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Resumo

As microemulsdes (MESs) sdo sistemas isotropicos, transparentes, que apresentam
boa estabilidade termodindmica, sdo faceis de preparar e possuem um custo associado
geralmente baixo. Podem ser utilizadas como veiculos de varios principios ativos, tanto
hidrofilicos como lipofilicos. Apresentam uma elevada capacidade de carga, i.e. sdo
capazes de armazenar grandes quantidades do componente alvo, melhorando a
biodisponibilidade de certas substancias ativas. S8o geralmente formadas por uma
mistura de lipido(s), &gua e tensioativo(s), sendo também muito frequente utilizarem-se
co-tensioativos.

O plano experimental do presente trabalho incidiu sobre o desenvolvimento de MEs
visando a sua futura utilizacdo como veiculo para aplicacdo topica de bioativos naturais
(ndo desenvolvido no presente trabalho). Neste contexto, o trabalho apresentado aborda
topicos tais como: Descricdo da pele e mecanismos de absor¢do; Conceitos gerais sobre
MEs; e Técnicas para producéo e caracterizacdo de MEs.

Para a producdo das MEs selecionou-se como sistema quimico agua pura, azeite
refinado e um tensioativo ndo-ionico (Tween 80), reconhecido por ser ndo-toxico e
biocompativel. Adicionalmente testou-se o uso de varios co-tensioativos, nomeadamente
polietilenoglicol 400, etanol, glicerina, 2-propanol, 1-butanol, Span 80 e Transcutol CG.
Para cada combinagdo azeite + agua + tensioativo/co-tensioativo testada foi produzido o
respetivo diagrama pseudoternario e definidas as zonas de composicéo onde se produzem
MEs, sistemas com 2 fases, sistemas com 3 fases e onde ocorre a formacao de gel.

Para as composicOes testadas verificou-se que a formacdo de MEs foi mais
favorecida quando se utilizou apenas o sistema base (azeite/agua/Tween 80) ou quando
se utilizou como co-tensioativo glicerina e Span 80. Contudo, as MEs obtidas foram
conseguidas a custa da utilizacdo de um teor elevado do sistema de tensioativo, o0 que
pode restringir a sua utilizacdo topica. As dificuldades de preparacdo podem estar
relacionadas com a elevada viscosidade do azeite, tal como relatado na literatura. Para
contornar esta dificuldade foi testado o efeito da temperatura (ambiente, 40, 60 e 80°C)
para o sistema base e o sistema utilizando o co-tensioativo Span 80 (1:1). Neste caso

observou-se a diminuicdo da formagao de gel mas néo se intensificou a formacao de MEs.

Palavras - chave: Microemulsdes, azeite, aplicacao topica, diagramas pseudoternarios.



Abstract

Microemulsions (MEs) are isotropic systems, transparent, exhibit good
thermodynamic stability, are easy to prepare and have a generally low associated cost.
They may be used as carriers for various active principles, both hydrophilic and lipophilic.
They can present a high load capacity, i.e. they are capable of storing large amounts of
the target component, improving the bioavailability of certain active substances. They are
generally formed from a mixture of lipid(s), water and surfactant(s) and, very commonly,
they use co-surfactants.

The experimental work of this study is focused on the development of MEs
seeking its future use as a vehicle for the topical application of natural bioactive (not
developed in the present work). In this context, the presented work covers topics such as:
Description of the skin and absorption mechanisms; General concepts on MEs; and

Techniques for the production and characterization of MEs.

For the production of MEs the selected chemical system was composed by
ultrapure water, refined olive oil and a non-ionic surfactant (Tween 80), known to be non-
toxic and biocompatible. Additionally, various co-surfactants, particularly polyethylene
glycol 400, ethanol, glycerine, 2-propanol, 1-butanol, Span 80 and Transcutol CG were
tested. For each combination oil + water + surfactant/co-surfactant tested the respective
pseudoternary phase diagram was constructed and the composition areas assigned as:

MEs, system with 2 phases, system with 3 phases and gel formation.

For the tested compositions it was found that the formation of MEs was more
favoured for the base system itself (oil / water / Tween 80), or when the co-surfactant
glycerine and Span 80 was used. However, the obtained MEs have been achieved thanks
to the use of a high content of the surfactant system, which can restrict its topical use. The
detected preparation difficulties can be related with the high viscosity of olive oil, as
reported in the literature. To overcome this constraint, the effect of temperature (ambient,
40, 60 and 80 °C) on the MEs formation was tested with the base system and the system
using Span 80 (1:1) was co-surfactant. Although a decrease in the gel formation was
observed, the formation of MEs was not intensifyed.

Keywords: Microemulsions, olive oil, topical application, pseudoternary diagrams.
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1. Motivacéo e objetivos

A pele € um oOrgao complexo, responsavel pela defesa primaria, regulacdo da
temperatura e funcdo sensorial. E uma barreira eficiente, concebida para minimizar a
entrada de substéncias estranhas e de radiacdo UV para o corpo e evitar a perda de agua.
A funcdo de barreira da pele tem sido atribuida, principalmente, & organizacdo e
composicao da camada mais externa da pele, a camada cornea (Lopes, 2014).

As MEs sdo sistemas isotropicos, oticamente transparentes, termodinamicamente
estaveis apresentando particulas de tamanho inferior a 1,0 um. Adicionalmente, as MEs
tém baixa viscosidade, sdo obtidas quase que espontaneamente, sem Ser necessario
utilizar equipamentos sofisticados (Derle et al., 2006; Goheland et al., 2010; Janior et al.,
2003; Papadimitriou et al., 2007; Rukmini et al., 2012; Sainorudin et al., 2014).

As MEs sdo dispersdes coloidais de fase Unica, quer de éleo em agua (O/A) ou de
agua em oleo (A/O), estabilizadas por uma pelicula interfacial de tensioativo e co-
tensioativo (opcional). Os sistemas desprovidos de co-tensioativos sdo os ‘“‘sistemas
ternarios” ¢ os sistemas que tém co-tensioativos sdo os “sistemas pseudoternarios” (onde
0 tensioativo e o co-tensioativo sdo combinados formando uma Unica fase). As dispersdes
sdo formadas quando o 6leo, agua e tensioativo/co-tensioativo sd@o misturados em
propor¢oes adequadas. Estas dispersdes tém baixa viscosidade, baixa tenséo interfacial e
alta capacidade de solubilizacdo (Gupta et al., 2008).

O agente tensioativo selecionado para a realizacdo deste estudo foi 0 Tween 80, um
tensioativo ndo-idnico, ndo-toxico, ambientalmente amigéavel, biocompativel e
comercialmente barato (Prieto et al., 2013).

Para um estudo sisteméatico da composicdo das MEs, é essencial estabelecer o
diagrama de fases do sistema, a partir do qual se pode identificar a regido de formacéo
das MEs e a sua relagdo com as outras fases (Damasceno et al., 2011).

No presente contexto, o presente trabalho teve como objetivos gerais efetuar o
desenvolvimento de MEs visando a sua futura utilizacdo na aplicacdo topica de bioativos
naturais e investigar processos para a sua preparacdo. O sistema quimico selecionado é
constituido por agua pura, azeite refinado, um tensioativo (neste caso um agente
tensioativo ndo-ionico, ndo-toxico e biocompativel, o Tween 80) e foram testados varios
co-tensioativos (polietilenoglicol 400, etanol, glicerina, 2-propanol, 1-butanol, Span 80 e
Transcutol CG).



Como objetivos especificos temos:

% Desenvolver MEs por selecdo dos componentes do sistema,
nomeadamente co-tensioativos e teste de formulacdes;

o Estudo do método de preparacéo das MEs;
o Estudo da variagdo do co-tensioativo;
o Estudo da variacdo da temperatura;

%+ Construir diagramas de fases ternarios e pseudoternarios para obtencéo e
identificacdo dos sistemas microemulsionados usando azeite refinado como fase
lipofilica;

% Selecionar a regido do diagrama mais apropriada a producéo das MEs;

¢+ Caracterizar as MEs produzidas quanto aos seus aspetos fisico-quimicos

(tamanho de particula e avaliacdo organolética).

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Processos de Separagdo e Reagdo —
Pdlo do Instituto Politécnico de Braganga (LSRE-IPB).



