectivamente, de 1,4, 2,1 e 1,4%, da area total do diagrama.

Nas regides vizinhas as fases de MEs coexistem duas fases em
equilibrio, sendo uma de ME e a outra fase birrefringente (provavelmente uma

fase lamelar, p = 1).

920

FC:AQOT (1:2)

20

90

FC/AOT (1:1)

10 20 30 40 50 60 70 80

10 20 30 40 50 60 70 80 920

Agua FC:AOT (2:1)

Figura 16: Diagramas de fases pseudoternarios de 6leo de soja/FC:AQOT/agua para
razbes de FC:AQOT de 1:2, 1:1 e 2:1. As &reas hachuradas representam as
regides monofasicas de MEs (L,) e ao redor regides de duas fases MEs +

uma fase birrefringente (Lo + L¢ ).
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As estruturas dos agregados formados por surfactantes podem ser
preditas pelo parametro de empacotamento, p = v/(a . I) (Eq. 1). Como vel, ndo

sao dependentes da forca ibnica e a diminui com o aumento desta forca, para
surfactantes i6nicos devido a efeitos de blindagem eletrostética, a adicao de ions
ao sistema aumenta o parametro de empacotamento causando altera¢cdes nas
estruturas dos agregados.

Diante disso, foram construidos diagramas de fases pseudoternarios
na presenca de NaCl (fase aquosa), na tentativa de se obter sistemas com
regibes maiores de MEs. Tais diagramas foram construidos para a razao
FC:AOT 1:1, que apresentou a maior area de MEs. A Figura 17 representa os
diagramas de fases dos sistemas 6leo de soja/FC:AOT(1:1)/solucdo aquosa de
NaCl, com conteudo massico de NaCl de 0, 2, 5, 8, 11 e 15% em peso,

respectivamente.
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NaCl 15%

NaCl 11%

NaCl 8%

10 20 30 40 50 60 70 80 %

NaCl 5%

10 20 30 40 50 60 70

NaCl 2%

10 20 30 40 50 60 70 80 9

Agua FC:AOT (1:1)

Figura 17: Diagrama de fases pseudoternarios de 6leo de soja/FC:AOT(1:1)/solugéao
aquosa de NaCl 0, 2, 5, 8, 11 e 15%. As areas hachuradas representam as
regides monofésicas de MEs (L,).

De acordo com os diagramas de fases para OS/FC:AOT/solugdo aquosa,
para o sistema livre de sal, estruturas  birrefringentes (possivelmente
lamelas,p=1) préximas a borda da fase L., se revertem para a fase de MEs de
W/O (p > 1) na presenca de NaCl. O sal, portanto tende a expandir a area da
fase L, até um valor maximo para NaCl 11%; acima desta concentragéo o efeito
de blindagem das cargas é saturado, e a area da fase de ME permanece
constante, como mostra a Figura 18. Também pode ser observado na Figura 17
que as mudangas mais pronunciadas na area de MEs ocorre na regido mais
concentrada em surfactantes, onde o efeito de blindagem das cargas dos grupos

polares € mais pronunciado.
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Figura 18: Area de formacdo de MEs versus fragdo massica de NaCl em solugédo

aquosa.

4.1.2. Reologia

Uma investigacao reoldgica foi feita em amostras da fase L, na presenca
e auséncia de NaCl 11% para obter informacdes estruturais sobre esta fase.

Graficos de tensao de cisalhamento em funcido da taxa de deformagéao
foram construidos e todas as amostras analisadas apresentaram uma relacao

linear entre as duas grandezas, ou seja, todas elas obedeceram a lei de Newton
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da viscosidade, T =1.7Y, sendo entdo classificadas como fluidos Newtonianos e
podendo ser encontrada a viscosidade do sistema através um ajuste linear.
Como exemplo disto temos o reograma apresentado na Figura 19, para a linha

de diluicao 95:5 sem agua.

Tensao de Cisalhamento (Pa)

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000

Taxa de Deformacéo (s™)

Figura 19: Tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para
amostra encontrada na linha de diluicao 95:5 (6leo:surfactante) sem

agua, no diagrama FC:AOT 1:1.

Na Figura 19 um ajuste linear foi conseguido, com um coeficiente de
correlagdo r = 0,9999, e a viscosidade encontrada € igual a 56 cP. Estudos

reoldgicos realizados em microemulsdes indicam que este sistema geralmente

57



Resultados e Discussao

exibe um comportamento newtoniano e que a viscosidade depende da estrutura
(Garti et al., 2006; Yaghmur et al., 2003).

A Figura 20 mostra a viscosidade como func¢ao das linhas de diluicao
x:y (surfactante:SOB), na auséncia e na presenca de solugcdo aquosa (11 %
NaCl). Nota-se uma pequena inversdo nas curvas ao redor da linha de diluicdo
70:30. No entanto, o ponto exato onde ocorre a mudanca nao é bem definido
porque os valores de viscosidade das amostras com e sem solu¢cdo aquosa se
aproximam e a diferencga entre as viscosidades dos pontos intermediarios (65:35,
70:30, 75:25 e 80:20) é menor do que o desvio padrao das medidas, dessa
forma tornando inexato o ponto de inversdo de comportamento. A baixo (acima)
deste ponto a viscosidade € maior (menor) para as MEs secas. O aumento na
viscosidade com o conteudo de solugdo aquosa, ao longo de uma linha de
diluicdo (acima da linha de diluicdo 70:30), deve estar relacionado ao aumento
no tamanho e na interacdo entre micelas esféricas em uma ME de W/O,
comportamento também encontrado por outros pesquisadores com outros
sistemas (Note et al., 2006; Garti et al., 2006; Polizelli et al., 2006 e Yaghmur et
al., 2003). O aumento no tamanho das micelas nesta regiao foi confirmado por
experimentos de DLS. O di@dmetro médio das micelas ao longo da linha de
diluicao 95:5 aumentou de 4,8 para 7,3 nm quando o conteldo aquoso variou de

0,5 para 1,0%.
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Linha de Diluicdo
Figura 20: Viscosidade vs linha de diluicao (x:y) para o sistema OS/FC:AOT(1:1)/solucao
aquosa de NaCl (11%), para dois conteldos aquosos (0 e 2%). A seta indica

o ponto de inversao das curvas.

