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RESUMO

CABRAL, Diogo Luiz Moulin, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2012.
Sistemas microemulsionados contendo o tensoativo siliconado comercial Q2-5211:
caracterizagdo e possiveis aplicacoes em formula¢des de antifungicos e pesticidas.
Orientador: Alexandre Gurgel. Coorientadores: Claudio Ferreira Lima e José Roberto da
Silveira Maia.

A mistura de tensoativos com d&gua, em determinadas propor¢cGes, na presenca de
substancias lipofilicas, pode formar diferentes tipos de agregados, entre os quais agregados
polimorfos, representados pelas microemulsdes e cristais-liquidos, e a formacdo destes esta
intimamente relacionada com a proporgao e natureza dos componentes da mistura. Nesse
trabalho foi avaliado o efeito de eletrélitos e da variacdo da temperatura em sistemas
termodinamicamente estaveis, contendo agua destilada, tensoativo siliconado comercial Q2-
5211, variados cotensoativos e heptano, através da construcdo de diagramas de fase
pseudoterndrios, visando a aplicacdo desses sistemas na formulacdo de agroquimicos,
especificamente, inibidores de germinagcao de sementes, antifungicos e inseticidas. Notou-se
gue a utilizacdo de cloreto de sédio (NaCl), assim como de nitroprussiato de sédio (NPS),
reduz a proporcdao de agua e heptano que podem ser misturados utilizando o tensoativo
estudado, desde que seja utilizado um cotensoativo. Os cotensoativos utilizados neste
estudo sdo alcodis de cadeia curta, butan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol e hexan-1-ol, sendo o
primeiro o mais eficiente. Na auséncia de cotensoativos, os eletrdlitos ndo afetaram a
formacdo de microemulsao. Também se notou que variagdes na concentragdo dos
eletrdlitos nao causam grandes variagdes na formagao de microemulsdes, e que NaCl e NPS
geram diagramas de fases muito semelhantes. Os resultados obtidos podem ser devidos a
desidratacdo da cabeca hidrofilica do tensoativo promovida pelo sal, o que favorece a
agregacao e precipitacdo do tensoativo. No caso da auséncia de cotensoativo, o sal ndo
apresentou nenhum efeito aparente, pois nesse sistema a quantidade de fase aquosa e,
consequentemente, de sal, na microemulsdo formada é pequena. Para avaliar o efeito da
variagao da temperatura foram construidos os diagramas de dois sistemas a 15 e 35°C. A
reducdo da regido de formacdo de microemulsio é observada com o aumento da
temperatura, o que é explicado pela desidratagdao da cabega hidrofilica do tensoativo
causada pelo aumento da temperatura, o que facilita a separagdo de fases. O sistema

contendo butan-1-ol como cotensoativo e sem adi¢do de sal foi escolhido como suporte para
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testar formulagdes de agroquimicos, por ser o diagrama com a maior regido de formagao de
microemulsdo. Os ensaios com inibidores de germinagcdo de sementes mostraram que
microemulsdes ndo sdo eficientes para formulacdo desses agroquimicos, uma vez que,
mesmo na auséncia de principio ativo, a germinacdo de sementes de pepino e cebola foi
inibida. J4 nos testes com antifingicos, os resultados obtidos com microemulsdao foram
comparados com os obtidos com dimetil sulfoxido (DMSQ) , e as respostas foram diferentes,
mostrando que a microemulsdo influi na atividade dos antifungicos testados, em alguns
casos melhorando e em outros piorando. Esse é um indicio de que as microemulsGes
testadas tem potencial para serem usadas em formulagbes de antifungicos, sendo
necessarios outros experimentos para descobrir em que condicdes isso é possivel. No caso
do inseticida fenitrotion, a atividade contra caruncho de milho da formulacdo a base de
microemulsdao foi comparada com resultados obtidos com a formulagdo comercial
Sumigran® 500 EC por SANTOS et al. (2009), e a formulagdo comercial apresentou melhor
desempenho. Esse estudo com inseticidas ainda sao incipientes e os resultados nao sao
conclusivos, sugere-se a continuacdo dos experimentos, variando o inseticida, o inseto e a
composicdo da microemulsdo para verificar a viabilidade de usar esses sistemas em

formulagGes de inseticidas.



ABSTRACT

CABRAL, Diogo Luiz Moulin, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012.
Microemulsified systems containing the commercial silicone surfactant Q2-5211:
characterization and possible applications in fungicides and pesticides formulations.
Adviser: Alexandre Gurgel. Co-advisers: Claudio Ferreira Lima and José Roberto da Silveira
Maia.

The mixture of surfactants with water, in certain proportions, in the presence of lipophilic
substances, can form different kinds of aggregates, such as microemulsions and liquid-
crystals. The formation of these structures is intimately related with the proportion and
nature of the components of the mixture. This work evaluated the effect of electrolytes and
of the variation of the temperature in thermodynamically stable systems containing distilled
water, commercial silicone surfactant, varied cosurfactants and heptane through the
construction of pseudoternary phase diagrams, aiming at the application of these systems in
the agrochemicals formulation. It was observed that the utilization of sodium chloride
(NaCl), as well as of sodium nitroprusside (NPS), reduces the proportion of water and
heptane that can be mixed utilizing the studied surfactant, as long as a cosurfactant is used.
The cosurfactants utilized in this study were the short chained alcohols butan-1-ol, 3-metil-
butan-1-ol and hexan-1-ol, being the firs the most efficient. In the absence of cosurfactants,
the electrolytes did not affect the formation of microemulsion. It was also noted that
variations in the electrolytes’ concentration do not cause big variations in the area of
microemulsion formation, and that NaCl and NPS generate very similar phase diagrams. The
results obtained can be explained by the dehydration of the surfactant’s hydrophilic head
promoted by the salt, what favors the aggregation and precipitation of the surfactant. In the
absence of cosurfactant, the salt presented no apparent effect, which is due to the low
amount of aqueous phase and, consequently, of salt, in the microemulsion formed. To
evaluate the temperature’s variation effect, phase diagrams of two systems were developed
at 15 and 35° C. The reduction of the microemulsion’s formation region is observed with the
increase of the temperature, which is explained by the dehydration of the surfactant’s
hydrophilic head caused by the increase of the temperature, that facilitates phase
separation. The system containing butan-1-ol as cosurfactant and without salt was chosen
as support for testing agrochemicals formulations, for it isthe diagram with the largest

region  of microemulsion  formation. The  experiments with  seed  germination



inhibitors concluded that microemulsions are not effective for formulation of this sort
of agrochemical, considering that, even in the absence of active ingredient, the germination
of cucumber and onion seeds was inhibited. In the tests with fungicides, the results obtained
with microemulsion were compared with those obtained with DMSO, and the responses
were different, showing that the microemulsion influences the activity of the fungicides
tested, in some cases improving andin other worsening. Thisis an indication that
the tested microemulsions have the potential to be used in fungicides formulations, further
experiments are needed to find out under what conditions it is possible. In the case of the
insecticide fenitrothion, the activity against corn weevil of the formulation that had
microemulsion as  supportwas compared with  results fromthe commercial
formulation Sumigran®( 500 EC obtained by SANTOS et al. (2009), and the commercial
formulation presented better  performance. This study  with insecticides are  still
preliminary and the results are not conclusive, it is suggested the continuation of the
experiments, varying the insecticide, the insect and the composition of the microemulsion to

verify the feasibility of using these systems in insecticide formulations.



1 - INTRODUCAO

Agua e dleo n3o sdo misciveis. Ao tentar mistura-los surgem emulsdes, que s3o
caracterizadas por gotas de dleo dispersas em agua, ou gotas de agua dispersas em dleo. No
entanto, apds algum tempo a agua e o 6leo se separam, desfazendo a emulsdo. Portanto,
emulsdes ndo sdo termodinamicamente estaveis. Isso ocorre porque as gotas de agua no
6leo, ou de éleo na agua, sdo largas (da ordem de microns). Assim, a drea interfacial do
sistema agua/dleo é grande, o que torna positiva a variacdo de energia livre de Gibbs de
formagdao da emulsdo, e isso ndo pode ser compensado pela contribuicdo da entropia
(SJOBLOM, 2006).

Entretanto, é possivel fazer misturas termodinamicamente estdveis entre agua, ou
outro solvente hidrofilico, com 6éleo, ao adicionar um composto anfifilico, chamado
tensoativo (LEE, 2011). A primeira explicagdo para esse fendmeno foi dada por Hoar e
Schulman, em 1943, que propuseram que o tensoativo estabiliza a dispersdao de gotas de
agua em o6leo (HOAR e SCHULMAN, 1943), sistema que Schulman chamou de microemulsdo
em 1950. O termo microemulsao também é usado para designar sistemas nos quais a
dispersao de gotas de 6leo na agua é estabilizada por tensoativo. Os tensoativos estabilizam
a mistura de dgua e 6leo porque reduzem a tensdo interfacial, e outros compostos podem
ser usados para reforcar esse efeito, os chamados cotensoativos (SAGISAKA et al., 2007).

Atualmente, microemulsdo pode ser definida como solugdao isotropicas e
termodinamicamente estdvel, homogénea em escala macroscépica, e corresponde, em
nanoescala, a dispersdo de dois liquidos imisciveis (agua e 6éleo), contendo quantidade
apropriada de tensoativo e, em muitos casos, também um cotensoativo, sendo que ambos
se concentram na interface entre a dgua e o 6leo (KARTSEV et al., 2009).

Para que a mistura de agua, 6leo e tensoativo forme uma microemulsdo é necessario
gue a composicdo seja adequada, caso contrario podem ser formados sistemas polifasicos
ou estruturas mais complexas, os cristais liquidos, e o grau de complexidade dessas
estruturas depende de varios fatores, como a temperatura, concentracao e estrutura
quimica do tensoativo (KAASGAARD e DRUMMOND, 2006).

As microemulsGes possuem propriedades Unicas, como baixa tensdo interfacial,

estabilidade termodinamica, alta area interfacial e capacidade de misturar liquidos



imisciveis. Essas propriedades sdo responsdveis pelas varias aplicacdes industriais desses
sistemas e pelo interesse que gera em pesquisadores (LEE, 2011).

Entre as diversas aplicages industriais desses sistemas estdo: sistema de liberagao
controlada de farmacos e de pesticidas (WANG et al., 2007; ZHANG et al., 2011), meio para
extracdo liquido-liquido (YASDI, 2011), meio para reacbes de polimerizacdo (WANG et al.,
2009) e de sintese de nanocompostos (SANCHEZ-DOMINGUEZ et al., 2011) , como
combustivel para motores de combustdo (STREY et al., 2011) e na recuperagdo avangada de
pocos de petréleo (NAZAR et al., 2011). Além disso, sistemas microemulsionados sdo
ambientalmente corretos, e adequados para utilizacigo em quimica verde, quando
comparados com outros sistemas utilizados para as mesmas aplicacbes, uma vez que
reduzem, ou até substituem, a utilizacdo de solventes organicos (SOLANS e ARAMAKI, 2008).
Nesse sentido, o estudo de microemulsdes contendo tensoativos siliconados sdo
especialmente interessantes devido a baixa toxicidade desses compostos (BINGJIA et al.,

2007; SONI et al., 2002).

1.1 — Tensoativos

Para iniciar um estudo sobre microemulsdes é necessario entender o que sdo, e
como agem, os compostos que permitem sua formacgdo, os tensoativos.

Tensoativos sdo compostos anfifilicos ou anfipaticos e, portanto, possuem uma parte
soluvel em solventes hidrofilicos, chamada cabeca, e outra solivel em solventes
hidrofébicos, chamada cauda, como mostrado na figura 1. Esses compostos sdo
caracterizados pela tendéncia de se adsorverem na superficie de um liquido ou na interface

entre dois liquidos imisciveis (ZAPF et al., 2003).

Figura 1 — Representacdo esquematica de um tensoativo.

(HOLMBERG, 2002).



A reducdo da tensdo interfacial, ou superficial, é o principal fator que leva os
tensoativos a se adsorverem nas interfaces. Portanto, a quantidade de trabalho necessaria
para expandir uma interface, ou superficie, é reduzida quando ha uma camada de tensoativo
adsorvida (SARRAZIN et al., 2009).

