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RESUMO

CRUZ, Kelle Gomes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2013.
Sistemas microemulsionados a base de tensoativos hidrocarbdnicos para
aplicacdo como suportes para dispersdo de compostos antibidticos.
Orientador: Alexandre Gurgel. Coorientadores: Claudio Ferreira Lima e Sérgio
Antonio Fernandes.

A solubilidade da agua em substancias lipofilicas, ou vice-versa, pode ser
aumentada por meio da adicdo, em determinadas proporcdes, de moléculas
anfifilicas denominadas tensoativos, que podem induzir a formacédo de um sistema
microemulsionado a partir da reducédo consideravel da tenséo interfacial existente
entre eles. Nesse trabalho foram avaliados os efeitos da temperatura, da adicdo de
cotensoativo e da natureza do 6leo para o preparo de sistemas termodinamicamente
estaveis contendo os tensoativos Tergitol® TMN6 e TMN10, pertencentes & classe
de tensoativos n&o-ibnicos, agua e O6leo. Além disso foram analisadas as
composicdes em que sdo formados sistemas microemulsionados por meio da
construcdo de diagramas visando a aplicacdo como suporte para dispersédo de
compostos antibiéticos. Observou-se que o tensoativo TMN6 é menos sensivel a
variacdo de temperatura que o TMN10. Comprovou-se que para ambos 0sS
tensoativos, na auséncia de cotensoativo, os sistemas contendo o hidrocarboneto n-
heptano demonstraram formacdo de regido monofasica mais significativa que o0s
contendo O6leo siliconado. Também notou-se que 0s cotensoativos butan-1-ol e
etilenoglicol utilizados neste estudo possuem a capacidade de evitar a formacao de
estruturas liquido-cristalinas (géis). Os compostos antibiéticos Norfloxacina,
Ciprofloxacina e Amoxicilina foram testados nas formas livre e micro-emulsionada
comprovou-se entdo que o sistema microemulsionado contendo TMN6 reduziu a
atividade de todos. O sistema microemulsionado contendo TMN10 ampliou a
atividade de dois dos compostos testados. A analise estatistica demonstrou que o
antibiotico Ciprofloxacina contendo TMN10 apresentou resultado significativo. Assim,
este estudo mostrou que € possivel a microemulsdo aumentar a atividade de um

antibiotico, ou torna-lo seletivo, de acordo com as composicfes usadas.
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ABSTRACT

CRUZ, Kelle Gomes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, august, 2013.
Systems microemulsified based hydrocarbon surfactants for application such
as supports for dispersing antibiotic compounds. Adviser: Alexandre Gurgel. Co-
advisers: Claudio Ferreira Lima and Sérgio Antdnio Fernandes.

The solubility of water in lipophilic substances, or vice-versa, can be enhanced upon
addition of amphiphilic molecules in determined amounts. These compounds are
known as surfactants, and can promote the formation of microemulsions by
substantially decreasing the interfacial tension between them. In this work, the effects
of temperature, amount of cosurfactant and type of oil were assessed in the
preparation of self-assemblies, particularly microemulsions, which are regarded as
thermodynamically stable systems. They comprise the commercial nonionic
surfactants Tergitol® TMN6 and Tergitol® TMN10, water, cosurfactant and oil in
different, specific compositions. Phase behavior studies were conducted to determine
the best conditions under which microemulsions can be formed, by means of
pseudoternary phase diagrams. The main purpose is to propose their use as
templates for the dispersion of antibiotic agents, and compare the efficiency of these
novel formulations with the ones obtained by common procedures that do not involve
the use of microemulsions. It could be observed that the surfactant TMNG is less
sensitive to temperature changes than TMN10. For both surfactants, in the absence
of cosurfactant, the effect of the type of oil is remarkable, in that systems containing
n-heptane as oil can be stable over a broader range of composition than systems
prepared with a silicone oil. It could also be concluded that the formation of liquid-
crystalline systems, or gels, is impaired with the use of butan-1-ol and ethyleneglycol
as cosurfactants. The antibiotic agents norfloxacin, ciprofloxacin and amoxicillin were
tested in free and microemulsified media. It was demonstrated that TMNG6
microemulsions tend to diminish the activity of all antibiotics tested, but TMN10
systems can enhance the action of two of them. A statistical analysis was carried out
with the data obtained in the biological assays, further proving that TMN10 systems
containing ciprofloxacin are significant. It has then been shown by this study that
microemulsions can be effectively employed as templates for antibiotic formulations,
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whose activity can be increased or optimized, by rendering them selective, according
to the established experimental conditions.



1. INTRODUCAO GERAL

Emulsbes séo sistemas termodinamicamente instaveis que tendem a quebrar
ao longo do tempo, devido a uma variedade de propriedades fisico-quimicas e
mecanismos de separacdo, por exemplo, a gravidade, floculacdo e coalescéncia
(WEISS e McCLEMENTS, 2000). No entanto, o conceito dessa imiscibilidade passou
por modificacdes, tendo sido comprovado que a adicdo de um terceiro componente
em um sistema composto por dois liquidos que sejam entre si parcialmente ou
totalmente imisciveis (como é o caso de 6leo e agua) pode resultar no aumento (ou
diminuicdo) da miscibilidade destes liquidos (ROSSI et al., 2007).

Desse modo, uma estratégia que tem sido considerada eficaz para solubilizar
a agua e Oleo é a adicdo de moléculas anfifilicas (BAUER et al., 2010) denominadas
tensoativos, que induzem a formacdo de um sistema microemulsionado que tem a
capacidade de solubilizar 6leo e agua simultaneamente a partir da reducdo da
tensao interfacial existente entre eles (BERA et al., 2011).

Tem havido um crescente interesse na literatura sobre sistemas
microemulsionados, essencialmente a partir das suas mdltiplas e potenciais
aplicacdes nos varios ramos da ciéncia moderna e da tecnologia. Como exemplos
da utilizacdo de microemulsdes podem ser mencionados diversos trabalhos, como a
recuperacdo de Oleo terciario (XENAKIS e TONDRE, 1983; DOGRA e RAKSHIT,
2004); o desenvolvimento de nanocompdsitos de semicondutores (ROMIO, 2011);
purificacdo e extracdo de biomoléculas (MANDAL et al., 2013) tais como
aminoacidos (ADACHI et al., 1991); transferéncia de agentes na separacdo de
processos hidrometalturgicos (TONDRE e DEROUICHE, 1989); entre outros.

O método de preparo de microemulsdo € uma rota versatil que pode ser
usada para controlar o tamanho das particulas, a geometria, a morfologia, a
homogeneidade e area de superficie (WANI et al., 2010), despertando por exemplo
0 interesse na tecnologia farmacéutica, devido ao seu consideravel potencial para
atuar como veiculos de entrega de droga por meio da incorporacdo de uma grande

variedade de moléculas na microemulsdo (DANTAS et al., 2009).



As microemulsdes tém potencial para sistemas de entregas de substancias
que sdo normalmente de utilizacdo limitada devido a sua hidrofobia, toxicidade ou
incapacidade de acessar o sitio da acéo, contudo, existe um numero limitado de
relatos na literatura sobre o uso de microemulsdo para fins antimicrobianos (ZHANG
et al., 2010).

Apesar dos estudos existentes sobre nanoparticulas utilizando
microemulsdes, ndo ha, na literatura, estudo sobre preparacdo de nanoparticulas
antibidticas, através de sistemas de microemulsdo, usando tensoativos nao-iénicos
da linha Tergitol®. Isto levou a estudar o preparo de nanoparticulas de antibiéticos,
utilizando microemulsfes nao-ibnicas, e a monitorar sua atividade antibidtica. Desta
forma, este trabalho tornou-se relevante ndo sé pela disponibilidade de dados
experimentais que justifiquem a utilizacdo de sistemas microemulsionados, mas
também pela sua contribuicdo no aprimoramento e desenvolvimento da area em
estudo.

Este trabalho foi dividido em oito tépicos. Primeiro foi apresentada uma
introducédo geral e no segundo tépico estdo apresentados os aspectos tedricos e
revisdo de literatura referentes as microemulsfes, tensoativos e microemulséo
aplicada & compostos antimicrobianos. Fundamentalmente, este tdpico consiste no
levantamento dos conceitos e aplicagcbes, como também do estado da arte
relacionado a area de atuacdo do trabalho, que serviram de fundamentacdo para o
desenvolvimento do mesmo.

O terceiro tépico exibe uma descricdo detalhada dos objetivos gerais e
especificos do estudo.

O quarto tépico contempla uma justificativa para o estudo.

A metodologia experimental € mostrada no quinto topico, que inclui os
materiais, 0s equipamentos, as condicbes, as técnicas e o0s procedimentos
experimentais empregados neste trabalho.

Os resultados e discussdes sdo abordados no sexto tépico.

Por fim, no sétimo e oitavo tépicos, sdo apresentadas as conclusfes e as

referéncias bibliograficas, respectivamente.



2. ASPECTOS TEORICOS E REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos tedricos sobre sistemas microemulsionados

2.1.1. Introducao

O termo "microemulsao” foi introduzido na literatura por Hoar e Shulman, em
1943, ao descreverem sistemas transparentes formados espontaneamente quando
Oleo e agua eram misturados com quantidades relativamente grandes de tensoativo
ibnico misturado a um alcool de cadeia média (de 3 a 8 atomos de carbono),
usualmente referido como cotensoativo (FORMARIZ, 2005; GANGULI et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2004). Seus trabalhos sdo o ponto de partida para a compreensao
sistematica das microemulsdes. A partir disso, a generalizacdo e aplicacées destes
sistemas se difundiu no inicio dos anos 1970, com a sua utilizacdo para a
recuperacdo avancada de petréleo durante a crise de energia (NAJJAR, 2012).

Atualmente as microemulsdes séo classificadas como macroscopicamente
monofasicas, termodinamicamente estaveis, fluidas, multicomponentes com
claridade Optica, e misturas isotropicas de 6leo, 4gua e tensoativo, frequentemente
em combinag¢do com um agente cotensoativo. Tais sistemas geralmente formam-se
espontaneamente, apresentando agregados estruturais muito menores do que o0
comprimento de onda de luz, que € a raz&o para a sua transparéncia (ROSSI et al.,
2007).

A formacdao e estabilidade da microemulsdo sao dirigidas por uma diminui¢cao
da tensédo interfacial para compensar o grande aumento na entropia de dispersao
(BERA et al., 2011). A estabilidade das microemulsdes impedem a separacéo de
fases por periodos mensurados em anos, ao contrario das macroemulsées, onde a
aparéncia leitosa € resultado de particulas emulsionadas, e a separacdo de fase
ocorre tipicamente entre horas e semanas depois que a emulsdo é preparada
(AJITH e RAKSHIT, 1996).

Os tensoativos sdo compostos organicos que possuem comportamento
anfifilico (PENTEADO et al., 2006). A preferéncia dos grupos anfifilicos por um

ambiente aquoso ou apolar é responsavel pelo fendbmeno de auto-associacdo do



tensoativo, resultando em uma variedade de estruturas micelares agregadas
(BLANKSCHTEIN et al., 1986). A natureza e a estrutura do tensoativo, cotensoativo
e Oleo séo fatores essenciais na formulacdo e nas caracteristicas fisico-quimicas
dos sistemas microemulsionados (FORMARIZ et al., 2005; AJITH e RAKSHIT,
1995).

Devido as suas estruturas e propriedades, substancias tensoativas em
presenca de agua e 6leo, adsorvem-se nas interfaces orientando-se de maneira que
0 grupo polar fique voltado para a fase aquosa e o grupo apolar para a fase oleosa,
formando um filme molecular ordenado nas interfaces, que reduz as tensdes
interfacial e superficial (ROSSI et al., 2007, PROSSER e FRANCES, 2001), assim,
sdo capazes de solubilizar uma variedade de substancias polares e nao polares em
seus nanodominios (MANDAL et al., 2013).

A obtencéo de filmes moleculares ordenados permite a insercéo de diversas
moléculas em um meio que ndo seria compativel com elas, na auséncia das
estruturas auto-organizadas. Isto permite ampla aplicacdo cientifica e tecnoldgica
desses sistemas, por exemplo, como agentes de liberacdo lenta de compostos
quimicos. Diversos setores demandam compostos com estas caracteristicas. Nesse
aspecto, a acdo de solucdes de farmacos pode ser acelerada ou retardada
dependendo da solubilidade ou permeabilidade do veiculo (OLIVEIRA e LIMA,
2006). A utilizacdo de microemulsBes na tecnologia farmacéutica € relativamente
recente e tem despertado grande interesse como sistema de liberacdo de drogas no
organismo (MENDONCA, 2005).

Assim, substancias tensoativas sao ingredientes importantes em muitos
produtos industrializados e possuem um papel de destaque em varios processos
industriais, como na producdo de farmacos, detergentes, Oleos para automoveis,

emulsificantes, compostos agroquimicos, entre outros (TAVARES et al., 2011).