No entanto, para linhas de diluicdo abaixo da 70:30 a viscosidade
diminuiu com o aumento do contedudo aquoso, o que pode ser notado mais
claramente na Figura 21. Uma hipétese é a existéncia de agregados micelares
reversos nao esféricos na fase isotrépica. Resultados similares foram
encontrados por Fanun et al. (2001). Steytler et al. (1996), através de dados de
viscosidade, também reportaram uma transicdo de agregados n&o-esféricos
(cilindricos) para agregados esféricos, confirmado por experimentos de SANS. O
aumento no conteldo aquoso hidrata os grupos polares tornando os agregados

mais esféricos, diminuindo assim a viscosidade do sistema. O sinal de
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espalhamento dindmico de luz (DLS) para esta parte do diagrama de fases
gerou uma correlagdo ruim, o que é um forte indicio de que estes agregados

realmente ndo sio esféricos.
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Figura 21: Viscosidade vs contelido aquoso para o sistema OS/FC:AQOT(1:1)/solugcéao

aquosa de NaCl (11%), para a linha de dilui¢do 30:70.

4.2. Sistema 6leo de soja (0OS)/MO:AOT/agua

4.2.1. Diagramas de Fases
No diagrama de fases ternario de 6leo/MO/agua, Figura 22, foi
identificada uma regiao, monoféasica, isotropica e transparente de MEs, que

ocupa uma area de 6,5% da area total do diagrama.
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O 6leo de soja contém 23,3% de acido oléico formando triglicerideos
(O’Brien, 1998), o que permite que a MO seja totalmente sollvel neste 6leo.
Consequientemente, a tensdo interfacial entre a face hidrofébica de uma
monocamada formada por MO em éleo de soja, € baixa e favorece a formacéao

de MEs.

70 80 90

MO:AOT (2:1)

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Agua MO/AOT (1:1)

Figura 22: Diagramas de fases ternarios e pseudoternarios para os sistemas 6leo de
soja/MO/agua e 6leo de soja/MO:AOT/agua para razdes de MO:AQOT de 1:1,
2:1 e 3:1. As areas hachuradas representam as regides monofasicas de

MEs.

A combinagdo de MO e AOT causou uma diminuigcdo da tensao
interfacial entre as fases de éleo de soja e agua, suficiente para a formagao de
MEs em uma vasta gama de composicées do sistema. Para este sistema

pseudoternario  foram  construidos trés diagramas de fases de
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6leo/MO:AQT/agua, para as razées de MO:AOT 1:1, 2:1 e 3:1, mostrados na
Figura 22. Nesses diagramas, as regides de MEs ocupam, respectivamente,

30,2, 31,6 e 24,4%, da area total do diagrama.

4.2.2. Reologia

A fase isotrépica e transparente de MEs (na mesma coloracao do
6leo puro) identificada no diagrama de 6leo de soja/MO:AOT/agua, com razéo de
MO:AOT 2:1 (maior regidao de MEs), foi investigada por experimentos de reologia
realizados sistematicamente em amostras sobre as linhas de diluicdo (que
mantém constante a razao 6leo:surfactante, variando a composi¢ao da agua).

Todas as amostras investigadas tiveram comportamento newtoniano
como pode ser confirmado pelo comportamento linear observado no grafico de
tensao de cisalhamento versus taxa de deformacao mostrado na Figura 23, para
amostra sobre a linha de diluicao 100:0 (surfactante:6leo) com uma fragao
massica de agua de 0,15.

As Figuras 24 e 25 mostram o efeito do conteddo de agua na
viscosidade relativa da mistura, para as linhas de diluicao de 50:50, 60:40, 70:30,
75:25, 80:20, 85:15, 90:10 € 100:0. Um aumento no conteludo de agua nas MEs
ocasiona, inicialmente, uma diminuicdo da viscosidade relativa até um valor
minimo, a partir do qual o comportamento se inverte e a viscosidade aumenta.
Este comportamento sugere a existéncia de duas regides isotrépicas e
transparentes, onde as MEs se comportam de maneira diferente e a transicao de
fases ocorre no minimo de viscosidade. Polindmios de ordem quatro foram

ajustados aos dados experimentais de viscosidade e o0 minimo de cada grafico
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foi encontrado, e tomado como ponto da fronteira entre essas fases,
denominadas L, e L,", como indicado na Figura 22.

Transformando as razdes agua/surfactante da fronteira entre as fases
L, e L, de massicas para molares e considerando a impureza da MO, como
mostra a equacgéao (21), foi encontrada a razdo de aproximadamente 4,7 + 0,9
moléculas de dgua por molécula de surfactante, na transicao entre L, e L',. Este
valor se aproxima de dados encontrados na literatura do maximo de agua ligada

por molécula de surfactante (Fioretto et al., 1999).