2. Introducéao

2.1. Descricao da pele e mecanismos de absorcéo

2.1.1. Estrutura e funcdes da pele

A pele é um orgao complexo, multifuncional, dindmico com uma composicao
diversa e com varias fungdes biologicas. Tem a capacidade de se adaptar a uma multitude
de variagdes do meio ambiente e as necessidades do organismo que protege, cobrindo-o
na sua totalidade. Trata-se de um Orgédo caracterizado por uma estrutura prépria que se
apresenta em camadas interdependentes: a epiderme, a derme e a hipoderme, tal como
pode ser observado na Figura 1 (Battisti, 2015; Soares, 2013). A sua funcdo mais 6bvia
é a de barreira, responsavel pela defesa priméaria do organismo ao minimizar a entrada de

substancias estranhas (Oliveira et al., 2004; Santos, 2015).

epiderme

Figura 1: Esquema das principais camadas da pele.

A epiderme é um epitélio escamoso estratificado, pavimentoso, queratinizado
composto por diferentes camadas. A epiderme € a camada do corpo que esta em contacto
direto com o meio externo, renova-se a cada 14-30 dias dependendo da regiéo do corpo.
Existem quatro tipos de células na epiderme: queratindcitos, melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel, sendo as mais abundantes os queratindcitos (ver Figura
2) (Battisti, 2015; Carvalho et al., 2005).
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Figura 2: Tipos de celulas da epiderme (Adaptado de: Rafeiro, 2013).

Os queratindcitos sdo células epiteliais estratificadas que sofrem diferenciacdo a
medida que se deslocam da camada basal para a superficie da pele (Rosani, 2011). Num
sistema dinamico, essas camadas estdo em constante renovacgéo, desde a sua jun¢do com
a derme até a superficie cutdnea, onde ocorre descamacdo permanente de numerosas
camadas de células queratinizadas, anucleadas e sem organelos, chamadas de corneécitos
(Battisti, 2015).

Os melandcitos situam-se na camada basal e produzem um pigmento responsavel
pela coloracdo da pele e absorcdo dos raios UV, a melanina (Carvalho et al., 2005;
Rafeiro, 2013).

As celulas de Langerhans encontram-se entre os queratindcitos e tém um papel
importante nas reacdes imunoldgicas cutaneas (Toscano, 2013).

As células de Merkel séo responsaveis pela sensibilidade tatil, localizam-se na parte
mais profunda da epiderme e encontram-se apoiadas na membrana basal. Este tipo de
células € exclusivo da pele espessa, presente nas superficies sujeitas a friccdo, como € o
caso da pele das palmas das maos e da planta dos pés (Soares, 2013).

De acordo com o grau de maturacdo dos queratindcitos, e como se pode ver na
Figura 3, a epiderme é dividida em cinco camadas: camada basal, espinhosa, granulosa,
lucida e cornea (Battisti, 2015; Carvalho et al., 2005; Rosani, 2011).
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Figura 3: As cinco camadas da epiderme.

A camada basal é a mais profunda, encontrando-se sobre a membrana basal que
separa a derme da epiderme (Battisti, 2015; Santos, 2015), da origem a células
diferenciadas da camada espinhosa (mais grossa da epiderme) e da granulosa. E nesta
camada e na camada espinhosa, que ocorre a formacdo dos queratindcitos. A camada
lucida é encontrada entre as camadas cornea e granulosa, onde a pele € mais espessa
(Carvalho et al., 2005).

Mais externamente, encontra-se a camada cornea revestida por um fluido lipofilico
complexo segregado pelas glandulas sebaceas e pelos cornedcitos compostos de células
mortas, queratinosas, desidratadas, resistentes ao ataque quimico e enzimético (Santos,
2015). Nesta camada os queratindcitos sdo células mortas e sem ndcleo e os melanécitos
encontram-se na juncao da derme com a epiderme ou entre 0s queratindcitos da camada
basal (Battisti, 2015; Soares, 2013).

A derme é uma camada espessa de tecido fibroeléstico denso, é a principal barreira
mecénica da pele, contém extensa vascularizagdo, muitos recetores sensitivos, é
constituida por um tecido conjuntivo, irregular, composto de colagénio, elastina e
glicosaminoglicanos. E dividida em duas regifes: uma localizada em contacto direto com
a epiderme, a derme papilar, e outra logo abaixo, a derme reticular (Battisti, 2015;
Carvalho et al., 2005). A superficie da derme possui um pH &cido em torno de 4 a 7,
havendo um gradiente até ao pH neutro na direcdo do interior, que se estende até a
epiderme (Mehta et al., 2015).



Internamente a derme encontra-se a hipoderme (camada mais profunda da pele)
que, ja ndo faz parte da pele mas que é fundamental na unido da derme aos 6rgédos
adjacentes e é responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas em que se apoia,
contém quantidades variaveis de tecido adiposo nutrindo todo o conjunto de adipdcitos,
a sua espessura é variavel (1 a 4 mm) conforme a parte do corpo (Carvalho et al., 2005;
Rosani, 2011; Soares, 2013). Outra das fungdes da hipoderme é reservar energia e
proteger contra o frio. Também confere absorcdo de impacto, flexibilidade, contém o
maior nimero de vasos sanguineos da pele e apresenta espessura variavel (Rosani, 2011).

A pele possui quatro fungdes principais (Battisti, 2015; Carvalho et al., 2005):

% Sensibilidade: ¢ o maior 6rgdo sensitivo do corpo e contém Varios
recetores para o tato, pressdo, temperatura e dor;

%+ Funcbes metabdlicas: a hipoderme constitui um reservatorio de energia, na
forma de triacilglicerais;

% Protecdo: protege da radiacdo UV, da perda de &gua, de agressdes
mecéanicas, quimicas e térmicas e atua como barreira fisica a invasdo por
microrganismos;

% Regulacdo da temperatura corporal: a presenca de pélos e a hipoderme
fazem com que o corpo esteja isolado contra a perda de calor. A perda de calor é
facilitada pela evaporagdo do suor na superficie cutdnea e pelo aumento do fluxo

sanguineo através da rede vascular da derme.

2.1.2. Mecanismos que determinam a absorc¢do cutanea

Para que haja absorcéo de agentes terapéuticos é necessario que se verifiquem certas
circunstancias especificas tanto biolégicas como fisico-quimicas, entre as quais (Santos,
2015; Soares, 2013):

+ Estado da pele;

% Estado de hidratacdo da camada cornea;

%+ Tamanho das moléculas a ser absorvidas (preferivel tamanho inferior a 500
Dalton);



% Solubilidade em agua (para a substancia penetrar na pele, esta tem de ter
alguma solubilidade em &gua);

% Lipofilia (para um farmaco permear na pele tem que ter algum carécter
lipofilico);

% Estado fisico (liquidos penetram mais facilmente na pele do que os
solidos);

% Propriedade do veiculo (afetam tanto a mobilidade do principio ativo como
também as caracteristicas da pele);

% Influéncia dos tensioativos usados;

% Influéncia do pH.

As substancias lipofilicas possuem alto poder de penetracdo e as hidrofilicas séo
dificeis de transportar (Formariz et al., 2005).

2.2. Microemulsodes

2.2.1. Definicgdes e conceitos

A maioria dos cientistas usa uma definicdo geral e ampla para descrever as MEs. O
termo ME foi introduzido por Hoar e Schulman, em 1943, os quais descreveram esses
sistemas como transparentes ou translicidos, isotropicos, termodinamicamente estaveis,
ndo irritantes para a pele e com baixa tenséo interfacial (Almeida, 2007; Castro, 2014;
Damasceno et al., 2011; Estephan, 2012; Figueiredo et al., 2013; Formariz et al., 2005;
Junior et al., 2003; Lakshmi et al., 2013; Lawrence et al., 2000; Lopes, 2014; Mendonga,
2005; Naoui et al., 2011; Oliveira et al., 2004; Rossi et al., 2007; Santos, 2015).

Em suma, as MEs sdo sistemas oticamente transparentes, isotropicos,
termodinamicamente estaveis e de baixa viscosidade, compostas por uma mistura de 6leo,
agua, tensioativo e por vezes, co-tensioativo. O tamanho de particula de uma ME varia
entre 1 e 200 nm, ao passo que as emulsdes leitosas tém tamanho de particula, geralmente
na gama de 1 um. As MEs formam-se espontaneamente, sob condigdes corretas, mas
requerem uma grande quantidade de tensioativo, 0 que pode resultar num aumento

potencial de irritacdo (Lakshmi et al., 2013; Lopes, 2014; Mendonga, 2005; Oliveira et
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al., 2004). A presenca de tensioativos aumenta a permeabilidade da membrana celular,
possibilitando uma maior biodisponibilidade. Devido a formacdo esponténea destes
sistemas, fatores como a duracdo da agitacdo, temperatura, entre outros, podem ser
dispensados (Junior et al., 2003).