Outra caracteristica marcante dos tensoativos é a capacidade de se agregarem, e a
esses agregados da-se o nome de micelas. Esse fendmeno ocorre quando as interfaces, ou
superficies, ja estdo saturadas com tensoativo, e a solubilidade maxima do tensoativo
isolado ja foi atingida. A concentracdo a partir da qual ocorre o processo de micelizacdo é
chamada concentracdo micelar critica (cmc). A partir dessa concentracdo, as moléculas do
tensoativo adicionadas a solucdo se agregam, e a concentracdo de tensoativo livre em
solugdo ndo se altera (SHI et al., 2011).

O termo micela se refere a agregacao de tensoativos em solvente hidrofilico, em que
as caudas hidrofdbicas se agregam e as cabecas hidrofilicas ficam expostas ao solvente
(figura 2a). Quando a agregacdo ocorre em solvente hidrofébico sdo formadas micelas
reversas, em que as cabecas hidrofilicas se agregam e as caudas hidrofdbicas ficam expostas
ao solvente (figura 2b). A agregacdo de tensoativos pode levar a formacdo de estruturas

mais complexas, incluindo agregados cilindricos ou de camada dupla (JADHAV et al., 2008).

Figura 2 — llustracdo representativa de (a) uma micela normal ou direta e (b) uma micela

reversa.

(a) (b)
(HOLMBERG et al., 2002).



1.1.1 - Classificagcao dos Tensoativos

Os tensoativos sdo classificados de acordo com a cabeca hidrofilica, sendo divididos
em catibnicos, anidnicos, ndo-idnicos e anféteros (GURGEL, 2004).

Tensoativos catidnicos sdo aqueles cuja cabeca hidrofilica, quando em solucdo,
possui carga positiva, que, na maioria dos casos estd presente em um dtomo de nitrogénio
(HOLMBERG et al., 2002), representado na figura 3 pelo brometo de N-

dodeciltrimetilaménio (DTAB).

Figura 3 — Estrutura do DTAB, um tensoativo catidnico.

CH4
+

HEC—fCHE—}—HT—cHSBr )
CH,
(KERT e SIMONCIC, 2008).

Carboxilatos, sulfatos, sulfonatos e fosfatos sdo os grupos hidrofilicos mais
comumente encontrados em tensoativos anidnicos, que sdao aqueles que, em solugao,
possuem carga negativa. Esta é a classe de tensoativo mais utilizada devido ao baixo custo
de producdo, sendo largamente utilizados em formulacbes de detergentes comerciais

(HOLMBERG et al., 2002). Esta classe esta representada na figura 4 pelo

dodecilbenzenosulfonato de sddio (DBS).
Figura 4 — Estrutura do DBS, um tensoativo anidnico.
Ci2H2s SO3 Na¥

(GHANBARI-SIAHKALI et al., 2005).



O grupo hidrofilico de tensoativos ndo-idnicos € um poliéter ou um poliidroxil, sendo
0 mais comum o grupo poliéter formado por unidades de oxietileno. Este tipo de tensoativo
ndo fornece ions em solucdo e sua solubilidade em dgua é devida a presenca de grupos
funcionais que possuem forte afinidade pela dgua (HOLMBERG et al., 2002). Esta classe esta

representada na figura 5 pelo Tween 20 (TW20).

Figura 5 — Estrutura do TW20, um tensoativo ndo-ionico.

HO~+CH;—CH,—0),, « (0 —CH,—CH3);0H

0" “CH-{+O—CH;CHz;-OH

Whx+y+z = 20 GH2—0+GH2—{3H2—012—|(|3 —CHzCH5CH;
0

(KERT e SIMONCIC, 2008).

Tensoativos anféteros sdo aqueles que, em solugdo, contém um grupo com carga
positiva e outro com carga negativa na cabecga hidrofilica. A carga positiva provém, quase
gue invariavelmente, de um grupamento amonio, ja a fonte da carga negativa varia, sendo o
grupo carboxilato a mais comum. A carga liquida da cabega hidrofilica e, consequentemente,
as propriedades do tensoativo, variam com o pH, podendo ser positiva, isoelétrica ou
negativa (HOLMBERG et al., 2002). Esta classe de tensoativo esta representada na figura 6

pelo 3-(dodecildimetil amo6nio) propano-1-sulfato (SB-12).
Figura 6 — Estrutura do SB-12, um tensoativo anfotero.
| I
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0

(BEHERA e PANDEY, 2009).



A caracteristica de tensoativos adsorverem facilmente em superficies tem sido
amplamente estudada e utilizada na industria. Além das utilizacbes devido a formacdo de
microemulsdes, ja descritas, os tensoativos tem outras aplicacdes, como, por exemplo, a
prevencao de corrosdo de superficies metalicas (HEGAZY et al., 2012), determinacdo eletro-
analitica da concentracdo de metais e proteinas (OJEDA e ROJAS, 2009; WANG e HU, 2008) e
otimizacdo da extracdo de dOleo de reservatdrios naturais (BORDOLOI e KONWAR, 2008;
DANTAS NETO et al., 2008; IGLAUER et al., 2009).

1.2 — Sistemas Microemulsionados

Quando um tensoativo estad presente em um solvente com concentragdo superior a
cmc sao formadas micelas. Se isto ocorrer em um sistema que possua uma fase aquosa e
uma oleosa, o dleo pode ser dissolvido no interior das micelas, que se dispersam na fase
aquosa. Dessa forma, agua e O6leo se misturam formando uma Unica fase,
termodinamicamente estavel, chamada microemulsdo (WENNERSTROM e OLSSOM, 2009).

Existem basicamente trés tipos de microemulsdes para o sistema agua/dleo: agua em
oleo (A/O), em que gotas de agua ficam dispersas em dleo; 6leo em agua (O/A), em que
gotas de dleo sdo dispersas em dgua; e bicontinuas, em que tanto dgua quanto éleo formam
dominios que se comunicam, de modo que ambos se comportam como se fossem uma fase
continua (DAMASCENO et al., 2011; SANCHEZ-DOMINGUEZ et al., 2011). Na figura 7 estdo

ilustradas as estruturas de sistemas microemulsionados (SME).

Figura 7 — Representacdo esquematica dos SME, com o dleo representado em cinza e a agua

em branco.
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1.2.1 - Termodinamica de formag¢ao das microemulsdes

Apds entender o que sdao microemulsdes e como sdo formadas, é importante
entender por que elas se formam. Para isso é necessario ter em mente dois conceitos
fundamentais: o primeiro é o de tensao interfacial, que é o excesso de energia livre de Gibbs
(G) por unidade de area da interface (A), em relagdo as fases em contato (GOODWIN, 2004).
Matematicamente, tensao interfacial (y) pode ser definida pela equagao (1).

v = (G) a4 w

Outro conceito importante aqui é o de adsorgdo, que é o processo pelo qual um
componente de uma mistura, espontaneamente, se concentra mais na interface do que nas
fases em contato. Esse processo é acompanhado da redugdao da tensdo interfacial e,
consequentemente, da diminuicdo da energia livre de Gibbs do sistema (GOODWIN, 2004).
No caso dos sistemas microemulsionados, os tensoativos adsorvem na interface agua/dleo
(HOLMBERG et al., 2002).

Como a formacgdo de uma microemulsdo é espontanea, a variacao da energia livre de
Gibbs do processo de formagao deve ser negativa. A dispersao de uma fase na outra gera um
aumento da area interfacial. No caso das gotas dispersas terem um didmetro nanométrico,
esse aumento é muito grande. O aumento da area da interface leva a um aumento da
energia livre de Gibbs do sistema devido a tensdo interfacial (McCLEMENTS, 2012), como
mostrado na equagdo (2), em que AG; é a variagdo da energia livre de Gibbs devida a
variagdo da area interfacial.

AG; = YAA (2)

A primeira explicagao para a formagdo da microemulsao, dada por Schulman et al.
em 1959, era de que y < 0 permitiria a formagdao da microemulsdo. Hoje se sabe que a
tensdo interfacial ndo assume valores negativos. Na verdade, os tensoativos (e os
cotensoativos) reduzem a tensdo interfacial e diminuem a contribuicdo do aumento da area
interfacial para o aumento de G do sistema.

Por menor que seja a tensdo interfacial, o aumento da area interfacial gera um
aumento de G. No entanto, quando os liquidos sao misturados, aumenta o niumero de
possiveis distribuicdes das moléculas no espaco que o sistema ocupa. E mais provéavel que as
moléculas de um componente da mistura sejam distribuidas em todo o espaco do que

confinadas em uma parte do espacgo. Logo, a entropia das moléculas distribuidas em todo o



espaco do sistema é maior. Ou seja, a dispersdo de uma fase na outra aumenta o nimero de
configuracGes possiveis para o sistema, ou seja, aumenta a entropia (S), o que leva a uma
reducdo da energia livre de Gibbs, mostrada na equacgao (3), em que AG, é a varia¢do da
energia livre de Gibbs do sistema, causada pela variacdo da entropia (McCLEMENTS, 2012).
AG, = —TAS (3)
Combinando as equacgdes (2) e (3), chegamos a variacdo total da energia livre de
Gibbs causada pela mistura dos liquidos, mostrada na equagao (4).
AG = yAA —TAS (4)
A formacdo espontdnea da microemulsdo, mesmo com o aumento da area
interfacial, é possivel devido a uma combinagao da redugao da tensao interfacial e do

aumento da entropia, como mostrado na equacdo (4) (MOULIK e RAKSHIT, 2006).

1.2.2 - Fatores que afetam as microemulsoes

Varios fatores afetam as microemulsdes, podendo influenciar sua estabilidade ou
favorecer a formacgdo da microemulsdo com uma determinada estrutura, agua em éleo, 6leo
em 4agua ou bicontinua (ANTON e VANDAMME, 2011; ROZMAN et al., 2009). Alguns desses

fatores serdo discutidos a seguir.

1.2.2.1 - Composigao

N3do basta misturar agua, Oleo e tensoativo para que uma microemulsdo seja
formada. Também é necessario que sejam adicionadas as fragdes adequadas dos
componentes da mistura. Caso contrario podem ser formados sistemas polifasicos ou cristais
liguidos (MYAKONKAYA et al., 2009). Além disso, a medida que a composicdo da mistura
desses trés componentes € variada, a estrutura da microemulsdo é alterada, podendo ser do
tipo 6leo em agua para mistura rica em agua, passando por estrutura bicontinua e podendo

ser do tipo dgua em dleo para mistura rica em éleo (WOLF et al., 2011).

1.2.2.2 - Temperatura

A temperatura influencia as microemulsées na medida em que alteracdes na
temperatura alteram a cmc do tensoativo e, consequentemente, influem na agregagdo dos

tensoativos (ANTON e VANDAMME, 2011).



Para tensoativos i6nicos, ha uma temperatura abaixo da qual as micelas nem chegam
a ser formadas devido a baixa solubilidade do tensoativo (temperatura de Krafft). Ao
aumentar a temperatura, a solubilidade do tensoativo aumenta e micelas podem ser
formadas e, consequentemente, microemulsdes também. No entanto, um aumento da
temperatura também causa um aumento da cmc, fazendo com que seja necessdria uma
guantidade maior de tensoativo para formar a microemulsdo (KUMAR et al., 2009; WANG et
al., 2008).

No caso de tensoativos anfoteros e ndo-idnicos, a solubilidade do tensoativo diminui
com o aumento da temperatura. Neste caso, costuma-se falar em uma temperatura de
turbidez, correspondente a temperatura acima da qual os tensoativos sao muito pouco
soluveis e microemulsdes ndo sdo formadas (DEEN et al., 2009; YAO e YANG, 2008). Esse
fendbmeno é notado principalmente com tensoativos polietoxilados que, a baixas
temperaturas, tém a cabeca hidrofilica hidratada, mas é desidratada a altas temperaturas, o
que promove a agregacdo dos tensoativos, que precipitam (KOMAROMY-HILLER et al.,
1996).