180 -
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Taxa de Deformacéo (s™)

Figura 23: Tensao de cisalhamento em fun¢do da taxa de deformagado para amostra
encontrada na linha de diluicdo 100:0 (surfactante: 6leo) com uma fragéao
massica de agua de 0,15 no diagrama com razao MO:AQOT 2:1.
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(21)

Na fase L, o aumento da viscosidade esta relacionado ao aumento da
fracao volumétrica das micelas reversas (fase dispersa), que favorece o aumento
do contato e, conseqlentemente, do atrito entre as micelas durante o

escoamento, aumentando assim a viscosidade do sistema.
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Figura 24: Viscosidade Relativa em fungéo da fragcdo massica de agua para as linhas de
diluicdo 50:50, 60:40 e 70:30 do diagrama com razdo MO:AOT 2:1.

Na Figura 25 nota-se que na regido L,’, na auséncia de agua, n;
aumenta com o aumento da razdo surfactante/6leo. No entanto, este

comportamento se inverte para fase L,, onde n, diminui com o aumento da
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razao surfactante/éleo, provavelmente devido a reducao do tamanho das micelas
(confirmado pelos dados de DLS mostrados a seguir) causado pelo aumento da

area interfacial especifica.

2,5 T T T T T T T T T T T T T

Figure 25: Viscosidade Relativa em fungéo da fragcdo massica de dgua para as linhas de

diluicdo 75:25, 85:25, 90:10 e 100:0do diagrama com razao MO:AOT 2:1.

Para a fase L, de MEs foram construidos gréaficos de viscosidade
relativa versus fracao volumétrica da fase dispersa, mostrado nas Figuras 26-28.
As relagdes de Krieger e Mooney (equacgdes 13 e 14) foram ajustadas a estes
resultados. A equacdo de Money se ajustou melhor aos dados, considerando-se
os coeficientes de determinacdo r°. Estes pardmetros estatisticos e os

parametros obtidos pelo ajuste estdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 26: Viscosidade relativa vs. fragcdo volumétrica micelar para a linha de diluicao

80:20 do diagrama com razao MO:AQOT 2:1.
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Figura 27: Viscosidade relativa em funcéo da fracdo volumétrica micelar para a linha de
diluicdo 85:15 do diagrama com razao MO:AQT 2:1.
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Figura 28: Viscosidade Relativa em fungéo da fracao volumétrica micelar para a linha de

diluicao 90:10 do diagrama com razdo MO:AOT 2:1.

Tabela 1: Pardmetros obtidos pelo ajuste da equacdo de Mooney aos dados de

viscosidade relativa em funcao da fracdo micelar volumétrica.

Linha de diluicdo c b r°
80:20 0,596 1,851 0,9998
85:15 0,878 1,305 0,9985
90:10 0,904 1,088 0,9986

Observa-se que o parametro de interagao intermicelar ¢ aumenta com
0 aumento da razao surfactante:6leo (indicado pelas linhas de dilui¢cao), ou seja,

com o aumento da fracdo volumétrica da fase dispersa. Além disso, o parametro
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b, relacionado a viscosidade intrinseca, diminui com o aumento da razdo
surfactante:6leo, devido a diminui¢cdo do raio hidrodindmico das gotas dispersas
(confirmado pelos experimentos de DLS mostrados adiante). Este fato pode ser
entendido pelo aumento no contetdo de surfactantes que possibilita um aumento
na area interfacial (a4gua/éleo) por volume, o que leva a formagéao de micelas
menores com grande &rea interfacial. Os valores do parametro de ajuste 7 estdo
préximos da unidade, indicando bom ajuste das curvas aos dados experimentais.

A viscosidade na fase L,” exibe um comportamento oposto ao predito
pela equagdo de Mooney, possivelmente devido a mudangas nas estruturas

formadas nesta fase, como discutido adiante.

4.2.3. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Foram realizados experimentos de DLS na regidao de MEs L, e L, do
diagrama do sistema 6éleo de soja/MO:AQOT(2:1)/agua mostrado na Figura 22. A
Figura 29 mostra uma curva tipica de DLS para o sistema, na linha de diluicao
x:y = 85:15, e fracdo massica de agua Xiga = 0,19. A curva apresenta um pico
unico e estreito em torno do didmetro médio, indicando que a amostra tem baixa
polidispersidade. A Tabela 2 mostra o efeito da composigdo da amostra no
didmetro hidrodindmico Dy e na polidispersidade das micelas reversas da fase
L.. Seguindo uma linha de diluigao x:y, o didametro das micelas Dy aumenta com
0 conteudo de agua, indicando que as MEs sao do tipo W/O. Também pode ser
notado que o tamanho das micelas diminui com o aumento da razdo
surfactante:6leo. Estes resultados condizem com o0s encontrados nos

experimentos de reologia, onde o aumento da razao surfactante/6leo diminui a
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viscosidade intrinseca das gotas da fase dispersa (micelas reversas).

Para amostras na regido Ly’ a funcéo correlacdo nao decai a zero e

os valores de diametro D. ndo podem ser estimados, pois ndo assumem um

valor dentro da faixa de valores micelares. Sendo, portanto, este método

inadequado para a determinag&o do tamanho das micelas nesta regido.
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Figura 29: Curva tipica de DLS para MEs do sistema 6leo de soja/MO:AOT(2:1)/agua,

na linha de diluigdo x:y = 85:15, e fragdo massica de agua Xagua = 0,19.