As MEs possuem a capacidade de veicular substancias hidrofilicas e lipofilicas
(Damasceno et al., 2011; Fanun, 2009; Lakshmi et al., 2013; Rafeiro, 2013) e ttm um
custo de preparacdo geralmente baixo (porque ndo é necessario nenhum equipamento
especializado). O seu equilibrio é mantido pelo continuo intercambio de
substancias/moléculas entre a fase dispersa e continua (Santos, 2015). As MEs
apresentam uma variedade de estruturas, sendo estas globulares, bicontinuas, cubicas ou
lamelares (Fanun, 2009). O aspeto de uma ME a olho nu é homogéneo e transparente e a
sua estrutura ndo pode ser observada atraves de um microscépio 6tico porque o tamanho
das particulas € muito reduzido (Lakshmi et al., 2013). As MEs aumentam a solubilizacéo
e a absorcdo de farmacos lipofilicos. Estas caracterizam-se por possuirem uma tensao
superficial muito baixa o que Ihes confere alta capacidade de absorcao (devido a presenca
do tensioativo) e de permeabilidade cutanea (Formariz et al., 2005; Santos, 2015).

A possibilidade de formar ME depende do balanco entre as propriedades
hidrofilicas e lipofilicas do tensioativo, determinada pela sua estrutura quimica e por
fatores como a temperatura, forca ionica e a presenca de co-tensioativo (Formariz et al.,
2005).

A mistura dos componentes da fase aquosa, fase lipofilica, tensioativo e co-
tensioativo na regido de ME de um diagrama de fases, € capaz de formar diferentes
estruturas internas. S6 quando as MEs sdo muito diluidas € que é possivel formar-se uma
ME do tipo O/A ou A/O (Damasceno et al., 2011).

De acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersa, é possivel distinguir trés
tipos de MEs: agua em Gleo (A/O), 6leo em agua (O/A) e MEs de estrutura bicontinua,
estabilizadas por tensioativos de diferentes polaridades. Estes tipos de MEs apresentam
as seguintes caracteristicas (como mostrado na Figura 4) (Almeida, 2007; Damasceno et
al., 2011; Fanun, 2009; Formariz et al., 2005; Janior et al., 2003; Klein, 2007; Lakshmi
et al., 2013; Lopes, 2014; Mehta et al., 2015; Mendonca, 2005; Naoui et al., 2011; Rossi
et al., 2007):



% MEs do tipo A/O — quando moléculas hidrofilicas estdo localizadas no
interior de reduzidas particulas esféricas de dgua e envolvidas por moléculas de
tensioativos num meio continuo lipofilico, a fase aquosa € a interna, dispersa ou
descontinua, e a fase lipofilica € a externa, dispersante ou continua. As moléculas
de tensioativos apresentam um EHL na faixa de 3-7. O diametro dessas particulas
mede, em geral, cerca de 1 e 200 nm;

% MEs do tipo O/A — quando moléculas lipofilicas estdo localizadas no
interior de reduzidas particulas de 6leo dispersas e envolvidas por moléculas de
tensioativos num meio continuo aquoso, a fase continua € a agua e a fase dispersa
é 0 6leo. Estas moléculas de tensioativos apresentam um EHL na faixa de 9-13. O
didmetro dessas particulas mede, em geral, entre 10 e 200 nm;

%+ MEs de estrutura bicontinua — tanto o 6leo como a agua apresentam-se

como fases continuas.

A Figura 4 mostra a representacdo esquematica dos trés tipos de MEs.

Co-tensioativo

Tensioativo

»
R Agua @

o) -

Microemulsdo A/O Microemulsdo O/A Microemulsdo bicontinua

Figura 4: Classificacdo das MEs quanto as fases dispersa e dispersante (Adaptado de

Lawrence et al., 2000).

As MEs do tipo O/A (lipofilicas) tém elevado poder de penetracdo na pele. Quanto
mais fina for a ME, mais facil se torna a passagem entre as células do tecido cutaneo. As
MEs apresentam uma taxa de penetracdo excelente em camadas profundas da camada
cornea, sendo consideradas, como sistemas terapéuticos nanotecnologicos que
apresentam grandes possibilidades de promover a permeacdo, causando uma baixa
irritabilidade cutanea (Rafeiro, 2013; Silva et al., 2010).



Se as duas fases continuas (oleosa e aquosa) estiverem em equilibrio, estamos
perante um sistema bicontinuo. Os sistemas bicontinuos apresentam comportamento
plastico, muito vantajoso para administracdo intravenosa e topica (Toscano, 2013).

Para se formar uma ME espontaneamente, é necessario que haja mistura de dois
liquidos imisciveis (geralmente, 6leo e agua) e quantidades adequadas de um tensioativo
ndo-iénico e de um alcool de cadeia média (co-tensioativo). Quando esses dois liquidos
sdo misturados mecanicamente, mantendo a agitacdo constante, inicialmente, as duas
fases tendem a formar particulas de um dos liquidos dispersa no outro. Se for adicionado
um tensioativo ao sistema, este estabiliza-se formando um sistema homogéneo com a
formacdo de uma fase interna, dispersa ou descontinua. Sem a adicdo do tensioativo,
geralmente, ocorre separagdo de fases. Quando a agitacdo cessa, as particulas tendem a
coalescer e os liquidos a separarem-se novamente. Assim, o tempo de vida de uma
emulsdo pode ser definido como o tempo decorrido desde que as fases estdo
completamente homogeneizadas, até a separacao total do sistema. O “tempo de vida” é
maior quanto melhor for a estabilidade do sistema (Almeida, 2007; Castro, 2014;
Damasceno et al., 2011; Oliveira et al., 2004; Rossi et al., 2007).

A formacdo das MEs ocorre, em primeiro lugar, com o tensioativo principal a ser
adsorvido na interface O/A sendo este que determina a curvatura inicial da fase dispersa.
Contudo, a curvatura necessaria para que a pelicula de tensioativo atinja a tensdo
interfacial minima do sistema final é conferida pela presenca do co-tensioativo. A forma
das particulas nas MEs pode ser esférica ou ndo esférica, dependendo da curvatura final
da monocamada do tensioativo e da quantidade de dleo incorporada no sistema (Santos,
2015).

Em seguida, apresentam-se algumas vantagens e desvantagens das MEs.

Vantagens (Fanun, 2009; Lopes, 2014; Mendonga, 2005; Santos, 2011; Santos,
2015; Silva et al., 2010):

% Facil preparagdo dado que ndo requerem muita energia devido a uma
melhor estabilidade termodinémica;

% Reduzida viscosidade;

% Excelente capacidade de libertag&o controlada de compostos ativos;

%+ Melhoria das caracteristicas organoléticas e sensoriais de certos produtos;

% Biocompatibilidade melhorada;
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% Biodegradabilidade;
%+ Maior capacidade de hidratacdo dos tecidos cutaneos;
%+ Maior capacidade de penetragéo.

Desvantagens (Formariz, 2008; Junior et al.,2003; Mehta et al., 2015; Mendonga,
2005; Santos, 2015):

% A estabilidade das MEs € influenciada por parametros ambientais, tais
como a temperatura e o pH, sendo, por vezes, necessario adicionar conservantes,
antioxidantes e, em alguns casos, sais tampao;

%+ Concentracdo do tensioativo e co-tensioativo elevadas;

% Leque de matérias-primas limitado tendo em consideracdo que 0s

componentes devem ser usados e aceites fisiologicamente.

2.2.2. Componentes do sistema microemulsionado

Estes sistemas sdo compostos pela combinacdo de trés a quatro componentes
essenciais: fase aquosa, fase lipofilica, tensioativo e, quando necessario, co-tensioativo
(Almeida, 2007; Castro, 2014; Formariz et al., 2005; Lakshmi et al., 2013; Mendonca,
2005; Naoui et al., 2011; Oliveira et al., 2004). Estes componentes estdo disponiveis em
grande numero, mas o seu uso na formacdo de MEs para aplicacdo tdpica é limitado
devido a sua toxicidade, irritacdo potencial e mecanismo de acdo. A escolha adequada e
as concentracfes destes componentes sdo, assim, muito importantes tendo em vista a
aplicacdo do sistema (Formariz et al., 2005). Os 6leos e os tensioativos utilizados na
formacdo de MEs suaves e ndo-agressivas devem ser biocompativeis, nao-toxicos e

clinicamente aceitaveis (Lakshmi et al., 2013; Mehta et al., 2015).

