AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne S 4ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de S3o José do Rio Preto

Diana Maria Cano Higuita

Avaliacao de surfactantes de grau alimenticio na formacéo de
microemulsdes W/O para posterior encapsulacao de betalaina

por coacervagcao complexa

Sao José do Rio Preto
2017



Diana Maria Cano Higuita

Avaliacao de surfactantes de grau alimenticio na formacéo de
microemulstes W/O para posterior encapsulacéo de betalaina

por coacervagao complexa

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em Engenharia e Tecnologia de
Alimentos, junto ao Programa de POs-
Graduacdo em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Séo José do Rio Preto.

Financiadora: FAPESP — Processo
2013/14371-0

Orientadora: Prof2¢. Dr2. Vania Regina
Nicoletti Telis

Sao José do Rio Preto
2017



Higuita, Diana Maria Cano.

Avaliagdo de surfactantes de grau alimenticio na formagdo de microemulsoes
W/O para posterior encapsulagio de betalaina por coacervagdo complexa / Diana
Maria Cano Higuita. -- Sao José do Rio Preto, 2017

190 f. : il., grafs., tabs.

Orientador: Vania Regina Nicoletti Telis.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Tecnologia de alimentos. 2. Surfactantes. 3. Emulsdes. 4. Betaina. 5.
Condutividade elétrica. I. Telis, Vania Regina Nicoletti. II. Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho". Instituto de Biociéncias, Letras ¢ Ciéncias
Exatas. III. Titulo.

CDU -661.18

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do IBILCE
UNESP - Campus de Sao José do Rio Preto




Diana Maria Cano Higuita
Avaliacao de surfactantes de grau alimenticio na formacéo de
microemuls6es W/O para posterior encapsulacéo de betalaina

por coacervacdo complexa

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia e
Ciéncia de Alimentos, junto ao Programa de P0s-
Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Alimentos, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao José do
Rio Preto.

Financiadora: FAPESP — Processo 2013/14371-0

Orientadora: Profé. Dr2. Vania Regina Nicoletti Telis

Comissao Examinadora

Prof2. Dr2. Vania Regina Nicoletti Telis
UNESP — Sao José do Rio Preto
Orientadora

Profd. Dra, Maria Aparecida Mauro
UNESP — Sao José do Rio Preto

Prof2. Dr2. Poliana Moser
UNESP — Sao José do Rio Preto

Prof2. Dr2. Audirene Amorim Santana
UFMA — Sao Luis - MA

Profa. Dr2. Maria Angélica Marques Pedro
UNILAGO — S&o José do Rio Preto

Sao José do Rio Preto
2017



Dedico este trabalho para minha mé&e Olga em
Colbmbia, meu filho Gustavo e meu esposo Harvey
sdo a forca que me move todos os dias e minha

inspiragéo para continuar com meu projeto de vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as ben¢bes na minha vida, satde, estudo e amor.

Agradeco a Santa Rita de Cassia por todas as ben¢6es na minha vida.

A minha querida m&e Olga Maria Higuita e meu irmdo Martin Eduardo Espinosa
Higuita, pelo amor e apoio incondicional aos meus estudos.

A meu filho Gustavo porque cada dia me ensina coisas que ndo se aprendem em
nenhum lugar e permitem que me torne uma melhor mée. Te amo.

A familia Higuita, pela ajuda em todos esses anos de minha vida.

Aos meus amigos Pepe, Angélica, Erick, Carolina, Luz Dary, Miriam Estevez, Dona
Neuza, Kelly Tafari Catelam, Monique, Thiago, Marcia e Alder, Apolonia sempre tenho
vocés presentes, por toda ajuda, pelos conselhos e por compartilhar momentos especiais
comigo.

Aos técnicos, Luiz, Ginaldo, Jesuino pelo apoio no projeto.

Ao Francisco Jose Conceicao pela forca e amizade na etapa final deste projeto.

A minha orientadora Vania Regina Nicoletti Telis, pela assessoria, formagc&o
académica, paciéncia e amizade.

A UNESP, ao Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, aos
professores/as José Francisco Lopes Filho, Maria Aparecida Mauro, Jodo Claudio, Roger
Darros, por suas contribui¢es durante as disciplinas de estudos.

A doutora Miriam Dupas Hubinger e a técnica do laboratdrio Vanessa pela ajuda com
as anélises no laboratdrio na Unicamp.

A doutora Samantha C Pinho pelas sugestdes no exame de qualificacio e pelo
conhecimento transmitido em diversas ocasioes.

Ao doutor Cristiano Luis Pinto de Oliveira e ao estudante de doutorado Pedro
Leonidas Oseleiro Filho pela colaboracdo nas analises das amostras no laboratorio da USP.

A aluna de iniciacdo cientifica Caroline Gregoli Fuzetti pela ajuda, paciéncia,
tolerancia e cumplicidade

A Fundacio de Amparo a Pesquisa no Estado de S&o Paulo, FAPESP, pelo
financiamento do projeto através do processo 2013/14371-0.

Em especial a pessoa que sempre me impulsiona a continuar Harvey Alexander Villa

Vélez, pela amizade, carinho, cumplicidade, apoio e amor.



Resumo i

RESUMO

As microemulsdes (MEs) sdo misturas isotropicas e termodinamicamente estaveis de
dois solventes imisciveis estabilizados por surfactantes, com multiplas aplica¢cdes em indudstrias
quimicas, farmacéuticas e alimentares. O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo de dois
surfactantes de grau alimentar - monooleato de sorbitano (Span 80) e polissorbato 80 (Tween
80) - na formacdo de MEs com adicdo de propilenoglicol como co-tensioativo e a
caracterizacdo do sistema resultante. O estudo priorizou a fase isotropica formada por MEs,
cujas propriedades foram investigadas por condutividade elétrica, reologia, calorimetria de
varredura diferencial e calor especifico. Sete sistemas detectados foram identificados como
MEs ao longo do surfactante para proporc¢des de 6leo 9: 1 e 8: 2 linhas de diluicdo, até 20% de
agua. Os sistemas obtidos mostraram uma condutividade baixa, comportamento newtoniano
tipico de sistemas microemulsionados e, por meio de analises qualitativas foram identificadas
como sistemas 6leo em agua (O/W). As anélises de SAXS serviram para determinar o tamanho
0 qual estd numa faixa que varia entre ~ 70 A e = 90 A, com forma definida como globular
achatada e/ou em forma de core-shell. Foram incorporados diferentes contetdos de extrato de
betalaina na fase aquosa da microemulsdo, que se mostrou estavel e foi utilizada para produzir
microcépsulas liofilizadas. A distribuicdo de tamanho de particula, morfologia, retencéo de
betalaina e parametros de cor foram medidos, além de um teste de estabilidade de
armazenamento para avaliar a degradacao do corante em condicdes controladas de temperatura
e umidade relativa. Apds 48 dias, observou-se uma retencao de betalaina de 62%, com ligeiras

alteracdes de cor.

Palavras chaves: Microemulsdo, condutividade elétrica, distribuicdo de tamanho de
particula, SAXS.



Abstract ii

ABSTRACT

The microemulsions (MEs) are isotropic and thermodynamically stable mixtures
between two immiscible solvents stabilized by surfactants with multiple applications in
chemical, pharmaceutical and food industries. This work aims to evaluate two food grade
surfactants — sorbitan monooleate (Span 80) and polysorbate 80 (Tween 80) — on formation of
MEs, with addition of propylene glycol as cosurfactant and posterior characterization of the
resulting system. The study prioritized the isotropic phase formed in the MEs, since their
properties investigated by electric conductivity, differential scanning calorimetric and specific
heat. Seven systems were obtained and identified as MEs along the dilution lines from
surfactant:oil ratios of 9:1 and 8:2, up 20% of water. The systems obtained showed low
conductivity, Newtonian behavior of typical microemulsion and, system oil in water (O/W)
from a qualitative analysis. Analyses of SAXS shows a size ranging from =70 A to <90 A, with
a shape defined as flattened globular and/or core-shell form. Once obtained and characterized
the MEs, different contents of betalaine extract were incorporated into the aqueous phase of
the microemulsion until the stabilization and mixture with wall materials to produce
microcapsules by lyophilized process. Particle size distribution, morphology, betalain retention
and color analyses were determined in the betalain microcapsules. In addition, a storage
stability test to evaluate the degradation of the dye under controlled conditions of temperature
and relative humidity, observing after 48 days, retention values of 62% with slight color

changes.

Keywords: Microemulsion, electric conductivity, particle size distribution, SAXS.
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INTRODUCAO GERAL

As microemulsdes (MEs) sdo sistemas termodinamicamente estiveis que consistem
tipicamente de oleo, surfactante (as vezes co-surfactante/co-solvente) e dgua (GARTI et al.,
2001; RAO; MCCLEMENTS, 2011). Esses sistemas podem ser classificados como do tipo
agua em oOleo (W/O), fase bicontinua ou Oleo em &gua (O/W) em funcdo da sua
microestrutura, que € influenciada pelas propriedades fisico-quimicas de seus ingredientes. As
MEs sdo caracterizadas por ultra baixa tensdo interfacial entre as fases imisciveis e oferecem
a vantagem de formacao espontanea, estabilidade termodindmica, simplicidade de fabricacéo,
capacidade de solubilizacdo de solutos lipofilicos, hidrofilicos e anfifilicos, grande area de
transferéncia de massa por unidade de volume, e potencial de aumento de permeacgéo
(BURGUERA; BURGUERA, 2012; FANUN, 2012).

As caracteristicas das MEs tém atraido uma atencdo consideravel, principalmente
devido a sua capacidade para solubilizar grandes quantidades de aditivos hidrofilicos ou
lipofilicos, para aumentar a eficiéncia e para permitir reacdes quimicas como as reacfes de
preparacdo de particulas inorganicas ou polimerizacdo de mondmeros organicos. No entanto,
0s ingredientes e a composicdo do sistema sdo extremamente importantes na formacgdo de

microemulsdo e da sua funcionalidade (FASOLIN et al., 2012).

A capacidade de aumentar a solubilidade das vitaminas hidrofilicas, sabor e outros
aditivos em MEs W/O sdo de grande interesse tecnoldgico, uma vez que estas podem fornecer
radicais estabilizados pela incorporacdo desses ingredientes e protegé-los de reacdes de
degradacédo. Por outro lado, pouco se conhece sobre a formacdo de MEs utilizando apenas
materiais de grau alimenticio, caso em que essas goticulas poderiam ser utilizadas, por
exemplo, para solubilizar aditivos polares hidrofébicos ou hidrofilicos tipicos de produtos
alimenticios (POLIZELLI et al., 2006; RAO; MCCLEMENTS, 2011).

A escolha do surfactante € critica para a formulacdo de MEs. O equilibrio hidrofilico-
lipofilico (EHL) do surfactante pode ser ajustado por um alcool de cadeia curta, ou seja,
adicionando um surfactante ndo-ionico para a preparacao de microemulsédo estavel (LIN et al.,
2009).

O crescente interesse em MEs como veiculos para formulacdes de alimentos decorre,

principalmente, das vantagens de suas propriedades fisico-quimicas. No entanto, a maioria
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dos estudos sobre MEs W/O e O/W tém se concentrado em hidrocarbonetos e sistemas
surfactantes i6nicos, e poucos trabalhos tém sido relacionados com a formagéo de MEs com
materiais de grau alimentar, sendo que a escolha adequada de surfactantes para a formacéo de
MEs de grau alimenticio W/O é bastante limitada (FENG et al., 2009). Assim, um estudo para
compreender as interagdes entre agua, Oleo e emulsificante na interface e os fatores que
afetam a estabilidade da emulsdo permitiria a producdo de emuls@es estaveis W/O e, portanto,
incentivaria o desenvolvimento de novos produtos e aplicacdes (USHIKUBO; CUNHA,
2012).

Devido a sua capacidade para solubilizar os aditivos do nucleo, as microemulsfes séo

usadas como um agente solubilizante em aplicacdes tais como (MITTAL; SHAH, 2002):

Dispersar aditivos soltveis em éleo em alimentos e bebidas a base de agua;
Dispersar aditivos solliveis em agua, em alimentos a base de 6leo;
Veiculagéo de sabores e aromas;

Aumentar a eficiéncia de antioxidantes;

Melhorar a cor dourada e a crocancia durante o cozimento em micro-ondas;

YV V V V V V¥V

Microemulsdes para descongelamento rapido de um alimento congelado em um forno
de micro-ondas;

» Microemulsdo de cera como uma barreira a umidade.

Uma dessas aplicacdes seria como estrutura protetora de corantes naturais que sofrem
altas taxas de degradacdo e oxidacdo. A cor é um dos atributos mais importantes dos
alimentos, sendo considerado como um indicador de qualidade que determina frequentemente
a sua aceitacdo. Em muitos alimentos coloridos naturalmente, tais como produtos a base de
frutas, ocorrem perdas de cor durante o processamento, requerendo a utilizacdo de corantes
para restaurar a sua cor (RAVICHANDRAN et al., 2013).

A natureza produz uma variedade de compostos adequados para a coloracdo de
alimentos, tais como as antocianinas, betalainas, acido carminico soltvel em agua, bem como
os carotenoides e alguns derivados das clorofilas soluveis em 6leo. A maioria dos estudos de
pigmentos naturais tém se centrado especialmente em carotenoides e antocianinas, cujas
propriedades antioxidantes tém sido extensivamente estudadas devido a sua facilidade de
obtencdo na natureza. Ja as betalainas, devido a sua escassez, ndo foram muito exploradas

como compostos bioativos, mas alguns estudos tém indicado o seu potencial como pigmentos
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e antioxidantes (SPORNA-KUCAB et al., 2013; RAVICHANDRAN et al., 2014; VERGARA
et al., 2014). Esses estudos tém ajudado a motivar a utilizagdo de betalainas como corantes
alimenticios (AZEREDO, 2009).

Apesar das antocianinas serem mais aplicadas para cobrir uma ampla gama de cores
de roxo até vermelho, as betalainas sdo mais estaveis ao pH, e portanto podem ser adequadas
para alimentos com baixa acidez, onde o uso de antocianinas usualmente ndo é possivel. Para
a faixa de cor do amarelo ao alaranjado, os carotenos sé&o o0s pigmentos naturais mais usados,
mas devido a baixa solubilidade em &gua, a betaxantina poderia ser utilizada em alimentos
com 0 mesmo propoésito (RAVICHANDRAN et al., 2013).

Por outro lado, os pigmentos naturais sdo sensiveis as condi¢fes ambientais e aos
processos tecnologicos, tais como temperatura, pH, presenca de oxigénio, atividade da agua,
luz, ultravioleta e radiagdo gama, presenca de certos ions metalicos e enzimas redox

(JANISZEWSKA, 2014). Tais dificuldades podem ser superadas pela microencapsulacao.

A microencapsulacdo pode ser definida como um processo no qual uma matriz
envolve pequenas particulas de sélido, liquido ou gas com o objetivo de proteger o material
das condicGes adversas do meio, tais como luz, umidade, oxigénio e interacGes com outros
compostos, estabilizando o produto, aumentando a vida atil e promovendo a liberacdo
controlada do encapsulado em condi¢des pré-estabelecidas (SANTOS et al., 2005).

Véarios métodos sdo utilizados na producdo de microcapsulas. Na industria de
alimentos, entre os métodos mais comuns utilizados encontram-se a secagem por spray-
drying, recobrimento em leitos fluidizados, co-cristalizacdo, emulsificacdo e coacervagéo
complexa. O processo de coacervacdo complexa € particularmente adequado quando o
objetivo € controlar a liberagdo do agente, produzindo uma capsula verdadeira, que protege

completamente o material ativo no interior do material de parede.

A microencapsulagdo por coacervagdo complexa baseia-se na interagdo associativa
que pode ocorrer como resultado da mistura de solucfes de biopolimeros com cargas opostas.
Em tal circunstancia, a complexacdo entre biopolimeros tem lugar e conduz a uma separacdo
agregativa de fases, em que as fases coexistentes apresentam a seguinte composi¢do: uma fase
rica em solvente com uma concentracdo muito pequena de biopolimeros e uma fase de
precipitado rica em biopolimeros chamado de coacervado (DOUBLIER et al., 2000;
DICKINSON, 2003; SANTOS et al., 2015).
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A finalidade desta tecnologia é a estabilizacdo de particulas, a protecdo e/ou o
isolamento do material do nlcleo ativo do ambiente, permitindo que os materiais sejam
manuseados com maior facilidade (BUTSTRAEN; SALAUN, 2014).

A incorporacdo da betalaina numa microemulsdo W/O e sua posterior encapsulacao
por coacervacdo complexa visa a conservacao das propriedades da betalaina, prolongando

assim a vida de prateleira e as propriedades do corante.

ORGANIZAC}AO DO TRABALHO EM CAPITULOS
O presente trabalho encontra-se estruturado da seguinte forma:

Capitulo 1. Revisdo bibliografica: Séo apresentados os principais fundamentos
tedricos que abrangem este estudo, incluindo informac6es referentes as defini¢cdes de
microemulsdo e nanoemulsdo, diferencas e similitudes entre os dois sistemas,
definicdo de surfactantes, co-surfactantes, Oleo de soja, teoria de formacdo de
microemulsdes, tipos de microemulsdes, caracterizacdo de microemulsGes, agentes

encapsulantes e aspectos gerais da betalaina.

Capitulo 2: Microemulsdo de grau alimentar a base de tween 80 + span 80 +
propileno glicol / éleo de soja / 4gua: condutividade eléctrica, propriedades térmicas e
reologicas: Nesse capitulo estdo descritas as metodologias de obtencdo das
microemulsdes, assim como as analises de caracterizacdo dos sistemas obtidos e os

resultados e conclus@es que fazem parte desse capitulo.

Capitulo 3: Medidas de SAXS e analise de dados das microemulsfes. Materiais,
método experimental, desenvolvimento matematico através do método GIFT.

Resultados e conclusdo do capitulo.

Capitulo 4. Incorporacéo de extrato de betalaina em uma microemulsdo e subsequente
encapsulacdo por coacervacdo complexa. Caracterizagdo das microcapsulas por
distribuicdo de tamanho, morfologia, cor, retencdo e estabilidade das betalainas.

Resultados e conclusdes do capitulo.
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Apéndices I, 11 e 111. S&o0 mostrados os testes preliminares com varias misturas de
surfactante até a obtengdo da mistura que deu origem a formacdo da microemulséo que
foi estudada no Capitulo 2, onde podem ser encontradas também imagens de cada um
dos testes feitos e a descricdo das caracteristicas, diagramas de fases e graficos de

indice de cremeacdo das diversas misturas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

>

Estudar a formacdo de microemulsdo W/O utilizando misturas de o6leo de
soja/surfactante e, se necessario, um co-surfactante, bem como a incorporacdo de
extrato de betalaina a microemulsdo para posterior encapsulacdo por coacervagao

complexa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

>

Identificar fases isotrépicas de microemulsdo W/O a partir da construcéo de diagramas
de fases ternarios e pseudoternarios de misturas agua, surfactante:co-surfactante e 6leo
de soja comercial;

Investigar as estruturas formadas e tamanho das particulas por espalhamento de raios-
X a baixos angulos (SAXS);

Estudar a reologia das fases isotrépicas formadas por MEs W/O;

Estudar a incorporacdo de extrato de betalaina nas MEs W/O e seu efeito sobre a
estrutura e estabilidade do sistema;

Estudar a formacdo de microcépsulas de betalaina incorporada nas MEs W/O pela
metodologia de coacervacdo complexa em matrizes de gelatina/goma arabica;

Avaliar as microcapsulas obtidas, analisando sua morfologia, distribuicdo de tamanho,

parametros de cor e estabilidade quanto a oxidac&o.
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1.1  DISPERSOES COLOIDAIS

As dispersbes coloidais consistem geralmente de uma suspensdo de particulas
pequenas distribuidas dentro de um meio liquido. Para certas aplicacGes, é desejavel utilizar
dispersbes coloidais contendo particulas muito pequenas, uma vez que estas apresentam
diversas vantagens potenciais em relacdo aos sistemas que contém particulas maiores
(MCCLEMENTS, 2012). Entre essas vantagens estd a de maior estabilidade em relacdo a
agregacdo das particulas e separacdo gravitacional (TADROS et al., 2004), conter particulas
que apenas dispersam as ondas de luz (adequados para incorporacdo em produtos que
necessitam ser opticamente transparentes, ou apenas ligeiramente turvos) (MASON et al.,
2006), apresentar propriedades reoldgicas diferenciadas como, por exemplo, alta viscosidade
ou caracteristicas de gel (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004) e, poder aumentar a
biodisponibilidade de certos tipos de substancias bioativas encapsuladas no interior das
particulas (ACOSTA, 2009).

As dispers@es coloidais podem ser fabricadas a partir de éleo, agua, surfactantes e co-
surfactantes que sdo amplamente utilizados como sistemas de veiculacdo em diferentes
indUstrias. Os dois tipos mais comuns de dispersdes coloidais que podem ser criados a partir
desses componentes sdo microemulsdes e nanoemulses. Existem muitas semelhangas
estruturais entre esses dois tipos de dispersdes coloidais, mas também existem algumas
diferencas importantes. No entanto, existe uma grande confusdo sobre a natureza precisa
desses sistemas, assim como erros generalizados na classificacdo das dispersfes coloidais
relatados na literatura cientifica (MCCLEMENTS, 2012).

1.2 MICROEMULSOES

O conceito de microemulsdo (ME) foi introduzido no inicio dos anos de 1940 por
Hoar e Schulman que geraram uma solugdo monofésica translucida titulando uma emulséo
leitosa com hexanol (HOAR; SCHULMAN, 1943).
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As microemulsGes sdo sistemas de dois liquidos imisciveis, usualmente agua e oleo,
estabilizados por um filme interfacial de surfactantes localizados na interface 6leo/agua. A
formulacdo de MEs geralmente envolve a combinagdo de trés a cinco componentes: 6leo,
agua, surfactante, co-surfactante ou co-solvente e eletrolito (PAUL; MOULIK, 1997;
FLANAGAN; SINGH, 2006).

Em um nivel microscopico, diversas microestruturas, tais como goticulas de 6leo
dispersas numa fase continua de agua (O/W), fases bicontinuas, micelas e goticulas de agua
dispersas na fase continua de 6leo (W/O) podem ser formados, dependendo de vérios fatores,
tais como a natureza quimica do 6leo e dos agentes surfactantes, a sua concentracdo e as
condicdes fisicas (temperatura, pressdo, pH, forca i6nica, etc.). A dgua nas MEs pode ser
substituida por outros solventes polares. A formacdo espontanea de dominios com dimens@es
nanomeétricas facilitou a sua utilizacdo como nanoreatores para a producdo de nanoparticulas,
devido & facilidade e baixo custo do processo de preparacdo (SOLANS; GARCIA-CELMA,
1997; LOPEZ-QUINTELA, 2003).

Devido a natureza dindmica desses sistemas, as MEs ndo devem ser consideradas
como molduras rigidas que podem governar estritamente a forma e o tamanho das particulas
sintetizadas. Devido ao movimento Browniano, as gotas das MEs nanométricas colidem
constantemente e a troca de fase interna ocorre de forma continua. Varios parametros, tais
como a elasticidade da pelicula de surfactante, a temperatura, a fracdo de volume da fase
interna, etc., governam este processo de fissdo-fusdo. Portanto, a previsdo do resultado do
processo de formacdo de particulas é muito desafiadora e, muitas vezes, é baseada apenas no
conhecimento experimental (LOPEZ-QUINTELA et al., 2004; GRADZIELSKI, 2008).

Hoar e Schulman em 1943 concluiram que a fase dispersa da ME consiste em gotas
esféricas quase uniformes com diametros variando entre 8 e 80 nm, as quais foram
determinadas através de raios-X de baixo &ngulo, espalhamento de luz, ultracentrifugacéo,
microscopia eletronica e medidas de viscosidade. Estudos recentes realizados por Pramanik et
al. (2011), Zhang et al. (2012), Bardhan et al. (2013), Kundu e Paul (2013) e Bardhan et al.
(2014) também reportam MEs na faixa de tamanhos descritos por esses autores. Por essa
razdo, as MEs sdo relativamente translicidas, ou seja, opticamente limpidas, o que se justifica

pelo fato do diametro médio das goticulas ser menor do que o comprimento de onda da luz
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incidente (A = 390 — 750 nm), evitando o espalhamento da luz (KAWAKAMI et al., 2002;
DAMASCENO et al., 2011; RAO; MCCLEMENTS, 2011).

1.3 NANOEMULSOES

Uma nanoemuls&o pode ser considerada como uma emulsdo convencional que contém
particulas muito pequenas. Nanoemulsdo pode ser do tipo 6leo em &gua (O/W) ou agua em

6leo (W/O), dependendo se o 6leo € disperso como goticulas em agua, ou vice-versa.

Uma nanoemulsdo de 6leo em &gua € definida como uma dispersdo coloidal
termodinamicamente instavel que consiste de dois liquidos imisciveis, com um dos liquidos a
ser disperso como pequenas gotas esféricas (r < 100 nm) no outro liquido. Em principio, uma
nanoemulsdo poderia ser formada a partir de 6leo e de agua sem o uso de um surfactante, no
entanto, este sistema seria altamente instdvel e as gotas sofreriam coalescéncia, sendo
necessario empregar um agente surfactante para facilitar a formacao desta e para garantir a
sua estabilidade cinética durante o armazenamento (MCCLEMENTS, 2015).

Uma nanoemulsdo é, portanto, geralmente preparada usando 0s mesmos componentes
de uma microemulsdo: 6leo, agua, surfactante e possivelmente um co-surfactante. A estrutura
das particulas em uma nanoemulsdo O/W também € muito similar a encontrada numa
microemulsdo: as caudas ndo polares das moléculas tensoativas orientam-se para o nucleo
hidrofobico formado pela fase 6leo, enquanto que os grupos de cabeca polar das moléculas do

surfactante se orientam para a fase aquosa envolvente.

1.4  SIMILITUDES E DIFERENCAS ENTRE NANO E MICROEMULSOES

1.4.1 Composicao

Os constituintes das nano e microemulsdes sdo similares, incluindo a fase oleosa, fase

aquosa, agente surfactante e possivelmente um agente co-surfactante, porém, em proporcées
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diferentes. Na preparagdo de uma microemulsdo € necessdria uma proporcdo maior de

surfactante:6leo do que na preparacdo de uma nanoemulsao.

A quantidade mé&xima de 6leo que pode ser incorporada nas micelas de surfactantes
depende das caracteristicas das moléculas de 6leo (por exemplo, o volume molar, geometria,
polaridade), as caracteristicas das moléculas de surfactante (por exemplo, grupo de cabeca,
grupo da cauda), e as condi¢fes ambientais (temperatura, pH, forca i6nica). A quantidade
maxima de 6leo que pode ser incorporada numa dada massa de surfactante pode ser
caracterizada por uma concentragdo de saturacdo (Csa), que € a massa de 0leo solubilizada
por unidade de massa de agente surfactante sob condi¢c@es ambientais especificas. Acima da
concentracdo micelar critica (CMC) de um agente surfactante, a quantidade maxima de 6leo
que pode ser incorporada nas micelas (Csat) varia de modo aproximadamente linear em funcgao
da concentracdo total de surfactante Eq.(1.1). Se a quantidade total de 6leo presente no
sistema esta abaixo desse valor, entdo todas as moléculas de 6leo serdo solubilizadas e a
microemulsdo formada consistird de micelas inchadas dispersas em agua. Por outro lado, se a
quantidade total de 6leo presente no sistema é superior a esse valor, entdo ele ndo pode ser
solubilizado por todas as micelas e qualquer goticula de 6leo adicional no sistema
permanecera intacta. No entanto, o tamanho das gotas pode mudar durante o armazenamento
devido a floculagdo, coalescéncia e/ou fendmenos de maturacdo de Ostwald
(MCCLEMENTS, 2012).

Crot = Csqt X (Cpor — CMC) (1.1)

1.4.2 Dimensao das particulas

Em relacdo a classificacdo das microemulsdes e nanoemulsdes, incongruéncias se
devem principalmente ao prefixo usado para denota-las. O termo "micro” normalmente
significa 10, enquanto o termo "nano" normalmente significa 10°, o que implicaria que

nanoemulsdes contém particulas menores do que aquelas em microemulsdes.

A razdo para essa terminologia confusa é resultado do desenvolvimento historico no
campo da ciéncia dos coloides. Através de uma busca realizada na literatura on-line usando
"Web of Knowledge" (Thomson Reuters) em outubro de 2011, descobriu que o primeiro
artigo onde é utilizado o termo "microemulsdo” foi publicado em 1961 (SCHULMAN;
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MONTAGNE, 1961), enquanto que o primeiro artigo usando o termo "nanoemulséo”
apareceu em 1996 (CALVO et al., 1996).

1.4.3 Estrutura da particula

As particulas em nanoemulsdes tendem a ser esféricas, porque a tensdo interfacial (y) é
relativamente elevada e o raio da particula (r) é relativamente baixo, existindo assim uma
pressdo de Laplace (APL- 2y/r) relativamente grande a favor de uma redugdo da &rea
interfacial: uma esfera tem a menor area interfacial para um dado volume de material (VAN
0SS, 1992).

Por outro lado, as particulas em microemulsdes podem ser esféricas e ndo esféricas,
dependendo da curvatura 6tima da monocamada de agente surfactante e da quantidade de 6leo
incorporado no sistema (BIRDI, 2015). Isto porque a tensdo interfacial da monocamada de
surfactante é relativamente baixa para os sistemas de microemulsdo. Assim, microemulsdes
O/W podem conter particulas que sdo esféricas ou em forma de minhoca, uma vez que isso
permite que as moléculas de surfactante adotem sua configuracdo ideal. Portanto, é possivel
distinguir entre microemusdes e nanoemulsdes avaliando a forma das particulas presentes,
utilizando métodos de microscopia e espalhamento de luz (MCCLEMENTS, 2012).

1.4.4 Método de fabricacgao

Na formulacdo de nanoemulsbes € muito importante a ordem de adicdo dos
compostos: nanoemulsdes sdo formadas somente se os surfactantes sao misturados primeiro
com a fase oleosa; se estes sdo misturados primeiro com a fase aquosa antes de adicionar a
fase oleosa, apenas uma emulsdo macroscopica serd gerada. As microemulsdes, por outro
lado, serdo estritamente idénticas qualquer que seja a ordem em que 0S compostos Sao
misturados (ap6s o tempo de equilibrio). Este ponto é muito importante e constitui um teste
preliminar para caracterizar a natureza da dispersé@o obtida (ANTON; VANDAMME, 2010).

Além disso, 0 método normalmente utilizado para caracterizar nano-sistemas também
pode afetar fortemente as propriedades estruturais das amostras. O espalhamento de luz

dindmica (DLS) proporciona a distribuicdo do tamanho das dispersdes, e muitas vezes requer
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uma diluichio da amostra antes da medigdo, sendo que esta diluicdo, no caso de
microemulsdes, resulta numa modificagdo do tamanho das micelas inchadas, que
simplesmente invalida a caracterizacdo e pode até mesmo conduzir a destruicdo das micelas.
No caso de nanoemulsdes, tal diluicdo ndo tem influéncia sobre o tamanho das goticulas e a
distribuicdo de tamanho (ANTON; VANDAMME, 2010).

Para alguns sistemas de agentes surfactantes, 6leo e &gua, existem grandes
semelhangas entre os métodos de fabricagdo que podem ser utilizados para produzir
microemulsdes e nanoemulsdes. No método de emulsificacdo espontanea, uma dispersdo
coloidal opticamente transparente é formada quando uma mistura de surfactante e de 6leo é
adicionada a uma solucdo aquosa com agitacdo suave. Do mesmo modo, no método da
temperatura de inversdo de fase (TIP), uma dispersdo coloidal opticamente transparente é
formada quando uma mistura de agente surfactante, 6leo e &gua € aquecida perto da

temperatura de inversao de fase, e em seguida, o sistema é resfriado com agitacdo continua.

As dispersdes coloidais formadas usando essas duas abordagens podem ser ou ndo
microemulsdes e nanoemulsdes, dependendo da proporcdo de 6leo e surfactante, onde a maior
proporcao dos dois dard origem a uma microemulsdo e em uma baixa proporcao sera formada

uma nanoemulso.

1.45 Estabilidade a longo prazo

Uma microemulsdo é termodinamicamente estavel em determinadas condiges e,
portanto, deve permanecer estavel indefinidamente, desde que essas condic¢des iniciais ndo
sejam alteradas. O conhecimento sobre a influéncia da composicdo do sistema e da
temperatura sobre o comportamento da fase dos sistemas surfactante-6leo-agua é crucial para
0 desenvolvimento de sistemas bem sucedidos. Assim, as microemulsdes tém uma energia
livre menor (AG) do que o estado de fases separadas, enguanto nanoemulsdes tém uma
energia livre superior. Os dois estados sdo separados por uma energia de ativacdo (Ea). O
nivel dessa diferenca de energias é determinado principalmente por fenémenos fisico-
quimicos que impedem a aproximagdo das goticulas no sistema, através da repulsdo
hidrodinamica e coloidal (por exemplo, estérica e eletrostatica) e interacdes entre goticulas. A

taxa a qual uma nanoemulsdo reverte para as fases separadas também é determinada pela
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frequéncia com que as goticulas de 6leo entram em contato umas com as outras, 0 que
depende do mecanismo principal responsavel pelos contatos entre particulas (tais como o
movimento Browniano ou forc¢as gravitacionais) (MCCLEMENTS, 2012).

1.5 SURFACTANTES

Os agentes de superficie (geralmente referidos como surfactantes) sdo moléculas
anfipéticas que consistem de uma porcao hidr6foba ndo polar, geralmente um hidrocarboneto
ou fluorocarboneto de cadeia linear ou ramificada contendo entre 8 — 18 atomos de carbono,
ligados a uma porcdo polar ou idnica (hidrofilica). A porcéo hidrofilica pode, por conseguinte,
ser ndo-ibnica, ibnica ou zwiteridnica, acompanhada de contra-ions nos ultimos dois casos. A
cadeia de hidrocarboneto interage fracamente com as moléculas de &gua em um meio aquoso,
enquanto que o grupo de cabeca polar ou ibnico interage fortemente com as moléculas de
agua através de interacBes dipolo ou ion-dipolo. E esté forte interacdo com as moléculas de
agua que torna os agentes surfactantes sollveis em agua. No entanto, a acdo cooperativa de
dispersdo e de ligacdo de hidrogénio entre as moléculas de dgua tende a apertar a cadeia de
hidrocarboneto para fora da agua e, portanto, essas cadeias sdo referidas como hidrofébicas
(TADROQOS, 2005).