Tabela 2: Didametro e polidispersidade das micelas reversas da regido de ME W/O do

diagrama de 6leo/monooleina:AOT (2:1)/agua.

Linha de diluicdo  Conteldo massico de agua (%)

Diametro Médio (nm)

Polidispersidade

15 4,5 0,70
75:25 20 7,4 0,47
25 16,5 0,70
19 3,6 0,58
85:15 22 3,7 0,47
26 54 0,34
20:80 2 13,9 0,28

4.2.4. Espalhamento de Raio-X a Baixo Angulo (SAXS)

69



Resultados e Discussao

As Figuras 30 e 31 mostram curvas de SAXS para o sistema 6leo de
s0ja/MO:AQOT(2:1)/agua em razdes surfactante:6leo de soja (linhas de diluicdo
x:y) 80:20 e 75:25 e alguns conteudos de agua. As amostras pertencem as fases
L, ou L,", como mostrado nas legendas das figuras. Para comparacdo também é
apresentada a curva para o 6leo de soja puro. As curvas exibem um Unico pico
centrado em um valor de g%, mas com diferentes comportamentos para as fases

Lg, e Lg.
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Figura 30: Curvas da intensidade de espalhamento de raios-X em fungédo do vetor de
espalhamento g, para o0 sistema pseudoternario 6leo de
s0ja/MO:AOT(2:1)/agua. L, e L,. As curvas referem-se a uma amostra de
6leo, ao capilar vazio, e a pontos sobre a linha de diluicdo 75:25 com 0, 5e
20% de agua (os dois primeiros estdo na regido de interacdo intermicelar

forte e o terceiro na regido de interacao menor).
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Figura 31: Curvas da intensidade de espalhamento de raios-X em fungédo do vetor de

espalhamento g, para o sistema pseudoternario 6leo de
s0ja/MO:AOT(2:1)/agua. L, e L,. As curvas referem-se a uma amostra de
6leo puro, ao capilar vazio, e a pontos sobre a linha de diluicdo 85:15 com 2
e 22% de &gua (regides de interacdo intermicelar mais e menos fortes

respectivamente).

Na fase L, os picos em g* = 0.1 A" sdo assimétricos, com altas

intensidades em baixos valores de q, para ambos com 20% (p/p) de agua na

linha surfactante:6leo de soja 75:25 (Figura 30) e com 22% (p/p) de agua na

linha surfactante:6leo de soja 80:20 (Figura 31). Estas curvas tém um tipico
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comportamento assimétrico esperado para micelas esféricas, com um pico
devido ao contraste entre 0os grupos polares com a agua e a parafina (ltri e
Amaral, 1994). Na fase L', as curvas, no entanto, sdo simétricas ao redor do
pico em valores de q e podem ser interpretadas em termos de uma correlagdo
de distancia caracteristica d = 2ng ™" na faixa de 29-36 A. Uma possivel origem

para este pico é uma estrutura de ME seca, como discutido a seguir.

4.2.5. Regiao L, de MEs Secas

O possivel agregado presente na fase L," sera discutido baseado nos
resultados aqui obtidos e os presentes na literatura para sistemas similares. De
acordo com diagrama de fases (Figura 7), o sistema binario AOT/agua, na
presenca de pouca agua, a seguinte sequéncia de fases é observada: lamelar,
cubica, hexagonal reversa (J6nsson et al., 1998; Silber et al., 1999). Estruturas
cilindricas (hexagonal) sdao formadas por AOT seco (sem agua). MO pura, no
entanto, forma lamelas acima de 4% (p/p) de agua de hidratagdo, com uma
distancia entre as bicamadas de 49,3 A (Qiu e Caffrey, 2000).

O sistema AOT/ciclohexano/agua também forma micelas reversas
cilindricas com raio de aproximadamente 7,5 A (Steytler et al., 1996). O
comprimento dos cilindros decresce quando agua € adicionada, e as estruturas
tornam-se gotas de agua/éleo quando ha ~5 moléculas de agua por molécula de
surfactante, em acordo com o valor (4,7) encontrado neste trabalho para
transicéo estrutural do sistema éleo de soja/AOT:MO/agua. As gotas esféricas
encontradas por Steytler (1996) assemelham-se a fase L, do sistema 6leo de

soja /AOT:MO/agua, mas este sistema nao apresenta um valor minimo de
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viscosidade, o qual caracteriza a regiao L,” encontrada neste trabalho. A
insolubilidade de AOT em éleo de soja evidencia que a longa cadeia da molécula
de MO é crucial para mediar o empacotamento com as moléculas de
triglicerideos. A distancia de repeticdo vista por SAXS na fase L,” (29-36 A) é
muito grande para ser associada a distancia entre os grupos polares do AOT em
um grupamento cilindrico, e muito pequena para ser associada a distancia de
repeticao entre lamelas formadas por moléculas de cadeia longa como a MO ou
os triglicerideos. Os resultados de SAXS foram obtidos para amostras com
aproximadamente 1:1:1 AOT/MO/triglicerideo, em base molar, (considerando a
quantidade de triglicerideos como a soma dos presentes no 6leo de soja e nas
impurezas da amostra de MO). De posse de tais resultados, torna-se razoavel
propor uma estrutura “lamelar local”, mas com monocamadas alternando
moléculas de AOT e MO. A Figura 32 mostra um esquema de um modelo
sugerido para uma estrutura lamelar seca na fase L',, na qual a MO posiciona
seu grupamento polar préximo ao do AOT e as cadeias de todas as moléculas
sdo posicionadas para dentro da bicamada. Ha compatibilidade entre as
distancias de repeticdo encontradas por SAXS e a distancia calculada entre
moléculas de MO de duas monocamadas adjacentes, como mostrado na Figura
32. Esta estrutura apresenta um alto custo entrépico e € a razdo do carater
“local” desta estrutura. No entanto, se as cadeias de MO exibem uma
distribuicao aleatéria, as moléculas flexiveis de triglicerideos podem preencher
0s espacos vazios. A estrutura “lamelar local” deve ser nao plana, levando a nao
formacdo de uma fase lamelar liquido cristalina com uma faixa grande. Os
grupos polares do AOT e MO podem ser ligados através de uma rede de