2.1.2. Tensoativos

Surfactante (tensoativo) é uma palavra derivada da contracdo da expressao

“surface active agent’, termo que significa, literalmente, agente de atividade



superficial, ou seja, € um composto caracterizado pela capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais de um liquido (BARROS et al., 2007).

Tensoativos sdo compostos organicos que tém comportamento anfifilico, isto
€, possuem duas regides coexistindo em uma unica molécula, uma hidrofébica e
outra hidrofilica, e usualmente sdo empregados para render estabilidade a emulsdes
(PENTEADO et al., 2006; SAJJADI et al., 2004). Essa dupla natureza, caracteristica
comum a todos 0s agentes tensoativos, resulta numa solugéo Unica e de favoraveis
propriedades (HUIBERS, 1990).

A grande maioria dessas substancias que atuam ativamente nos processos
de adsorcao em interfaces liquido-liquido, liquido-gas ou sélido-liquido de um dado
sistema (HUNTER, 1992 apud ROSSI et al., 2007), é sintetizada e comercialmente
disponivel a partir de derivados de petréleo (BARROS et al., 2008). A estrutura

genérica de um tensoativo esta representada na Figura 1.

Extremidade Apolar Extremidade Polar
Hidrofobico Hidrofilico
Afinidade com oleo Afinidade com agua

Figura 1. Representacdo esquematica de um tensoativo (adaptado de ROSSI et al., 2007).

Um tensoativo tipico possui a estrutura R-X, onde R pode ser uma cadeia de
hidrocarboneto variando de 8 —18 atomos (normalmente linear) e X é o grupo
cabeca, polar (ou idnico), sendo esta a porcao que o ira classificar(GURGEL, 2004;
da SILVA, 2008). Dependendo de X, os tensoativos podem ser classificados como
nao-ibnicos, catidnicos, anidnicos ou anféteros (MANIASSO, 2001). A Figura 2

mostra uma representacdo esquematica da classificacdo dos tensoativos citados.
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Figura 2. Representacéo esquematica dos tensoativos (adaptado de ROSSI et al., 2007).

A baixa concentracio, os tensoativos existem somente como mondmeros que
irdo acumular-se nas interfaces presentes. Contudo, quando as areas interfaciais
tornam-se saturadas e a concentracdo de tensoativos aumenta, os monémeros
agregam-se no seio da solugdo longe das interfaces, formando micelas. A
concentragdo em que as micelas comegam a se formar € denominada concentracéo
micelar critica (c.m.c) (DESHPANDE et al., 2001). A formacao de microestruturas em
solucbes aquosas de tensoativos € um fenbmeno comum de auto-organizacéo
molecular, como forma de atingir a estabilidade termodindmica (FORMARIZ et al.,
2005).

Reacdes quimicas podem ser otimizadas na presenca de tensoativos. Em
catélise micelar, por exemplo, tensoativos sao frequentemente empregados para
modificar 0 meio reacional, ou seja, a posi¢ao de equilibrio das rea¢des quimicas, e
em alguns casos sua estereoquimica, dependendo da natureza da reacédo, do tipo
de reativo e da forma micelar (MANIASSO, 2001). Um fenbémeno importante
promovido por tensoativos e seus agregados, que explica tais modificagdes em um
meio reacional, é a alteracdo das taxas de difusdo molecular no meio, permitindo
acelerar as rea¢cfes quimicas através da solubilizacdo de espécies que apresentam
baixa interagcdo com o meio ou entre si (MANIASSO, 2001).

Recentemente o desenvolvimento de formas farmacéuticas tem enfocado o

uso de lecitina, e alguns estudos recentes tém mostrado a utilizagdo de



microemulsdes contendo triglicerideos como veiculos e um cos-solvente (TROTTA
et al., 2002). Fosfolipideos como a fostatidilcolina sdo tensoativos que possuem

grande biocompatibilidade, ndo apresentando, independente da via de

administracdo, problemas de toxicidade, sendo bastante utilizados para

medicamentos via oral. Trata-se de tensoativos naturais, e devido esta carateristica,
eles sdo rapidamente difundidos na interface Oleo-agua (ALBOOFAZELI et al.,
2000). A tabela 1 indica alguns agentes tensoativos empregados de acordo com sua

classificacao.

TIPO AGENTE TENSOATIVO FORMULA
Brometo de cetiltrimetil amdnio (CTAB) CH3(CH>)15N+(CH3)3Br”
CATIONICOS Brometo de dodeciltrimetil ambnio (DTAB) CH3(CH>)11N+(CHz)sBr”
CH,(CHy) @u
Cloreto de cetilpiridino (CICP) ? 8 )
Dodecil sulfato sodico (SDS) CH3(CH2)11S0O4 Na*
ANIONICOS Bis(2-etilhexil) sulfosuccinato sodico (Aerosol [CH3(CH2)3CH(C2Hs)CH,0CO0],CHSOs Na*
oT)
Dihexadecil fosfato (DHF) [CH3(CH2)150].P0O,
Polioxietileno (9-10) p-tercotil {CHJaC(GHaJC'ICHJz@'
NAO-IONICOS  fenol (Triton X-100) (OCH,CH,), OH
Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35) CH3(CH2)11(OCH>CH2)230H
) 3-(dodecildimetil amdnio) propano CH3(CH3)11N+(CHz3)2(CH2)30S03°
ANFOTEROS

1-sulfato (SB-12)
4-(dodecildimetil ambnio) butirato (DAB)

CHs(CH2)11N+(CH3)2(CH2)3COO_

Tabela 2 - Agentes tensoativos (MANIASSO, 2001)

Para qualquer aplicacdo dos tensoativos deve-se avaliar as questdes

relacionadas em cada caso especial, tais como a toxicidade, estabilidade e
desempenho dos tensoativos que estdo estreitamente relacionadas com a sua
estrutura (DIAS e LINDMAN 2008 apud NAJJAR, 2012).



2.1.2.1. Tensoativos catibnicos

Tensoativos catidonicos sao aqueles que possuem um oOu mais grupos
funcionais que, em solucdo aquosa, dissociam-se formando ions carregados
positivamente, e contra-ions negativos. Os mais importantes contém atomos de
nitrogénio quaternario em sua estrutura, como o cloreto de hexadecil-trimetilaménio
(CTAC) e brometo de dodeciltrimetilaménio (DTAB) (ROSSI et al., 2007; da SILVA,
2008).

Os tensoativos catibnicos, com um consumo de cerca de 700 mil toneladas
por ano, tém muitas aplicacdes, tais como amaciantes, aditivos de asfalto, inibidores
de corrosao, biocidas, produtos auxiliares téxteis, e assim por diante (BAGHA e
HOLMBERG, 2010). Eles se adsorvem com efeito prolongado em varios substratos,
e por isso, mudam as propriedades da superficie, 0 que € importante em muitas
aplicacdes. Uma vez que a maioria de todas as superficies possuem carga negativa
(metais, minerais, plasticos, membranas celulares, etc), os principais usos desses
tensoativos relacionam com a sua tendéncia para adsorver a estas superficies.
Acredita-se que a toxicidade destes agentes tensoativos resulta de sua tendéncia
para interagir fortemente com carga de superficie negativa, incluindo as membranas
lipidicas e células biol6gicas (BAGHA e HOLMBERG, 2010, PERSSON, 2012).

2.1.2.2. Tensoativos anidnicos

Os tensoativos anibnicos apresentam cargas elétricas na parte hidrofilica e
ao se dissociarem em agua, formam ions. Dentre os tensoativos anionicos, 0s mais
importantes deste grupo sao os sabdes sulfonados e sulfatados (ROSSI et al., 2007;
da SILVA, 2008).

Tensoativos anibnicos sdo a classe mais produzida (60% da producéo
mundial) e sdo mais baratos de fabricar. S&o utilizados principalmente na
formulacdo de detergentes (PERSSON, 2012). O tensoativo dodecilsulfato de sodio
(SDS) € um exemplo de tensoativo anidnico, geralmente usado em produtos
industriais, cosméticos e para higiene, como pastas de dentes, xampus, cremes de
barbear, detergentes, dentre outros (WATANABE et al., 2005).



2.1.2.3. Tensoativos ndo-ibnicos

Os tensoativos n&o-idnicos séo derivados do polioxietileno e polioxipropileno,
e constituem a segunda maior classe de tensoativos produzidos (MANIASSO, 2001,
PERSSON, 2012). Esta classe de tensoativos ndo fornece ions em solucdo aquosa
e sua solubilidade em agua se deve a presenca de grupos funcionais que possuem
forte afinidade pela agua, como alcodis, glicois, éteres e ésteres (ROSSI et al., 2007,
VIANA, 1992; apud da SILVA, 2008).

2.1.2.4. Tensoativos anfoteros

Tensoativos anféteros (zwitteribnicos) constituem a menor classe de
tensoativos e sdo conhecidos por terem excelentes efeitos dermatolégicos
(PERSSON, 2012). S&o os tensoativos que, em condi¢des relativamente neutras de
pH, contém tanto carga negativa quanto carga positiva (ROSSI et al., 2007)
equilibradas, e seu carater é afetado quando o pH do meio sofre alteracées. Para pH
menor que 4, eles se comportam como tensoativos catibnicos (carregados
positivamente); para pH entre 4 e 9, eles se comportam como tensoativos nao-
idnicos (carga total neutra); e para pH acima de 9 se comportam como tensoativos
aniénicos (carregados negativamente). Como 0s principais representantes desta

classe, citam-se as betainas e os aminoacidos (ROSSI et al., 2007).

2.1.3. Micelas

Uma das propriedades fundamentais dos tensoativos é a tendéncia de formar
agregados chamados micelas que, geralmente, se formam a baixas concentractes
em agua (BARROS et al., 2007). As micelas s&o termodinamicamente estaveis e
facilmente reprodutiveis , e ndo sdo estaticas, existindo simplesmente como um
agregado (MANIASSO, 2001).

Em presenca de um solvente hidrofilico as caudas hidrofobicas se agregam e
as cabecas hidrofilicas ficam expostas ao solvente, entretanto, em presenca de
solvente hidrofébico sdo formadas micelas reversas, em que as cabecas hidrofilicas

se agregam e as caudas hidrofébicas ficam expostas ao solvente, como
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demonstrado nas figuras 3a e 3b, respectivamente. A agregagdo de tensoativos
podem ainda formar estruturas mais complexas, como agregados cilindricos ou de
camada dupla (CABRAL, 2012).

Figura 3- Representacdo esquematica da estrutura das micelas (a), uma micela normal e
(b), uma micela reversa (BORGES e MACHADO, 2013).

A concentragcdo minima na qual se inicia a formagdo de micelas chama-se
concentracdo micelar critica (c.m.c.), sendo uma importante caracteristica de um
tensoativo (BARROS et al., 2007). Abaixo da c.m.c., 0 tensoativo esta
predominantemente na forma de monémeros; quando a concentracdo esta abaixo,
porém acima da c.m.c., existe um equilibrio dinAmico entre mondémeros e micelas,
como mostra a figura 4 (MANIASSO, 2001).

A combinacdo destas propriedades distintas confere a molécula
caracteristicas unicas na dissolu¢cdo aguosa. Em concentracdes acima da c.m.c. as
micelas possuem um diametro entre 3-6 nm o0 que representa de 30 a 200
mondmeros (MANIASSO, 2001). A c.m.c. depende da estrutura do tensoativo
(tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e das condi¢cBes experimentais (for¢a idnica,
contra-ions, temperatura, etc) (MANIASSO, 2001).

Fome s é
o T é;%o

Abano da CMC Acima da CMC
[monomenos) (monomeros & micelas)

Figura 4 - Formagéao do agregado micelar (BORGES e MACHADO, 2013).
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2.1.4. Microemulsdes

Tem sido considerado que fluidos opticamente transparentes, isotropicos de
dispersdes de 6leo em &gua consiste de uniformes goticulas esféricas de 6leo ou de
agua, na apropriada fase continua, que sao birrefringentes e viscoelasticas
(Schuman et al., 1959 apud ROSSI et al., 2007).

MicroemulsGes sdo solugbes monofésicas, termodinamicamente estaveis
(DANTAS et al.,, 2009), em que dois liquidos imisciveis (Agua e 0leo), ou seja,
solventes polares e ndo polares (MANDAL et al.,2013) sédo dissolvidos em uma
Unica fase, por meio da adicdo de um tensoativo apropriado ou uma mistura de
tensoativos (SOLANS e CELMA, 1997) e frequentemente um componente co-
tensoativo (usualmente um éalcool de comprimento de cadeia médio) (GRADZIELSKI
e HOFFMANN, 1993).

