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RESUMO

REIS, Maycon Fagundes Teixeira, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Feve-
reiro de 2010. Micelas reversas formadas por surfactante/solvente organico/agua:
estudo termodinamico e aplicacdo para extracio de proteinas da semente de jaca.
Orientadora: Prof®. D.Sc. Renata Cristina Ferreira Bonomo. Co-orientadores: Prof°.
D.Sc. Paulo Bonomo e Prof*. D.Sc. Alexilda Oliveira de Souza.

As microemulsdes sdo compostas de dgua, 6leo e surfactante e, algumas vezes,
de um alcool como co-surfactante. Estes sistemas tém sido muito estudados durante as
ultimas décadas, principalmente devido ao seu elevado poder dissolvente. Nesse traba-
lho foram feitos dois estudos utilizando duas microemulsdes com composi¢des diferen-
tes, uma feita com dodecil sulfato de s6dio (SDS), butanol e dgua, e outra composta por
lecitina de soja, isooctano, butanol e agua. No primeiro estudo foi utilizado a microe-
mulsdo formada por SDS, butanol e 4gua, para extrair proteina da farinha da semente de
jaca por meio de micelas reversas. Os efeitos do tempo de agitagao, temperatura, relagao
molar H,O/SDS, %Butanol e massa de farinha foram testados no sistema em batelada.
Com base no modelo de regressdo linear ajustado, somente para o fator % Butanol, foi
obtido o 6timo de extragdo que foi de 41,16%, e baseado na analise de metodologia de
superficie de resposta (MSR), pode-se observar a tendéncia de otimizacao do processo
de extragdo. No segundo estudo foi feita uma anélise termodinamica utilizando um mi-
crocalorimetro de titulagdo isotérmica para avaliar a variacdo da entalpia de mistura
(AmixH) da agua no sistema formado por lecitina de soja, isooctano e butanol, e nas
combinagdes entre os componentes. Sendo observado que a titulagao da agua no sistema
formado por lecitina de soja, isooctano e butanol, ocorreu um comportamento termodi-
namico exotérmico associado ao processo de dissolucao da dgua, devido ao fato de esta-
rem formando micelas reversas no sistema avaliado, ocorrendo liberagdo de energia
inferior a -2 kJ/mol, indicando assim uma contribuicao entalpica para a agregagao das
moléculas de lecitina, butanol e 4gua. Por fim verificou-se também que a lecitina de soja
ndo sofreu nenhum processo de degradacdo, visto que a energia envolvida no processo
de titulacdo da dgua nos sistemas contendo a mesma foi considerada baixa, podendo ser

utilizada sem problemas nesse tipo de sistema.



ABSTRACT

REIS, Maycon Fagundes Teixeira, Southwest of Bahia University, in February 2010.
Reverse Micelles formed by surfactant/organic solvent/water: Thermodynamic
study and application of protein fron seed jack fruit. Advisor: Prof*.. D.Sc. Renata
Cristina Ferreira Bonomo. Co-advisors: Prof.. D.Sc. Paulo Bonomo and Prof®. D.Sc.
Alexilda Oliveira de Souza.

Microemulsions are composed of water, oil and surfactant, and sometimes, of an alco-
hol as co-surfactant. These systems have been the subject of numerous studies over the
past decades, mainly due to its high solvent power. In this work, two studies were made
using two microemulsions with different compositions, one made with sodium dodecyl
sulfate (SDS), butanol and water, and another consisting of soy lecithin, isooctane, bu-
tanol and water. In the first study used a microemulsion formed by SDS, butanol and
water, to extract protein flour from jack fruit seed through reverse micelles. The effects
of stirring time, temperature, molar ratio H20/SDS,% butanol and dough were tested in
the batch. Based on linear regression model adjusted only factor% butanol, we obtained
the optimum extraction which was 41.16%, based upon the analysis of surface metho-
dology response (MSR). In the second study was performed a thermodynamic analysis
using an isothermal titration calorimeter to measure the change in enthalpy of mixing
(AmixH) of water in the system consisting of soy lecithin, butanol. Being observed only
for the titration curve of pure water in isooctane and isooctane with soy lecithin. Finally
there is also the soy lecithin did not suffer any degradation process, since the energy
involved in the titling process water systems containing the same was considered low

and may be used without problems in this type of system.



1. INTRODUCAO

As microemulsdes sdo compostas de dgua, 6leo e surfactante e, algumas vezes,
de um alcool como co-surfactante. Estes sistemas tém sido muito estudados durante as
ultimas décadas, principalmente devido ao seu elevado poder dissolvente (PATEL et al.,
2006; GULON et al., 2003). Possui uma ampla aplicacdo industrial, sendo usado na
constitui¢do de materiais poliméricos (XU et al., 1999), como transportadores de drogas
via oral, administragdo parenteral e topica, grande potencial nas areas de cosméticos e
diversos produtos de consumo (WATNASIRICHAIKUL et al., 2000). Além disso, a
seguranga no uso de fosfolipidos (por exemplo, Lecitinas), por serem atdxico, vem au-
mentando o uso de microemulsdes, principalmente pela industria alimenticia e farma-
céutica, na constituicdo de produtos e ultimamente tem sido amplamente utilizados na
extracdo de biomoléculas. Apesar do interesse crescente em utilizar microemulsdes, € a
abundancia de dados teoricos e experimentais, a formulacao desses sistemas ainda ¢

feita por tentativa e erro (TAHA et al., 2005).

A aplicagdo em potencial de microemulsdes formadas por produtos altamente
biocompativel aos alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos como meios de solu-
bilizagdo de solugdes hidrofilicas, hidrofobicas, anfifilicos e materiais funcionais, au-
menta a cada ano (LESER et al., 2006). O potencial técnico e aplicagdes comerciais de
microemulsdes estdo principalmente ligadas as suas propriedades tinicas, como a estabi-
lidade termodinamica, clareza optica e alta capacidade de solubiliza¢do. No entanto, o
problema mais critico quanto ao uso de microemulsdes na alimentagdo, na composicao
de cosméticos e farmacéuticos ¢ a toxicidade dos seus componentes. Formulacdo e ca-
racterizagdo de microemulsdo com constituintes atoxico na sua composi¢do, com base
biologica anfifilicos e diferentes dleos, foram estudados hd mais de uma década. Um
exemplo de surfactante atoxico ¢ a Lecitina de soja, que € uma combinacao natural de
fosfolipidios, que sdo extraidos durante o processamento de 6leo de soja. Nos ultimos

anos, lecitina tem sido utilizada com sucesso na constituicao de microemulsdes atoxica

(PAPADIMITRIOU et al., 2008).

O estudo de microemulsdes ¢ de grande importancia, frente a sua larga utilizagao
pelos varios setores do mercado. Saber a formulagdo correta, o comportamento e quais

as melhores condi¢des de uso das microemulsdes, sao informagdes de grande valia para
1



aplicacdo desses sistemas nas inumeras areas de uso. Considerando que cada componen-
te utilizado na formulagdo das microemulsdes leva a um comportamento diferente do
produto final, cada tipo de surfactante e solventes utilizados devem ser estudados com-
binados e separadamente, visto que existe uma vasta opcao desses componentes que

podem ser utilizados na formulagao desse tipo de sistema.

Considerando a importancia do estudo e da utilizagdo de microemulsoes, o pre-
sente trabalho teve como objetivo estudar o rendimento de extragcdo de proteinas de uma
fonte alternativa, nesse caso a farinha da semente de jaca (Artocarpus integrifolia L),
utilizando micelas-reversas formadas por dodecil sulfato de s6dio (SDS) em butanol e
agua. Foi feito também o estudo da variacdo da entalpia de mistura de d4gua em isoocta-
no/butanol e lecitina de soja, utilizando a microcalorimetria de titulacdo isotérmica

(ITC).

O trabalho foi estruturado em dois capitulos, além da introdugdo, objetivos e re-
visdo da literatura. No primeiro capitulo foi estudada a extragdo da proteina da farinha
da semente de jaca por micelas reversas. O sistema micelar reverso utilizado foi forma-
do por dodecil sulfato de sodio (SDS) como surfactante, butanol como solvente organi-
co e agua. No segundo capitulo foi feita uma analise de titulacao turbidimétrica associa-
da a analise termodinamica, na qual foi utilizado um microcalorimetro de titula¢do iso-
térmica para avaliar a varia¢ao da entalpia de mistura (AmixH) da 4gua na microemulsao
formada por lecitina de soja, isooctano e butanol, e em isooctano puro, butanol puro,

lecitina de soja e isooctano, lecitina de soja e butanol, e em isooctano e butanol.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar o comportamento termodindmico na formacdo da microemulsdo
composta por lecitina de soja, isooctano, butanol e dgua. Estudar a aplicacao
de microemulsdes extraindo a proteina da farinha de semente de jaca por
meio de micelas reversas formadas por dodecil sulfato de sodio (SDS), buta-

nol e agua.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a variagdo entalpia de mistura (ApixH) da 4gua em lecitina de soja,
isooctano e butanol, utilizando microcalorimetria de titulagao isotérmica

(ITC).

Obter os pontos de 6timo, utilizando a metodologia de superficie de resposta
(MSR), na extragdo da proteina da farinha da semente de jaca utilizando mi-
celas reversas, variando os fatores: tempo, temperatura, massa de farinha, re-

lagao H,O/SDS e % Butanol;

Ajustar um modelo para os dados experimentais para predi¢cdo do rendimen-

to de extracao;



3.REVISAO DE LITERATURA

3.1. Surfactante

A palavra surfactante é derivada da contracdo da expressdo “surface active a-
gent”, termo que significa, literalmente, agente de atividade superficial. Os surfactantes
sdo moléculas anfipaticas, compostas por uma parte polar ou hidrofilica e uma cadeia
carbdnica apolar ou hidrofobica, sendo que a parte polar pode ser carregada positiva ou
negativamente (cationica ou anidnica), pode ser dipolar (zwitteridnica) ou ndo carrega-
da. Os surfactantes podem promover a solubilizacdo e a emulsificagdo de materiais in-
soluveis e eles podem reduzir a tensdo superficial da solugdo para facilitar o processa-
mento (GRIFFITHS et al., 2002). Isto evidencia uma importante propriedade dos sur-
factantes, que ¢ a formagao de um filme molecular, ordenado nas interfaces, que reduz a
tensdo interfacial e superficial. Este ¢ um importante aspecto do seu uso, que inclui apli-
cacdes industriais em decorréncia de propriedades como: detergéncia, emulsificacao,
lubrificagdo, capacidade espumante, molhabilidade, solubilizacao e dispersao de fases.
O papel comum do surfactante em todas estas aplicagdes € a de modificar a caracteristi-
ca da interface. (NITSCHKE et al., 2002).

Uma caracteristica fundamental que esta diretamente ligada a agdo dos surfac-
tantes ¢ que em meio aquoso, acima de uma determinada concentracao, os surfactantes
formam micelas e outros agregados, nos quais a por¢ao lipofilica das moléculas fica
orientada para o interior da micela enquanto apenas os grupos polares ficam na parte
externa da micela em contato com a agua. Forgas eletrostaticas concentram compostos
hidrofilicos junto a superficie de micelas enquanto compostos lipofilicos podem ser
solubilizados em seu interior (MINATTI, 2005).

Os surfactantes apresentam as seguintes propriedades (SCHWEITZER, 2003;
SANTOS, 1993):

(1) Quando em solugdo, diminuem a tensao interfacial, devido a adsorcao e orienta-
¢ao na interface;

(i1) Existéncia de moléculas dispersas em solucao;

(ii1))  Formagdo de micelas acima de uma determinada concentracdo micelar critica

(cmc) devido ao decréscimo de energia livre do sistema;



(iv)  Solubilizacao de substancias insoluveis em agua pelas micelas Os mais utiliza-
dos nas industrias de alimentos sdo principalmente os surfactantes nao-i6nicos
(monoacilglicerois, éster de sacarose de acidos graxos), anidnicos (acidos gra-
X0s), ou zwitteridnicos (lecitina) que apresentam as propriedades combinadas

de surfactantes i0nicos e ndo-idnicos.

Devido a sua grande utilizagdo pelas industrias, a produ¢ao mundial de surfac-
tantes excede 3 milhdes de toneladas/ano, com sua utilizagdo se concentrando nas in-
dustrias de petroleo, de cosméticos, de produtos de higiene e de limpeza (BANAT,
2000), onde este ultimo € o setor que utiliza a maior parte dos surfactantes produzidos
como matéria-prima para fabricacdo de detergentes de uso doméstico (NITSCHKE et

al., 2002).

3.1.1. Classificacdo dos Surfactantes

Um surfactante tipico possui a estrutura R-X, onde R ¢ uma cadeia de hidrocar-
boneto variando de 8 a 18 atomos (normalmente linear) e X € o grupo polar (ou i6nico).
Dependendo da caracteristica do grupo X, os surfactantes podem ser classificados como
ndo-idnicos, catidnicos, anidnicos ou anfoéteros. Os surfactantes catidnicos possui em
geral a formula RnX+Y, onde R representa uma ou mais cadeias hidrofobicas, X ¢ um
elemento capaz de formar uma estrutura cationica ¢ Y € um contra ion. Em principio, X
pode ser Nitrogénio, Fésforo, Enxofre, Arsénio, Telurio, Antiménio, Bismuto ou um
halogénio. Dentre os surfactantes anidnicos mais freqlientemente utilizados, estdo aque-
les que possuem sais de acidos carboxilicos (graxos) monoproticos ou polipréticos com
metais alcalinos ou alcalinos terrosos, acidos como o sulfurico, o sulfonico ou o fosfori-
co, contendo um substituinte de hidrocarboneto saturado ou insaturado (MANIASSO,
2001).