ligacdes de hidrogénio.
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As estruturas mantém-se, enquanto as moléculas de agua sao
ligadas aos grupos polares dos surfactantes para formar MEs quase-secas, com
agua ligada no interior, e como consequéncia a viscosidade relativa é reduzida.
O minimo de viscosidade deve corresponder a transicdo de MEs com agua
ligada para MEs com agua livre no interior, iniciando a partir desta quantidade de

agua a formagao de MEs de W/O ordinarias (Figura 33).

Nineg
L
T

Figura 32: Esquema de um modelo sugerido para uma estrutura lamelar seca na fase

L",, formada por monooleina (MO), AOT e triglicerideos (TG).
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O modelo proposto para MEs na regido L,” é compativel com os

dados experimentais encontrados.

TG

TG E}M

TG

TG

Figure 33: Esquema de um modelo sugerido para as micelas reversas formadas na fase

L, formada por monooleina (MO), AOT e triglicerideos TG.

4.3. Sistema AOT/6leo essencial/agua

4.3.1. Diagrama de Fases
Foi construido um diagrama de fases ternario para o sistema 6leo

essencial de laranja (OEL)/AOT/agua. Observamos que, na auséncia de agua,
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as moléculas de AOT séao totalmente solluveis no 6leo essencial de laranja até
85% (p/p), formando uma fase homogénea L,. Nessa regido a amostra é
isotropica e tem o aspecto muito semelhante ao do 6leo essencial puro; muito
provavelmente ocorre a formacado de micelas reversas “secas” (sem agua).
Acima de 90% (p/p) de AOT cristais liquidos (Lc) sdo formados, consistindo de
estruturas birrefringentes (detectadas através dos polarizadores cruzados).
Nessa regido podemos ter tanto estruturas hexagonais como lamelares. Entre
85-90% (p/p) hd uma regido bifasica, constituida das fases isotropica e liquido-
cristalina. Quando se adiciona agua as misturas binarias de AOT/(OEL), essas
trés regides, L,, Lc e Lo+Lg, se expandem para dentro do tridngulo, conforme
mostrado na Figura 34. Alem dessas fases, observa-se uma outra fase isotropica
homogénea nas proximidades do vértice do tridngulo correspondente a 100%
(p/p) de agua. Essa fase consiste de micelas normais, ou microemulsées de 6leo
em agua (O/W), ou seja, goticulas de 6leo em agua estabilizada por AOT (néo
representada no diagrama). Ha ainda uma longa regiao bifasica, como extensao

do sistema bifasico OEL/agua.
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EOQO

Figura 34: Diagrama ternario de fases do sistema 6leo essencial de laranja/AOT/agua

(Lo: micelar reversa isotropica, Lg: Fase liquido-cristalina).

4.3.2. Reologia

Dados de viscosidade da fase L, do diagrama da Figura 34 indicam a
existéncia MEs com diferentes estruturas. As Figuras 35 — 37 mostram a
viscosidade de mostras da fase L, em fungdo do conteudo de agua, para trés
linhas de diluigao OEL:AOT = 60:40, 50:50 e 40:60. Como pode ser notado

nessas Figuras, a viscosidade aumenta de uma forma nao constante com o
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aumento no conteudo de agua. Em baixas concentragdes de agua, a viscosidade
aumenta até atingir um patamar. Apds este patamar a viscosidade volta a

aumentar até a borda da fase L.

I T I T I T I T I T

0.35 - OEO:AOT (60:40) -

0.30 .
0.25 .
0.20 -

0.15 -

Viscosidade (P)

0.10 -

0.05 .

T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

X

w

Figura 35: Viscosidade versus contetdo de 4gua para a linha de diluicao (OEL:AQT)
60:40.

A viscosidade inicialmente aumenta com o aumento de agua até 10%
(p/p) para a linha de diluicdo 60:40, e até 15% (p/p) para as linhas de diluicdo
50:50 e 40:60. Supbe-se que estas composi¢cdes correspondem ao inicio de
mudancas estruturais dos agregados formados.

Na regidao pobre em agua estas moléculas encontram-se ligadas aos

grupos polares das moléculas de AOT, e estes agregados serdo chamados de
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agregados “secos”. De acordo com experimentos de SAXS (mostrados a seguir)
os agregados “secos” tém uma geometria ndo esférica. O aumento no contelido
de agua dissocia os contra-ions dos surfactantes, aumentando a repulsao entre
0s grupos ibnicos, e conseqlentemente aumentando o tamanho dos agregados

e a viscosidade do sistema (Figuras 35 — 37).

OEL:AOT (50:50)

1,0 -

0,8 -

o
2]
|

0,4

Viscosidade (P)

0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5

Figura 36: Viscosidade versus conteudo de agua para a linha de diluicao
(OEL:AQT) 50:50.