Biais e colaboradores (1981) apud Rania e colaboradores (2012) descreve
gue independentemente do modelo geométrico, é possivel recorrer ao modelo
chamado de pseudofase para descrever a distribuicdo dos componentes entre 0s
diferentes dominios nas microemulsdes. Segundo estes autores, embora a
microemulsdo seja um sistema monofasico, € formalmente considerado que consiste
em trés pseudofases: uma fase organica que contém hidrocarboneto, alcool, e
pequenas quantidades de agua dissolvida, uma fase aquosa contendo agua e um
pouco de &lcool dissolvido, e uma regido interfacial que contém as moléculas
anfifilicas e quantidades variaveis do alcool.

Num nivel microscopico, as moléculas do agente tensoativo separam o 6leo e
agua em duas subfases por adsorcdo na interface como um pelicula interfacial
(DEEN et al., 2009), formada por uma monocamada de agente tensoativo adsorvido
(KEGEL e LEKKERKERKER, 1993). Sendo usualmente solucbes de baixa
viscosidade (HOAR e SCHULMAN, 1943 apud PAUL e MOULIK, 2001), as
microemulsfées sdo macroscopicamente homogéneas e microscopicamente
heterogéneas devido a monocamada de um tensoativo, que separa os dominios
entre a agua e 6leo (SOLANS e CELMA, 1997).

Em funcdo de sua composi¢cdo quimica, as microemulsdes apresentam uma

variedade estrutural de microgoticulas dispersas e dinamicas, que possuem um
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didmetro variando entre 1-100 nm e uma camada mononuclear anfifilica que envolve
as microgoticulas como uma membrana (DEEN et al., 2009; ROSSI et al., 2007).
Estruturas de diferentes tipos podem ser formadas variando, por exemplo, a
partir de microemulsbes esféricas e cilindricas para as fases lamelares e
microemulsdes bicontinuas, que podem coexistir com fases oleosas ou aquosas
(GAO et al., 2009). As microemulsées podem ser do tipo 6leo-em-agua (O/A), onde
0 sistema é rico em agua e as microgoticulas séo diretas; ou do tipo agua-em-oleo
(A/O), onde o sistema € rico em 06leo e as microgoticulas sdo chamadas de inversas
(FORMARIZ et al., 2005; ROSSI et al., 2007). A Figura 5 mostra um esquema

genérico desse comportamento.

a b C

@ )f Sleo 5 é

A 4

. ua ;

Oleo o /II Agua
Microemulsdo A/O Microemulsdo O/A Microemulsio bicontinua

Figura 5. Representacdo esquemética das estruturas de (a) microemulsé&o agua em oleo, (b)
microemulsado 6leo em agua e (c) microemulsado bicontinua (GOMES, 2010).

2.1.4.1. Formacao de microemulsfes

A diferenca mais significativa entre macroemulsdo (cineticamente estavel) e
microemulsdo (termodinamicamente estavel) reside no fato de que realizar o
trabalho mecanico em macroemulsdes ou aumentar a concentracdo de tensoativo
geralmente melhora sua estabilidade, mas este ndo € o caso com o0s sistemas
microemulsionados, os quais sdo formadas relativamente de modo espontaneo,
devido a interagfes especificas entre os constituintes das moléculas de 6leo e agua
na interface (ROSANO et al., 1989).

Na maioria dos casos, as microemulsdes podem ser consideradas como
“micelas inchadas” termodinamicamente estaveis. No entanto, a fim de se obter a
formacdo espontanea, as barreiras de energia cinética precisam ser superadas, o

gue explica o procedimento e ordem de adicdo dos agentes tensoativos, que regem
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a formacado destes sistemas transparentes (ROSANO et al., 1989). Tomando como
exemplo, um sistema de microemulsdo de Oleo-em-agua, o modelo para a
microgoticula pode ser descrito como um nudcleo oleoso rodeado por um involucro
interfacial onde o tensoativo e parte do cotensoativo estdo presentes (ROSANO et
al., 1989).

2.1.4.2. Termodinamica de formagao de microemulsdes

A termodinamica da formag¢ao de microemulsdo nao foi investigada de forma
significativa (KERTES, 1982; LAl e KERTES, 1992; MOULIK et al.,, 1988 apud
MOULIK e RAY, 1994), portanto, tais estudos sao importantes. Os primeiros dados
termodinamicos precisos sobre sistema de microemulsédo foram relatados em 1960
(NAJJAR, 2012). A solubilizacdo de dgua em Oleo ou de 6leo em &gua, embora ndo
seja fisico-quimicamente natural, pode ser feita na presenca de agentes tensoativos
e pode ser quantificada através de consideragfes termodinamicas (MUKHERJEE et
al.,1997).

Do ponto de vista fisico-quimico a formacdo de uma microemulsdo é um
pouco diferente das emulsdes, pois além de as microemulsdes serem transparentes
e termodinamicamente estaveis, apresentam um tamanho de goticulas nanométrico
(DAMASCENO et al, 2011). A estabilizacdo de microemulsdes requer baixa
solubilidade do tensoativo nas fases aquosa e oleosa, resultando na adsor¢céo do
tensoativo na interface Oleo-agua para provocar abaixamento da tenséo interfacial
(WASAN et al.,1998).

A tensdo interfacial (denotada por }) € uma forca que atua sobre uma

superficie, perpendicularmente e para dentro, a partir dos limites da superficie,
(HIEMENZ e RAJAGOPALAN, 1997). A tensao interfacial, dada pela equacdo 1 é
definida pelo excesso de energia livre de Gibbs (G) por unidade de area interfacial
(A), em relacéo as fases de contato (HIEMENZ e RAJAGOPALAN, 1997; CABRAL,
2012).
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r=5a) .

A lei da termodinamica diz que a energia livre de Gibbs deve se tornar negativa
para a formacdo espontanea de uma microemulsdo termodinamicamente estavel.

Esse fend6meno pode ser expresso conforme a Equacéo 2.

AG = yAA 2

Onde AA é a variacdo da area interfacial. Como a area interfacial ndo pode

ser O (zero), a tenséo interfacial deve diminuir a um ponto que a energia livre do
sistema também diminua. Para a formac¢do da microemulsdo, a ¥ tem uma

tendéncia para se aproximar de zero; consequentemente, a variacdo de energia livre

também tende a zero e, com isso, o sistema fica estavel termodinamicamente
(AG—0). Quando a ¥ for negativa, AG serda < 0 e a microemulsificagdo sera

espontanea (CABRAL, 2012).

Uma tensao interfacial muito baixa entre éleo e 4gua é um pré-requisito para
a formacao de microemulsdes. A adsorcdo do tensoativo na area interfacial causa
uma pressao bidimensional que diminui a tenséo interfacial (DAMASCENO et al,
2011, FANU, 2011).

Na adsor¢cdo as moléculas unem-se a superficie do adsorvente e tendem a se
acomodar em sitios que propiciem um numero de coordenacdo maxima com o
substrato (ATKINS e PAULA, 2011). Neste caso, a interface expande-se
espontaneamente adsorvendo todas as moléculas de tensoativo até que um
pequeno valor de tensao interfacial seja atingido.

Admitindo uma racionalizagdo termodinamica simplificada, considera-se que a
energia livre de formagédo da microemulsédo depende fundamentalmente de dois
fatores: (i) da capacidade do tensoativo de reduzir a tensdo interfacial, e (i) da
variacdo da entropia do sistema (GOMES, 2010), os quais estdo resumidamente

apresentados na equacao 3,
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&Gf =yAA — Tﬂscaﬂf 3)

em que &Gf é a energia livre de formagdo, ¥ € a tensdo interfacial, AA € a

variacdo da area interfacial durante o processo de formacédo de microemulsdo, AS
é a variacdo de entropia configuracional do sistema, e T é a temperatura. O
aumento da area interfacial (AA4) é indispensavel para a formacdo de goticulas de

adgua em 6leo, ou 6leo em agua.
O segundo termo (—TAS) é a entropia configuracional, resultante do aumento

de possiveis configuracdes resultantes da producdo de um grande numero de
goticulas; desta forma, a estabilidade das microemulsdes decorre das contribuicdes
favoraveis de entropia devido a mistura de uma fase em outra. Esse termo, sendo
negativo, realmente ajuda na formacdo de microemulsdes, pois ele compensa o
aumento da area interfacial, contribuindo de forma significativa para que a energia
livre de formacéo seja menor que zero (CABRAL, 2012).

De acordo com Tadros e colaboradores (1980) a variagcdo da entropia

configuracional (ﬂScmf) pode ser aproximadamente expressa como:

ASeons = —k[InG + {%} In(1 — ©)] (4)

Onde n é o numero de goticulas dispersas na fase, kg € a constante de

Boltzmann e @ é fragdo de volume da fase dispersa.

2.1.4.3. Razdo R

A razdo R foi inicialmente proposta por Winsor (1948) para demonstrar a
influéncia de moléculas anfifilicas e solventes na curvatura interfacial, forma uma
primeira concepc¢édo relatada pela energia de interacdo entre camada anfifilica e

regides oleosas e aquosas. Entretanto, segundo o autor, a razdo R compara a
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tendéncia de um composto anfifilico disperso no 6leo, com sua tendéncia para se
dissolver em agua.
Winsor (1948) expressou qualitativamente esta variacdo e tendéncia de

disperséo por:

R=— (5)

A primeira concepcdo de Winsor (1948) para a razdo R de energias de
coesdo estima a atracdo entre o solvente C e fase oleosa O na fase solubilizada
(Aco) pela atracdo entre o solvente C e fase aquosa W na fase solubilizada (Acw),
determinando a curvatura preferencial. Assim, se R>1, a interface tende para
aumento da area de contato com a fase 6leo e diminuicdo de contato com a fase
aguosa, formando uma fase continua oleosa correspondendo a caracteristicas do
sistema Winsor tipo Il. Do mesmo modo, se R<1, a interface tende para o aumento
da area de contato com a fase 4gua e reducdo de contato com a fase oleosa,
resultando na formacéo de uma fase continua aquosa, correspondendo ao sistema
Winsor tipo |. Contudo, o balanco interfacial é representado por R=1, formando

estruturas bicontinuas, caracteristicas correspondentes ao sistema Winsor tipo Ill.

2.1.4.4. Diagrama de fases

O diagrama de fases, mostrado na figura 6, permite descrever em que
condicdo é possivel obter microemulsbes e as regides limites de transigcdo entre
emulsdes, fases separadas e microemulsées O/A e A/O (OLIVEIRA et al., 2006).

Os diagramas ternarios sao considerados ferramentas graficas e ndo uma
simples representacdo gréafica, pois oferecem nédo s6 a possibilidade de interpretar
os dados, mas também a de utilizacdo de suas propriedades. A ferramenta grafica
descrita produz um diagrama triangular equilatero com trés variaveis associadas,
dessa forma a soma dessas variaveis sera sempre 100% (ALMEIDA et al., 2004,
GIANNETTI et al., 2007).
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Figura 6. Diagrama ternario

2.1.4.4.1. Sistemas ternarios

Os diagramas ternarios (Figura 7) representam diretamente microemulsées
formadas por trés constituintes: agua, 6leo e tensoativo, onde em um diagrama
triangular, cada componente assume um dos vértices do triangulo. Sendo assim, de
acordo com as condi¢cdes e propor¢cdes dos constituintes, podem-se delimitar as
regides de microemulsdo (ALMEIDA et al., 2004). Este método € extensivamente
utiizado em ciéncias fisicas, e baseia-se nas propriedades geométricas de
tridangulos equilateros (ALMEIDA et al., 2004).

Associado a microemulsBes os diagramas ternarios permitem mapear a
presenca de diferentes estruturas como classificado por Winsor (1948): Winsor |
(O/W), Winsor Il (W/O), Winsor Il (fase secundaria ou microemulsdo bicontinua) e
sistemas de Winsor IV que sédo formadas alterando a curvatura da interface com a
ajuda de diferentes fatores, tais como a salinidade, temperatura, etc.

A construcdo de diagramas de fases pode ser uma ferramenta fundamental
para caracterizar em que condi¢coes experimentais as microemulsdes existem e em
que propor¢cdes dos componentes outras estruturas podem estar presentes
(FORMARIZ et al.,, 2005). As microemulsbes sao representadas através de

diagramas de fase ternarios, quaternarios e pseudoternarios.
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Figura 7. Diagrama terndrio hipotético mostrando esquematicamente uma microemulséo
adaptado de NAJJAR, 2012.