Um surfactante é definido como uma substancia que reduz a tensdo superficial entre
6leo-agua ou ar-agua, aumentando assim a emulsificacdo e a estabilidade da emulsdo. Muitos
lipideos polares nativos e proteinas identificam-se com esta definicdo. Surfactantes
alimenticios, por outro lado, ndo afetam o processo de emulsificacdo de forma significativa,
mas tém outras funcBes relacionadas com as propriedades interfaciais que afetam a
estabilidade da emulsdo. Além disso, os emulsionantes alimenticios tém outras fungdes em
alimentos, tais como a modificacdo de cristalizacdo de gordura, interacbes com o0s
componentes de hidratos de carbono, ou agir como substancias de formacdo de pelicula,
controlando oxigénio ou transporte da umidade, sendo que essas propriedades ndo estdo
relacionadas com a definigdo classica de um surfactante (FLEMMING VANG; NIELS,
2003).
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Alguns surfactantes naturais como a lecitina da gema do ovo e varias proteinas do leite
sdo usados para a preparacdo de muitos produtos alimenticios como maionese, cremes,
molhos para saladas, sobremesas, etc. Além desses materiais, 0s lipideos polares como
monoglicerideos foram introduzidos como agentes emulsionantes nas matrizes alimenticias.
Dessa forma, o estudo da formacdo das emulsfes, suas estruturas e propriedades séo
essenciais para sua aplicagdo em alimentos (KRALOVA; SJOBLOM, 2009).

O valor de Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL) de um surfactante d& uma
indicacdo util da sua solubilidade nas fases de 6leo e/ou dgua e pode ser utilizado para prever
0 tipo de emulsdo que ira ser formada (DAVIS, 1994). Um surfactante com baixo EHL, entre
3 — 6, é predominantemente solivel em oOleo, estabiliza emulsées W/O e forma micelas
reversas em Oleo. Um surfactante com alto EHL, entre 8 — 18, é hidrofilico, dissolve
preferencialmente em agua, estabiliza emulsées O/W e pode formar micelas em agua. Um
surfactante com um EHL intermediério, entre 6 — 8, ndo tem preferéncia por agua ou 6leo
(BECHER, 1977; WALSTRA, 2005).

Portanto, para a formacdo de uma ME, o surfactante escolhido deve:

» Levar a tensdo interfacial para um valor muito pequeno para auxiliar no processo de
dispersdo durante a preparacdo da microemulsdo;

» Proporcionar uma pelicula flexivel, que pode facilmente deformar-se ao redor das
pequenas goticulas;

» Ter o carater hidrofilico-lipofilico apropriado para proporcionar a curvatura correta

para a regido interfacial do tipo desejado de microemulsdo: O/W, W/O ou bicontinua.

Essas condi¢bes sdo alcancadas de varias formas, por exemplo, usando uma
combinagdo de um surfactante aniénico ou catiénico de elevado EHL com um agente co-
surfactante de baixo EHL ou um surfactante com ligacfes duplas de composi¢do molecular
apropriada (SURABHI et al., 2010).

O auto empacotamento do surfactante leva a formacdo de uma gama de estruturas

diferentes, das quais algumas sdo mostrados na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Estruturas que podem ser formadas no auto empacotamento do surfactante.
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Fonte: Holmberg et al. (2003).

Na Figura 1.1, cada tipo de forma descreve:

Micelas esféricas com um interior composto de cadeias de hidrocarboneto e superficie
de grupos de cabeca polar de frente para a &gua. As micelas esféricas sdo caraterizadas
por quantidades baixas de surfactante (parametro critico de empacotamento) e uma
curvatura espontanea fortemente positiva. O nicleo de hidrocarboneto tem um raio

perto do comprimento da cadeia de alquilo estendida;

Micelas cilindricas com um interior composto de cadeias de hidrocarboneto e
superficie de grupos de cabeca polar de frente para a agua. A secdo transversal do
nucleo de hidrocarboneto é similar as micelas esfericas. O comprimento micelar é

altamente variavel de modo que essas micelas sdo polidispersas;
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Bicamadas de surfactante que formam cristais liquidos lamelares para sistemas
surfactante-agua de um nucleo de hidrocarboneto com uma espessura de 80% do

comprimento de duas cadeias de hidrocarboneto estendidas;

Micelas reversas ou invertidas que tém um nucleo de agua cercado por grupos de
cabeca polar do surfactante. As cadeias acila, juntamente com um solvente ndo polar

formam o meio continuo. Como micelas "normais", eles podem crescer em cilindros;

Uma estrutura bicontinua com as moléculas de agente surfactante agregados em filmes
ligados, caracterizadas por duas curvaturas de sinal oposto. A curvatura média é

pequena (zero para uma estrutura de superficie minima);

As vesiculas sdo construidas a partir de camadas duplas semelhantes as da fase lamelar
e caracterizam-se por dois compartimentos distintos de dgua, com uma formacédo do

ndcleo e um meio externo.

1.6 CLASSIFICACAO GERAL DE SURFACTANTES

1.6.1 Surfactantes anionicos

Formam a classe de surfactantes mais amplamente utilizados em aplicagdes

industriais, devido a seu baixo custo de fabricacdo, sendo utilizados em praticamente todo tipo

de detergente. Para uma Otima detergéncia da cadeia hidrofébica, um grupo alquilo linear

deve estar contido na faixa de 12 a 16 dos atomos de carbono da cadeia. Os grupos

hidrofilicos utilizados mais comumente sdo carboxilas, sulfatos, sulfonatos e fosfatos
(TADROS, 2005).

1.6.2 Surfactantes catidnicos

Os surfactantes cationicos mais comuns s8o0 0s compostos de amonio quaternario

(JUNGERMAN, 1970; RUBINGH, 1991), com a formula geral R’R”R’”’R””’N+X", onde X

normalmente é de ions cloreto e R representa grupos alquilo. Eles geralmente sdo compativeis
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com a maioria dos ions inorgénicos e agua dura, mas sao incompativeis com metassilicatos e
fosfatos altamente condensados. Eles também sdo incompativeis com materiais proteicos
semelhantes. Catibnicos sdo geralmente estaveis a mudancas de pH, tanto acida como
alcalina. Sdo incompativeis com a maioria dos agentes surfactantes aniénicos, mas sdo
compativeis com o0s ndo-idnicos. Os surfactantes catidnicos sdo insollveis em oOleos de
hidrocarbonetos (TADROS, 2005).

1.6.3 Surfactante anfotérico (zwiteriénicos)

Estes sdo agentes surfactantes que contém tanto grupos cationicos quanto anionicos
(BUESTEIN; HILITON, 1982). A caracteristica principal dos surfactantes anfotéricos é a sua
dependéncia do pH da solucdo em que sdo dissolvidos. Em solugbes de pH acido, a molécula
adquire uma carga positiva e comporta-se como um agente surfactante catiénico, ao passo que
em meio alcalino, as solugdes de pH tornam-se negativamente carregadas e se comportam
como um surfactante anidnico. Um pH especifico pode ser definido em que ambos os grupos
ibnicos mostram igual ionizacdo (o ponto isoelétrico da molécula). Anfotéricos sdo muitas
vezes referidos como moléculas zwiteriénicas. Eles sdo solGveis em agua, mas a solubilidade
mostra um minimo no ponto isoelétrico. Anfoteros mostram uma excelente compatibilidade
com outros agentes surfactantes, formando micelas mistas. Eles sdo quimicamente estaveis
tanto em &cidos quanto em alcalis (TADROS, 2005).

1.6.3.1 Lecitina

A lecitina € um surfactante zwiteribnico, muito usado como emulsificante em
alimentos (HASENHUETTL; HARTEL, 1997). E solGvel em 6leos minerais, mas insolGvel
em Oleos vegetais ndo aquecidos. E também altamente insoltvel, mas dispersivel em &gua
(USHIKUBO; CUNHA, 2014).

As lecitinas s@o constituidas por fosfolipidos e esfingolipidos (esfingosina e
fitoesfingosina) e sdo extraidas de produtos como soja, trigo, aveia, ovos, entre outros
(KRALOVA; SJOBLOM, 2009). Essa mistura de lipidios confere a lecitina caracteristicas
como temperatura de transicdo do estado gel para o liquido cristalino, nas bicamadas de
lecitina, ao redor de -5 °C. A adicdo de 6leo em lecitina/agua tende a desestabilizar a fase

lamelar, favorecendo a formacéo de emulsdes (LIN et al., 2009).
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1.6.4 Surfactantes nao-idnicos

Os surfactantes ndo ibnicos mais comuns sdo os baseados em oOxido de etileno,
referindo-se como surfactantes etoxilados. Vérios tipos podem ser distinguidos: &lcool
etoxilado, alquil fenol etoxilado, acidos graxos etoxilados, ésteres graxos de sorbitano, aminas
etoxiladas e copolimeros de 6xido de etileno e de oxido de propileno (por vezes referidos
como surfactantes poliméricos), etc. (SCHICK, 1966; SCHONFELDT, 1970; SCHICK,
1987).

1.6.4.1 Esteres de sorbitano e seus derivados etoxilados (Spans e Tweens)

Esteres de &cidos graxos de sorbitano, conhecidos comercialmente como Spans, e seus
derivados etoxilados, conhecidos como Tweens, sdo talvez os surfactantes ndo-i6nicos mais
usados. Os ésteres de sorbitano sdo produzidos fazendo reagir o sorbitol com um &cido graxo
a uma temperatura elevada (> 200°C). O sorbitol desidrata a 1,4-sorbitano e, em seguida, a
esterificacdo ocorre. Se um mol de &cido graxo se faz reagir com um mol de sorbitol, obtém-

se um monoéster (alguns diésteres também sdo produzidos como subprodutos).

Os derivados etoxilados de Spans (Tweens) sdo produzidos pela reacdo de éxido de
etileno em qualquer grupo hidroxilo restante do grupo de éster de sorbitano.
Alternativamente, o sorbitol é etoxilado, seguido de esterificacdo. No entanto, o produto final
tem propriedades tensoativas diferentes para os Tweens.

Os ésteres de sorbitano sdo insolGveis em &gua, mas sollveis na maior parte dos
solventes organicos (baixo EHL). Os produtos etoxilados sdo geralmente solUveis em &gua e
tém numeros de EHL relativamente elevados. Uma das principais vantagens dos ésteres de
sorbitano etoxilados e seus derivados é seu uso como aditivos alimentares. Eles também sdo

amplamente utilizados em alguns cosméticos e preparacdes farmacéuticas.

1.6.4.2 Monooleato de Sorbitano (Span 80)

O monooleato de sorbitano (EHL: 4,3) é uma mistura de ésteres parciais de sorbitol
mono e dianidridos de acido oleico (Figura 1.2) como constituinte principal e 1,4- monooleato

de sorbitano, sorbitano dioleato e sorbitano trioleato em menor quantidade (FAO, 2013).
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Os surfactantes Span s@o eficazes na reducdo da tensdo interfacial, sendo que
pesquisas realizadas nos derivados 80 e 83 indicaram que possuem caracteristicas de
viscoelasticidade interfacial aprecidvel (OPAWALE; BURGESS, 1998).

Figura 1.2 — Formula quimica do Span 80.

HOY

Fonte: Ushikubo e Cunha (2014).

1.6.4.3 Polissorbato 80 (Tween-80)

O Polissorbato 80 (EHL: 15), mostrado na Figura 1.3 é um surfactante estavel, ndo-
ibnico hidrofilico. Geralmente, é empregado para obter emulsdes do tipo 6leo em agua (O/W),
atuando com melhores resultados em associagdo com dois ou mais surfactantes (MADHI et
al., 2011).

Figura 1.3 — Formula quimica do Tween 80: polioxietileno (20) sorbitano mono oleato.

H.C

a+b+c+d = 20; Polysorbate 80

Fonte: Madhi et al. (2011).
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1.6.4.4 Poliglicerol-poliricinoleato (PGPR)

O poliricinoleato de poliglicerol (PGPR) (EHL: 1,5 — 2,0) é um surfactante
oligomérico e nédo-idnico (Figura 1.4a) produzido por esterificacdo de acidos graxos de 6leo
de ricino (Figura 1.4b) com poliglicerol (USHIKUBO; CUNHA, 2014). O PGPR ¢é um agente
surfactante &gua em 0leo. A adicdo de quatro partes de PGPR para 30 partes de 6leo vegetal
permite que 70 partes de agua sejam dispersas no Oleo. Devido a presenca da cadeia
hidrofilica longa de poliglicerol com a sua excelente capacidade de ligacéo de agua, o PGPR é
um dos mais poderosos surfactantes de emulsdes agua em oleo disponivel para utilizagdo em
alimentos. Produz emulsdes estaveis de dgua em 6leo, mesmo em contetdos muito elevados
de agua, tais como 80% (WILSON et al., 1998).

Figura 1.4 — (a) Formula quimica do PGPR, na qual R é um hidrogénio, acido

ricinoleico ou é&cido polyricinoleico (b) Férmula quimica do acido ricinoleico.

OR OH
Ro\l;)\/ozl\ \/\/\/k/w/\rrm*
R ]
(a) (b)

Fonte: Ushikubo e Cunha (2014).

1.7 CO-SURFACTANTE

Um co-surfactante é uma molécula anfifilica que se acumula substancialmente com o
surfactante na camada interfacial. Normalmente, um surfactante de EHL muito baixo é usado
com um surfactante de EHL elevado para modificar o EHL global do sistema. Ao contrario do
surfactante, o co-surfactante pode nao ser capaz de formar estruturas auto associadas como
micelas por conta propria. Varios tipos de moléculas, incluindo agentes surfactantes ndo
ibnicos e alcoois podem funcionar como co-surfactante em um determinado sistema. A

quantidade de um co-surfactante em um sistema é geralmente menor do que a do surfactante
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e, muitas vezes, serve para modificar o valor de EHL global do sistema (NARANG et al.,
2007).

Em adigdo ao seu efeito sobre a fluidez interfacial, o co-surfactante também influencia
0 empacotamento geométrico do surfactante e, consequentemente, altera a curvatura das
peliculas interfaciais. Assim, a selecdo do surfactante e do co-surfactante € critica para a
formacdo da ME, assim como também para a solubilizacdo das MEs. Outras variaveis, tais
como a natureza quimica do 6leo, salinidade e temperatura também influenciam na curvatura
da pelicula interfacial, fluidificando a regido do hidrocarboneto da pelicula interfacial
(SURABHI et al., 2010).

1.7.1 Propilenoglicol (PG)

Propilenoglicol (Figura 1.5) é um diol da classe dos glicois, com origem sintética para
uso em alimentos, bebidas, cosméticos, produtos farmacéuticos e outras areas. O
propilenoglicol é um dos co-surfactantes mais populares utilizados em emulsbes
(LAWRENCE; REES, 2000), funcionando como um &lcool de cadeia curta, reduzindo a
temperatura de percolacdo (KALE; ALLEN, 1989; VAN BOMMEL et al., 2005).

Figura 1.5 — Férmula quimica do propilenoglicol.

HO™ Y
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1.8 OLEO DE SOJA

Os Oleos vegetais se caracterizam por ter propriedades Unicas (por ser biodegradaveis
e renovaveis) e sdo amplamente utilizados como matérias-primas nas industrias de alimentos,
medicina, cosmética e de biocombustiveis (LATHI; MATTIASSON, 2007). Devido a crise
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energética e as questdes ambientais, é significativo buscar abordagens alternativas para
utilizacio de 6leos vegetais. Oleos vegetais tradicionais com funcéo de lubrificacio, tais como
Oleo de ricino, pinhdo manso e soja, foram estudados por ser capazes de produzir
microemulsdes isotropicas com liquidos idnicos, bem como o comportamento da fase de

6leos vegetais em microemuls@es liquidas idnicas tém sido relatado (WANG et al., 2014).

Os 6leos vegetais em geral sdo compostos principalmente por triglicerideos, formados
pela esterificacdo de uma molécula de glicerol com até trés moléculas de acido graxo. O 6leo
de soja comercial € 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 (tragos), lignocérico (tragos), acidos graxos mono-insaturados,
como o palmitoleico (tracos) e o oleico (18,0 — 34,0%), e &cidos graxos poli-insaturados,
como o linoleico (45,0 — 60,0%) e o linolénico (3,5 — 8,0%) (MALACRIDA; JORGE, 2003).

1.9 TEORIAS DA FORMACAO DA MICROEMULSAO E
ESTABILIZACAO

Para a formacdo de uma ME, é necessario que exista a mistura de dois liquidos
imisciveis. Inicialmente, quando esses liquidos sdo agitados mecanicamente, um deles é
disperso no interior do outro (fase continua). Se um surfactante for adicionado ao sistema, o
mesmo tende a se estabilizar, formando um sistema homogéneo com a formacéo de uma fase
interna, dispersa ou descontinua. Sem a adi¢do do surfactante, o sistema tende a sofrer
separagdo de fases e sera possivel visualizar novamente os dois liquidos separados. Sob o
aspecto fisico-quimico, a formacdo de uma ME é um pouco diferente das emulsdes, pois,
alem desses sistemas serem transparentes e termodinamicamente estaveis, apresentam um
tamanho de goticulas nanométrico (DAMASCENDO et al., 2011).

A teoria da solubilizagdo considera MEs como sistemas de micelas inchadas, ou seja,
solugdes com agua solubilizada ou hidrocarbonetos solubilizados em sistemas de uma fase. A
teoria termodinamica propde que a energia livre de formagdo de microemulsao, AGm, consiste
de diferentes termos, como a energia livre interfacial, energia de interacdo entre as gotas, e

um termo entropico. Quando AGn atinge um valor de zero ou ligeiramente negativo, a
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formacdo da ME pode ser facilitada. Independentemente do mecanismo de estabilizagéo, a
reducdo da energia livre interfacial a um valor muito baixo é critico no sentido de facilitar a
formacdo da ME (FLANAGAN; SINGH, 2006).

A energia livre de superficie pode ser definida pela Equacdo 1.2 a temperatura,
volume e nimero de moles constantes. Essa equagdo mostra que AG varia diretamente com a
area interfacial e que se a tensdo interfacial entre as fases aquosa e oleosa, yi, for negativa, AG
sera < 0 e a emulsificacdo espontanea sera possivel (OLIVEIRA et al., 2004).

AG =G, -G, =, xAS (1.2)

Quando aumenta o nimero de moléculas por unidade de area, elas comegcam a se
comprimir, umas ao lado das outras, desenvolvendo uma pressao lateral bidimensional (z). A
analise do filme mostra que a tensdo de superficial (yi)) na interface diminui
proporcionalmente com o0 aumento da pressdo. Esse fendmeno pode ser expresso pela
Equacdo 1.3, a qual mostra que quando a repulsdo entre as espécies do filme (pressdo m)

exceder yo/A, yi sera negativa:
=20 (1.3)

Desse modo, a variacdo da energia (yi X AS) torna-se favordvel a expansdo espontanea
da interface. A pressdo do filme (ng) fica, entdo, compensada por uma tensdo muito menor

(vp), descrita pela Equagéo 1.4:

Vo = (7_Aol — 7l (1.4)

onde, (yo/A)a € 7, representam a tensdo interfacial original entre 6leo e &gua apds o
potencial quimico do surfactante em cada fase ter sido equalizado por particao, e a pressao no

filme antes da curvatura, respectivamente.

Essa sequéncia de fatos leva a um mecanismo de curvatura do filme que é aplicavel
ndo somente para a formacéo de microemulsdes O/W e W/O, mas também para a magnitude
da curvatura do filme. A presséo total no filme é igual a soma das pressdes de cada lado.
Assim, e representa a pressao transiente inicial, resultante da presséo gradiente devido a 7o €

7a através do filme e 7 € a soma de 7o € 7a (OLIVEIRA et al., 2004).
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Consequentemente, com 0 aumento da area interfacial por um aumento de x, a y; se
aproxima de zero, favorecendo a dispersdo de uma fase na outra. Esse resultado indica que os
surfactantes de carater muito hidrofilicos ou lipofilicos sdo inapropriados para a formulagéo
de MEs; mesmo com ajuda de co-surfactantes, a tensdo interfacial ndo diminuira

suficientemente para a formacao de um sistema microemulsionado (HO et al., 1996).

1.10 TIPOS DE MICROEMULSOES

A mistura dos componentes da fase aquosa, fase oleosa, surfactante e co-surfactante,
na regido da ME em um diagrama de fases, é capaz de formar diferentes estruturas internas. A
estrutura formada € influenciada pelas propriedades fisico-quimicas dos componentes
utilizados e da razdo entre os componentes. Apenas em MEs muito diluidas é possivel a
formacdo de uma estrutura de micela intumescida (de agua ou 6leo) regular (O/W) ou reversa
(W/O).

1.10.1 Microemulsdes W/O

A microemulsdo W/O (Figura 1.6) é formada quando se dispersa agua em uma fase
continua de hidrocarboneto, sendo normalmente situada em dire¢do da regido rica em dleo.
Nesta regido sdo gerados agregados conhecidos como micelas esféricas reversas ou invertidas,
as quais minimizam a energia de superficie, sendo esta a forma mais comum (EKWALL et
al., 1971; CONSTANTINIDES; Y1V, 1995; MALIK et al., 2012).
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Figura 1.6 — Microemulsdo W/O.

e &
3

Fonte: Malik et al. (2012).

1.10.2 Microemulsdes O/W

Uma microemulsdo de 6leo em agua é uma dispersdo coloidal, termodinamicamente
estavel, que consiste em particulas esferoides pequenas (composta de 0Oleo, surfactante, e

possivelmente co-surfactante) dispersos num meio aquoso.

As moléculas de surfactante numa microemulsdo de 6leo em agua estdo organizadas
de modo que suas caudas ndo polares se associam umas com outras formando um ndcleo
hidrofobico, uma vez que este reduz a area de contato termodinamicamente desfavoravel entre
0s grupos nao polares e a dgua. Os grupos de cabeca hidréfilos das moléculas de surfactante
sobressaem na fase aquosa envolvente. A molécula de 6leo pode ser incorporada no interior
hidrofobico das micelas com um nucleo separado ou entre as caudas do surfactante (Figura
1.7 a, b). Se as moléculas de oleo tém alguns grupos polares, entdo elas podem ser
incorporadas nas micelas de tal forma que interagem com os grupos polares da cabeca polar
do surfactante ou sobressair a uma certa distancia na agua (CONSTANTINIDES; Y1V, 1995;
MALIK et al., 2012).
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Figura 1.7 — Microemulsdes O/W: (a) moléculas de 6leo incorporadas na cauda do
surfactante; (b) moléculas de éleo incorporadas como ndcleo hidrofébico.

ks

Fonte: McClements (2012).

1.10.3 Fase bicontinua

A fase bicontinua ou esponja é uma estrutura bastante complexa. Como o proprio
nome sugere, nessa estrutura a agua e o 6leo sdo fases continuas. Estruturas bicontinuas sao
talvez mais frequentemente observadas do que os agregados micelares discretos. Eles séo
encontrados em microemulsGes, em mesofases e, até mesmo em solucBes relativamente
diluidas de surfactantes. De acordo com a Figura 1.8 pode ser observado que ndo ha gotas
isoladas, mas sim um arranjo bicontinuo de canais de 6leo e agua. A maior parte das
microemulsdes que sdo bicontinuas contém quantidades comparaveis de agua e de 6leo, e ha
sistemas bicontinuos que sao estabilizados por apenas uma pequena quantidade de surfactante
(KRESGE et al., 1992; KREILGAARD, 2002).

Figura 1.8 — a) Fase bicontinua, b) corte transversal.

(a) (b)

Fonte: Malik et al. (2012).

Revisio Bibliogrifica



Capitulo 1 |31

1.11 FENOMENO DE PERCOLACAO

A integridade da monocamada é frequentemente influenciada por eventos que ocorrem
mediante as colisbes entre gotas de microemulsdo. Esperam-se alteracdes das Varias
propriedades das microemulsbes, quando a fracdo de volume da fase dispersa (p) é
aumentada. Especialmente a condutividade elétrica é sensivel a agregacdo das goticulas. Esse
fato tem sido reportado em varios estudos em microemulsbes aquosas (WEI et al., 2012;
LUCZAK; HUPKA, 2014). O artigo publicado por Lagues et al. (1978) foi o primeiro a
interpretar o aumento dramatico da condutividade com a fracdo de volume de goticulas de
uma microemulsdo W/O em termos de um modelo de percolacdo e denominou essa situacdo
fisica como percolacdo agitada, referindo-se ao movimento Browniano do meio. De acordo
com o modelo teérico mais amplamente utilizado, € baseado na natureza dindmica das
microemulsdes que consiste em duas pseudofases: uma em que a carga € transportada pela
difusdo da microemulsdo e outra na qual a alteracdo dos glébulos da fase é realizada por
difusdo do proprio transportador de carga no interior dos aglomerados de micelas invertidas.
De acordo com essa teoria, duas abordagens (estaticas e dindmicas) foram propostas para o
mecanismo que leva a percolacdo (LAGOURETTE et al., 1979).

A percolacéo estatica esta relacionada com o aparecimento de fases bicontinuas, onde
o forte aumento na condutividade é devido a contra-ions e, em menor medida, aos ions dos
surfactantes, o que pode ser justificado por um caminho de agua ligado no sistema. A
percolacdo dindmica estad relacionada com o rapido processo de fissdo-fusdo entre as
goticulas. Canais transitorios de agua se formam quando a interface de surfactante se
decompbe durante colisbes ou atraves da fusdo de goticulas. Neste ultimo caso, a
condutividade é principalmente devida ao movimento de contra-ions ao longo dos canais de
agua. Para o modelo dinamico de percolacdo, o processo global envolve a abordagem de
difusdo de duas gotas, o que leva a um encontro par (CAZABAT; LANGEVIN, 1981).
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1.12. CLASSIFICACAO DE WINSOR PARA SISTEMAS
MICROEMULSIONADOS

Winsor em 1948 criou um parametro semiquantitativo para mensurar o equilibrio entre
as caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas do surfactante em um sistema particular que é um
tanto similar ao EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico). Esse parametro, denominado Razéo de
Winsor (RW), pode ser modificado pela mudanca na estrutura do surfactante, por ajustes na
temperatura do sistema, ou pela adi¢do de co-surfactante. Desse modo, os sistemas podem ser
classificados em quatro tipos: Winsor 1, Il, 111 e IV. Esses tipos séo baseados na quantidade de
fases formadas em virtude da quantidade de 6leo e/ou agua em excesso (Figuras 1.9 e 1.10)
(WINSOR, 1948; 1950).

O sistema tipo Winsor | ocorre quando uma pequena porcdo da fase oleosa esta em
equilibrio com o sistema microemulsionado, apresentando um excesso de 6leo na porcéao
superior do sistema, formando um sistema bifésico. No tipo Winsor Il, também biféasico, uma
pequena porcdo da fase aquosa esta em equilibrio com o sistema microemulsionado,
apresentando um excesso de dgua na porcdo inferior do sistema. No tipo Winsor 1ll, o sistema
homogéneo estd em equilibrio com excesso tanto de dleo quanto de &gua, formando um
sistema trifasico e, finalmente, o tipo Winsor 1V ocorre quando ndo ha excesso de fase aquosa

ou oleosa, formando um sistema homogéneo e monofasico.

Figura 1.9 — Sistema de classificacdo de Winsor mostra as possiveis fases 0leo e agua em

sistemas de microemulsdes.

Winsor 1 Winsor 11 Winsor I11 Winsor IV
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Regifio rica em dgia

Fonte: Flanagan e Singh (2006).
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O sistema tipo Winsor IV é o foco principal durante a preparacdo de um sistema
microemulsionado, pois a adi¢do de co-surfactantes além de diminuir o valor do EHL (ou
aumentar a RW) dos surfactantes empregados, também ajusta a conformacgdo geométrica do

surfactante na interface para facilitar a formagdo da ME (TAN et al., 2011).

Figura 1.10 — Diagrama de fases ternario da mistura de agua e éleo-surfactante representando

a classificacdo de Winsor e estruturas internas provaveis.
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Fonte: Metha e Kaur (2011).

1.13. CARACTERIZACAO DE MICROEMULSOES

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a caracterizacdo das MEs. A literatura
postula que técnicas experimentais diferentes podem ser usadas para obter informacdes sobre

a dindmica e estrutura desses sistemas (KAHLWEIT et al., 1987).
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A caracterizacdo de microemulsdes pode ser dividida em duas &reas principais,
caracterizagd0 macroscopica e caracterizagdo microscopica. Viscosidade, condutividade e
medidas dielétricas fornecem informacbes Uteis em nivel macroscopico. A presenca de
micelas inversas (MACKEBEN et al., 2001) e a transicdo entre estruturas (AMAR et al.,
2004) implica uma mudanca na viscosidade (FLANAGAN; SINGH, 2006). As medidas de
condutividade podem dizer se h& ME continua em 6leo ou continua em agua, assim como
determinar fendmenos de percolacdo (WEI et al., 2012; CHEN; ZHAO, 2014).

Dentre as técnicas mais difundidas em nivel microscopico, tem-se a microscopia de
luz polarizada para verificar a isotropia do sistema; o espalhamento de raios-X (FANUN,
2011) em baixos angulos e de néutrons para determinar o didmetro da goticula ou da fase
dispersa; além dos métodos espectroscopicos, como ressonancia magnética nuclear
(HATHOUT; WOODMAN, 2012), para determinar a estrutura.

1.13.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) permite elucidar a organizacdo da estrutura
de uma ME a partir de medidas de autodifusdo de todos os componentes. Dentro de uma
micela, 0 movimento molecular das caudas de hidrocarbonetos (de translacdo, reorientacédo e
a flexibilidade da cadeia) é quase tdo rapido como em um hidrocarboneto liquido. Em uma
micela inversa, as moléculas de dgua e os contra-ions sdao também altamente moveis. Para
muitos sistemas surfactante-dgua, ha uma separacdo espacial distinta entre os dominios
hidrofobicos e hidrofilicos. A passagem de espécies entre diferentes regides € um evento
improvavel e ocorre muito lentamente. Portanto, o estudo da auto-difusdo em distancias
macroscopicas deveria revelar se o processo € rapido ou lento, dependendo das propriedades
geométricas da estrutura interna. Por exemplo, uma amostra que € continua em agua e
descontinua em 6leo deveréa exibir rapida difusdo dos componentes hidrofilicos, enquanto que
os componentes hidrofobicos difundirdo lentamente. Em uma estrutura bicontinua se esperaria

uma rapida difuséo de todos os componentes (TADROS, 2005).
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1.13.2 Espalhamento de raios-X a baixos angulos

As técnicas de espalhamento de raios-X e de néutrons sdo baseadas na analise do
espalhamento da radiagdo produzida por uma fonte como raios-X ou néutrons ao interagir
com particulas presentes numa amostra. Essas ferramentas permitem obter informacéo sobre o
tamanho, a forma e a orientacdo de componentes no sistema que ndo precisam ser de longo
alcance ou de ordem cristalino. Em experimentos de espalhamento, a radiacdo dispersa pela
amostra de interesse é tipicamente medida sobre um detector bidimensional; no caso de
dispersores isotropicos, depois de ser calculada a média radial, a intensidade € plotada contra
a magnitude de espalhamento do vetor g, que descreve a relacdo entre o incidente e os vetores

de onda dispersos e é definida como na Equacéo 1.5:

A .
=—5sind 15
a=— (1.5)

Em que 6 é a metade do angulo através do qual a radiacdo é dispersa e 1 € 0
comprimento de onda da radiago incidente (MARTINEZ-SANZ et al., 2015).

1.14 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulacdo é a tecnologia utilizada na industria alimentar por mais de 60
anos como um meio de oferecer uma barreira efetiva a ingredientes solidos e liquidos contra
interacGes ambientais e/ou quimicas até sua liberacdo desejada (REINECCIUS, 1994). Quase
todos os materiais que necessitam ser protegidos, isolados, liberados lentamente ao longo do
tempo, ou liberados em um determinado momento, podem ser encapsulados. Esses
ingredientes alimentares que podem beneficiar-se do encapsulamento incluem aromas, acidos,
alcalis, tampdes, lipideos, enzimas, microrganismos, adogantes artificiais, vitaminas,
minerais, conservantes, antioxidantes, agentes de reticulacdo, agentes de fermentacao,
corantes e nutrientes (REINECCIUS, 1994; RISCH, 1995). Tais microcapsulas podem
apresentar dimensdes que variam desde fraces de micron até varios milimetros, em
diferentes formas, dependendo dos materiais e métodos utilizados em sua preparacao
(SHAHIDI; HAN, 1993; AZEREDO, 2005; SANTOS et al., 2005; MADENE et al., 2006).
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1.14.1 Microencapsulacéo por coacervacao complexa

13 b

O termo coacervagdo vem do latim “co” e “acervus” significando “unido” e
“agregacdo” de particulas e foi usado primeiramente por Bungenberg de Jong e Kruyt em
(1928) para descrever o fendmeno de separacdo espontanea de fases que ocorre quando
polieletrolitos sdo misturados em um meio aquoso (VANDERGAER, 1973;
TOLSTOGUZOV, 1991; THIES, 1995; MENGER et al., 2000; DUCEL et al., 2004,
STRAUSS; GIBSON, 2004).

A coacervacao € um fenbmeno de interacdo baseado na complexacdo que ocorre como
resultado da mistura de solucdes de biopolimeros com cargas opostas, formando complexos
que, por repulsdo do solvente precipitam, formando duas fases, sendo uma delas chamada de
“rica em polimeros” contendo o coacervado precipitado e outra chamada “pobre em
polimeros”, na qual permanece o solvente da solu¢do (TOLSTOGUZOV, 1991; REMUNAN-
LOPEZ;, BODMEIER, 1996; SCHMITT et al., 1998; WANG et al., 1999; WANG et al.,
2000).

O processo baseia-se na formacdo de uma emulsdo (quando a fase dispersa € um
liquido) ou dispersao (quando a fase dispersa € um sélido) do recheio na solucdo da mistura
polimérica. Com a alteracdo das condi¢cBes do meio para promover a coacervacgdo (pH, forca
ibnica, temperatura) ocorre a deposicdo do complexo ao redor dessas estruturas, formando um
filme ou matriz solidos, responsaveis pela retencdo, protecdo e liberacdo controlada do
recheio (BACHTSI; KIPARISSIDES, 1996).