A regido de viscosidade constante (Figuras 35 — 37) provavelmente
corresponde a transi¢cao entre os agregados “secos” e micelas reversas esféricas

(resultados corroborados por dados de SAXS mostrados a seguir), este patamar
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de transicdo se torna maior em linhas de diluicdo com maiores fragcdes de
surfactante.

Nos conteldos de agua maiores, micelas reversas esféricas formadas
aumentam de tamanho com o conteudo de &gua, e consequientemente

aumentando a viscosidade do sistema.

1 OEL:AOT (40:60) 1

Viscosidade (P)
=
|

Figura 37: Viscosidade versus conteudo de 4gua para a linha de diluicao (OEL:AOT)
40:60.

4.3.3. Condutividade Elétrica
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A Figura 38 mostra a condutividade elétrica em fungédo do conteudo
de agua para as linhas de diluicao OEL:AOT = 50:50 e 40:60. Em ambos os
casos a condutividade inicialmente aumenta até um maximo, entao diminui até
um minimo voltando a aumentar novamente.

Mais uma vez, como discutido no topico anterior, em baixas
concentracbes as moléculas de &agua solvatam os grupos polares dos
surfactantes que formam agregados nado esféricos, sendo assim o aumento da
condutividade resultado da dissociagdo dos contra-ions. O maximo de
condutividade deve estar relacionado a mudangas estruturais; préximo a esta
regido gotas de 4gua livre comegam a se formar, e, portanto, micelas reversas
esféricas. Inicialmente estas micelas encontram-se distantes umas das outras e
a condutividade do sistema cai com a adi¢gdo de agua. Esta hipétese foi proposta
por Chittofrati et al. (1992) para MEs de W/O usando éleo de perfluoropolieter
(PFPE) e um surfactante com uma cadeia hidrofébica similar ao PFPE.

Transformando as razdes agua/AOT massicas para razdes molares,
pode ser notado que 0 maximo em condutividade ocorre nas razbes 6,9, 8,0 e
7,8 moléculas de agua por molécula de AOT, para as linhas de diluicao 60:40;
50:50 e 40:60 respectivamente. Estes resultados sdo pouco maiores que 0s
encontrados para completa hidratacdo de AOT reportado por Moulik e Paul
(1998). De acordo com estes autores, seis moléculas de agua sdo necessarias
para hidratar completamente o grupamento SO’; na molécula de AOT. Nossos
dados entdo sugerem que o maximo de condutividade esta relacionado a uma
mudanga estrutural causada pela hidratagdo completa do grupo polar do AOT e
inicio da formacao de gotas de agua livre, e, consequentemente, MEs de W/O

comuns.
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A diminuigdo na condutividade é entdo causada pelo aumento na
quantidade de micelas esféricas reversas, que passam a governar a
condutividade do sistema; ao redor do minimo de condutividade todos os
agregados sao esféricos e, a partir deste ponto, o0 aumento do contetdo de agua
induz um aumento na condutividade, devido a percolagdo de ions através das
gotas de agua. O aumento no tamanho micelar com a adi¢cdo de agua favorece o
fendmeno de percolagéo de ions, como reportado para um sistema similar por

Mitra e Paul (2005).

log (x) (uScm”)

- —0— OEL:AOT (40:60)
1,5 —v— OEL:AOT (50:50)

Figura 38: Condutividade versus fragdo massica de agua para as linhas de diluigao
(OEL:AQT) 40:60 e 50:50.
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4.3.4. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

Foram realizados experimentos de espalhamento de SAXS em
amostras da regido L, do diagrama de fases mostrado na Figura 34. Nestes
experimentos foi notada uma diferenca entre os agregados da regido com baixa
razdo agua/AOT e os agregados encontrados na regido mais rica em agua.

As Figuras 39 e 40 mostram curvas de SAXS para MEs encontradas
nas linhas de diluigdo (OEL:AQOT) 50:50 e 35:65, respectivamente, para alguns
contetdos de agua. O pico corresponde aos agregados formados, e € centrado
em Qg mas com diferentes comportamentos para as regides com baixa e alta
razdo de agua/AOT, ou seja, para quantidade crescente de agua sobre as duas
linhas de diluicéo.

Na regiao com razdao agua/AOT maior (linha de diluicao 50:50, com
10, 20, 30, 40 e 50% de agua e linha de diluicao 35:65, com 20, 30, 40 e 50% de
agua) os picos em q* sdo assimétricos. Este comportamento assimétrico é tipico
de micelas esféricas, com um pico devido ao contraste entre os grupos polares
com a agua e a parafina (Itri e Amaral, 1994).

200 — T T " T T T " T " T " T T
180 ° 0%Agua |]
160 4 o 10% Agua -
1 20% Agua | A
140 v 30% Agua |-
1 40% Agua | 1
120 - ; i
°] 50% Agua | |

Intensidade

Figura 39: Curvas da intensidade de espalhamento de raios-X em fungao do vetor de

espalhamento g, para o sistema ternario OEL/AOT/agua. As curvas
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referem-se a pontos sobre a linha de diluicdo 50:50 com 0, 10, 20, 30, 40 e

50% de agua.