2.1.4.4.1.1. Sistemas de Winsor

Os sistemas microemulsionados podem existir em equilibrio com outras fases,
aguosa ou organica, formando sistemas multifasicos (ALBUQUERQUE et al., 2007).
Winsor (1948) propés um sistema de classificacdo que define os varios equilibrios
existentes entre a microemulsdo e as fases aguosa e oleosa. Quando a agua e um
liguido orgéanico sdo misturados com uma quantidade adequada de um componente
anfifilico, existem quatro principais tipos de equilibrio que esse sistema pode

proporcionar.

v Winsor | — Um liquido organico em excesso (fase oleosa) contendo apenas
pequenas propor¢des de outros componentes do sistema esta em equilibrio com
uma solucdo contendo agua, Oleo e componente anfifilico (fase

microemulsionada), tipicamente do tipo 6leo em agua.

v Winsor Il — Agua ou uma solucdo aquosa salina em excesso, contendo apenas

pequenas propor¢cdes de outros componentes no sistema, esta em equilibrio
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com uma solugéo contendo liquido organico, &gua e componente anfifilico (fase

microemulsionada), tipicamente do tipo agua em dleo.

v" Winsor Il — Fases aquosa e oleosa livres estdo em equilibrio com uma terceira
fase solubilizada contendo liquido organico, agua e componente anfifilico (fase
microemulsionada), podendo ser do tipo bicontinua.

v" Winsor IV — Sistema do tipo IV contendo fase aguosa e oleosa néo livres, sendo
que liquido organico, 4gua e componente anfifilico (fase microemulsionada)
estdo mutualmente solubilizados. Trata-se apenas de uma microemulsao, que

pode ser de qualquer tipo.

Assim um sistema do tipo | pode ser considerado como um sistema do tipo 1V
em equilibrio com excesso de fase oleosa. Um sistema do tipo Il € ao mesmo tempo
um sistema do tipo IV em equilibrio com excesso de fase oleosa, enquanto um
sistema do tipo Il pode ser considerado um sistema do tipo IV em equilibrio com
excesso de fase oleosa e fase aquosa (WINSOR, 1948). Na Tabela 2 estédo
representados os quatro tipos de sistemas estabelecidos.

Distribuicéo de Winsor

Winsor | Winsor Il Winsor Il Winsor IV

Equilibrio entre a

) Equilibrio entre a fase Trés fases em E um sistema
fase emulsionada ] o )
emulsionada e a fase equilibrio, 6leo, em que apenas existe a
com a fase oleosa . i . .
aguosa em excesso. emulsédo e agua. fase microemulsao.

em excesso.

*Fase emulsionada (transparente), fase oleosa (bege) e fase aquosa (azul).

Tabela 2. Classificacdo que define os varios equilibrios existentes entre a microemulséo e
as fases aquosa e oleosa*
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2.1.4.4.2. Sistemas pseudoternrios

Um sistema pseudoternario possui aspecto de diagramas ternarios, contudo é
constituido por quatro componentes, onde agrupam-se dois constituintes de modo
que a relacdo agual/tensoativo ou a relacdo cotensoativo/tensoativo seja constante
(ROSSI, 2007). Geralmente a relacdo cotensoativo/tensoativo € utilizada no estudo
de comportamento de fase de sistemas microemulsionados. A figura 8 mostra

exemplos representativos.

Cotensoattvo /

. tensoativo
Cotemsoative

N

Iicroeraulsdo
\, Tersoative

Oleo Agua Oleo

hga

Figura 8 — Representacdo de diagramas pseudoternarios com razao cotensoativo/tensoativo
constante (adaptado de NAJJAR, 2012).

2.1.4.5. Parametros que afetam as microemulsdes

O tipo de estrutura que se forma em um determinado sistema
microemulsionado depende da natureza dos componentes (tensoativo, cotensoativo,
agua e fase 0leo) e das condi¢cdes termodinamicas (temperatura, pressdo e a
presenca de um campo de forcas) (ANTALEK et al., 1996 apud e MEHTA e KAUR,
2011; MOULIK e PAUL, 1998; PAUL e MOULIK, 2001; TEXTER, 2000 apud ROSSI,
2007).

2.1.4.5.1. Influéncia do tensoativo

A possibilidade de formar microemulsdo depende do balanco entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo (FORMARIZ et al., 2005). A
escolha do tensoativo adequado a um sistema microemulsionado pode ser feita pelo
carater hidrofilico ou hidrofébico deste tensoativo. Quando se deseja uma
microemulsédo do tipo A/O, por exemplo, deve-se utilizar um tensoativo mais

hidrofébico; consequentemente, um tensoativo de carater hidrofilico deve ser
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utilizado para obtencdo de microemulsdes do tipo O/A, ou seja, rico em agua
(CAPEK, 2004 apud ROSSI, 2007).

A natureza do tensoativo €, em grande parte, um fator determinante da
formacdo de microemulsdes. Mitchell e Ninham (1981) apud Robinson e Rees
(1993) introduziram o conceito de fator de empacotamento, S, (Eq. 6), para

quantificar de uma maneira simples a influéncia do tensoativo:
Sp = — (6)

Sendo v o volume, a éarea superficial da parte apolar da molécula e | o
comprimento da cadeia apolar estendida.

Dependendo da estrutura do tensoativo, S, assume valores especificos e as
restricbes de empacotamento permitem para a formacdo de uma configuracdo do
agregado da forma preferida (GURGEL, 2004). Se v>al, ¢é preferencial formar
estruturas micelares A/O, quando o volume v<al formacdo de estruturas micelas
O/A, contudo, v=al sdo formadas estruturas bicontinuas, assim, regulando a
curvatura preferencial da interface (FLORENCE e ATTWOOD, 2003) como mostrado

e%ei??x?@
o 57 ]
“Q M 3“/ <

e {
;ﬁ??@,

Figura 9 — Esquema ilustrativo da importancia de raios na curvatura de estruturas micelares.

2.1.4.5.2. Influéncia da forca ibnica
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Tensoativos ibnicos sao frequentemente utilizados na producdo de
microemulsdes, tensoativos nd&o-ibnicos, como o polioxietiieno alquil éter e
polioxietileno hidrogenado de 6leo de ricino, oferecem uma consideravel vantagem
de ndo precisarem de um cotensoativo para a formacdo de microemulsdes
(Lawrence, 1996 apud DAMASCENO et al., 2011).

Um aumento da parte hidrofébica da molécula diminui fortemente este valor,
enquanto a natureza da parte hidrofilica tem uma menor influéncia, quer para os
tensoativos i6nicos ou nao-ibnicos (ROSSI, 2007). Pires e colaboradores (1996), em
estudos realizados com biomoléculas, demonstraram que quanto maior a forca
ibnica do meio, menor a interacao entre biomoléculas hidrofilicas e a cabeca polar
do tensoativo, sendo formada micelas menores. Como consequéncia, aumentando a
forca ibnica da solucdo aquosa, reduz-se a capacidade da fase organica de
incorporar agua e biomoléculas. Por outro lado, tem sido relatado que em forga
iGnica muito baixa, ndo ocorre formacao de micelas reversas e separacao de fases,

mas sim uma microemulsao estavel. (PIRES et al., 1996).

2.1.4.5.3. Influéncia da temperatura

A temperatura modifica as propriedades do filme de tensoativo, resultando em
mudancas estruturais. A solubilidade do tensoativo ibnico em 4gua aumenta com o
aumento da temperatura: quanto mais apolar o tensoativo, maior a estabilidade das
microemulsdes em baixas temperaturas (ROSSI et al., 2007).

O aumento da temperatura torna oS agentes tensoativos nao-ibnicos mais
hidrofébicos enquanto os iGnicos se tornam mais hidrofilicos. Portanto, é possivel
visualizar sistemas cujas propriedades serdo independentes da temperatura, uma
variagdo comercial e tecnologicamente importante (AJITH e RAKSHIT, 1995).
Contudo, ao se tratar de um tensoativo ndo-ibnico, um aumento na temperatura
induz a inverséo de fase de uma microemulsao do tipo O/A para A/O. Uma forma de
representar o efeito da temperatura (T) pode ser através do diagrama de Kahlweit-
“fish” (Figura 10), que é representado por um gréfico de temperatura (T) versus
concentracdo de tensoativo de um sistema. Observa-se que, para a formacdo de

uma microemulsdo em equilibrio, € necessario tanto uma concentracédo ideal de



23

tensoativos como uma temperatura (T) adequada (HELLWEG, 2002 apud
DAMASCENO et al., 2011).

ME AJO + dgua

agua+ME+dleo

ME OJA + oléo

[1de tensoativo
R
Figura 10. Diagrama de Kahlweit-“fish”, que representa um corte na fase do prisma de uma
mistura ternaria (dgua-6leo-tensoativo), em que a quantidade de agua e 6leo estao
constantes e ha variacdo apenas da quantidade de tensoativo em fungéo da temperatura
(DAMASCENO et al., 2011).

Para tensoativos nado-ibnicos, a baixas temperaturas, goticulas de 6leo na
microemulsdo sao formadas (Winsor I). Um aumento de temperatura conduz a uma
formacdo gradual de uma fase bicontinua (Winsor Ill) que, a temperaturas mais
elevadas, transforma-se gradualmente de uma microemulsdo com goticulas de agua
(Winsor II). Deste modo ocorre uma transicdo do tipo: WI>WIII>WIl. Para
tensoativos ibnicos 0 aumento da temperatura acarreta uma maior solubilidade do
tensoativo, elevando a solubilidade da dgua na microemulsdo, conduzindo a uma
transicdo do tipo: WI>WIII>WI (ROSSI, 2007). A figura 11 representa

esquematicamente a evolugdo do sistema de Winsor em variagdo da temperatura.

| [ Fase dleo

[ Microemulséo

B Fase aquosa
@

Temperatura (ndo-1Gnico)

v

a

Temperatura (iGnico)

Figura 11 - Representacdo da evolucdo do sistema de Winsor em variacdo da temperatura.

2.1.4.5.4. Influéncia da salinidade
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Em sistemas microemulsionados idnicos, 0 aumento da salinidade geralmente
induz a uma variedade de mudancas de fases (JOHN e RAKSHIT, 1994).
Entretanto, os sistemas nao-ibnicos, sdo pouco sensiveis a variacdes de salinidade
(KAHLWEIT e STREY, 1997 apud ROSSI, 2007). No caso de tensoativos néo-
ibnicos polietoxilados, ocorre a desidratacdo da cabeca hidrofilica em presenca de
sal, provocando maior interagéo dos tensoativos, que podem vir a precipitar. Desse
modo, a adicdo de sal a solucado dificulta a formagcdo de microemulsdo com esses
sistemas (KOMAROMY-HILLER., 1996 apud CABRAL, 2012).

2.1.4.5.5. Influéncia da natureza e concentracao do cotensoativo

A combinagdo do tensoativo com o cotensoativo permite reduzir muito a
tensdo interfacial entre agua e 6leo, proporcionando um elevado poder dissolvente
as microemulsées (OLIVEIRA et al., 2001). O cotensoativo também ¢é responsavel
pela estabilidade termodinamica das microemulsdes, especialmente quando
tensoativos idnicos sdo utilizados, como o dodecil sulfato de sédio (SDS) e sais
sédicos de acidos graxos, denominados sabdes (OLIVEIRA et al., 2001).

O cotensoativo ideal € aquele que apresenta pouca solubilidade nas fases
0leo e agua, e dissolve apenas pequenas quantidades do tensoativo (LEITE, 1995
apud ROSSI et al., 2007). Assim, o dominio da existéncia das microemulsdes em
diagramas pseudoterndrios varia com a razao cotensoativo/tensoativo.

A adicéo de alcodis de cadeia média, tipicamente n-alcodis, com 3 <n<8a
solugdes de tensoativos muitas vezes aumenta a solubilizacdo e ajuda na formacéo
de microemulsbes (BAUER et al., 2010; ZHOU e RHUE, 2000). Em formulacdes de
microemulsdes, os alcoois de cadeia sdo usados como cotensoativo, que podem
influenciar a proporcdo do balango na camada interfacial (LI et al., 2010). O alcool
adsorve-se no filme interfacial e assim modifica o parametro de empacotamento do
tensoativo (CURRI et al., 2000).

Outras funcbes desses alcodis incluem a diminuicdo da viscosidade do
sistema, prevenindo a formacao de estruturas rigidas, tais como géis e precipitados,
e ainda reduzem a tensao interfacial. Eles podem aumentar a mobilidade da cauda

do hidrocarboneto para permitir a melhor penetracdo do 6leo na camada interfacial,



25

consequentemente aumentando a solubilizacdo de fases aquosas e oleosas (LI et
al., 2010). No caso de o cotensoativo ser um alcool, a estabilidade da interface &
inversamente proporcional ao tamanho da cadeia alquil do alcool, ou seja, quanto
maior for a cadeia hidrocarbdnica, menor sera a regido de microemulsdo, como pode
ser observado na figura 12 (CURRI et al., 2000).

CIT CIT CiT

o A 0 4 O
®) (=)

hexanol, (C) n-octanol (NAJJAR, 2012).

2.1.4.5.6. Natureza do composto apolar

Li et al (2010) apud Liu et al (2012) estudaram o efeito de diferentes tipos de
Oleos sobre a formacdo de microemulsbes e descobriram que a formacdo do
sistema de microemulsdo ideal esta relacionado com a polaridade dos 6leos. A
eletronegatividade dos atomos das moléculas no 6leo também tem um efeito sobre a
formacao de microemulsdes (LIU et al 2012).