Os surfactantes i0nicos contém uma cabecga polar carregada, tanto positivamente
(catidnicos) como negativamente (anionicos). Os exemplos mais classicos s3o o SDS,
que contém carga negativa no seu grupo sulfato, enquanto o Brometo de cetil trimetil
amonio (CTAB) contém uma carga positiva no seu grupo trimetilamonio. Além disso,
os surfactantes i0nicos contém uma cadeia de hidrocarboneto como o SDS ¢ o CTAB,
ou uma estrutura esteroidal rigida como o colato de sodio (sal biliar) (BHAIRI, 2001,

BHAIRI e MOHAN, 2007). Os Surfactantes Anidnicos contém geralmente um dos qua-
2



tro grupo polar soluveis (carboxilato, sulfonato, sulfato ou fosfato) combinado com uma
cadeia hidrocarbonada hidrofobica. Os surfactantes cationicos sdo muito utilizados em
detergentes, agentes de limpeza, liquidos de lavar pratos e cosméticos em geral, e sdo
compostos por uma molécula lipofilica e outra hidrofilica, contendo um ou vérios gru-
pos amonio terciarios ou quaternarios (KIRK, 1997).

Os surfactantes ndo-idnicos nao contém carga, mas apresentam grupos altamente
hidrofilicos na parte polar. Em geral, a por¢ao polar da molécula ¢ formada por polioxi-
etilenos ou grupos glicosidios (Ex: Brij, Triton X-100, Tween CxEy, dodecyl-B-D-
maltosideo, digitonina). Esse tipo de surfactante ndo se dissocia em ions hidratados em
meio aquoso. As propriedades hidrofilicas sdo observadas pela hidratacdo dos grupos
amida, amina, éteres e hidroxilas (KIRK, 1997; MATTSSON et al., 1994).

Os surfactantes zwiterionicos sdo os unicos que apresentam propriedades com-
binadas de surfactantes i6nicos ¢ ndo-idnicos, de acordo com o pH do meio. Como os
ndo-idnicos, ndo apresentam uma carga liquida, t€ém baixa condutividade e mobilidade
eletroforética e ndo se ligam em resinas de troca idnica, (Ex: CHAPS, SB 3-10, ASB)

(CHEVALLET et. al., 1998).

3.1.2. Micelas

Uma caracteristica das moléculas de surfactantes, quando se encontra em solu-
¢do, ¢ adsorver preferencialmente nas interfaces, devido ao carater hidrofébico de suas
caudas, resultando na diminui¢do da tensdo superficial do liquido. Porém, se todas as
interfaces disponiveis estiverem saturadas energeticamente, a diminui¢do da energia
livre pode ser conseguida por outros caminhos. A manifestacao fisica de um dos possi-
veils mecanismos ¢ a cristalizagdo ou precipitagdo do surfactante na solugdo, ou seja,
uma separacao de fases. Um mecanismo alternativo ¢ a formagao de agregados molecu-
lares ou micelas, que permanecem termodinamicamente estdveis como espécies disper-
sas em solugdo, possuindo propriedades distintas daquelas de um mondmero. A faixa de
concentragdo onde ocorre a formacao das primeiras micelas ¢ denominada concentragao
micelar critica (CMC). Quando a concentragdo de surfactante solivel em dgua ¢ aumen-
tada, a concentracdo micelar critica pode ser estimada monitorando-se propriedades

fisicas da solugdo como a condutividade e a tensdo superficial. Estas apresentam des-



continuidade quando a CMC ¢ alcangada, indicando a presenca de micelas na solugao
(MYERS, 1999).

A natureza do solvente em que os surfactantes estdo dissolvidos determina a e-
xisténcia de dois tipos de micelas: as micelas diretas e as micelas inversas. As micelas
diretas se formam na presenca de solventes polares, onde a parte polar do surfactante
fica orientada para o meio polar, enquanto que a cauda apolar agrupa-se no interior da
micela, evitando o contato com o diluente. Porém, as micelas reversas apresentam o
comportamento inverso, ou seja, sdo formadas em solventes apolares com as cabegas
hidrofilicas voltadas para o centro e cercadas pelas caudas hidrofobicas (FLORENCIO,
1995),

Quando em meio aquoso, os surfactantes tendem em determinadas condigdes e
concentragdes, a se auto-organizarem naturalmente, formando estruturas esféricas ou
elipsoidais denominadas micelas; expondo suas por¢des hidrofilicas ao meio e retraindo
sua por¢ao hidrofobica ao interior das micelas. O nucleo hidrofobico das micelas tem
seu raio limitado pelo comprimento da cadeia carbonica estendida (TESTARD e
ZEMB, 2002, VOLPE e SILVA FILHO, 1995). As micelas sdo entidades labeis forma-
das pela agregacdo ndo covalente de monomeros de surfactante. Sua forma e seu tama-
nho variam com o tipo de surfactante utilizado, além de temperatura, concentragdo e
composi¢ao do surfactante, forca idnica e pH, podendo adquirir configuragdo esférica,
cilindrica ou planar (discos ou bicamadas) (RANGUEL-YAGUI et. al., 2004).

Uma caracteristica importante da micela ¢ a existéncia de um equilibrio dinami-
co entre o agregado e moléculas livres de surfactante em solucao, ou seja, a micela nao
¢ uma estrutura estatica. A saida de um mondémero que compde uma micela ocorre na
escala de tempo de microssegundos e sua recaptura ocorre a velocidades similares aque-
las provindas de processos controlados por difusio (por volta de k = 10*— 10’ mol L™ s”
1. O tempo de vida de uma micela é da ordem de milissegundos (MYERS, 1999).

O modelo cléssico para estrutura de micelas proposto por Hartley em 1939, su-
gere que as micelas sejam essencialmente goticulas liquidas de dimensdes coloidais
com os grupos polares da molécula de surfactante situados na superficie. A micela ¢
formada por trés regides distintas: um nucleo hidrocarbonico cujo raio depende do ta-
manho da cadeia alquilica; uma regido na qual localizam-se os grupos hidrofilicos e os

contraions associados, conhecida como camada de Stern, cuja espessura depende do
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tamanho do grupo polar; uma regido denominada dupla camada elétrica de Gouy-
Chapman, que contém os contraions nao associados a micela. Na verdade, os modelos
de micelas, mesmo os mais sofisticados, ndo podem representar todas as fungdes as
quais eles tentam mimetizar. O modelo de Hartley pode ser considerado uma represen-
tacdo média de varias estruturas dinamicas de uma micela esférica (FENDLER, 1982).
Na figura 1 encontra-se a representacdo esquematica de um micela anidnica em meio

aquoso.

Figura 1: Representacdo esquematica de uma micela anidnica em meio aquoso. Fonte:
(JONSSON et. al., 1998)

3.1.3. Micelas Reversas

A micela reversa € composta por 3 regides, sendo que a primeira ¢ formada pela
cauda hidrofobica do surfactante, que fica em contato direto com o solvente apolar; a
segunda ¢ a periferia micelar onde as moléculas de dgua estdo fortemente ligadas aos
nucleos polares das moléculas do surfactante e a terceira ¢ o centro micelar, formado
pela dgua contida no interior da micela que esta ligada ao surfactante ou agua livre (Al-
RES-BARROS e CABRAL, 1991).

A solubilizacdo de surfactantes em meio organico, ocorre devido as caracteristi-
cas apolares do meio e a inversao de conformagdo micelar, ou seja, a estrutura micelar
mantém-se. Porém, neste meio, a por¢do hidrofobica é a que fica exposta e a por¢ao
hidrofilica se retrai para o interior da micela. Nesta situacao, temos a chamada micela

reversa; aglomerados moleculares analogamente elipsoidais ou esféricos, cujo nticleo
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por suas caracteristicas hidrofilicas pode em determinadas condig¢des reter agua, a qual
fica parcialmente protegida do contato com o solvente organico pelo agregado de molé-
culas de surfactante (YANG e ROBB, 2005). Do ponto de vista estrutural, define-se as
micelas reversas como sendo aglomerados moleculares relativamente ordenados, carac-
terizadas por um raio médio, um nimero de agregacao e densidade de empacotamento
bem definidos (BORDI e CAMETTI, 1998).

Micelas reversas sdo formacdes espontaneas e reversiveis de agregados esféricos
de moléculas anfifilicas em solugdo apolar. Na presenga de dgua, os centros aquosos
presentes nestes agregados sdo capazes de solubilizar proteinas e outras substancias de
origem bioldgica, promovendo sua purificagdo (RODRIGUES et. al., 1999). Micelas
reversas sdo conhecidas como microemulsdes de dgua/dleo. Uma microemulsdo ¢ uma
dispersao isotropica termodinamicamente estavel de dois liquidos imisciveis consistindo
de microdominios de um ou ambos os liquidos estabilizados por um filme interfacial de

moléculas de surfactante (KILIKIAN et. al., 2000).

A natureza da dgua presente no nucleo micelar ¢ de grande importancia na solu-
bilizacdo de biomoléculas, uma vez que ¢ desse componente que depende a manutengdo
das propriedades estruturais responsaveis pela funcionalidade de uma enzima encapsu-
lada na micela reversa. A agua intracelular pode ter propriedades fisico-quimicas distin-
tas da agua pura, assemelhando-se a dgua presente nas membranas e interfaces biologi-
cas e pode ser classificada em 2 tipos principais: a dgua ligada ao surfactante, de menor
polaridade e maior viscosidade, e as dgua livre, com propriedades semelhantes as da
agua pura (KILIKIAN et. al.,2000). Entre os solventes organicos utilizados como meio
dispersivo na formagao de micelas, destacam-se os hidrocarbonetos alifaticos, como o
n-octano, isooctano e n-heptano; porém os aromaticos como o benzeno e o xileno e os
halogenados como o cloroférmio, também podem ser utilizados (YANG e ROBB,
2005).

A agua da periferia micelar tem caracteristicas diferentes, pois, existe uma forca
eletrostatica devido a forga de atracao dos nucleos polares das moléculas do surfactante
com as moléculas de 4gua. Portanto, quanto menor a quantidade de dgua no interior da
micela menor seréd a extracdo do bioproduto para o seu interior, ja que as condi¢gdes nao
sdo favoraveis para solubilizacdo do bioproduto (KREI e HUSTEDT, 1992). Na figura

2 abaixo, encontra-se a representacao esquematica de uma micela reversa.
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Figura 2: Composicao de uma Micela Reversa (Adaptado de SEOUD et. al., 1999)

3.2. Lecitina de Soja

A lecitina é a designacdo dada a uma mistura de glicolipidos, triglicéridos e
fosfolipidos (por exemplo: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol).
Contudo, em bioquimica, o termo lecitina &, usualmente, utilizado como sindénimo de
fosfatidilcolina pura, um fosfolipido que constitui o principal componente da fracdo
fosfatada que se obtém da gema de ovo ou de graos de soja, de onde ¢ extraida por mei-

0s mecanicos ou quimicos, utilizando hexano (MERTINS, 2004).

A lecitina ¢ um subproduto do processamento de 6leo de soja bruto e ¢ removido
durante a etapa de degomagem de refino do 6leo. Oleo de lecitina livre é um material
plastico pegajoso, ¢ uma mistura com metade do seu peso de 6leo de soja reduzindo
acentuadamente a viscosidade para se chegar ao produto conhecido como lecitina fluida.
O material bruto € escuro, quase negro (principalmente por causa das altas temperaturas
durante o processamento), por isso € preciso fazer o branqueamento para ficar com uma

cor castanha claro mais aceitavel (STAUFFER, 2005).

A Fostatidilcolina (Lecitina de Soja) ¢ um fosfolipidio natural de massa molar
igual a 780 g/mol e p=0,05 g/cm® (WILLARD et. al., 1998). Faz parte da composi¢io
molecular das membranas bioldgicas e também se encontra presente no plasma sangui-
neo como constituinte de lipoproteinas. E biocompativel, biodegradavel e tem acgdo de-

tergente. Sua estrutura (Figura 3) ¢ formada por duas longas cadeias hidrocarbonicas,
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uma saturada e outra insaturada, que constituem a por¢do hidrofobica ou apolar da mo-
lécula. A porcao hidrofilica ou polar ¢ formada pelo glicerol, o grupo fosfato e a colina

(MERTINS, 2004).

Cadeias Hidrocarhénicas

Grupo Fosfato Glicerol
Colina

Figura 3: Estrutura moleculare da fosfatidilcolina . Fonte: (MERTINS, 2004)

A fosfatidilcolina ¢ um s6lido amarelado, higroscopico e pouco estavel. E facil-
mente decomposta em altas temperaturas e degradada pela acdo do oxigénio quando
exposta ao ar e a umidade por longos periodos. Seu principal produto de degradagdo ¢ a
lisofosfatidilcolina, resultante da hidrélise da fungdo éster no carbono de posicao 1 ou 2
do glicerol, fornecendo uma molécula com apenas uma cadeia apolar (KISHIMOTO et.
al., 2002). Sua presenca aumenta consideravelmente a permeabilidade das membranas
de lipossomas, diminuindo a capacidade de retencdo de material encapsulado nos lipos-

somas (LUTZ et. al., 1995).

A fosfatidilcolina de soja ¢ obtida do sub-produto no processo de fabricagdo do
6leo de soja. Essa matéria prima ¢ constituida de uma mistura de um grande niimero de
acidos graxos, lipidios, proteinas, pigmentos e fosfolipidios de diferentes estruturas mo-
leculares, com a fostatidilcolina representando entre 10 e 20%. Purificacdo industrial e
laboratorial ¢ feita por cromatografia em coluna. Os processos mais acessiveis utilizam
colunas de silica ou alumina e misturas de cloroférmio: metanol como eluente (MER-
TINS, 2004).

Atualmente a fosfatidilcolina ¢ largamente empregada nas industrias farmacéuti-
ca e cosmética como emulsificante, excipiente e na produgdo de lipossomas, bem como
nas industrias alimenticias e de tintas como estabilizante e emulsificante (MARON et.

al., 2007).



3.3. Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)

O dodecil sulfato de s6dio mais conhecido como SDS, com férmula molecular
CH3(CH;)110S03Na, estrutura apresentada na Figura 4, se encontra na forma de peque-
nos cristais brancos ou amarelados com leve odor caracteristico. Soltivel em dez partes
de agua, parcialmente soltivel em alcool e quase insoluvel em cloroférmio e em éter,
com ponto de ebuli¢io em torno de 204-207°C. E um éster de sulfato de C12, alcool
dodecanol. Comercialmente, o alcool ¢ produzido pela redugio do 6leo de coco, a mis-
tura resultante ¢ chamado alcool lauril. A por¢do de alcool do lauril sulfato de sodio ¢
uma mistura de comprimentos de cadeia, a composicao aproximada ¢ de 8% de C8, 7%
de C10, 48% de C12, 20% de C14, 10% de C16, e pequenas quantidades de cadeias
mais longas. (STAUFFER, 2005).
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Figura 4: Estrutura molecular do Dodecil Sulfato de Sédio Fonte: (FERREIRA, 2006).