1.2.2.3 - Estrutura do tensoativo

A agregacdo de tensoativos, e, por conseguinte, a formacdo de micelas e
microemulsdes, esta intrinsecamente ligada a estrutura do tensoativo. A influéncia da
estrutura do tensoativo pode ser representada pelo fator de empacotamento (SHIMADA et
al., 2009).

O fator de empacotamento (p) é dado pela razdo da area da secdo transversal ao
longo da cauda do tensoativo (as) e a area da cabega hidrofilica que efetivamente fica
localizada na interface entre a 4gua e o 6leo (ag). Ademais, as € a razdo entre o volume (V) e
o comprimento (I) da cauda do tensoativo, sendo que deve ser considerado o comprimento
médio de todas as possiveis conformacbes do tensoativo (KUNZ et al., 2009). Portanto, o

fator de empacotamento pode ser dado pela equacdo (5).

AV -
a, a,l

Ha uma relacdo entre o fator de empacotamento e o formato do agregado formado.

De um modo geral, se 0 < p < 1/3 sdo formadas micelas esféricas; se 1/3 < p < 1/2 sdo
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formadas micelas cilindricas; se 1/2 < p < 1 sdo formadas estruturas com duas camadas de
tensoativos, como vesiculas por exemplo (YAN et al., 2007). Valores de p maiores que 1
indicam que o volume da cauda do tensoativo é muito grande, comparando com as demais
dimensdes consideradas no fator de empacotamento, favorecendo a inversdo dos
agregados, ou seja, formam-se micelas reversas, ou microemulsdes de agua em Odleo

(SJOBLOM et al., 1996).

1.2.2.4 — Cotensoativo

Cotensoativos também podem ser considerados como compostos com acdo
tensoativa, porém em intensidade bem menor que tensoativos classicos. Assim, também sdo
capazes de reduzir a tensdo em uma interface agua/dleo, podendo ser utilizados junto com o
tensoativo para formar microemulsdes (BACCHAV et al., 2006).

Uma molécula de cotensoativo pode substituir uma molécula de tensoativo na
interface agua/dleo, facilitando a formagdo da microemulsdo, mesmo em concentragdes
pouco maiores que a cmc. No entanto, grandes concentragdes de cotensoativo na interface
dificultam a agregacdo de tensoativo, prejudicando a formag¢dao de microemulsdes, sendo
necessario um estudo da razdo das concentracdes de cotensoativo e tensoativo em que a
formacdo de microemulsdo é otimizada (OTTO et al., 2008). A utilizacdo de cotensoativos
tem efeito mais acentuado quando o tensoativo utilizado é i6nico, pois nesse caso o
cotensoativo se coloca entre as cabecas hidrofilicas dos tensoativos, reduzindo a repulsdo
eletrostatica e aumentando a estabilidade do filme interfacial (SJOBLOM et al., 1996). Os
cotensoativos mais utilizados sdo alcodis de cadeia curta, sendo o butan-1-ol o mais
largamente utilizado (BACCHAV et al., 2006; OTTO et al., 2008).

A utilizacdo de cotensoativos é muito importante para processos industriais, e vem
sendo muito estudada, porque reduz a quantidade de tensoativo necessaria, diminuindo os
custos com a retirada dos residuos dos tensoativos que ficam nos produtos industriais. Além
disso, tensoativos sdo, de um modo geral, mais tdxicos que cotensoativos, o que também

justifica a utilizagdo dos cotensoativos (WAN et al., 2008).

1.2.2.5 — Salinidade

A adicdo de sal a misturas que contenham tensoativos tem efeitos diferentes

dependendo da cabega hidrofilica. Em tensoativos i6nicos a adigao de sal promove a
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redugao da cmc, que pode ser superior a uma ordem de grandeza, pois diminui a repulsao
eletrostdtica das cabecas hidrofilicas, o que, na pratica, torna os tensoativos mais
hidrofdbicos, reduzindo a solubilidade em agua e facilitando a agregacao (HOLMBERG et al.,
2002; SANTOS et al., 2008).

Para tensoativos nao-idnicos, a adigdo de sal provoca pequenas variagdes na cmc,
podendo aumenta-la ou diminui-la (HOLMBERG et al., 2002). No caso de tensoativos ndo-
idnicos polietoxilados, a adigdo de sal pode provocar a desidratagao da cabeca hidrofilica,
provocando maior interacdo dos tensoativos, que podem precipitar. Assim, a adicdo de sal
dificulta a formacdo de microemulsdo com esses tensoativos (GHAEDI et al.,, 2009;

KOMAROMY-HILLER et al., 1996).

1.3 — Classificagao de Winsor

As microemulsdes podem existir em equilibrio com outras fases, aquosas ou oleosas,
formando quatro tipos diferentes de sistemas multifasicos classificados por Winsor
(SANTANNA et al., 2009). A classificacdo de Winsor esta descrita a seguir e ilustrada na figura
8.
¢ WINSOR |: Quando a fase microemulsionada estd em equilibrio com uma fase oleosa em
excesso.
¢ WINSOR II: Quando a fase microemulsionada estd em equilibrio com uma fase aquosa em
excesso.

e WINSOR Ill: E caracterizado por um sistema trifdsico, onde a microemulsdo estd em
equilibrio com uma fase aquosa e outra oleosa ao mesmo tempo.
e WINSOR IV: E um sistema monofasico, em escala macroscépica, constituido por uma fase

microemulsionada Unica.
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Figura 8 — llustracdo dos quatro sistemas de Winsor.

M - Microemulsio O - Oleo  A- ﬁgua|

i
A
A
Winsor Winsor 11 Winsor 11T Winsor TW

(ALBUQUERQUE et al., 2007).

1.4 — Cristais Liquidos

Além das microemulsdes, outro tipo de estrutura possivel de ser formada ao misturar
agua, 6leo e tensoativo sdo os cristais liquidos, que possuem algumas caracteristicas
parecidas com a dos liquidos e outras parecidas com a dos sélidos cristalinos, e, por isso, sdo
chamados de mesofases, em que o prefixo grego meso significa intermediario (BISOYI e
KUMAR, 2011; PASQUALI, 2009).

Ao misturar agua, dleo e tensoativo, dependendo da proporcdo de cada constituinte,
as micelas podem associar-se de uma maneira ordenada e formar um cristal liquido
liotrépico, ou mesofase liotrépica, que pode existir em diferentes formas, e cuja existéncia
depende da propor¢do dos componentes da mistura (PASQUALI, 2009). Mesofases lamelares
consistem de bicamadas de tensoativos planas e paralelas. J& as mesofases hexagonais
consistem de micelas cilindricas arranjadas em um padrao hexagonal, podendo a cabeca
hidrofilica estar voltada para fora e as caudas com o 6leo na parte interna, ou a cauda estar
voltada para fora com as cabecas hidrofébicas e a dgua na parte interna (hexagonal reversa).
Ha ainda as mesofases cubicas que apresentam uma organizacdao espacial complexa,
podendo ser tanto do tipo micelar quanto do tipo bicontinua (YULI et al., 2009). Os principais

tipos de mesofases liotrépicas estdo apresentados na figura 9.
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Figura 9 — Representacdo dos principais tipos e mesofases liotrdopicas: lamelar (a), hexagonal

(b), cubica micelar (c), cubica bicontinua (d) e hexagonal reversa (e).

(a) (b) (c) (d) (e)
(PASQUALI, 2009).

Além das mesofases liotrdpicas, ha também as mesofases termotrdpicas, em que o
estado liquido cristalino aparece em certas faixas de temperatura, ou seja, substancias
capazes de formar mesofases termotrépicas sao solidas até certa temperatura em que se
tornam cristais liquidos, e acima de uma outra temperatura se tornam liquidos (ACHARYA et
al., 2009).

Os cristais liquidos possuem varias aplicacdes, como, por exemplo, meio para
organizar e dispersar nanocompostos (BISOYl e KUMAR, 2011), sistema de liberacdo de
aroma em alimentos industrializados (YULI et al., 2009) e telas de TV, computadores,

calculadoras e celulares (PASQUALI, 2009).

1.5 — Diagrama de fases ternario

Diagramas terndrios sdo usados para representar as porcentagens relativas de trés
componentes de uma mistura. A Unica exigéncia é que a soma das fracdes de cada
componente seja igual a 1 (SURMAN et al., 2009). Da mesma forma é possivel construir
diagramas pseudoterndrios, em que estdo presentes mais de trés componentes, mas estes
podem ser divididos em trés grupos; por exemplo, em uma mistura de agua, éleo, tensoativo
e cotensoativo, é possivel construir um diagrama pseudoternario, pois tensoativo e
cotensoativo podem ser colocados no mesmo grupo, desde que a razdo entre as massas
desses dois componentes adicionados na mistura seja constante em qualquer ponto do

diagrama (SCHMIDTS et al., 2009).
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Na maioria das vezes, um cotensoativo também é utilizado para auxiliar na formagao
da microemulsdo, portanto diagramas pseudoternarios sdo comumente utilizados para
representar as faixas de composi¢do da mistura de dleo, agua e tensoativo/cotensoativo que
formam uma microemulsdo em uma temperatura e pressao definidos (ZHAO et al., 2011). A
figura 10 mostra como determinar a composicdao de um ponto qualquer do diagrama

contendo agua dleo e o sistema T/C (tensoativo/cotensoativo).

Figura 10 — Figura ilustrativa da leitura de um diagrama de fases pseudoternario.

Agua

Oleo 20% Sistema T/C Sistema T/C
(SURMAN et al., 2009).

Normalmente, para determinar a regido do diagrama em que ha formacdo de
microemulsdo, sdo preparadas varias amostras com composicoes diferentes. Observam-se
as amostras que formam microemulsdo e as que formam sistemas polifasicos. As amostras
transparentes (microemulsdes) sdo tituladas (com agua ou com Oleo) até se tornarem
turvas. Assim obtém-se varios pontos da curva que separa as regioes de formacao e de ndo-
formacao de microemulsdo (SCHMIDTS et al., 2009; ZHAO et al., 2011).

A figura 11 é um exemplo retirado do trabalho de Patel e Vavia (2007) e ilustra um
diagrama pseudoterndrio agua, labrafac (caprilato de propilenoglicol), tensoativo ndo-idnico
Tween 80 (estrutura mostrada na figura 5, porém, nesse caso, W + X + y + z = 80) e
cotensoativo polietileno glicol. A razdo massica entre cotensoativo e tensoativo (C/T) é igual

a 1, e aregido escura do diagrama representa a regidao de formacdo de microemulsdo.
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Figura 11 — Exemplo de diagrama pseudoterndrio, que mostra, em escuro, a regido de

formacdo de microemulsao.

c

Oleo Agua

(PATEL e VAVIA, 2007).

1.6 — Microemulsao na formulag¢ao de agroquimicos

Agroquimicos sdao compostos utilizados nas plantacdes ou nos produtos agricolas
armazenados para combater a proliferagao de pragas (como micro-organismos, insetos e
ervas daninha) ou estimular o crescimento da planta cultivada, visando aumentar a
producdo. Sdo varios os tipos de agroquimicos existentes, podendo ser citados os herbicidas,
antifungicos, inseticidas, nematicidas, reguladores de germinacdo de sementes e
reguladores de crescimento de plantas (FERREIRA e AQUILA, 2000). Dentre esses tipos, os
mais comercializados sdo os herbicidas, inseticidas e antifungicos, que, em 2007,
respondiam por 48, 25 e 22 % do mercado de agroquimicos, respectivamente, os outros 5%
do mercado continham os demais tipos (DEWAR, 2008).

A utilizagao de agroquimicos é de muita importancia para o homem, pois permite o
aumento da producdo de alimentos (JOSEPH e RAJ, 2011), isso faz com que o mercado
desses produtos seja grande. Em 2008, a venda de defensivos agricolas movimentou 33,4

bilhdes de ddlares em todo o mundo (McDOUGALL, 2008), e esse é um comércio que tem
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crescido. No Brasil, a venda de agroquimicos movimentou 4,24 bilhdes de délares em 2005,
e em 2009 movimentou 6,56 bilhdes, um aumento de, aproximadamente, 55 % (ABIFINA,
2010).