Os biopolimeros ideais para serem empregados na coacervagdo complexa sdo aqueles
gue apresentam propriedades coloidais hidrofilicas, densidades de cargas adequadas e cadeias
lineares. Alguns exemplos de biopolimeros passiveis de serem utilizados sdo: gelatinas,
alginatos, albuminas, caseina, 4gar, gomas e pectinas (VANDERGAER, 1973; THIES, 1995).
Diversos sistemas de materiais de parede ja foram avaliados no processo de coacervagdo
complexa, mas o mais estudado e compreendido é o sistema gelatina/goma arabica (GOUIN,
2004).

A coacervacdo complexa utilizando o par gelatina/goma arabica so é possivel em pH
abaixo do ponto isoelétrico da gelatina. E nesse pH que a gelatina se torna positivamente

carregada, enquanto a goma ardbica continua negativamente carregada. O material a ser
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encapsulado € emulsionado na gelatina e entdo a goma é adicionada ao sistema. O pH é
ajustado para que se forme o coacervado e a temperatura é reduzida para que as paredes da
microcapsula se formem e ocorra separacdo de fase, apds o que as particulas podem ser
separadas e manuseadas. Por fim, as microcapsulas sdo coletadas e secas (SCHERI et al.,
2003).

As microparticulas coacervadas sdo frequentemente desidratadas, para que se estenda
0 tempo de estocagem das mesmas e para que se torne viavel seu uso em produtos
desidratados (BURGESS; PONSART, 1998). Vérios autores tém usado a encapsulacdo de
principios ativos de grau alimenticio por coacervacao complexa com o propdsito de manter ou
melhorar as caracteristicas proprias destes. Nori et al. (2011) encapsularam por coacervacao
extrato de propolis usando pectina Genu tipo 800 e isolado de proteina de soja e liofilizado
mantendo sua atividade antioxidante e antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.
Comunian et al. (2013) encapsularam acido ascorbico usando gelatina e goma arabica como
agentes encapsulantes e obtiveram capsulas esféricas ligeiramente sollveis, com uma
eficiéncia aproximada de 98%; a coacervacgdo permitiu proteger e deixar mais estavel o acido
ascorbico que em solucdo, o que possibilitou a sua liberacdo controlada sob condicdes

especificas e, ao mesmo tempo, ajudou a mascarar o sabor acido.

1.14.2 Agentes encapsulantes

1.14.2.1 Goma Arabica

A goma arabica € um biopolimero obtido do exsudado da arvore acécia, da familia
Leguminoseae, originaria do Egito e de uso milenar. A estrutura quimica da goma arabica
corresponde a um complexo polissacarideo que contém pequenas quantidades de material
nitrogenado. O polissacarideo é uma cadeia ramificada, com massa molar que pode variar de
47.000 a 3.000.000 g/mol. Dessa forma, a goma arabica é denominada como um complexo
proteico-arabinogalactano (KAUSHIK; ROQS, 2007; LOPERA et al., 2009).

A goma arabica possui caracteristicas estruturais que Ihe permitem ser adsorvida em
superficies lipofilicas, atuar como coloide protetor e, ainda, como um bom agente formador
de peliculas; adicionalmente, apresenta baixa viscosidade e comportamento newtoniano em

concentragdes inferiores a 35 %. A goma arabica € um dos materiais formadores de pelicula
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mais efetivos para microencapsulacdo. Esse material de parede é considerado ideal para a
encapsulacdo de goticulas de lipidios, uma vez que satisfaz os papéis tanto de agente
surfactante e de matriz de secagem (IZYDOREZYK et al., 2005; TONON et al., 2011).

1.14.2.2 Gelatina

A gelatina € uma proteina soltvel em agua que é amplamente utilizada na inddstria
alimenticia e farmacéutica. E derivado por degradacdo hidrolitica de colageno, o componente
principal do tecido conjuntivo fibroso. As gelatinas comerciais sdo geralmente obtidas a partir
da pele e dos ossos de vacas e porcos (CHANDRA; SHAMASUNDAR, 2015). A dissociagédo
térmica ou quimica das cadeias polipeptidicas do colageno forma o produto conhecido como
gelatina. O colageno insoluvel é convertido em gelatina solvel por tratamentos hidroliticos.
A principal propriedade da gelatina é sua capacidade de formar géis estaveis em temperaturas
menores que 40 °C, desde que a concentracdo de gelatina na solucdo seja no minimo de 1 %;
em certos casos, essa transicao sol-gel é reversivel (NEKLYUDOV, 2003). Dois tipos de
gelatina sdo obtidos, de acordo com o procedimento de pré-tratamento e sdo conhecidos
comercialmente como gelatina tipo A (ponto isoelétrico em pH ~ 8-9) e gelatina tipo B (ponto
isoelétrico em pH ~ 4-5) obtidas sob condicBes de pré-tratamento acido ou alcalino
respectivamente (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

A gelatina derivada da pele de porco é normalmente referida como do tipo A e
derivados de gelatina de pele de bovinos é referido como a gelatina tipo B. A consisténcia do
gel e viscosidade sdo as propriedades fisicas mais importantes da gelatina. A consisténcia do
gel, também conhecido como valor Bloom, ¢ uma medida da resisténcia e da rigidez da
gelatina, refletindo o peso molecular médio dos seus constituintes, e € geralmente entre 30 e
300 bloom (< 150 é considerado como sendo um baixo Bloom, 150 — 220 Bloom médio e um
220 — 300 Bloom alto). Bloom de valores mais altos indica que a gelatina tem uma maior
forca. A gelatina é produzida na forma de p6 ou granulado, é insipida e inodora. Ela pode ser
usada como agente de ligagdo de &gua, espessante, gelificante, para formacdo de espuma,
emulsionantes e agente de formacdo de pelicula. A gelatina é higroscopica e
consequentemente, absorve agua, dependendo da humidade relativa na qual € armazenada
(NUR HANANI et al., 2014).
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1.15 BETALAINA

Nos ultimos anos, 0 interesse em corantes naturais aumentou consideravelmente,
principalmente pela toxicidade quase nula e por serem ecologicamente corretos. Corantes
naturais séo antioxidantes nutricionais e sua presenca na dieta pode reduzir o risco de doencas

cardiovasculares, cancer e doencas associadas ao envelhecimento (CHETHANA et al., 2007).

Quimicamente, as betalainas sdo compostos nitrogenados presentes na beterraba,
apresentando reconhecida atividade antioxidante. S&o classificadas em betacianinas, que
conferem a cor vermelho-violeta a beterraba e em betaxantinas, um corante vermelho-
alaranjado também presente na beterraba, porém em menor propor¢do que as betacianinas
(Figura 1.11) (CAI; CORKE, 2000). A estabilidade das betalainas é fortemente influenciada
pela presenca de acucar, luz, oxigénio, atividade de agua e temperatura (CASTELLAR et al.,
2003; HERBACH et al., 2004; HERBACH et al., 2006; AZEREDO et al., 2007; AZEREDO,
2009). A estabilidade térmica méaxima de suco de beterraba vermelho foi observado em pH de
5,8 (SAGUY, 1979). Todos os pigmentos das betalainas sdo sollveis em &agua, uma
propriedade muito explorada na extracdo do pigmento, assim como, sua atividade de
eliminacdo de radicais livres que foram descritos para os extratos de plantas purificados e
pigmentos (ESCRIBANO et al., 1998; CAI et al., 2003; GLISZCZYNSKA-SWIGLO et al.,
2006; CHETANA et al., 2007). Betalainas foram referidas como inibidoras na formagdo de
tumores em camungongos in vivo, com concentracbes muito baixas de pigmentos,
demonstrando assim um forte potencial de protecdo da saide (KAPADIA et al., 2003; LU et
al., 2009; LECHNER et al., 2010).

Figura 1.11 — Férmula quimica das Betacianinas (esquerda) e Betaxantinas (direita).
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Fonte: Castellar et al. (2003).
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O corante vermelho de beterraba é disponivel como extrato produzido pela evaporagéo
do suco de beterraba sob véacuo até um teor de sélidos total de 40 — 60%, ou na forma de po,
obtido pela secagem por pulverizacdo do concentrado. Os produtos em p6 sdo mais estaveis
devido a menor taxa de degradacdo dos pigmentos. A estabilidade térmica das betalainas
depende de algumas condicGes fisicas, onde o de aquecimento € o fator mais importante
(NEMZER et al., 2011).

As betalainas sdo estaveis ao longo de um intervalo de pH de 3,0 — 7,0 conferindo-lhes
uma vantagem sobre as antocianinas, porém, possuem baixa estabilidade térmica (KANNER
etal., 2001; GLISZCZYNSKA-SWIGLO et al., 2006).

Algumas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de reduzir o uso de corantes
sintéticos em alimentos, dando lugar ao uso de corantes de fontes naturais, como a betalaina,
sendo a encapsulacdo por spray-drying a tecnologia mais usada (AZEREDO et al., 2007;
GANDIA-HERRERO et al., 2010; PITALUA et al., 2010; GANDIA-HERRERO et al., 2013;
RAVICHANDRAN et al., 2014). Nesses estudos, agentes de encapsulacdo, tais como goma
arabica, amido e maltodextrina, com diferentes equivalentes de dextrose e inulina, tém sido
utilizados. Esses estudos estabeleceram que a natureza e as propriedades do biopolimero
utilizado como um agente de encapsulacdo (capacidade de pelicula, de permeabilidade ao
oxigénio, e higroscopicidade, entre outros) tém um papel importante na estabilidade das
microparticulas de betalaina (CAIl; CORKE, 2000; SERRIS; BILIADERIS, 2001).

Corantes naturais tém algumas desvantagens em relacdo aos artificiais. Tipicamente,
0s custos sdo mais elevados e, dependendo do corante especifico exibem estabilidade mais
baixa nas condicGes de processamento e armazenamento (CARDOSO-UGARTE et al., 2014).
A microencapsulacdo tem sido proposta como uma estratégia bem sucedida para melhorar a
estabilizacdo da betalaina, para tornar mais facil o seu manuseio durante o processamento, e
para assegurar a sua biodisponibilidade quando eles sdo utilizados como corantes alimenticios
(DESAI; PARK, 2005).
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ABSTRACT

Microemulsions (MEs) are isotropic and thermodynamically stable mixtures of two
immiscible solvents stabilized by surfactants, with multiple applications in chemical,
pharmaceutical and foodstuff industries. The aim of this work was the evaluation of two food-
grade surfactants - sorbitan monooleate (Span 80) and polysorbate 80 (Tween 80) - in the
formation of MEs with addition of propylene glycol as cosurfactant and the characterization of
the resulting system. The study has prioritized the isotropic phase formed by MEs, whose
properties have been investigated by electrical conductivity, rheology, differential scanning
calorimetry and specific heat. Seven detected systems were identified as MEs along the
surfactant to oil ratios 9:1 and 8:2 dilution lines, up to 20 % water. Calorimetric analyzes
allowed identification of different states of water and resulted in about 99 % of non-freezable

water. All the systems showed Newtonian behavior that is typical of microemulsified systems.
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2.1 INTRODUCTION

Microemulsions (MESs) are ternary systems consisting of water and oil liquid phases
stabilized by amphiphilic molecules, forming optically isotropic, clear and thermodynamically
stable liquid dispersions, with nearly uniform spherical droplets having diameters between 8 to
80 nm and not requiring high inputs of energy or shear conditions for their formation (HOAR;
SCHULMAN, 1943; DANIELSSON; LINDMAN, 1981).

Similarly to other colloidal dispersions, ME formation is strongly dependent on the type
and concentration of surfactant (WINSOR, 1948), being that oil-in-water (O/W) and water-in-
oil (W/O) systems are usually used to encapsulate lipophilic or hydrophilic components in the
food, pharmaceutical and chemical industries (MCCLEMENTS, 2012). As a liquid
encapsulation system, MEs cannot only solubilize hydrophobic and hydrophilic compounds,
but are even able to protect these components from unwanted degradation (XU et al., 2016).
Nevertheless, in the food industry the use of MEs is restricted because the common used long-
chain triglycerides, such as soybean oil, are not suitable for solubilizing food grade surfactants.
Thus, the choice of suitable surfactants for the formation of food grade O/W or W/O MEs is
very limited (GARTI et al., 2001).

The polyoxyethylene sorbitan esters (Tweens) and the sorbitan fatty acid esters (Spans)
are probably the most widely used, commercially inexpensive, and readily available food grade
surfactants (CAVALLI et al., 1996; BUMAJDAD; EASTOE, 2004). These surfactants have
bulky polyoxyethylene head groups attached to a sorbitan ring, which increases the
hydrophilicity of the sorbitan fatty esters. However, surprisingly only few examples of MEs
using these products have been reported in the literature (GARTI et al., 2001; YAGHMUR,
ANAN et al., 2002; RAO; MCCLEMENTS, 2012). At present, there is relatively poor
information about the formation characteristics of MEs and its ability to form stable colloidal

dispersions suitable for application in food products.
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Several techniques have been used to characterize the microemulsions such as chemical,
electrical conductivity, rheological analysis, small-angle X-ray scattering (SAXS) and
differential scanning calorimetry (DSC), which provide usefully information on the type of
system obtained, if O/W or W/O, and their configuration structure, particle size, physical and
thermal properties (SPERNATH et al., 2006; PERLSTEIN et al., 2015; ROOHINEJAD et al.,
2015; CHIAPPISI et al., 2016). From these methods, DSC helps to determine the different states
of water and its interaction with the substrate in a MEs system. According to Spernath et al.
(2006), it is possible to identify three states of the water: free water which melts around 0 °C,
interfacial water that is the water in the dispersed system interface (melts at about -10 °C), and
bound water, which is associated with the hydrophilic groups (melting below -10 °C). Taking
into account the initial amount of water added to the system and the mass fractions
corresponding to each one of the possible water states, it is possible to calculate the non-
freezable water. Chemical and electrical conductivity analysis determines the formation
characteristics of the MEs from qualitative and quantitative aspects, respectively (FANUN,
2010). Furthermore, rheological methods indicate the behavior of the microemulsion and the
viscosity as a function of the shear rate, water content, and temperature (ABDEL-RAHEM et
al., 2014).

Based on these arguments, the present work aims to characterize food grade MEs using
soybean oil, water, sorbitan monooleate (Span 80) and polysorbate 80 (Tween 80) as
surfactants, associated to propylene glycol as cosurfactant, contributing to the knowledge about

MEs formation and characterization.

2.2 MATERIAL AND METHODS

2.2.1 Raw materials

The MEs were prepared using soybean oil from Cargill (Barreiras, Brazil), sorbitan
monooleate (Span 80) with hydrophilic-lipophilic balance (HLB) of 4.3 and polysorbate 80
(Tween 80) with HLB of 15 from Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brazil), propylene glycol (PG)
with purity of 99.5 % from Synth (Diadema, Brazil), and water purified by Milli-Q 3 system
(Millipore, Milford, USA).
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2.2.2 Phase diagram construction

In order to construct the ternary phase diagram, different systems were prepared and
mixed to result in surfactant to oil ratios of 1:9, 2:8, 3.7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, and 9:1 (w/w),
respectively. The surfactant portion of these systems was previously prepared at a ratio 8:1
(Tween 80:Span 80) resulting in a HLB value of 13.8, which in turn was mixed with
cosurfactant PG at a ratio 9:1 (surfactant:cosurfactant). In the sequence, the surfactant: oil
systems were titrated under manual stirring at 25 °C with purified water at volume increments
of 5—10 % (w/w), along dilution lines ranging from 5 to 90 % of water (SASIVIMOLPHAN
et al., 2012). Preliminary tests showed that the order of addition and mixing of surfactant,

cosurfactant, oil, and water did not affect the formation of MEs.

2.2.3. Characterization by chemical diffusion

The type of MEs, if O/W or W/O, were investigated according to the method described
by Roohinejad et al. (2015) with modifications. The hydrophilic dye methylene blue or the
lipophilic dye curcumin were added, in equal amounts, on two samples of MEs in order to
evaluate the diffusion rates of the dyes. The rapid diffusion of methylene blue indicates O/W

MEs, whereas the rapid diffusion of curcumin indicates W/O MEs.

2.2.4. Characterization by electrical conductivity

Conductivity measurements were carried out for MEs samples using an electrical
conductivity meter (Compact Seven 230, Mettler Toledo, Switzerland), coupled to a
conductivity cell (InLab 720, Metter Toledo, Switzerland) with conductivity constant of 0.06.
Calibration of the conductivity meter was carried out at 0.05 uS/cm, in the nonlinear mode for
temperature. The electrode was dipped into the MEs samples until equilibrium had been reached
and the reading became stable. The samples were thermo-stabilized at 25 °C (ROOHINEJAD
etal., 2015).

Microemulsdo de grau alimentar a base de tween 80 + span 80 + propileno glicol / 6leo de soja / dgua:
condutividade eléctrica, propriedades térmicas e reoldgicas



Capitulo 2 |64

2.2.5. Thermal characterization
2.2.5.1 Determination of free, interfacial, bound, and unfreezable water contents

The measurements were carried out using a DSC device (DSC 8000, PerkinElmer,
USA) equipped with IntraCooler 11l. The calorimeter was previously calibrated with indium
(m.p. 156.6 °C, AHs = 28.45 kJ/kg) at heating rate of 30 °C/min. Nitrogen (99.5 % purity) was
the purge gas and flowed at ~20 mL/min. About 0.5 mg of each MEs sample was weighed and
sealed in an aluminum pan (ref. 0219-0062, Perkin Elmer, USA) and placed in the measuring
chamber using an empty pan as reference. The defined temperature program consisted of an
isotherm at -65 °C for 2 min, followed by heating from -65 °C to 50 °C at a rate of 35 °C/min
(ASTM-E1356, 2014).

The enthalpy change associated to thermal transitions was obtained by integration of the
area corresponding to each peak in the thermogram. The peaks representing different states of
water were analyzed according to Senatra et al. (1991). The interfacial water content was
calculated according to:

AHi( ) 1.
W, = (%) x 100 Wi, where i=I; B (2.1)

in which W, is the interfacial water content (percentage of mass), AHi(exp) is the
contribution of the enthalpy measurement of interfacial water for the endothermic peak (~ -10
°C) (kJ/kg), and AH; is the heat of fusion of interfacial water, given as AH, = 312.28 kJ/kg
(SENATRA et al., 1991). The same equation was used to calculate the mass percentage of

bound water (Wg). Similarly, the concentration of free water was calculated by:

W, = [AHAF—(eXp)jxloo 2.2)

0
E

in which W is the free water content (percentage of mass), AHg(exp) is experimental
heat of fusion (kJ/kg); AH% is the heat of fusion of pure water measured under the same
experimental conditions (AH% = 323.50 kJ/kg). The amount of "unfreezable" water (Wne)

(percentage of mass) was calculated using the mass balance:

W =W, —(W, +W, +W, ) 2.3)
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in which Wr is the total mass of water (percentage of mass) (YAGHMUR, A. et al.,
2002).

2.2.5.2 Determination of the specific heat

The specific heat capacity of the MEs was measured using a DSC device (DSC 8000,
Perkin Elmer, USA). Indium was used in calibration at the heating rate of 5 °C/min. Nitrogen
(99.5 % purity) was the purge gas and flowed at ~20 mL/min. Aluminum pans weighing 24.01
+ 0.04 mg (ref. 0219-0062, Perkin Elmer, USA) were used to determine the baseline and also
as holder for the reference material and MEs samples. Samples were sealed and weighed before
and after experimental procedures. Baseline, reference material and samples were subjected to
the StepScan method, following the temperature program: isotherm at 2 °C for 1 min, heating
to 4 °C at 2 °C/min rate, with 30 steps to reach 60 °C (MERZLYAKOV, SCHICK, 2001;
CASSEL; PACKER, 2014). The software PYRIS 11.0 (Perkin Elmer, Shelton, USA) program
was used to analyze and plot the thermal data. The specific heat capacity of the MEs was

calculated using Eq. (2.4):

dq

_¢ .5+
dt—cp p+—(T.1) (2.4)

dt

in which dg/dt is the total heat flow (mW); ¢, is the specific heat (kJ/kg °C); B is the

scan rate in StepScan method and, dg/dt (T,t) is the heat flow from a kinetic process (mW).

2.2.6 Rheological characterization

The flow curves of the MEs were determined at temperatures between 25 and 60 °C in
a shear rate range of 1 to 300 s using a rheometer (model AR2000ex, TA Instruments, New
Castle, USA) with a cone and plate geometry. All rheological measurements were carried out
on freshly prepared samples and the data were analyzed with the software that supports the
rheometer (ABDEL-RAHEM et al., 2014). The Newton model (Eg. 2.5) was employed to

describe the flow curves:

o =py (2.5)
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in which o is the shear stress (Pa); ¥ is the shear rate (s?), and p is the viscosity (Pa.s).

2.2.7 Statistical analysis

All values were expressed as the mean + standard deviation. Significant differences
among mean values were determined by Tukey’s test significance defined at p < 0.05. All
assays were measured in triplicate. Statistical analysis and simulations were carried out using
Matlab R2013b (MathWorks, Natick, USA).

2.3  RESULTS AND DISCUSSION

2.3.1 Pseudo-ternary phase diagram

Figure 2.1 shows the pseudo-ternary phase diagram obtained experimentally for the
system Tween80 + Span80 + PG/soybean oil/water. Mixture compositions suitable to
microemulsion formation were defined when the mixture attained equilibrium and resulted in a
liquid with clear and translucent color characteristics. From all the tested concentrations, only
the mixtures containing surfactant:oil ratios equal to 9:1 and 8:2, with water content up to 15
% and 20 % respectively, showed MEs characteristics. Mixtures composed of different

surfactant:oil ratios were opaque and unstable, presenting phase separation.
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Figure 2.1 — Pseudo-ternary phase diagram of Tween 80+Span 80+PG/soybean oil/water

system. PS: Phase separation; ME: Microemulsion.
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As can observed in Fig. 2.1, the MEs area is small and positioned in the region of high
concentration of surfactant and low concentrations of soybean oil and water. Similar results
were obtained for food grade microemulsions from mixtures of canola oil/lecithin+n-
propanol/water (ABBASI; RADI, 2016), ethyl butyrate/Tween 80+PG 400/water (DONG et
al., 2016), flavour citrus oil/sucrose laurate+lecithin+PG/water (TCHAKALOVA et al., 2014)
and glycerol monolaurate/Tween 60/water (ZHANG et al., 2008), being that all of these cases
presented MEs areas at high concentrations of surfactant. The use of cosurfactant played an
important role in the reported investigations, since it may influence the balance between
hydrophilic and hydrophobic groups of the system. It may also prevent surfactant precipitation
and rigid structures formation, such as gels or liquid crystal phases, as well as can increase the
flexibility of the interface and the fluidity of the system (FLANAGAN et al., 2006; ZHANG et
al., 2008; FENG et al., 2009). According to Zhang et al. (2008), the cosurfactant used in the
present work, propylene glycol, is the simple polyol that presents one of the lowest

hydrophilicity, despite being soluble in water but practically insoluble in the oil phase. In their
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work, addition of PG was considered to decrease the polarity of water and to increase the
isotropic monophasic area, avoiding formation of a liquid crystal phase.

On the other hand, the presence of PG also have affected the mass of water that could
be solubilized in the MEs, as well as the type of system formed (W/O or O/W). Martino, Schick
and Kaler (1990) compared the MEs formation using propylene glycol and/or glycerol and
observed that when using PG, the nonionic surfactant was more soluble in the polar phase than

in oil and a water-rich microemulsion phase was observed.

The high concentration of surfactant needed to form the MEs is of the same order that
observed by Flanagan et al. (2006), who studied W/O microemulsions based on soybean oil and
stabilized by ethoxylated mono- and diglycerides. These authors pointed out that long-chain
fatty acid triglycerides, such as soybean oil, are too bulky to penetrate the interfacial film and
to assist in the formation of an optimal curvature. Paul and Mitra (2005) explained that the
growth of microemulsion droplets during the solubilization process and the possible phase
separation is limited by two opposing factors: the radius of spontaneous curvature (Ro) and the
critical radius of droplets (R¢), which is related to the attractive interaction among the droplets.
For hydrocarbon oils with high molar volume (greater than 150 cm®mol™Y), which is the case
of soybean oil, the interdroplet interaction plays the governing role in solubilization
phenomenon, with a decrease in solubilization in microemulsion with further increase in oil

chain length.

2.3.2 Chemical characterization

The MEs obtained at different ratios of Tween 80+Span 80+PG/soybean oil/water were
tested qualitatively trough chemical diffusion of methylene blue and curcumin. The methylene
blue, a dye soluble in water, diffused faster than curcumin, suggesting that the MEs were of
type O/W (GUO et al., 2016). Nevertheless, it is important to note that the surfactants and
cosurfactant are the major constituents of the mixtures, with water and oil present in small

amounts (Table 2.1), which could have affected the diffusion behavior of the tested dyes.
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2.3.3 Electrical conductivity

Table 2.1 shows the electrical conductivity values for the MEs with surfactant to oil
ratios of 9:1 and 8:2. Both systems presented relatively low conductivity values when compared
to O/W microemulsions (FASOLIN et al., 2012; ZHANG et al., 2013). Nevertheless, in view
of the results of the dye diffusion assay indicating a O/W system, the low conductivity values
could be explained considering the high amounts of nonionic surfactants present in the MEs, in
addition to the presence of propylene glycol that can interact with water and decrease the
polarity of the aqueous phase (ZHANG et al., 2008). For the samples with surfactant:oil ratio
of 9:1 the electrical conductivity values firstly decreased from 2.080 uS/cm at 5 % of water to
1.612 pS/cm for 10 % water, and then increased to 1.751 pS/cm for 15 % water. On the other
hand, for the surfactant:oil ratio 8:2, the electrical conductivity increased following a second-
order polynomial from 0.429 uS/cm to 4.730 pS/cm when water content increased from 5 to 20
%. The different behavior observed for systems 9:1 and 8:2 suggests that they might have
different microstructures, and these could be related to the different balance between propylene

glycol and water present in the samples (Table 2.1).

According to Tadros (2005), the variation of conductivity with the volume fraction of
water is due to slight changes in the system. The initial increase in conductivity with increasing
water fraction could be attributed to improved solubilizing surfactant with added water. The
sharp increase in conductivity would be associated with a path enabled to transport ions, such
as the formation of non-spherical droplets resulting from grouping swollen micelles and
subsequent interconnection of the aggregates. In addition, Ezrahi, Aserin, & Garti, (1998)
pointed out that at high surfactant concentration such as those used in the present work, the
interaggregation between surfactant molecules would prevent formation of regular reverse
micelles. These authors considered the continuously increasing values of conductivity and self-
diffusion coefficients with increasing water content, observed in a non-ionic microemulsion at
small water content (lower than 15 %), as an indication of a microstructure in which the mobility
of water was obstructed, although this obstruction would be gradually released. They
hypothesized that this microstructure would consist of ill-defined hydrated surfactant
aggregates, which could be precursors of a short range lamellar structure found at higher water

contents.
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Table 2.1. Electrical conductivity, at 25 °C and viscosity values at 25 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C and 60 °C for Tween 80+Span
80+PG/soybean oil/water MEs at the surfactant to oil ratios 9:1 and 8:2 with water contents between 5 and 20 %.

System composition (% w/w) Conductivity n (Pa.s)
Ratio - eens0  Span 80 Prgl‘%fl”e Soybean oil  Water (Tltszlfm% 259C  30°C 40°C 50°C 60°C

68.40 8.55 8.55 9.50 500 20800004 477 321 193 114 84

91  64.80 8.10 8.10 9.00 1000 1612+0000° 486 336 197 113 78
61.20 7.65 7.65 8.50 1500 1.751+0004" 581 397 242 146 108

60.80 7.60 7.60 19.00 500 0420+0001° 488 323 202 137 78

6y 5760 7.20 7.20 18.00 1000 1224+0009° 542 387 231 156 90

' 54.40 6.80 6.80 17.00 1500 2740+0007° 670 481 251 155 90
51.20 6.40 6.40 16.00 2000 4730+0015° 883 605 247 161 83

*Mean values + standard error (n = 4). Different letters in the same column indicate significant differences at p <0.05.
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2.3.4 Thermal results
2.3.4.1 Free, interfacial, bound, and unfreezable water contents

The thermal behavior of the MEs was investigated by differential scanning calorimetry
(DSC). The thermograms corresponding to MEs obtained along the dilution lines 9:1 and 8:2
were affected by addition of water and revealed three distinct thermal events (Figures 2.2a, b),
whereas in the absence of water the system composed only of Tween 80+Span 80+PG/soybean
oil at surfactant:oil ratios of 9:1 and 8:2 showed a different behavior (Figure 2.2c). In the
absence of water, Figure 2.2c shows exothermal transitions at T < -20°C followed by
endothermal peaks. In addition, exothermal transitions can be observed for systems containing
5 % and 10 % water in Figs. 2.2a and b, at T < -30 °C, which are probably related to the

reorganization of the oil-surfactant blend in presence of water.

Figure 2.2 — Thermograms of the MEs at the at surfactant to oil ratio of 9:1 (a), and 8:2 (b),
with water contents of 5 to 20 %, and mixtures of Tween 80+Span 80+PG/soybean oil

without water (c).
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The introduction of small amounts of water in the surfactant mixture causes the
formation of weak complexes; therefore, key events appear at lower temperatures, while the
exothermic peaks appear when the mixture diluted with water is not entirely stable (ZHANG et
al., 2013). These exothermic peaks vanish at water contents higher than 10 %, and the values
of enthalpy observed at endothermic events decreased with increasing water content, following
the same trend reported for MEs based on phospholipid U-type (SPERNATH et al., 2006).

Following the classification proposed by Senatra et al. (1991) and using Egs. (2.1) to
(2.3) (YAGHMUR. et al., 2002), the values found for enthalpy of fusion at the different
temperatures were used to calculate the mass fraction of water corresponding to bound,

interfacial, free, and non-freezable water (Table 2.2).

Only small percentages of interfacial (max. 4 %), bound (max. 1.6 %), and free water
(max.1.89 %) were identified, resulting in non-freezable water contents around of 99.5 %. In
addition to the high amounts of surfactants in the MEs, which bound water in their head groups,
this high fraction of non-freezable water could be also a result of the strong binding of
water/propylene glycol molecules, as reported by Zhang et al. (2013) when studying the thermal
behavior of mixtures of these compounds. These authors observed non-freezable water fraction
of about 80 % when adding 30 % PG to water. As shown in Table 2.1, all the MEs produced in

the present work presented PG:water ratios higher than 30 %.
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Table 2.2. Thermal behavior of MEs and mass fractions of free water, interfacial water, bound water and non-freezable water at

Thermal property

Surfactant:oil ratio 9:1

Water content (%)

Surfactant:oil ratio 8:2
Water content (%)

5 10

15

5

10 15

20

AHs (J/g)|Event
Peak (°C)*

0.128+0.000[-33.67  0.027+0.000|-32.84
0.778+0.001|-18.21  0.016+0.000|-16.56
0.206+0.001| -3.55  0.183+0.001]-3.75

0.0110.000[-32.58
0.0170.000|-15.16
0.256+0.001| -2.61

0.189+0.000|-28.93
0.283+0.000]-13.44
0.250+0.000|-3.04

0.217+0.000[-28.94  0.111+0.000|-38.01
0.289+0.000[-13.45  0.061+0.000]-19.08
0.261+0.000|-3.05 0.139+0.000-1.55

0.117+0.000]-38.01
0.028+0.001|-19.21
0.150+0.000}-1.55

0.305:0.001[1.89  0.266+0.001/4.00  0.183+0.001[3.95 | 0.247+0.000[2.37  0.191x0.000[3.82  0.175:0.000/4.41  0.161+0.000}4.26
Bound water 0.066 0.059 0.082 0.080 0.084 0.044 0.048
% (w/w)
Interfacial water 0.249 0.005 0.005 0.091 0.092 0.020 0.009
% (w/w)
Free water 0.094 0.082 0.057 0.076 0.059 0.054 0.050
% (w/w)
Non-freezable 4,591 9.853 14.856 4753 9.764 14.882 19.893

water %o(w/w)

*Enthalpy fusion values at the corresponding peak even
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2.3.4.2 Specific heat of the MEs

The variation of specific heat capacity with temperature of the MEs with surfactant:oil
ratio of 9:1 along the dilution lines(5, 10 and 15%) and 8:2 along the dilution lines (5, 10, 15,
and 20 % of water) is shown in Figure 2.3. For both surfactant: oil ratios, the specific heat
(cp, J/g-°C) increased with increasing temperature in the range of 21 °C to 60 °C.
Furthermore, an increase in cp with increasing water content for both surfactant:oil ratios was
observed. The constantly increasing values of ¢, indicated the absence of temperature
transitions corresponding to phase inversion between W/O to O/W, and other possible
structural changes in the systems, showing the thermal stability of the MEs in the temperature
range studied. Similar thermal stability were obtained for MEs based on
water/surfactant/nalogenated and  water/sodium  dodecylsulfate—triethanolamine—1-
pentanol/1,1,2,2-tetrafluorodibromoethane (BATOV et al., 2012; 2015).

Figure 2.3 — Specific heat capacity of the MEs at surfactant to oil ratio of 9:1 (a) and 8:2
(b) as a function of the temperature and water content.
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2.3.5 Rheological characterization

A rheological study of the MEs with surfactant:oil ratios of 9:1 and 8:2 (at water
contents of 5, 10, 15 and 20 %) at temperatures of 25, 30, 40, 50, and 60 °C were determined
experimentally. The flow curves (shear stress vs. shear rate) is shown in Figure 2.4. All the
flow curves showed Newtonian behavior (equation 5 was fitted by regression analysis and

showed coefficients of determination higher than 0.998).