Estes compostos vém sendo usados ao longo dos anos para diferentes finalidades
e usos distintos, a saber, banhos de espuma, cremes emolientes, cremes depilatérios,
logdes para maos, xampus, dentifricios, além de produtos saneantes (detergentes domis-
sanitarios). Este uso tem sido motivado em razdo das suas propriedades detergente, es-

pumante, emulsificante e solubilizante (FERREIRA, 2006).

3.4. Jaca

A jaca (Artocarpus integrifolia L) pertence a familia Moraceae e encontra-se lar-
gamente distribuida em paises como a Brasil, Tailandia, Indonésia, [ndia, Filipinas e
Malasia (CHOWDHURY et. al., 1997). Pela facilidade com que se dissemina, prolifera
espontaneamente nas regides mais quentes do Brasil. Atualmente, ¢ cultivada em toda a
regido Amazodnica e toda a costa tropical brasileira, do Estado do Para ao Rio de Janeiro

(SOUZA et. al., 2009).



A jaca apresenta caracteristica de sazonalidade bem especifica, marcada pela
concentragdo da oferta no periodo de dezembro/abril. Os bagos podem ser de consistén-
cia um pouco endurecida ou totalmente mole, dai a distingdo de duas variedades muito
conhecidas e denominadas popularmente de ‘jaca-mole’ e ‘jaca-dura’ (SOUZA et. al.,

2009).

O aproveitamento das sementes na alimentacdo humana ¢ feito ha bastante tem-
po, porém a jaca possui baixa comercializacao, mais pode ser encontrada em feiras,
mercados, ou no CEASA com facilidade nas épocas chuvosas, de Dezembro a Marco,
pois € nesta época que os frutos estdo prontos para serem consumidos. Dos subprodutos
existentes, as sementes da jaqueira (15 a 25% do fruto), sdo muito usadas na alimenta-
¢ao humana, podendo ser cozidas ou torradas em forno ou assadas a brasa, além de se-
rem nutritivas, sdo saborosas (SILVA, 2007). A jaca ¢ um fruto comercializado e con-
sumido quase que exclusivamente na forma in natura o que leva a um indice elevado de
perda na pds-colheita. Esse fato evidencia a necessidade de processos simples e baratos
que possam oferecer para os produtores aproveitarem melhor o fruto da jaqueira. (ME-

LO et al., 20006).

De acordo com Franco (1995), 100 g de carogo de jaca, possui 136 calorias, 30 g
de glicidios, 3,50 g de proteinas, 0,30 g de lipidios, 50 mg de calcio, 80 mg de fésforo e
8,00 mg de ferro. A farinha de carogo de jaca pode ser aproveitada na alimenta¢ao hu-
mana como ingrediente de “multimisturas”, devido sua riqueza em proteinas ¢ ferro

(SILVEIRA, 2000).

3.5. Delineamentos Experimentais (FATORIAL FRACIONADO/DCCR/MSR)

Para os autores NETO (2003) e MONTGOMERY (2005), o desenvolvimento de
algumas pesquisas experimentais (trabalho de pouca ou nenhuma informacao sobre o
sistema em estudo até a otimizagdo das variaveis do processo) pode ser alcangado atra-
vés de sucessivas aplicacdes de técnicas especificas de estatistica. Essas técnicas sdo:
planejamento fatorial fraciondrio (PFF), delineamento fatorial (DF), pelo arranjo qua-

drados, e da metodologia de superficie de resposta (MSR).

A escolha da melhor estratégia do planejamento experimental depende princi-
palmente do nimero de variaveis independentes ou fatores que se deseja estudar e do
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conhecimento inicial que se tem sobre o processo. Quando o numero de fatores ¢ muito
grande, ¢ mais conveniente escolher um primeiro fatorial fracionado que reduz o ntime-
ro de ensaios. Desta forma, todo o tempo e recurso para o desenvolvimento da pesquisa
ndo sdo gastos diretamente num primeiro planejamento. Isto porque muitas vezes se esta
longe das condi¢des 6timas. Portanto, a analise dos efeitos como informagao inicial po-
de dirigir sequencialmente o pesquisado, através de novos fatoriais fracionados até se
chegar ao completo, atingindo-se as condi¢des desejadas. A relacdo custo x beneficio ¢
muito importante nesta escolha. Ela ¢ o diferencial para planejar criteriosamente e se
chegar as condi¢des de otimizagdo mais rapidamente, a um menor custo € com o suporte

estatistico na discussao dos resultados (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Segundo MONTGOMERY (2003), se a finalidade do planejamento experimen-
tal visa determinar os efeitos dos fatores ou variaveis do processo e da interagdo entre
eles sobre o resultado do experimento fatorial, esse o planejamento ¢ mais eficiente. As
razdes para a opinido de Montgomery sdo baseadas no fato de que, em geral, apenas
dois niveis de fatores sao usados neste tipo de delineamento: um menor fator represen-
tado pelo sinal (-) e um superior, representada pelo sinal (+), e todas as combinagdes
possiveis destes dois niveis sdo investigados. O nimero de experimentos necessarios em
um delineamento fatorial com dois niveis ¢ dada por 2¥, onde 2 e k representam os ni-
veis e nimero de variaveis, respectivamente. No entanto, quando o nimero de fatores a
serem investigados ¢ alto, o delineamento fatorial pode ser fracionado, a fim de reduzir
o numero de experimentos. Com a reducdo de experimentos algumas informagdes sobre
os efeitos da interacdo entre as variaveis sobre o resultado do experimento ¢ afetado,

mas os principais efeitos das varidveis isoladas nao sao (TEOFILO et al., 2006).

A proxima etapa apds verificar quais parametros avaliados teve maior efeito so-
bre a resposta em estudo, seria a utilizagdo de outra ferramenta estatistica muito eficien-
te para maioria dos casos estudados, o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), que segundo RODRIGUES e IEMMA (2005), ¢ um Delineamento Composto
Central que tem pontos axiais assim definidos. De modo geral, num DCCR com 2 ni-
veis originais, temos 2k pontos fatoriais + 2 x K pontos axiais + um numero arbitrario de

pontos centrais.

11



O Delineamento Composto Central ¢ uma alternativa que possibilita a explora-
¢ao de todo o espago amostral com um menor nimero de ensaios. No entanto € necessa-
rio pressupor que o estudo da superficie de resposta ocorre em intervalos dos fatores de
interesse com provavel ajuste de um modelo de 1° grau. Este tipo de Delineamento pos-
sui um valor de a que particulariza esse delineamento, pois 0 mesmo pode ser escolhido
para tornar os coeficientes de regressao ortogonais, ou para minimizar o desvio que re-
sulta ser a forma verdadeira da superficie de resposta, se esta ndo for quadratica, ou para
dar ao delineamento a propriedade de ser rotacional (DCCR), isto ¢, todos os pontos sao

eqiiidistantes do ponto central (MATEUS et al., 2001).

Outra ferramenta muito utilizada para otimizag¢ao de processos ¢ a Metodologia
de Superficie de Resposta (MSR). Essa metodologia foi desenvolvida por Box e Wilson
em 1951 (BOX, 1978) e aplicada, primeiramente, no campo da engenharia quimica.
Atualmente, sua aplicacdo envolve as ciéncias quimicas, fisicas, clinicas e engenharias.
De forma geral, consiste em técnicas de andlise e planejamento de experimentos empre-
gados na modelagem matematica de respostas. Ou seja, procura-se identificar o relacio-
namento que existe entre os fatores controlaveis (variaveis independentes) e as respostas
(variaveis dependentes) do sistema analisado (MYERS, 1995). Segundo GUNAWAN
(2005) esse ¢ um método estatistico eficaz para a otimizacdo variaveis empregando a
técnica para se obter o ponto 6timo, sendo amplamente utilizada para otimizar os para-
metros de processos, especialmente determinar as condigdes Otimas para as investiga-

¢Oes quimicas e maximizar os rendimentos da reagdes.

A metodologia de superficie de resposta (MSR) pode ser entendida como uma
combinac¢do de técnicas de planejamento de experimentos, analise de regressao e méto-
dos de otimizagdo. Essa metodologia compreende um grupo de técnicas matematicas e
estatisticas para a construcao e exploracao de modelos empiricos, usados para desenvol-
ver, melhorar e otimizar processos. Tem importantes aplicacdes na formulagdo e desen-
volvimento de novos produtos. Através de um cuidadoso planejamento e analise de ex-
perimentos, a MSR busca relacionar uma resposta, ou variavel de saida, aos niveis dos
fatores de entrada. Em geral a variavel resposta ¢ representada por “Y”, e ¢ funcdo de

variaveis independentes ou fatores X1, X2, ..., Xk (MONTGOMERY, 2003).
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Quando se tem varios fatores a serem avaliados, a Metodologia de Superficie de
resposta torna-se uma ferramenta para otimizar a eficiéncia do processo, sendo essa uma
técnica muito util para esta finalidade, pois fornece modelos estatisticos que ajudam na
compreensdo das interagdes entre os parametros que foram otimizados (HAMEED et
al., 2009). As vantagens da utilizagdo MSR foram relatados para incluir a redugdo do
numero de ensaios experimentais, necessarios para avaliar varios parametros e da capa-
cidade da ferramenta estatistica para identificar interacdes. Além de analisar os efeitos
das variaveis independentes, a metodologia experimental também gera um modelo ma-

tematico que descreve o processo global (BATISTA, 1999).

Os planejamentos experimentais discutidos vém, sendo muito utilizados em ex-
perimentos de uma forma geral. ZHANG (2009) e colaboradores utilizaram o fatorial
fracionado com o objetivo de elaborar um modelo matematico para a sintese de ZSM-5
e obter a sua condi¢do de sintese mais adequada. SUN (2008) e colaboradores utiliza-
ram a Metodologia de Superficie de Resposta para otimizar as condi¢des de extragdo da
proteina da farinha de trigo (DWGP) utilizando micelas reversas, variando os efeitos da
concentragdo de surfactantes, tempo de extracdo, concentra¢cdo de proteina, temperatura,

concentragdo de cloreto de potéssio (KCL) e pH.

3.6. Microcalorimetria de Titula¢io Isotérmica (ITC)

A entalpia associada a mistura e reagdo de duas solugdes de composi¢des dife-
rentes pode ser medida pela microcalorimetria de titulagao isotérmica. Dessa forma, os
processos fisicos e quimicos podem ser acompanhados pela liberacdo ou absorcao de
energia. O calorimetro ¢ composto, basicamente, de uma cela de referéncia e uma cela
de amostra que contém a mesma solucdo. Pequenas aliquotas de um determinado com-
posto sdo injetadas através de uma seringa a cela de amostra e, a energia produzida ou

consumida ¢ medida em fun¢do do tempo. (HEERKLOTZ e SEELIG, 2000).

Os microcalorimetros de titulagdo isotérmica podem ser chamados de microcalo-
rimetros de condugdo ou microcalorimetros de fluxo de energia. Neste tipo de equipa-
mento, a energia ¢ liberada (ou absorvida) na cela de reagdo para um trocador de calor
que fica a sua volta, geralmente um bloco de aluminio. O fluxo de energia ¢ registrado

pelas termopilhas posicionadas entre a amostra e o trocador de calor. A diferenca de
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temperatura entre a amostra e o trocador de calor ira gerar um potencial elétrico sobre a
termopilha. A mistura das solucdes ¢ realizada através de titulagdes de uma determinada
solugdo presente na seringa, a um volume fixo, em pL, com injecdes em tempos deter-
minados, em outra solucdo presente na cela de amostra dentro do microcalorimetro,

todo esse processo e realizado sob agitagdo constante (SILVA, 2002)

Cada medida de fluxo de energia gera um pico que representa a energia associa-
da a injecdo de um pequeno volume do da solugdo presente na seringa na solugao pre-
sente na célula de amostra. A medida que a solugdo presente na célula de amostra vai
atingindo a saturagdo, o sinal de energia liberada vai diminuindo até atingir a saturag@o
completa. Integrando a area de cada pico (energia liberada ao longo de um intervalo de
tempo) obtém-se a medida do AH (em unidades de joules por mol do componente A)
resultante do processo de mistura a ser estudado. Com posse dessa informagao chega-se
aos outros parametros termodindmicos desejados no estudo em questio (GOMES,

2009).

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AIRES-BARROS, M.R., CABRAL, J.M.S. Selective separation and purification of two
lipases from Chromobacterium viscosum using AOT reversed micelles. Biotechnologv

and Bioengineering, v.38, p.1302-1307, 1991.

BANAT, I. M. Biosurfactants, more in demand than ever. Biofutur, vol.44, p. 198,
2000.

BATISTA, L. Recovery of proteins from fish waste products by alkaline extaction. Eur.
Food res. Technol., vol. 210, pp. 85-89, 1999.

BHAIRI, S. M. Detergents — A Guide to the Properties and Uses of Detergents in Bio-
logical Systems. Calbiochem-Novabiochem Corporation. La Jolla, 2001.

BHAIRI, S. M., MOHAN, C. Detergents — A Guide to the Properties and Uses of De-

tergents in Biological Systems. Calbiochem-Novabiochem Corporation. La Jolla, 2007.

14


http://www.ingentaconnect.com/content/els/02943506/2000/00002000/00000198/art88791

BORDI, F., CAMETTI, C. Water doplet charging process in water-in-oil microemul-
sions: an electrical conductivity study. Colloid and Polimer Science, n.276, p. 1044-

1049, 1998

BOX, G. E. P. Statistics for experimenters: an introduction to design, data analysis, and

model building. New York: John Wiley, p. 653, 1978.

CHEVALLET, M., SABTONI, V., POINAS, A., ROUQUIE, D., FUCHS, A., KIEF-
FER, S., ROSSIGNOL, M., LUNARDI, J., GARIN J., RABILLOUD, T. New zwitte-
rionic detergents improve the analysis of membrane proteins by two-dimensional elec-

trophoresis. Electrophoresis 19: 1901-1909, 1998.