A estrutura da fase 6leo em funcdo do tamanho da cadeia hidrocarbdnica
pode influenciar nas propriedades interfaciais, assim como as moléculas de 0leo
com pequeno volume molecular (hidrocarboneto de cadeia curta) ou alta polaridade
(aumento da aromaticidade), conduz a fortes efeitos de solvatacdo entre o
tensoativo e o 6leo sobre a interface (LIU et al 2012).

De outro modo, o aumento no comprimento da cadeia do 6leo conduz a uma
diminuicdo das interacdes entre as microgoticulas reduzindo a solubilizagdo da
microemulsdo (SCHULMAN e ROBERTS, 1982 apud ROSSI, 2007).
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2.1.4.5.7. Balanco hidrofilico-lipofilico (BHL)

Em 1949, Griffin introduziu o conceito de HLB (hydrophilic-lipophilic balance)
ou BHL que descreve a anfifilicidade para tensoativos, definindo-os em uma escala
empirica e quantitativa (FAN et al., 2009). HBL € um equilibrio empirico com base na
percentagem relativa dos grupos hidrofilicos para os grupos lipofilicos no tensoativo
(NAJJAR, 2012).

Tensoativos com baixo BHL tendem a formar microemulsdes A/O, trata-se do
tensoativo predominantemente na fase oleosa, que estd em equilibrio com um
"excesso" de fase de &gua que tem uma concentracdo muito baixa de tensoativo.
Por outro lado, tensoativos de alto BHL favorecem a formac&do de microemulsdes
O/A, é o tensoativo na fase aquosa, que estd em equilibrio com um "excesso" de
fase oleosa que tem uma concentragdo muito baixa de tensoativo.Valor de BHL mais
alto indica maior solubilidade em agua (FANU, 2011; FAN et al., 2009).
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Figura 13 — Comportamento de fase tipico que mostra a transi¢do da fase 6leo em agua
(tipo ) com a estrutura bicontinua (tipo Ill) e fase de agua em 6leo de estrutura (tipo 1), com
uma relacdo de volume inicial de 6leo para a agua = 1:1 (adaptado de FANU, 2011).

Num valor adequado de BHL, o sistema divide-se em trés fases: um excesso
de fase aguosa com baixa concentracdo de tensoativo, uma fase intermediaria ou
fase de microemulsdo, e um excesso fase oleosa com baixa concentracdo de
tensoativo, como mostrado na figura 13. Esta nova terceira fase é chamada sistema
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microemulsionado Winsor tipo Ill, sendo que a fase de microemuls&o contém a maior
parte do agente tensoativo (FANU, 2011).

O balanco hidrofilico - lipofilico do tensoativo ndo-ibnico € em grande parte
influenciado pela temperatura; assim, tende a formar micelas aquosas a
temperaturas mais baixas, enquanto que ele forma micelas reversas em altas
temperaturas (KUNIEDA, 1996).

Diferentes formulas tém sido propostas para calcular o valor de BHL de um
dado tensoativo (FAN et al., 2009). Griffin, 1954 definiu uma equacéo empirica que
pode ser usada para determinar o BHL com base na composicao quimica (NAJJAR,
2012). Contudo, Davies et al. (1959) apud e Mehta e Kaur (2011) ofereceu uma
equacado empirica mais geral conferindo um namero de diferentes grupos quimicos

hidrofilicos e lipofilicos num tensoativo através da equacéao 7,

HBL=[(ny.H) — (n, .L)] + 7 ()

em que H e L sdo os numeros atribuidos para os grupos hidrofilicos e lipofilicos
respectivamente, e ny e n._ S0 0s respectivos nimeros desses grupos por molécula
de tensoativo. Ambos os numeros de parametros de empacotamento BHL estdo
intimamente correlacionadas.

No entanto, foi demonstrado que, para uma estrutura bicontinua, a qual
corresponde a uma curvatura nula, o BHL = 10. Para BHL <10, a curvatura é
negativamente favoravel (ou seja A/O microemulsdo), enquanto que para o BHL >
10, os resultados das curvaturas sejam positivos (MEHTA e KAUR, 2011). A
curvatura interfacial das microemulsdes ndo-i6nicas diminui progressivamente com o
aumento da temperatura (STREY, 1994).

2.1.5. Tensoativos ndo-idnicos comerciais



28

Aplicagbes industriais, ambientais e médicas envolvem a utilizacdo de
produtos quimicos que podem potencialmente influenciar na interacdo superficie da
bactéria por sua adsorcdo as superficies. Os tensoativos sdo usados tanto para a
prevencao e interacdo com superficies bacteriana (FENG e YAQIAN, 2011).

O potencial de tensoativos ndo-idnicos é justificado em fung&o de sua relativa
estabilidade a agentes que alterem as propriedades do meio, como acidez,
salinidade e temperatura, se comparada a dos tensoativos idnicos (CUNHA e
CARVALHO, 2005).

Os tensoativos ndo-ibnicos apresentam caracteristicas bem particulares, pois
sdo compativeis quimicamente com a maioria dos demais tensoativos e suas
propriedades sdo pouco afetadas pela variacdo de pH. Estes aspectos combinados
aumentam consideravelmente as suas possibilidades de aplicacdo, tornando-os
bastante atrativos industrialmente tais como: cosméticos, detergentes, produtos
farmacéuticos, flotacdo de minérios e extracdo (de la SALLES, 2000 apud
FERNANDES, 2005). Desta classe de tensoativos, os comumente utilizados séo
agueles a base de oOxido de etileno, contudo, outras classes também séo
encontradas na literatura, e séo considerados importantes tensoativos (CUNHA e
ALVES, 2009; JUNIOR et al., 2003).

Swedmark (1986) apud Persson (2012) relata em seu estudo que o0s
tensoativos mostraram geralmente uma baixa toxicidade em animais de teste de
laboratorio, tais como ratos e cobaias, e o efeito diminui com o aumento do peso
molecular, provavelmente devido a uma menor absor¢do no intestino. Silva e
colaboradores (2004) em seu trabalho relatam que, dentre os tipos de tensoativos
comercialmente disponiveis, verifica-se um consenso nas diferentes literaturas
consultadas que os melhores resultados foram alcancados quando utilizadas
substéancias a base de hidrocarbonetos, em especial os alcoois e éteres etoxilados
nao-ibnicos (AZEVEDO, 2001 apud QUEIROZ et al., 2008).

2.1.6. Aspectos tedricos sobre microemulsdo como suporte para

dispersé@o de compostos antibioticos
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A atividade antibacteriana deve-se a capacidade dos componentes do 6leo de
danificar as membranas bacterianas e, por conseguinte, resultando na lise celular
(GHOSH, 2012). Esta sugestdo é feita com base no fato de que bactérias nao
podem sobreviver em gordura ou 6leo puro e que a agua € necessaria para o seu
crescimento e reproducdo. Em microemulsbes, as moléculas de &agua estdo
presentes ligadas pela estrutura da microemulséo e, portanto, 0 acesso a agua por
microorganismos € limitado neste sentido, estes sistemas séo potencialmente
antimicrobianos. Sugere-se ainda que a propria estrutura de microemulsées €
prejudicial para a célula bacteriana ou microbiana e, em particular, que possam
alterar a estrutura e fungéo das membranas bacterianas (CHORILLI, 2007).

Um estudo realizado por Al-Adham et al., (2003) apud Zhang et al., (2009)
revelou que as microemulsdes eram agentes antibiofiime altamente eficazes que
resultaram em rapida perda de viabilidade das popula¢des planctdnicas de bactérias
testadas. Teixeira et al., (2007) apud Zhang et al., (2010) relatou que microemulséo
O/A era ativa contra cinco patdgenos bacterianos. A droga em si, em forma de
nanoparticulas (como mostrado na figura 14), surgiu como uma nova estratégia para
a administracdo de farmacos hidrofébicos, devido a sua vantagem como
transportadores de drogas coloidais (KRIEGEL; 2009). As nanoparticulas das
microemulsdes cobrem uma superficie maior, em relagdo ao volume, o0 que, pode
proporcionar meios mais eficientes para atividade antibacteriana (HOSSAIN et al.,
2012).
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Figura 14 - Esquema ilustrativo do corte transversal de um lipossoma, que pode conter
farmacos hidrofilicos na cavidade aquosa interna, enquanto farmacos hidrofébicos ficam
retidos na bicamada lipidica (adaptado de PIMENTEL, 2007).
A solubilizacdo dos compostos lipofilicos em micelas dos tensoativos aumenta

a concentracdo do composto lipofilico na fase de solvente, que pode levar a
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melhorias nas suas propriedades funcionais tais como, por exemplo,
biodisponibilidade antimicrobiana ou atividade antioxidante (KRIEGEL, 2009).

Por exemplo, Gaysinksy et al., (2005) apud Kriegel et al., (2009)
demonstraram em varios estudos que a encapsulacdo de antimicrobianos lipofilicos
em microemulsdes pode aumentar sua atividade contra bactérias patégenas Gram
positivas e Gram negativas de origem alimentar, devido a uma maior interagcdo com
superficies bacterianas. Sistemas microemulsionados apresentam grande
capacidade solvente para os farmacos, tornando-as formulagcdes mais atrativas na
area farmacéutica, além de oferecerem vérios beneficios para administracdo oral,
incluindo aumento na absorcdo, da poténcia terapéutica e reducdo da toxicidade
(TROTTA et al., 2002).

Neste sentido, as potencialidades desses sistemas em aumentar a absorcéo
de farmacos no trato gastrintestinal, proporcionar protecdo de substancias contra o
meio biolégico, possibilitar o direcionamento do farmaco tornam os sistemas
microemulsionados uma importante alternativa a ser explorada (FORMARIZ, 2005).

A norfloxacina € um farmaco antibiotico sintético da classe de
fluoroquinilonas. O composto consiste em um p6 branco ou amarelo claro, cristalino
e desprovido de odor e com um sabor amargo. Amplamente utilizado para o
tratamento de infecgBes do trato urinario (ITU), € um agente bactericida de amplo
espectro contra patégenos gram-positivos e gram-negativos. Também € indicado
terapeuticamente para o tratamento de gastroenterites bacterianas. Quimicamente é
denominado como acido 1-etil-6-flior-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-quinolino
carboxilico (Figura 23) (MORAES, 2010; OLIVEIRA, 2001).
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Figura 15— Estrutura quimica do Norfloxacina
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A ciprofloxacina € um antibiético introduzido para o tratamento de patologias
causadas por microorganismos gram-positivos e gram-negativos como as infeccoes
de tratamento urindrio (PITA et al., 2004). Os bacilos gram-negativos sdo 0s
principais agentes causadores de ITU como relatado na literatura, principalmente E.
coli, (LUCCHETTI et al., 2005) sendo responsavel por 90% ou mais das infeccbes
adquiridas (COSTA et al., 2010). O ciprofloxacino € uma fluorquinona cujo nome
quimico € &cido-1-cipropropil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-quinolona
carboxilico (Figura 24). O composto é descrito como um po cristalino amarelo claro,
ligeiramente hidroscépico (CAZEDEY, 2009).

OH

0 O

Figura 16 — Estrutura quimica do Ciprofloxacina

A amoxicilina é uma penicilina semi-sintetica que possui atividade
antibacteriana, a maioria das bactérias patogénicas, superior a de outras penicilinas,
apresentando as mesmas indicacdes clinicas da ampicilina (FRANK, 2008). Este
medicamento pode combater tanto bactérias gram-positivas quanto bactérias gram-
negativas. O composto € um po cristalino, branco, levemente soluvel em agua
(FRANK, 2008). Possui nome quimico (2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-
hidroxifenol)acetil-amido]-3,3-demetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] n-heptano-2-

acido carboxilico (Figura 25).



o H  coon
\_\- - CH;
NH, :
Hy -
3 NHjl\ CH;
S
| H =

Figura 17 — Estrutura quimica da Amoxicilina
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3. OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo caracterizar sistemas contendo agua, 6leo e
tensoativos comerciais néo-ibnicos a base de hidrocarbonetos e polietilenoglicol,
analisando as composi¢coes em que sdo formados sistemas microemulsionados por
meio da construcdo de diagramas (pseudo)ternarios. Em alguns casos o efeito da
presenca de cotensoativos deverd ser testado. Trata-se de sistemas com
propriedades Unicas, sendo que a grande diversidade de suas aplicacbes e 0
crescente uso tecnologico devem-se a esse aspecto. Apdés a caracterizacdo da
estabilidade, serdo investigadas as aplicacfes destes sistemas na formulacdo de
compostos com acao bioldgica.