2.2.2.1. Fase lipofilica

Os constituintes da fase lipofilica podem ter um papel muito importante como

promotores da permeacdo transdérmica (Figueiredo et al., 2013), sendo a selecdo da fase
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0leo um passo importante. Este determina a selecdo de outros ingredientes nas MEs
(principalmente no caso de MEs do tipo O/A) (Stubenrauch, 2009). A fase 6leo influencia
a curvatura da monocamada do tensioativo a utilizar pela sua capacidade de penetragéo
na pele. Os componentes da fase lipofilica influenciam as MEs nos seguintes aspetos
(Santos, 2015):

% Forma e tamanho das particulas;

% Permeabilidade através da pele.

Assim, o0 6leo estudado foi o azeite refinado. O grau de pureza deste 6leo deve ser
elevado, para prevenir a ocorréncia de irritacdo que pode ser associada a contaminantes
presentes em 6leos com baixa pureza (Bedin, 2011; Junior et al., 2003).

A quantidade limite de 6leo na ME € cerca de 40 % da massa total, sendo que
percentagens de 6leo maiores levam a instabilidade termodindmica (Mendonca, 2005).

2.2.2.2. Fase aquosa

De um modo geral, as MEs utilizam agua pura como fase aquosa, principalmente
as que se destinam a aplicacbes na pele (Stubenrauch, 2009). Podem adicionar-se
conservantes para garantir a estabilidade microbiolégica, uma vez que a mistura de lipidos
com agua € um étimo fator para o desenvolvimento de bactérias. O conservante ideal deve
ter baixa concentracao, ser solivel em agua e nao deve ser tdxico (Bedin, 2011; Castro,
2014). A quantidade de agua a utilizar € muito importante pois influencia a estrutura
interna das MEs (Santos, 2015).

2.2.2.3. Tensioativos

Os tensioativos sdo moléculas amfifilicas, contendo regides hidrofébicas e
hidrofilicas. A regido hidrofilica é referida como “cabeg¢a” polar e a regido hidrofobica
como a “cauda” néo polar (Estephan, 2012; Gonzélez, 2013; Gupta et al., 2008; Lawrence
et al., 2000; Mendonga, 2005; Rossi et al., 2007), tendo um papel muito importante na
formacédo das MEs (Figueiredo et al., 2013). A escolha do tensioativo adequado € critica
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para a preparacdo de MEs (Stubenrauch, 2009) e pode ser feita pelo caracter hidrofilico
deste (Rossi et al., 2007). Estes devem ter boas caracteristicas de solubilizacdo na fase
interna e, devido ao facto de representarem uma grande fragéo das MEs, devem ter baixa
toxicidade, baixo potencial de irritacdo e apresentarem boa tolerancia cutanea. A baixa
tensdo interfacial (proxima de zero) pode levar a emulsificacdo espontanea e a um
tamanho de particula pequeno (Damasceno et al., 2011; Formariz et al., 2005; Santos,
2015). Em alguns casos, ndo é suficiente recorrer a tensioativos de cadeia simples para
reduzir a tensdo interfacial e permitir que a ME se forme espontaneamente sem envolver
utilizacdo de energia externa (Fanun, 2009; Mehta et al., 2015). Geralmente, e sempre
que possivel, sdo utilizados tensioativos de origem natural relativamente aos de origem
sintética. A escolha destes depende do tipo de ME a ser preparada (Stubenrauch, 2009).
Os tensioativos devem ter um caracter lipofilico adequado para prever a curvatura
correta naregido interfacial (Lakshmi et al., 2013). Os tensioativos que apresentam menos
problemas de compatibilidade sdo também os menos sensiveis a mudancas de pH e os
que apresentam melhor permeabilidade (Mehta et al., 2015). Quando se deseja uma ME
do tipo A/O deve-se utilizar um tensioativo lipofilico e quando se deseja uma ME do tipo
O/A deve-se utilizar um tensioativo mais hidrofilico (Castro, 2014; Rossi et al., 2007).
Os tensioativos podem ser classificados pela escala EHL (Equilibrio Hidrofilico-
Lipofilico) num intervalo de 0 a 20 valores. Usando este sistema, valores inferiores a 10,
indicam predominancia da parte apolar, tornando-os adequados para a preparacdo de MEs
do tipo A/O e valores superiores a 10 (£12) apontam para a prevaléncia da regido polar,
tornando-os adequados para a preparacdo de MEs do tipo O/A (Castro, 2014; Formariz,
2008; Gonzalez, 2013; Janior et al., 2003; Klein, 2007; Lakshmi et al., 2013; Mehta et
al., 2015; Mendonca, 2005; Santos, 2011; Stubenrauch, 2009;).
Apesar do recurso ao EHL, é muito dificil prever quais as combinagdes de
tensioativo/co-tensioativo e 6leo que serdo capazes de produzir MEs (Mendonga, 2005).
Os valores de EHL podem ser utilizados para determinar a adequacéo do tensioativo
a um determinado fim, tal como se mostra na Tabela 1 (Gonzalez, 2013; Lawrence et al.,
2000; Rossi et al., 2007).
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Tabela 1: Escala de EHL usada para classificar os tensioativos.

EHL | Aplicagéo geral

1-3 Antiespuma

3-7 MEs A/O
7-9 Dispersantes
9-13 MEs O/A

13-15 Detergentes
15-20 | Solubilizante

Existem duas categorias de tensioativos principais (Figura 5), dependendo do grau
de ionizacdo na solugdo aquosa: tensioativos idnicos e ndo-idnicos. Os idnicos
subdividem-se ainda em trés categorias (anionicos, cationicos e anfoteros) (Bedin, 2011;
Gonzaélez, 2013; Lawrence et al., 2000; Mendonca, 2005).

NN ¥ +\ Cationicos
(o] ool - E BN NANVANEY

{ = ) Anidnicos

NN ¥ -I_- ) Anféteros

N3o-idnicos ~

Figura 5: Representacao esquematica dos tensioativos (Adaptado de: Gonzalez, 2013).

Os tensioativos utilizados na preparagdo de MES para uso cutaneo sdo os de
natureza nao-iodnica, por exemplo o Tween 80. Estes sdo mais versateis devido as suas
boas caracteristicas de solubilizac¢do, ndo séo irritantes, sdo menos sensiveis as alteraces
de pH e aumentam a capacidade de retencdo cutanea e a permeabilidade (Bedin, 2011;
Formariz et al., 2005; Janior et al., 2003). As MEs formadas por este tipo de tensioativos
sdo mais estaveis e eficazes do que as MEs formadas por tensioativos idnicos dado serem

mais hidrofébicos do que os idnicos (Estephan, 2012). Estas substancias apresentam
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baixa toxicidade e elevada estabilidade quimica (Damasceno et al., 2011; Figueiredo et
al., 2013; Santos, 2015).

O Tween 80 tem uma estrutura composta por cadeias insaturadas, o que faz com
que estas se dobrem, ndo permitindo que as cadeias da fase lipofilica penetrem tanto
(Santos, 2015). A Figura 6 mostra a estrutura do Tween 80 que apresenta uma densidade
de 1,06 g/mL (Millioli, 2009).

HOMMzCHCOM,  (0CH,CH,) OH

-
'\-\.
N

(OCH,CH),0H

O{CHLCH,0),R
Sum of w+x+y+z=20
R=C47H33C(0)

Figura 6: Formula molecular do Tween 80.

Na producdo de MEs, devem ser tidos em conta trés fatores relacionados com o
tensioativo (Fanun, 2009; Rukmini et al., 2012; Santos, 2015):
% Devem-se escolher tensioativos que produzam uma tensdo interfacial
baixa;
% A concentracdo do tensioativo deve ser elevada proporcionando um
namero de moléculas suficiente para estabilizar as particulas da fase dispersa;

% A interface deve possuir caracteristicas de flexibilidade ou de fluidez.

2.2.2.4. Co-tensioativos

Os co-tensioativos sdo substancias organicas, normalmente, de cadeia curta,
responsaveis pela reducdo da tensdo interfacial entre as fases lipofilica e aquosa,
necessaria para a formacdo e estabilidade termodindmica das MEs, para alem de
promoverem fluidificacdo do filme interfacial formado pelo tensioativo, impedindo que
a viscosidade do sistema obtido aumente consideravelmente (Fanun, 2009; Formariz,

2008; Gupta et al., 2008; Junior et al., 2003; Lawrence et al., 2000; Mendonga, 2005;
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Rossi et al., 2007; Rukmini et al., 2012;). O co-tensioativo tem afinidade para as duas
fases, tanto para a fase 6leo como para a fase aquosa, mas posiciona-se ha monocamada
interfacial do tensioativo (Stubenrauch, 2009). A distribuigéo entre a interface e a fase
continua aquosa depende do seu caracter hidrofilico. Em alguns casos, € evitado o uso de
co-tensioativos dado que a sua utilizacdo pode promover a diminuicao da quantidade de
tensioativos utilizada (Damasceno et al., 2011; Santos, 2011; Santos, 2015).