No entanto, na regido com baixa razdo agua/AOT (linha de diluigéo
50:50 sem agua e linha de diluicao 35:65, contendo 0 e 10% de agua) as curvas
sao simétricas ao redor do pico em valores de g e podem ser interpretadas em

' na faixa de 29-

termos de uma correlacao de distancia caracteristica d = 2ng—
39 A. Uma possivel razdo para estes picos simétricos é uma estrutura de ME
seca com uma geometria ndo esférica, como encontrado anteriormente neste
trabalho para o sistema SOB/MO:AQOT/agua.

Esta transicdo entre agregados “secos” e micelas esféricas reforcam

os resultados de condutividade elétrica e viscosidade, mostrados anteriormente.
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Figura 40: Curvas da intensidade de espalhamento de raios-X em fungao do vetor de
espalhamento g, para o sistema ternario OEL/AOT/agua. As curvas referem-
se a uma amostra de OEL puro, e a pontos sobre a linha de diluicdo 35:65
com 0, 10, 20, 30, 40 e 50% de agua.
4.4. Propriedades fisico-quimicas das MEs

4.4.1. Solubilizacao de Compostos Hidrofilicos nas MEs

Para o estudo de algumas propriedades fisico-quimicas (viscosidade,
estabilidade a temperatura e oxidacdo) foram escolhidas MEs com baixas
concentracdes de surfactantes tentando conseguir sistemas com propriedades

fisico-quimicas proximas as do SOB puro, além de se conseguir um sistema com
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um custo baixo de preparacdo. De tal forma as MEs escolhidas sao as
seguintes:

Sistema A — SOB/FC:AOT/solugao aquosa (94,5/2,5:2,5/0,5% p/p).

Sistema B — SOB/monooleina (MO):AOT/solugcao aquosa (94,5/2,5:2,5/0,5%
p/p).

Sistema C - SOB/MO/solucdao aquosa (49,75/49,75/0,5% w/w). Esta
composicao foi escolhida por ndao conter AOT (surfactante de grau alimenticio,
porém de uso em quantidades restritas).

Os componentes hidrofilicos, antes de serem adicionados nas MEs,
foram solubilizados em tampdes para aumentar a estabilidade (acido ascérbico)
e solubilidade (&cido folico e sulfato ferroso). Inicialmente foram usados os
tampodes Tris-HCI pH 4,0 (para o acido ascérbico e sulfato ferroso) e citrato de
sédio pH 8,0 (para acido fdlico).

Estes compostos foram totalmente solubilizados nas trés MEs.
Porém as MEs do sistema A enriquecidas mostraram-se instaveis a altas
temperatura, ocorrendo separacao de fases apds a exposicdo do sistema por
menos de uma hora a 100°C. Este efeito provavelmente é devido a degradagéao
da FC, catalisada por algum componente dos tampdes. Esta concluséo se deve
as seguintes observacbes: os sistemas B e C, que nao contém FC,
apresentaram-se estaveis; e o sistema A puro, sem os tampdes, também se
apresentou estavel a temperatura. Portanto somente as MEs que continham FC
e algum tipo de tampao foi instavel.

Desta maneira outros tampdes foram usados para solubilizar os
componentes hidrofilicos. As solugdes definitivas dos componentes hidrofilicos

estao descritas a seguir:
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Acido ascérbico a 20% em tamp&o acetato de sédio, pH 4,0;

Acido félico a 5% em tampao fosfato de sddio, pH 8,0;

Sulfato ferroso a 5% em tampéao acetato de sodio, pH 4,0;

Cloreto de s6dio a 11% em solugéo aquosa.

Os quatro aditivos hidrofilicos foram adicionados as MEs A, B e C.
Todos os componentes hidrofilicos testados foram solubilizados nas trés MEs e

estes sistemas permanecem por meses sem alteragdes visuais, como separagao

de fases ou mudancga de cor.

4.4.2. Viscosidade

As MEs dos sistemas escolhidos para solubilizar os aditivos polares
apresentaram os valores de viscosidade mostrados na Tabela 3. Como pode ser
notado, as viscosidades das MEs variaram entre 10 € 17% em relacdo a

viscosidade do 6leo.

Tabela 3: Viscosidade do 6leo de soja comercial e de MEs de alguns sistemas

Sistema Viscosidade (cP)
Oleo de soja comercial 50,1
ME A 56,2
ME B 55,0
ME C 58,4
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4.4.3. Estabilidade a Temperatura

Todas as MEs enriquecidas foram mantidas a 100°C por 6 h e

nenhuma alteragao visual foi observada.

4.4.4. Estabilidade Oxidativa

A Tabela 4 mostra os resultados de tempo de indugéo para o éleo de
soja comercial puro e as MEs enriquecidas. As trés MEs contendo FeSO,
tiveram uma consideravel reducao no tempo de indugcédo, comparadas as MEs
puras. Este resultado se deve ao fato do ferro ser um catalisador da oxidagéao de
triglicerideos do 6leo de soja (OS) (O’Brien, 1998). Este resultado também
mostra que os compostos hidrofilicos nao estdo totalmente protegidos do
ambiente externo (fase continua de OS). O contato entre a fase dispersa (interior
das micelas reversas) e a fase continua pode se dar devido a processos
dindmicos de troca de componentes entre as micelas. Este fendmeno de troca
de componentes em MEs é descrito por Moulik e Paul (1998).

As trés MEs contendo NaCl apresentaram uma ligeira reducdo do
tempo de inducao (no maximo 9,3%), quando comparadas as MEs puras.