This behavior is characteristic of MEs at thermodynamic equilibrium, in which the
viscosity is a parameter depending only on the system structure, but not varying with the
applied deformation rate (GARTI et al., 2006). In addition, it is possible to conclude that
temperature variation in the range of 25 °C to 60 °C did not affect the state of the MEs, since
the flow curves obtained at different temperatures showed the same Newtonian behavior,
confirming the results of specific heat capacity, in which there were no apparent structural
transitions. As a general trend, the viscosity of MEs at the surfactant:oil ratios of 9:1 and 8:2
increased with increasing water content and decreased with increasing temperature (Table
2.1). Nevertheless, at the same temperature and water contents, the MEs containing
surfactant:oil ratio of 8:2 showed higher viscosities than systems 9:1.
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Figure 2.4 — Experimental rheograms of the MEs at surfactant to oil ratio of 8:2 at
different water contents, 5 % (a), 10 % (b), 15 % (c), 20% (d) and ratio of 9:1 at different
water contents, 5 % (e), 10 % (f), 15 % (g), temperatures of 25 °C (»), 30 °C (o), 40 °C (2 ),
50 °C (o) and 60 °C (+). Lines indicate the results calculated by the Newton model.
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When dealing with W/O MEs, the increase in viscosity with increasing water content
is generally explained by the increase in the volume fraction of the reverse micelles
(dispersed phase) that favors the contact and friction between micelles during flow
(POLIZELLI et al., 2006). On the other hand, in the present work the dye diffusion assays
(item 2.3.2) revealed a faster diffusion rate for the water-soluble methylene blue than for the
oil-soluble curcumin, suggesting that the MEs were of type O/W. This apparent contradiction
may be discussed under the considerations made by Ezrahi et al. (1997). These authors stated
that the high surfactant concentration in the water poor region (in the range of 0 to 25 %
water) interferes with the elucidation of the microstructure in a four-component nonionic
microemulsion. The low electrical conductivity and the absence/small amounts of free water
detected by DSC indicate restricted water mobility, whereas geometrical considerations
eliminate the possibility of reverse micelles. Regarding the viscosity of these systems, Ezrahi
et al. (1998) detected an increase in this property with increasing water contents up to 20 %
water and hypothesized that the system was characterized by a local lamellar microstructure.
According to these authors, since water is the component with the lower viscosity in the

system, an O/W structure would present a decrease in viscosity with increasing water content.

The higher viscosities presented by the systems with surfactant to oil ratio of 8:2 when
compared to system 9:1 at the same water content and temperature could be attributed to the
decreased volume available to water accommodation in the system containing a higher
fraction of oil, since water interacts strongly with surfactant and cosurfactant, but not with
the oil. In addition, the viscosity decrease with increasing temperature is probably due to a
higher mobility of surfactant molecules, since these are the major constituents of the studied
MEs.

2.4  CONCLUSIONS

The system Tween 80+Span 80+propylene glycol/soybean/water was able to form

stable and translucent microemulsions at the surfactant:oil ratios of 9:1 and 8:2 in the low
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water content domain (up to 20 % water). Higher water contents leaded to phase separation.
The resultant microemulsions contained a high amount of surfactant and cosurfactant
(propylene glycol) and it was not possible to clearly distinguish between W/O or O/W
microstructure. In spite of the faster diffusion rate observed for the water-soluble methylene
blue in comparison to the oil-soluble curcumin dye, suggesting that the MEs were of type
O/W, the results for electrical conductivity and rheological behavior could be taken as
belonging to W/O arrangement. The whole set of results confirms the challenging task of

elucidating the microstructure in a four-component nonionic microemulsion.
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CAPITULO 3:

Medidas de SAXS e analise dos
dados das microemulsdes
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3.1 INTRODUCAO

Small-angle X-ray scattering (SAXS) é um método analitico para determinar a estrutura
dos sistemas de particulas em termos de tamanhos de particulas ou formas médias em escalas
de longitude de até 100nm ou maiores. Os materiais podem ser solidos ou liquidos e podem
conter dominios soélidos, liquidos ou gasosos (as chamadas particulas) do mesmo material ou
de qualquer outro material em qualquer combinacdo. O método SAXS é preciso, nao destrutivo
e normalmente requer apenas um minimo de preparacdo da amostra. As areas de aplicagdo sdo
muito amplas e incluem materiais bioldgicos, polimeros, coloides, produtos quimicos, metais,
minerais, alimentos e produtos farmacéuticos e podem ser encontrados em pesquisas, bem como
no controle de qualidade (SCHNABLEGGER; SINGH, 2013).

3.2 METODO EXPERIMENTAL

As medidas de SAXS foram feitas usando um equipamento NanoStar - Bruker
otimizado com uma fonte e sistema 6tico Xenocs, Figura 3.1. As amostras foram mantidas em
um capilar de quartzo de didmetro médio 1,5 mm. O intervalo efetivo do médulo do vetor
momento de transferéncia, g = 4msin@ /A (onde 6 é metade do angulo de espalhamento e A 0
comprimento de onda dos raios X), acessivel experimentalmente, foi de 0,01 - 0,35 A~1. As
medidas foram feitas nas temperaturas 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C, em aquecimento continuo
por meio de um banho térmico (o processo de resfriamento também foi acompanhado, e 0s
dados obtidos foram muito similares aqueles obtidos para o aquecimento). As intensidades
coletadas foram corrigidas usando o espalhamento de background, capilar vazio e transmisséo
da amostra. Para o tratamento dos dados utilizou-se o pacote SUPERSAXS (OLIVEIRA,;
PEDERSEN, 2009).
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Figura 3.1 — Equipamento usado na realizagdo dos experimentos de SAXS. O feixe de
raios X é produzido na fonte, é colimado e incide na amostra, que est4 colocada em vécuo. O

espalhamento do feixe pela amostra é coletado pelo detector.

|
raios -~
o = a0 o B
1 :

3.3 MATERIAIS

A Tabela 3.1 mostra as séries estudadas. A primeira coluna corresponde ao nome da
série, a segunda e terceira coluna indicam a propor¢do de cada um dos compostos entre
surfactantes, 6leo e dgua. Assim, na amostra “9:1:1” existem 9 partes de surfactantes (entre
Tween 80, Span 80 e Propilenoglicol, sendo Tween 80 o mais representativo da mistura), 1
parte de oleo e 5% de quantidade de dgua (note que o ultimo nimero “1” de “9:1:1” corresponde

a quantidade de 4gua na amostra em porcentagem de massa).

Tabela 3.1 — Descrigdo das amostras usadas nos experimentos.

Nome da série ngntidade _de Surfactantes (Twe_en 80 —em Quantidade | Quantidade
maior quantidade, Span 80 e Propilenoglicol) de Gleo de 4gua
9:1:1 1=5%
9:1:2 9 1 2=10%
9:1:3 3=15%
8:2:1 1=5%
8:2:2 8 5 2=10%
8:2:3 3=15%
8:2:4 4=20%

Medidas de SAXS e andlise de dados das microemulsoes
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As amostras sdo fundamentalmente constituidas de agua, 6leo e Tween 80. Estas
amostras foram medidas e submetidas a mesma rampa de variagdo de temperatura.
Diferentemente da 4gua, tanto 6leo quanto Tween 80 apresentam auto-organizagéo no intervalo
de q utilizado. Este fato é evidenciado por um pico de correlacdo em g = 0,28 A~* para o caso
do 6leo e g = 0,12 A~* para o caso do Tween 80. Logo, ndo foi possivel utiliza-los como
tamp&o a fim de se fazer o tratamento inicial dos dados. Nesse caso, utilizamos apenas a medida

da 4gua, em temperatura compativel com a da medida da amostra, para fazer o tratamento dos
dados.

Figura 3.2 — A) Espalhamento da &gua medido em varias temperaturas. No intervalo de
q utilizado, a 4gua ndo apresenta auto-organizacdo. B) Espalhamento do 6leo medido em
diferentes temperaturas. O 6leo apresenta um pico de correlagio em q = 0,28 A1 indicando
auto-organizacao. C) Espalhamento do Tween 80 medido em diferentes temperaturas. O Tween

80 apresenta um pico de correlacdo em q = 0,12 A~ indicando auto-organizacAo.
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3.4 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE DOS DADOS

3.4.1 Informacdes iniciais

A sigla SAXS vem de Small Angle X-ray Scattering que significa Espalhamento de
Raios X a Baixo Angulo. Quando um feixe colimado de raios X incide na amostra, parte dele

passa pela amostra (atingindo o beamstopper, posicionado no centro do detector) e parte é
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espalhada devido a interacdo do feixe com os elétrons de cada molécula. Para energias de ~7 a
12 keV, o espalhamento é bem descrito pela primeira aproximacao de Born, que considera que
o feixe espalhado é resultado do espalhamento primario dos objetos espalhadores (elétrons,

atomos, particulas), isto €, nao existem espalhamentos multiplos. Na Figura 3.3 esta

esquematizado a situacdo de espalhamento. Sendo EO o vetor de onda do feixe incidente e k 0
vetor de onda do feixe espalhado, podemos definir Eg. (3.1) (OLIVEIRA, 2011):

G=k—ko (3.1)

Figura 3.3 - Feixe de raios X espalhado por uma particula, fixa no espaco, formando um

angulo 26 em relagéo ao feixe incidente.

Feixe espalhado

Feixe primario

Particula espalhadora

Fonte: Oseliero Filho, (2013)

A partir de considera¢bes geométricas, escreve-se 0 mddulo do vetor de transferéncia de
momento no espaco reciproco g em fungdo do angulo de espalhamento e do médulo do vetor
de onda como sendo o vetor de transferéncia de momento no espaco reciproco, cujo modulo é

apresentado na Eq. (3.2):

4
q= THSin 7] (3.2)

Se a particula esta fixa no espaco e possui densidade eletronica p(7), entdo a amplitude
de espalhamento F(q) sera dada pela Transformada de Fourier da densidade eletrdnica
(Eq.3.3) (GLATTER, 1972; 1977):

1 o
F@) =4 f p(Pe-iitqr (3.3)
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O que é medido em um experimento de SAXS ¢é a intensidade espalhada I;(q), a qual

esta relacionada com F(q) por meio de Eq. (3.4):

L(Q) =F(@) - F(@" (3.4)

Em sistemas reais as particulas ndo estdo fixas no espago. Logo deve-se tomar a média
sobre todas as orientacdes da particula. No espaco reciproco (isto é, dado em termos de q) isso
¢ feito facilmente tomando-se a média sobre o angulo solido Q (Eq.4.5) (GUINIER;
FOURNET, 1955):

singr

L(@) = (F@)  F@)")q = 4n f p() 2 gy (3.5)

0 qr

onde a funcdo p(r), chamada distribuicdo de pares de distancias, é uma funcgdo que
fornece informacdes sobre a forma e tamanho das particulas no espaco real. E possivel,
partindo-se de 1, (q), obter a funcdo p(r). Para tanto devemos utilizar a Transformada Indireta
de Fourier (Indirect Fourier Transformation — IFT) (Eq.3.6) (GLATTER, 1972; 1977):

(o]

r
=— 2]
P =55 ) Ch@O—

sinqr

dq (3.6)

A Figura mostra a intensidade espalhada por algumas formas geométricas comuns assim
como a funcdo p(r) correspondente. Até agora foi abordado o espalhamento de uma Unica
particula. Para um sistema de n particulas por unidade de volume, randomicamente orientadas,
a intensidade espalhada passa a ser descrita pela (Eq. 3.7) (PEDERSEN, 1997).

I(@) =n-(F(@?) - (S[@) 3.7)

onde (F(§)?) = P(q) é o chamado fator de forma das particulas e (S(4)) = S(q) é o
chamado fator de estrutura. O fator de forma depende unicamente da forma das particulas. Se
o sistema for monodisperso, a forma das particulas ndo muda e P(q) = I,(q). Se o sistema for
polidisperso, o fator de forma incluird a média sobre todas as possiveis formas, tamanhos e
densidades eletrénicas das particulas. O fator de estrutura depende das interagdes entre as

particulas e das possiveis estruturas que elas podem formar devido a isso.
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Figura 3.4 — Cada estrutura mostrada a direita (esfera, cilindro, prisma...) possui um

unico perfil de intensidade assim como um unico perfil de p(r).

I
14

Esfera solida

INTENSIDADE

Elipsdéide prolato

/¥ ax

Fonte: Oseliero Filho, (2013)

Conhecendo-se esses perfis, pode-se em uma analise inicial dar palpites sobre a forma
das particulas em um sistema qualquer assim como o tamanho méaximo envolvido (rmax),

informacdo esta relacionada com a curva p(r).

Para sistemas diluidos, S(q) — 1 e a intensidade espalhada sé dependera do fator de
forma das particulas. Para sistemas concentrados, S(q) deve ser levado em conta a fim de que
a intensidade espalhada seja perfeitamente descrita. A Figura 3.5 ilustra, por meio de uma
analogia, situacdes que vao desde o estado diluido (tipo “gas”) até o estado concentrado (tipo
“s6lido”) de um sistema, considerando em cada caso a contribuicdo dos fatores de forma e
estrutura. A partir de agora fatores de forma e de estrutura serdo particularizados para cada um

dos sistemas tratados neste Capitulo.

Para sistemas diluidos (primeira imagem da esquerda para a direita) nos quais as
particulas estdo muito distantes umas das outras (como em um gas), apenas o fator de forma
(linha azul) é predominante. Para sistemas mais concentrados (como em um liquido) as
particulas estdo mais proximas umas das outras e passam a interagir, sendo que o fator de
estrutura (linha preta) passa a ser importante. Para sistemas muito concentrados (como em um
solido) nos quais as particulas interagem fortemente, ambos o fator de estrutura e o fator de
forma devem ser levados em conta a fim de que a intensidade espalhada possa ser descrita

completamente.
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Figura 3.5 — Contribuicdo dos fatores de forma e estrutura para diferentes sistemas.
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Fonte: Oseliero Filho, (2013)

3.4.2 Analise dos dados de SAXS de microemulsao

Para sistemas bastante diluidos, a curva de espalhamento 1(q) é basicamente descrita
por um fator de forma P(q). Contudo, este ndo é o caso das microemulsdes mencionadas neste
Capitulo, que correspondem a sistemas altamente concentrados. Portanto, a intensidade passa
a conter um fator de estrutura S(q) (EqQ. 4.7), o que torna mais dificil a analise dos dados. Para
analisar os dados, utilizamos o método GIFT (Generalized Indirect Fourier Transform)
(BRUNNERPOPELA; GLATTER, 1997), o qual permite determinar, simultaneamente, o fator
de forma e o de estrutura que melhor ajustam a curva experimental e, em seguida, combina-los
para encontrar a intensidade de espalhamento teorica. Esse procedimento, ja usado de maneira
satisfatoria para analise de dados de SAXS de microemulsdes (YAGHMUR et al., 2004), foi
implementado no programa WGIFT (OLIVEIRA et al., 2009).

Na Figura 3.6 € mostrado um exemplo de analise feita usando-se o programa WGIFT.
A partir do fator de forma é gerado a curva p(r), a qual traz indicacdes de forma e tamanho da
particula. Nesse caso, concluiu-se que os complexos sdo globulares e alongados (por causa da
forma de sino levemente assimétrica da funcéo p(r)), de tamanho maximo préximo de 80 A
(que é o valor do eixo r para o qual a funcéo p(r) é zero) e também do tipo core-shell, ou seja,
formados por camadas (por causa da leve ondulagdo no comeco da funcdo p(r), entre 0 e 20

R). Como as particulas séo globulares e desprovidas de carga elétrica, utilizou-se o fator de
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estrutura de esferas rigidas polidispersas para estudar a interacdo entre elas
(BRUNNERPOPELA; GLATTER, 1997; YAGHMUR et al., 2004). Os parametros para esse
fator de estrutura sdo Ry (raio de interacdo), ¢ (fracdo volumeétrica) e o (largura da distribuicdo
gaussiana de tamanhos). O pardmetro Ry corresponde a metade da distdncia média entre 0s
centros das particulas, enquanto ¢ tem relacdo com o volume ocupado pelas particulas. O

parametro o traz informac&o sobre a polidispersidade no tamanho das particulas.

Figura 3.6 — Exemplo de analise dos dados usando o programa WGIFT. A) Dado

ajustado. B) Funcédo p(r) obtida pela Transformada Indireta de Fourier (IFT) do fator de forma
P(q).
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3.5 RESULTADOS

A Figura 3.7 mostra os dados experimentais obtidos durante as medicGes. Esses ja sdo
os dados tratados para os quais foram feitas as correcdes e calibragcdes necessarias. De uma
maneira geral, as curvas de SAXS para o sistema estudado apresentam um maximo de
correlacdo (um pico), j& evidenciados em outros trabalhos (CHEN, 1986; FANUN et al., 2001,
YAGHMUR et al., 2004; FANUN, 2009), indicando existéncia de uma distancia de repeticdo
caracteristica dentro da amostra, a qual pode trazer informacGes sobre o tamanho (efetivo) das
particulas. A posicdo desse pico varia em funcdo da composi¢do da amostra, apresentando
também leve dependéncia com a temperatura. Para as séries 8:2:1, 8:2:2, 8:2:3 e 8:2:4, 0s picos
deslocam-se para valores menores de g, indicando que o tamanho efetivo das particulas
aumenta. Além disso, 8:2:1 e 8:2:2 apresentam distancias caracteristicas similares, ja que 0s

picos possuem valor em g muito proximo. O mesmo acontece com as séries 8:2:3 e 8:2:4. Para
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as séries 9:1:1, 9:1:2 e 9:1:3, o deslocamento de pico existe, porém ele é muito menos
pronunciado. E interessante observar também que quanto maior a temperatura, menor a
intensidade do pico. Isso pode significar, por exemplo, que o nimero de particulas por unidade
de volume esta diminuindo com o aumento da temperatura e/ou que o0 contraste das particulas
em rela¢do ao meio esta ficando menor quanto maior a temperatura. Como é mostrado mais
adiante, a densidade de particulas tende a permanecer constante ou aumentar (para a série 9:1:1)
conforme o aumento da temperatura. Logo, é bem possivel que a segunda hipotese, acerca do

contraste das particulas em relacdo ao meio, seja razoavel.

Figura 3.7 — Dados experimentais de SAXS obtidos para todas as séries estudadas

com variacdo de temperatura.

.
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As curvas séo todas semelhantes entre si e caracterizadas pela presenca de um pico de
correlacdo, o qual indica a presenca de uma distancia de repeti¢do no sistema. As setas roxas

indicam o sentido de aumento de temperatura.

O método GIFT foi usado para analisar as curvas e extrair informacdes estruturais delas.

Os dados ajustados encontram-se na Figura 3.8 até 3.14.
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Figura 3.8 — Série 821. A) Curvas experimentais de SAXS ajustadas com o Método
GIFT. B) Fator de forma P(q). C) Fator de estrutura S(q). D) Funcdo p(r). A setas pretas

indicam o sentido de aumento da temperatura.

—_— A) r— 104 ;E B)
o = E—
E ] c‘—s 1 v
_2'. = ]
. —_~
(e 0.14 gjaudsgz experimentais 5
— o 0.1
0.01 01 0.01 01
-1 1
q [A ] q[A7]
0.030
—_ D)
o 1 0.025
—
(g0 0.020
- —_——
- \’5: 0.015
/5-\_ 0.1 0.010
N —
N C) 0.005 -
. . 0.000 . . . -
0.01 0.1 o] 20 40 60 80 100
-1
a[A] r [A]

Figura 3.9 — Série 822. A) Curvas experimentais de SAXS ajustadas com o Método
GIFT. B) Fator de forma P(q). C) Fator de estrutura S(q). D) Funcédo p(r). A setas pretas

indicam o sentido de aumento da temperatura.
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Figura 3.10 — Série 823. A) Curvas experimentais de SAXS ajustadas com o Método
GIFT. B) Fator de forma P(q). C) Fator de estrutura S(q). D) Funcdo p(r). A setas pretas
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Figura 3.11 — Série 824. A) Curvas experimentais de SAXS ajustadas com o Método
GIFT. B) Fator de forma P(q). C) Fator de estrutura S(q). D) Funcdo p(r). A setas pretas
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Figura 3.12 — Série 911. A) Curvas experimentais de SAXS ajustadas com o Método
B) Fator de forma P(q). C) Fator de estrutura §(q). D) Funcédo p(r). A setas pretas

indicam o sentido de aumento da temperatura.
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Figura 3.13 — Série 912. A) Curvas experimentais de SAXS ajustadas com o Método
B) Fator de forma P(q). C) Fator de estrutura §(q). D) Funcédo p(r). A setas pretas

indicam o sentido de aumento da temperatura.
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Figura 3.14 — Série 913. A) Curvas experimentais de SAXS ajustadas com o Método
GIFT. B) Fator de forma P(q). C) Fator de estrutura S(q). D) Funcdo p(r). A setas pretas

indicam o sentido de aumento da temperatura.
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Em todos os casos os ajustes foram satisfatorios, e observando-se as funcdes p(r)
obtidas, concluiu-se que as particulas sdo globulares e ligeiramente alongadas (por causa da
forma de sino levemente assimétrica da funcdo p(r)), de tamanho méaximo que varia entre ~
70 A e ~ 90 A, e também do tipo core-shell, ou seja, uma formados por camadas (por causa da

leve ondulagéo no comego da funcio p(r), entre 0 e 20 A).

Na Figura 3.15 esté apresentado o grafico do parametro Rys em funcdo da temperatura
para todas as séries estudadas. Esse pardmetro fornece uma ideia da distancia de separacdo
média entre os centros das particulas. Os valores de Rys encontram-se preferencialmente em
trés regibes diferentes as quais estdo representadas no grafico pelas regides coloridas. O menor
raio de interacdo foi observado para a série 9:1:1 (até ~10 A), que é a amostra que possui mais
surfactante, e tende a diminuir com o aumento de temperatura. Ja 0s maiores raios de interacdo
foram observados para as séries 8:2:3 e 8:2:4 (entre ~37 A e ~57 A), que séo as amostras que
possuem menor quantidade de surfactante e a maior quantidade de agua. O raio de interacdo
para 8:2:3 tende a diminuir, enquanto para 8:2:4 permanece praticamente constante. Todas as

outras séries possuem valores de Ry intermediarios (entre ~17 A e ~30 A) e, conforme a
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temperatura aumenta, os valores do raio de interacdo permanecem praticamente constantes,

com variacdes pequenas em torno de ~5 A.

Figura 3.15 — Valores do parametro Ry (raio de interacdo) em funcéo da temperatura

R [A]

para todas as séries de microemulsdo estudadas.
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Os valores do parametro Ry € 0 parametro ¢ sdo mostrados na Tabela 3.2 € 3.3. O

parametro o é diretamente proporcional a polidispersidade de tamanhos. Considerando 0s

valores de Ryg, € possivel concluir que a polidispersidade observada é relativamente alta,

tipicamente em torno de 30%, mas para alguns casos podendo chegar a valores maiores. Como

o0 sistema estudado € bastante viscoso e denso, a obtencdo de valores mais precisos para esse

parametro por meio, por exemplo, de medidas de espalhamento dinamico de luz, é bastante

dificil.
Tabela 3.2 — Valores do parametro Ry (raio de interacdo) usado na modelagem dos
dados de SAXS.
821 822 823 824 911 912 913
Temperatura R Erro R Erro R Erro R Erro R Erro R Erro R Erro
(°C) & TRus) | ree | Rus) | e [Rus) | ras [(Rus) | ras | Rus) | e | (Rus) | o | (Rus)
A : A : A . A A | s A ; A '
[A] [A] [A] [A] [A] [A] [A] [A] [A] [A] [A] [A] [A] [A]
25 204 | 15 |293| 09 |453| 05 [520| 02 |89| 1,8 |230| 0,8 | 282 | 11
30 202 | 1,6 [279| 10 |441| 06 |51,1| 03 (89| 1,7 [ 226 | 0,7 | 283 1,0
40 20,1 | 21 [255| 11 |423| 06 |488| 04 (75| 20 |214| 08 [269| 11
50 228 | 26 [241] 13 |41,9| 0,7 | 488 | 05 |58 1,7 |192| 0,9 | 254 | 1,2
60 253 |35 (251 14 |390| 1,0 |505| 04 17| 02 | 179 | 1,0 [ 252 | 1,2

Medidas de SAXS e andlise de dados das microemulsoes




Capitulo 3

199

Tabela 3.3 — Valores do parametro o (tem relacdo com a polidispersidade de tamanho

de particula) usado na modelagem dos dados de SAXS.

821 822 823 824 911 912 913
Temperatura s Eorr s Erro s Erro Erro Erro s Erro s Erro
4®) X i1 © |iq| © [c[Al| (© |c[A1] ©) | 57| ©O) | (57| (0
A c A o A o o o A o A o
B B | B g [A] w [P @ | A
25 1080497 03 |65/ 04 | 3503|112 04 |91| 0,2 |83 ]| 0,3
30 08| 05 |100| 03 |69| 04 | 40 | 03 |112| 04 |92)| 0,2 |82 | 0,3
40 08| 06 (109 04 |74| 04 | 52 | 03 |115| 04 |95| 03 |86 | 0,3
50 00|08 |112| 04 |73| 04 | 54 | 04 | 122 | 06 |100| 03 |90 | 04
60 86 (13 ]109| 04 (85| 05 | 35| 06 |130| 09 |103] 03 |91 | 04

Na Figura 3.16 e Tabela 3.4 € apresentado o grafico de ¢p em funcdo da temperatura para

todas as series assim como os valores do parametro ¢p. Como € possivel observar, os valores de

fracdo volumétrica decrescem com a temperatura, e esta dependéncia é praticamente linear,

sendo que a taxa de decréscimo é mais acentuada para a série 8:2:1. As demais séries possuem

praticamente a mesma taxa de decrescimento. E interessante observar também que as amostras

8:2:2, 8:2:3, 8:2:4 e 9:1:1 apresentam valores de ¢p muito préximos entre si, mesmo que as

composicdes das séeries sejam diferentes.

Figura 3.16 — Valores do parametro ¢ (fragdo de volume ocupado pelas particulas) em

funcdo da temperatura para todas as séries de microemulsdo estudadas.
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Tabela 3.4 — Valores do parametro ¢ (fragdo de volume ocupado pelas particulas) usado na modelagem dos dados de SAXS.

Temperatura 821 822 823 824 911 912 913
(°C) ¢ | Erro(p) | ¢ |Erro(e)| ¢ |Erro(p)| ¢ |Erro(e)| ¢ |Erro(p)] ¢ |Erro(e)| ¢ |[Erro(e)
25 0,260 0,001 [0,332| 0,001 [0,318| 0,003 [0,324| 0,002 [0,345| 0,002 [0,395| 0,003 |0,440| 0,002
30 0,246| 0,001 [0,326| 0,001 [0,312| 0,002 |0,319| 0,002 |0,332| 0,002 [0,387| 0,002 |0,431| 0,002
40 0,217| 0,001 |0,307| 0,002 |0,298| 0,002 |0,306| 0,002 |0,300| 0,002 [0,368| 0,002 |0,415| 0,002
50 0,169| 0,002 [0,285| 0,002 |0,278| 0,002 [0,288| 0,003 [0,270| 0,001 [0,348| 0,002 |0,397| 0,002
60 0,128| 0,002 [0,257| 0,002 |0,258| 0,002 |0,266| 0,002 |0,236| 0,001 [0,322| 0,002 |0,378| 0,002
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Com os parametros ¢ e Rys pode-se estimar a densidade de particulas presentes nas
amostras estudadas. Considerando que ¢ e a fracdo de volume correspondente ao volume

ocupado pelas particulas, tem-se a Eq. (3.8):

(,i) _ Vparticulas _ Nparticulas ' Vuma particula (3 8)
Vtotal Vtotal

onde Npgrticuias € 0 NUMero de particulas presentes na amostra € Vymq particuta € 0

volume de uma particula. Como as particulas se mostraram globulares, é razoavel considerar

. . , 4
Rys o raio efetivo da particula, pode-se escrever que Vimq particuia = gﬂ(RHs)B- Logo, a

particulas

densidade de particulas ol podera ser estimada de acordo a Eq. (3.9):

total

Nparticulas — ¢
Viotal %F(RH5)3

(3.9)

particulas

A Figura 3.17 mostra o gréfico de il e a Tabela 3.5 e os valores do parametro

total

N « (.
r:3 calculado em funcdo da temperatura para todas as séries estudadas. Para melhor

visualizacdo, o grafico é logaritmo — linear. Como é possivel perceber, os resultados se dispdem
em trés regibes de ordens de grandeza diferentes, indicadas pelas regides coloridas dos graficos.
As séries 8:2:3 e 8:2:4 possuem a menor densidade de particulas (da ordem de 10° particulas
por um3), o que é razoavel quando se considera que essas duas séries possuem a menor
quantidade de surfactante (8 partes), o que leva a formacdo de um nimero menor de micelas,
ao mesmo tempo que possuem a maior quantidade de agua (15% e 20%), o que deixa as
particulas mais diluidas. Por outro lado, a série 9:1:1 é a que possui maior quantidade de
particulas por unidade de volume (da ordem de 108 a 101° particulas por um?). Esse resultado
também é razoavel, uma vez que é a série que possui maior quantidade de surfactante (9 partes)
e a menor quantidade de dgua. As outras séries (8:2:1, 8:2:2, 9:1:2 e 9:1:3) possuem densidade

intermediaria, da ordem de 107 particulas por um3.
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Figura 3.17— Valores calculados para a densidade de particulas, u_r:3
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Tabela 3.5 — Valores do parametro FNT”S calculado a partir dos parametros Ryg € ¢.

| 102

821 822 823 824 911 912 913
Temperatura ™" TEro | y | Erro | N Erro | n. | Erro | N Erro | N Erro | n. | Erro
‘o |y e | ) | o | G2 (e | ) | e | 2 | e |5 | | ()
um um3’ | M um3’ | KM um3’ | HM | s um um3’ | B um3’ | M m3
25 73,2 55 |315| 0,9 821 | 0,10 551 0,12 1189 250 | 77,5 26 |46,8| 1.8
30 71,2 58 [357] 1,3 8,72 | 0,10 |5,70| 0,11 1141 220 79,8 2,7 | 45,6 1,7
40 63,4 6,6 [44,4] 2,0 941 | 0,21 |6,31| 0,11 1716 450 89,4 3,5 | 50,9 2,1
50 34,2 39 486 | 2,7 9,03 | 0,21 593 0,13 3303 990 |118,3| 56 |[57,7| 28
60 18,9 26 |38,7| 21 |1041| 0,31 |5,02| 0,14 | 111255 |13650| 1348 | 7,5 |56,7| 2,8

Constatou-se também na Figura 3.20, que com 0 aumento da temperatura, a densidade

de particulas para as séries 8:2:2, 8:2:3, 8:2:4, 9:1:2 e 9:1:3 ndo mudam significativamente.

Contudo, o mesmo ndo acontece com as séries 8:2:1 e 9:1:1. A primeira apresenta uma

diminuicdo de praticamente uma ordem de grandeza conforme o aumento da temperatura,

enguanto a segunda apresenta um aumento de cerca de duas ordens de grandeza a medida que

a temperatura aumenta.
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3.6 CONCLUSOES

A partir dos dados de SAXS foi possivel obter informacfes estruturais sobre as
microemulsdes estudadas e observar tendéncias nos valores dos parametros de ajuste conforme
a temperatura dos sistemas aumenta. De maneira geral, as particulas que formam a
microemulsdo sdo globulares, ligeiramente anisotrépicas e do tipo core-shell. Contudo, o
contraste eletrénico entre as camadas que formam a particula é bastante baixo, 0 que torna
dificil a determinacdo precisa da sua estrutura interna. A maior densidade de particulas foi
encontrada para a série 9:1:1, que é aquela que possui também a maior quantidade de surfactante
e a menor quantidade de agua, enquanto a menor densidade foi encontrada para as series 8:2:3

e 8:2:4, que possuem a menor quantidade de surfactante e a maior quantidade de gua.
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CAPITULO 4:

Incorporacao de extrato de
betalaina em uma microemulsao e
subsequente encapsulacao por
coacervacao complexa

Trabalho submetido a revista Journal of Food Science and Technology
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ABSTRACT

Betalains extracted from beetroot present recognized antioxidant activity, and their
stability is influenced by light, oxygen, water activity, pH and temperature. Encapsulation
may increase betalain shelf life, as well as to facilitate its incorporation in dry products. The
objective of this work was to incorporate betalain extract in a food grade microemulsified
system and evaluating subsequent production of microcapsules by complex coacervation of
gelatin and gum Arabic. Different contents of betalain extract were incorporated in the
aqueous phase of the microemulsion, which showed to be stable and was used to produce
freeze-dried microcapsules. Particle size distribution, morphology, betalain retention, and
color parameters were measured, in addition to a storage stability test to evaluate degradation
of the dye under controlled conditions of temperature and relative humidity. After 48 days, 62

% betalain retention was observed, with slight color changes.
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Keywords: red beet, microencapsulation, particle size distribution, color, storage
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4.1 INTRODUCTION

The substitution of artificial food colorants by natural dyes is an ongoing trend that
results from increased consumer pressure for "natural” products. Nevertheless, this is a
difficult task for food manufacturers since natural dyes are generally less stable when
subjected to heat, light, oxygen, and when interacting with other ingredients, resulting in
development of undesirable colors and flavors. As a counterbalance, a compelling feature of
natural pigments is that many of them can provide health benefits through their functional
properties, allowing their use not only as food coloring agents but also as substances that
promote health and disease prevention (DOWNHAM; COLLINS, 2000; WROLSTAD;
CULVER, 2012).

Betalains are a class of natural pigments that comprise the betacyanins, responsible for
purple to violet color, and betaxanthins, which are yellow to orange colorants (SWARNA et
al., 2013). These pigments are water-soluble, stable between pH 3 and 7, and suitable for the
staining of low acid foods (STINTZING; CARLE, 2004). Their use has properties beneficial
to human health, such as antioxidant and anti-inflammatory activities (KAPADIA et al., 2003;
LU et al., 2009).

The industry needs technologies to protect natural pigments due to their instability in
the presence of light, air, humidity and high temperatures. Several microencapsulation studies
have been carried out with the intention of protecting, facilitating handling during processing,
and ensuring bioavailability of natural dyes through the use of biopolymer coating or
entrapment, which improves retention of active principles and can define their release path.
Ravichandran et al. (2014) encapsulated beet extract by lyophilization and spray drying using
maltodextrin, pure and combined with other polysaccharides, and found that lyophilization
was more efficient in retaining betalains than spray drying. Janiszewska (2014) evaluated the
stability of betalain extract by encapsulating it in maltodextrin, gum Arabic, and a mixture of
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both materials by spray drying and observed that the capsules formulated with gum Arabic
remained stable for a longer period of time because of the lower hygroscopicity of gum
Arabic than that of maltodextrin. Otélora et al. (2015) microencapsulated betalains from
cactus fruit by spray drying using maltodextrin and cladode mucilage as carrier agents and
evaluated storage stabilityat 18°C and different relative humidities, whereas (OTALORA et
al., 2016) studied encapsulation of betalains in beads of calcium alginate and bovine serum

albumin produced by ionic gelation.