O polietilenoglicol 400, o etanol, a glicerina, o 2-propanol, o 1-butanol, o Span 80
e 0 Transcutol CG sdo alguns dos principais co-tensioativos mais utilizados na preparagédo
das MEs (Lakshmi et al., 2013; Lawrence et al., 2000; Mendonca, 2005; Santos, 2015).

2.2.3. Diagramas de fases ternarios e pseudoternarios

A representacdo de um sistema microemulsionado pode ser feita atraves de
diagramas de fases que se classificam em ternarios, quaternarios e pseudoternarios. Apos
a selecdo dos constituintes da formulagdo, procede-se a construcdo de um diagrama de
fases, assumindo que as MEs séo sistemas formados por trés componentes: fase aquosa,
fase lipofilica e tensioativo ou mistura tensioativo/co-tensioativo, sendo que cada vértice
do triangulo representa 100% de um dos componentes puros da ME, estando
representados no vértice superior a fase aquosa, no vértice esquerdo a fase lipofilica e no
vértice direito o tensioativo ou mistura de tensioativo/co-tensioativo. A medida que nos
afastamos do vértice de um dos componentes, a sua concentracdo diminui e aumenta a
concentracdo dos outros dois componentes. A combinacdo dos constituintes €
representada em percentagem (Almeida, 2007; Junior et al., 2003; Klein, 2007; Lawrence
et al., 2000; Mendonga, 2005; Singh et al., 2013).

Os sistemas ternarios sdo, geralmente, construidos a partir dos dados obtidos por
titulacdo ou pela preparacdo de um numero representativo de amostras de diferentes
concentracdes dos componentes. A vantagem de serem contruidos a partir dos dados
obtidos por titulagdo, € que estes podem ser usados para estudar um amplo nimero de
amostras com diferentes concentragdes de uma forma mais rapida. Desta forma, pode-se
obter a férmula global do sistema no momento em que se atingem as caracteristicas

necessarias para obtencdo da ME ou desaparecimento de uma das fases. A analise
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detalhada dos diagramas de fases mostra que a mistura dos componentes das MEs, em
diferentes concentracbes, pode gerar varios tipos de agregados nos limites desses
diagramas. Como o diagrama de fases quaternario (sistema de quatro componentes) é
dificil de interpretar, sdo construidos diagramas de fases pseudoternarios para localizar
as diferentes zonas, incluindo a zona de formacéao das MEs. Os sistemas pseudoternarios
s80 0s que possuem aspeto de diagramas ternarios apesar de serem formados por quatro
componentes, agrupando-se dois componentes de modo que a relagdo tensioativo/co-
tensioativo seja constante. Para fazer a leitura das concentracGes, em percentagem, de
cada componente em qualquer ponto do diagrama de fases pseudoternério, deve-se seguir
a orientacdo horaria, ou seja, no eixo oposto ao vértice superior estd representada a
mistura de tensioativo/co-tensioativo, no eixo oposto ao vértice esquerdo, a fase aquosa
e no eixo oposto ao Vértice direito, a fase lipofilica. Na preparacdo de MEs, a construgédo
de diagramas de fases pseudoternarios é fundamental para determinar as condicdes
experimentais necessarias para a sua obtencdo. Assim, procede-se a caracterizacdo do
dominio das regiGes de ME e em que proporc¢des 0os componentes puros se devem misturar
para originar outros tipos de estruturas. Um diagrama de fases para sistemas com quatro
componentes apresentard regifes distintas e bem definidas, com propriedades
termodindmicas e quimicas bem diferentes (Almeida, 2007; Damasceno et al., 2011;
Formariz et al., 2005; Goheland et al., 2010; Janior et al., 2003; Neves, 2013; Rossi et
al., 2007). Os co-tensioativos, usados para fixar a razao de tensioativo, sdo tratados como
pseudo componentes. A estrutura molecular do co-tensioativo influencia a forma e a
extensdo da regido da ME. Se for um &lcool, quanto maior a sua cadeia hidrocarbonada,
menor sera a regido correspondente a ME (Lakshmi et al., 2013; No6brega, 2003; Oliveira
et al., 2004; Prieto et al., 2013; Rossi et al., 2007).

O diagrama de fases descreve assim, em que condi¢bes experimentais se obtém
MEs e as regifes que limitam a transicao entre emulsdes, fases separadas, gel e emulsdes
O/A ou A/O (Oliveira et al., 2004).

A Figura 7 representa um modelo de diagrama ternario (constituido por fase
aquosa, fase lipofilica e tensioativo). O ponto destacado no diagrama corresponde a uma
preparacdo com uma composi¢do de 40% de fase lipofilica, 20% de fase aquosa e 40%
de tensioativo. A grande vantagem dos diagramas de fases € que mostram tanto a

proporcao de cada componente utilizado (diagrama de pontos), bem como as regides de
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dominio dos diferentes sistemas encontrados (diagrama de linhas). A mistura de agua,
6leo e tensioativo forma uma grande variedade de estruturas e fases. Estas sao facilmente
reconhecidas visualmente, devido a sua aparéncia fisica. Nas zonas em que as
composicdes sdo proximas dos eixos binarios de agua-6leo, como ndo ha tensioativo
suficiente para obter uma Unica fase de ME, diz-se que esta fora da regido de ME (Klein,
2007).

Agua 100

20

) 40\/V \/ \\// \ \/ \

b
~
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~
pd
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100 \/ Y/ /N
()Ieo/ // \VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVA \\/ \/ \Tensioativo
VA A e A /

20 40 60 80 100

Tensioativo

Figura 7: Modelo de um diagrama de fases de uma mistura ternaria composta por agua,

0leo e tensioativo.

2.2.4. Classificacédo de Winsor

A mistura dos constituintes da ME nem sempre origina um sistema disperso
homogéneo, podendo originar diferentes estruturas (Oliveira et al., 2004).

Este método pode ser modificado pela mudanca na estrutura do tensioativo ou pela
adicdo de co-tensioativos. Os sistemas propostos por Winsor (1948) definem os varios
equilibrios existentes entre a ME e as fases aquosa e lipofilica (Formariz et al., 2005). De

acordo com Winsor, as MEs podem ser classificadas em quatro tipos de sistemas, cada
18



um com caracteristicas bem definidas: MEs Winsor do tipo I, 11, Il e V. Estes sdo
baseados na quantidade de fases formadas em virtude da quantidade de 6leo ou 4gua em
excesso (Almeida, 2007; Damasceno et al., 2011; Derle et al., 2006; Estephan, 2012;
Formariz et al., 2005; Klein, 2007; Lakshmi et al., 2013; Oliveira et al., 2004; Rossi et
al., 2007):

% Winsor do tipo | ocorre quando uma pequena porc¢éo da fase lipofilica esta
em equilibrio com o sistema microemulsionado, apresentando um excesso de 6leo
na parte superior do sistema, formando um sistema bifasico (O/A);

% Winsor do tipo Il, também é um sistema biféasico, ocorre quando uma
pequena por¢do da fase aquosa esta em equilibrio com o sistema
microemulsionado, apresentando um excesso de agua na parte inferior do sistema
(AIO);

¢+ Winsor do tipo Il ocorre quando o sistema homogeéneo esta em equilibrio
com excesso de Gleo e de agua, formando um sistema bicontinuo de baixa
viscosidade (propriedade caracteristica das MES) em que o 0leo é a fase superior,
a ME (O/A + A/O, chamada bicontinua) a fase intermedia e a agua a fase inferior;

%+ Winsor do tipo IV ocorre quando ndo ha excesso de fase aquosa ou
lipofilica, formando um sistema homogéneo e monofésico. Este (Winsor do tipo
IV) é o foco principal a atingir durante a preparacdo de um sistema
microemulsionado, pois a adicdo de co-tensioativos ndo sé diminui o valor de
EHL dos tensioativos, como também ajusta a conformacdo do tensioativo na

interface para facilitar a formacdo da ME.

Na Figura 8 encontram-se representados os 4 sistemas de Winsor (Tipo I, Il, Il e

IV), em foto, obtidos experimentalmente.

19



M — Microemulsio O —Oleo A - Agua

Winsor I Winsor Il Winsor IIl  Winsor IV

Figura 8: Representagdo da classificagédo de fases de Winsor.