Atualmente as industrias de agroquimicos procuram desenvolver formulagdes que
possam ser usadas em nivel global, e que, para isso, apresentem algumas caracteristicas,
como: reducdo do uso de solventes organicos, uso de tensoativos pouco toéxicos,
estabilidade quimica e fisica e liberagdo controlada do principio ativo (MULQUEEN, 2003).
Também é interessante encontrar formula¢cdes que reduzam a quantidade utilizada do
principio ativo, porque o acumulo desses compostos no ambiente tem causado cada vez
mais impacto (JOSEPH e RAJ, 2011).

Mesmo com essas preocupacdes, as formulagdes mais usadas hoje em dia ndo
apresentam essas caracteristicas, pois, na maioria dos casos, 0s agroquimicos sdo
comercializados na forma de concentrado emulsionavel (EC) ou pé molhavel (WP). No caso
do EC, o principio ativo fica dissolvido em solvente organico e tensoativo, e na hora do uso,
agua é acrescentada para formar uma emulsdo leitosa, que é aplicada. Ja no caso do WP, o
principio ativo é vendido na forma de pd, e na hora da aplicagao é adicionada agua, para a
formacdo de uma suspensdo. O EC tem o problema de usar solventes organicos, que, além
de tdxicos, sdo inflamaveis (BHATTACHARYYA et al., 2009). Tanto o EC quanto o WP sdo
instaveis, o que gera a necessidade de uso rdpido apds a adi¢cdo de agua.

Diante da necessidade de inovar as formula¢Ges de agroquimicos, as microemulsdes
surgem como uma opcao viavel, pois permitem a eliminacdo, ou grande reducdo, do uso de
solventes orgdnicos, uma vez que os agroquimicos sdao, em geral, mais sollUveis nesses
sistemas do que nas formulagGes tradicionais (ZHENG et al., 2011). A alta solubilidade do
principio ativo na microemulsdo aumenta a eficiéncia da formulacdo, o que permite a
reducao da quantidade utilizada do agroquimico, reduzindo seu acumulo no ambiente
(KNOWLES, 2011)

As microemulsdes sao termodinamicamente estadveis, o que facilita a estocagem
(ZHAO et al., 2011), e, normalmente, sdo mais eficazes que as formulacGes tradicionais,
porque sua dispersao se da através de gotas menores, que se espalham melhor e sdo mais
facilmente absorvidas pelo organismo-alvo (TANG e HOU, 2008).

O desafio para a utilizacdo de sistemas microemulsionados em formulagbes de

agroquimicos é definir as condi¢Ges (especialmente composicdo) em que uma microemulsdo
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pode ser usada na formulacdo de cada principio ativo, uma vez que essas condi¢des variam
de um composto para outro (ZHAO et al., 2011).

Apesar das vantagens que apresenta, o uso de microemulsdes em formulagdes de
agroquimicos ainda é pouco comum, no entanto, algumas formulacdes de pesticidas, como
antifungicos, nematicidas, inseticidas, herbicidas e reguladores de crescimento a base de
microemulsdes, ja foram desenvolvidas e utilizadas com sucesso (LAME et al.,, 2010;

TARANTA et al., 2011; TARANTA et al., 2010; VAN NOOTEN et al., 2005).
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2 - OBIJETIVO

Este trabalho tem por objetivo caracterizar sistemas contendo agua, heptano e o
tensoativo ndo-ionico siliconado comercial Q2-5211, fornecido pela Dow Corning®, buscando
verificar composicdes em que sao formados sistemas microemulsionados e liquido-
cristalinos, por meio da construgdo de diagramas (pseudo)terndrios. Trata-se de sistemas
com notavel relevancia pratica, e com sua caracterizagdo completa pretende-se dar uma
contribuicdo sobre os estados de agregagao possiveis com esses compostos e definir as
condicGes termodindmicas de existéncia de microemulsGes e cristais-liquidos, cujas
propriedades Unicas definem suas diversas aplicagdes tecnoldgicas.

Uma vez caracterizados os sistemas, serdo investigadas as possiveis aplicagdes como
suporte para a dispersdo de agroquimicos, tais como inseticidas e inibidores de germinacao
de sementes, além de antifungicos que podem ser aplicados como farmacos. Isto se justifica
pela busca atual de novas formulagdes de pesticidas que sejam eficientes, estaveis e menos
toxicas, o que alguns estudos ja apontam que é possivel alcangar utilizando microemulsdes.

O alcance dos resultados buscados permitira estudar as aplicagées dos novos sistemas
preparados como suporte de agroquimicos, contribuindo para o desenvolvimento de novas
formulagGes de defensivos agricolas. Também se espera que os resultados dos estudos do
comportamento de fases dos sistemas avaliados fornegam importante contribuigdao para a
formacdo de bancos de dados sobre sistemas microemulsionados, confirmando na pratica as

teorias estabelecidas em estudos de fisico-quimica de coldides, superficies ou interfaces.
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3 — JUSTIFICATIVA

A realizagdo deste trabalho é justificada pela pouca utilizagdo de microemulsdes em
formulagbes de agroquimicos, apesar das vantagens que esses sistemas apresentam, o que é
um estimulo para esse tipo de pesquisa. Além disso, os sistemas estudados sdao inéditos,
sendo que sua caracterizacdo enriquece a literatura a respeito de sistemas auto-
organizaveis, como microemulsées e cristais-liquidos.

A escolha do tensoativo e, consequentemente, dos sistemas estudados, foi devido a
registros na literatura de que tensoativos siliconados sdo menos toxicos que os tensoativos
hidrocarbonicos (BINGIJIA et al., 2007; SONI et al., 2002) e formam variadas estruturas em
sistemas aquosos (WASHENBERGER, 1999), o que torna necessdria a caracterizagcdo desses
sistemas, e também ha registros de que sao agentes supermolhantes, ou seja, se espalham
facilmente sobre a superficie aplicada, o que é interessante em formulagdes de

agroquimicos (HILL, 2000).
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 - Caracterizagao dos diagramas de fases

Os materiais utilizados para a construcdo dos diagramas de fase serdo:

e Tensoativo Q2-5211 (Dow Corning) — estrutura mostrada na figura 12;

e Alcodis de cadeia curta como cotensoativos (butan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol e hexan-1-ol);
e Heptano;

® F200 (viscosidade 10 cSt) e F245 (dleos siliconados — estruturas mostradas na figura 14);
e Agua destilada;

e Sais (cloreto de sédio — NaCl — e nitroprussiato de sddio — NPS );

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

® Pipeta automatica;

e Balanca analitica (Shimadzu, AX200);

e Agitador de solugdes (Phoenix, AP56);

e Banho termostatizado (CT-282, Cientec).

Figura 12 — Estrutura do tensoativo siliconado comercial Q2-5211 (Metil(propil-hidréxido-

etoxilado)-bis(trimetilsiloxi)silano-polidimetil-siloxano com terminagdo —OH).
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Para caracterizar os sistemas formados contendo o tensoativo estudado, foram
determinados os diagramas de fase ternarios das misturas que contém esse tensoativo. Para
isso, inicialmente realizou-se a preparacao de varias amostras com composicoes diferentes e
gue representam pontos dispersos ao longo de todo o diagrama, com o intuito de observar
as possiveis regides presentes. As amostras foram preparadas utilizando balanca analitica,
na base de calculo de 1,0 grama.

Apds a preparagdo, as amostras sdo agitadas durante 60 segundos, e entdo deixadas em
repouso por 24 horas. Apds esse tempo foi observado o aspecto da amostra, isto €, se

ocorreu separacao de fase, e nos casos em que ndo ocorreu, verificou-se visualmente a
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viscosidade da amostra, para ter um indicio se é uma microemulsdo (pouco viscosa) ou um
cristal-liquido (muito viscoso). A partir destas informacOes foi possivel identificar regides
distintas no diagrama.

A partir dos resultados foi necessario construir uma curva (curva binodal) que separa as
regides distintas no diagrama; portanto, realizou-se uma titulagdo para delimitar essa curva.
A titulacdo é realizada da seguinte forma: sdo preparadas amostras contendo apenas dois
componentes da mistura (tensoativo e dleo, por exemplo), que sdo tituladas com o
componente ausente. De preferéncia, a amostra titulante deve ser translicida, e deve ser
titulada até se tornar turva. A esse tipo de titulacido da-se o nome de titulacdo
turbidimétrica. Titulando varias amostras diferentes obtiveram-se muitos pontos da curva
binodal, que pode ser construida com mais precisdo. O procedimento acima descrito teve
que ser repetido para todos os sistemas estudados.

Para o estudo do efeito da adicdo de um cotensoativo, a razdo entre as massas de
cotensoativo e tensoativo (razdo C/T) deve ser fixa. Dessa maneira a proporgdo desses dois
componentes nao varia, e eles podem ser considerados como um Unico componente (nesse
caso a mistura “tensoativo + cotensoativo” é considerada um pseudocomponente). Assim o
diagrama construido é chamado de pseudoternario. Pelo mesmo motivo, o estudo do efeito
de salinidade deve ser realizado com uma solugdo salina de concentracao fixa.

O primeiro cotensoativo testado foi o butan-1-ol, por ser o cotensoativo mais utilizado
em sistemas microemulsionados (OTTO et al., 2008). Depois foram testados o 3-metilbutan-
1-ol e 0 hexan-1-ol, para verificar o efeito da variagdao do tamanho da cadeia do alcool na
formacdo de microemuls3o. Ja o cloreto de sddio foi o primeiro sal a ser usado no estudo de
salinidade, mas depois o nitroprussiato de sdédio (NPS — estrutura mostrada na figura 13) foi
testado, para verificar se a estrutura do sal tem efeito na formac¢do da microemulsdo. O NPS
foi escolhido para estudo devido a evidéncias, ja descritas na literatura, de que esse sal tem
um efeito diferenciado na agregacdo de sistemas auto-organizaveis contendo polimeros
(BARBOSA et al., 2010). Neste trabalho o objetivo foi verificar a influéncia do NPS também é

diferente dos outros sais para sistemas microemulsionados.
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Figura 13 — Estrutura do nitroprussiato de sédio (NPS).
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Para os sistemas em que foi testado o efeito da temperatura, as amostras preparadas
foram colocadas em banho termostatico na temperatura desejada. Na determinagao da
curva ndo foi possivel realizar titulacdo devido a dificuldade em garantir que ndo ocorra
variagdo de temperatura durante a titulagdo, por isso a determinagdo da curva foi feita
através da preparagdo de varias amostras com composi¢cdes proximas e, assim, obteve-se
uma estreita faixa de composi¢cao em que a microemulsao deixa de existir e a amostra torna-
se turva. Nessa estreita faixa que passa a curva binodal. As temperaturas testadas foram 15
e 35 °C, porque sao temperaturas, respectivamente, menor e maior que a temperatura em
que foram construidos os diagramas sem controle de temperatura, uma vez que a
temperatura ambiente oscila entre, aproximadamente, 20 e 30 °C. Isso permite uma
comparagao entre os diagramas com e sem controle de temperatura.

Também foram testados sistemas contendo os 6leos F200 e F245, cujas estruturas
estdo mostradas na figura 14, ambos fornecidos pela Dow Corning. Esses 6leos foram
testados na auséncia de cotensoativo e com butan-1-ol, 3 metilbuntan-1-ol e hexan-1-ol

como cotensoativos, sempre com a razdo C/Tigual a 0,5.

Figura 14 — Estruturas dos 6leos (a) F245 (ciclopentadimetilsiloxano) e (b) F200

(polidimetilsiloxano).
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4.2 — Microemulsdao como suporte para dispersao de agentes inibidores da
germinacao de sementes

Os materiais necessdrios para esse ensaio sao:

e Tensoativo Q2-5211 (Dow Corning);

e Butan-1-ol e 3 metilbutan-1-ol;

® Heptano;

e Agua destilada;

e Vidrarias (placas de Petri, béquer, tubo de ensaio, pipeta de Pasteur e baldo

volumétrico);

® Pipeta automatica;

e Balanca analitica (Shimadzu, AX200);

e Agitador de solugdes (Phoenix, AP56);

e Camara de germinagao;

e Sementes de pepino, cebola e plantas daninhas;

® Papel de filtro.