Os objetivos especificos envolvem a preparacdo de microemulsdes
observando o efeito da temperatura, do tensoativo, da natureza do 6leo e da
presenca de cotensoativo (natureza e estrutura). Nesse sentido, serdo
implementados estudos de dispersdo de compostos antibidticos, em especial a
norfloxacina, a criprofloxacina e a amoxicilina, dissolvidos em alguns sistemas
microemulsionados pré-selecionados para avaliar a atividade de compostos
antibiéticos contra uma tipica bactéria patogénica Gram-positiva a Staphylicoccus
aureus. Dessa forma, com o alcance dos resultados almejados, serd possivel
estudar o desenvolvimento de alternativas de produtos que permitam maior
solubilidade de compostos antibiéticos, com a utilizacdo de tensoativos de baixo

custo e simples manuseio.
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4. JUSTIFICATIVA

De acordo com Ghosh (2012) as microemulsdes s&o potentes agentes
antimicrobianos, e tém demonstrado ser uma alternativa eficaz de entrega de
farmacos lipofilicos com liberacdo controlada. Tem sido relatado que as
microemulsdes tem uma acgao antimicrobiana significativa contra células bacterianas
em escalas de tempo muito curtos (AL-ADHAM et al., 2000), e foram ativas contra
biofilme bacteriano (AL-ADHAM et al 2000; ZHANG et al., 2008).

A realizacdo deste trabalho é justificada pela crescente necessidade de
procurar novos agentes antimicrobianos a partir de substéncias naturais e
inorganicas para destruir a patogenicidade de microorganismos no ambiente de vida,
tais como bactérias, fungos, leveduras e virus que causam infecgbes graves em
seres humanos (WANI et al., 2010). Como resultado, o efeito terapéutico de uma
droga carregada em uma microemulsdo pode ser melhorada em comparacdo com

uma forma de dosagem convencional (KUMAR, 2011).



<\

N N N N RN

I N N N N N N N R NN

35

MATERIAIS E METODOS

5.1. Materiais utilizados

5.1.1. Caracterizacao do diagrama de fases

Tensoativos n&o-idnicos comerciais TMN 6 e TMN 10 da linha Tergitol®
(Sigma Aldrich®)

Alcoois de cadeia curta como cotensoativos (butan-1-ol e etilenoglicol);
Solventes apolares: o hidrocarboneto n-heptano e solvente siliconado (Sigma
Aldrich®)

Agua destilada;

Vidrarias (béquer, tubo de ensaio, pipeta de Pasteur e baldo volumétrico);
Pipeta automética;

Balanca analitica (Shimadzu, AX200);

Agitador de solucdes (Phoenix, AP56);

Banho termostatizado (CT-282, Cientec);

Filme de silicone Parafilm®.

5.1.2. Microemulsbes como suporte para dispersdo de compostos
antibiéticos

Materiais descritos no item 5.1.1.;

Alca de repicagem,;

Alca de Drigalsky;

Pinca;

Bico de Bunsen (ou lamparina);
Autoclave;

Geladeira;

Capela de fluxo laminar com luz UV;
Etanol 70% (v/v);

Estufa para cultivo de microorganismos;

Compostos antibiéticos (Norfloxacina, Ciprofloxacina e Amoxicilina);
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Discos, com 7mm de diametro, feitos com papel de filtro;
Meio liquido para bactérias Caldo Nutriente (fornecido por Himedia)

Meio solido para bactérias Nutriente Agar (fornecido por Acumedia)

AR NEE NN

Cepas de bactérias Staphylicoccus aureus

5.2. Metodologia experimental
5.2.1. Caracterizacao dos diagramas de fases

Os tensoativos Tergitol® formam a classe de tensoativos ndo-idnicos a base
de hidrocarbonetos que possuem a ramificacdo hidrofébica 2,6,8-trimetil-4-nonil.
Eles apresentam como cabeca polar o grupo polietileno, com variados graus de

etoxilacdo, e a sua estrutura geral € mostrada na Figura 15.

CH1 ?H3
CHy - CH- CHy - CH-CHy-CH - O4CH 3 CHo 0) , H
CH3-(|3H-CH2
CH3

Figura 15 — Estrutura geral do Tensoativo Tergitol®.

Os tensoativos da linha Tergitol® podem apresentar elevado grau de
etoxilacdo. A Tabela 3 mostra a especificagdo de alguns destes produtos, da linha
TMN, com relac@o a pureza, numero medio de unidades de Oxido de etileno (EO),

peso molecular médio e balanco hidrofilico-lipofilico (BHL).

NUmero médio Peso molecular
Tensoativo Pureza L BHL
(EO) médio
Tergitol TMN 3 99 % 2.98 318 8.1
Tergitol TMN 6 90 %* 8.33 553 13.1
Tergitol TMN 10 90 %* 11.55 695 14.4

*Contém etilenoglicol livre (em sua maioria)

Tabela 3- Especificaces do tensoativo Tergitol® TMN



37

A escolha do tensoativo partiu de tensoativos néo-iénicos que sdo de facil
aquisicao, e ainda sdo de baixo custo. A selecdo da fase apolar contempla, um
derivado do petrdleo (n-heptano) bastante empregado na industria e um solvente
siliconado. Foram selecionados cotensoativos (butan-1-ol e etilenoglicol) utilizados
no estudo de microemulsdo para facilitar a obtencdo das regides de miscibilidade
nos diagramas de fase. Os diagramas de fases contendo sistemas
microemulsionados, alvo deste estudo, devem apresentar uma boa regido de
microemulsdo O/A, pois correspondem a regido rica em agua que interessa ao
processo de absor¢cdo do Oleo, 0 que torna 0s sistemas menos VisCOsS0S, mais
econdmicos e menos prejudiciais ao meio ambiente.

Os resultados obtidos na caracterizacdo dos sistemas testados sao
apresentados em diagramas ternarios e pseudoternarios que demonstram as
composi¢cdes em que microemulsdes sao formadas. As regibes dos diagramas de
fases sao descritas como: (i) sistemas microemulsionados, aqueles transparentes
isotrépicos em nivel macroscopico, com baixa viscosidade, porém variavel
dependendo da composicéao; (ii) sistemas polifasicos, que apresentam duas ou mais
fases; (iii) e sistemas transparentes com alta viscosidade, isotrépicos ou
birrefringentes (formacdo de géis). Todos os sistemas foram avaliados nas
temperaturas 15 °C e 35 °C, além da temperatura ambiente; esses valores de
temperaturas foram escolhidos, porgue sdo menor e maior que o valor de condi¢cdes
normais de temperatura, 25 °C. Os sistemas testados que continham agua destilada,

6leo, tensoativo e cotensoativo estdo mostrados na Tabela 4.

Sistema Tensoativo Oleo Cotensoativo
1 TMNG6 n-heptano Ausente
2 TMN10 n-heptano Ausente

3 TMNG6 n-heptano Butan-1-ol (C/T 0,5)
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4 TMN10 n-heptano Butan-1-ol (C/T 0,5)
5 TMNG6 n-heptano Butan-1-ol (C/T 1,0)
6 TMN10 n-heptano Butan-1-ol (C/T 1,0)
7 TMNG6 octametilciclotetrasiloxano Ausente

8 TMN10 octametilciclotetrasiloxano Ausente

9 TMNG6 n-heptano Etilenoglicol (C/T 0,5)
10 TMN10 n-heptano Etilenoglicol (C/T 0,5)
11 TMNG6 n-heptano Etilenoglicol (C/T 1,0)
12 TMN10 n-heptano Etilenoglicol (C/T 1,0)

Tabela 4 — Composicéo dos sistemas testados

Para caracterizar os sistemas contendo os tensoativos estudados, foram
construidos e caracterizados os diagramas de fase ternarios das misturas que
contém esses tensoativos. Para determinar as regifes de diagrama de fase ternario,
inicialmente realizou-se o preparo de varias amostras com composicoes diferentes.
Cada amostra preparada na base de calculo de 1 grama representa um ponto
distinto do diagrama, com o objetivo de observar as possiveis regibes presentes.

Apos o prepado as amostras foram agitadas durante 60 segundos, e entdo
deixadas em repouso por 24 horas envolvidas em filme de silicone, para minimizar a
evaporacdo de compostos volateis. Anotou-se o aspecto da amostra, isto é, se
ocorreu separacao de fase, e nos casos em que ndo ocorreu, verificou-se a

viscosidade da amostra, para ter um indicio se € uma microemulséo (pouco viscosa)
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ou um cristal-liquido (muito viscoso). A partir destas informac¢des foi possivel
identificar regifes distintas no diagrama.

A partir dos resultados construiu-se uma curva (curva binodal) que separa as
regides distintas no diagrama; portanto, realizou-se uma titulacdo para determinar a
curva. A titulacdo efetivou-se da seguinte forma: foram preparadas amostras
contendo apenas dois componentes da mistura (tensoativo e 6leo, por exemplo), e
tituladas com o componente ausente. De preferéncia, a amostra titulante deve ser
translicida, e deve ser titulada até se formar turbidez. A esse tipo de titulacdo da-se
nome de titulacdo turbidimétrica. Titulando varias amostras diferentes obteve-se
varios pontos da curva binodal, que p6de ser construida com mais precisdo. O
procedimento acima descrito foi repetido para todos os sistemas estudados e para
todos os tensoativos utilizados.

Para o estudo do efeito da adicdo de um cotensoativo, estabeleceu-se uma
razdo massica fixa entre o contensoativo e tensoativo (C/T). Dessa maneira a
proporcao desses dois componentes ndo varia, e eles podem vir a ser considerados
como um unico componente (nesse caso a mistura “tensoativo + cotensoativo” é
considerada um pseudocomponente). Assim o diagrama construido é chamado de
pseudoternario. O primeiro cotensoativo testado foi o butan-1-ol, por ser o
cotensoativo mais utilizado em sistemas microemulsionados (OTTO et al., 2008
apud CABRAL, 2012) e em seguida o etilenoglicol. Foram preparados sistemas com
razdo massica C/T 0,5 e 1,0 para ambos o0s cotensoativo testados.

No estudo do efeito da variacdo de temperatura (15 °C, 25 °C e 35 °C), as
amostras, apos preparadas, foram colocadas e mantidas em um banho
termostatizado e, durante a titulacdo turbidimétrica, apés a adicdo de cada gota,
foram colocadas novamente no banho, para verificar o efeito da gota adicionada na
temperatura de interesse.

Alternativamente, prepararam-se-se varias misturas com composi¢cdes pre-
definidas, que cubriram toda a extensdo de um diagrama ternario, e deixadas
amostras em observacéo no banho termostatizado a 15 °C e 35 °C. Tais abordagens
sdo avaliadas na pratica, como forma de otimizacdo do experimento, pois, em

funcdo da experiéncia obtida com o preparo de sistemas dessa natureza, pode-se
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obter uma variedade muito grande de estruturas, ou sistemas em estados distintos

de equilibrio (monofésicos, transparentes, viscosos, turvos, entre outros).

5.2.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de microemulsdo contendo

antibiéticos

Nestes ensaios de difusdo em agar foram testados trés compostos com
atividade antibidtica: a Norfloxacina, a Ciprofloxacina e a Amoxicilina sob a
orientacdo da professora Daniele Cristiane Menezes, no Departamento de Quimica
da UFV. Para a realizacdo dos testes foram usados controles com a microemulséo
sem nenhum pincipio ativo (branco) e suspensdes dos antibibticos feitas em agua.
Para todos os testes as fracbes em massa dos componentes sdo: Norfloxacina
0,079 g; Ciprofloxacina 0,082 g; Amoxicilina 0,091 g. A composicdao da
microemulsédo nao foi variada para que isso nao fosse um fator que interferisse nos
resultados obtidos, sendo que as amostras foram preparadas visando a
concentracdo do composto a ser testado de 250,0 mmol.L?, concentracdo
considerada muito alta para o antibiético e, portanto, se nao for verificada atividade
antibidtica com essa concentracdo, a formulacédo testada do composto nédo é ativa.
Além disso, a concentracdo dos diferentes compostos testados deveria ser a
mesma para possibilitar a comparacdo dos resultados obtidos com os diferentes
antibioticos.

A bactéria utilzada fol a Staphylococcus aureus, porque € uma espécie de
facil cultivo em laboratério e comumente usada em testes antimicrobianos. Do
mesmo modo, € uma bactéria patogénica ao homem, e o estudo de sistemas
antimicrobianos é principalmente de interesse farmacologico.

Inicialmente foram preparados os meios, sélido (quantidade suficiente para 8
mL por placa) e liquido (3 mL para o microorganismo). Entdo todas as vidrarias, 0s
discos de papel de filtro, as ponteiras das pipetas automaticas, a agua destilada e os
meios de cultura preparados foram autoclavados. Apos o material ser retirado da
autoclave, a capela de fluxo laminar foi esterilizada, primeiramente com &lcool 70%
v/v) e depois com luz UV. Dentro da capela as placas de Petri foram preparadas,

colocando 8 mL do meio sdélido em cada uma, e espalhando o meio de forma
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homogénea sobre toda a placa. Depois que o meio esfriou, as placas foram
fechadas, vedadas com filme plastico e guardadas em geladeira. Ainda na capela a
cepa do microorganismo foi repicada no meio liquido adequado. Apds a repicagem,
o meio liquido ficou na estufa, a 35 °C, entre 18 e 24 h.