Complex coacervation is an encapsulation technique based on the phase separation
that occurs when oppositely charged polyelectrolytes are electrically balanced in aqueous
media. This physical-chemical phenomenon depends on a set of conditions, such as pH,
polymer concentration, ionic strength of the medium, and temperature (THIMMA,
TAMMISHETTI, 2003). Microencapsulation by complex coacervation is particularly suitable
when the aim is controlling the release of the agent, because this process produces a true
capsule, completely protecting the active material inside the wall material (SANTOS et al.,
2015). The initial step in the process of complex coacervation involves the emulsification of
the core material, which is usually oil or an oil-soluble compound, in the aqueous dispersion
of the biopolymer blend. This requires hydrophilic core materials, such as betalains, being
previously incorporated in a primary emulsion, which in turn, will be emulsified in the wall
material dispersion (ALVIM; GROSSO, 2010; COMUNIAN et al., 2013; ZUANON et al.,
2013).

Microemulsions are colloidal dispersions of oil and water stabilized by surfactant
molecules, generally including a cosurfactant, forming optically isotropic, clear and
thermodynamically stable liquid dispersions, with nearly uniform spherical droplets having
diameters between 8 to 80 nm and not requiring high inputs of energy or shear conditions for
their formation (HOAR; SCHULMAN, 1943; DANIELSSON; LINDMAN, 1981). Food-
grade microemulsions are difficult to formulate because the complexity of food systems and
the need for all the components being approved to food applications, which limits the choice
of components (GARTI et al.,, 2001). Compared to normal, unstable emulsions, the
spontaneously formed microemulsions have good resistance to heating as well as long term
stability due to the small droplet sizes (MOULIK; PAUL, 1998).
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Several studies have been carried out with food grade surfactants in the formulation of
microemulsions in which the main focus is the pharmaceutical area (DJORDJEVIC et al.,
2004; DJEKIC et al., 2011), microbiological applications (ZHANG et al., 2009), and
controlled delivery of hydrophilic compounds (CHATZIDAKI et al., 2016; KHEMAKHEM
et al., 2016; RAVANFAR et al.,, 2016) but without promoting further processing of
microemulsions into dried microcapsules. Taking into account that microemulsions are
particularly attractive due to their thermodynamic stability and translucent aspect, resembling
the appearance of edible oils, the present investigation aimed to evaluate possible
incorporation of the natural dye betalain in a microemulsified system and its subsequent
microencapsulation by complex coacervation, in order to produce dried microcapsules. A
complimentary interest was to study the physicochemical properties and stability of betalains

in this unconventional system.

4.2 MATERIAL AND METHODS

4.2.1 Materials

Microemulsions and microcapsules were formulated using betalain extract donated by
Danisco S.A. (Danisco, Sdo Paulo, Brazil), gelatin of 240 bloom (Gelita, Mococa, Brazil),
gum Arabic (Dynamics Quimica Contemporanea Ltda., S&o Paulo, Brazil), soybean oil
(Cargill, Barreiras, Brazil), sorbitan monooleate (Span 80) with hydrophilic lipophilic balance
(HLB) of 4.3, polysorbate 80 (Tween 80) with HLB of 15 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil),
propylene glycol with purity of 99.5% (Synth, Diadema, Brazil), and water purified by Milli-
Q 3 system (Millipore, Milford, USA).

4.2.2 Preparation of microemulsions

The microemulsions were prepared based on the results of a previous work (CANO-
HIGUITA et al., 2017) and consisted of 51.2 g/100 g Tween 80, 6.4 g/100 g Span 80, 6.4
0/100 g propylene glycol, 16 g/100 g soybean oil, and 20 g/100 g of aqueous phase. The
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aqueous phase was composed by water partly substituted by 10 to 50 % (w/w) of betalain

extract.

4.2.3 Microencapsulation by complex coacervation

The preparation of the microcapsules by complex coacervation was performed
according to the methodology described by Mendanha et al. (2009) with some modifications.
The obtained microemulsion was added to a solution of gelatin (5.91 ¢g/100 mL) and
mechanically shaken with ultraturrax (IKA T25 D, Staufen, Germany) at 15000 rpm for 5
min. Thereafter, a solution of gum Arabic (5.79 g/100 mL) was added and the mixture was
diluted with water (twice the volume of the system). The mass ratio between gelatin and gum
Arabic was mantained at 1:1, and the amount of microemulsion added (53.14 g) was kept
constant, representing 100 % (w/w) relative to the wall material amount in the coacervation
medium. The added amounts of each polymer were calculated by discounting their respective
moisture. Temperature was kept around 50 °C throughout this process.

To promote coacervation the pH was adjusted to 4.0 £ 0.01 with hydrochloric acid
(0.5 M) under magnetic stirring and the suspension was cooled (ice bath) until it reaches 10
°C. The material was then protected from light by covering the flask with aluminum foil and

stored in a cold chamber at 3 °C for 24 h for complete precipitation of particles.

For drying of the material, the excess water was removed, the solid fraction was
placed in stainless steel trays of 14 x 25 cm previously lined with aluminum foil, frozen at -40
°C for 24 hours in a freezer (model VF-500, Liotop, Sdo Carlos, Brazil), and freeze-dried in a
tray lyophilizer (Labconco, Bulk Tray Dryer, Kansas City) operating at 4 Pa. The dried
samples were grinded using pestle and mortar, packaged and stored in desiccator.
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4.2.4 Characterization of the microcapsules
4.2.4.1 Color measurements

Color analyzes were performed on a CR-5 (Konica Minolta, Ramsey, New Jersey,
USA) colorimeter with a 10° observer and D65 illuminant, measuring the parameter L
(lightness) and chromatic coordinates a (+a = red; -a = green), and b (+b = yellow, -b = blue).
These parameters were used to calculate the color saturation (C) and the chromatic hue angle
(h) according to the Egs. (4.1) and (4.2)

C=+a’+b’ (4.1)

h= tgl(gj (4.2)

a

4.2.4.2 Particle size distribution

Particle size distribution was measured by laser light diffraction with dry dispersion
unit (model Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK) using powder samples of about 1 g.
Analyses were carried out with four replicates for each freeze-dried sample. Particle size was
expressed as the mean volumetric size D3 (De Brouckere mean diameter), i.e. the mean

diameter of those particles which constitute the majority of the sample volume (Eq. 4.3).

> 7D/
5 .

43] = —'Z D7 (4.3)

in which z;j is the number of droplets with diameter D;.

4.2.4.3 Scanning electron microscopy (SEM)

Encapsulated samples were immobilized in an appropriate support with a conductive
adhesive tape, coated with gold in a sputter coater (Polaron SC7620, Oregon, US), and
examined with a scanning electron microscope (MEV XL30 FEG, SEM Electron Microscopy
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Ltd. US) at 5kV and 500x magnification. The acquisition of the images was performed by

LEO software, version 3.01.

4.2.4.4 Quantification of total betalains in the microcapsules

Assays with different pH values (in the range of 3 to 7, with increments of 0.5) were
carried out in order to determine the optimum pH for quantification of total betalains present
in the microcapsules. The tested range was defined taking into account the stability of
betalains (STRACK et al., 2003). The best pH resulted to be 5.5, equal to the value found by
Huang and Elbe (1985) and Montes-Lora et al. (2016). An aliquot of 3 g of microcapsules
was weighed into a 25 mL flask, adding 12.5 mL of buffer solution pH 5.5 and 12.5 mL of
methanol solution (methanol-water 1:1). The flask was capped and placed in a water bath at
40 °C for 2 minutes. Thereafter, it was vortexed for 2 minutes until the capsules were
completely dissolved, following by centrifugation 10,414 x g for 15 minutes at 40 °C. The
supernatant was poured into a beaker, which was placed in a water bath at 40 °C for 4
minutes, and subjected to absorbance readings at wavelengths of 480 nm, 538 nm, and 600
nm. The reference cuvette was filled with half buffer solution at pH 5.5 and half methanol
solution (methanol-water 1:1). The betalain content (BC) in mg/L was calculated by Eq. (4.4)
(STINTZING et al., 2005):

_ AxDF x MW %1000
ex1l

BC (4.4)

in which A is the absorption value corresponding to the absorption peak at 600 nm, DF
is the dilution factor, and | is the optical path (1 cm) of the cuvette. For quantification of
betacyanins and betaxanthins, the molar masses (MW) and molar extinction coefficients (e) of
betanin [MW = 550 g/mol, e = 60,000 L/(mol cm) in H20, 2 = 538 nm] and indicaxanthine
[MW = 308 g/mol; e = 48,000 L/(mol cm) in H.O: 4 = 480 nm] were applied. All
measurements were performed in triplicate using a UV-vis spectrophotometer (model SP-220,

Biospectro, Brazil).

Incorporagiio de extrato de betalaina em uma microemulsio e subseqiiente encapsulagio por coacervagio complexa



Capitulo 4 |114

4.2.4.5 Powder storage

The samples with 30 % of betalain extract showed the highest efficiency were selected
for the stability assay. Aliquots of the powder were weighed (about 9 g) in disposable
polypropylene cups and stored in sealed desiccator containing saturated MgClz solution,
which results in constant relative humidity of 33 £ 2 %, placed in the absence of light at
constant temperature (30 = 1 °C). Powders were stored for 2 months and samples were
withdrawn every 5 days for betalain content, color, and moisture analysis. The betalain
retention during storage was calculated by Eq. (4.5):

Betalain retention (%) = Sg‘ x100 (4.5)
0

in which index t refers to storage time and the index O refers to the initial betalain

content in the microcapsules, determined just after freeze-drying.
4.3 RESULTS AND DISCUSSION

The incorporation of betalains in the microemulsion showed to be possible in the
range of 10 to 50 % of aqueous phase substitution for betalain extract. In this range, the
resulting microemulsions acquired a pink coloration but remained transparent, with no
destabilization. Feasibility of further microencapsulation by complex coacervation was
evaluated analyzing color, size, and morphology of the freeze-dried microcapsules.

4.3.1 Color measurements

The color parameters of samples with substitution of the aqueous phase for 10, 20, 30,
40, and 50 % of betalain extract can be observed in Table 4.1, whereas images of the
correspondent microcapsules are presented in Figure 4.1. The luminosity (L) was higher in the

sample with low content of betalain and significantly decreased with increasing content of
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betalain extract in the encapsulated microemulsion. In the same way, the hue angle (h)

decreased with increasing betalain content.

Table 4.1. Mean diameter D[4,3], retention of betalain and color parameters of the

freeze-dried microcapsules produced by complex coacervation with different % of betalain

extract in the microemulsion aqueous phase.

% Betalain
- . I *
extract in D[(‘;?] averagé o4 Retention Color parameters
microemulsion lameter betalain}
(um)* L a b C h

aqueous phase*
10 602.9 + 0.92 5457 £1.13 64.67+0.018 8.98+£0.01*  6.66+0.012 11.17+£0.018 36.56x0.082
20 636.1 £ 14.72 45.07 £0.12 59.27+0.04° 12.13+0.02° 6.51+0.03° 13.77+0.03° 28.22+0.05°
30 566.2 + 7.5 70.73 £0.39 60.57£0.03° 13.53£0.00° 4.77+0.01°  14.34+0.005°  19.42+0.06°
40 430.1 + 13.7% 35.94 £0.32 56.83+0.01¢ 17.14+0.01¢  3.80+0.01¢ 17.56+0.01¢ 12.51+0.01¢
50 570.9 + 36.3%® 48.56 = 0.43 53.47+0.09¢ 20.40£0.01¢  2.30%0.02¢ 20.54+0.01¢ 6.44+0.07¢

* The means followed by different letters in the same column differs statistically
(Tukey test, p < 0.05) for the mean diameter between the betalain contents. *Mean + standard

deviation of the triplicate. TMean = standard deviation of the duplicate.

Taking into account the reference values h = 0° for red and h = 90° for yellow, it is
possible to state that the red tone became more prominent than the yellow one when the
betalain extract concentration in the microemulsion increased from 10 to 50 %. This trend is
also clearly observed analyzing the behavior of parameters a and b. The increase in chroma
values (C) indicated that the color of microcapsules became more vivid when a higher portion

betalain extract was incorporated in the microemulsion.

Figure 4.1 — Images of freeze-dried microcapsules produced by complex coacervation with

different % of betalain extract in the microemulsion aqueous phase. (a) 10 %; (b) 20 %; (c) 30
%; (d) 40 %; (e) 50 %.
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Janiszewska (2014) reported values of a varying from 33.6 to 36.9 and b in the range
of -4.95 to 3.5 for spray dried betalain powders using maltodextrin and gum Arabic as carriers
and correlated the color of powders with the carrier color and with content of the yellow
pigment vulgaxanthin-I in powders, with positive b corresponding to higher vulgaxanthin-I

content.

4.3.2 Particle size distribution

The particle size distribution curves (Figure 4.2) show that the samples have a bimodal
behavior (with two different peaks), with no visible differences between the powders prepared
with different contents of betalain extract. The first peak corresponds to a mean particle
diameter in the range of 5 — 369 um and the second one corresponds to an average diameter of
about 709 — 2000 pm.

The average value of Dz (Table 4.1) varied from 430 to 636. The relatively high
particle size and the broad size distribution may be due to the encapsulation method, since
microcapsules obtained by complex coacervation have been reported with average sizes
between 2 and 1200 um (GHOSH, 2006).

In addition, the size distribution in freeze-dried particles depends on the grinding
process. In the present work, the samples were not sieved after maceration and, consequently,
the particle size was heterogeneous, although it is interesting to observe the similar particle
size and average size distribution obtained for the samples with 10%, 20%, 30% and 50% of
betalain extract, the sample with 40% showed a significant difference with respect to the other
samples analyzed. Cano-Higuita et al. (2015) also obtained particle sizes varying from 3 um
to 1906 um for lyophilized microcapsules of curcuma oleoresin in different encapsulation

matrices.
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Figure 4.2 — Particle size distribution of freeze-dried microcapsules produced by complex
coacervation with different % of betalain extract in the microemulsion aqueous phase. (®)

10%; (A ) 20%; (0) 30%; (*) 40%; (+) 50%.

Volume Ln (%)

Particle size (um)

4.3.3 Particle morphology

Similarly as in the case of particle size distribution, the morphological aspects of
lyophilized powders are highly affected by the grinding procedure that is usually necessary
after drying. SEM images of the dried microcapsules (Figure 4.3) showed that freeze-drying
led to irregular particles that resembled flakes, reflecting the result of grinding. Nevertheless,
it is possible to observe some round formations and absence of cracks and pores, which are

probably due to the coacervation process and indicate a good encapsulation of the oil phase.
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Figure 4.3 Micrographs (500x magnification) of freeze-dried microcapsules produced by

complex coacervation with different % of betalain extract in the microemulsion aqueous
phase. (a) 10 %; (b) 20 %; (c) 30 %; (d) 40 %; (e) 50 %.

4.3.4 Betalain retention during storage of microcapsules

Storage stability of microencapsulated betalain was investigated in freeze-dried capsules
produced by complex coacervation of microemulsion with substitution of 30 % of the
aqueous phase by betalain extract. The samples were stored at 30 °C and 33 % relative

humidity, in the absence of light.

The total betalain content in the extract added to microemulsion was 4.533 mg/mL,
whereas the betalain content in the freeze-dried microcapsules just after production (BCo) was
0.242 mg/g dry matter. Pitalua et al. (2010) produced spray-dried betalain microcapsules and
reported a lower betalain content in the powder, of about 0.120 mg/g. On the other hand,
Janiszewska (2014) obtained more concentrated spray-dried powders, containing 1.09 to 1.29
mg/g of betanin and 0.34 to 0.61 mg/g of vulgaxanthin-I. It is important to note that the
betalain content in the dried microcapsules depends not only on the production process, but
also mainly on the betalain content in the core material used, as well as on the microcapsules
formulation.

The betalain retention, calculated using Eq. (4.5) (Figure 4.4), as well as the color
parameters are shown in Table 4.2 and Figure 4.4. After storage during 48 days, the betalain
content in the microcapsules decreased to about 62 % of the initial content.
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Figure 4.4. Total betalain retention in freeze-dried microcapsules produced by complex
coacervation of microemulsion containing 30 % betalain extract and stored at 25 °C and 33 %

relative humidity.
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The decrease in betalain content in the samples may be due to hydrolysis reactions in
which the formation of CDG (cyclodopa-D-glucoside) and BA (betalamic acid) occurs. The
degradation involves a Schiff’s base condensation of the amine of CDG with the aldehyde,
forming intermediate compounds in the reaction of Maillard (PASCH; VAN ELBE, 1975;
HUANG; ELBE, 1987; HERBACH et al., 2004), which modified the color of the samples
making them darker. According to Tukey's analysis, there is no significant difference between
the 44 and 48 days, when the betalain retention remained essentially constant.
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Table 4.2. Color parameters, moisture content and total betalain retention in freeze-

dried microcapsules produced by complex coacervation of microemulsion containing 30 %

betalain extract and stored at 25 °C and 33 % relative humidity.

Time Betalain Moisture
(days) retention (%) L C h AE content
d il (% d.b.)
0 100.0¢ 64.5+0.08  12.9+0.09  44.0+0.0¢ 0 3.5+0.2'
4 99.3+0.1¢ 61.9+0.07 13.840.0° 36.3+0.0' 3.24+0.01 15.1+0.1)
8 133.4+2.32 63.3+0.0° 13.2+0.0f 38.7+0.0k 1.75+0.03  17.0+0.0f
12 121.7+1.2° 61.4+0.0" 14.3+0.0° 39.0+0.1) 3.54+0.01 16.2+0.1"
16 122.5+0.4° 64.0£0.0° 13.2+0.0° 43.6+0.1° 0.56+0.02 16.5+0.19
20 106.2+2.0° 61.2+0.0'  14.3+0.0° 39.7+0.0' 3.68+0.03 17.6+0.1¢
24 56.5+0.4% 61.3+0.0' 14.5+0.0° 41.6+0.0" 3.63+0.02 18.1+0.1°
28 68.2+0.4¢ 61.2+0.0' 14.6+0.0* 42.4+0.19 3.67+0.05 18.4+0.0°
32 67.7+0.5¢ 61.9+0.0¢ 14.4+0.0° 42.9+0.0° 2.93+0.04 17.3+0.1¢
36 49.2+0.29 61.9+0.07 14.4+0.0° 43.8+0.09 2.96+0.01 19.1+0.22
40 54.7+1.8 61.8+0.09 14.3+0.0° 44.8+0.1° 2.99+0.02 14.4+0.4%
44 60.0+ 0.1°¢f 62.1+0.0° 14.4+0.0° 45.1+0.0* 2.81+0.03 15.110.2{
48 62.0+ 0.6¢f 62.0£0.09 14.0+0.0¢ 44.4+0.1° 2.14+0.02 15.3+0.3'

+ Mean * standard error (n = 2), * Mean + standard deviation of color parameters (n =
3). Means followed by different letters on the same column differ statistically (Tukey test p <
0.05) for each treatment.

According to Serris and Biliaderis (2001), it is possible that water absorption in the
matrix may alter the oxygen barrier properties, making the stability of the encapsulated dye
highly dependent on the storage conditions (temperature and relative humidity). This effect
was evidenced in their evaluation of the degradation kinetics of the beetroot pigment
encapsulated in different polymer matrices at different temperatures and relative humidity.
Pitalua et al. (2010) investigated the betalain degradation during storage of spray-dried
microcapsules produced with gum Arabic in different relative humidity conditions. After
storage at 30 °C for 44 days, these authors observed that degradation was highly dependent on
the equilibrium water activity: at aw of 0.110 almost 80 % of betalain retention was observed
after 44 days, but only 35 % remained after 23 days at aw of 0.898. On the other hand,

Vergara et al. (2014) considered that the degradation mechanism associated to increased
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permeability induced by moisture uptake would be negligible in comparison to hydrolysis,
which was confirmed in their work by detecting, by HPLC, CDG and BA as reaction products
during accelerated storage stability test (60 °C) of spray-dried powders containing betalain
from cactus pear. Nevertheless, the temperature difference of 30 °C could be an important

factor to be taken into account.

In the present work, it is important to observe that just after drying, the microcapsules
had a low moisture content (3.5 % d.b.), but during the storage test, samples had a
considerable increase in moisture, with some oscillations and a final moisture value of 15.3 %
d.b. after 48 days. Over the course of days, compacted particles were observed due to
moisture uptake. The hygroscopic behavior of the microcapsules may contribute to both
degradation mechanisms, i.e. hydrolysis and increasing permeability of the capsule wall.
Otélora et al. (2016) encapsulated betalain extract obtained from purple cactus fruit through
ionic gelation of calcium alginate/bovine serum albumin and concluded that the most
important factor for stability of betalains during storage was the relative humidity. These
authors observed betalain retention in microcapsules varying from 27.6 to 38.8 % after 25
days of storage at 25 °C and relative humidity of 34.6 %, which represented a faster

degradation than the observed in the present work.

The color parameters changed slightly during storage (Table 4.2). Lightness decreased
from time 0 (L = 64.47) until day 12 (L = 61.4) and then remained almost constant up to the
48 days. The parameters a, b, C and h showed slight changes, resulting in a small increase in
yellowness (higher b and h). This could be a result from increasing concentration of
degradation products in the samples. As discussed above, the hydrolysis of betalains would
generate CDG and BA, which are colorless and yellow, respectively (VERGARA et al.,
2014). Values of AE (Table 4.2) shows a pronounciated alteration of the samples on days 8
and 16, attributed to the high heterogeneity presented in the samples compared with the others

days where the changes were more gradatives.
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44. CONCLUSIONS

Incorporation of betalain extract in a food grade microemulsion followed by complex
coacervation showed to be a feasible method for microencapsulation of the hydrophilic
compound. The freeze-dried microcapsules showed a pink coloration that varied with the
percentage of betalain extract incorporated in the microemulsion. Microcapsules produced
with replacement of 30 % of the aqueous phase by betalain extract resulted in betalain
retention of 62% after 48 days, with slight changes in the color parameters. The present
investigation raise new possibilities for application of microemulsions as delivery systems in

the food industry.
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5. CONCLUSAO GERAL

Foi possivel a formacéo de sete sistemas de microemulsdo com proporgdes 9:1 e
8:2 com até 15% para a primeira proporcéo e 20% para a segunda identificados como
O/W. As analises térmicas permitiram identificar os diferentes estados da agua nas
microemulsdes, onde 0 90% da agua adicionada aos sistemas se encontrou como agua
ndo congelavel, por médio das analises de calos especifico foi possivel determinar que
ndo existem transi¢Oes de fases o temperaturas de transicao de fase, o que indica que as
amostras foram estaveis nas faixas de temperatura analisadas 25-60°C, os resultados das
andlises de condutividade ndo permitiram elucidar o tipo de sistema encontrado devido a
composicao dos sistemas, alta concentracao de surfactantes e quantidades de agua e 6leo
similares, a analises qualitativa com o uso de corantes permitiu identificar as amostras
como O/W por conta da rapida difusdo do corante azul de metileno nas amostras, por
médio das analises de SAXS foi possivel determinar a forma das estruturas formadas
como globulares e alongadas e como caracteristicas de core-shell, com um tamanho

maximo de até 90A.

Com respeito as capsulas obtidas de betalaina por coacervacdo complexa foi
possivel obter capsulas de cor caracteristico a cor de beterraba, com uma retencéo de 70%
quando foi substituido 30% da fase aquosa da microemulsdo por extrato de betalaina, a
morfologia das amostras foram tipicas de amostras secas por liofilizagdo sem poros ou
rachaduras indicando boa cobertura do material ativo. No teste de estabilidade as amostras
sofreram algumas mudancas na cor e na retencao devidas principalmente a temperatura e
umidade relativa na qual foi feito o teste, reduzindo até 62% o valor da retencéo inicial
depois de 48 dias de teste. Embora o sistema no qual foi encapsulado a betalaina néo é o
convencional foi possivel manter parte do principio ativo nas amostras o que serve como

referéncia para futuros trabalhos.



Apéndice | |128

APENDICE I

Estudo da formacdo de microemulsdo w/o utilizando misturas de 6leo de soja/surfactante [lecitina, poliglicerol—
poliricinoleato (PGPR) e monooleato de sorbitan (Span 80)], e se necessario um cosurfactante.
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RESUMO

As microemulsfes sdo misturas isotropicas e termodinamicamente estaveis de dois
solventes imisciveis estabilizados por surfactantes; tém sido extensivamente aplicadas em
muitos campos, tais como meio para reacdes quimicas, na preparacdo de nanoparticulas, na
industria de alimentos e em processos de separacdo na industria farmacéutica. Por outro lado,
a aplicacdo de microemulsdes (MEs) em alimentos e limitada pelos tipos de tensoativos
utilizados para facilitar a formagédo de microemulséo. Muitos surfactantes ndo séo permitidos
em alimentos, enquanto outros s6 podem ser adicionados em niveis muito baixos; além disso,
as alternativas de surfactantes de grau alimentar adequados para a formacdo de MEs dgua em
6leo (W/O) sdo bastante limitadas. O objetivo do presente trabalho foi a avaliacdo de
diferentes surfactantes de grau alimenticio - lecitina, poliglicerol-poliricinoleato (PGPR) e
monooleato de sorbitan (Span 80) - na formacdo de MEs W/O e sua posterior utilizacdo para
encapsulacdo de extrato de betalaina pelo método de coacervacdo complexa. Para atingir tais
objetivos foram construidos diagramas de fases ternarios e pseudoternarios de misturas de
agua, Oleo de soja, surfactantes e co-surfactante. Neste apéndice sdo apresentados 0s
resultados obtidos de testes preliminares realizados com os materiais propostos inicialmente

no projeto.

Palavras chaves: Microemulsdo, surfactantes, reologia, equilibrio hidrofilico lipofilico
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2.1.  INTRODUCAO

As microemulsdes (MEs) sdo sistemas ternarios em que duas fases liquidas, em geral,
agua e um o6leo, e uma molécula anfifilica (surfactante) formam espontaneamente uma pseudo
fase de dispersdo liquido opticamente isotropico e termodinamicamente estavel
(DANIELSSON; LINDMAN, 1981). Como outras dispersfes coloidais, a formacdo de
microemulsdo é fortemente dependente do tipo de agente tensoativo e de sua estrutura
(WINSOR, 1948). As MEs podem ser consideradas como veiculos liquidos ideais para a
administracdo de medicamentos, por ter estabilidade termodindmica, facil formulacdo, baixa
viscosidade, alta capacidade de solubilizacdo, sendo que o tamanho das gotas permite uma
melhor aderéncia as membranas bioldgicas que transportam medicamentos de forma
controlada (KOGAN; GART]I, 2006).

Como um sistema de encapsulamento liquido, as MEs ndao s6 podem solubilizar
compostos hidrofébicos e hidrofilicos, como também proteger esses componentes de
degradacdo indesejada. Assim, as MEs tém amplas aplicacbes nas industrias quimica,
cosmética e farmacéutica. No entanto, a maioria dos sistemas de microemulsdo precisam de
certa quantidade de solventes organicos como agente co-tensoativo para promover 0 processo
de auto-emulsificacdo e obter uma aparéncia transparente. A utilizacdo na industria alimentar
é limitada devido aos solventes organicos existentes que, além de necessitar de equipamentos
mais sofisticados para a fabricacdo de alimentos, também aumentam a dificuldade para
controlar os solventes residuais (XU et al., 2016).

Diversas técnicas sdo usadas para caracterizar as microemulsbes tais como
condutividade elétrica, analises reoldgicas, espalhamento de baixos angulos, analises de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) (SPERNATH et al., 2006; PERLSTEIN et al.,
2015; ROOHINEJAD et al., 2015; CHIAPPISI et al., 2016), etc., as quais fornecem dados
interessantes sobre o tipo de sistema obtido, seja W/O ou O/W, o tamanho das particulas e a

estrutura formada pelo sistema, etc.

Assim, o objetivo foi estudar a formagdo de uma microemulsdo usando 6leo de soja,

agua e surfactantes de grau alimenticio e posterior caracterizacao do sistema encontrado.
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22. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Matérias primas

Neste estudo foram usados 6leo de soja (OS) da marca Cargill obtido no mercado
local, Sorbitan monooleato (Span 80), (EHL 4.3) e Monooleato de Polioxietileno Sorbitan
(Tween 80), (EHL 15) da Sigma Aldrich, (Riberdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), propilenoglicol
(PG) (99.5 %) da Synth, (Diadema - SP, Brasil); poliglicerol poliricinoleato (PGPR)
(Grindsted®), EHL 1.5 - 2.0, doado pela Danisco Brasil Ltda (Séo Paulo, Brasil), lecitina de
soja natural tipo Solec SG Solae (S&o Paulo, Brasil), etanol (96 %) Dinamica (Diadema, S&o
Paulo, Brasil) e agua purificada (Milli-Q3, Millipore, Milford - MA,USA).

2.2.2. Construcdo de diagramas de fases pseudo-ternarios de misturas agua,
surfactante/co-surfactante e 6leo de soja comercial

Neste estudo, a ordem da adi¢do e mistura dos agentes tensoativo e co-tensoativo, 6leo
e agua, constitui um teste preliminar para caracterizar a natureza da dispersdo. Os diagramas
de fases pseudo-ternarios parciais de 6leo de soja (OS), surfactante Tween 80, Span 80, e co-
surfactante propilenoglicol (PG) e &gua (A) como fase aquosa, foram desenvolvidos com a
finalidade de determinar a formacdo de areas de microemulsdo. Diferentes propor¢des em
massa de surfactante e 6leo foram fixadas e misturadas nas proporc¢des 1:9; 2:8; 3:7; 4:6; 5:5,
6:4, 7:3, 8:2 e 9:1 respectivamente. Em seguida, esses sistemas foram titulados com agua
destilada sob agitacdo manual a temperatura de 25°C, com incrementos de volume de 5 — 10%
(w/w) na formagdo de linhas de diluigdo com &gua de 5 até 90%, mantendo as demais
propor¢bes como descrito anteriormente. Na Tabela 2.1 pode-se observar um resumo dos
testes feitos, assim como as propor¢oes de surfactante: co-surfactante. Outros testes realizados
com diferentes surfactantes e co-surfactantes e que ndo resultaram na formacdo de

microemuls&o séo apresentados nos Apéndices Il e 11I.
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Tabela 2.1 — Diagramas de fases ternarios e pseudo-ternarios construidos de misturas

agua, surfactante/co-surfactante e 6leo de soja comercial

Proporcdo  Proporcao Surfactante /

Testes Microemulsao

surfactantes Co-Surfactante
PGPR:0S:(agua + betalaina) - -

PGPR: etanol:0S:agua - 1:1
Span 80:0S:agua - -

Span 80:etanol:0S:agua - 1:1
Span 80:PGPR:0S:agua 2:1 -

PGPR: Span 80:etanol:0S:agua 1:1 1:1
Tween 80:Span 80:etanol:0S:agua 2:1 3:1
Lecitina: Tween 80:etanol:0S:4gua 1:1 2:1
Tween 80: Span80:PG:0S:4gua 1:2 3:1
Tween 80: Span80:PG:0S:agua 1:2 2:1
Tween 80: Span80:PG:0S:4gua 1:2 1:1
Tween 80: Span80:etanol:0S:4gua 1:1 1:1
Tween 80: Span80:etanol:0S:agua 1:2 1:1
Tween 80: Span80:etanol:0S:4gua 1.8 1:1
Tween 80: Span80:PG:0S:agua 8:1 9:1

As amostras foram equilibradas durante trés dias antes de serem analisadas
visualmente, forma caracterizadas como microemulsdo os sistemas transparentes e sem sinal

de separacdo de fases, ou, em caso contrario, definidas como uma emulsdo estavel.

2.2.3. Medidas Reoldgicas

Os ensaios de reologia foram realizados usando um redmetro rotacional AR-2000ex
(TA Instruments, Delaware, USA), utilizando geometria de placas paralelas serrilhadas (40
mm) com um gap que foi definido como 200 um. Foram tomados cerca de 2,0 mL do
sedimento das amostras que tinham sido previamente deixadas em repouso durante trés dias.
Todas as analises foram feitas em duplicata e, quando necessario, foi feita uma terceira
amostra. Para cada repeticdo utilizou-se uma amostra nova, igual & anterior. Posteriormente,
os dados experimentais da tensdo de cisalhamento (t) vs. taxa de deformacdo (y) foram
ajustados a diferentes modelos reologicos: Newton (Eg. 2.1), Lei da Poténcia (Eq. 2.2),
Herschel-Buckley (Eqg. 2.3), e Bingham (Eq. 2.4) (STEFFE, 1996; GENOVESE et al., 2007).

T=py (2.1)

T =ky" (2.2)
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T =1,+uy (23)
=10+ p" (2.4)

onde p € a viscosidade (cP), k é o indice de consisténcia (Pa.s), y é o taxa de
deformacdo (s?) e # € o indice de comportamento (adimensional), 7o é a tenséo de deformagcéo
inicial (Pa).

Nas diferentes proporcdes de PGPR:0S:4gua, o comportamento reoldgico foi avaliado
obtendo-se curvas de taxa de deformacéo, a partir de trés rampas de tensdo de cisalhamento
em funcdo de taxa de deformacéo (0,1 a 300 s-1): ascendente (rampa 1), descendente (rampa
2) e novamente ascendente (rampa 3). Nos sistemas identificados como microemulsdo 0s
ensaios reoldgicos foram feitos utilizando geometria de cone e placa, com cerca de 2 mL de
amostra, em duplicata. O ajuste dos modelos foi avaliado através do coeficiente de
determinacéo (R?) e do erro médio relativo (MRE) (Eq. 2.5) (CANO-HIGUITA et al., 2015).

MRE =100i‘x X

2.5
n X (2.5)

onde X sdo os dados experimentais, X* os dados calculados e n 0 nimero de dados

experimentais.

2.2.4. Estabilidade cinética

A separacdo de fases das emulsdes foi observada em tubos cilindricos de 10 mL
selados com tampa de rosca e armazenados durante 3 dias a 25°C. A separagédo de fases foi
expressa como indice de cremeacéo (IC), que é calculado como a relagéo entre a altura da fase
inferior (H) e a altura inicial (Ho), tal como descrito pela Equagdo 2.6 (USHIKUBO;
CUNHA, 2012):

|C(%)=Hix100 (2.6)

0
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2.3.  RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Construcdo de diagramas de fases pseudo-ternarios de misturas agua,
surfactante/co-surfactante e éleo de soja comercial

Os testes preliminares feitos com o objetivo de determinar a possivel formacéo de
areas de microemulsdo que ndo resultaram na formagdo de nenhum tipo de microemulsdo
mostrados na Tabela 2.1 da metodologia, assim como as suas caracteristicas podem ser
encontrados nos Apéndices Il (Imagens) e Apéndice Ill (caracteristicas gerais, indices de
cremeacdo e figuras dos indices de cremeacdo), na mesma ordem em que aparecem na Tabela
2.1., exceto para os sistemas identificados como Tween 80:Span80:PG:0OS:é4gua propor¢do
surfactante 8:1 e surfactante: co-surfactante 9:1, o qual apresentou regides de microemulsao

foi analisado e discutido no Capitulo 2.