Para realizar este ensaio devem ser escolhidos sistemas microemulsionados com
composicdo determinada (dentre os sistemas caracterizados seguindo a metodologia do
item 4.1) para serem testados como suporte de inibidores de germinacdo de sementes. A
escolha dos sistemas a serem testados é arbitraria, uma vez que ndo é possivel saber a priori
a composicdao da microemulsdo que gera melhor resposta (FENG e YAQIAN, 2011). No
entanto, serdo privilegiadas as microemulsdes cujas composi¢des tenham grande
guantidade de agua, que, além de serem mais baratas, apresentam grau de toxicidade
minimo ou nenhum. As microemulsdes escolhidas deve ser adicionado o inibidor de
germinacao de semente a ser testado.

Apds a escolha e preparagao dos sistemas microemulsionados contendo o inibidor de
germinacdo, sdo separadas placas de Petri e, em cada uma, sdo colocados dois papéis de
filtro (os papeis sao colocados um sobre o outro, e ambos devem ter o mesmo diametro que
o fundo da placa, de modo a cobrir toda sua superficie). Sobre os papéis de filtro sdo
colocados 4,0 ml da microemulsdo, que deve ser espalhada de modo a cobrir todo o fundo
da placa homogeneamente. Entao, a placa sdao adicionadas 20 sementes, que devem estar
igualmente espacadas. Todas as sementes de uma placa devem ser da mesma espécie.

Depois de preparada, a placa de Petri deve ser colocada em uma camara de germinagao,
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com temperatura constante e igual a 25 °C. O tempo que cada espécie de semente deve
ficar na cdmara de germinacao, assim como todo o procedimento aqui descrito, esta listado
nas regras para analise de sementes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2009). Nesse estudo serdo usadas sementes de pepino, cebola, capim amargoso e
picao-preto. O pepino deve ficar na camara de germinagao por 4 dias e as demais sementes
por 7 dias.

O mesmo procedimento deve ser repetido substituindo a microemulsdao por 3agua
destilada, que serd o controle positivo, e também com a microemulsdo sem o inibidor de
germinacdo. Este ultimo teste sera o branco, que tem a finalidade de verificar o efeito da
microemulsdo sobre a germinagao das sementes. O ideal € que a microemulsdo seja inerte,
funcionando apenas como suporte para o agroquimico testado, podendo otimizar sua
eficacia (MULQUEEN, 2003). Portanto as microemulsGes testadas que tiverem o efeito de
inibir a germinacdo de sementes serdo descartadas.

Os primeiros ensaios deverdo ser feitos com sementes de cebola e pepino, que sao
usadas como modelo nesse tipo de experimento por serem sementes sensiveis a compostos
inibidores de germinagdo (ALMEIDA, 2007). Os ensaios com sementes de plantas daninhas
(capim amargoso e picdo-preto) sé serdo feitos com as amostras que ndo inibirem a
germinacdo de cebola e pepino, uma vez que nao ha interesse comercial em produtos que
inibam a germinagdao da semente da planta que se deseja produzir. O capim amargoso
(Digitaria insularis) e o picdo-preto (Bidens pilosa) foram escolhidos como plantas daninhas a
serem testadas, porque sdo pragas comuns em plantacdes no Brasil e tém se mostrado
resistentes aos herbicidas mais usados (BORELLA e PASTORINI 2010; MORAES et al., 2010;
TIMOSSI, 2009).

4.3 - Microemulsao como suporte para dispersaio de compostos
antimicrobianos

Os materiais necessarios para esse ensaio s3o:
e Tensoativo Q2-5211 (Dow Corning);
e Butan-1-ol;
® Heptano;

e Agua destilada;
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e Vidrarias (placas de Petri, béquer, tubo de ensaio, pipeta de Pasteur e baldo
volumétrico);

® Pipeta automatica (10,0 e 100,0 pL);

® Alca de repicagem de platina, alca de Drigalsky, pinca;

® Bico de Bunsen (ou lamparina);

e Balanca analitica (Shimadzu, AX200);

e Agitador de solugdes (Phoenix, AP56);

e Autoclave;

e Geladeira;

e Capela de fluxo laminar com luz UV;

e Etanol 70 % (v/v);

e Estufa para cultivo de micro-organismos;

e Nistatina (fungicida comercial);

e Antibidticos comerciais;

e Discos, com 6 mm de diametro, feitos com papel de filtro;

e Cepas dos fungos Candida albicans (ATCC 18804) e Candida tropicalis (Squibb 750) e
das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 11229).

e Meios liquido (Sabouraud dextrosado liquido) e sélido (Sabouraud dextrosado Agar)(
para fungo, ambos fornecidos pela HIMEDIA.

e Meios liquido (caldo nutriente) e sélido (Agar nutriente) para bactéria, ambos

fornecidos pela HIMEDIA.

O método para testar a eficiéncia da microemulsdo como suporte para compostos
antimicrobianos, é o teste de difusdo em Agar. Inicialmente s3o preparados os meios sélido
(quantidade suficiente para 10 mL por placa) e liquido (2 mL para cada micro-organismo).
Entdo, todas as vidrarias, os discos de papel de filtro, as ponteiras das pipetas automaticas, a
agua destilada e os meios de cultura preparados devem ser autoclavados. Apds o material
ser retirado da autoclave, a capela de fluxo laminar deve ser esterilizada, primeiramente
com alcool e depois com a luz UV.

Dentro da capela, com o fluxo laminar ligado, as placas de Petri devem ser preparadas,

colocando 10,0 mL do meio sélido em cada uma, e espalhando o meio homogeneamente
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sobre toda a placa. Depois que o meio esfriar, as placas devem ser fechadas, vedadas com
filme plastico e guardadas na geladeira. Ainda na capela, a cepa do micro-organismo deve
ser repicada no meio liquido adequado (bactérias no meio para bactérias e fungos no meio
para fungos). Apds a repicagem, os meios liquidos devem ficar na estufa, a 37 °C, entre 18 e
24 h.

Apds retirar os meios liquidos da estufa, estes devem ser diluidos com 4dagua
(previamente autoclavada) até atingirem densidade 6tica igual a um padrdo de comparagao.
A determinacdo da igualdade sera feita visualmente. Apds a diluicdo, 100 pL do meio liquido
devem ser colocados na placa de Petri que contém o meio sdlido apropriado. Em seguida, o
meio liquido deve ser espalhado homogeneamente sobre o meio sélido com a alg¢a de
Drigalsky (a alca deve ser esterilizada antes e depois de cada uso, mergulhando-a em solucdo
de etanol 70 % (v/v) e colocando-a na chama do bico de Bunsen).

Depois de espalhar o meio liquido sobre a placa de Petri, um disco de papel de filtro deve
ser colocado no centro da placa. Uma pinga deve ser usada para isso (a pinga deve ser
esterilizada da mesma maneira que a alca de Drigalsky). Sobre o disco devem ser
adicionados 10,0 pL da microemulsao contendo o principio ativo a ser testado. Entdo, a
placa de Petri deve ser fechada, vedada com filme plastico e colocada na estufa, a 35 °C,
durante 18 a 24 h. Ap6s a retirada das placas da estufa, o halo de inibicdo deve ser medido
com uma régua. O experimento deve ser feito em triplicata.

O mesmo procedimento deve ser feito usando a microemulsdo sem nenhum principio
ativo, para verificar se a microemulsdao causa morte dos microorganismos. A microemulsao
deve ser preparada com agua autoclavada, para evitar a contaminacdo do experimento com

microorganismos presentes na agua.

4.4 — Microemulsao como suporte para dispersao de inseticidas

e Tensoativo Q2-5211 (Dow Corning);

e Butan-1-ol;

® Heptano;

e Agua destilada;

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

® Pipeta automatica;
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e Balanca analitica (Shimadzu, AX200);

e Agitador de solugdes (Phoenix, AP56);

e Fenitrotion — grau técnico (96,8 %);

e Sumigran® (formulagdo comercial contendo fenitrotion);
e Grdos de milho;

e Caruncho de milho (Sitophilus zeamais);

e (Camara climatica.

Para a realizacdao deste experimento, a populagao de caruncho de milho deve ser
multiplicada, em frasco de vidro de 1,5 L contendo milho, em uma camara climatica, a 25 °C
e 70 % de umidade, durante 60 dias.

O caruncho que serd usado é suscetivel a inseticidas, tendo sido coletado em Sete Lagoas
(MG), e cultivado em laboratdrio por mais de 15 anos sem nunca ser exposto a inseticidas,
pois o objetivo é verificar a viabilidade da microemulsdo como suporte para formulagoes, e
ndo investigar a resisténcia do inseto. O milho a ser usado também n3o pode ter passado
por nenhum tratamento prévio com nenhum tipo de agroquimico (FREITAS, 2005).

Apds a multiplicacdo dos insetos, o milho deve ser peneirado até a retirada de todos os
insetos, que podem ser descartados ou multiplicados para outros ensaios. O milho livre dos
insetos deve ser colocado novamente no recipiente de vidro, que deve voltar para a camara
climatica, onde deve ficar mais 5 dias. Nesse periodo, os ovos dos insetos presentes no milho
devem eclodir, e toda a populacdo de insetos presente no milho tera a mesma idade, que
ndo sera um fator de interferéncia nos resultados.

Entdo, devem ser preparados 10 sistemas microemulsionados com composicoes
idénticas, porém com a massa de fenitrotion adicionada de 0,0 a 15,0 mg. Cada sistema
microemulsionado deve ser usado para tratar 1,0 kg de milho, que, apds a aplicacdo, deve
ser dividido em 5 por¢des de 200 g, e cada uma serd usada como uma unidade experimental,
portanto todo o experimento tera 5 repetigdes. Cada porgdo deve ser colocada em frascos
de vidro de 1,5 L, juntamente com 20 carunchos de milho. Os frascos devem ser colocados
na camara climatica, a 25 °C e 70 % de umidade relativa do ar. Apds 24 horas, o milho deve

ser peneirado e o numero de insetos mortos deve ser contado. Os insetos vivos devem ser
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colocados de volta no frasco, junto com o milho, e apds 24 horas, a contagem dos insetos
mortos deve ser repetida.

O mesmo procedimento deve ser feito com a formulagdo comercial do inseticida
(Sumigran®), sendo que a quantidade da formulacdo comercial utilizada deve ser tal que a
qguantidade de principio ativo aplicada seja a mesma da que foi aplicada com os sistemas

microemulsionados.
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Caracterizacao dos diagramas de fases

Os sistemas testados que continham o heptano como dleo estdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Sistemas testados.

Sistema Fase Aquosa Cotensoativo

1 Agua destilada Ausente
2 NaCl 1,0%(m/v) Ausente
3 Agua destilada Butan-1-ol
4 NaCl 1,0%(m/v) Butan-1-ol
5 Agua destilada 3-metilbutan-1-ol
6 NaCl 1,0%(m/v) 3-metilbutan-1-ol
7 Agua destilada Hexan-1-ol
8 NaCl 1,0%(m/v) Hexan-1-ol
9 NaCl 0,5%(m/v) Butan-1-ol
10 NaCl 3,0%(m/v) Butan-1-ol
11 NPS 1,0%(m/v) Butan-1-ol

12 (T = 15°C) Agua destilada Butan-1-ol

13 (T = 35°C) Agua destilada Butan-1-ol

14 (T =15°C) NaCl 1,0%(m/v) Butan-1-ol

15 (T =35°C) NaCl 1,0%(m/v) Butan-1-ol

Os resultados obtidos na caracterizacdo dos sistemas testados sdo apresentados em
diagramas pseudoterndrios que demonstram as composigdes em que microemulsdes sao
formadas. As regides dos diagramas de fase sdo descritas como: (i) sistemas
microemulsionados, aqueles transparentes isotropicos em nivel macroscdpico, com
viscosidade baixa, porém varidvel dependendo da composicdo; (ii) sistemas polifasicos, ou
seja, amostras que apresentam duas ou mais fases; (iii) sistemas transparentes com alta
viscosidade, isotrdpicos (nestas amostras espera-se a formacdo de estruturas liquido-
cristalinas cubicas) ou anisotrdpicos (nesta regido espera-se a formagao de outras estruturas

liquido-cristalinas).
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Inicialmente foi testado o efeito da adigdo de NaCl no sistema que ndo contém

cotensoativo. O resultado esta apresentado na figura 15.