Para a realizacdo do teste de sensibilidade foi utilizado o método de Kirby-
Bauer ou método de difusdo-agar, que consiste na semeadura da bactéria em
placas de nutriente agar e colocacdo dos discos. Apos retirados os meios liquidos da
estufa, estes foram diluidos com &gua previamente autoclavada até atingirem
densidade dtica igual a um padrao de comparacao (0,5 da escala de Mac Farland,
aproximadamente 1,5 x 10® UFC/ml).

Ap0s a diluigdo, 100 uL do meio liquido foram colocados na placa de Petri que
continha o meio sélido apropriado. Em seguida, o meio liquido foi espalhado
homogeneamente sobre o meio sélido com a alca de Drigalsky, esterilizada na
chama do bico de Bunsen antes e depois de cada uso.

Depois de espalhado o meio liquido sobre a placa de Petri, um disco de papel
de filtro foi colocado no centro da placa. Com uma pinca esterilizada adicionou-se 10
ML da microemulsdo contendo o principio ativo a ser testado. Assim, a placa de Petri
foi fechada, vedada com filme plastico e colocada na estufa, a 37 °C, durante 18 a
24 h. Entdo o halo de inibicdo foi medido com uma régua logo apos a retirada da
placa de Petri. O experimento foi realizado em triplicata. O mesmo procedimento foi
usado com a microemulsdo sem nenhum principio ativo, para verificar se a

microemulsédo causa morte dos microorganismos.

5.2.3. Analise estatistica

A analise estatistica dos efeitos da atividade antibidtica dos compostos
testados com a adicdo de microemulsdo foi realizar-se por meio da comparagao
entre as meédias do halo das placas contendo o antibiético sem a microemulsdo em
comparacao entre as médias dos antibioticos contendo a microemulsdo. Microsoft

Excel software 2010 (Microsoft, EUA) foi usado para calcular médias e desvios
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padrées. O teste t de Student’s sera aplicado para acessar o nivel de significancia
estatistica das amostras utilizando o programa Minitab 16.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Caracterizacdo dos diagramas de fases

Inicialmente, foram testados sistemas contendo tensoativo, O0leo e agua, e
ainda as temperaturas foram controladas para verificar o efeito da temperatura na

regido de formacao da microemulséo.
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Figura 16 — Diagramas ternarios contendo tensoativo TMNG6 (sistema 1), n-heptano e agua
a(a) 15°C, (b) 25°C e (c) 35 °C.
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Figura 17 — Diagramas ternarios contendo tensoativo TMN10 (sistema 2), n-heptano
e dgua a (a) 15°C, (b) 25°C e (c) 35°C

Os diagramas mostrados nas figuras 16 e 17 demonstram trés formacdes
possiveis dependendo da composi¢cado de cada componente T (tensoativo), O (6leo)
e H,O (4gua): a formacdo de sistemas polifasicos (2¢), a formacédo de sistemas
liquido-cristalinos (gel) e também a formacéo de sistemas microemulsionados (1¢),
possivelmente contendo micelas, aquelas que contém goticulas de 6leo dispersas
em agua; micelas reversas, aquelas que contém goticulas de agua dispersas em

6leo ou ainda estruturas microemulsionadas cilindricas, lamelares ou bicontinuas.
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Nota-se maior regido de formac¢ao de microemulsdes nos sistemas a 15 °C da
figura 16a, em regibes onde h& maior quantidade de tensoativo, contudo ndo houve
variacao significativa na regido de formacao de sistemas liquido cristalinos (géis).

O tensoativo TMN6 possui carater hidrofébico comparado ao tensoativo
TMN10 devido a sua cabeca polar ser menor, 0 que explica a tendéncia de formacéao
de sistemas microemulsionados nos diagramas onde ha& maior porcentagem do
componente 6leo. Tensoativos ndo-idnicos tendem a formar sistemas mais estaveis
a baixa temperatura, o aumento da temperatura provoca desidratacdo da cabeca
polar, desfavorecendo a interacdo da cabeca polar com as moléculas de agua.

Houve consideravel formacao de microemulsdo nos sistemas a 25 °C da
figura 16b, com formacao de microemulsdo em regido contendo maior quantidade de
agua. Sistemas ndo-ibnicos sdo menos sensiveis a temperatura comparados aos
sistemas com tensoativos idnicos. Devido a seu carater hidrofilico o tensoativo
TMN10 tende a formar microemulsbes A/O e bem proximas a consideraveis
propor¢cdes do componente 6leo. Nota-se ainda que os sistemas a 15 °C e 35 °C nao
sdo favoraveis para formacdo microemulsdes, havendo assim expressivas regides
de formacdo de sistemas polifasicos e liquido cristalinos.

Com a finalidade de observar as mudancas que podem ocorrer ao adicionar
um cotensoativo, foi estudada a sua influéncia no dominio de microemulsdo dos
tensoativos TMN6 e TMN10. Como ja foi mencionado, este trabalho busca amplas
regides de microemulsédo O/A e, como consequéncia disso, o estudo da influéncia do
cotensoativo foi realizada a uma razédo C/T=0,5 e C/T=1,0 para dois tipos de alcoais,
sendo eles: butan-1-ol e etilenoglicol. As figuras 18, 19, 20 e 21 apresentam o
comportamento dos dominios de microemulsdo em fungdo dos alcoois utilizados
como cotensoativo e da temperatura.

Nos diagramas apresentados nas figura 18 e 19, sdo demonstrados os dois
tipos de sistemas formados: um polifasico e outro em quem é formada
microemulsdo. Nestas figuras, estdo os diagramas que melhor demonstram a
formacdo de microemulsdo, de acordo com a razdo massica e controle de
temperatura; os diagramas com as demais temperaturas com respectivos resultados

estdo no apéndice.
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Figura 19 — Diagramas contendo (a) tensoativo TMNG6/butan-1-ol (C/T=1,0) agua e n-
heptano a 25 °C (sistema 5); (b) TMN10/butan-1-ol (C/T=1,0), &gua, n-heptano e 4gua a 15
°C (sistema 6).

E possivel notar que o aumento da razdo massica de C/T=0,5 para C/T=1,0
resultou na diminuicdo da regido monofasica (TMN6 e TMN10), demonstrando que
0s tensoativos utilizados ndo necessitam de grande quantidades de butan-1-ol como
cotensoativo para formar microemulsdo. Observa-se ainda, que foi obtida uma
regido de microemulsdo com ampla faixa de matéria ativa aquosa para os sistemas
C/T=0,5 para ambos os tensoativos. No que diz respeito ao efeito da temperatura,

nota-se que houve maior formacdo de microemulsdo no diagrama 17a a 15 °C e no
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diagrama 18b a 25 °C nos sistemas contendo C/T=0,5; e maior formacédo de
microemulsédo no diagrama 19a a 25 °C e no diagrama 19b a 15° C nos sistemas
contendo C/T=1,0. Realizando uma comparacdo dos diagramas da figura 16 e 17
com os diagramas da figura 18 e 19, nota-se que 0 contensoativo age como um
cossolvente, e impede a formacédo de sistemas mais viscosos, formando uma grande
regido monofasica, esta, funcdo da variacdo da tensédo interfacial no meio causada

pela estrutura do cotensoativo.
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Figura 20 — Diagramas contendo (a) tensoativo TMNG6/etilenoglicol (C/T=0,5), agua,
n-heptano a 15 ° C (sistema 9) (b) TMNZ10/etilenoglicol (C/T=0,5), agua, n-heptano e agua
a 35 °C (sistema 10).

Foram ainda testados sistemas contendo etilenoglicol como cotensoativo,
para verificar qual seu efeito na formacdo de microemulsdo. A estes sistemas, 0
efeito da temperatura também foi testado. Nas figuras 20 e 21 estdo os diagramas
de fases com formagédo de regido com microemulsdo para os sistemas 9 e 10
contendo razdo massica C/T=0,5; e sistemas 11 e 12 contendo razdo massica
C/T=1,0, respectivamente.

A adicdo do cotensoativo etilenoglicol favoreceu a formagéo de grande regido
monofésica e impediu a formacado de sistemas mais viscosos no diagrama da figura
20a. Contudo, isso ocorreu apenas a 15 °C, pois os resultados do diagramas desses
sistemas a 25 °C e 35 °C demonstraram a formacéo de regiées com formacao de

sistemas viscosos (gel). Nota-se ainda que houve formacdo de sistemas mais
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viscosos (gel) no diagrama 20b, o mesmo ocorreu a 15 °C e 25 °C, entretanto, a 35
°C, houve maior formagéo de regido de microemulséo.

Observa-se que o0s sistemas contendo cotensoativo butan-1-ol C/T=0,5
(diagrama 20a) apresentaram formacédo de microemulsdo A/O em regido contendo
maior porcentagem do componente agua, permitindo assim a formacéo de sistemas
microemulsionados com diminui¢ao na viscosidade e no custo. Esse comportamento

resulta do carater mais hidrofilico do etilenoglicol, que facilita a formacdo de

microemulsdo O/A.

/7 & 7 ' 4

Hzoo,o 01 02 03

7 7 7 7 7 .4

'0,4 0,5 '0,6 0,7 08 0,;3 '1,0 0
(b)

Figura 21 — Diagramas contendo (a) tensoativo TMN6/etilenoglocol (C/T=1,0), 4gua, n-
heptano a 35 °C (sistema 11) (b) TMN10/etilenoglicol (C/T=1,0), &gua, n-heptano e agua a
25 °C (sistema 12).

Com o aumento da razdo massica C/T= 05 para C/T= 1,0, o sistema contendo
tensoativo TMNG6 (figura 21a) exibiu aumento razoavel da regido monofasica, com
formacdo de microemulsdo em regido de altas concentracbes do componente oOleo.
Estes resultados demonstram que o tensoativo TMN6 contendo o alcool etilenoglicol
como cotensoativo, ndo apresentou comportamento semelhante aos sistemas
contendo o butan-1-ol (figuras 18 e 19) como cotensoativo, onde ndo ha
necessidade de grandes quantidades de cotensoativo pra formacdo de sistemas
microemulsionados. Os resultados apresentados nas figuras 20 e 21 demonstram
que o etilenoglicol possui acentuado carater hidrofilico e induz a formacédo de
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sistemas WI em regibes com maior quantidade do componente agua. Evidencia-se
também o carater hidrofébico do butan-1-ol, onde nos diagramas das figuras 18 e 19
houve significativa formacdo de sistemas WII, com ampla regido do componente
Oleo. Nota-se ainda que o carater dos cotensoativos € 0 mesmo independente da
variacdo da razdo massica e da temperatura.

Também foram testados sistemas contendo o O6leo siliconado
octametilciclotetrasiloxano, na tentativa de encontrar uma alternativa para o uso do
heptano, uma vez que os 6leos siliconados sdo menos téxicos. Os sistemas foram
testados na auséncia de cotensoativo. No entanto, ndo houve formacao de regido
monofésica significativa na presenca deste Oleo siliconado. Nota-se que houve maior
formacdo de sistemas polifasicos nos dois sistemas e a formacdo de microemulséo
nas regides onde ha maior quantidade de tensoativo. Os melhores resultados,

considerando também o efeito da temperatura. sao mostrados na fiaura 22.
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Hzo 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 O HZO 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 O

(a) (b)
Figura 22 — Diagramas contendo (a) tensoativo TMNG6, dgua, octametilciclotetrasiloxano a

35° C (sistema 7) (b) TMN10, 4gua octametilciclotetrasiloxano e agua a 15 °C (sistema 8).

6.2. Microemulsdo como suporte para dispersao de compostos antibioticos

Na figura 26 sdo mostradas duas placas de Petri usadas, contendo colonias
de bactérias Staphylococcus aureus utilizadas apenas para ilustrar os resultados
obtidos.
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Figura 26 — Placas de Petri contendo col6nias de bactérias Staphylococcus aureus

O critério de escolha dos sistemas a serem utilizados esta relacionado a
maior amplitude de regido de microemulsédo a 35 °C, que é a temperatura préoxima a
temperatura do corpo humano (36 °C). Ainda foram considerados os sistemas
contendo etilenoglicol como cotensoativo que de acordo com o0s resultados
apresentaram regido com ampla quantidade do componente agua, permitindo assim
preparar sistemas microemulsionados com baixa viscosidade a um custo menor. A
razdo cotensoativo/tensoativo (C/T) € uma fator fundamental para o aumento do
poder de solubilizacdo da microemulsdo. Para os tensoativos TMN6 e TMN10 uma
razdo C/T = 0,5 forneceu diagramas pseudoternarios com regidées de Winsor (WI,
WIl e WIV) onde a regido de WIV do tipo O/A foi a regido de trabalho.