CHOWDHURY, F. A.; RAMAN, A.; MIAN, A. J. Distribution of free sugars and fatty
acids in jackfruit (Artocarpus heterophyllus). Food Chemistry, v.60, n.1, p.25-28, 1997.

FERREIRA, A. H. Efeito da adi¢do de surfactantes e do ajuste de pH sobre filmes a
base de gelatina, triacetina, acidos graxos e ceras de carnatiiba e de cana-de-agtcar. Dis-

sertacdo de Mestrado em Alimentos e Nutricado, UNICAMP, Campinas-SP, 2006.
FENDLER, J. H. “Membrane Mimetic Chemistry”, Ed. John Wiley & Sons, 1982.

FLORENCIO, T. C. R. M. Desenvolvimento de processos para obtengido de novos ten-
soativos a partir de Oleos vegetais. Dissertacdo (Mestrado), UFRN. Natal:
DEQ/PPGEQ, 1995

GOMES, D. S. B. Formagdo e caracterizagdo de micelas reversas de (E-
0)13(PO)30(EO);3 em P-Xileno. Dissertagdo de Mestrado em Fisica Aplicada, UFV,
Vicosa-Mg, 2009.

GRIFFITHS, P. C.; CHEUNG, A. Y. F. Interaction between surfactants and gelatin in
aqueous solutions, Materials Science and Technology, v. 18, p. 591-599, 2002.

GUNAWAN, E. R., BASRI, M., ABD RAHMAN, M.B., SALLEH, A.B., ABD RAH-
MAN, R.N.Z. Study on response surface methodology (RSM) of lipase-catalyzed syn-
thesis of palm-based wax esters. Enzym. Microb. Technol. 37, 739-744, 2005.

15



HAMEED, B. H., I. A. W. TAN and A. L. AHMAD. Preparation of oil palm ampty
fruit buneh-based activated carbon for removal of 2,4,6-trichlorophenol: Optimization
using response surface methodology. J. Hazardous Mater., vol. 164: p. 1316-1324,
2009.

HEERKLOTZ, H.; SEELIG, J. Titration calorimetry of surfactant-membrane partition-
ing and membrane solubilization. Biochim. Biophys. Avta 1508: 69-85, 2000.

JONSSON, B.; LINDMAN, B.; HOLMBERG, K.; KROMBERG, B.; Surfactants and
Polymers in Aqueous Solution, Ed. Johson Wiley & Sons: England, 1998

KIRK, OTHMER. Enciclopedia de tecnologia quimica. 1997

KILIKIAN B. V., BASTAZIN M. R., MINAMI, N. M., GONCALVES E. M. R., PES-
SOA JUNIOR, A. Liquid- Liquid extraction by reversed micelles in biotechnological
processes. Braz. J. Chem. Eng.; v.17, n.1, p.29-38, 2000.

KREI, G.A, HUSTEDT, H. Extraction of enzymes by reverse micelles. Chemical Engi-
neering Science, v.47,n.1, p.99-111, 1992.

KISHIMOTO, T., SODA, Y., MATSUYAMA, Y., MIZUNA, K. An enzymatic assay
for lysophosphatidylcholine concentration in human serum and plasma. Clinical Bio-

chemistry. v. 35, p 411, 2002.

LESER, M., SAGALOWICZ, L., MICHEL, M., WATZKE, H. Self-assembly of polar
food lipids. Adv. Colloid Interface Science, 123-126, 125-136, 2006.

LUTZ, J., AUGUSTIN, A.J., JAGER, L.J., BACHMANN, D., BRANDI, M. Acute
toxicity and depression of phagocytosis in vivo by liposomes: Influence of lysophospha-

tidylcholine. Life Sciences, v. 56, p. 99, 1995.

MATEUS, N. B., BARBIN, D., CANAGIN, A. Viabilidade de uso do delineamento
composto central. Acta Scientiarum, Maringé, Vol. 23, n. 6, pag. 1537-1546, 2001.

MANIASSO, N., Ambientes Micelares em Quimica Analitica. Quim. Nova, vol. 24, n.
1,87-93, 2001.

16


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S000186860600100X
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S000186860600100X
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-477246J-5&_user=687369&_coverDate=12%2F02%2F1994&_alid=1156348817&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5109&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=5&_acct=C000037901&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687369&md5=d14140d3f5068194656adf83b0eb5b61
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-477246J-5&_user=687369&_coverDate=12%2F02%2F1994&_alid=1156348817&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5109&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=5&_acct=C000037901&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687369&md5=d14140d3f5068194656adf83b0eb5b61
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-477246J-5&_user=687369&_coverDate=12%2F02%2F1994&_alid=1156348817&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5109&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=5&_acct=C000037901&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687369&md5=d14140d3f5068194656adf83b0eb5b61

MARON, L. B., COVAS, C. P., SILVEIRA, N. P., POHLMANN, A., MERTINS, O.
LUVs Recovered with Chitosan: A New Preparation for Vaccine Delivery. J. Liposome

Res. V. 17, p. 155, 2007.

MATTSSON, J. P., SCHLESINGER, P. H., KEELING, D. J., TEITELBAUM, S. L.,
STONE, D. K., XIE, X. S. Isolation and reconstitution of a vacuolar-type proton pump
of osteoclast membrane. J. Biol. Chem. 269: 24979-24982, 1994.

MELO, G. L DE., VIEIRA, G. ARAUJO, A. SOUZA. 1. V DE. LACERDA, T. Carac-
terizagdo das propriedades fisicas e fisico-quimicas da jaca in natura e desidratada. XII
Semindrio de Iniciacdo Cientifica da UESC Ciéncias Agrarias, Anais, p. 114 - 115,

2006.

MERTINS, O. Desenvolvimento e Caracterizagdo de Nanovesiculas Lipossdmicas
Compositas de Fosfatidilcolina de Lecitina de Soja e Quitosana. Dissertacdo de Mestra-

do em Quimica, UFRGS, Porto Alegre, 2004.

MINATTI, E. Um novo modelo para a interagdo entre polimeros neutros hidrossoluveis
e surfactantes. Tese de Doutorado. Universidade Federal de Santa Catarina. Centro de

Ciéncias Fisicas e Matematicas. Depar.tamento de Quimica, Florianopolis, 2005.

MYERS R. H.; MONTGOMERY. D. C. Response surface methodology: process and

product optimization using designed experiments. Canada: John Wiley & Sons. 1995.

MYERS, D. Surfaces, Interfaces and Colloids — Principles and Applications: Wiley &
Sons. 1999.

MONTGOMERY, D. C. Estatistica aplicada e probabilidade para engenheiros. 2. ed.
Rio de Janeiro: LTC, 2003.

MONTGOMERY, D. C. Design and Analysis of Experiments, 6th ed.; John Wiley &
Sons, Inc.: New York, 2005.

NETO, B. B.; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, R. E. Como fazer experimentos: pesquisa e

desenvolvimento na ciéncia e na industria, 2a ed.; UNICAMP: Campinas, Brasil, 2003.

17


http://www.informaworld.com/smpp/content%7Edb=all%7Econtent=a785380677

NITSCHKE, M., PASTORE, G. M. "Biossurfactantes: Propriedades e Aplicagdes."
Quimica Nova 25 (5): 1-13, 2002.

PAPADIMITRIOU, V., PISPAS, S., SYRIOU, S., POURNARA, A., ZOUMPANIOTI,
M., SOTIROUDIS, T. G., XENAKIS, A. Biocompatible Microemulsions Based on Li-

monene: Formulation, Structure, and Applications. Langmuir, vol. 24,pp. 3380-3386,
2008.

RANGUEL-YAGUI, C. 0., PESSOA-Jr, A., BLANKSCHTEIN, D. "Two-Phase
Aqueous Micellar Systems - an Alternative Method for Protein Purification." Brazilian

Journal of Chemical Engineering 21(4): 531-544, 2004.

RODRIGUES, E. M., MILAGRES, A. M. F., PESSOA JUNIOR, A. Selective recovery
of xylanase from Penicillium janthinellum using BDBAC reversed micelles. Acta Bio-

technol., v.19, p.157-161, 1999.

RODRIGUES, M. 1., IEMMA, A. F. Planejamento de experimentos. 1* ed. Campinas -
SP, 2005.

SCHWEITZER, B. Crescimento dos Agregados Micelares em Complexos de Albumina
do Soro Bovino — Dodecilsulfato de So6dio Controlado pela Proteina. Dissertagdo de

Mestrado, UFSC (Departamento de Quimica), Floriandpolis — SC, 2003.

SEOUD, O.A., SANCTIS, D.S., PALMA, E.J. Tensoativos: quimica e aplicagdes em
cosméticos e detergentes. Sao Paulo: ABQ, 1999.

SOUZA, T. Sant'Anna; Chaves, M. A.; Bonomo, R. C. F., Soares, R. D., Pinto, E. G. e
Cota, I. R. Desidratacao osmotica de fruticulos de jaca (Artocarpus integrifolia L.): apli-

cacdo de modelos matematicos. Acta Scientiarum. Technology, Maringa-PR, v.31, n.2,

p.225-230, 2009.

SILVA, J. H. V; JORDAO FILHO; RIBEIRO; M. L. G; SILVA, E. L; Efeitos da inclu-
sdo do farelo de sementes de jaqueira Artocarpus heterophyllus Lam.) na ragdo sobre a

producdo, pigmentacao da gema e umidade fecal em codornas. Revista Ciénc. Agrotec.,

v.31,n.2,2007.

18



SILVEIRA, PAULA LEITE. Estudo da elaboragdo de passas da polpa, aproveitamento
dos carocos e residuos da jaca (Artocarpus heterophyllus). Dissertagcao (Mestrado em
Tecnologia e Alimentos) — Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB, p. 77,

2000.

SILVA, R. C. Aplicacdo de calorimetria ao estudo da interagdo entre polimeros nio
10nicos e surfactantes i6nicos. Tese de Doutorado em Quimica, UNICAMP, Campinas-

SP, 2002.

STAUFFER, C. E. Emulsifiers for the Industrtry, in: Bailey’s Industrial oil and fat
products, ed. Wiley-Interscience; vol. 4, (USA), 2005.

SUN, X. H., ZHU, K. X., ZHOU, H. M. Protein extraction from defatted wheat germ by
reverse micelles: Optimization of the forward extraction, Journal of Cereal Science, vol.

48 pp. 829-835, 2008.

TAHA, M. O., ABDEL-HALIM, H., AL-GHAZAWI, M., KHALIL, E. QSPR model-
ing of pseudoternary microemulsions formulated employing lecithin surfactants: Appli-
cation of data mining, molecular and statistical modeling. International Journal of

Pharmaceutics. vol. 295, pp. 135-155. 2005.

TESTARD, F., ZEMB T. “Interpretation of phase diagrams: topological and thermody-
namical constraints.” Colloids and Surfaces A-Physicochemical and Engineering As-

pects 205(1-2): 3-13, 2002.

TEOFILO, R. F.; FERREIRA, M. M. C. Planilhas Eletronicas para Calculos de Plane-
jamentos Experimentais. Quimica Nova. vol. 29, pp. 338-350, 2006.

VOLPE, P.L.O., SILVA, F. E.A. Calorimetric study of SDS micelle formation in water
an in NaCl solution at 298 K. Termochimica Acta, n. 257, p.59-66, 1995.

WATNASIRICHAIKUL, S., DAVIES, M. N., RADES, T., TUCKER, G. 1. Preparation
of Biodegradable Insulin Nanocapsules from Biocompatible Microemulsions. Pharm.

Res. vol. 17, pp.684—689, 2000.

19



WILLARD, D.M., RITER, R.E., LEVINGER, N.E. Dynamics of Polar Solvation in
Lecithin/Water/Cyclohexane Reverse Micelles. Journal of the American Chemical So-

ciety. v. 120, p. 4151, 1998.

XU, W, SIONG, K., GAO, Z., LEE, S. Y., CHOW, P. Y., GAN, L. M. Microporous
polymeric composite electrolyte microemulsion polymerization. Langmuir 15, pp.4812—

4819, 1999.

YANG, Z. ROBB, D.A. “Tyrosinase activity in reversed micelles.” Biocatalysis and
Biotransformation 23(6): 423-430, 2005.

ZHANG, D., WANG, R. YANG, X. Application of fractional factorial design to ZSM-5
synthesis using ethanol as template, Microporous and Mesoporous Materials, vol. 126,

pp. 8-13, 2009.

20



CAPITULO 1 - OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DA
PROTEINA DA FARINHA DA SEMENTE DE JACA UTILIZANDO
SISTEMA MICELAR REVERSO COMPOSTO POR SDS/H,0/BUTANOL.

RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a extracdo da proteina da farinha da semente de jaca por
micelas reversas. O sistema micelar reverso utilizado foi formado por dodecil sulfato de
sodio (SDS) como surfactante, butanol como solvente orgénico, e dgua. Os efeitos do
tempo de agitacdo, temperatura, relagdo molar H,O/SDS, %Butanol ¢ massa de farinha
foram testados no sistema em batelada. Com base no modelo de regressao linear ajusta-
do, somente para fator %Butanol, foi obtido o 6timo de extracao de 41,16%, e baseado
na analise de metodologia de superficie de resposta (MSR), para temperatura de 25°C,
tempo de agitagdo de 120 minutos, massa de farinha de 100 mg, relagdo H,O/SDS de
50, ¢ possivel obter rendimento de extracdo de 100%. Os resultados experimentais de-
monstraram que ¢ possivel alcangar rendimentos de extragdo de 79%, sendo esse um

método de extragao eficiente.

Palavras chave: Micelas reversas; proteina da farinha de semente de jaca; extragdo;
docecil sulfato de sodio (SDS).

ABSTRACT

In this work the protein extraction of flour from jackfruit seeds by reverse micelles. The
reverse micellar system used was composed of sodium dodecyl sulfate (SDS) as surfac-
tant, butanol as solvent, and water. The effects of stirring time, temperature, molar ratio
H20/SDS,% butanol and dough were tested in the batch. Based on linear regression
model adjusted only factor% butanol, we obtained the optimum extraction which was
41.16%, based upon the analysis of surface methodology response (MSR) to 25 ° C
shaking time of 120 minutes, dough of 100 mg, compared H,O/SDS of 50, you can
achieve extraction yield close to 100%. The experimental results showed that it is poss-

ible to achieve yields of extraction of 79%, which was an efficient method of extraction.