Figura 15 — Diagramas contendo tensoativo (Q2-5211), heptano e 4gua em (a) e solucdo
aquosa de NaCl 1,0 % (m/v) em (b).
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Os diagramas representados na figura 15 demonstram, em ambos, trés situagdes
possiveis: a formacdo de sistemas polifasicos, a formacdo de sistemas liquido-cristalinos,
com diferentes estruturas possiveis, tais como, hexagonos ou lamelas, e também a formagao
de sistemas microemulsionados, possivelmente contendo dispersGes reversas, ou seja,
aquelas que possuem goticulas de agua dispersas em 6leo. Neste caso, ndo foi notada
nenhuma diferenga significativa causada pela presenga do sal. Possivelmente isso é
observado porque a regido em que as microemulsdes sdo formadas contém pouca
quantidade de dgua e, consequentemente de sal, assim, a quantidade de sal nas
microemulsdes é pequena e insuficiente para desestabiliza-las. Além disso, nota-se que NaCl
nao foi capaz de desfazer as estruturas liquido-cristalinas formadas.

Apds a determinacdo dos diagramas apresentados na figura 15 foram construidos
outros diagramas utilizando diferentes alcodis de cadeia curta como cotensoativos, para
verificar a influéncia que teriam nas regides de formagdo de microemulsdo. Também foram
feitos diagramas de sistemas contendo tensoativo e sal, para verificar o efeito de eletrolitos

na formagdo de microemulsdo. Os resultados sdo mostrados na Figura 16.
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Figura 16 — Diagramas pseudoterndrios para sistemas contendo heptano, tensoativo (Q2-
5211), agua em (a), (c) e (e); solucdo aquosa de NaCl 1,0%(m/v) em (b), (d) e (f);
cotensoativo butan-1-ol em (a) e (b); 3-metilbutan-1-ol em (c) e (d); hexan-1-ol em (e) e (f),
sendo C/T = 0,5 em todos os casos.
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Nos diagramas apresentados na figura 16 sdo demonstrados dois tipos de sistemas
formados: um polifasico e outro em que é formada microemulsdo. Nesta figura os diagramas
obtidos utilizando agua sdao comparados com os diagramas obtidos utilizando solucdo
aquosa de NaCl 1,0 % (m/v), para todos os cotensoativos testados (butan-1-ol, 3-metilbutan-
1-ol e hexan-1-ol). Com essa comparagdo é possivel notar que, independente do
cotensoativo utilizado, a adicdo do sal reduz a regido de formacdo de microemulsdo. A
primeira vista este resultado pode parecer contraditério uma vez que o tensoativo utilizado
€ ndo-idnico e, portanto, ndo é esperado que sua cabeca hidrofilica interaja com eletrélitos

(HOLMBERG et al., 2002). No entanto, a cabeca hidrofilica desse tensoativo é polietoxilada e
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fica hidratada quando interage com a agua. A adi¢do de sal pode provocar a desidratagao da
cabeca hidrofilica, provocando maior interacdo dos tensoativos, que podem precipitar.
Assim, a adicdo de sal dificulta a formacdo de microemulsdo com esses tensoativos (GHAEDI
etal., 2009).

Os diagramas apresentados na figura 17 foram construidos para verificar o efeito da
variacdo da concentracdo de eletrélitos na regido de formacdo de microemulsdo. Ambos os
diagramas foram feitos com heptano, Q2-5211 e butan-1-ol, sendo C/T = 0,5, mas o
diagrama 17(a) foi feito com solucdo aquosa de NaCl 0,5 % (m/v) e no diagrama 17(b) a

concentracdo de NaCl é 3,0 % (m/v).

Figura 17 — Diagramas pseudoternarios contendo heptano, tensoativo (Q2-5211),
cotensoativo (butan-1-ol) e solucdo aquosa de NaCl 0,5 % em (a) e 3 % em (b).
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Estes diagramas da figura 17 podem ser comparados com o apresentado na figura
16(b) em que a concentracdo de NaCl é de 1,0 % (m/v). Observando esses trés diagramas,
nota-se que praticamente nao ha diferenca entre eles na regidao rica em heptano. Ja na
regido rica em solucdo salina, ha uma pequena reducdo da regido de formacdo de
microemulsdo a medida que a concentragdo salina é aumentada. Essa redugdo é esperada,
uma vez que o aumento da concentracdo salina acentua a desidratacao da cabeca hidrofilica
do tensoativo. No entanto, é interessante observar que a reducado da regido de formacao de
microemulsdo sofreu apenas uma pequena diminuicdo com uma grande variacdo da
concentracdo salina. Isso € um indicio de que esses sistemas podem ser usados com altas
concentragoes salinas.

Além do NaCl, também foi testado o efeito do nitroprussiato de sédio (NPS) na

formagdo de microemulsao, sendo obtido o diagrama apresentado na figura 18.
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Figura 18 — Diagrama pseudoternario contendo heptano, Q2-5211, butan-1-ol, com C/T =
0,5, e solugdo aquosa de NPS 1,0 % (m/v).

Butanol/Q2 = 0,5

0.9 Sistemas Polifasicos
1.0 00
NPS1.0%00 0,1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 Heptano

Comparando o diagrama apresentado na figura 18 com o apresentado na figura 15(a),
em que nenhum sal é utilizado, nota-se que a presenca do NPS reduz a regido de formacao
de microemulsdo, o que, assim como no caso da utilizacdo do NaCl, pode ser devido a
desidratacdo da cabeca hidrofilica do tensoativo, facilitando sua precipitacdo. Ja
comparando o diagrama da figura 18 com o da figura 15(b), observa-se que ambos sdo
semelhantes, indicando que a simples presenca de um sal reduz a regido de formacdo de
microemulsdo, mas a variacdo do sal ndo tem grandes efeitos na formacdo de
microemulsao.

Também foram construidos diagramas com temperaturas controladas para verificar o
efeito da variacdo da temperatura na regido de formacao de microemulsdo. Este efeito foi
testado para os sistemas contendo Butan-1-ol e Q2, com a razdo C/T = 0,5 e heptano, sendo
utilizado tento dgua como solugdo salina de NaCl 1,0 % (m/v). Os mesmos sistemas foram
testados nas temperaturas de 15 e 35 °C. Esses valores de temperatura foram escolhidos
porque sao, respectivamente, menor e maio que o valor médio de temperatura ambiente de
Vicosa, al’gm disso, a temperatura ndo poderia ser muito aumentado, devido a volatilidade
do heptano Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 19.

Comparando a figura 19(a) com a 19(b) nota-se que o aumento da temperatura reduz
a regido de microemulsdo para o sistema contendo Q2-5211, butan-1-ol, com C/T = 0,5
heptano e agua. O mesmo ocorre quando a agua é substituida por solugao de NaCl 1,0 %
(m/v), o que é observado nas figuras 19 (c) e (d). Esse comportamento pode ser explicado
pela desidratacdo da cabeca hidrofilico do tensoativo causado pelo aumento da
temperatura, o que facilita a agregacdo dos tensoativos que precipitam, provocando

separacdo das fases aquosa e organica (DEEN et al., 2009; KOMAROMY-HILLER et al., 1996).
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Além disso, como mostra a figura 19, o aumento da temperatura reduz a solubilidade da

mistura C/T em heptano, o que também dificulta a formacdo de microemulsdes.

Figura 19 — Diagramas pseudoternarios contendo Q2-5211, butan-1-ol, com C/T=0,5,
heptano e, agua em (a) e (b) e solugdo aquosa de NaCl 1,0 % (m/v) em (c) e (d), sendo a
temperatura de 15 °C em (a) e (c) e de 35 °C em (b) e (d).
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Também foram testados sistemas contendo os 6leos siliconados F200 e F245, na
tentativa de encontrar uma alternativa para o uso do heptano, uma vez que os o6leos
siliconados sdo menos toxicos. Esses éleos foram testados na auséncia de cotensoativo e
com butan-1-ol, 3 metilbuntan-1-ol e hexan-1-ol como cotensoativos, sempre com a razao
C/T igual a 0,5. No entanto, ndo foi observada formagdo de microemulsdo em nenhuma
composicao que utilizasse esses 6leos. Portanto, se faz necessdria a realizacdo de mais
pesquisas que busquem obter microemulsdes com o tensoativo siliconado Q2-5211

utilizando éleos menos téxicos que o heptano.
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5.2 — Microemulsao como suporte para dispersao de agentes inibidores da
germinacao de sementes

Conforme descrito na se¢do 4.2, para testar microemulsdes em formulagdes de
inibidores de germinagdao de sementes, inicialmente foram preparados sistemas
microemulsionados, para testar se a microemulsdo pura tem efeito inibidor de germinacao.
Em um grupo controle, foi testado o efeito da agua pura na germinacao das sementes. Com
esse intuito, no fundo de uma placa de Petri foram colocadas duas folhas de papel de filtro,
gue foi molhada com 4,0 mL da microemulsdo. Entdo, sobre o papel foram colocadas 20
sementes, todas da mesma espécie. Os testes foram feitos, primeiramente com sementes de
pepino e de cebola, porque sdo sementes usadas como modelo em ensaios com reguladores
de germinagao.

A escolha das microemulsGes a serem utilizadas nos testes é arbitraria, pois ndo tem
como saber, a priori, qual a composicdo do sistema mais eficiente para ser usada na
formulacdo. Na tabela 2 estdo apresentadas composices dos sistemas testados. Os

numeros na tabela 2 representam a fragdo massica de cada componente da mistura.

Tabela 2 — Composicdo dos sistemas testados na inibicao de germinacao.

Sistema Q2-5211 Cotensoativo H,O Heptano
1 0,2659 0,1327* 0,5517 0,0497
2 0,2000 0,1003* 0,1011 0,5986
3 0,2636 0,1339* 0,6025 -
4 0,3667 0,1833** 0,3502 0,0998
5 0,2015 0,0965** 0,1007 0,6013

*butan-1-ol; **3-metilbutan-1-ol.

Os trés primeiros sistemas testados utilizam o butan-1-ol como cotensoativo e os dois
ultimos o 3-metilbutan-1-ol. Isso foi feito para testar se a variagao do cotensoativo causava
algum efeito. O sistema 3 ndo possui heptano, para testar se o dleo utilizado inibe a
germinacao das sementes de cebola e pepino. A figura 20 apresenta resultados obtidos com

semente de pepino, e mostra que, com dgua, como era de se esperar, a semente de pepino
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germina normalmente, ja a microemulsdo inibe completamente a germinacdo. O mesmo

resultado foi obtido com todos os sistemas microemulsionados utilizados.

Figura 20 — Resultado obtido com sementes de pepino.

(b)

(d)

A figura 20 mostra as sementes de pepino tratadas com microemulsdo antes de
serem colocadas na estufa de germinagao em 20 (a) e apds 4 dias na estufa de germinagao
em 20 (b). Em 20 (c) e (d) sdo mostrados os resultados obtidos usando agua pura.

Na figura 21 sdo apresentados os resultados obtidos com sementes de cebola. Em 21
(a) sdo mostradas sementes tratadas com microemulsdo antes de serem colocadas na estufa
de germinagdo, e na 21 (b) apds 7 dias na estufa. Na figura 21 em (c) e (d) sdo mostrados os
resultados obtidos tratando a semente com dgua pura. Da mesma maneira que ocorreu com
as sementes de pepino, a microemulsdo inibiu completamente a germinacdao das sementes
de cebola e a agua pura ndo. O mesmo resultado foi observado com todos os sistemas

microemulsionados testados.
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Figura 21. Resultado obtido com sementes de cebola.