Um dos critérios importantes a considerar quando se seleciona tensoativos para uso em
emulsdes € o equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL), que determina o tipo de emulsdo (O/W
ou W/O) a ser formado (PATEL et al., 2013). No entanto, quando se tem mistura de outros
surfactantes com EHL diferente, com um agente co-surfactante propilenoglicol ou etanol, é
dificil predizer o EHL final da mistura, j& que muitas vezes, o co-surfactante serve para
modificar o valor de EHL global do sistema (NARANG et al., 2007).

2.3.2. Medidas reoldgicas

Durante os primeiros testes feitos para as amostras de PGPR:0S:(agua + betalaina),
optou-se por avaliar a reologia dos sistemas, de modo a obter resultados que pudessem
auxiliar na determinacdo da microestrutura dos mesmos. Porém, devido a dificuldade em
obter regibes de ME para os diversos sistemas avaliados, o estudo reolégico deixou de ser
conduzido de forma rotineira, pois isso representaria um atraso no trabalho de prospeccéo de

MEs, as quais foram o principal objetivo desse projeto.

As amostras foram preparadas como descrito na metodologia e, depois de trés dias do
preparao foi observada a separacdo de fases e foi tomado o sedimento (5,0 mL aprox.) para
realizar as analises de reologia; para algumas amostras ndo foi feita a analise reoldgica devido

ao pouco volume de sedimento.

Modelos reoldgicos foram ajustados aos resultados obtidos, porém optou-se por

apresentar apenas o modelo da Lei da Poténcia, uma vez que este resultou no melhor ajuste
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em todas as propor¢Bes e concentragdes de Aagua, com R? > 0.99, revelando um
comportamento pseudoplastico (n < 1) (Tabela 2.2, Figura 2.1).

Tabela 2.2. Valores de indice de consisténcia (k), indice de comportamento (n), coeficiente
de determinacdo do modelo Lei da poténcia (R?) e erro médio relativo (MRE) para as trés
rampas da curva de escoamento nas diferentes proporc¢des de PGPR:OS:(agua + betalaina) nas

diferentes concentracdes de agua.

1:9:10(55%)

1:9:9(50%0)

Rampas K n(cps) R? MRE K n(cps) R? MRE
1 1,716 712 0,993 5,605 1,765 698 0,994 3,818
2 2,374 721 0,998 4,032 2,047 739 0,998 4,842
3 2,350 710 0,999 3,582 2,046 727 0,999 4,490
2:8:10(55%0) 2:8:9(50%0)

1 2,727 606 0,979 12,697 0,883 965 0,999 40,487

2 6,160 623 1,000 3,695 7,980 587 1,000 4,826

3 6,014 622 1,000 3,209 7,807 590 1,000 4,760
2:8:8(45%) 2:8:7(40%)

1 3,320 586 0,976 13,056 1,323 843 0,999 13,057

2 9,228 567 1,000 5,848 1,537 843 0,998 5,848

3 8,925 570 1,000 5,641 1,587 827 0,999 5,641
3:7:10(55%0) 3:7:9(50%)

1 1,464 833 0,998 5,868 1,323 843 0,999 6,300

2 1,755 823 0,998 7,912 1,537 843 0,998 8,291

3 1,719 823 0,999 6,853 1,587 827 0,999 7,261
3:7:8(45%) 4:6:10(55%0)

1 4,316 613 0,989 12,088 5,107 691 0,991 10,210

2 6,482 677 0997 3811 9,612 660 0,981 7,142

3 6,401 666 0,999 3,247 9,368 662 0,997 5,397
4:6:9(50%) 4:6:8(45%)

1 5,619 668 0,994 12,490 5,163 689 0,993 10,726

2 10,065 648 0,985 6,769 9,873 646 0,982 7,553

3 9,817 655 0,996 5494 9,649 655 0,997 5,578
5:5:10(55%0) 5:5:9(50%)

1 3,038 830 0,999 9,204 3,075 833 0,999 8,813

2 4,784 778 0,997 12,713 4,968 769 0,997 12,972

3 4,946 761 0,999 11,156 5,069 761 0,999 11,400
5:5:8(45%) 5:5:7(40%)

1 3,852 781 0,998 10,476 4,584 699 0,949 13,604

2 6,233 755 0,995 11,882 10,458 619 0,949 12,356

3 6,195 741 0,998 10,432 10,014 673 0,960 10,578

A0 mesmo tempo, observou-se comportamento dependente do tempo, do tipo
reopético, caracterizado pelo aumento do indice de consisténcia ap6s a realizagdo da primeira
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rampa de taxa de deformacdo. Na segunda e na terceira rampas os valores de k ficaram
praticamente estaveis para todos os sistemas. O comportamento reopético para emulsdes W/O

também foi observado por Masalova et al. (2005).

Com os parametros k e n correspondentes a segunda rampa de taxa de deformacdo,
foram calculados os valores de viscosidade aparente para cada um dos sistemas (Figura 2.2).
Observa-se que a viscosidade aparente foi pouco afetada pela variacdo na propor¢édo de agua,
exceto nas amostras de proporcdo 3:7:8 e 5:5:7, as quais apresentaram um leve incremento na

viscosidade aparente.
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Figura 2.1. Ajuste do modelo Lei da Poténcia nas curvas de escoamento descendente
(rampa 2) das proporcdes (a) 1:9:10 e 1:9:9 de PGPR:OS para 55 e 50% de agua, (b) 2:8:10,
2:8:9, 2:8:8, 2:8:7 para 55, 50, 45 e 40% de agua, (c) 3:7:10, 3:7:9, 3:7:8 para 55, 50 e 45% de
agua, (d) 4:6:10, 4:6:9, 4:6:8 para 55, 50 e 45% de agua, (e) 5:5:10, 5:5:9, 5:5:8, 5:5:7 para

55, 50 e 45% de agua.
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Figura 2.2. Variacdo da viscosidade aparente para taxas de deformacao (rampa 2) para
as proporcdes de PGPR:OS (a) 1:9:10, 1:9:9 para 55 e 50% de agua, (b) 2:8:10, 2:8:9, 2:8:8,
2:8:7 para 55, 50, 45 e 40% de agua, (c) 3:7:10, 3:7:9, 3:7:8 para 55, 50 e 45% de agua, (d)
4:6:10, 4:6:9, 4:6:8 para 55, 50 e 45% de agua, (e) 5:5:10, 5:5:9, 5:5:8, 5:5:7 para 55, 50, 45 ¢
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2.4, CONCLUSOES

As microemulsdes séo sistemas cuja formacdo depende de propriedades como pH,
proporcdo de surfactante:0leo assim como da concentracdo de agua, principalmente do
equilibrio hidrofilico lipofilico (EHL) do surfactante, entre outras. Os diagramas parciais
construidos serviram para identificar caracteristicas proprias de cada um dos surfactantes
testados, assim como a importancia de avaliar misturas entre eles que ajudem a definir areas
de existéncia de microemulsdo, partindo das propriedades particulares de cada um dos
compostos que faca parte do diagrama de fases. N&do foi possivel a obtencdo de microemulséo
com os surfactantes planejados no projeto pelo que foi decidido fazer testes com outros

materiais, com os quais foi possivel obter uma microemuls&o.
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Figura A. PGPR:OS:(agua + betalaina)
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FIGURA C. Span 80:0S:Agua

FIGURA D. Span 80:Etanol:0S:Agua
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FIGURA G. Tween 80:Span 80:Etanol

FIGURA H. Lecitina: Tween 80:Etanol
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FIGURA 1. Tween 80:Span 80:PG:0S:Agua
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FIGURA K. Tween 80:Span 80:Etanol:OS:4agua.Surfactante: Co—surfactante (1:1)
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Tabela A. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de PGPR:OS:(agua +

betalaina). EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase média. Fi: Fase inferior. R:

Residuo.

caracteristicas encontradas na construcdo do diagrama parcial

Os diagramas de fases parciais foram construidos na &area de 1:9 até 5:5
(surfactante:6leo) com linhas de diluicéo a partir de 10% até 55% de &gua, de acordo com
a metodologia descrita no item 3.2.1. Na Tabela A e Figura A.1 sdo descritas as
da mistura de

PGPR:0S:(agua + betalaina).

Propor¢cdo  Caracteristicas Ho H I1C (%)
1:9:1 Fs: fase opaca Fi: EL 2,89 0,48 17,2
1:9:2 Fs: fase opaca Fi: EL 3,08 0,58 19,6
1:9:3 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 3,10 0,85 28,2
1:9:4 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 3,35 1,16 34,6
1:9:5 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 359 1,53 41,7
1:9:6 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 3,72 1,80 479
1:9:7 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 4,09 245 59,4
1:9:8 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 439 2,79 62,6
1:9:9 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 559 3,57 62,7

1:9:10 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 6,08 4,01 65,6

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 2,88 057 19,79
2:8:2 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 3,11 0,65 20,90
2:8:3 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor marrom 324 0,84 2593
2:8:4 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor marrom 344 1,09 31,69
2:8:5 Fs: fase opaca Fi: EL cor marrom 360 133 369
2:8:6 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 390 157 40,78
2:8:7 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 416 2,05 48,69
2:8:8 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 4,47 252 55,38
2:8:9 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 492 3,04 62,30

2:8:10 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 541 3,70 68,39

Proporcdo  Caracteristicas Ho H IC (%)
371 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 286 036 12,59
3:7:2 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 3,01 0,57 18,81
3:7:3 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 3,16 0,65 21,52
3:7:4 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 332 119 3584
375 Fs: fase opaca Fi: EL cor bege 356 155 4354
3:7:6 Fs: fase opaca Fi: EL cor marrom 3,78 187 49,47
3:7:7 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 405 208 5049
3.7:8 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 419 2,56 62,14
3:7:9 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 4,74 425 92,39

3:7:10 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 503 4,76 92,86

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
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4:6:1 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 293 052 17,93
4:6:2 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor bege 304 0,76 25,68
4:6:3 Fs: fase opaca Fi: EL cor bege 3,19 1,18 36,99
4:6:4 Fs: fase opaca Fi: EL cor bege 348 158 4540
4:6:5 Fs: fase opaca Fi: EL cor bege 358 1,87 52,09
4:6:6 Fs: fase opaca Fi: EL cor bege 369 215 58,77
4:6:7 Fs: fase opaca Fi: EL cor bege 391 248 61,74
4:6:8 Fs: fase opaca Fi: EL cor marrom 433 312 71,23
4:6:9 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 4,72 377 79,24
4:6:10 Fs: fase opacaFi: EL cor vermelho 522 455 86,10
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor marrom 2,77 043 1552
5:5:2 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor marrom 295 0,73 24,75
5:5:3 Fs: fase opaca Fi: sedimento cor marrom 3,10 087 27,80
5:5:4 Fs: fase opaca Fi: EL cor marrom 330 1,12 34,24
5:5:5 Fs: fase opaca Fi: EL cor marrom 355 151 42,18
5:5:6 Fs: fase opaca Fi: EL cor marrom 3,86 1,81 46,77
5:5:7 Fs: fase opaca Fi: EL cor marrom 412 2,43 60,00
5:5:8 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 445 353 80,23
5:5:9 Fs: fase opaca Fi: EL cor rosa 480 4,06 8542
5:5:10 Fs: fase opaca Fi: EL cor vermelho 519 4,66 89,79

Em todas as propor¢des foi evidenciada separacdo de fases e, em algumas delas,

formagdo de emulsdo leitosa; a desestabilizacdo do sistema foi através do mecanismo de

sedimentacdo. A tendéncia de aumento no indice de cremeacdo em funcdo do aumento da

concentracdo de agua, medido apds trés dias da preparacdo dos sistemas, pode ser observada
na Tabela A.1, Figuras A.1, A.2.

Figura A.1l. Diagrama de fases parcial de PGPR:0OS:(&dgua + betalaina). SF: Separacdo de

Fases.
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A falta de estabilidade nas emulsfes formadas pode estar relacionada ao tamanho das
gotas, ja que, embora o PGPR seja conhecido por sua boa capacidade emulsificante, as
condicdes de preparacdo das amostras nao forneceram a energia necessaria para que 0S
sistemas de emulsdo formados permanecessem estaveis, o que levou a separacéo das fases tal
como se observa na Figura A do Apéndice I, comportamento similar ao encontrado por
Pawlik et al. (2010), os quais fizeram testes para a preparacdo de emulsées W/O com PGPR
como emulsificante com a presenca ou ndo de NaCl e observaram que os sistemas sem sal
apresentaram separacdo depois de 4 semanas, ao mesmo tempo em que foi verificado que o

modo de preparacao das emulsdes foi indiferente.

Figura A.2. indice de cremeacdo (%) de PGPR:0S:(agua + betalaina)
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Tabela B. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de PGPR:Etanol:0S:Agua. EL:

Emulsédo Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase média. Fi: Fase inferior. R: Residuo.

As caracteristicas do teste de PGPR:Etanol:0S:&gua (utilizando uma relacdo de
surfactante:co-surfactante igual a 1:1), tiveram formacé@o de emulsédo leitosa similar ao teste
de PGPR sem etanol, mas com separacdo de fase aquosa na parte inferior dos tubos, exceto
para as propor¢des de surfactante:OS 4:6 e 5:5 com porcentagem de agua de 10 e 15%, as
quais apresentaram separacao de fase mas com aspecto opaco (Tabela B, Figura B.1 e B.2 e
Figura B do Apéndice I).

Proporgdo* Caracteristicas Ho H IC (%)
0,5:0,5:9:1 EL 3,31 0,00 0,00
0,5:05:9:2 EL 3,07 0,00 0,00
0,5:05:9:3 EL 3,42 0,00 0,00

0,5:0,5:94 EL 3,89 0,00 0,00
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0,5:05:95 EL 4,26 0,00 0,00
0,5:05:96 EL 454 0,00 0,00
0,5:0,5:9:7 EL 4,70 0,00 0,00
0,5:05:9:8 EL 520 0,00 0,00
0,5:05:99 EL 569 0,00 0,00
0,5:0,5:9:10  Fs: EL Fi: Fase aquosa 6,41 0,65 10,14
Proporcdo* Caracteristicas Ho H IC (%)
1:1:8:1 EL 3,42 0,00 0,00
1:1:8:2 EL 3,10 0,00 0,00
1:1:8:3 EL 3,24 0,00 0,00
1:1:8:4 EL 4,03 0,00 0,00
1:1:8:5 EL 3,72 0,00 0,00
1:1:8:6 EL 449 0,00 0,00
1:1:8:7 EL 4,84 0,00 0,00
1:1:8:8 EL 4,64 0,00 0,00
1:1:8:9 Fs:EL,Fi:Fase aquosa 589 0,93 15,78
1:1:8:10 Fs:EL, Fi:Fase aquosa opaca 6,59 245 37,17
Propor¢do* Caracteristicas Ho H IC (%)
1,5:1,5:7:1  Fs: Etanol, Fi: Fase opaca cor amarela 294 240 81,63
15:15:7.2 EL 3,55 0,00 0,00
15:15:7:3 EL 3,73 0,00 0,00
15:15:714 EL 3,66 0,00 0,00
15:1575 EL 3,85 0,00 0,00
15:15:76 EL 4,29 0,00 0,00
15:15:7:7 EL 487 0,00 0,00
15:15:7.8 EL 509 0,00 0,00
1,5:1,5:7:9  Fs: EL, Fi: Fase aquosa opaca 560 0,60 10,71
1,5:1,5:7:10  Fs: EL, Fi: Fase aquosa opaca 6,30 1,44 22,85
Propor¢do* Caracteristicas Ho H IC (%)
2,0:2,0:6:1  Fs: Etanol, Fi: Fase opaca 3,00 2,70 90,00
2,0:2,0:6:2  Fs: Etanol, Fi: Fase opaca 3,20 2,10 65,63
2,0:2,0:6:3  Fs: anel de 6leo, Fm: EL, Fi: fase aquosa, R: EL 350 2,70 77,14
2,0:2,0:6:4  Fs: anel de 0leo, Fi: fase aquosa, R: EL 380 030 7,89
2,0:2,0:6:5  Fs: anel de oleo, Fi: fase aquosa, R: EL 400 0,30 7,50
2,0:2,0:6:6  Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa, R: EL 4,20 0,30 7,14
2,0:2,0:6:7  Fs: anel de oleo, Fi: fase aquosa, R: EL 380 030 7,89
2,0:2,0:6:8  Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa, R: EL 550 0,50 9,09
2,0:2,0:6:9  Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa, R: EL 6,20 1,00 16,13
2,0:2,0:6:10  Fs: anel de oleo, Fi: fase aquosa, R: EL 8,00 150 18,75
Proporgdo* Caracteristicas Ho H IC (%)
2,5:2,5:5:1  Fs: Etanol, Fi: opaca 520 1,20 23,07
2,5:2,5:5:2  Fs: Etanol, Fi: opaca 480 090 18,75
2,5:2,5:5:3  Fs: anel de 6leo, Fm: EL Fi: fase aquosa, R: EL 4,20 0,40 9,52
2,5:2,5:5:4  Fs: anel de 0leo, Fi: fase aquosa, R: EL 420 0,30 7,12

2,5:2,5:5:5  Fs: anel de 0leo, Fi: fase aquosa, R: EL 380 0,20 5,26
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2,5:2,5:5:6  Fs: anel de 0leo, Fi: fase aquosa, R: EL 410 0,10 244
2,5:2,5:5:7  Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa, R: EL 3,80 150 39,47
2,5:2,5:5:8  Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa, R: EL 3,70 2,00 54,05
2,5:2,5:5:9  Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa, R: EL 340 250 73,53
2,5:2,5:5:10  Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa, R: EL 28 2,00 71,43

*De acordo com a codificacdo das amostras, o primeiro e o segundo numero correspondem a
proporcdo de surfactante:co-surfactante, o terceiro nimero indica a propor¢do de 6leo e o quarto
namero indica os incrementos de &gua (1 corresponde a 10% de &gua, enquanto 10 indica 55% de
agua).

Figura B.1. Diagrama de fases parcial de PGPR:Etanol:0S:Agua. SF: Separacio de Fases.
EL: Emulséo Leitosa.
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Em geral as amostras apresentaram o mesmo indice de cremeacdo em todas as
proporcOes de dgua, exceto a amostra de proporcdo 3:7, a qual comegou com um indice de
81.63% e teve uma queda a 15% de &gua e a amostra 5:5 a qual teve um aumento significativo

na separacao das fases a partir de 35% de agua.

Figura B.2. indice de cremeacéo (%) de PGPR:etanol:0S:agua
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Tabela C. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Span 80:Etanol:0S:Agua.

EL: Emulsédo Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase meia. Fi: Fase inferior. R: Residuo.
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Os diagramas de fases parciais construidos para as misturas Span 80:etanol:0S:4agua

(Figura C.1) com proporcdo Span 80:etanol de 1:1, Span 80:PGPR:0S:4gua com propor¢do
de Span 80:PGPR de 2:1 (Figura D.1), e Span 80:PGPR:etanol:0S:agua com proporcaol:1:3

(Figura E.1), tiveram caracteristicas fisicas similares: separacdo de até trés fases, algumas das

fases com aparéncia opaca ou turva, ou aparéncia de codgulo-leitoso, ou emulsdo leitosa. As

imagens dos sistemas podem ser observados no Apéndice | nas Figuras D, E e F.

Marquez et al. (2007) encontraram resultados similares com emulsdes preparadas com

diferentes tipos de Span, entre eles o Span 80, porém sem adi¢cdo de etanol. Esses autores

concluiram que com esses surfactantes e com o método de homogeneizacdo empregado néo é

possivel a formacdo de microemulsdes W/O com contetddo de agua maior que 20%.

Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
0,5:0,5:9:1  Fs: fase opaca Fi: Branco 324 050 15,40
0,5:0,5:9:2 EL 341 0,00 0,00
0.5:0.5:9:3 Trés fases: Fs: fa_se opaca de cor amarela, Fm: 0,5cm EL Fi: fase 3,78 0,66 17,46

B aquosa esbranquigada
0,5:0,5:9:4 Fs: EL Fi: fase aguosa menor de 0,5cm 401 0,48 12,09
0,5:0,5:9:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 413 0,72 17,55
0,5:0,5:9:6 Fs: EL Fi: fase aquosa opaca 460 113 24,67
0,5:0,5:9:7 Fs: EL Fi: fase aquosa opaca 482 1,61 3347
0,5:0,5:9:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 595 194 32,60
0,5:0,5:9:9 Fs: EL Fi: fase aquosa opaca 548 2,31 42,11
0,5:0,5:9:10  Fs: EL Fi: fase aquosa 6,02 2,88 47,84
Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
1:1:8:1 Fs: fase opaca, Fi: fase aquosa 330 0,68 20,60
1:1:8:2 Fs: fase opaca, Fi: EL 356 0,86 24,15
1:1:8:3 Trés fases: Fs: 6leosa, Fm: EL Fi: fase aquosa esbranquicada, 3,10 175 56,45
1:1:8:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 3,29 0,69 20,97
1:1:8:5 Trés fases: Fs: anel de 6leo menor de 0,5cm, Fm: EL amarela,Fi: 410 1,26 30,73
fase aquosa esbranquicada
1:1:8:6 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 421 097 23,04
1:1:8:7 Fs: EL amarela, Fi: fase aquosa esbranquicada 400 136 34,00
1:1:8:8 Fs: EL amarela, Fi: fase aquosa esbranquicada 441 170 3854
1:1:8:9 Fs: EL amarela, Fi: fase aquosa esbranquicada 5,50 2,32 4218
1:1:8:10 Fs: EL amarela, Fi: fase aquosa esbranquicada 5,28 246 46,59

Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
15:15:7:1 Fs: Etanol, Fi: fase opaca 2,94 2,54 86,39
1,5:1,5:7:2 Fs: fase opaca, Fi: fase aquosa transparente 3,03 0,90 29,70
1,5:1,5:7:3 EL 3,70 0,00 0,00
1,5:1,5:7:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 3,97 0,31 7,80
1,5:1,5:7:5 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 4,07 0,62 15,23
1,5:1,5:7:6 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 4,60 1,06 23,04
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1,5:1,5:7:7 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 493 148 30,02
1,5:1,5:7:8 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 515 192 37,28
1,5:1,5:7:9 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 552 240 4347
1,5:1,5:7:10  Fs: EL Fi: fase aquosa eshbranquicada 6,17 3,00 48,62
Proporcdo*  Caracteristicas HO H 1C(%)
2,0:2,0:6:1 Fs: Etanol, Fi: fase opaca amarela 292 2,18 74,65
2,0:2,0:6:2 Fs: fase opaca amarela, Fi: fase aquosa 350 0,88 2514
2,0:2,0:6:3 Fs: fase medianamente opaca, Fi: fase aquosa 3,74 1,12 29,94
2,0:2,0:6:4 Trés fases: Fs: Oleo, Fm: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 393 139 3537
2,0:2,0:6:5 Trés fases: Fs: fase oleosa, Fm: fase aquosa esbranquigada Fi: EL 390 2,18 5590
20:2.0'6'6 Quiatro fa}ses: Fs: fase oleosa, Fm: EL Fi: fase aquosa 4,31 1,8 41,76
B esbranquicada, R: EL
2,0:2,0:6:7 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 469 382 8145
2,0:2,0:6:8 Fs: Emulséo leitosa-0leo, Fi: fase aquosa esbranquicada 501 4,38 87,42
2,0:2,0:6:9 Trés fases: Fs: Fase Oleosa, Fm: EL Fi: fase aquosa esbranquigada 5,10 5,07 99,41
2,0:2,0:6:10  Trés fases: Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 6,15 2,15 34,96
Proporcao* Caracteristicas HO H IC (%)
2,5:2,5:5:1 Fs: Etanol, Fi: fase medianamente opaca 3,38 2,31 68,34
2,5:2,5:5:2 Fs: Etanol, Fi: fase opaca 3,03 2,08 68,65
2,5:25:5:3 Fs: Etanol, Fi: fase transparente 448 217 48,44
25:25:5:4 Fs: EL Fi: fase aquosa esbranquicada 3,97 096 24,18
2,5:2,5:5:5 Trés fases: Fs: EL Fm: fase aquosa esbranquicada, Fi: EL 412 1,71 4150
252556  Trésfases: Fs: dleo, Fm: EL Fi: fase aquosa branca 436 2,17 49,77
2,5:2,5:5:7 Trés fases: Fs: Etanol, Fm: EL Fi: fase aquosa branca 406 196 48,28
2,5:2,5:5:8  Trés fases: Fs: fase oleosa, Fm: EL Fi: fase aquosa branca 440 2,34 5318
952 559 Trés fases: Fs:fase oleosa, Fm: fase leitosa menor 0,5 cm, Fi: fase 474 3,10 6540
e aquosa branca
2,5:2,5:5:10  Trés fases: Fs: EL Fm: fase oleosa, Fi: fase aquosa branca 522 3,11 59,58

*De acordo com a codificagdo dos tubos primeiro e segundo nimero corresponde a proporcéo de
surfactante:co-surfactante, terceiro nimero ao 6leo e o quarto nimero ao aumento do teor de agua,
assim 1 corresponde para 10% e 10 para 55%.

Figura C.1. Diagrama de fases parcial de Span 80:etanol:0S:agua. SF: Separacao de Fases.
EL: Emulsédo Leitosa.

1.00 2 s =
0,00 0235 0,50 0,75 1,00
Span 30/Etanol Agus
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A Figura C.2 mostra a variacdo do indice de cremeacdo. A proporcdo 2:2:6 (Span

80:etanol:0S) foi a que sofreu uma maior separacao (99,41%) para concentragdo de agua de

50%, sendo que as demais proporc¢des ficaram com um comportamento similar com respeito a

concentracdo de agua, partindo de um indice de cremeacdo de 20% até 60% para uma

concentracdo de dgua de 55%.

Figura C.2. indice de cremeagio (%) de Span 80:etanol:0S:Agua
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Tabela D. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Span 80: PGPR:0S:Agua.

EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase meia. Fi: Fase inferior. R: Residuo.

Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
2:1:9:1 Fs: fase opaca. Fi: EL 284 0,46 16,20
2:1:9:2 Fs: fase opaca. Fi: EL 3,02 1,51 50,00
2:1:9:3 Fs: fase opaca. Fi: EL 3,16 1,59 50,31
2:1:9:4 Fs: fase leitosa branca. Fi: Coagulo branco 4,5 3,58 79,55
2:1:9:5 EL 463 3,12 67,39
2:1:9:6 Fs: fase opaca. Fi: fase leitosa branca 374 234 6256
2:1:9:7 Fs: fase turva branca. Fi: fase leitosa branca 407 2,74 67,32
2:1:9:8 Fs: Opaca branca. Fi: fase leitosa branca 553 1,62 29,29
2:1:9:9 Fs: fase leitosa branca. Fi: fase turva branca 566 1,60 28,27
2:1:9:10 Fs: fase leitosa branca. Fi: fase turva branca 523 169 3231

Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
2:1:8:1 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso- coagulo 3,28 051 1555
2:1:8:2 Leitoso- coagulo 349 062 17,76
2:1:8:3 Fs: Leitosa- coagulo. Fm: fase amarela opaca. Fi: Leitoso-coagulo 3,3 159 48,18
2:1:8:4 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso- coagulo 5,26 3,3 62,74
2:1:8:5 Fs: Leitosa- coagulo. Fi: fase amarela turva 3,5 1,17 33,43
2:1:8:6 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso- coagulo 451 245 54,32
2:1:8:7 Fs: fase opaca. Fi: Leitoso- coagulo 5,37 1,1 20,48
2:1:8:8 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso- coagulo 437 3,17 7254
2:1:8:9 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso- coagulo 462 383 8290
2:1:8:10 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso- coagulo 504 3,98 78,97
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Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
2:1:7:1 Fs: fase amarela turva. Fi: fase amarela transparente 3,34 0,38 11,37
2:1:7:2 Fs: fase amarela turva. Fi: branca turva 3,09 0,57 18,45
2:1:7:3 Fs: Leitosa- coagulo Fi: fase amarela opaca 3,59 0,83 23,12
2:1:7:4 Leitoso-coagulo 405 191 47,16
2:1:7:5 Fs: Leitosa-codgulo. Fi: fase amarela transparente 3,60 0,73 20,28
2:1:7:6 Fs: fase amarela transparente. Fi: Leitoso-codgulo 428 345 80,61
2:1:7:7 Fs: fase amarela turva. Leitosa-coagulo 402 2,77 68,91
2:1:7:8 Leitoso-coagulo 4,2 3,58 8524
2:1:7:9 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso-coagulo 552 4,05 73,37
2:1:7:10 Fs: fase amarela turva. Fi: Leitoso-coagulo 507 430 8481

Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
2:1:6:1 Fs: fase amarela turva. Fi: fase amarela transparente 3,22 042 13,04
2:1:6:2 Fs: fase amarela turva. Fi: fase branca turva 293 0,55 18,77
2:1:6:3 Fs: Leitosa-coagulo. Fi: fase amarela turva 3,17 0,75 23,66
2:1:6:4 Leitoso-coagulo 3,27 0,86 26,30
2:1:6:5 Leitoso-coagulo 3,42 0,00 0,00
2:1:6:6 Leitoso-coagulo 4,45 1,12 25,17
2:1:6:7 EL 4,80 0,00 0,00
2:1:6:8 Leitoso-coagulo 4,2 2,78 66,19
2:1:6:9 Leitosa-coagulo 442 4,04 91,40
2:1:6:10 Leitosa-codgulo 429 0,00 0,00

Proporcdo*  Caracteristicas HO H IC (%)
2:1:5:1 Fs: fase amarela turva. Fi: fase amarela transparente 283 0,33 11,66
9:1:5:9 Fs: fase amarela turva. Fm: Leitosa-coagulo. Fi: fase amarela 3,00 0,50 16,66

transparente
2:1:5:3 Fs: Leitosa-coagulo. Fi: fase amarela turva 3,13 0,72 23,00
2:1:5:4 Fs: Leitosa-codgulo. Fi: fase amarela turva 3,26 0,87 26,69
2:1:5:5 Fs: fase amarela opaca. Fi: Leitosa-coagulo 4,00 280 70,00
2:1:5:6 EL 465 0,00 0,00
2:1:5:7 Leitosa-codgulo 449 3,74 83,30
2:1:5:8 Leitosa-codgulo 477 4,18 87,63
2:1:5:9 Leitosa-coagulo 4,36 0,00 0,00
2:1:5:10 EL 6,15 5,70 92,68

*De acordo com a codificacdo dos tubos primeiro e segundo nimero corresponde a proporcao de
surfactante:co-surfactante, terceiro nimero ao 6leo e o quarto niUmero ao aumento do teor de agua,
assim 1 corresponde para 10% e 10 para 55%.
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Figura D.1. Diagrama de fases parcial de Span 80:PGPR:0S:4gua propor¢do 2:1 para Span
80 e PGPR. SF: Separacdo de Fases. EL: Emulséo Leitosa.

Oleo

100 X
0,00 025 0,50 0,75 100

Span 0PGPR. Agua
O indice de cremeacdo para a mistura de PGPR:Span 80:0S:agua (Figura D.2)
apresentou oscilacdo em todas as proporcdes, exceto para a proporcao surfactante:6leo 1:9, a
qual teve um aumento até uma concentracdo de agua de 25% e depois o indice decresceu com
0 aumento da concentracdo de &gua. Talvez fosse necessario mais tempo para a completa
definicdo das fases. Como se pode observar na Figura E do Apéndice I, 0 PGPR confere alta

viscosidade as misturas, dificultando a difusdo entre as fases e o equilibrio dos sistemas.

Figura D.2. indice de cremeacdo (%) de PGPR:Span 80:0S:4gua com propor¢ao 2:1 para
Span 80:PGPR.
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Tabela E.

Caracteristicas  fisicas do diagrama de fases
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parcial

de

Span

80:PGPR:Etanol:0S:Agua. EL: Emulsio Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase meia. Fi:

Fase inferior. R: Residuo.