Keywords: reversed micelles; protein of flour seed of jack fruit ; extraction; docecil

sodium sulfate (SDS).
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1. INTRODUCAO

Experimentos visando a utilizacao de residuos das industrias de alimentos como
fonte alternativa de proteina vem sendo conduzidos com freqiiéncia na tentativa de su-
prir as necessidades nutricionais diarias com fontes de proteinas eficientes e economi-
camente viaveis a populagdo em geral. A substituicao de alimentos protéicos de origem
animal por alimentos protéicos de origem vegetal vem sendo realizada na tentativa de
utilizagcdo de novas fontes alimentares com boas propriedades tecnologicas e nutritivas

(NUNES et al., 2003).

As sementes da jaca, subprodutos do fruto (em média 15% a 25% do fruto), sao
muito usadas na alimenta¢do humana, podendo ser cozidas ou torradas em forno ou as-
sadas a brasa e além de serem nutritivas, sdo bastante saborosas (SILVA, 2007). A fari-
nha da semente ¢ um residuo da fruta da jaca que pode ser considerada uma fonte alter-

nativa de proteinas, carboidratos e fibras.

Uma alternativa em potencial como método de extragdo da proteina da semente
de jaca ¢ o uso de micelas reversas. As micelas reversas sdo agregadas de moléculas de
surfactantes, de tamanhos nanométricos dispersos em solventes organicos, sendo estes
termodinamicamente estaveis, produzindo sistemas opticamente transparentes. A rele-
vancia biotecnoldgica dessas estruturas resulta da sua capacidade de solubilizar agua e

moléculas hidrofilicas, como proteinas, em seus nicleos polares (SUN et al., 2008).

Existem varios grupos de pesquisa que estdo envolvidos em estudar a extracao
de proteinas por micelas reversas (ANDREWS e HAYWOOD, 1994; MATZKE et al.,
1992). Sun e colaboradores estudou a utilizacao de micelas reversas contendo AOT (bis
2 etil hexil sulfosuccinato de s6dio) como surfactante e o isooctano como solvente or-
ganico, para a extracdo de proteinas de germe de trigo desengordurado, utilizando a
metodologia de superficie de resposta para otimizar o processo de extracdo. Em geral,
os autores verificaram que o método de extracao de proteinas por micelas reversas tem
as seguintes vantagens: os surfactantes e os solventes organicos podem ser usados repe-
tidamente através da recuperagdo dos mesmo, diminuindo os custos de extracdo; o ni-
cleo polar das micelas reversas mantém as caracteristicas de atividade das proteinas

dissolvidas.
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Considerando que a semente de jaca ¢ um residuo nao utilizado pela industria de
alimentos, e que estudos de extracao de proteinas da semente de jaca utilizando micelas
reversas ndo foram relatados anteriormente, esse trabalho teve como objetivo desenvolver
um método alternativo de extracdo de proteina da farinha da semente de jaca (FSJ) utili-
zando micelas reversas, tendo o dodecil sulfato de s6dio (SDS) como surfactante e o bu-
tanol como solvente organico. Com o intuito de otimizar o processo de extragao da prote-
ina, foi utilizado inicialmente um fatorial fracionado para avaliar os efeitos da % Butanol,
tempo de agitacdo, temperatura, relacdo H,O/SDS, e massa de farinha nos sistemas em
batelada. Em seguida, foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional (DC-
CR) para testar os fatores que foram significativos ao nivel de 5 %, no fatorial fraciona-
do. Posteriormente, foi aplicada a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para

otimizar as condi¢des de extra¢ao da proteina da FSJ a partir do sistema micelar reverso.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais e reagentes

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Engenharia de Proces-
sos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, Itapetinga — Ba, e no labo-
ratério de Engenharia de Processos do Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA) da Universidade Federal de Vigosa - UFV, Vigcosa-MG. As sementes para o pre-
paro da farinha foram obtidas de jacas comercializadas na cidade de Itapetinga-Ba e
regido. O dodecil sulfato de sodio (SDS) e o 1-Butanol foram obtidos da Vetec Quimica
Fina (Rio de Janeiro — Brasil). Todos os reagentes utilizados no experimento foram de

grau analitico.

2.2. Preparo da Farinha da Semente de Jaca

As sementes foram lavadas com dgua, para a remog¢ado de fibras, trituradas com
agua e escorrida varias vezes para retirada do amido, secas a 50°C (em secador tipo
bandeja) durante 24hs, em seguida trituradas em moinho de martelos, posteriormente
peneirada com peneiras de 20 Mesh, para obter a granulometria desejada. Apos essa

fase, o produto foi armazenado em frascos plasticos a temperatura ambiente.
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2.3. Analise Quimica
2.3.1. Umidade

A determinacao de umidade foi realizada por método gravimétrico em estufa re-
gulada a 105°C, até peso constante, conforme as Normas Analiticas do Instituto Adolfo

Lutz (1985).

2.3.2. Proteina

O teor de proteina total foi determinado pelo método de Semi-micro Kjeldahl,

conforme as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).

2.3.3. Cinzas

A determinagdo de cinzas foi realizada por método gravimétrico em forno tipo
mufla, até peso constante, conforme as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz

(1985).

2.3.4. Gordura

O teor de lipideos totais foi determinado pelo método de extrato etéreo, confor-

me as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).

2.4. Preparacao dos sistemas micelar reverso e extracio das proteinas

Os sistemas de micelas reversas foram formados por SDS, butanol e dgua. Para o
preparo das solucdes micelares, cada reagente utilizado foi pesado separadamente. Em
seguida, o SDS foi misturado com o butanol e entdo adicionou-se a quantidade de agua
estabelecida para cada sistema. As variaveis estudadas no processo de extracdo foram
relagao molar HO/SDS, % Butanol, temperatura, tempo e massa de farinha, para o fato-
rial fracionado e relagdo molar H,O/SDS, % Butanol e massa de farinha para o Deline-
amento Composto Central Rotacional. Ao fazer os sistemas contendo as micelas rever-
sas (GALLEGO et al., 2004), os valores das variaveis independentes foram combinados

de acordo com cada delineamento ao acaso.

Todos os experimentos de extracdo foram conduzidos em tubos Falcon de 40 ml,
com extragdo direta da farinha. Os sistemas foram agitados em agitador de tubos tipo

Vortex a 40 rpm durante os intervalo de tempo e temperaturas propostas. Para o contro-
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le da temperatura, o agitador foi colocado em Estufa B.O.D (Tecnal TE-184, Brasil). O
residuo foi separado por centrifugacdo, em Centrifuga (5804, EPPENDORF, Alemanha)
a 10000 rpm por 15 minutos.

2.5. Quantificacdo de proteinas

No final da extragdo, a concentragdo de proteina foi determinada com uso do
Espectrofotometro (Biomate 3, Thermo Scientific, USA) a 280nm em cubeta de Quart-
zo. Para estimar a quantidade de proteina em cada amostra determinada, determinou-se
a quantidade de proteina presente por massa de farinha pelo método Semi-micro Kjel-
dahl. Utilizando a informagdo da porcentagem de proteina presente na farinha, e da
quantidade de proteina presente na amostra analisada no espectrofotometro com o auxi-
lio de uma curva padrdo feita previamente utilizando o BSA (Albumina do Soro Bovi-

no), foi obtido o rendimento de extragdo (R.E) utilizando a equagdo 1.

ABS
RE(%) =4[ — 22> 14vsM | (MF x % Prot.F)t x 100
(%) {[[(),735466]>< } (MF %% Pr )}X (1)

Onde: ABS ¢ a absorbancia da amostra obtida no espectrofotometro, MF (mg) ¢ a mas-
sa de farinha colocada em cada batelada, VSM foi o volume da solugdao micelar utiliza-
da e % Prot.F ¢ a quantidade de proteina presente na farinha.

2.6. Planejamento Experimental

Primeiramente, um planejamento fatorial fracionado 2 adicionados a 4 repeti-
¢oes no ponto central foi implementado a fim de avaliar a influéncia da relagdo molar
H,0/SDS, % Butanol, temperatura, tempo e massa de farinha na porcentagem de extra-
¢do da proteina da farinha (variavel dependente) por micelas reversas. Os valores dos
niveis das variaveis estudadas estdo apresentados na Tabela 1. Os resultados obtidos nos
experimentos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e os efeitos foram

considerados significativos para p < 0,02.

A partir dos resultados da ANOVA para os experimentos do fatorial fracionado,
um primeiro delineamento composto central rotacional (DCCR) foi usado para otimizar
ou verificar uma tendéncia de otimiza¢ao do processo de extracdo da proteina da fari-

nha.
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Tabela 1. Variaveis e niveis do delineamento fatorial fracionado (2°™)

Nivel
Variavel
-1 0 1
H20/SDS 32,2 36,5 42,7
%Butanol (Yom/m) 45 62,5 80
Temperatura (°C) 15 25 35
Tempo de agitagdo (min) 30 180 330
Massa de farinha (mg) 200 300 400

Os efeitos significativos foram estudados em dois niveis, com quatro repeticdes
no ponto central, que foram utilizados para avaliar o erro experimental ¢ da adequacao
do modelo proposto. Para cada uma das variaveis independentes estudadas, maior valor
(valor codificado: +1) e menor valor (valor codificado: -1), para os pontos axiais maior
valor (valor codificado: +1,68) e menor valor (valor codificado:-1,68), os pontos defini-
dos foram selecionados de acordo com os resultados obtidos a partir de planejamento

fatorial fracionado.

Com um modelo polinomial de segunda ordem (Eq. 2) foram ajustados os dados

experimentais e os coeficientes de regressao foram obtidos por regressdo linear multipla
K:ﬂo"'ZﬂiXi+Zﬂiixi2+2ﬂijxixj )

A partir dos resultados deste DCCR, foi instalado um novo DCCR com novos va-
lores para as variaveis a fim de otimizar o processo de extragdo. A variaveis utilizadas
neste novo delineamento foram as mesmas do primeiro DCCR, porém com valores que
tendiam para a regido de 6timo. Nos dois delineamentos Composto Central Rotacional, os
resultados foram analisados estatisticamente por meio de andlises de variancia e de re-
gressao, considerando-se a falta de ajuste, a significancia dos parametros e o coeficiente
de regressdo. Por meio da andlise da metodologia de superficie de resposta, determinou-
se as melhores condi¢des de extracdo das proteinas nos intervalos de condi¢des experi-

mentais utilizados.
26



Todas as analises estatisticas necessarias foram realizadas no pacote estatistico
Statystical Analysis System® versdo 9,0, procedimento RSREG (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA), licenciado pela Universidade Federal de Vigosa.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Composicao centesimal da farinha

Os valores encontrados para a composi¢ao centesimal da farinha do carogo de

jaca sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do quimica da farinha da semente de jaca (Artocarpus integrifildia

L.).
) Analises Valores (%) Desvio
Umidade 9,4% +1,34
Proteinas 12% +0,02
Cinzas 1,53% +0,13
Lipideos 8,98% +0,32

O teor de umidade encontrado na farinha da semente de jaca (Artocarpus inte-
grifdlia L.) de 9,4 (+ 1,34), inferior aos 15% estabelecido pela legislacdo em vigor (Bra-
sil, 1978) para farinhas vegetais. Cruz et. al. (2007) estudando a obtengao da farinha da
semente de jaca por diferentes métodos encontraram um teor de umidade de 13,16% e
Silveira (2000), que analisando farinhas de carogo de jaca das variedades dura e mole,
obteve como resultados, 12,67% e 9,76% respectivamente. Essa diferenca no teor de
umidade se deve ao fato do processo de obtengao da farinha ser diferente entre os traba-

lhos comparados.

O teor de proteina da farinha da semente de jaca encontrado foi de 12 % (£
0,02), e o teor de lipideos (8,89 %). O teor de proteina foi superior ao encontrado por
CRUZ et. al., 2007, que obtiveram um percentual de 10,78% e do encontrado por SIL-
VEIRA (2000), que avaliando os teores de proteina contidos nas farinhas de carogo de
jaca das variedades duros e moles, observou que as mesmas continham 5,05 % e 5,14 %
respectivamente. Variagcdo essa que em parte pode ser explicada pelas diferengas tecno-

logicas no preparo das amostras.
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Para as cinzas, a farinha apresentou um teor de 1,53% (£ 0,13), bem abaixo do
teor maximo de 4% permitido para a farinha de vegetais pela legislagdo brasileira. E
também menor que CRUZ et. al (2007) que encontraram um teor de cinzas de 2, 37% e
SILVEIRA (2000) que obteve teores de cinzas nas farinhas de carogo de jaca das varie-

dades dura e mole foram 4,80% e 3,57% respectivamente.

3.2. Efeito da relagdo molar H20O/SDS, % Butanol, temperatura, tempo e massa de
farinha na extracio das proteinas da farinha de semente de jaca

3.2.1. Avaliacao do fatorial fracionado

Com o intuito de avaliar quais fatores tiveram efeito significativo no processo de
extragdo da proteina do farelo de jaca utilizando micelas reversas de SDS, agua ¢ Buta-
nol, foi feita uma analise de varidancia ANOVA e uma analise de estimativa dos parame-

tros (Tabela 3) para o fatorial fracionado 2.

Tabela 3. Estimativa dos pardmetros para o rendimento de extragdo usando fatorial 2>

Variaveis G.L Estimativa Valor t Pr>t
%Butanol 1 -10.55038 -3.52 0.0037
Temperatura 1 1.93975 0.65 0.5283
Tempo 1 2.26663 0.76 0.4624
H,O/SDS 1 5.48025 1.83 0.0901
M.F. 1 -6.03625 -2.02 0.0649

Observando os valores de probabilidade obtidos na Tabela 3, conclui-se que so-
mente a % Butanol, a relacdo molar H;O/SDS ¢ a massa de farinha M.F. tiveram efeito

significativo sobre a extracao de proteina a p < 0,1 pelo teste t.