(a) (b)

(©)
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O fato de as microemulsGes testadas inibirem a germinacdo das sementes de pepino
e cebola inviabiliza a utilizagdo destas em formulagdes de inibidores de germinagao de
sementes. Isso porque foram testadas sementes de espécies cujo cultivo é de interesse
comercial, e que, portanto, a germinacdo ndo se deseja evitar. Caso as sementes de pepino e
cebola tivessem germinado quando tratadas com a microemulsdo pura, poderiam ser feitos
testes solubilizando na microemulsdo compostos com atividade inibidora de germinacdo de
sementes. Essas formulagdes seriam testadas em sementes de pepino, cebola e das ervas
daninhas capim amargoso e picdo-preto, como havia sido proposto inicialmente.

A fim de verificar se o tensoativo Q2-5211 foi o responsavel pela ndo germinagao das
sementes, foram feitos testes com microemulsées contendo outro tensoativo siliconado, o
Q4-3667. Nesses testes foi utilizado o butan-1-ol como cotensoativo, sendo a razdo C/T =
0,50, e foram utilizados dois 6leos distintos, o heptano e o F245. Os diagramas
pseudoternarios das misturas do C/T (butan-1-ol/Q4), H,O com os dleos heptano e F245 sdo

mostrados na figura 22 (a) e (b), respectivamente.
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Figura 22 — Diagramas pseudoternario contendo butan-1-ol/Q4 (C/T =0,5), H,0 e (a)
heptano ou (b) F245.
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(ALMEIDA, 2010).

Os sistemas contendo o tensoativo Q4-3667 que foram testados estdo apresentados
na tabela 3. As composi¢des sao mostradas em termos das fragdes madssicas de cada
elemento da mistura.

Tabela 3 — Sistemas testados contendo tensoativo Q4-3667.

Sistema Q4 Butan-1-ol H,O Oleo
1 0,2313 0,1159 0,5536 0,0992*
2 0,4010 0,2007 0,0997 0,2986*
3 0,1674 0,0841 0,6989 0,0496**

*Heptano; **F245.

Nos testes feitos com os sistemas que contem Q4-3667, também foi feito um
controle utilizando agua destilada, e os resultados obtidos foram os mesmos daqueles
utilizando Q2-5211, ou seja, as sementes de pepino e de cebola germinaram com agua
destilada, mas ndao germinaram quando a microemulsdo foi utilizada. Entdo, foi feito um
teste para avaliar se o fato de o tensoativo ser siliconado esta relacionado com a ndo
germinacdo das sementes. Para isso foi feito o mesmo teste utilizando uma microemulsao
gue contém o tensoativo anidnico dodecil sulfato de sédio (SDS). Para esse ensaio foi
utilizado o cotensoativo butan-1-ol, sendo a razdo C/T = 1,0, 4gua e o heptano como déleo. O

Diagrama pseudoternario da mistura desses componentes esta mostrado na figura 23.
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Figura 23 — Diagrama pseudo ternario contendo SDS, butan-1-ol (C/T = 1,0), H,0 e heptano.
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(CRUZ, 2009).

A fragdo, em massa, de cada componente do sistema testado é: 0,1006 de SDS e de
butan-1-ol, 0,7492 de H,0 e 0,0496. Novamente os testes foram feitos com sementes de
pepino e de cebola, e foi usado um controle usando agua destilada. O resultado obtido foi o
mesmo dos obtidos com os sistemas contendo os tensoativos Q2-5211 e Q4: as sementes
tratadas com agua destilada germinaram e as tratadas com a microemulsao nao.

Os resultados obtidos com todos os sistemas testados na germinagdao de sementes
indicam que microemulsdes ndo sdo eficientes em formulagGes de reguladores de
germinacdo de sementes, uma vez que inibe a germinacdo de sementes de interesse
comercial, independente da composicdo e do tensoativo utilizado. A possivel causa de as
microemulsdes impedirem a germinagao de sementes é a adsor¢ao dos tensoativos nas

sementes, impedindo a absorcdo de agua e, por conseguinte, a germinacao.

5.3 - Microemulsdo como suporte para dispersio de compostos
antimicrobianos

Nestes ensaios foram testados quatro compostos com atividade antifungica: a
nistatina  (fungicida comercial), o Propiletanolditiocarbamato de Ni (ll), o
Propiletanolditiocarbamato de Sn (ll) (MENEZES, 2008) e o complexo formado entre
cimetidina e prata (MORAIS, 2011), sendo que os trés ultimos foram sintetizados, sob

orientacdo da professora Daniele Cristiane Menezes, no Departamento de Quimica da UFV.
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As estruturas propostas para esses compostos, exceto o complexo entre Ag e cimetidina,

estdo mostradas na figura 24.

Figura 24 — Estrutura dos compostos (a) nistatina e propiletanolditiocarbamato de (b) Ni(ll) e

(c) Sn(II).

(b) (c)

A estrutura da cimetidina esta mostrada na figura 25. A férmula molecular do
complexo é [Ag(C1oHeNsSO]INOs3, e dados de espectroscopia no infravermelho indicam que o
atomo de enxofre, o de nitrogénio que faz tripla ligagdao, e o de nitrogénio do anel que faz

dupla ligagdo estdo coordenados com o ion Ag" (MORAIS, 2011).

Figura 25 — Estrutura da cimetidina.
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Para a realizagdo dos testes foram usados controles com a microemulsdao sem
nenhum principio ativo (branco) e suspensdes dos principios ativos em DMSO. Essas

suspensdes ndo sao feitas em agua, porque os compostos testados sao muito pouco sollveis
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e cristalizam em meio aquoso, além de serem instaveis em agua, podendo sofrer hidrélise,
especialmente o complexo de Sn(ll), sendo dificil a formacdo da suspensdo em agua.

Para todos os testes, as fracGes, em massa, dos componentes da microemulsdo sao:
Q2-5211: 0,167; Butan-1-ol: 0,083; Heptano: 0,65; H,O: 0,10. A composicdo da
microemulsdo ndo foi variada para que isso ndo fosse um fator que interferisse nos
resultados obtidos.

As amostras testadas foram preparadas visando a concentragao do composto a ser
testado de 250,0 mmol.L' . Essa concentracdo foi escolhida porque é considerada uma
concentracdo muito alta para antifungicos e, portanto, se ndo for verificada atividade com
essa concentragdo, a formulagdo testada do composto ndo é ativa. Além disso, a
concentracdo dos diferentes compostos testados deveria ser a mesma para possibilitar a
comparagao dos resultados obtidos com os diferentes antifungicos.

Os fungos utilizados foram a Candida albicans e a Candida tropicalis, porque sdo
espécies de facil cultivo em laboratério e que sdao usadas como modelo em testes de
antifungicos. Além disso, esses fungos sdo patogénicos ao homem, e o estudo de sistemas
antifungicos, nesse caso, também tem interesse farmacologico.

Na figura 26 sdo mostradas duas placas de Petri usadas, uma com Candida albicans e
outra com Candida tropicalis, que sdo apresentadas aqui apenas para ilustrar os resultados

obtidos.

Figura 26 — Resultados obtidos com nistatina em microemulsdo. Em (a) o fungo é C. albicans
e em (b) é C. tropicalis.

(a) (b)
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Todos os testes foram feitos em triplicata, o halo de inibicdo de cada uma das unidades
experimentais foi medido e, entdo, foi calculado o valor médio do halo, e sdo esses valores

médios que sdao mostrados na tabela 4, onde ME significa microemulsdo, e os valores na
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coluna que contem ME s3ao os resultados obtidos para cada composto dissolvido na
microemulsdo, que podem ser comparados com os valores colocados na coluna ao lado, que
correspondem aos resultados obtidos para o mesmo composto suspenso em DMSO. O

branco representa a microemulsdo pura, ou seja, sem nenhum antifungico dissolvido

Tabela 4 — Halos de inibicao médios obtidos com os diferentes compostos testados.

Nistatina Complexo Ni(ll) Complexo Sn(ll) Complexo Ag

Branco ME DMSO ME DMSO ME DMSO ME DMSO

Concentragao

- 248,68 250,00 247,46 250,00 244,96 250,00 230,28 250,00
(mmol.L'™")
Halo (mm)

- 13,6 12,42 14,20 13,50 - 15,00 8,60 17,0
C. albicans
Halo (mm)

- 16,3 14,17 15,30 18,50 18,60 13,70 9,80 18,0
C. tropicalis

O primeiro resultado a ser notado na tabela 4 é que o branco ndo causou a morte dos
fungos, ou seja, a microemulsao testada ndo possui atividade antifingico. No entanto, como
pode ser notado observando os resultados dos compostos testados, a microemulsdo é capaz
de alterar a atividade de um antifungico.

No caso da nistatina, a atividade ndo sofreu grandes variagdes quando comparados os
resultados da ME com os do DMSO, mas o halo médio obtido utilizando a ME foi um pouco
maior com os dois fungos testados, indicando um aumento da atividade gerado pela ME. Ja
com o propiletanolditiocarbamato de Ni(ll), o halo médio obtido com ME e com DMSO é
aproximadamente igual para C. albicans, porém para C. tropicalis a ME causou uma grande
diminuicdo da atividade, o que também ocorreu com o complexo de cimetidina e Ag, mas
nesse caso a ME causou redugao da atividade muito grande, de quase 50 %, para ambos os
fungos.

O resultado mais significativo foi obtido com propiletanolditiocarbamato de Sn(ll). Para
esse composto houve grandes variagdes nas respostas obtidas com a ME e com o DMSO
para os dois fungos testados. Para C. albicans, o halo médio obtido com a suspensdao em
DMSO foi de 15,00 mm, enquanto o composto dissolvido em ME ndo apresentou atividade

contra esse fungo. Ja para C. tropicalis, o halo médio aumentou de 13,70 mm com DMSO
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para 18,60 mm com ME. Nota-se, portanto, que, além de aumentar a atividade antifungica
do composto para C.tropicalis, a microemulsdo foi capaz de gerar uma seletividade no
propiletanolditiocarbamato de Sn(ll), uma vez que a suspensdo desse complexo em DMSO
tem atividade antifungica contra ambos os fungos testados, mas dissolvido em ME o
composto ndo tem atividade contra C. albicans.

O mecanismo de acdo dos complexos testados ndao é conhecido, apesar de haver
sugestdes encontradas na literatura (MENEZES, 2008), e, portanto, ndo é possivel saber o
porqué de a microemulsdo testada causar variacdo na atividade antifungica desses
compostos. O fato é que este experimento mostrou que é possivel a microemulsdo
aumentar a atividade de um antifungico, ou tornd-lo seletivo, um indicio de que esses
sistemas podem ser usados em formula¢des de antifungicos. No entanto, é importante
ressaltar que este estudo estda em fase inicial e sdo necessdrios novos experimentos,
variando a composicdo da microemulsdo e utilizando outros fungos, para verificar o espectro
de acdo desses sistemas, e as condicdes em que seu uso pode ser indicado.

Também foi proposta a realizacdo de experimentos testando a viabilidade do uso de
microemulsdes contendo o tensoativo Q2-5211 na formulagdo de antibidticos. O mesmo
procedimento utilizado com os antifungicos seria utilizado com as bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, que sdo espécies usadas como modelo em testes com antibidticos.
No entanto, ndo foi possivel a realizagao desta etapa devido a falta do tensoativo Q2-5211,
sendo que ndo havia tempo habil para obtencdo destes reagentes e realizacdo dos

experimentos antes do fim desta dissertagao.

5.4 — Microemulsao como suporte para dispersao de inseticidas

Para a realizacdo desses testes foi usada uma microemulsdo cuja fragdo em massa de
cada componente é: Q2-5211: 0,2667, butan-1-ol: 0,1333, H,0: 0,50 e heptano: 0,10. Foram
preparadas 10 formulagdes com concentracdoes diferentes de fenitrotion, composto

inseticida que tem sua estrutura mostrada na figura27.
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Figura 27 — Estrutura do fenitrotion.
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As quantidades a serem usadas de fenitrotion, foram determinadas tendo como base
a formulagdo comercial Sumigran® 500 EC, uma formulagao comercial do composto, que
possui 500 g de fenitrotion por litro e recomenda a aplicagcdo de 10 a 20 mL por tonelada de
grdo de milho. Isso corresponde ao uso de 5 a 10 g por tonelada de grdo, ou seja, 5 a 10 mg
de fenitrotion por quilograma de grao de milho.