Foram preparados sistemas por mistura direta contendo 0,2 g de
cotensoativo/tensoativo; 0,1 g de 6leo e 0,7g de &gua (figura 27) . Durante o
processo de preparo a consisténcia dos sistemas formados foram analisadas
visualmente, onde, em presenca de microemulsdo, o0s sistemas contendo
Ciprofloxacina e Amoxicilina formaram soluc¢des liquidas e o sistema contendo

Norfloxacina apresentou aparéncia gelatinosa.

7
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C
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() (b)

Figura 27. Diagramas utilizados nos testes biolégicos contendo (a) tensoativo
TMNB®6/etilenoglicol (C/T=0,5), agua, n-heptano a 35 ° C) (b) TMN10/etilenoglicol (C/T=0,5),
agua, n-heptano e agua a 35 °C. trocar Kelle que estéo erradas

(@) (b) ()

Figura 28. Resultados obtidos com suspensdes dos compostos
(a) Norfloxacina (b) Ciprofloxacina (c) Amoxicilina em placas de cultivo de bactéria
Staphylococcus aureus.

Todos os testes foram realizados em triplicata para cada uma das
formulagbes, o halo de inibicdo de cada uma das unidades experimentais foi medido,
e por fim, calculado o valor médio do halo mostrados nas tabelas 5 e 6. A atividade

dos compostos antibiéticos Norfloxacina, Ciprofloxacina e Amoxicilina foi testada na
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forma livre como controle, as suspensdes foram feitas em 4gua e agitadas a cada
aplicacdo. A figura 28 apresenta os resultados dos halos formados.

O sistema microemulsionado “branco” (tabela 5) sem antibiético contendo
TMNG6 (figura 29b) apresentou halo de inibicdo com 0,4791 cm e ndao causou morte
das bactérias, ou seja, a microemulsdo testada ndo possui atividade antibacteriana
acentuada. Entretanto, o sistema microemulsionado “branco” (tabela 6), sem
antibiotico e contendo TMN10 (figura 29a), com halo de inibicdo de 0,8833 cm,
causou morte das bactérias expressiva, ou seja, comparada com 0 a microemulsao

testada possui proeminente carater antibiotico.

(@)

Figura 29. Resultados obtidos com sistemas microemulsionados contendo (a) TMNG6 e (b)

TMN10 em placas de cultivo de bactéria Staphylococcus aureus.

Na tabela 5 nota-se que a microemulsdo contendo o antibiotico Norfloxacina
reduziu o halo de inibicdo em cerca de 15,25 %. J& com Ciprofloxacina o halo de
inibicdo foi reduzido de 14,61 % e com Amoxicilina a reducdo foi de 16,27 %. A

figura 30 mostra os halos formados.

TMN6

ME Norfloxacina Ciprofloxacina Amoxicilina . . . L
ME/Norfloxacina ME/Ciprofloxacina ME/Amoxicilina
(branco) (branco) (branco) (branco)
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Halo

MM 94701 14750 21666 1,0500 1,2500 1,8500 0.8791

aureus

Tabela 5 — Halos de inibicdo médios com diferentes compostos testados para tensoativo
TMNBG6 (sistema 9).

(@) (b) (c)

Figura 30. Resultados obtidos com sistemas microemulsionados contendoTMNG6 e
compostos (a) Norfloxacina (b) Ciprofloxacina (c) Amoxicilina em placas de cultivo de
bactéria Staphylococcus aureus.

Os resultados mais relevantes foram obtidos com a microemulsdo contendo
TMN10, como mostrado na tabela 6. Pode ser notado nos resultados, que a
microemulsdo é capaz de melhorar a atividade antibacteriana dos compostos

testados.

TMN10

ME Norfloxacina Ciprofloxacina Amoxicilina ME/Norfloxacina ME/Ciprofloxacina ME/Amoxicilina
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(branco) (branco) (branco) (branco)

Halo

(";m) 08833  1,4750 2.1666 1,0500 1,4458 23291 11166

aureus

Tabela 6 — Halos de inibicdo médios com diferentes compostos testados para tensoativo
TMN10 (sistema 10).

No caso da microemulsdo contendo Norfloxacina houve reducdo de 1,97 %
no halo de inibicdo. No entanto, os resultados mais significativos de microemulséo
contendo antibiético foram obtidos com a Ciprofloxacina, com aumento de 7,50 % e

a Amoxicilina em que o halo de inibicdo teve aumento de 6,28 % (figura 31).

(@) (b) (c)

Figura 31. Resultados obtidos com sistemas microemulsionados contendoTMN10 e
compostos (a) Norfloxacina (b) Ciprofloxacina (c) Amoxicilina em placas de cultivo de
bactéria Staphylococcus aureus.

Al-Dham e colaboradores (2000) avaliaram a estabilidade de varias
formulagbes de microemulsdes, sob o ponto de vista microbiolégico, através da
observacdo da cinética de morte e microscopia eletrbnica de transmissao das
bactérias P. aeruginosa e S. aureus. Fu e colaboradores (2006) também avaliaram a
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atividade antimicrobiana de vérias formulagbes de microemulsdes, verificando que
houve melhor agéo dos produtos quando a taxa de C/T=1,5, apresentando, portanto,
melhor acdo antimicrobiana.

O fato é que este experimento mostrou que € possivel a microemulsdo
aumentar a atividade antibiética, um indicio de que estes sistemas podem ser
usados em formulacdes de antibidticos. Em sintese nota-se que tensoativos mais
hidrofilicos (BHL maior), como o TMN10, favorecem a acdo dos antibidtico. Estes
tipos de tensoativos possuem a cabeca mais polar, 0 que sugere gque 0s tensoativos
iGnicos poderiam apresentar resultados melhores por serem mais polares. Outra
alternativa, seria alterar a composi¢cao da microemulsao ou até mesmo o antibiotico
para obter resultados melhores.

Entretanto, € de suma importancia ressaltar que este estudo esta em fase
inicial e sdo necessarios novos experimentos, para verificar o espectro de acéo
desses sistemas, bem como as condi¢cdes em que seu uso pode ser indicado.

O teste em contendo ME/Ciprofloxacina foi o Unico que teve resultado
significativo, ou seja, a média do TMN10/Ciprofloxacina foi estatisticamente maior
que a média do Ciprofloxacina (branco). Para os demais testes todas as médias
comparadas séo estatisticamente iguais (apéndice). O nivel de significAncia adotado
foi de 5% (alfa igual a 0,05). O teste aplicado foi o teste t com delineamento
casualisado para duas médias independentes (considerando homogeneidade de

variancias entre as duas amostras testadas).
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7. CONCLUSAO

Conclusivamente pode se dizer que:

o Foram caracterizados sistemas contendo os tensoativos Tergitol® TMN6 e
TMN10 da classe de tensoativos nao-idnicos, dgua e 6leo, e ainda analisadas as
composicdes em que sdo formados sistemas microemulsionados por meio da

construcdo de diagramas.

o O efeito da temperatura foi avaliado e desta forma evidenciou-se que o
tensoativo TMN6 é menos sensivel a variacdo de temperatura que o tensoativo
TMN10.

o Comprovou-se que o0s sistemas contendo o hidrocarboneto n-heptano
demonstraram formac&o de regido monofésica mais significativa que os contendo

6leo siliconado, na auséncia de cotensoativo, em ambos 0s tensoativos.

o Comprovou-se gque os sistemas contendo cotensoativos tém a capacidade de
evitar a formacdo de estruturas liquido-cristalinas (géis), e ainda o proeminente

carater hidrofobico do butan-1-ol e carater hidrofilico do etilenoglicol.

o Os compostos antibiéticos Norfloxacina, Ciprofloxacina e Amoxicilina foram
testados na forma livre e microemulsionados. Desta forma, comprovou-se que o
sistema microemulsionado contendo TMNG6 reduziu a atividade de todos os
compostos antibidticos testados. No entanto, o sistema microemulsionado contendo
TMN10 ampliou a atividade dos compostos antibiéticos testados, com diferencas
consideraveis para dois compostos (7,50 % na Ciprofloxacina e 6,28 % na

Amoxicilina).

o O teste estatistico demonstrou que o teste contendo ME/Ciprofloxacina foi o
anico a apresentar resultado significativo, com média de microemulsédo contendo o

atinbiético maior que a média do antibiético puro.
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APENDICE A - Diagramas dos sistemas caracterizados

Tabela 1 — Composicao dos sistemas testados
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Sistema Tensoativo Oleo Cotensoativo
1 TMNG6 n-heptano Ausente
2 TMN10 n-heptano Ausente
3 TMNG6 n-heptano Butan-1-ol (C/T 0,5)
4 TMN10 n-heptano Butan-1-ol (C/T 0,5)
5 TMNG6 n-heptano Butan-1-ol (C/T 1,0)
6 TMN10 n-heptano Butan-1-ol (C/T 1,0)
7 TMNG6 octametilciclotetrasiloxano Ausente
8 TMN10 octametilciclotetrasiloxano Ausente
9 TMNG6 n-heptano Etilenoglicol (C/T 0,5)
10 TMN10 n-heptano Etilenoglicol (C/T 0,5)
11 TMNG6 n-heptano Etilenoglicol (C/T 1,0)
12 TMN10 n-heptano Etilenoglicol (C/T 1,0)




Figura 1 — Sistema 1 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35°C
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Figura 2 — Sistema 2 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35 °C
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Figura 3 — Sistema 3 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35 °C
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Figura 4 — Sistema 4 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35 °C
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Figura 5 — Sistema 5 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35°C
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Figura 6 — Sistema 6 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35°C
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Figura 7 — Sistema 7 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35 °C
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Figura 8 — Sistema 8 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35°C
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Figura 9 — Sistema 9 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35°C
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Figura 10 — Sistema 10 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35 °C
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Figura 11 — Sistema 11 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35 °C
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Figura 12 — Sistema 12 (a) 15 °C, (b) 25°C e (c) 35 °C
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APENDICE B - Analise estatitica

Two-Sample T-Test and CI: norflo TMN10; norflo

Two-sample T for norflo TMN10O vs norflo

N Mean StDev SE Mean
norflo TMN10 3 1,4458 10,0473 0,027
norflo 3 1,4750 10,0661 0,038
Difference = mu (norflo TMN10) - mu (norflo)
Estimate for difference: -0,029167
95% lower bound for difference: -0,129270
T-Test of difference = 0 (vs >): T-Value = -0,62 P-Value = 0,716 DF

Both use Pooled StDev = 0,0575

Two-Sample T-Test and CI: norflo TMNG; norflo

Two-sample T for norflo TMN6 vs norflo

N Mean StDev SE Mean
norflo TMN6 3 1,2500 0,0750 0,043
norflo 3 1,4750 0,0661 0,038
Difference = mu (norflo TMN6) - mu (norflo)
Estimate for difference: -0,225000
95% lower bound for difference: -0,348082
T-Test of difference = 0 (vs >): T-Value = -3,90 P-Value = 0,991 DF

Both use Pooled StDev = 0,0707

Two-Sample T-Test and CI: cipro TMN10; cipro

Two-sample T for cipro TMN1O vs cipro

N Mean StDev SE Mean
cipro TMN10 3 2,3292 0,0641 0,037
cipro 3 2,167 0,113 0,065
Difference = mu (cipro TMN10) - mu (cipro)

Estimate for difference: 0,162500

95% lower bound for difference: 0,002119

T-Test of difference = 0 (vs >): T-Value = 2,16 P-Value = 0,048 DF
Both use Pooled StDev = 0,0921

Two-Sample T-Test and CI: cipro TMNG6; cipro

Two-sample T for cipro TMN6 vs cipro

N Mean StDev SE Mean

cipro TMN6 3 1,850 0,213 0,12
cipro 3 2,167 0,113 0,065
Difference = mu (cipro TMN6) - mu (cipro)

Estimate for difference: -0,316667



95% lower bound for difference: -0,613938
T-Test of difference = 0 (vs >): T-Value = -2,27 P-Value = 0,957 DF
Both use Pooled StDev = 0,1708

Two-Sample T-Test and Cl: amoxi TMN10; amoxi

Two-sample T for amoxi TMN1O0 vs amoxi

N Mean StDev SE Mean
amoxi TMN10 3 1,1167 0,0564 0,033
amoxi 3 1,050 0,207 0,12
Difference = mu (amoxi TMN10) - mu (amoxi)
Estimate for difference: 0,066667
95% lower bound for difference: -0,196837

T-Test of difference = 0 (vs >): T-Value = 0,54 P-Value = 0,309 DF
Both use Pooled StDev = 0,1514

Two-Sample T-Test and Cl: amoxi TMN6; amoxi

Two-sample T for amoxi TMN6 vs amoxi

N Mean StDev SE Mean

amoxi TMN6 3 0,879 0,100 0,058

amoxi 3 1,050 0,207 0,12

Difference = mu (amoxi TMN6) - mu (amoxi)

Estimate for difference: -0,170833

95% lower bound for difference: -0,453409

T-Test of difference = 0 (vs >): T-Value = -1,29 P-Value = 0,867 DF

Both use Pooled StDev = 0,1623
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