Proporcao* Caracteristicas HO H IC (%)
0,33:0,33:0,33:9:1 EL 3,38 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:9:2 EL 3,50 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:9:3 EL 3,74 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:9:4 EL 3,99 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:9.5 EL 416 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:9:6  EL 442 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:9:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 4,80 0,86 17,92
0,33:0,33:0,33:9:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 5,29 1,07 20,23
0,33:0,33:0,33:9:9  Fs: EL Fi: fase aquosa 550 1,48 26,91
0,33:0,33:0,33:9:10  Fs: EL Fi: fase aquosa 6,30 2,30 36,51

Proporcao* Caracteristicas HO H IC (%)
0,33:0,33:0,33:8:1  Fs: fase opaca amarela. Fi: fase leitosa 3,32 0,67 20,18
0,33:0,33:0,33:8:2  Fs: EL Fi: fase aquosa 346 0,55 15,90
0,33:0,33:0,33:8:3 EL 3,73 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:8:4 EL 3,85 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:855 EL 4,20 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:8:6  EL 446 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:8:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa 4,77 0,83 17,40
0,33:0,33:0,33:8:8 EL 529 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:8:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa 5,70 0,68 11,93

0,33:0,33:0,33:8:10  Fs: EL. Fi: fase aquosa 6,42 1,11 17,29
Proporcéo* Caracteristicas HO H IC (%)
0,33:0,33:0,33:7:1 Fs: fase opaca amarela. Fi: fase aquosa transparente 3,27 0,68 20,80
Trés fases: Fs: Fase oleosa. Fm: fase opaca amarela. Fi: fase 3,50 0,89 25,43
0,33:0,83:0,33:7:2 aquosa eshranquicada P , , ,
0,33:0,33:0,33:7:3 EL 3,60 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:7:4 EL 394 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:7:5 EL 4,12 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:7:6  EL 4,57 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:7:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 4,80 0,55 11,46
0,33:0,33:0,33:7:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 5,24 0,79 15,08
0,33:0,33:0,33:7:9  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 546 108 19,78
0,33:0,33:0,33:7:10  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 6,29 1,63 25,91

Proporc¢ao* Caracteristicas HO H IC (%)
0,33:0,33:0,33:6:1  Fs: fase opaca amarela. Fi: fase aquosa transparente 3,30 061 18,48
0,33:0,33:0,33:6:2 Fs: fase opaca amarela. Fi: fase aquosa transparente 3,32 0,94 28,31
0,33:0,33:0,33:6:3 Fs: fase oleosa. Fi: Emulsao leitosa 3,67 0,90 24,52
0,33:0,33:0,33:6:4 Fs: EL. Fm: anel de 6leo. Fi: aquosa esbranquicada 3,94 0,85 21,57
0,33:0,33:0,33:6:5 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 4,15 0,66 15,90
0,33:0,33:0,33:6:6  EL 443 0,00 0,00
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0,33:0,33:0,33:6:7  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 489 042 8,59
0,33:0,33:0,33:6:8  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 517 0,62 11,99
0,33:0,33:0,33:6:9  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 573 0,75 13,09
0,33:0,33:0,33:6:10  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 6,03 0,94 15,59
Proporcao* Caracteristicas HO H IC (%)
0,33:0,33:0,33:5:1  Fs: Etanol. Fi: fase opaca amarela 3,32 0,66 19,88
0,33:0,33:0,33:5:2  Fs: fase opaca amarela. Fi: fase aquosa transparente 3,48 0,97 27,87
0,33:0,33:0,33:5:3  Fs: fase opaca amarela. Fi: fase aquosa transparente 365 1,17 32,05
0,33:0,33:0,33:5:4  Fs: EL. Fi: fase aquosa 3,87 057 14,73
0,33:0,33:0,33:5:5  Fs: EL. Fm: Anel de 6leo. Fi: EL 4,05 0,00 0,00
0,33:0,33:0,33:5:6 Fs: EL. Fm: anel de éleo. Fi: fase aquosa esbranquicada 4,42 0,85 19,23
0,33:0,33:0,33:5:7  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 475 0,67 14,11
0,33:0,33:0,33:5:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 5,26 0,51 9,70
0,33:0,33:0,33:5:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 5,60 0,59 10,54
0,33:0,33:0,33:5:10  Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquigada 6,11 0,83 13,58

*De acordo com a codificagdo os trés primeiros nimeros correspondem a proporcéo de surfactante:co-
surfactante, quarto nimero ao 6leo e 0 quinto nimero ao aumento do teor de &gua, assim 1
corresponde para 10% e 10 para 55%.

Figura E.1. Diagrama de fases parcial de PGPR:Span 80:etanol:0S:é&gua; com proporcao de
PGPR:Span 80:etanol de 1:1:3. SF: Separacdo de Fases. EL: Emulsdo Leitosa.

Oleo
0,00, 1,00

0,75

0,50 @ SF
it EH EL
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0,25
1.00 0,00
0,00 025 0,50 0,73 1,00
PGPR.Span 30/Ftanol Agua
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Figura E.2 indice de cremeacio (%) de PGPR:Span 80:etanol:0S:4gua; com proporcao de
PGPR:Span 80:etanol de 1:1:3.
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Tabela D. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de
80:Propilenoglicol:0S:Agua. Surfactante: Co-surfactante (1:1). EL: Emulsio Leitosa. Fs: Fase
Superior. Fi: Fase inferior.

Span

80:Tween

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:1 Fs: fase amarela Fi: fase leitosa 201 0,40 19,90
1:9:2 Fs: fase amarela Fi: fase leitosa 2,10 1,37 65,24
1:9:3 EL 1,97 0,00 0,00
1:9:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 221 056 2534
1:9:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 3,00 098 32,66
1:9:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 354 149 42,09
1:9:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 422 2728 54,03
1:9:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 556 354 63,67
1:9:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 8,28 6,36 76,81

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase amarela. Fi: fase leitosa 1,64 045 27,44
2:8:2 EL 2,10 0,00 0,00
2:8:3 EL 2,12 0,00 0,00
2:8:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 2,36 0,78 33,05
2:8:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 292 1,09 37,33
2:8:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 344 1,7 4942
2:8:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 4,09 229 5599
2:8:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 465 3,06 65,81
2:8:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 6,87 513 74,67

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase opaca. Fi: fase amarela transparente 200 060 30,0
3:7:2 Fs: fase amarela Fi: EL 209 129 61,72
3:7:3 EL 2,3 0,00 0,00
3:7:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 227 0,60 26,43
3:7:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 3,06 1,27 41,50
3:7:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 3,49 1,73 49,57
3:7:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 419 263 62,77
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3:7:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 555 397 71,53
3:7:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 8,05 6,12 76,02
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase opaca, Fi: fase oleosa amarela transparente 1,70 0,72 42,35
4:6:2 Fase composta por EL com separacéo de fase aquosa 2,17 0,00 0,00
4:6:3 EL 2,34 0,00 0,00
4:6:4 EL 25 0,00 0,00
4:6:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 293 149 50,85
4:6:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 347 18 51,87
4:6:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 43 269 62,56
4:6:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa eshbranquicada 552 4,02 72,83
4:6:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 8,13 6,49 79,83
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:51 Fs:Fase opaca, Fi: fase amarela transparente 1,90 0,90 47,37
9:5:2 Fase opaca esbranquicada 2,07 0,00 0,00
5:5:3 Amostra nas paredes do tubo com apariencia leitosa 1,50 0,00 0,00
5:5:4 EL 2,55 0,00 0,00
5:5:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa 3,00 0,88 29,33
5:5:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa 3,92 1,77 4515
5:5:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa 419 261 62,29
5:5:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa 541 4,00 73,94
5:5:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa 8,13 6,41 78,84
Proporgdo  Caracteristicas Ho H 1C (%)
6:4:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 1,99 1,10 55,28
6:4:2 Fs:Fase opaca.Fm: transparente. Fi: fase opaca 2,07 1,16 56,04
6:4:3 Fs: opaca. Fi:EL 223 1,90 8520
6:4:4 EL 2,52 0,00 0,00
6:4:5 Fs: EL. Fi: fase aquosa 285 054 189
6:4.6 Fs: EL. Fi: fase aquosa 3,49 1,75 50,14
6:4:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa 425 2,79 65,65
6:4:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa 551 4,19 76,04
6:4:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa 6,92 549 7933
Proporcdo  Caracteristicas Hi H 1C(%)
7:3:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 1,98 134 67,67
7:3:2 Fs:Fase opaca. Fm: transparente. Fi: fase opaca 2,21 1,00 45,25
7:3:3 Fase opaca 1,31 0,00 0,00
7:3:4 Fs: EL. Fi: fase aquosa 1,5 0,30 20,00
7:3:5 EL 2,76 0,00 0,00
7:3:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 3,38 151 44,67
7.3:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 411 2,77 67,39
7:3:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 544 395 7261
7:3:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 8,05 658 81,74
Proporcdo Caracteristicas Ho H 1C(%)
8:2:1 ME 1,72 0,00 0,00
8:2:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 2,00 159 79,50
8:2:3 Fs:Fase opaca. Fi: fase opaca 228 177 77,63
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8:2:4 Fs: oleosa. Fi:EL 2,49 234 93,97
8:2:5 EL com amostra nas paredes 2,49 0,00 0,00
8:2:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 329 131 39,82
8:2:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 429 269 62,70
8:2:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 551 4,14 7514
8:2:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 761 6,47 85,02
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
9:1:1 ME 1,60 0,00 0,00
9:1:2 ME 1,74 0,00 0,00
9:1:3 Fs: Transparente. Fi: presenca de goticulas amarelas claras 209 166 79,43
9:1:4 Fs: EL. Fi: EL com presenca de bolhas pequenas 2,05 1,03 50,24
9:1:5 Fs: EL. Fi: aquosa leitosa 2,78 114 41,01
9:1:6 EL 3,29 0,00 0,00
9:1.7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 424 255 60,14
9:1:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa eshbranquicada 547 4,07 7441
9:1.9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 797 7,10 89,08

*De acordo com a codificagdo o primeiro nimero corresponde a propor¢do de surfactante:co-
surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de agua, assim 1
corresponde para 5% e 10 para 90%.

Tabela F. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Tween 80:Span 80
-etanol:0S:4gua. ME: Microemulsdo. EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase
média. Fi: Fase inferior. R:Residuo.

A partir dos resultados obtidos com os surfactantes testados anteriormente, foi
decidido construir um diagrama de fases parcial com Tween 80:Span 80 proporcdo 2:1 para
os surfactantes e 3:1 proporcdo surfactante:co-surfactante, e Tween 80:Lecitina de soja
proporcdo 1:1 para os surfactantes e 2:1 para a proporcdo surfactante:co-surfactante (Tabela
G). O etanol foi usado como co-surfactante em ambos os diagramas, com a finalidade de
determinar se a misturas deles tem potencial na formacdo de microemulsées W/O. Na
primeira mistura foi encontrado um sistema com as caracteristicas tipicas de microemulsao
(Tabela F, Figura F.1, Figura G do Apéndice 1), ou seja, sem separacdo de fases e aparéncia
oleosa transparente. Isso foi observado para a proporcdo 1:9 e com uma porcentagem de agua
de 10%. As demais proporcOes apresentaram separacdo de fases e formacdo de emulsdo
leitosa. Caracteristicas similares de separacdo de fases e formacdo de emulsdo foram

encontradas na segunda mistura (Tabela G, Figura G.1 e Figura G.2 e Figura H do Apéndice

).

Li et al. (2014) obtiveram sistemas identificados como microemulsdo com misturas de
Tween 80 e Span 80 e etanol como co-surfactante com um EHL da mistura < 8, enquanto que

0 EHL da mistura testada aqui foi de 11,59, maior que o EHL onde se costuma encontrar
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microemulsédo W/O (Walstra, 2005). Sendo assim, seria importante avaliar outras proporgoes

de ambos surfactantes (Tween 80:Span 80) e etanol como co-surfactante em um EHL da

mistura menor que o que ja foi testado e em valores de EHL < 7, que € a faixa na qual podem

se obter microemulsées W/O.

Propor¢do Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:1 ME 283 0,00 0,00
1:9:2 Turvo 3,34 082 24,50
1:9:3 Fs: fase amarela, Fi: fase aquosa 3,70 1,08 29,18
1:9:4 Fs: fase amarela, Fm: EL, Fi: fase aquosa branca 400 149 37,25
1:9:5 Fs: fase amarela, Fm: EL, Fi: fase aquosa branca 414 1778 42,99
1:9:6 Fs: fase amarela, Fm: EL, Fi: fase aquosa branca 457 2,46 53,82
1:9:7 Fs: fase amarela, Fm: EL, Fi: fase aquosa branca 4,75 3,03 63,78
1:9:8 Fs: fase amarela, Fm: EL, Fi: fase aquosa branca 485 3,34 68,86
1:9:9 Fs: fase amarela, Fm: EL, Fi: fase aquosa branca 567 3,88 6843
1:9:10 Fs: fase amarela, Fm: EL, Fi: fase aquosa branca 6,05 4,07 67,27

Propor¢cdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase amarela, Fi: fase opaca 2,12 0,75 35,37
2:8:2 Fs: fase amarela, Fi: fase aquosa 29 0,76 26,20
2:8:3 Fs: fase amarela, Fm: anel leitoso, Fi: fase aquosa 326 1,14 3497
2:8:4 Fs: fase amarela, Fm: anel leitoso, Fi: fase aquosa 325 086 26,46
2:8:5 Fs: fase amarela, Fm: anel leitoso, Fi: fase aquosa 354 148 4181
2:8:6 Fs: anel de 6leo, Fi: fase aquosa 3,76 09 23,94
2:8:7 Fs: anel de 6leo, Fm: anel leitoso, Fi: fase aquosa 442 186 42,08
2:8:8 Fs: fase amarela, Fm: anel leitoso, Fi: fase aquosa 451 3,03 67,18
2:8:9 Fs: fase leitosa, Fi: fase aquosa 504 2,32 46,03

2:8:10 Fs: fase leitosa, Fi: fase aquosa 6,35 3,57 56,22

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase amarela etanol, Fi: fase oleosa 360 136 37,77
3:7:2 Fs: fase amarela etanol, Fi: fase oleosa 3,73 157 42,09
3:7:3 Fs: fase amarela etanol, Fi: fase oleosa 382 163 42,67
3:7:4 Fs: fase amarela etanol, Fm: fase EL, Fi: fase opaca 408 220 5392
375 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 447 0,60 1342
3:7:6 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 470 064 13,62
3:7:7 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 517 0,74 14,31
3:7:8 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 570 153 26,84
3:7:9 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 586 1,61 2747

3:7:10 Fs: fase EL, Fi: fase opaca 6,69 2,79 41,70

Propor¢gdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase amarela, Fi: fase oleosa opaca 3,78 177 46,82
4:6:2 Fs: fase amarela, Fi: fase oleosa opaca 3,83 191 49,87
4:6:3 Fs: fase amarela, Fi: fase oleosa opaca 4,02 2,16 53,73
4:6:4 Fs: fase amarela, Fi: fase oleosa opaca 414 235 56,76
4:6:5 Fs: fase EL, Fi: fase oleosa 451 154 34,15
4:6:6 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 4,72 1,2 25,42
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4:6:7 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 439 1,12 2551
4:6:8 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 487 152 3121
4:6:9 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 6,25 2,67 42,72
4:6:10 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 584 2,87 4914
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs: fase etanol, Fi: fase oleosa 306 1,74 56,86
5:5:2 Fs: fase opaca etanol, Fi: fase oleosa 383 216 56,40
5:5:3 Fs: fase etanol, Fi: fase oleosa 3,37 2,13 63,20
5:5:4 Fs: fase etanol, Fi: fase opaca 4,22 2,75 65,16
5:5:5 Fs: fase etanol, Fm: EL, Fi: fase aquosa 453 3,48 76,82
5:5:6 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 4,78 2,14 4477
5:5:7 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 450 154 34,22
5:5:8 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 495 124 25,05
5:5:9 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 457 1,11 24,28
5:5:10 Fs: fase EL, Fi: fase aquosa 595 2,37 39,83

Figura F.1. Diagrama de fases parcial de Tween 80:Span 80:etanol:0S:agua. SF: Separacdo
de Fases. ME: Microemulsao.
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As proporgdes 1:9 e 2:8 tiveram um aumento no indice de cremeacdo com respeito a
concentracdo de agua, enquanto as demais proporcdes tiveram um leve aumento no IC% e

depois um decréscimo a partir de uma concentragéo de 25-30% de agua (Figura F.2).



Figura F.2. Indice de cremeagdo (%) de Tween 80: Span 80:etanol:0S:agua.
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Tabela G. Caracteristicas fisicas construcdo diagrama de fases parcial de Tween

80:lecitina:etanol:0S:agua. EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase média. Fi:

Fase inferior. R: Residuo.

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:1 Fs: fase opaca, Fi: fase laranja opaca 340 0,76 22,35
1:9:2 F_s: fase amarela vis_cosa e turva, Fm: fase de cor creme leitosa, 356 1,13 31,74

e Fi: fase de cor laranja opaca

1:9:3 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase de cor laranja viscosa e opaca 368 1,14 30,98

1:9:4 Fs: fa}se amarelg turva, Fm: fase de cor creme leitosa, Fi: fase 3,49 133 38,11
laranja translucida

1:95 Fs: fa}se amarelg opaca, Fm: fase de cor creme leitosa, Fi: fase 429 2,29 53,38
laranja translucida

1:9:6 Fs: fase de cor creme e leitosa, Fi: fase amarela turva 456 163 35,75

1:9:7 Fs: fase de cor creme e leitosa, Fi: fase amarela turva 483 169 34,99

1:9:8 Fs: fase de cor creme e leitosa, Fi: fase amarela turva 517 2,17 41,97

1:9:9 Fs: fase de cor creme e leitosa, Fi: fase amarela turva 5,65 2,81 49,73

1:9:10 Fs: fase de cor creme e leitosa, Fi: fase amarela turva 6,49 3,58 55,16

Proporgdo Caracteristicas Ho H 1C (%)
2:8:1 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase laranja opaca 361 100 27,70
2:8:2 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase laranja opaca 3,79 136 35,88
2:8:3 Fs: fase amarela opaca, Fm: fase marrom, Fi: fase laranja opaca, 399 159 3985
284 Fs_: fase amarela visc_osa e turva, Fm: fase de cor creme leitosa, 4,16 2,04 49,04

o Fi: fase de cor laranja opaca
2:8:5 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela translucida 3,58 1,15 32,12
2:8:6 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela translucida 462 18 38,96
2:8:7 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela turva 599 3,23 53,92
2:8:8 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela turva 466 2,26 48,50
2:8:9 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela turva 6,00 3,15 52,50
2:8:10 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela turva 6,53 3,86 59,11

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase amarela escura opaca, Fi: fase laranja opaca 3,70 13 3514
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3:7:2 Fs: fase amarela escura opaca, Fi: fase laranja opaca 360 154 42,78
3:7:3 Fs: fa}se amarela escura turva, Fm: fase de cor marrom, Fi: fase 3,98 2,03 51,01
laranja opaca
3:7:4 Fs: fa}se amarela escura turva, Fm: fase de cor marrom, Fi: fase 436 2,24 51,38
laranja opaca
3:7:5 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela translucida 455 0,82 18,02
3:7:6 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela translucida 500 1,65 33,00
3:7:7 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela translucida 534 2,27 4251
3:7:8 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela turva 570 2,74 48,07
3:7:9 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela turva 6,18 3,33 53,88
3:7:10 Fs: fase de cor creme leitosa, Fi: amarela turva 6,75 4,13 61,19
Propor¢cdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase amarela escura opaca, Fm: marrom, Fi: fase laranja opaca 3,86 1,68 43,52
4:6:2 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase laranja opaca 385 197 51,17
4:6:3 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase laranja opaca 383 2,1 5483
4:6:4 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase laranja opaca 447 2,38 53,24
4:6:5 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela translucida 476 155 32,56
466 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela translucida com residuos 505 1,18 23,37
da fase leitosa
467 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela translucida com residuos 547 2,31 42,23
da fase leitosa
4:6:8 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela opaca 6,08 2,96 48,68
4:6:9 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela translucida 584 2,71 46,40
4:6:10 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela opaca 7,70 459 5961
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fase laranja opaca 4,00 2,09 52,25
5:5:2 Fs: fase laranja opaca, Fm: marrom, Fi: fase laranja opaca 406 242 59,61
553 ::s:_:‘_ase amarela turva, Fi: fase laranja opaca com residuo de 347 2,14 61,67
ecitina
554 Fs: fase ar_narela turva com residuo de lecitina, Fm: marrom, Fi: 3,74 2,45 6551
fase laranja turva
5:5:5 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: laranja opaca 4,72 2,92 61,86
556 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela translucida com residuos 530 2,03 38,30
da fase leitosa
5:5:7 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela opaca 566 2,40 42,40
5:5:8 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela opaca 511 3,10 60,67
5:5:9 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela opaca 581 3,48 59,90
5:5:10 Fs: fase cor creme leitosa, Fi: amarela opaca 743 4,76 64,06
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Figura G.1. Diagrama de fases parcial de Tween 80:lecitina:etanol:0S:agua na propor¢éo

1:1 para os surfactantes e 2:1 para a propor¢édo surfactante:co-surfactante. SF: Separacéo de
Fases.
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Tween 30:Leciting’ Etanol Agua

Com respeito a outra mistura de Tween 80 com lecitina, todas as proporcGes
apresentaram aumento no indice de cremeacdo com um decréscimo entre 25 e 30% de agua
para todas as proporgoes.

Figura G.2. indice de cremeacio (%) de Tween 80:lecitina:etanol:0S:4gua na proporgdo 1:1
para os surfactantes e 2:1 para a proporcao surfactante:co-surfactante.
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De acordo com Ushikubo e Cunha (2014), uma razdo para a baixa estabilidade de
emulsdes de lecitina é o fato da lecitina testada nédo ter a sua concentracdo de fosfolipidios
padronizada, além da molécula de lecitina s6 ter um grupo hidroxila na sua formula, o que
ndo é suficiente para interagir com a agua adicionada na solucdo. Isso exige a mistura de um
co-surfactante para ajudar a formar sistemas que sejam mais estaveis, os quais dependem do
pH adequado, temperatura, e razdo de 6leo:agua. Ja a lecitina enriquecida em fosfatidilcolina

é melhor para emulsdes O/W, enquanto a lecitina com maior concentracdo de



Apéndice 111 | 173

fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol é mais apropriada para a producdo de emulsbes de
W/O (Xu et al., 2011).

Tabela H. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Tween 80:Span 80: PG
:0S:agua. Surfactante: Co-surfactante (3:1). ME: Microemulsdo. EL: Emulsdo Leitosa. Fs:

Fase Superior. Fm: Fase meédia. Fi: Fase inferior. R: Residuo.

Devido aos resultados obtidos anteriormente foi decidido tentar reproduzir um sistema
ja reportado na literatura e que ja tivesse resultado em regido de microemulsdao W/O, com o
objetivo de verificar se a metodologia que vinha sendo usada em nosso trabalho estava
apropriada. Assim, foi preparado o sistema apresentado por Fan et al. (2011), constituido de
Tween 80:Span 80:PG com proporcdo de 3:1 da mistura surfactante:co-surfactante. Foram
encontrados sistemas identificados como microemulsdo a baixas concentracBes de agua a
partir de 2,5 até 10% e com alta proporcdo surfactantes:6leo (Figura H.1, e Figura | do
Apéndice I).

Embora tenham sido encontradas algumas proporc¢des nas quais houve formacao de
microemulsdo, isto poderia ser devido a que o propilenoglicol contém um grupo hidroxila a
mais do que o etanol, o que poderia ter influenciado na formacdo das microemulsfes. Uma
possibilidade de exploracao futura seria avaliar misturas de Tween 80:Span 80:etanol com um

EHL mais baixo, bem como avaliar a adi¢cdo de diferentes concentracdes de sal, o que poderia

ajudar a ampliar a area de microemulsao.

Propor¢cdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:1 Fs: opaca, Fi: EL 3,68 0,67 18,20
1:9:2 Fs: opaca, Fi: EL 401 1,77 44,13
1:9:3 EL 4,14 0,00 0,00
1:9:4 Fs: EL, Fi: fase aquosa 449 0,30 6,68
1:9:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa 465 0,77 16,55
1:9:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 415 1,06 2554

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase transparente amarela, Fm: EL, Fi:transparente amarela 361 154 42,65
2:8:2 Fs: transparente, Fi: EL 376 1,7 4521
2:8:3 EL 4,17 0,00 0,00
2:8:4 EL 431 0,00 0,00
2:8:5 Fs: EL , Fi: fase aquosa 453 035 7,72
2:8:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 494 0,82 16,59

Propor¢cdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase opaca, Fi: fase amarela opaca 363 012 331
3:7:2 Fs: fase transparente, Fi: EL 3,7 2,09 56,49
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3:7:3 Fs: fase transparente, Fm: EL, Fi: fase amarela transparente 409 23 56,23
3:7:4 EL 3,76 0,00 0,00
3:7:5 EL 443 0,00 0,00
3:7:6 EL 483 0,00 0,00
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase opaca, Fi: fase oleosa amarela transparente 3,13 1,29 4121
4:6:2 Fs: fase opaca, Fi: fase oleosa amarela transparente 3,30 1,46 44,24
4:6:3 Fs: fase transparente, Fm: EL, Fi: fase oleosa amarela transparente 398 308 77,39
4:6:4 EL 4,18 0,00 0,00
4:6:5 EL 460 0,00 0,00
4:6:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa transparente, 491 042 8,55
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs:Fase opaca Fi: fase amarela transparente 3,12 161 51,60
5:5:2 Fs:Fase opaca Fi: fase amarela transparente 3,74 2,08 5561
5:5:3 Fs:EL Fi: fase amarela opaca 339 112 33,04
5:5:4 EL 4,15 0,00 0,00
5:5:5 EL 450 0,00 0,00
5:5:6 Fs: EL, Fi: amarela transparente, 413 0,64 1550
Propor¢cdo Caracteristicas Ho H IC (%)
6:4:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3,6 2,3 64,30
6:4:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3,9 2,6 66,50
6:4:3 Fs:E, Fi: fase amarela transparente, 38 220 59,00
6:4:4 Fs:EL, Fi: amarela transparente, 3,5 0,60 17,50
6:4:5 EL 43 0,00 0,00
6:4:6 EL 48 0,00 0,00
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
7:3:1 Fs: amarela transparente, Fi: amarela transparente 34 280 81,90
7:3:2 Fs: amarela transparente, Fi: amarela transparente 3,7 290 79,80
7:3:3 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fm: mistura Fi: fase opaca 33 2,70 81,30
7:3:4 Fs: EL, Fi: fase amarela transparente 40 1,20 29,80
7:3:5 EL 43 0,00 0,00
7:3:6 EL 46 0,00 0,00
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
8:2:1 ME 34 000 0,00
8:2:2 ME 36 0,00 0,00
8:2:3 Fase opaca, 3,6 0,00 0,00
8:2:4 Fs: Mistura de oleo e agua, Fi: amarela transparente 3,8 1,60 41,20
8:2:5 Fs: Emulséo, Fi: aquosa 42 040 9,30
8:2:6 EL 46 0,00 0,00
Proporcdo Caracteristicas Ho H 1C(%)
9:1:1 ME 3,33 0,00 0,00
9:1:2 ME 357 0,00 0,00
9:1:3 Opaca 342 0,00 0,00
9:1:4 EL 3,88 0,00 0,00
9:1:5 EL 428 0,00 0,00

9:1:6 EL 3,89 0,00 0,00
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Figura H.1. Diagrama de fases parcial de Tween 80:Span 80:PG:0S:Agua. SF: Separacéo de
Fases. ME: Microemulsao.
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Span 80:Tween
80:Propilenoglicol:0S:Agua. Proporgdes surfactante:co-surfactante (1:1). EL: Emulso
Leitosa. Fs: Fase Superior. Fi: Fase inferior.

Foram construidos diagramas de fases com duas proporcdes de surfactante:co-
surfactante diferentes (1:1) e (2:1), onde foram obtidos resultados similares, com a formacéo
de ME nas proporcdes 9:1 e 8:2 com 5 e 10% de &gua. Nas demais proporcGes foi
evidenciado separacdo de fases ou formacdo de emulsédo leitosa. As caracteristicas fisicas,
assim como o indice de cremeacdo podem ser observados nas Tabelas | e J e Figura J do
Apéndice I. Na Figura 1.1 pode ser observada a localizagdo dos sistemas encontrados no

diagrama de fases.

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:1 Fs: fase amarela Fi: fase leitosa 201 040 19,90
1:9:2 Fs: fase amarela Fi: fase leitosa 21 1,37 65,24
1:9:3 EL 1,97 0,00 0,00
1:9:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 221 0,556 25,34
1:9:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 3,00 0,98 32,66
1:9:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 354 149 42,09
1:9:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 422 2728 54,03

1:9:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 556 3,54 63,67
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1:9:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 828 6,36 76,81
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase amarela. Fi: fase leitosa 1,64 0,45 27,44
2:8:2 EL 2,10 0,00 0,00
2:8:3 EL 2,12 0,00 0,00
2:8:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 236 0,78 33,05
2:8:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 2,92 1,09 37,33
2:8:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 344 1,70 49,42
2:8:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 409 229 5599
2:8:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 465 3006 64,64
2:8:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 6,87 5,13 74,67
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase opaca. Fi: fase amarela transparente 2,00 0,60 30,00
3:7:2 Fs: fase amarela Fi: EL 209 129 61,72
3:7:3 EL 2,30 0,00 0,00
3:7:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 227 060 26,43
3:7:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 306 127 41,50
3:7:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 349 1,73 49,57
3:7:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 419 263 62,77
3:7:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 555 397 71,53
3:7:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 805 6,12 76,02
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase opaca, Fi: fase oleosa amarela transparente 1,70 0,72 42,35
4:6:2 Fase composta por EL com separagéo de fase aquosa 2,17 0,00 0,00
4:6:3 EL 2,34 0,00 0,00
4:6:4 EL 2,50 0,00 0,00
4:6:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 293 149 50,85
4:6:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 347 180 51,87
4:6:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 430 2,69 62,56
4:6:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 552 4,02 72,83
4:6:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 8,13 6,49 79,83
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs:Fase opaca. Fi: fase amarela transparente 1,90 0,90 47,37
5:5:2 Fase opaca eshranquicada 2,07 0,00 0,00
5:5:3 Amostra nas paredes do tubo com aparéncia leitosa 1,50 0,00 0,00
5:5:4 EL 2,55 0,00 0,00
9:55 Fs: EL. Fi: fase aquosa 3,00 0,88 29,33
5:5:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa 3,92 1,77 4515
9:5:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa 419 261 62,29
5:5:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa 541 400 7394
9:5:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa 8,13 6,41 78,84
Proporcdo  Caracteristicas Ho H 1C(%)
6:4:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 199 1,10 5528
6:4:2 Fs:Fase opaca.Fm: transparente. Fi: fase opaca 2,07 116 56,04
6:4:3 Fs: opaca. Fi:EL 2,23 1,90 85,20
6:4:4 EL 2,52 0,00 0,00
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6:4:5 Fs: EL. Fi: fase aquosa 285 054 18,95
6:4.6 Fs: EL. Fi: fase aquosa 349 1,75 50,14
6:4:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa 425 2,79 65,65
6:4:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa 551 4,19 76,04
6:4:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa 6,92 549 79,34
Proporcdo  Caracteristicas Ho H 1C(%)
731 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 198 1,34 67,68
7:3:2 Fs:Fase opaca. Fm: transparente. Fi: fase opaca 2,21 100 45,25
7:3:3 Fase opaca 1,31 0,00 0,00
7:3:4 Fs: EL. Fi: fase aquosa 1,50 0,30 20,00
7:3:5 EL 219 120 54,79
7:3:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 338 151 44,67
7:3:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 411 2,77 67,40
7:3:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 544 395 7261
7:3:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquigada 8,05 6,58 81,74
Propor¢do  Caracteristicas Ho H I1C (%)
8:2:1 ME 1,72 0,00 0,00
8:2:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 2,00 1,59 79,5
8:2:3 Fs:Fase opaca. Fi: fase opaca 228 1,77 77,63
8:2:4 Fs: oleosa. Fi:EL 249 2,34 93,989
8:2:5 EL com amostra nas paredes 2,49 0,00 0,00
8:2:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 329 131 39,82
8:2:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 429 269 62,70
8:2:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 551 4,14 7514
8:2:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa eshbranquicada 7,61 6,47 85,02
Proporgdo  Caracteristicas Ho H 1C(%)
9:1:1 ME 1,60 0,00 0,00
9:1:2 ME 1,74 0,00 0,00
9:1:3 Fs: Transparente. Fi: presenca de goticulas amarelas claras 2,09 166 7942
9:1:4 Fs: EL. Fi: EL com presenca de bolhas pequenas 2,05 1,03 50,24
9:155 Fs: EL. Fi: aquosa leitosa 2,78 1,14 41,01
9:1:6 EL 3,29 0,00 0,00
9:1.7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 424 255 60,14
9:1:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquigada 547 4,07 74,40
9:1:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 797 7,10 89,08

*De acordo com a codificacdo o primeiro nimero corresponde a proporcdo de surfactante:co-
surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de agua, assim 1
corresponde para 5% e 10 para 90%.

Tabela J. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Span 80:Tween
80:Propilenoglicol:0S:Agua. Surfactante: Co-surfactante (2:1). EL: Emulséo Leitosa. Fs:
Fase Superior. Fi: Fase inferior.

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:11 Fs: fase amarela Fi: fase leitosa 201 040 19,90
1:9:2 Fs: fase amarela Fi: fase leitosa 21 137 6524
1:9:3 EL 1,97 0,00 0,00
1:9:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 221 056 2534
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1:9:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 3,00 098 32,66
1:9:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 354 149 42,09
1:9:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 422 228 54,03
1:9:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 556 354 63,67
1:9:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 8,28 6,36 76,81
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase amarela. Fi: fase leitosa 1,64 0,45 27,44
2:8:2 EL 2,10 0,00 0,00
2:8:3 EL 2,12 0,00 0,00
2:8:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 236 0,78 33,05
2:8:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 292 1,09 37,33
2:8:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 344 1,70 49,42
2:8:7 Fs: EL Fi: fase aquosa 409 229 5599
2:8:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 4,65 3,06 64,64
2:8:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 6,87 5,13 74,67
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase opaca. Fi: fase amarela transparente 2,00 0,60 30,00
3:7:2 Fs: fase amarela Fi: EL 2,09 1,29 61,72
3:7:3 EL 2,30 0,00 0,00
3:7:4 Fs: EL Fi: fase aquosa 227 0,60 26,43
3:7:5 Fs: EL Fi: fase aquosa 306 1,27 41,50
3:7:6 Fs: EL Fi: fase aquosa 349 1,73 49,57
377 Fs: EL Fi: fase aquosa 419 263 62,77
3:7:8 Fs: EL Fi: fase aquosa 555 3,97 71,53
3:7:9 Fs: EL Fi: fase aquosa 805 6,12 76,02
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase opaca, Fi: fase oleosa amarela transparente 1,70 0,72 42,35
4:6:2 Fase composta por EL com separacédo de fase aquosa 2,17 0,00 0,00
4:6:3 EL 2,34 0,00 0,00
4:6:4 EL 2,50 0,00 0,00
4:6:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 293 149 50,85
4:6:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 347 180 51,87
4:6:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 430 269 62,56
4:6:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 552 4,02 72,83
4:6:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 8,13 6,49 79,83
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs:Fase opaca. Fi: fase amarela transparente 1,90 0,90 47,37
5:5:2 Fase opaca eshranquicada 2,07 0,00 0,00
5:5:3 Amostra nas paredes do tubo com aparéncia leitosa 1,50 0,00 0,00
5:5:4 EL 2,55 0,00 0,00
9:55 Fs: EL. Fi: fase aquosa 3,00 0,88 29,33
5:5:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa 392 1,77 4515
5:5:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa 419 261 62,29
5:5:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa 541 4,00 73,94
5:5:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa 813 6,41 78,84
Proporcdo  Caracteristicas Ho H 1C(%)
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6:4:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 1,99 1,10 55,28
6:4:2 Fs:Fase opaca.Fm: transparente. Fi: fase opaca 2,07 1,16 56,04
6:4:3 Fs: opaca. Fi:EL 223 190 85,20
6:4:4 EL 2,52 0,00 0,00
6:4:5 Fs: EL. Fi: fase aquosa 285 054 18,95
6:4.6 Fs: EL. Fi: fase aquosa 349 1,75 50,14
6:4:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa 425 2,79 65,65
6:4:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa 551 4,19 76,04
6:4:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa 6,92 549 79,34
Proporcdo  Caracteristicas Ho H 1C(%)
7:3:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 198 1,34 67,68
7:3:2 Fs:Fase opaca. Fm: transparente. Fi: fase opaca 2,21 1,00 45,25
7:3:3 Fase opaca 1,31 0,00 0,00
7:3:4 Fs: EL. Fi: fase aquosa 1,50 0,30 20,00
7:3:5 EL 2,19 1,20 54,79
7:3:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 338 151 44,67
7:3:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquigada 411 2,77 67,40
7:3:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 544 395 7261
7:3:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquigada 8,05 6,58 81,74
Proporcdo  Caracteristicas Ho H 1C(%)
8:2:1 ME 1,72 0,00 0,00
8:2:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente. Fi: fase amarela transparente 2,00 1,59 79,5
8:2:3 Fs:Fase opaca. Fi: fase opaca 2,28 1,77 77,63
8:2:4 Fs: oleosa. Fi:EL 249 2,34 93,989
8:2:5 EL com amostra nas paredes 2,49 0,00 0,00
8:2:6 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 329 131 39,82
8:2:7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 429 2,69 62,70
8:2:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 551 4,14 7514
8:2:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa eshbranquicada 7,61 6,47 85,02
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC(%)
9:1:1 ME 1,60 0,00 0,00
9:1:2 ME 1,74 0,00 0,00
9:1:3 Fs: Transparente. Fi: presenca de goticulas amarelas claras 209 166 7942
9:1:4 Fs: EL. Fi: EL com presenca de bolhas pequenas 2,05 1,03 5024
9:155 Fs: EL. Fi: aquosa leitosa 2,78 1,14 41,01
9:1:6 EL 3,29 0,00 0,00
9:1.7 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 424 255 60,14
9:1:8 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquigada 547 4,07 74,40
9:1:9 Fs: EL. Fi: fase aquosa esbranquicada 797 71 89,08

*De acordo com a codificacdo o primeiro nimero corresponde a proporcdo de surfactante:co-
surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de &gua, assim 1
corresponde para 5% e 10 para 90%.
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Figura 1.1 Diagrama de fases de Tween 80:Span 80:PG:0S:Agua. SF: Separagio de Fases.
ME: Microemulsdo. Proporgdes surfactante: co—surfactante (1:1) e (2:1).