Sendo assim, as quantidades de fenitrotion dissolvidas nos sistemas
microemulsionados deveriam ser tais que em alguns sistemas a quantidade do principio
ativo fosse maior do que o usado na formulacdo comercial, e em outros fosse menor. Por
isso, as quantidades, em miligramas, de fenitrotion que deveriam ser dissolvidas nas
microemulsées eram: 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0.

O fenitrotion foi dissolvido em, aproximadamente, 10 ml de microemulsdo. Esse
volume foi usado por ser o que cabe na bomba utilizada para aplicacdo, e também porque é
suficiente para que a aplicacdo sobre os graos seja feita de maneira homogénea. N3o foi
necessaria uma medida exata do volume de microemulsdo, porque o importante nesse teste
¢é a quantidade de principio ativo aplicada.

A microemulsdo contendo o fenitrotion foi aplicada sobre 1,0 kg de milho, que,
posteriormente, foi dividido em 5 por¢Ges de 200 g, sendo que cada porc¢ado foi colocada em
um pote separado, e a cada pote foram adicionados 20 insetos (caruncho de milho). Apds 24
horas o milho foi peneirado e o nimero de insetos mortos foi contado. Na tabela 5 sdo
apresentados as massas de fenitrotion utilizadas e o nimero médio de insetos mortos 24
horas apds a aplicagdo. Foi feito um teste em um grupo controle, no qual foi aplicada agua

destilada, nesse grupo nenhum inseto morreu.
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Tabela 5. Massa utilizada de fenitrotion e nimero de insetos mortos.

1 2 3 4 5 6 7
Massa (mg)
0,0 2,3 5,6 6,8 9,9 12,8 15,7
fenitrotion
n° insetos
0,4+0,5 l16,6+1,2 188+1,1 20,0+00 200+00 20,0+£0,0 20,0£0,0
mortos
% insetos
2,0x2,7 83,0+2,6 94026 100£0,0 100£0,0 100£0,0 100+£0,0
mortos

A proposta inicial era voltar os insetos vivos para os potes com milho e realizar outra
contagem de quantos morreram apds mais 24 horas. No entanto, a mortalidade apds essa
primeira contagem foi tdo alta que a segunda contagem nao foi feita. Também foi proposto
que os resultados fossem apresentados na forma de uma curva de dosagem versus
letalidade, porém, entre a menor dosagem (0,0 mg) e a segunda menor (2,3 mg) houve um
aumento muito grande da quantidade de insetos mortos. Portanto, com esses dados nao é
possivel ajustar a curva.

Para construgdo dessa curva seriam necessarios novos ensaios, com dosagens menores
de fenitrotion (entre 0,0 e 2,3 mg). No entanto, estes ndo foram feitos porque ndo havia
insetos suficientes, e o tempo necessario para a multiplicacdo dos insetos seria de,
aproximadamente, 60 dias, o que impediu a obtencdao de resultados a tempo de serem
colocados nesta dissertacdo. Pelo mesmo motivo, também ndo foram feitos testes com a
formulagao comercial Sumigran® 500 EC.

Para ter um indicio da eficiéncia da formulacdo de fenitrotion em microemuls3o, os
resultados obtidos foram comparados com os obtidos por SANTOS et al. (2009). Nesse
trabalho foram testadas varias popula¢des de caruncho de milho (Sitophilus zeamais), uma
delas foi coletada em um laboratério em Vigosa, e tem a mesma origem dos insetos
utilizados nos testes com a microemulsdo. Por isso, os resultados obtidos com as
formulagGes a base de microemulsdo serdao comparados com o resultado obtido por SANTOS
et al. com a populagao coletada em Vigosa.

SANTOS et al. (2009) utilizaram a formulagcdo comercial Sumigran® 500 EC e aplicaram
uma dosagem de 4,0 mg por quilograma de grao de milho. Foram feitas 4 repetigdes com 50

g de milho e 15 insetos. Apds 24 horas (100 + 0,00) % dos insetos morreram. Nas
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formulagdes com microemulsdo, a dose de 5,6 mg kg'1 matou (94,0 + 2,6) %. Isso é um
indicio de que a microemulsdo gera uma formulagdo menos eficiente que a comercial. No
entanto, este resultado ndo é conclusivo, é necessario variar as condi¢cbes do experimento,
especialmente a composicdo da microemulsdo, para verificar se sistemas
microemulsionados sdo ou ndo eficientes em formulacdes de fenitrotion. Além disso,
sugere-se a continuacdo dos ensaios com inseticidas diferentes, para buscar formulaces

eficientes.
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6 — CONCLUSAO

Os resultados observados permitiram uma caracterizagdao razoavelmente completa das
estruturas formadas com os sistemas testados (tensoativo siliconado + heptano + agua
destilada, com ou sem cotensoativo e eletrdlitos), apresentando uma riqueza de estruturas
isotropicas e liquido-cristalinas, de acordo com a composi¢ao e natureza quimica das
substancias presentes.

Notou-se que a utilizagdo de NaCl reduz a regido de formagdo de microemulsdao dos
sistemas estudados. Possivelmente isso ocorre porque o sal desidrata a cabeca hidrofilica do
tensoativo, o que aumenta a interagdo entre as moléculas do tensoativo, facilitando sua
precipitacdo e, por conseguinte, a separacao de fases. Ja a variagcdo da concentracdo do sal
ndo gerou grandes diferencas na formagcdo da microemulsdo, o que é interessante, pois
mostra a possibilidade de esses sistemas serem aplicados com altas concentra¢des de
eletrélitos. Observou-se também que a utilizagdo do NPS gera um diagrama muito
semelhante aquele gerado com a utilizagdao do NaCl, sugerindo que a simples presenga de
eletrélitos causa a diminuicdo da regido de formacdo de microemulsdo, ndo sendo a
estrutura do sal um fator determinante.

E importante ressaltar que na auséncia de cotensoativo o NaCl ndo produziu nenhum
efeito perceptivel na regido de formacdao de microemulsdo, ndo sendo o sal capaz de
desfazer as estruturas liquido-cristalinas presentes na auséncia de cotensoativo. Nesse caso
a regido de formagdo de microemulsao nao deve ter sido afetada, pois a quantidade de
agua, e, consequentemente, de sal, presente nessa regido é pequena.

Observou-se ainda que o aumento da temperatura reduziu a regido de formagao de
microemulsdes dos sistemas em que a variagao de temperatura foi avaliada. Isso deve ser
resultado da desidratacdo da cabeca hidrofilica do tensoativo provocada pelo aumento da
temperatura, pois, com a desidratagao, a agregagao dos tensoativos é facilitada, o que leva a
precipitacdo do tensoativo e separacao das fases aquosa e organica.

E interessante constatar que os sistemas estudados s3o inéditos, o que enriquece a
literatura, assim como o tensoativo utilizado ser siliconado, o que é importante na questdo
ambiental, j& que esta classe de tensoativo é menos agressiva que o0s tensoativos
hidrocarbonetos comuns, que sdo largamente utilizados na industria. Outro fator que

favorece a utilizacdo deste tensoativo relaciona-se ao fato de ele ser comercial, portanto é
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facil de ser adquirido, ndo sendo necessario implementar rotinas de sintese de compostos
em laboratério, normalmente trabalhosas e que demandam bastante tempo.

Sugere-se aqui a continuagao dos estudos de caracterizagao desses sistemas, através
de técnicas analiticas adequadas ou especificas, como espectrometria do infravermelho
préximo e espalhamento de radiacGes, como luz e raios-X. Assim, pode-se avaliar o tipo de
agregados formados e caracteriza-los com relacdo a forma e tamanho. Outra abordagem a
ser investigada com a continuidade deste projeto esta relacionada a determinagdo
experimental dos teores energéticos envolvidos nos processos de micelizacdo e auto-
agregacao dos componentes dos sistemas, o que pode ser feito através de micro-
calorimetria.

Os experimentos com formula¢cdes de agroquimicos a base de microemulsGes
contendo o tensoativo Q2-5211 mostraram que esses sistemas ndo sao eficientes em
formulagGes de reguladores de germinacdo de sementes, uma vez que o sistema puro (sem
nenhum principio ativo) inibiu completamente a germinagdo das sementes de pepino e
cebola testadas, independente da composicdo da microemulsdo. Testes com microemulsdes
que utilizam os tensoativos Q4-3667 e SDS geraram o mesmo resultado, ou seja, as
sementes ndo germinaram. Isto € um indicio de que microemulsdes impedem a germinac¢ao
de sementes, e uma possivel explicacdo para isso é que o tensoativo adsorva na superficie
da semente, impedindo a absor¢dao de agua e, consequentemente, inibindo a germinacao.

Nos testes com formulagGes de antifungicos foram comparados os resultados obtidos
com formulagbes de alguns compostos baseadas nas microemulsdes, com os obtidos com os
mesmos compostos suspensos em DMSO. Notou-se que as microemulsdo podem causar
variagdo na atividade dos compostos. No caso do complexo de cimetidina com prata, a
atividade antifungica diminui para os dois fungos testados (Candida albicans e Candida
tropicalis). Com o propiletanolditiocarbamato de Ni(ll), a microemulsdo causou a reducdo da
atividade antifungica em C. tropicalis e praticamente ndo alterou a atividade em C. albicans,
o que também ocorreu com a formulagao de nistatina para ambos os fungos testados. Com
o propiletanolditiocarbamato de Sn (ll), a microemulsdo tornou o composto seletivo, uma
vez que ele apresentou atividade contra C. tropicalis e ndo apresentou contra C. albicans. O
mesmo composto suspenso em DMSO é capaz de causar a morte dos dois fungos.

Com base nesses resultados, sugere-se a continuagdo dos experimentos com

formulagdes de antifungicos baseadas em microemulsdes contendo o tensoativo siliconado
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Q2-5211, uma vez que a atividade dos antifungicos pode ser alterada pela microemulsdo. Na
continuacdo dos trabalhos devem-se testar outros antifungicos e outros fungos, além de
variar a composicao das microemulsdes, a fim de verificar em que composicdes, e com quais
antifungicos, os sistemas aqui caracterizados tem potencial de, futuramente, serem usados
como formulagbes comerciais.

J& os resultados obtidos com o inseticida fenitrotion dissolvido em microemulsao
foram comparados com aqueles que SANTOS et al. (2009) obtiveram com a formulagdo
comercial Sumigran® 500 EC. Essa comparacdao mostrou que uma dose de fenitrotion
necessaria para matar 100 % dos insetos (Sitophilus zeamais) no periodo de 24 horas é
menor quando a formulacdo comercial é utilizada. Isso é um indicio de que essa
microemulsdo ndo é indicada para formulacbes de fenitrotion, no entanto, sugere-se a
realizacdo de novos testes utilizando diferentes composi¢cdes da microemulsdo, e também
outros insetos que também sejam sensiveis ao fenitrotion. Também é recomendada a
realizagdo de experimentos com inseticidas diferentes, para averiguar outras possiveis
utilizacGes de microemulsGes contendo o tensoativo Q2-5211 em formulagdes inseticidas.

Apds a analise de todos os resultados, constata-se que a busca por novas formulagdes
de agroquimicos é trabalhosa, especialmente quando microemulsGes sdo usadas como
suporte, ja que existe uma infinidade de composicoes diferentes de sistemas
microemulsionados que podem ser testados, e ndo é possivel saber, a priori, qual delas é
mais eficiente. No entanto, como ja € mencionado na literatura, o uso de microemulsdes em
formulagbes de agroquimicos traz vantagens ambientais e a possibilidade de aumento da
eficiéncia dos agroquimicos. Por isso, estudos nessa area sdo importantes. Este trabalho
enriquece a literatura sobre o assunto, e gera a possibilidade de que, caso haja continuidade
das pesquisas aqui relatadas, formulacbes de agroquimicos mais eficientes e

ambientalmente seguras sejam desenvolvidas.
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