2.3. Técnicas para producdo e caracterizacdo de microemulsdes

As MEs sdo sistemas muito Uteis para a preparacdo de cosméticos, onde a maioria
das formulacdes tém por base MEs do tipo O/A ou A/O. Estas, geralmente, comportam-
se como fluidos Newtonianos e a sua viscosidade é comparada a da agua, ou seja, € baixa.
Frequentemente, as MEs também podem apresentar propriedades tixotropicas
(Damasceno et al., 2011; Rossi et al., 2007).

2.3.1. Producédo de microemulsbes

Um dos métodos utilizados para a preparacdo de MEs é o método da sonicagédo
(Battisti, 2015; Mehta et al., 2015; Rosani, 2011; Santos, 2011). Este método ocorre
através de dois mecanismos, a aplicacdo de um campo acustico e a aplicacdo de ultrassons
de baixa frequéncia. A aplicagdo de um campo acustico produz ondas interfaciais que
fazem com que as particulas da fase dispersa sejam instaveis e a aplicacdo de ultrassons
de baixa frequéncia provoca a formacdo e colapso de microbolhas resultantes das
flutuacGes da pressao da onda sonora, 0 que causa a quebra das particulas por cavitacao
(Almeida et al., 2008; Bedin, 2011; Santos, 2015). Quando a extremidade da sonda de
ultrassons entra em contacto com o meio liquido, ela gera vibragdes mecénicas o que da
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origem a cavitacdo. A intensidade de sonicacdo € um parametro com grande influéncia
No processo, uma vez que 0 seu aumento diminui o tamanho das particulas. Com o
aumento do tempo de sonicacdo, a temperatura também aumenta, 0 que pode ser
prejudicial no caso de materiais termolabeis ou no caso de reagentes que possam
evaporar, como € o caso do etanol. Uma das vantagens dos ultrassons é que esta € uma
técnica de facil utilizagdo a escala laboratorial. Algumas desvantagens incluem:
aquecimento da amostra durante o processo; contaminagéo do produto com componentes
da sonda; e dificuldade na execucao a escala industrial (Almeida et al., 2008; Battisti,
2015; Bedin, 2011).

»

Figura 9: Sistema de ultrassons.

2.3.2. Caracterizacao das microemulsées

Tém sido empregues Varias técnicas para a caracterizacdo de MEs, incluindo a
analise organolética e a medicdo do tamanho de particula (Castro, 2014; Damasceno et
al., 2011; Fanun, 2009; Naoui et al., 2011; Rossi et al., 2007; Santos, 2015).

2.3.2.1. Analise das caracteristicas organoléticas

A andlise das caracteristicas organoléticas das MEs permite avaliar, de imediato, 0
estado em que a ME se encontra e seguir a sua estabilidade ao longo do tempo (verificar

a ocorréncia de separacéo de fases, precipitacio e turvacio). E a primeira avaliago feita,
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mesmo que involuntariamente, quando se aplica na pele uma preparacéo de uso cutaneo.
A avaliacdo organolética das MEs procura detetar se existem alteragdes ou problemas que
possam afetar a preparacdo final. As caracteristicas organoléticas sdo muitas vezes
avaliadas visualmente de acordo com trés parametros: cor, aspeto e odor (Santos, 2015).
Alteracdes nos parametros organoléticos indicam alteracdes no estado de conservacao das
preparagOes. Apesar de esta avaliagdo ser bastante simples, a existéncia de problemas ao
nivel destes pardmetros constitui indicadores seguros de problemas nas matérias-primas

no processo de preparagao.

2.3.2.2. Determinagdo do tamanho das particulas

O tamanho de particula é considerado o pardmetro mais importante para a avaliacao
da estabilidade de um sistema disperso (Reis, 2014). As técnicas utilizadas para medir o
tamanho de particula sdo a microscopia eletrénica de varrimento (MEV) e o método da
difracdo da luz laser (medidores de tamanho de particula). Estas sdo usadas quando as
MEs possuem um tamanho de particula néo visivel ao microscopio 6tico (Lakshmi et al.,
2013). O método da difracdo da luz laser é o mais utilizado para medir o tamanho de
particula onde 0 meio continuo é um liquido. Trata-se de um método rapido, facil de usar,
flexivel, pode ser adaptado para medir amostras de diferentes formas fisicas e baseia-se
no fendmeno das particulas em suspensao dispersarem a luz em todas as direcdes com
um padrdo de intensidade que depende do tamanho das particulas (Figura 10) (Battisti,
2015; Bedin, 2011; Santos, 2015). A amostra dispersa ¢ atravessada por um feixe de laser
que ilumina as particulas. Quanto menor € o tamanho da particula, maior é o angulo de

espalhamento que atravessa as particulas (Bedin, 2011).
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Luz incidente

) A 4
* Pequeno angulo de espalhamento

Luz incidente

" Grande angulo de espalhamento

Figura 10: Dispersao da luz em fungdo do tamanho das particulas (Adaptado de:
Santos, 2015).

No presente trabalho, os resultados do tamanho de particula das amostras analisadas
sdo apresentados na forma de uma distribuicdo estatistica. Os tamanhos das particulas séo
apresentados em percentis. Isto é, o tamanho obtido para Dm representa o tamanho onde
m% das particulas é inferior a esse valor. Por exemplo, Dgo de 200 pum indica que 90%
das particulas analisadas tém um tamanho inferior a 200 um (Bedin, 2011; Santos, 2015).
O comportamento do tamanho das particulas das amostras analisadas foi obtido pelos
pardmetros Dio, Dso e Dgo. Estes valores séo fornecidos pelo programa computacional
utilizado no equipamento Mastersize Di podendo ser conferidos no grafico de cada

amostra.

3. Desenvolvimento experimental

3.1. Preparagéo das microemulsdes

3.1.1. Materiais gerais

Para a preparagdo das MEs foi utilizado o seguinte material:
% Bureta (25 e 50 mL);
% Pipetas (5, 10 e 50 mL);
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¢+ Seringas (utilizadas para medicdes);

% Termodmetro (para medir a temperatura da ME durante a preparacao);
s \Vortex;

++ Frascos de vidro;

« Tabuleiros.

3.1.2. Reagentes

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as matérias-primas e reagentes
listados na Tabela 2. Na tabela apresenta-se também a sua funcdo. Neste trabalho
escolheu-se como tensioativo o Tween 80 (tensioativo ndo-idnico que apresenta

compatibilidade com produtos de utilizagdo cutanea) (Estephan, 2012).

Tabela 2: Lista de matérias-primas e reagentes utilizados.

Matéria-prima Funcéo Fornecedor
Etanol Co-tensioativo Carlo Erba
Glicerina Co-tensioativo Labchem
1 - Butanol Co-tensioativo Panreac
2 - Propanol Co-tensioativo Panreac
Transcutol CG Co-tensioativo | Gattefossé SAS
Span 80 Co-tensioativo Panreac
Polietilenoglicol 400 | Co-tensioativo Aldrich
Agua pura Fase aquosa
Azeite refinado Fase lipofilica JCCOIMBRA
Tween 80 Tensioativo | Fagron e Panreac
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3.1.3. Equipamento

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os equipamentos listados na
Tabela 3.

Tabela 3: Lista de equipamentos utilizados.

Equipamento Marca Modelo
Ultrassons QSonica Q500
Medidor de pH WTW
Homogenizador o
CAT Unidrive X 1000
(Ultraturrax)
Incubadora Raypa

50i equipado com uma
) o ) ) camara digital (Nikon Digital
Microscépio otico Nikon Eclipse )
Sight) e com um software de

apoio (NIS Elements)

Agitador magnético VWR
Placa de agitacéo
_ VWR
com aquecimento
- Direct—Q 3
Purificador de 4gua
uv

3.1.4. Descrigdo das metodologias experimentais para a preparacéo das
microemulsoes

3.1.4.1. Método da sonicagao
A preparacéo das MEs recorrendo a0 método da sonicagdo consistiu nos seguintes

passos (Estephan, 2012; Santos, 2015):

+ Dissolver o tensioativo em 50 mL de agua pura, com ligeiro aquecimento;
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% Depois de dissolvido o tensioativo e de arrefecida a solucdo juntar o co-
tensioativo, se necessario. A curvatura necessaria para que o tensioativo atinja a
tensdo interfacial minima do sistema é conferida pela presenca de um co-
tensioativo;

%+ Pesar o 0leo;

% Emulsificar a preparacao juntando o 6leo a fase aquosa e ao tensioativo. O
sistema é colocado sob agitacdo e forte tensdo cisalhante no ultraturrax,
programado para 13500 rpm durante 5 min. Esta agitacao garante a formacao de
particulas de tamanho muito pequeno, aumentando a estabilidade da ME;

% Por fim, proceder & sonicacdo da mistura com o auxilio do ultrassons,

programado para uma amplitude de 70% durante 10 min.