3.2.2. Ajuste de modelos (Resultados dos DCCR)

Com as informagdes obtidas a partir do fatorial fracionado, utilizou-se duas ve-
zes o Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) com os fatores que tiveram
efeitos significativos no processo de extragdo da proteina da FSJ para tentar otimizar os
valores das variaveis significativas, relagdo molar H,O/SDS, %Butanol e massa de fari-

nha, no processo de extra¢ao. Os fatores que ndo tiveram efeito, a temperatura e tempo,
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foram fixos no DCCR em 25°C e 120 minutos respectivamente. Os resultados de extra-
¢ao nesse primeiro DCCR (Tabela 4) demonstram que ao fixar os outros fatores, o ren-
dimento de extracao diminui com o aumento da %Butanol utilizado no sistema micelar.

Tabela 4. Dados do 1* DCCR feito com os fatores que tiveram efeitos no fatorial fra-
cionado.

Ensaio %But H,0/SDS MF %But H,0/SDS MF % Extracio

1 45 30,2 200 -1 -1 -1 63,92
2 80 30,2 200 1 -1 -1 37,61
3 45 46,7 200 -1 1 -1 81,65
4 80 46,7 200 1 1 -1 42,77
5 45 30,2 400 -1 -1 1 36,36
6 80 30,2 400 1 -1 1 38,64
7 45 46,7 400 -1 1 1 46,43
8 80 46,7 400 1 1 1 41,48
9 33,1 38,45 300 -1,68 0 0 46,78
10 91,9 38,45 300 1,68 0 0 14,07
11 62,5 24,59 300 0 -1,68 0 47,23
12 62,5 52,31 300 0 1,68 0 47,28
13 62,5 38,45 132 0 0 -1,68 20,30
14 62,5 38,45 468 0 0 1,68 25,17
15 62,5 38,45 300 0 0 0 23,17
16 62,5 38,45 300 0 0 0 24,08
17 62,5 38,45 300 0 0 0 24,06
18 62,5 38,45 300 0 0 0 25,39
19 62,5 38,45 300 0 0 0 24,78
20 62,5 38,45 300 0 0 0 23,80

Percebemos também que quando se fixava os outros fatores e aumentava a rela-
¢ao H,O/SDS o rendimento de extracdo tende a aumentar. Ao manter a % Butanol ¢ a
relagdo H,O/SDS, e aumentar a massa de farinha (MF), o rendimento de extragcdo tende

a diminuir.

Com base nessas informagdes, fez-se um novo DCCR (Tabela 5), diminuindo a
% Butanol, aumentando a relagdo H,O/SDS e diminuindo a MF, sempre buscando valo-
res que ficassem proximos de rendimentos mais altos.

Tabela 5. Dados do 2* DCCR ajustando os parametros a valores que tiveram bons ren-
dimentos de extra¢do no 1* DCCR.

Ensaio  %But  H,O0/SDS MF %But  H,O/SDS MF % Extracao

1 30 35 150 -1 -1 -1 32,05
2 60 35 150 1 -1 -1 35,75
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3 30 45 150 -1 1 -1 4791
4 60 45 150 1 1 -1 49,39
5 30 35 300 -1 -1 1 19,64
6 60 35 300 1 -1 1 29,18
7 30 45 300 -1 1 1 49,83
8 60 45 300 1 1 1 49,52
9 19,8 40 225 -1,68 0 0 29,19
10 70,2 40 225 1,68 0 0 3,76
11 45 31,6 225 0 -1,68 0 64,97
12 45 48,4 225 0 1,68 0 79,43
13 45 40 99 0 0 -1,68 54,72
14 45 40 351 0 0 1,68 21,41
15 45 40 225 0 0 0 71,63
16 45 40 225 0 0 0 32,04
17 45 40 225 0 0 0 33,07
18 45 40 225 0 0 0 32,46
19 45 40 225 0 0 0 32,01
20 45 40 225 0 0 0 50,26

Os resultados obtidos experimentalmente do 2* DCCR foram submetidos a Ana-
lise de Variancia e Analise de Regressdao Linear Multipla, a fim de se verificar a influ-
éncia dos fatores estudados sobre o rendimento de extracdo da proteina da farinha de

semente de jaca por meio de micelas reversas.

A equagdo para a eficiéncia da extragdo da proteina da farinha (Y) foi:
Y =54,92005-7,21245X, +11,62808 X, —10,21468 X, —14,08602 X, 3)

Em que X; ¢ a %Butanol, X, ¢ a relagdo H,O/SDS e X3 a Massa de Farinha (MF).

A significancia estatistica da equagao (3) foi verificada pelo teste F, e os resulta-
dos da andlise de varidncia (ANOVA) encontram-se na Tabela 6. Pelo fato do valor F
do modelo ser um valor de probabilidade baixa (p=0,0035), verifica-se que o modelo foi
altamente significativo.

Tabela 6. ANOVA para o modelo de superficie de resposta (CV= 36,48% e
R*=62,67%)

FV GL SQ QM  FCal  p<0,005
Modelo 4 6879,838  1719,959 6,3 0,0035
Falta de Ajuste 10 2875,677 287,567 1,18 0,4552
Erro 15 4098,39 273,226
Total 19 10078
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O teste para a falta de ajuste, associado com os erros dos pontos centrais, ndo foi
significativonesse caso (p <0,05). A partir da analise de regressao realizada (Tabela 7),
para os dados experimentais do 2* DCCR, pode ser observado que de acordo com o teste
t, para a significancia dos parametros, que os fatores relagdo molar e massa de farinha
tiveram o efeito linear significativo no rendimento de extracdo da proteina FSJ, enquan-
to a % Butanol foi significativa no efeito quadratico. As estimativas das varidveis inde-
pendentes e os correspondentes valores p sugeriram que mesmo X; (% Butanol) ndo
tendo um efeito significativo sobre Y (R.E da proteina FSJ) seu termo quadratico teve
efeito significativo sobre a resposta Y. Segundo Gallego e colaboradores (2004), %Bu-
tanol ¢ um fator fundamental na formagao das micelas reversas, podendo influenciar a
concentragdo de micelas no meio. O coeficiente positivo para X, revelou um efeito line-
ar para aumentar a resposta Y, enquanto os coeficientes negativos para X; e X3 mostra-
ram um efeito linear de diminui¢ao da resposta Y, o coeficiente X;; mostrou um o efeito
quadratico de diminui¢do da resposta Y. Neste trabalho X, X, X3 e X;; foram os fatores

significativos do modelo.

Tabela 7. Significancia dos coeficientes de regressao para a resposta (Y).

Termo do modelo Estimativa Erro padrao  Valort Valorp
Xo 54,92005 4,72845 11,61 <,0001
X -7,21245 4,47484 -1,61 0,1278
X2 11,62808 4,47484 2,6 0,0202
X3 -10,21468 4,47484 -2,28 0,0375
Xi1 -124,08602 4,3226 -3,26 0,0053

O resultado da ANOVA para o modelo completo pode ser visualizado em um
grafico de Pareto (Figura 1), em que os valores absolutos da amplitude e do efeito esti-
mado padronizado (efeito da estimativa dividido pelo erro padrao) de cada fator foram
plotados em ordem decrescente em comparagdao com um minimo fator significativo com
95% de confianca (p = 0,05), representada pela linha vertical. O grafico de Pareto, sobre
o rendimento de extracao da proteina da FSJ (Figura 1), mostra que a relagdo quadratica
da %Butanol teve maior efeito sobre o rendimento. Além disso, a relagdo molar
H,O/SDS e a Massa de Farinha (MF), sem suas intera¢des, também tém um importante
efeito sobre o rendimento de extracdo, uma vez que esse fatores estdo relacionados a
quantidade de micelas- reversas no meio e a quantidade de proteina dissolvida nas mice-

las reversas.
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p=0.05

Y%BUT"%BUT -2.93

H20/SDS A 2,56

MF -z.25

%BUT | 150

H20/SDS*H20/SDS - | 1.53

MF*MF - | 12

Y%BUT*H20/SDS + -0.71
%BUT*MF 0.54
H20/SDS*MF + | 0.32

0,0 0,5 1,0 1,5 20 25 3,0 35
Valor t

Figura 1: Grafico de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis %Butanol (X;), re-
lacdo H,O/SDS (X), e Massa de Farinha (X3) sobre o rendimento de extracdo da prote-
ina FSJ.

3.2.3. Efeito das variaveis independentes na variavel resposta

Fazendo uso da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), as relagdes entre
os fatores e a resposta pode ser melhor compreendida, ficando visivel o comportamento

de cada efeito no rendimento do processo de extracao.

No grafico de MSR da Figura 2, fixou-se os valores de %Butanol, variando so-
mente a relagdo H,O/SDS e a Massa de Farinha, sendo observado queo aumento da
quantidade de 4gua no sistema micelar reverso avaliado leva a um aumento do rendi-
mento de extragdo (R.E) da proteina da FSJ. O aumento da massa de farinha ndo melho-
ra o rendimento da extragcdo, ndo sendo necessario colocar uma quantidade muito gran-
de de farinha para que o rendimento de extracdo seja elevado. A partir desse grafico,
percebe-se que o 6timo de extragdo, com a % Butanol fixa, tende a valores da relagdo
H,O/SDS por volta de 50, e que a MF, nas condi¢des estudadas, pode estar por volta de
100mg, para que se aproxime do 6timo de extracdo da proteina da FSJ. O aumento da
extragdo de proteinas por micelas reversas com o aumento da relagdo H,O/SDS a valo-
res proximos de 50 ocorre devido a necessidade de ter um equilibrio entre a quantidade
de agua e de surfactante para a formacao de micelas-reversas nesse tipo de sistema. Se-

gundo Gallego e colaboradores (2004), a relacao H,O/SDS deve esta por volta de 42.7,
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de acordo com esses autores este valor foi encontrado por Jobe e colaboradores (1989)
em estudos do diagrama de fases de sistemas micelares reversos composto por SDS,

Butanol e 4gua.

350

300
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MF

200

150

100

H20/SDS

Figura 2: Grafico de Superficie de Resposta para os efeitos da relagao H,O/SDS (X3) e
da MF (X3) sobre o rendimento de extragao da proteina FSJ.

Para avaliar a influencia dos fatores % Butanol (X;) ¢ MF (X3) no rendimento de
extracdo, foi feito um grafico de Superficie de Resposta (Figura 3) fixando a relagao
H,O/SDS. Pode-se assegurar através do grafico que o rendimento de extragdo se apro-
xima do 6timo quando a %Butanol estd em torno de 40% para os sistemas estudados, e
que em uma grande faixa de valores de %Butanol de 20 a 60%, o rendimento de extra-
¢do varia de 70% a 95% com o ponto 6timo de extracdo por volta de 40% de Butanol.
Com relagdo aos valores de MF, o ponto de 6timo RE est4 proximo de 100 mg de fari-
nha. Vale salientar que de acordo com o grafico anterior (Figura 2), o rendimento de

extracdo diminui quando se aumenta muito a massa de farinha nas condic¢des estudadas.
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Figura 3: Grafico de Superficie de Resposta para os efeitos da relagdo %Butanol (X1) e
da MF (X3) sobre o rendimento de extracdo da proteina FSJ.

O Butanol atua no sistema micelar reverso estudado, como solvente organico,
sendo assim, caso a % Butanol se encontre em valores acima do 6timo (40%), as quan-
tidades de surfactante e dgua presentes no sistema tendem a diminuir, consequentemente
a quantidade de micelas reversas capazes de extrair as proteinas da FSJ também dimi-

nui, diminuindo o rendimento de extragao.

Para avaliar a influencia da % Butanol ¢ da relagao H,O/SDS foi fixado o valor
de massa de farinha, no grafico de superficie de resposta exposto na figura 3, observan-
do-se observado que o rendimento 6timo de extra¢do para a %Butanol continuou pro-
ximo de 40% como discutido anteriormente, e que para a relacdo de H,O/SDS o 6timo

ficou proximo de 50, confirmando os resultados obtidos no grafico da Figural.
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Figura 4: Grafico de Superficie de Resposta para os efeitos da relacdo %Butanol (X;) e
da relagao H,O/SDS (X3) sobre o rendimento de extragdo da proteina FSJ.

Com os dados dos graficos de Superficie de Resposta, tem-se informagdes da
tendéncia que evidencia a regido do 6timo para os fatores MF e relacdo H,O/SDS, como
somente a % Butanol teve efeito quadratico, esse € o Unico fator para o qual se obtém o
valor 6timo para o processo de extracdo da proteina FSJ, utilizando micelas reversas
feitas a partir do sistema ternario contendo SDS, dgua e Butanol. O valor de 6timo para

a % Butanol foi obtido pela derivada do modelo com os valores ndo codificados (Eq. 4)

Y =-112,59738+5,15358 X, +2,32562X, —0,13620X, —0,06260X “)

Derivando a equagdo 4 em relagdo a X;, obtém-se a equagdo 5

dy

=5,15358-0,1252X, (5)

1

Fazendo

=0 obtém-se o 6timo da equagdo, ou seja, a %Butanol em que o
1

rendimento de extracdo ¢ maximo, sendo X, =4116%.
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Portanto, as melhores condi¢des de extragdo da proteina da FSJ predita pela
MSR sdo obtidas quando se utiliza 41,16% de butanol, 100 mg de MF e a relagdo
H,O/SDS igual a 50.

4. CONCLUSOES

Os resultados experimentais confirmaram a viabilidade da extracdo da proteina
da farinha de semente de jaca utilizando sistemas micelares reversos constituidos por
Butanol, SDS e agua. Esse método de extra¢do ¢ considerado vantajoso do ponto de
vista do rendimento de extracdo que chegou a 79 %. Somente para % Butanol foi encon-
trado o valor que maximiza a extragdo, sendo que esse valor foi de 41,16%. Mais estu-
dos devem ser realizados para saber se as proteinas extraidas podem ter suas proprieda-
des alteradas pelos reagentes que fazem parte do sistema e se os custos envolvidos no

processo de extracdo, utilizando este tipo de sistema micelar reverso, sdo viaveis.
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CAPITULO 2 - ESTUDO CALORIMETRICO DA MICROEMULSAO DE
LECITINA DE SOJA EM ISOOCTANO E BUTANOL.