1,00 R R R RN,
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Tween80/ Span 80/Propilenogticol Agua

Tabela K. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Tween 80:Span
80:Etanol:0S:Agua.Proporcio surfactantes (1:1) EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior.
Fm: Fase meia. Fi: Fase inferior. R: Residuo.

Foram testados também outras propor¢fes com o etanol como co-surfactante e o
resultado foi similar nos trés sistemas, com separacdo de fases em todas as regifes do
diagrama. A descri¢cdo das caracteristicas e as imagens dos sistemas podem ser encontradas
nas (Tabela K, L e M) e no Apéndice | (Figuras K e L).

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:1  Fs: fase opaca, Fi: fase transparente 1,74 038 2184
1:9:2 Fs: fase opaca, Fi: fase transparente 224 059 26,34
1:9:3 Fase esbranquicada leitosa 2,54 2,54 100
1:9:4 Fs: Fase leitosa, Fi: fase transparente 289 052 17,99
1:9:5 Fs: Fase leitosa, Fi: fase transparente 2,78 098 3525
1:9:6 Fs: Fase leitosa, Fi: fase transparente 3,73 159 42,63

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase amarela opaca, Fi:transparente 2,24 0,64 28,57
2:8:2 Fs: fase amarela transparente, Fi:transparente 2,00 0,68 34,00
2:8:3 Fs: fase opaca, Fi:transparente 2,14 0,86 40,19
2:8:4 Fs: EL, Fi: transparente 245 0,89 36,33
2:8:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 3,18 1,37 43,08
2:8:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 3,61 187 51,80

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase amarela opaca com goticulas de 6leo, Fi: fase amarela transparente 2,17 0,72 33,18
3:7:2 Fs: fase amarela opaca com goticulas de 6leo, Fi: fase amarela transparente 2,32 1,09 46,98
3.7:3 Fs: fase amarela transparente, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 255 1,13 4431
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3:7:4 Fs: amarela opaca, Fi: transparente com goticulas de 6leo 247 128 51,82
3.7:5 Fs: amarela opaca, Fi: fase transparente 3,24 1,77 54,63
377 Fs: EL, Fi: fase aquosa 3,72 2,18 58,60
379 Fs: EL, Fi: fase aquosa 2,17 0,72 33,18
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase oleosa amarela transparente 299 1,74 58,19
4:6:2 Fs: amarela opaca com goticulas de 6leo, Fi: amarela transparente 229 1,04 4541
4:6:3 Fs: amarela transparente, Fi: transparente com goticulas de 6leo 2,25 121 53,78
4:6:4 Fs: amarela opaca, Fi: transparente com goticulas de 6leo. 233 134 5751
4:6:5 Fs: amarela opaca, Fi: transparente com goticulas de 6leo 318 2,01 6321
4:6:7 Fs: EL, Fi: fase aguosa esbranquicada 3,76 243 64,63
4:6:9 Fs: EL, Fi: fase aguosa eshranquicada 299 174 58,19
Propor¢do Caracteristicas Ho H IC(%)
5:5:1 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente com goticulas de éleo 2,23 1,11 49,77
9:5:2 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente com goticulas de dleo 2,32 1,29 5560
5:5:3 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente com goticulas de éleo 253 150 59,29
5:5:4 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 283 124 4382
5:5:5 Fs: blanca opaca, Fi: fase aquosa esbranquicada 3,23 2,14 66,25
5:5:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 366 261 71,31
5:5:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 2,23 111 49,78
Propor¢d0 Caracteristicas Ho H 1C(%)
6:4:1 Fs:Fase amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,18 1,42 65,14
6:4:2 Fs:Fase amarela opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 231 137 5931
6:4:3 Fs:Fase amarela e opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 251 164 6534
6:4:4 Fs:Fase amarela e opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,74 19 69,34
6:4:5 Fs:Fase branca opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 3,12 2,15 68,91
6:4:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 363 223 61,43
6:4:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 2,18 142 6514
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
7:3:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente com goticulas de 6leo, Fi: fase amarela opaca 2,26 1,34 59,29
7:3:2 Fs:Fase oleosa amarela opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,32 1,00 43,10
7:3:3 Fs:Fase oleosa amarela opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 25 0,00 0,00
7:3:4 Fs:Fase oleosa amarela opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,87 0,30 10,45
7:3:5 Fs:EL, Fi: fase aquosa esbranquicada opaca 3,17 1,20 37,85
7.3:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 3,69 151 40,92
7:3:9 Fs: EL, Fi: fase aguosa esbranquicada 2,26 1,34 59,29
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
8:2:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 1,97 0,88 44,67
8:2:2 Fs:Fase amarela transparente com goticulas de 6leo, Fi: fase opaca 2,32 091 39,22
8:2:3 Ifs:Fase oleosa amarela transparente, Fi: fase amarela transparente com goticulas de
oleo 251 192 76,49
8:2:4 Fs:Fase oleosa amarela opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,89 2,2 76,12
8:2:5 Fs:Fase oleosa amarela opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 3,09 2,5 80,91
8:2:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 3,68 3,12 84,78
8:2:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 1,97 0,88 44,67
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
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9:111 Fs:fase amarela transparente com goticulas de 6leo, Fi: Fase oleosa amarela opaca 2,16 0,70 32,41
9:1:2 Fs:fase amarela transparente com goticulas de 6leo, Fi: Fase oleosa amarelaopaca 2,32 0,91 39,22
9:1:3 Fs:Fase oleosa amarela opaca, Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leoc 2,55 2,08 81,57
9:1:4 Fs: amarela opaca, Fi: amarela opaca. 250 2,05 82,00
9:15 Fs:Fase oleosa amarela opaca, Fi: fase amarela opaca com goticulas de 6leo 3,12 2,70 86,54
9:1.7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 3,17 2,83 89,27
9:1:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 216 0,70 32,41

*De acordo com a codificacdo o primeiro numero corresponde a propor¢do de surfactante:co-

surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de &gua, assim 1

corresponde para 5% e 9 para 90%.

Tabela L. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Tween 80:Span

80:Etanol:0S:Agua.Proporgio surfactante (1:2). EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior.

Fm: Fase meia. Fi: Fase inferior. R: Residuo.

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
191 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase transparente 2,34 041 17,52
1:9:2 Fs: fase amarela opaca om anel leitoso, Fi: fase opaca 2,36 1,46 61,86
1:9:3 Fase opaca 2,65 0,00 0,00
1:9:4 Fs: Fase leitosa, Fi: fase branca opaca 296 0,64 21,62
1:9:5 Fs: Fase leitosa, Fi: fase branca opaca 336 1,01 30,06
1:9:6 Fs: Fase leitosa, Fi: fase branca opaca 391 167 42,71
1:9:7 Fs: Fase leitosa, Fi: fase branca opaca 478 241 50,42
1:9:8 Fs: Fase leitosa, Fi: fase branca opaca 525 325 61,90
1:9:9 Fs: Fase leitosa, Fi: fase branca opaca 894 655 73,26
1:9:10  Fs: Fase leitosa, Fi: fase branca opaca 9,06 7,67 84,66

Propor¢do Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase amarela opaca com goticulas de oleo, Fi: fase amarela transparente 2,39 064 26,78
2:8:2 Fs: fase amarela opaca. Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,30 091 39,56
2:8:3 Fs: fase amarela opaca. Fi: fase amarela transparente 2,63 097 36,88
2:8:4 Fs: Fase leitosa. Fi: fase branca opaca 254 046 18,11
2:8:5 Fs: Fase leitosa. Fi: fase branca opaca 337 115 34,12
2:8:6 Fs: Fase leitosa. Fi: fase branca opaca 394 1,81 4593
2:8:7 Fs: Fase leitosa. Fi: fase branca opaca 47 263 5595
2:8:8 Fs: Fase leitosa. Fi: fase branca opaca 6,00 391 65,16
2:8:9 Fs: Fase leitosa. Fi: fase branca opaca 889 6,64 74,69
2:8:10  Fs: Fase leitosa. Fi: fase branca opaca 881 7,47 84,79

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
371 Fs: fase amarela opaca com goticulas de dleo. Fi: fase amarela transparente 2,22 0,73 32,88
3.7:2 Fs: fase amarela opaca com goticulas de éleo. Fi: fase amarela transparente 2,37 092 38,82
3:7:3 Fs: fase amarela opaca. Fi: fase amarela transparente 261 1,18 4521
3:7:4 Fs: fase amarela opaca. Fi: fase amarela transparente 294 141 47,96
3.7:5 Fs:EL. Fi: fase branca opaca 327 1,01 30,89
3:7:6 Fs:EL. Fi: fase branca opaca 386 2,12 54,92
3.7:7 Fs:EL. Fi: fase branca opaca 455 2,83 62,20
3.7:8 Fs:EL. Fi: fase branca opaca 6,14 441 71,82
3.7:9 Fs:EL. Fi: fase branca opaca 8,89 6,62 74,46

3:7:10  Fs:EL. Fi: fase branca opaca 9,06 7,84 86,53
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Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase oleosa amarela transparente. Fi: fase amarela opaca com goticulas de 6leo 2,35 1,85 78,72
4:6:2 Fs: fase amarela opaca com goticulas de 0leo. Fi: fase oleosa amarela transparente 2,48 1,05 42,34
4:6:3 Fs: fase oleosa amarela transparente. Fi: fase amarela opaca com goticulas de 6leo 2,60 1,29 49,61
4:6:4 Fs: amarela opaca. Fi: amarela transparente 302 164 54,30
4:6:5 Fs: amarela opaca. Fi:branca opaca 325 200 6154
4:6:6 Fs:EL. Fi: fase opaca 342 2,01 58,77
4:6:7 Fs:EL. Fi: fase opaca 463 3,17 68,47
4:6:8 Fs:EL. Fi: fase opaca 6,14 4,61 75,08
4:6:9 Fs:EL. Fi: fase opaca 8,67 6,70 77,28
4:6:10 Fs:EL. Fi: fase opaca 8,27 7,30 8827

Propor¢do Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs:fase amarela transparente Fi: fase amarela transparente 235 159 67,65
9:5:2 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,11 1,12 53,08
5:5:3 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 255 14 54,90
9:5:4 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente 301 1,77 58,80
5:5:5 Fs:Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente 343 220 64,13
5:5:6 Fs: EL. Fi: fase opaca 3,84 1,73 45,05
5:5:7 Fs: EL Fi: fase opaca 4,73 2,95 62,36
5:5:8 Fs: EL. Fi: fase opaca 6,01 4,45 74,04
5:5:9 Fs: EL. Fi: fase opaca 8,68 7,08 81,56
9:5:10  Fs: EL. Fi: fase opaca 9,07 825 90,95

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
6:4:1 Fs:Fase amarela opaca. Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 212 141 66,51
6:4:2 Fs:Fase amarela e opaca. Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 219 149 68,04
6:4:3 Fs:Fase amarela e opaca. Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,76 166 60,14
6:4:4 Fs:Fase amarela e opaca. Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 29 192 66,21
6:4:5 Fs:Fase amarela opaca. Fi: fase amarela transparente 334 231 69,16
6:4:6 Branca leitosa 3,87 0,00 0,00
6:4:7 Fs: EL. Fi: fase opaca 469 321 68,44
6:4:8 Fs: EL. Fi: fase opaca 6,09 4,61 7570
6:4:9 Fs: EL. Fi: fase opaca 7,55 6,27 83,04
6:4:10 Fs: EL. Fi: fase opaca 9,11 8,26 90,67

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
7311 Fs:Fase oleosa amarela e transparente com goticulas de 6leo. Fi: fase amarela

transparente 233 129 55,36
7:3:2 Fs:Fase oleosa amarela opaca. Fi: fase amarela transparente com goticulas de 6leo 2,39 1,30 54,39
7:3:3 Fs:Fase oleosa amarela opaca. Fi: fase amarela transparente 265 181 68,30
7:3:4 Fs:Fase oleosa amarela opaca. Fi: fase amarela transparente 295 2,13 72,20
7:3:5 Fs:EL. Fi: fase aquosa eshranquicada opaca 335 245 7313
7:3:6 EL 3,88 0,00 0,00
7:3:7 Fs: EL. Fi: fase opaca 477 3,14 65,82
7:3:8 Fs: EL. Fi: fase opaca 5,99 462 77,12
7:3:9 Fs: EL. Fi: fase opaca 896 7,38 82,36
7:3:10 Fs: EL. Fi: fase opaca 913 836 9156
Proporgéo Caracteristicas Ho H IC (%)
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8:2:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente com goticulas de 6leo. Fi: fase amarela

transparente 2,38 1,17 49,16
8:2:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente com goticulas de 6leo. Fi: fase amarela

transparente 2,47 122 49,39
8:2:3 lfs:Fase oleosa amarela transparente. Fi: fase amarela transparente com goticulas de

oleo 2,63 2,09 79,47
8:2:4 Fs:Fase oleosa amarela e transparente com goticulas de 6leo. Fi: fase amarela

transparente 291 221 75,94
8:2:5 Fs:Fase oleosa amarela transparente. Fi: fase amarela transparente 3,33 2,62 78,68
8:2:6 EL 3,79 0,00 0,00
8:2:7 EL 4,12 0,00 0,00
8:2:8 Fs: EL Fi: fase opaca 598 5,11 8545
8:2:9 Fs: EL. Fi: fase opaca 9,01 759 84,24
8:2:10  Fs: EL. Fi: fase opaca 6,55 6,14 93,74

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)

9:111 Fs: Fase oleosa amarela transparente. Fi: fase amarela transparente 2,31 0,98 4242
9:1:2 Fs: fase amarela transparente com goticulas de éleo. Fi: Fase oleosa amarela

transparente 2,17 0,92 42,40
9:1:3 Fs: fase amarela transparente com goticulas de éleo. Fi: Fase oleosa amarela

transparente 263 094 3574
9:1:4 Ifs: Fase oleosa amarela transparente. Fi:fase amarela transparente com goticulas de

6leo 259 2,07 7992
9:15 Fs: Fase oleosa amarela opaca. Fi: fase amarela opaca com goticulas de 6leo 2,77 2,32 83,75
9:1:6 Fs: amarela transparente. Fi:turva com éleo no fundo 3,76 2,43 64,63
9:1:7 EL 4,67 0,00 0,00
9:1:8 EL 6,13 0,00 0,00
9:1:9 EL 8,65 0,00 0,00
9:1:10 EL 9,08 0,00 0,00

*De acordo com a codificagdo o primeiro nimero corresponde a proporcdo de surfactante:co-
surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de agua, assim 1
corresponde para 5% e 10 para 90%.

Tabela M. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Tween 80:Span
80:Etanol:OS:Agua. Proporgéo surfactantes(1:8). EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior.
Fm: Fase meia. Fi: Fase inferior. R: Residuo.

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:91 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase aquosa transparente. 2,12 0,33 1557
1:9:2 Fs: fase amarela opaca, Fi: EL 224 052 2321
1:9:3 EL 2,34 0,00 0,00
1:9:4 Fs: EL, Fi: fase aquosa 2,58 053 20,54
1:9:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa 256 0,76 29,69
1:9:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa 349 132 37,82

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase aquosa transparente 203 0,36 17,73
2:8:2 Fs: fase amarela opaca, Fi: EL 1,89 046 24,34
2:8:3 EL 2,15 0,00 0,00
2:8:4 EL 2,65 0,00 0,00
2:8:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 302 099 32,78

2:8:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 342 1,37 40,06
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Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:711 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase aquosa transparente 2,04 0,52 25,4
3.7:2 Fs: fase amarela opaca, Fi: fase aquosa transparente 210 057 27,14
3:7:3 Fs: fase amarela opaca, Fi: EL 236 0,82 34,74
3:7:4 EL 2,56 0,00 0,00
3:7:5 EL 2,79 0,00 0,00
3:7:6 Fs: EL, Fi: fase aguosa eshranquicada 332 142 42,77

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase opaca amarela, Fi: fase transparente amarela 1,98 046 2323
4:6:2 Fs: fase opaca amarela, Fi: fase transparente amarela 2,06 0,62 30,09
4:6:3 Fs: fase opaca amarela, Fi: EL 221 0,89 40,27
4:6:4 Fs: fase opaca amarela, Fi: EL 244 126 51,64
4:6:5 Fs: fase alcoholica, Fi: EL 282 246 87,23
4:6:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 337 058 17,21

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs: Fase amarela transparente Fi: fase amarela transparente 1,71 053 30,99
9:5:2 Fs: Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente 1,96 0,7 35,71
5:5:3 Fs: Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente 220 0,9 40,90
9:5:4 Fs: Fase amarela opaca Fi: bolha de 6leo 242 123 50,82
5:5:5 Fs: Fase amarela opaca, Fm: EL, Fi: fase aquosa transparente 2,33 1,84 78,96
5:5:6 EL 3,27 0,00 0,00

Propor¢do Caracteristicas Ho H 1C(%)
6:4:1 Fs: Fase amarela transparente, Fi: fase amarela transparente 1,88 0,63 33,51
6:4:2 Fs: Fase amarela transparente, Fi: fase amarela transparente 192 064 33,33
6:4:3 Fs: Fase amarela opaca Fi: fase amarela transparente 212 099 46,69
6:4:4 Fs: Fase transparente amarela, Fi: mistura 6leo-agua-etanol 2,31 1,34 58,00
6:4:5 Fs: Fase opaca amarela, Fi: mistura 6leo-agua-etanol 234 1,39 59,40
6:4.6 Mistura 6leo-agua-etanol 3,29 0,00 0,00

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
7:3:1 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 165 0,58 35,15
7:3:2 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 168 0,73 43,45
7:3:3 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 2,02 1,00 49,50
7:34 Fs: Fase amarela transparente, Fi: mistura 6leo-agua-etanol 2,26 142 62,83
7:3:5 Fs: Fase opaca, Fi: mistura 6leo-agua-etanol 3,03 245 80,85
7:3:6 Fase opaca 3,43 0,00 0,00

Proporgéo Caracteristicas Ho H 1C(%)
8:2:1 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 1,82 0,52 28,57
8:2:2 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 194 0,80 41,23
8:2:3 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 2,03 1,08 53,20
8:2:4 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase opaca 228 135 59,21
825 Ifs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase aquosa transparente com bolhas de

6leo 257 163 6342
8:2:6 Fs: Fase amarela e transparente, Fi: fase aquosa transparente com bolhas de 6leo 3,03 207 6831

Propor¢do Caracteristicas Ho H IC (%)

9:1:1 Fs: Fase amarela transparente, Fi: fase amarela transparente 1,79 141 78,77

9:1:2 Fs: Fase amarela transparente, Fi: fase amarela transparente 1,87 1,20 64,17
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9:1:3
9:1:4
9:1.5
9:1:6

Fs: Fase amarela transparente, Fi: fase amarela transparente 199 1,10 55,27
Fs: Fase amarela transparente, Fi: fase opaca aquosa 2,17 1,33 61,29
Fs: Fase amarela transparente, Fi: mistura 6leo-agua-etanol 250 169 67,60
Fs: Fase amarela transparente, Fi: mistura 6leo-agua-etanol 2,86 2,08 72,72

*De acordo com a codificagdo o primeiro nimero corresponde a propor¢do de surfactante:co-
surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de agua, assim 1
corresponde para 5% e 6 para 50%.

Tabela

I. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Tween 80:Span

80:PG:0S:Agua.EHL:9.70. EL: Emulsio Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase meia. Fi: Fase
inferior. R: Residuo.

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
1:9:1 Fase transparente com particulas brancas 2,98 0,00 0,00
1:9:2 Fs: opaca, Fi: EL 330 0,89 26,97
1:9:3 Fs: opaca, Fm: El anel, Fi: aquosa opaca 4,07 1,17 28,75
1:9:4 Fs: EL, Fi: fase aquosa transparente 436 0,28 6,42
1:9:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 461 1,10 23,86
1:9:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa transparente 500 127 2540
1:9:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 273 117 42,86
1:9:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 422 259 61,37
1:9:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 11,64 10,06 86,43

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase opaca amarela, Fi:opaca amarela 3,68 0,92 25,00
2:8:2 Fase transparente com particulas brancas 2,89 0,00 0,00
2:8:3 Fs: opaca, Fi:EL 415 347 83,61
2:8:4 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 438 0,34 7,76
2:8:5 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 4,66 0,35 751
2:8:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa transparente 4,83 0,58 12,01
2:8:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 2,68 1,28 47,76
2:8:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 4,23 2,69 63,59
2:8:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 11,74 10,25 87,31

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase transparente, Fi: fase amarela opaca 3,73 1,38 37,00
3:7:2 Fs: fase opaca, Fi: fase amarela opaca 3,72 1,41 37,90
3:.7:3 EL 348 0,00 0,00
3:7:4 Amostra espalhada pelo tubo 0,00 0,00 0,00
3:7:5 Fs: transparente, Fm:EL, Fi: fase aquosa opaca 4,37 3,44 78,72
3:7:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa transparente 4,66 0,46 9,87
3:7:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 2,77 1,40 50,54
3:7:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 4,28 2,90 67,76
3:7:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 11,67 10,34 88,60

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase transparente, Fi: fase oleosa amarela transparente. 3,56 1,66 46,63
4:6:2 Fs:EL, Fm: fase aquosa opaca, Fi: fase oleosa amarela opaca. 3,30 1,65 50,00
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4:6:3 Fs: fase transparente, Fi: fase oleosa amarela transparente 3,07 1,37 44,63
4:6:4 Fs: transparente, Fi:EL 4,17 3,7 88,73
4:6:5 Fs: anel transparente, Fi: EL 419 3,72 88,78
4:6:6 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 4,81 0,41 8,52
4:6:7 Fs: EL, Fi: fase transparente amarela 258 1,28 49,61
4:6:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 4,11 2,97 72,26
4:6:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 12,11 10,57 87,28
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs:Fase transparente Fi: fase amarela transparente 3,58 2,06 57,54
5:5:2 Fs:Fase transparente Fi: fase amarela transparente 3,63 2,17 59,78
5:5:3 Fs:Fase transparente Fi: fase amarela transparente 3,37 22 65,28
5:5:4 Fs:EL, Fi: opaca amarela 3,18 0,84 26,42
5:5:5 Fs:EL, Fi: opaca amarela 4,39 0,67 15,26
5:5:6 EL 4,02 0,00 0,00
5:5:7 Fs: EL, Fi: fase transparente amarela 2,66 1,37 51,50
5:5:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 4,16 3,22 77,40
5:5:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 11,18 10,23 91,50
Propor¢ao  Caracteristicas Ho H IC (%)
6:4:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3,33 2,37 71,17
6:4:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3,70 2,65 71,62
6:4:3 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3,77 2,73 72,41
6:4:4 Fs:EL, Fi: amarela transparente 3,03 1,88 62,05
6:4:5 Fs: EL, Fi: fase opaca amarela 292 1,72 58,90
6:4:6 Fs: EL, Fi: fase opaca 3,63 0,30 8,26
6:4:7 Fs: EL, Fi: fase transparente amarela 2,79 1,18 42,29
6:4:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 4,18 3,09 73,92
6:4:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 11,56 10,6 91,70
Proporgdo  Caracteristicas Ho H 1C(%)
7:3:1 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3 42 281 82,16
7:3:2 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3 69 3,09 83,74
7:3:3 Fs: Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela transparente 3 77 3,24 85,94
7:3:4 Fs: EL, Fi: fase opaca amarela 349 2,93 83,95
7:3:5 Fs: EL, Fi: fase opaca amarela 2,93 2,31 78,84
7:3:6 Fs: EL, Fi: fase opaca amarela 2,00 1,45 72,50
7:3:7 Fs: EL, Fi: fase transparente amarela 2,58 1,15 44,57
7:3:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 4,22 3,27 77,49
7:3:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 11,78 10,85 92,11
Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
8:2:1 ME 3,39 0,00 0,00
8:2:2 ME 3,53 0,00 0,00
8:2:3 ME 3,80 0,00 0,00
8:2:4 ME 3,44 0,00 0,00
8:2:5 Anel EL, Fi: fase opaca 4,15 3,88 93,49
8:2:6 Fs: EL, Fi: fase opaca 3,39 0,00 0,00
8:2:7 Fs: EL, Fi: fase transparente amarela 2,64 0,59 22,35
8:2:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 4,06 3,29 81,03
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8:2:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa eshbranquicada. 11,58 10,93 94,39
Propor¢do  Caracteristicas Ho H IC (%)
9:1:1 ME 3,44 0,00 0,00
9:1:2 ME 3,11 0,00 0,00
9:1:3 ME 3,84 0,00 0,00
9:1:4 Opaca 4,01 0,00 0,00
9:1:5 Opaca 3,67 0,00 0,00
9:1:6 Opaca 3,84 0,00 0,00
9:1:7 EL 1,51 0,00 0,00
9:1:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa opaca 2,27 1,87 82,38
9:1:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 5,91 571 96,62

*De acordo com a codificagdo o primeiro nimero corresponde a proporcdo de surfactante:co-
surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de agua, assim 1
corresponde para 5% e 9 para 80%.

Tabela N. Caracteristicas fisicas do diagrama de fases parcial de Tween 80:Span

80:PG:0S:Agua. Sistema com sal. EL: Emulsdo Leitosa. Fs: Fase Superior. Fm: Fase meia.

Fi: Fase inferior. R: Residuo.

Propor¢do Caracteristicas Ho H I1C (%)
1:9:1 Fase transparente com particulas gel 2,77 0,00 0,00
1:9:2 Fs: opaca, Fi: EL 382 119 31,15
1:9:3 Fs: amarela, Fm: El, Fi: transparente 4,10 1,89 46,10
1:9:4 Fs: amarela, Fm: El, Fi: transparente 434 3,03 69,82
1:9:5 Fs: EL, Fi: fase transparente 452 1,03 22,79
1:9:6 Fs: EL, Fi: fase transparente 407 1,18 28,99
1:9:7 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 6,53 3,05 46,71
1:9:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 521 3,47 66,60
1:9:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 734 6,32 86,10

Proporgdo Caracteristicas Ho H IC (%)
2:8:1 Fs: fase transparente, Fi: opaca amarela 3,70 1,04 28,11
2:8:2 Fase gel 3656 0,00 0,00
2:8:3 Mistura gel -6leo 3,40 0,00 0,00
2:8:4 EL 3,61 0,00 0,00
2:8:5 Fs: EL, Fi: fase transparente 3,88 043 11,08
2:8:6 Fs: EL, Fi: fase transparente 486 0,71 1461
2:8:7 Fs: EL, Fi: fase transparente 6,33 3,14 49,61
2:8:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 507 3,48 68,64
2:8:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 7,67 6,66 86,83

Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
3:7:1 Fs: fase transparente, Fi: fase amarela transparente 361 1,34 37,12
3:7:2 Fs: fase transparente, Fm:gel, Fi: fase amarela transparente 3,79 2,08 54,88
3:7:3 Fs: transparente, Fi:EL 3,82 295 77,23
3:7:4 Fs: transparente, Fi:EL 294 158 53,74
3:7:5 EL 3,94 0,00 0,00
3:7:6 Fs: EL, Fi: fase opaca 473 042 8,88
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3:7:7 Fs: EL, Fi: fase transparente 6,30 3,31 52,54
3:7:8 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquicada 515 3,67 71,26
3:7:9 Fs: EL, Fi: fase aquosa esbranquigada 752 6,69 88,96
Propor¢do Caracteristicas Ho H IC (%)
4:6:1 Fs: fase transparente, Fi: fase oleosa amarela transparente 360 169 4694
4:6:2 Fs: fase transparente, Fi: fase oleosa amarela transparente 3,70 1,88 50,81
4:6:3 Fs: fase transparente, Fi: fase oleosa amarela transparente 393 2,00 50,89
4.6:4 Fs: EL, Fi: opaca 3,42 1,62 47,37
4:6:5 Fs: opaca, Fi: EL 347 2,18 62,82
4:6:6 Fs: anel de 6leo, Fi: EL 467 4,38 93,79
4:6:7 Fs: EL, Fi: transparente 531 3,14 59,13
4:6:8 Fs: EL, Fi: aquosa esbranquigada 500 3,75 75,00
4:6:9 Fs: EL, Fi: aquosa esbranquicada 6,28 552 87,90
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
5:5:1 Fs: Fase transparente Fi: fase amarela transparente 358 2,06 5754
5:5:2 Fs: Fase transparente Fi: fase amarela transparente 363 2,17 59,78
5:5:3 Fs: Fase transparente, Fm:gel, Fi: fase amarela transparente 3,84 2,08 5417
5:5:4 Fs: Fase transparente, Fm:gel, Fi: fase amarela transparente 400 129 32,25
5:5:5 Fs: transparente, Fi: EL 460 4,04 87,83
5:5:6 Fs: EL,Fi:transparente 350 0,85 2429
5:5:7 Fs: EL,Fi:transparente 549 3,30 60,11
5:5:8 Fs: EL,Fi:transparente 580 4,75 81,90
5:5:9 Fs: EL,Fi:aquosa esbranquicada 7,18 6,74 93,87
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)

6:4:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela
transparente 348 250 7184

6:4:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela
transparente 3,63 2,73 7521

6:4:3 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela
transparente 3,75 2,86 76,27
6:4:4 Fs:gel, Fi: opaca 404 2,74 67,82
6:4:5 Fs:gel, Fi: amarela transparente 387 2,36 60,98
6:4:6 Fs: EL, Fi: fase opaca 439 1,17 26,65
6:4:7 Fs: EL,Fi: transparente 6,24 4,24 67,95
6:4:8 Fs: EL,Fi:aquosa transparente 514 4,01 78,02
6:4:9 Fs: EL,Fi: aquosa esbranquicada 6,24 572 91,67
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)

7:3:1 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela
e transparente 345 3,04 88,12

7:3:2 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela
e transparente 3,65 3,23 88,49

7:3:3 Fs:Fase oleosa amarela e transparente, Fi: fase amarela
e transparente 3,74 3,4 90,91
7:3:4 Fs: Fase oleosa transparente, Fi: fase amarela transparente 404 354 87,62
7:3:5 Fs: mistura oleosa, Fi: amarela transparente 413 3,46 83,78
7:3:6 Fs: amarela transparente, Fm: gel,Fi:opaca 443 3,69 83,30
7:3:7 Fs: EL,Fi: transparente 507 3,89 76,73
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7:3:8 Fs: EL,Fi: transparente 4,9 3,69 7531
7:3:9 Fs: EL,Fi: aquosa esbranquicada 7,21 6,63 9196
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
8:2:1 ME 942 0,00 0,00
8:2:2 ME 10,15 0,00 0,00
8:2:3 ME 10,44 0,00 0,00
8:2:4 Opaca 10,56 0,00 0,00
8:2:5 Opaca 4,10 0,00 0,00
8:2:6 Opaca 450 0,00 0,00
8:2:7 Fs: EL, Fi: aquosa opaca 6,09 557 91,46
8:2:8 Fs: EL, Fi: aquosa opaca 522 4,24 81,2
8:2:9 Fs: EL, Fi: aquosa opaca 7,32 655 8948
Proporcdo Caracteristicas Ho H IC (%)
9:1:1 ME 94 0,00 0,00
9:1:2 ME 9,86 0,00 0,00
9:1:3 Opaca 10,35 0,00 0,00
9:1:4 Opaca 10,65 0,00 0,00
9:15 Opaca 3,89 0,00 0,00
9:1:6 Fs: opaca, Fi: transparente 4,17 0,00 0,00
9:1:7 Opaca 3,73 199 53,35
9:1:8 Opaca 6,04 0,00 0,00
9:1:9 Fs:EL, Fi: aguosa opaca 506 3,82 75,49

*De acordo com a codificagdo o primeiro nimero corresponde a propor¢do de surfactante:co-
surfactante, segundo nimero ao 6leo e o terceiro nimero ao aumento do teor de agua, assim 1
corresponde para 5% e 9 para 80%.
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