Algumas preparagdes podem ser feitas com 5, 15 e 20 minutos de sonicagdo em vez
de 10 minutos, referidos anteriormente. O objetivo é estudar o efeito do tempo de
sonicacao no tamanho das particulas.

Apos a preparacdo das misturas, estas sdo acondicionadas em frascos de pléstico e
armazenadas a temperatura ambiente. Sensivelmente 15 minutos apds a sonicagao, foram

avaliadas as caracteristicas organoléticas e o pH das preparacdes.

3.1.4.2. Método da titulagdo

Para a realizacdo de todas as razdes do diagrama de fases (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5,
6:4, 7:3, 8:2 e 9:1), foi adicionada 4&gua com uma bureta a mistura azeite + tensioativo.
Esta adicdo foi feita lentamente e sob agitacdo continuada. A quantidade de agua

adicionada final foi de 300 mL. A temperatura manteve-se constante, a 25°C.

3.1.4.3. Método da preparacao das misturas individuais

As misturas foram preparadas pesando, numa balanga analitica, todos o0s
componentes das formulacgdes (azeite, tensioativo e co-tensioativo) em frascos de vidro
com tampa de rosca. Foram escolhidas dezoito composic¢Oes de forma a cobrir todas as
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zonas do diagrama de fases (Tabela 4). A massa total de amostra preparada para cada
ponto do diagrama foi de 5g. Foram utilizados Vvérios tipos de co-tensioativos (etanol,
glicerina, 1-butanol, 2—propanol, Transcutol CG e Span 80), agua pura, Tween 80 e
azeite. A fim de estudar a influéncia da presenca de um co-tensioativo, foi feita uma
mistura de tensioativo/co-tensioativo nas proporcgdes de 1:1, 1:2 e 2:1. A mistura com 0s
trés componentes (azeite, agua e Tween 80) foi agitada, tendo-se utilizado um tempo
suficiente para que a homogeneizagao da mistura fosse eficaz (Almeida, 2007).
Foram seguidas as seguintes etapas:
% Adicdo da quantidade adequada de 6leo;
% Adicdo da quantidade adequada de tensioativo ou mistura de
tensioativo/co-tensioativo (quando aplicavel);
%+ Agitacdo mecanica durante 1 min no vortex;
% Adicdo da quantidade adequada de &gua pura com o auxilio da
micropipeta;
% Agitacdo mecanica durante 5 min no vortex;
%+ Quando necessario, o controlo de temperatura foi feito colocando os tubos

dentro da incubadora a temperatura ambiente, 40°C, 60°C e 80°C.

Decorridas 24h, as misturas foram observadas visualmente, fotografadas e
classificadas para efeitos de construcdo do diagrama ternario ou pseudoternério. Estas
foram classificadas em: ME (1 fase transparente), 2 fases, 3 fases, emulséo (1 fase com

opacidade) e gel.
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Tabela 4: Tabela de experiéncias construidas para cada sistema.

Composic¢éo (% massa)
Ponto Agua Oleo Tensioativo
1 10 10 80
2 10 20 70
3 10 40 50
4 10 60 30
5 10 80 10
6 20 10 70
7 20 20 60
8 20 40 40
9 20 60 20
10 20 70 10
11 40 10 50
12 40 20 40
13 40 40 20
14 40 50 10
15 60 10 30
16 60 20 20
17 60 30 10
18 80 10 10

3.1.5. Construcéo dos diagramas de fases

Tendo por base o método da titulagdo, os diagramas de fases ternarios foram
construidos partindo de varias misturas binarias dos componentes (tensioativo e 6leo), as
quais foram tituladas com o terceiro componente (dgua pura) utilizando buretas e
mantendo a mistura titulada com agitagcdo apds cada adicdo para a homogeneizagdo dos
componentes. As misturas binarias tensioativo/dleo foram preparadas nas razdes 1:9, 2:8,
3:7,4:6,5:5,6:4,7:3, 8:2,9:1. Para este estudo utilizou-se o sistema constituido por azeite

refinado/agua pura/ Tween 80.
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A &gua pura foi adicionada gota a gota em volumes de 5 mL, sob agitacédo, até
perfazer 300 mL (tal corresponde a percorrer uma das linhas assinaladas na Figura 11).
A cada 5 mL de adig&o, o tipo de sistema formado foi analisado visualmente. Estes pontos

foram utilizados para delimitar as diferentes regides existentes no diagrama. Os resultados

sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 11: Diagrama mostrando as linhas de titulac&o para o sistema ternario contendo

Tween 80, agua pura e azeite refinado.

Para 0 método da preparacdo das solucGes individuais, as misturas preparadas
foram agitadas, deixadas em repouso conforme descrito anteriormente e classificadas

para construcdo do respetivo diagrama de fases.
No caso da utilizacdo do método da sonicacdo apenas foram realizados ensaios

preliminares (néo se fez a construcdo do diagrama de fases).
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4. Resultados e discussao

4.1. Analise das microemulsdes preparadas por sonicacao

Foram realizados cinco ensaios utilizando o ultraturrax e o sonicador (Tabela 5). A

diferenca entre eles foi 0 tempo de sonicagédo e o co-tensioativo. A Tabela 6 (referente

aos cinco ensaios realizados) descreve a designacao atribuida a cada ensaio, a temperatura

final atingida face da utilizacdo do ultrassons e o tempo de sonicagéo.

Tabela 5: Formulacéo inicial escolhida para a preparacdo de MES por sonicagéo.

Ensaio 1 | Ensaio 2 | Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
. Matéria ] Matéria- | Quantidade | Matéria- | Quantidade
Funcéo . Quantidade (g) ] ]
-prima prima (9) prima (9)
Fase Azeite Azeite Azeite
) ] ) 15,0113 | 15,0512 | 15,0096 ) 15,0650 ) 15,0135
lipofilica | refinado refinado refinado
L Tween Tween
Tensioativo 80 15,0176 | 15,0163 | 15,0109 | Tween 80 15,0031 80 22,5249
Co- Polietileno o
o Etanol 6,0145 6,0166 6,0005 ) 6,0012 Glicerina 6,0018
tensioativo glicol 400
3 q.b. até g.b. até g.b. até ; ) ]
Fase Agua 3 g.b. até 150 Agua g.b. até 150
150 mL 150 mL 150 mL | Agua pura
aquosa pura mL (113,93) pura mL (106,46)
(163,96) | (113,86) | (113,98)

Tabela 6: Designacdo atribuida a cada ensaio, temperatura final (depois do ultrassons)

das MEs preparadas por sonicacéo e diferentes tempos de sonicacao.

Ensaios | Temperatura Final | Tempo de sonicacéo
(°C) (min)

Ensaio 1 65,9 10

Ensaio 2 75,0 10

Ensaio 3 58,5 10

Ensaio 4 76,0 15

Ensaio 5 74,0 15
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As misturas correspondentes aos ensaios 1, 2 e 3 contendo Tween 80 como
tensioativo, azeite refinado como fase lipofilica e etanol como co-tensioativo,
apresentaram cor branca, um aspeto leitoso e homogéneo e sem sedimentos. No ensaio 2,
dado a temperatura atingida, é possivel que o etanol tenha evaporado. Ao ser substituido
pelo Polietilenoglicol 400 (Ensaio 4) o aspeto da emulsdo ndo se alterou e ao ser
substituido pela Glicerina (Ensaio 5) ocorreu separacao de fases imediata, como se pode
verificar pela anélise da Tabela 7.

Tabela 7: Valor de pH e respetiva avaliacdo organolética de cada ensaio apds 0 metodo

da sonicagéo.

Amostra pH Avaliacdo organolética

Aspeto: homogéneo
Turvacdo: sim
Formagé&o de sedimentos: ndo
Cor: branca
Separacéo de fases: ndo
Aspeto: homogéneo
Turvagdo: sim
Formacao de sedimentos: ndo
Cor: branca
Separacéo de fases: ndo
Aspeto: homogéneo
Turvacdo: sim
Formagé&o de sedimentos: ndo
Cor: branca
Separacéo de fases: ndo
Aspeto: homogéneo
Turvacdo: sim
Ensaio 4 Formagé&o de sedimentos: ndo

Cor: branca
Separacdo de fases: ndo
Aspeto: homogéneo
Turvacdo: sim
Ensaio 5 Formacao de sedimentos: ndo
Cor: branca
Separacéo de fases: sim

5,68

Ensaio 1 (26,4°C)

5,55

Ensaio 2 (25.1°C)

5,52

Ensaio 3 (25,3°C)

Em todos os ensaios (1, 2, 3, 4 e 5) ocorreu formagdo de espuma durante a

emulsificagdo com o ultraturrax. As misturas preparadas foram analisadas ao microscépio
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6tico para confirmar se eram ou ndo ME. Foi possivel verificar que ndo eram MES mas
sim emulsdes normais dado o tamanho de particula (Tabela 8).