RESUMO

No presente trabalho foi feita uma andlise termodindmica, na qual foi utilizando um
microcalorimetro de titulagdo isotérmica para avaliar a variagdo da entalpia de mistura
(AmixH) da 4gua na microemulsdao formada por lecitina de soja, isooctano e butanol.
Estas energias foram utilizadas para a determinagdo das forgas motrizes associadas a
formacgao de micelas reversas. Foi observado que para a curva de titulacdo da agua em
isooctano puro e em isooctano com lecitina de soja, os valores encontrados para ApxH
foram de -9,467{10'3 kJ/mol e -5,68)(10"3 kJ/mol respectivamente, evidenciando que a
agua nao realiza interagdes intermoleculares com estes componentes. Com a titulagao da
agua no sistema formado por lecitina de soja, isooctano e butanol, foi observado com-
portamento termodinamico exotérmico com valores de AnxH variando de +2,17 kJ/mol
a -1,63)(10"2 kJ/mol, associado ao processo de dissolucao da agua, devido ao fato de
estarem formando micelas reversas no sistema avaliado. A diferenga no comportamento
entre as curvas, de variacdo de entalpia de mistura da dgua, formadas pelos sistemas
contendo butanol e lecitina de soja, butanol puro e isooctano com butanol, com o com-
portamento da curva do sistema contendo lecitina de soja, isooctano e butanol, demons-
tra claramente que nesse ultimo sistema ocorreu a formagdo de agregados (micelas re-
versas). Por fim verificou-se também que a lecitina de soja ndo sofreu nenhum processo
de degradagdo, visto que a energia envolvida no processo de titulacdo da dgua nos sis-
temas contendo a mesma foi considerada baixa, podendo ser utilizada sem problemas
nesse tipo de sistema

Palavras chave: microemulsdo; lecitina de soja; entalpia de mistura; micelas reversas.

ABSTRACT

In the present study was realized an analysis of turbidimetric titration associated with
thermodynamic analysis, which was using an isothermal titration calorimeter to measure
the change in enthalpy of mixing (AmixH) of water in the microemulsion formed by
soybean lecithin, butanol and isooctane, and in pure isooctane, butanol pure soy lecithin

and isooctane, soy lecithin and butanol, and iso-octane and butanol. Being observed
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only for the titration curve of pure water in isooctane and isooctane with soy lecithin,
there was practically no change in enthalpy and mixture, suggesting that water is not
miscible with these systems. With titration of water in the system consisting of soy leci-
thin, butanol and isooctane was observed thermodynamic behavior associated with the
exothermic process of dissolution of water due to the fact that they are forming reverse
micelles in the evaluated system. The difference in behavior between the curves of
change of enthalpy of mixing of water formed by the systems containing butanol and
soy lecithin, pure butanol and isooctane with butanol, the yield curve of the system con-
taining soy lecithin, butanol and isooctane, clearly shows that this latter system was the
formation of aggregates (reversed micelles). Finally there is also the soy lecithin did not
suffer any degradation process, since the energy involved in the titling process water
systems containing the same was considered low and may be used without problems in

this type of system.
Keywords: microemulsion; soy lecithin, enthalpy; reverse micelles.
1. INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, as microemulsdes tém sido objeto de muitos es-
tudos, principalmente por causa de suas potenciais aplicagcdes em diversos campos, co-
mo na preparacdo de nanoparticulas com propriedades cataliticas e eletrocataliticas, a
separacdo de substancias soliiveis em agua e lipidios, vitaminas lipossoluveis e outros
compostos lipidicos por cromatografia eletrocinética ou cromatografia liquida, recupe-
racdo aprimorada de petrdleo, extracdo liquido-liquido, remogdo de contaminantes de
superficies solidas ou capilares do tecido para as industrias farmacéuticas e cosméticas
(HELLWEG, 2002). O interesse crescente em microemulsdes para cosméticos e aplica-
¢oes farmacéuticas estd ligado as suas propriedades fisicas tais como estabilidade ter-
modinamica, a formagao espontanea, aparéncia clara, baixa viscosidade e alta capacida-

de de solubilizagao (SCHMIDTS et al. 2009; MALMSTEN, 2002).

As microemulsdes sdo compostas de agua, 6leo e surfactante e, algumas vezes,
de um alcool como co-surfactante. Estes sistemas tem sido alvo de numerosos estudos
durante as ultimas décadas, principalmente devido ao seu elevado poder dissolvente

(PATEL et al., 2006; GULON et al., 2003)

39



O uso do alcool como co-solvente na preparagao de microemulsdes tem uma
longa histéria. O alcool ¢ adicionado a surfactantes i6nicos para compensar o efeito sal-
ting-out, o qual consiste na reducdo da interacdo de proteinas com a agua, ocasionada
pela solvata¢do dos ions presentes em solugdes salinas. Esse efeito ¢ evidenciado por
uma leve turvacao da solug¢do. No caso de surfactantes ndo-idnico, o papel do alcool ¢
tipicamente equilibrar a interacdo desse surfactante com a agua e o solvente organico,
diminuindo assim a tensdo interfacial entre a fase oleo e a fase de 4gua, a qual ¢ muitas
vezes eleveda pelos surfactantes comerciais (GRADZIELSKI, 1998). O élcool pode
modificar a curvatura espontanea da pelicula surfactante quando a sua penetracdo na
interface € suficientemente importante para aumentar a flexibilidade da interface (alcool
como co-tensoativo), ou ele pode mudar a polaridade das fases polares e apolares (4lco-

ol como co-solvente) (SHEVACHMAN et al., 2004).

A Lecitina (fosfatidilcolina) ¢ um fosfolipidio natural que faz parte da composi-
¢do da maioria dos organismos, mais de 50% da matriz lipidica das membranas biologi-
cas. O comportamento da lecitina em agua e solventes organicos ¢ de grande interesse
por vérias razdes. Desde que a lecitina € vista como uma substancia totalmente biocom-
pativel, que ela ¢ amplamente utilizada na vida diaria como surfactante, misturas de
lecitina, 4gua e 6leos sdo utilizadas na alimenta¢do humana e animal, em medicamentos,

cosméticos e produtos farmacéuticos (ANGELICO et al., 2004).

Sao encontrados muitos estudos de microemulsdes de Lecitina de Soja. Angelico
e colaboradores tém feito inimeros estudos utilizando microemulsdes de lecitina de soja
em diferentes solventes organicos, como isooctano, decano, ciclohexano entre outros,
avaliando principalmente o comportamento de fase desses sistemas (ANGELICO et al.,
1998, 1999, 2000, 2002, 2004). A investigagdo do comportamento de fases de microe-
mulsdes de lecitina de soja em triacilglicerol e 4gua, em diferentes tipos de alcool, foi
feita por Leser e colaboradores, observando que o dlcool atua como co-solvente na for-
macao de micelas reversas nos sistemas avaliados (LESER et al., 1996). Caboi e cola-
boradores avaliaram o uso do Butanol em sistemas compostos por lecitina, d4gua e 6leo
tripalmitico, observando que a presenca do butanol promove a formacao de uma vasta

fase liquida isotropica no diagrama de fases desse sistema, demonstrando que o butanol
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ajudou estabilizar esse sistema atuando como co-surfactante na formacao de micelas

reversas (CABOI et al., 2005).

Apesar da lecitina de soja ser amplamente utilizada para estabilizacao de mistu-
ras de agua e Oleos comestiveis, na formulacio de medicamentos e de cosméticos
(CORSWANT et al., 1998), na extragdo de biomoléculas por meio de micelas rever-
sas(HASMANN et al., 2007), o estudo termodinamico calorimétrico de sistemas con-
tendo lecitina de soja, dgua, solvente organico (isooctano) e alcool (butanol) nao foi
feito, com o intuito de avaliar a energia de reacdo envolvida no processo de formagao de
micelas desse tipo de sistema. Sendo assim o objetivo do presente trabalho foi saber a
quantidade de energia envolvida no processo de formacgao de micelas da lecitina de soja

em isooctano e butanol, utilizando a titulacao calorimétrica isotérmica (ITC).
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais:

A lecitina de soja foi adquirida da Cargill do Brasil (Sao Paulo — Brasil), com
85% de pureza (fosfotidil colina). Os solventes isooctano e o butanol foram adquiridos
da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro — Brasil). Todos os reagentes utilizados possui-

am grau analitico.

2.2. Medidas de Titula¢ao Turbidimétrica:

Adicionou-se Iml de uma solug@o contendo de Lecitina de Soja, isooctano e bu-
tanol em um tubo de 4 mL que foi termostatizado a uma temperatura de 25°C. As con-
centragdes de Lecitina de Soja foram variadas de 1 a 20% (m/m), as concentragdes dos
solventes foram fixadas um em relacdo ao outro em 75% (m/m) de isooctano e 25%
(m/m) para o butanol. A esta solugdo foram adicionadas continuamente aliquotas de 2
nL de agua destilada até o surgimento de turvacdo na solucdo resultante. Este sistema
era deixado em repouso (15 a 30 minutos) até o aparecimento de duas fases limpidas. A
quantidade de dgua adicionada a cada sistema na qual havia o surgimento das duas fases
era anotada. Este procedimento foi repetido em cada tubo que possuia o sistema com a
concentragdo de lecitina de soja em isooctano e butanol sendo aumentada, totalizando

no final do experimento 20 tubos. Com os valores da quantidade de 4gua solubilizada
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em cada sistema foi possivel obter uma curva de solubilidade da 4gua nas solucdes con-

tendo lecitina de soja (1 a 20% m/m), em isooctano e butanol.

2.3. Estudo microcalorimétrico do sistema.

As medidas de varia¢do de entalpia de mistura, AnixH, foram realizadas utilizan-
do um Microcalorimetro de Titulagdo Isotérmica da marca CRC (E.U.A., modelo ITC
4200). O microcalorimetro ¢ composto por um par de células com capacidade aproxi-
mada de 1.8mL de solucdo, na qual uma delas, a célula de reagdo, foi utilizada para co-
locar a amostra a ser titulada e a outra célula para colocar amostra utilizada como refe-
réncia. Ao redor dessas células existe um sistema de termopilhas que sdo sensiveis a
pequenos fluxos de energia na forma de calor. Uma seringa foi utilizada para adicionar
1uL de 4gua com intervalo de tempo de 3600 segundos a célula de reacdo. Ao mesmo
tempo em que a solugdo foi agitada a 300 r.p.m. a uma temperatura de 25°C. O experi-
mento foi dividido em 6 ciclos termodinamicos, com a relacdo de moléculas entre os
componentes sempre igual ao primeiro ciclo: no 1?* ciclo foi utilizado um sistema de
Lecitina de soja (5% m/m) em isooctano (70% m/m) e butanol (25% m/m), no 2* ciclo
foi utilizado Lecitina de Soja + Isooctano, ja no 3* ciclo a célula de reagdo foi preenchi-
da com Lecitina + Butanol, no 4* ciclo o sistema utilizado era composto por isooctano
+butanol, no 5% ciclo a célula de reacao foi preenchida com isooctano puro, por fim no

ultimo ciclo foi utilizado butanol puro para se titulado com agua.

Cada medida de fluxo de energia gera um pico que representa a variacao de e-
nergia associado a injecio de um pequeno volume de 4gua no sistema analisado. A me-
dida que o sistema analisado vai atingindo a saturacdo, o sinal de energia liberada vai
diminuindo até atingir a saturagdo completa. Integrando a area de cada pico (energia
liberada ao longo de um intervalo de tempo) obtém-se a medida do AH (em unidade de
joules por mol de dgua) proveniente reagdo da 4gua com os componentes de cada siste-

ma avaliado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Diagrama de solubilidade da agua no sistema ternario composto por lecitina
de soja/isooctano/butanol.

A adi¢do de 4gua em isooctano puro ou isooctano com lecitina de soja, produz
um sistema bifasico no qual, mesmo pequenas quantidades de agua (1uL) separam-se
do solvente organico, independentemente da presenca da lecitina de soja. Entretanto,
com a presenca do butanol ocorre o aumento da miscibilidade da dgua nesse sistema
terndrio. Os resultados das medidas de solubilidade de 4gua no sistema formado por
isooctano 70%(m/m)/butanol 25%(m/m) com diferentes concentra¢des de lecitina de

soja sdo apresentados na Figura 1.

22
20 +
18 2 Fases =]
16 -
14 -

1 Faze

12 g

H,0 (mol10*

10 H L ]

81 o @ e e

6 T T T T T T T T T T
0,00 002 004 006 0,08 10 012 0,14 0,16 0,18 020 0,22

[]Lec. Soja (m/m)

Figura 1: Diagrama de solubilidade da 4agua no sistema ternario Leciti-
na/lsooctano/Butanol a 25°C.

Na regido abaixo da curva formada pelos pontos experimentais obtidos a partir
do surgimento da primeira turbidez, a 4gua adicionada forma um sistema homogéneo
com a mistura lecitina/isooctano/butanol. Assim, esse diagrama de solubilidade contém
importantes informagdes, indicando a regido limite para se trabalhar com sistemas ma-
croscopicamente homogéneos. Dessa forma, para uma dada concentragdo de lecitina de
soja, isooctano e butanol, ele fornece a maxima quantidade de 4gua que tal concentragcdo

consegue solubilizar.
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Inicialmente, na regido compreendida entre 1 a 5% de lecitina, a quantidade de
agua incorporada ¢ constante e igual & 7,7x10™ mol de H,O por ml de sistema ternério.
Essa incorporacdo inicial de dgua se deve a presenca do butanol que interage com as
moléculas de dgua via ligagcdes de hidrogénio. Para confirmar essa hipdtese moléculas
de 4gua foram adicionadas a um sistema bindrio formado por butanol e isooctano que

foi capaz de incorporar 7,7x10™* mol de H,0 por ml de soluco.