A solucao de &cido ascérbico (AA) aumentou o tempo de inducéo das
MEs em até seis vezes. O efeito anti-oxidante desta vitamina retardou
consideravelmente a oxidagao dos triglicerideos, mostrando mais uma vez que o
componente contido no interior das micelas reversas interage com a fase

continua. Estes resultados mostram a possibilidade do uso de AA incorporado a
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MEs como um antioxidante do 6leo de soja.

As MEs contendo 4&cido folico (AF) nao apresentaram um
comportamento tipico, e o tempo de indugdo diminui para os sistemas A e B e
aumentou para o sistema C.

Comparada ao OS puro a ME do sistema B puro manteve o tempo de
indugéo praticamente inalterado. Em contra partida a ME do sistema C
aumentou o tempo de indugdo em mais de 40%. A ME do sistema A teve um
tempo de indugao de aproximadamente trés vezes maior do que o OS puro. A
alta estabilidade do sistema A pode ser atribuida ao efeito anti-oxidante da FC,

presente neste sistema.
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho podem-se enumerar as seguintes conclusdes:

e Foram identificadas regibes de MEs em diagramas de fases do
sistema OS/MO:AQT/agua. O tamanho destas regides MEs sao dependentes da
razdo MO:AQOT, sendo que para a razado 2:1 foi obtida a maior area de MEs
(31,6% da area total do diagrama). Esta regidao de ME foi investigada por
reologia, DLS e SAXS e identificada duas estruturas isotrdpicas diferentes (L, e
L,") dentro da mesma regiao isotropica. Uma das regiées forma MEs de W/O de
micelas esféricas (L.), enquanto a outra regido apresenta um comportamento
distinto, em que a viscosidade varia em funcao do conteudo de agua com o
comportamento inverso ao esperado para MEs de W/O (L>"). As curvas de SAXS
apresentaram picos simétricos, diferentes dos encontrados para as micelas
(picos assimétricos). Todos os resultados experimentais levaram a proposta de
um modelo para a ME formada, em que ha uma estrutura lamelar local mostrado
na Figura 32, diferente da estrutura classica de micela reversa (Figura 33)

e Para o sistema 6leo de soja/FC:AOT/agua foram identificadas
regides de MEs dependentes da razédo FC:AOT, sendo que a razao 1:1 forneceu
a maior area de MEs (2,1% da area total do diagrama). Foram entao construidos
diagramas de fases com esta razdo de FC:AOT com diferentes conteudos de
NaCl na fase aquosa. Os ions deste sal blindaram os grupos carregados dos
surfactantes, reduzindo a area ocupada por estes grupamentos, e levando a uma
mudanga de estruturas birrefringentes para micelas reversas, o que gerou
aumento na regiao de MEs. Esta area é aumentada com o conteudo de NaCl na

fase aquosa até a fracdo massica de NaCl de 0,11, mantendo-se praticamente
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constante depois deste valor. Este limite esta ligado a saturacdo das cabecas
dos surfactantes pelos ions, sendo que acima desta saturagéo nao ocorre mais
alteracdo na area de ocorréncia de MEs. Experimentos de DLS e reologia
sugeriram a existéncia de dois agregados micelares diferentes na regidao L,,
micelas reversas esféricas e agregados “secos” nao esféricos.

e Para o sistema OEL/AOT/agua foi construido um diagrama de
fases ternario completo. Neste diagrama foi identificada uma regido de MEs de
W/O, uma regido birrefringente (provavelmente uma fase lamelar ou hexagonal),
além de uma grande regiao bifasica como extensdo do sistema bifasico 6leo
essencial de laranja/agua (Figura 34). Resultados de reologia, condutividade
elétrica e SAXS, no entanto, sugeriram a existéncia, na regido isotrépica, de dois
agregados distintos. Na regido com maiores razdées de agua/AOT ha MEs W/O
ordinaria (micelas reversas esféricas). No entanto, na regido com razao de
agua/AOT menor ha a formacao de agregados reversos nao esféricos. Testes de
incorporacdo de vitamina C indicaram que estas MEs podem abrigar este
componente, o que é de interesse para industria de cosméticos.

e Algumas MEs de 6leo de soja foram usadas para incorporar
aditivos alimentares. Estas MEs apresentaram viscosidades proximas as do 6leo
de soja puro. Além disso, estas MEs também mostraram ter estabilidade
oxidativa, em alguns casos préxima e em outros até oito vezes superior a do
6leo de soja puro, com excegao para as MEs enriquecidas com ferro (conhecido
catalisador da oxidacdo do Oleo). Tais resultados indicam que as MEs
enriquecidas com nutrientes apresentam grande potencial para aplicagdo como
um produto alternativo que incorpora componentes polares em 6leos apolares.

Além disso, concluir-se que o acido ascorbico incorporado as MEs pode atuar
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como um antioxidante do éleo de soja.

Com este trabalho espera-se ter contribuido para o desenvolvimento
de 6leos vegetais enriquecidos com sais minerais e vitaminas. Testes definitivos
do efeito desses aditivos alimenticios nas propriedades do 6leo de soja devem
ser realizados, afim de tornar viavel o uso desses 6leos enriquecidos na industria
alimenticia. O potencial oxidativo do ferro no 6leo de soja € bem conhecido e, de
acordo com o este trabalho, ndo pode ser evitado mesmo através do uso das
microemulsdes. Como proposta de pesquisa sugerida por este trabalho, deve-se
testar outros tensoativos comestiveis, como por exemplo, os ésteres de
sacarose e outras regides do diagrama de fases contendo microemulsoées, a fim
de identificar composi¢cdes com grande potencial de aplicacao desses éleos na

indUstria de alimentos.
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