A partir da concentracao de 0,05 m/m de lecitina de soja ocorre um aumento na
solubilidade da dgua no sistema lecitina/isooctano/butanol, que prossegue até a concen-
tracdo de 0,17 m/m de lecitina de soja. Esse aumento na miscibilidade de 4gua ¢ um
indicativo da ocorréncia de um processo termodindmico cooperativo que ocorre nessa
faixa de concentragao de lecitina. Baseando-se em resultados da literatura para sistemas
ternarios semelhantes: lecitina/agua/isooctano e lecitna/dgua/decano (ANGELICO et al.,
2004), lecitina/agua/ciclohexano (ANGELICO et al., 2000), lecitina/dgua/butanol e leci-
tina/agua/propanol (KAHLWEI et al., 1995), lecitina/agua/butanol/6leo tripalmitico
(CABOI et al., 2005), lecitina/agua/butanol/triacilglicerol (LESER et al., 1996), este
novo processo termodinamico pode esta associado a um processo de autoagregacao das
moléculas de lecitina e butanol formando micelas reversas nas quais o butanol desem-

penha um papel de co-surfactante, estabilizando assim as nanoestruturas formadas.

A concentra¢do na qual ocorre o aumento abrupto da solubilidade da agua no
sistema terndrio ¢ denominada de concentragao micelar critica (CMC), que indicaria a
faixa de concentracdo na qual inicia-se o processo de formagao de um agregado forma-
do por moléculas de 4gua em seu interior, cercadas por moléculas de butanol e lecitina
orientadas com sua regides hidrofilicas voltadas para o interior do agregado e suas re-

gides hidrofobicas orientadas para o solvente isooctano.

O processo de autoagregagao das moléculas presentes no sistema terndrio ocorre
para a minimizagao da energia livre de Gibbs do sistema. Este parametro termodinami-
co ¢ formado por uma componente configuracional que caracteriza a probabilidade da
distribuicdo espacial das moléculas no sistema, denominada entropia. A outra compo-
nente, denominada entalpia, expressa as interagdes intermoleculares presentes nos dife-

rentes microambientes. Objetivando medir as contribuigdes entélpicas para o processo
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de formacao das micelas reversas, foram realizadas medidas de variagdao de entalpias de

mistura associadas a adigdo de agua ao sistema ternario lecitina/isooctano/butanol.

3.2. Medidas de Entalpia de Mistura

Com o intuito de analisar a contribuig@o entalpica para a termodinamica de mis-
tura da H,O no sistema ternario Isooctano-Butanol-Lecitina de Soja, foram realizadas
medidades de ITC que consistiram em adicionar, consecutivamente, pequenas quantida-
des de 4gua (1pL) nos seguintes sistemas: i) ternario formado por leciti-
na/isooctano/butanol; ii) Butanol/Lecitina de Soja; iii) Isooctano-Butanol; iv) Isooctano
puro e v) Butanol puro. O sistema contendo Isooctano+Butanol+Lecitina de Soja foi
composto por 5% (m/m) de concentracdo de lecitina de soja, 25% (m/m) de Butanol e
70%(m/m) de Isooctano. Para cada solucdo estudada, a relagdo molar entre os compo-

nentes fol mantida constante.

A Figura 2 apresenta a varia¢do da entalpia de mistura da 4gua no sistema terna-

rio formado por Isooctano+Butanol+Lecitina de soja.
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Figura 2: Variagdo da entalpia de mistura com a titulagdo da 4gua em Isoocta-

no+Butanol+Lecitina de soja.

A entalpia de mistura da agua neste sistema ternario ¢ um processo endotérmico

que absorve +2,17 kJ/mol quando 1pL de agua ¢ adicionado a 1,8 ml da mistura isooc-
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tano/butanol/lecitina. Com um aumento da quantidade de agua adicionada a energia
absorvida torna-se cada vez menor, mostrando assim a ocorréncia de um comportamen-
to termodindmico exotérmico associado ao processo de dissolugdo da 4gua neste siste-
ma ternario. Apds a adicdo de 22uL de 4gua a entalpia de mistura aproxima-se de 0
kJ/mol. Experimentos de titulagdo turbidimétrica mostraram que ap6s 22uL o sistema
agua/isooctano/butanol/lecitina torna-se bifasico. A analise desses dois resultados mos-
trou que o processo termodindmico de separagdo de fases ndo ¢ o responsavel pela vari-
acdo da entalpia de mistura do sistema observada para as quantidades de 4gua adiciona-
das inferiores a 22 pL. Desta forma podemos atribuir a variagdo da entalpia de mistura
da 4dgua com a quantidade de 4gua adicionada a formagdo de micela reversa descrita
anteriormente. Essas micelas reversas ocorrem com liberagdo de energia inferior a -2
kJ/mol, indicando assim uma contribui¢cdo entalpica para a agregacdo das moléculas de
lecitina, butanol e agua. Este pequeno valor de energia mostra a inexisténcia de proces-
sos de formagao e quebra de ligagdes quimicas, descartando assim qualquer chance da
ocorréncia de decomposicdo das moléculas de lecitina no sistema avaliado. Os valores
de AmixH medidos no sistema terndrio envolve a quebra e a formagao das seguintes inte-
ragdes intermoleculares: Quebra- H,0-H,O, Butanol-Butanol, Isooctano-Isooctano,
Lecitina-Lecitina. Formagao- H,O-Butanol, H,O-Lecitina, Butanol-Lecitina; Lecitina-
isooctano e Butanol-Isooctano. Objetivando discriminar a contribui¢do de cada uma
dessas interagdes para os valores de AnixH medidos, foram realizados experimentos de
mistura de agua em sistemas contendo diferentes combinagdes dos componentes presen-

tes no sistema ternario.

A Figura 3 mostra a variagdo da entalpia de mistura da dgua nos seguintes siste-

mas: 1) [sooctano+Butanol+Lecitina de soja; i1) Isooctano+Lecitina, iii) isooctano.
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Figura 3: Variacdo da entalpia de mistura com a titulacio da 4gua em Isoocta-
no+Butanol+Lecitina de soja, Isooctano+Lecitina de soja e Isooctano puro.

Ao titular 4gua em Isooctano puro (curva preta) observou-se que praticamente
ndo ocorreu variacdo do ApixH, ficando esses valores proximos a —9,46)(10'3 kJ/mol
H,0. Experimentos de titulagdo turbidimétrica mostraram que mesmo a adi¢do de 1uL
de 4gua promove a formacdo de um sistema bifasico no qual uma das fases ¢ rica em
agua e a outra rica em isooctano. Os resultados calorimétricos associados aos turbidimé-
tricos comprovam que a interagdo das moléculas de d4gua com as moléculas de isooctano
sdo desfavoraveis termodinamicamente, levando a processos de separacao de fases que
liberam quantidades muito pequenas (=9,38x107 kJ/mol) de energia. Desta forma pode-
se concluir que as interagdes isooctano-isooctano e isooctano-H,O ndo contribuem para
o processo de formacao das micelas reversas. Os mesmos resultados foram obtidos
quando a agua foi titulada no sistema isooctano+lecitina de soja (curva vermelha), fi-
cando claro que € necessaria a presenca de um co-surfactante, o butanol, no sistema para
promover o processo de agregacao das moléculas de butanol e lecitina de soja formando

micelas reversas.

A Figura 4 expde a variag@o da entalpia de mistura da 4gua nos sistemas forma-

dos por: 1) Isooctano+Butanol+Lecitina de soja; i1) Butanol+Lecitina; iii) Butanol.
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Figura 4: Variagdo da entalpia de mistura com a titulacdo da 4gua em Isoocta-
no+Butanol+Lecitina de soja, Butanol+Lecitina de soja e Butanol puro.

Ap0s titular 4gua em Butanol puro (curva roxa) observou-se que ocorreu uma
variacdo do ApixH, dentro do intervalo de +2,21 kJ/mol H,O a +1,12 kJ/mol H,O. Esta
variagdo de entalpia esta associada ao rompimento das interagdes intermoleculares H,O-
H,0 e Butanol-Butanol e a formag¢ao da interagdo H,O-Butanol. O fato dessas entalpias
serem positivas resulta da liberagdo da energia na formacao das interagdes ser menor do
que a energia absorvida no rompimento das mesmas. Isso nos leva a conclusdo que a
interagdo H,O-Butanol ¢ menos intensa do que H,O-H,O. Apods a adicao de 70 pL de
H,0 em 1,8 ml de butanol, ocorreu o processo de separacao de fase, ndo sendo observa-
do nenhuma variagdo abrupta na curva de Apix H x Vol. H,O para este ponto critico. Os
resultados calorimétricos associados aos turbidimétricos comprovam que a interagao das
moléculas de dgua com as moléculas de butanol sdo favoraveis termodindmicamente,
ocorrendo interacao das moléculas de 4gua com as moléculas de butanol por meio de
ligagdes de hidrogénio. Resultados parecidos foram obtidos quando a agua foi titulada
no sistema butanol+lecitina de soja (ApixH, variando de +2,16 kJ/mol H,O a +0,94
kJ/mol H,0), ficando claro que a presenga de lecitina de soja no sistema, ndo provocou
interagdes intermoleculares muito diferentes das ocorridas entre butanol-H,O. Sendo
assim pode-se dizer que para esse tipo de sistema as interagcdes agua-butanol predomi-
nam para a espontaneidade termodinadmica, sendo pouca a contribuicdo da interacdo

agua-lecitina de soja para a mistura espontanea da agua nesse sistema binario. Entretan-
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to pode-se verificar na Figura 4, que a presenca dos trés componentes (Lecitina de so-
ja/isooctano/butanol) permitiu a ocorréncia de um processo termodinamico diferente
daquele presente na mistura binaria e no butanol puro. Este novo processo pode ser atri-
buido a formagdo das micelas reversas, contendo um interior rico em moléculas de a-
gua, cercado por moléculas de lecitina e butanol, solvatadas por moléculas de isooctano.
Fica evidente com esses dados que o processo de formacao das micelas ¢ exotérmico

sendo assim pode ser determinado também entalpicamante.

A Figura 5 mostra a variacdo da entalpia de mistura da 4gua nos sistemas forma-

dos por: 1) Isooctano+Butanol+Lecitina de soja; ii) isooctano+Butanol.

L J Isooctano+Butanol+Lecitina de soja
& Isooctano+Butanol

A Hkdimol H,0)
¢

- 1 T T T T T
0] 20 40 60 80 100

uL H,O/g de solucao

Figura 5: Variagdo da entalpia de mistura com a titulagdo da agua em Isoocta-
no+Butanol+Lecitina de soja e Isooctano+Butanol.

Por fim foi feita a titulagdo de 4gua no sistema composto por isooctano-+butanol
(curva verde). Nesse sistema o valor da ApixH da dgua variou de 4,8 kJ/mol H,O a -
1,2x10" kJ/mol H,0, sendo observado que nos primeiros 22uL de dgua adicionados a
esse sistema ocorre uma brusca variacdo da entalpia de mistura, que se torna cada vez
menos endotérmica, demonstrando a ocorréncia de um processo termodinamico exotér-
mico, a medida que se aumenta a concentragdo de agua no sistema em questdo. A partir
de 22uL de 4gua adicionada ao sistema, comega a ocorrer o processo de mudanga de
fases, visto que a variacao de energia de mistura de agua passa a ser praticamente nula.

Essa ultima curva ndo se assemelha com a curva de titulagdo do butanol, pelo fato das
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moléculas de isooctano estarem interferindo na interagao das moléculas de agua com as
moléculas de butanol, podendo esta ocorrendo algum tipo de organizacao das moléculas
de butanol com moléculas de 4gua que leve a um consideravel gasto de energia de mis-

tura.

A diferenca de comportamento entre as curvas do sistema contendo isoocta-
notbutanol+lecitina de soja (curva azul) e a do sistema contendo isooctano+butanol
(curva verde), como ja apontado anteriormente, indica que, com a adicdo de agua no
sistema ternario, passa a ocorrer um tipo de organizagdo das moléculas de todos os
componentes do sistema, nesse caso micelas-reversas, formadas pelas moléculas da leci-
tina que age como surfactante, moléculas do butanol que age como co-surfactante, mo-
léculas de agua que ficam no interior das micelas e pelo isooctano que tem a fungdo de
solvente organico. Caso a formagdo de micelas-reversas ndo tivesse ocorrendo, o com-
portamento termodindmico da curva de titulagdo de 4gua no sistema terndrio seria igual
a curva do sistema contendo isooctano+tbutanol, ou igual a curva do sistema contendo

butanol+lecitina de soja.

O estudo demonstrou que a lecitina de soja pode ser utilizada como surfactante
em microemulsdes constituidas por isooctano, butanol e dgua, uma vez que a energia
envolvida do processo de formagao desse tipo de microemulsdo ¢ considerada baixa,
ndo variando a valores muito superiores a 2 kJ/mol H,O, indicando que ndo estd ocor-
rendo nenhum processo de deterioragdo da lecitina de soja, como oxidagdo por exemplo,

sendo esse o maior problema envolvendo sistemas contendo lecitina de soja.
4. CONCLUSAO

As andlises de titulagdo turbidimétrica e calorimétrica demonstraram comporta-
mento da microemulsdo composta por Isooctano-butanol-lecitina de soja e agua, indi-
cando que as moléculas de agua interagem com as moléculas de butanol e com as molé-
culas de lecitina de soja para formar agregados, nesse caso micelas reversas. Além dis-
s0, o estudo verificou que a lecitina de soja ndo esta sofrendo nenhuma modificagdo em
sua estrutura, como oxidacao, por exemplo, visto que a energia envolvida no processo

de formacao das micelas ¢ considerada inferior aquelas observadas em processos envol-
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vendo quebra e formagao de ligagdes quimicas. Sendo assim, pode-se inferir que a leci-

tina de soja pode ser utilizada em sistemas constituidos por isooctano-butanol e agua.
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CONCLUSAO GERAL

Levando em consideracdo tudo que foi exposto e discutido, conclui-se que sis-
temas micelares reversos formados por dodecil sulfato de s6dio (SDS), butanol e 4dgua,
nas condig¢des estudadas, podem ser utilizados para extrair proteinas de fontes alternati-
vas como a farinha da semente de jaca, e que mais estudos devem ser feitos para avaliar
se a utilizag¢do dessa metodologia em escala industrial e vidvel financeiramente.

Pode-se concluir também que a lecitina de soja pode ser utilizada em sistemas
contendo isooctano, butanol e agua sem que ocorra deterioracdo da mesma. Observou-
se que nao ¢ possivel formar micelas reversas em sistemas contendo lecitina de soja,

isooctano e d4gua sem a presenca de um co-surfactante, nesse caso um alcool.
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