Tabela 8: Imagens obtidas através do microscopio 6tico dos ensaios 1, 2 e 3 para as

ampliacOes de 40x, 100x e 400x.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Ampliagéo
de 40 x

Ampliagéo
de 100 x

Ampliacéo
de 400 x

No ensaio 1, a particula de maior dimensdo mede 67,36 um e a particula de menor
dimensdo 0,84 um. No ensaio 2 a particula de maior dimensdo mede 11,79 um e a

particula de menor dimensédo 0,842 um.

4.2. Analise das microemulsdes preparadas pelo método da titulacéo

Para as proporcdes 1:9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4 e 7:3 ocorreu separacédo de fases. Para
a proporgdo 8:2 observou-se uma emulsdo branca leitosa e para a propor¢do 9:1 uma
emulsdo de cor amarela, quase transparente, como se pode ver pela analise da Figura 12.
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Figura 12: Registo fotografico do resultado final das proporcées 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5,
6:4,7:3,8:2e 9:1.

Com base nos resultados obtidos foi construido o diagrama de fases que é
apresentado na Figura 13.
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Figura 13: Diagrama de fases para o sistema com Tween 80 como tensioativo, azeite

refinado como fase lipofilica e agua pura como fase aquosa.

Os sistemas que apresentavam aspeto leitoso e liquido foram denominados de
‘Emulsdo Liquida’ (EL), os sistemas em que ocorreu separacdo de duas fases foram
denominados de ‘Separacdo de Fases’ (SF), os sistemas que apresentavam um aspeto
altamente viscoso foram denominados de ‘Gel’ e os que apresentavam aspeto amarelado

e translucido foram denominados de ‘Microemulsao’ (ME).

Para as misturas preparadas foi analisado o tamanho de particula para todas as
propor¢des (de 1:9 até 9:1) no equipamento Mastersize Di localizado no Brigantia
Ecopark. A Figura 14 mostra as distribui¢des de tamanho e a Tabela 9 resume os valores

médios em volume para as distribuicdes obtidas.
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Figura 14: Gréficos (tamanho de particula vs. % Volume) relativos a todas as

proporcdes (de 1:9 até 9:1).
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Tabela 9: Tamanho de particula médio em volume para as razdes de 1:9 até 9:1 (um).

Média
1.9 28| 3.7 |46 |55 |64 | 73|82 91
Dx (10) g;r&"’(‘) 1}355 183 igg 4,24 | 1,46 122 1,08 | 1,03 | 1,59
Cima: | 37,5 | 32 | 8,44 352
DX (50) gaixor | 41120 1715 | 236 | 307 [35e| 258 | 1,96 | 449
Dx (90) o | 9221953 12195 54 | 152 |05 134 417 | 20,9

4.3. Analise das microemulsdes preparadas pelo método das misturas

individuais

Os diagramas de fases ternérios e pseudoternarios foram obtidos para as misturas
preparadas com diferentes proporces de agua pura/azeite refinado/Tween 80. O
componente tensioativo foi também modificado com a presenca de um co-tensioativo
(etanol, glicerina, 1-butanol, 2-propanol, Transcutol CG e Span 80). Quando foram
utilizados co-tensioativos, a proporgéo de tensioativo para co-tensioativo foi de 1:1, 1:2
e 2:1. Foram usadas diferentes temperaturas (ambiente, 40°C, 60°C e 80°C).

De uma forma geral verificou-se que quando se utiliza um co-tensioativo, nem
sempre existe formacdo de ME. Verificou-se ainda que a utilizacdo de temperaturas
superiores a temperatura ambiente favoreceu a formacdo de uma zona correspondente a
ME. Adicionalmente verificou-se que as MEs foram formadas para concentracGes
elevadas de tensioativo. A Figura 15 e 16 mostra, a titulo de exemplo, os diagramas
obtidos para a formulacéo base (sistema: dgua + azeite + Tween 80, diagrama ternario) e
para uma formulacdo contendo glicerina (sistema: agua + azeite + Tween 80/Glicerina
(4%), diagrama pseudoternério). Os restantes diagramas de fases sdo apresentados em
anexo. A Tabela 10 resume os resultados obtidos para os sistemas quimicos estudados
colocando em evidéncia a formacdo de pontos com uma Unica fase (MES) e respetiva

Ccomposicao.
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Tabela 10: Tabela resumo dos ensaios realizados colocando em evidéncia a

composicao para a qual ocorreu a formacdo de uma fase transparente (ME).

. o Temperatura Formagao -
Sistema Quimico °C) de 1fase | Composicdo

(ME)

) 10/10/80

Agua + azeite + Tween 80 Ambiente Sim 10/20/70

20/10/70

Agua + azeite + Tween 80/Glicerina (4%) Ambiente Sim 166//110(;?74 4

Agua + azeite + Tween 80/Glicerina (1:1) Ambiente Sim 10/10/80

Agua + azeite + Tween 80/Glicerina (2:1) Ambiente Sim 10/10/80
Agua + azeite + Tween 80/Glicerina (1:2) Ambiente Néo
Agua + azeite + Tween 80/Etanol (1:1) Ambiente Néo
Agua + azeite + Tween 80/Etanol (2:1) Ambiente Néo
_Agua + azeite + Tween 80/Etanol (1:2) Ambiente Néo
Agua + azeite + Tween 80/1-butanol (1:1) Ambiente Néo
Agua + azeite + Tween 80/1-butanol (2:1) Ambiente Néo
Ag’ua + azeite + Tween 80/1-butanol (1:2) Ambiente Néo
Agua + azeite + 2’1\/}/f)en 80/2-propanol Ambiente NEo
Agua + azeite + '(I'Zv_vle)en 80/2-propanol Ambiente NEo
Agua + azeite + 2’1\/y2e)en 80/2-propanol Ambiente NEo
Agua + azeite + Tv(\/le_ir; 80/Transcutol CG Ambiente NEo
Agua + azeite + Tv(vze'elr)l 80/Transcutol CG Ambiente NEo
Agua + azeite + T\/(Vf_ezr; 80/Transcutol CG Ambiente NEo

Agua + azeite + Tween 80/Span 80 (1:1) Ambiente Sim igggf;g
Agua + azeite + Tween 80/Span 80 (1:2) Ambiente Nao

Agua + azeite + Tween 80/Span 80 (2:1) Ambiente Sim igggﬁgg

Agua + azeite + Tween 80 40 Sim égﬁgﬁg

Agua + azeite + Tween 80 60 Sim ;gﬁgﬁg

Agua + azeite + Tween 80 80 Sim égﬁgﬁg

Agua + azeite + Tween 80/Span 80 (1:1) 40 Sim igggﬁgg

Agua + azeite + Tween 80/Span 80 (1:1) 60 Sim 185;8;38

Agua + azeite + Tween 80/Span 80 (1:1) 80 Sim igﬁgﬁg
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A presenca de etanol nas proporcdes 1:1, 1:2 e 2:1, de glicerina nas proporgdes 1:1
e 1:2, de 1-butanol nas proporgdes 1:1, 1:2 e 2:1, de 2-propanol nas proporcdes 1:1, 1:2 e
2:1, de Transcutol CG nas proporgdes 1:1, 1:2 e 2:1, de Tween 80 a 60°C e 80°C e de
Span 80 na propor¢do 1:1 a 60°C e 80°C evitaram formacdo da regido de ‘gel’. Tal
observacao esta de acordo com a literatura que refere que a fase ‘gel’ tende a desaparecer
quando é introduzido no sistema um alcool de cadeia curta com até quatro atomos de
carbono (Syed et al., 2014).

Em sintese, e de uma forma geral, quando se utilizaram temperaturas superiores a
ambiente (com a excecdo de 40°C) verificou-se que se evitou a formacdo de gel.
Adicionalmente, conclui-se que 0 aumento da temperatura incrementa a formacgéo de
pontos com uma Unica fase (MEs).

De notar também que no decurso do tempo de espera entre a preparacao a uma dada
temperatura e a classificacdo das misturas preparadas ocorreu, em alguns dos casos,
alteracdo da tipologia. Se as amostras estivessem em equilibrio, como elas sdo estaveis,
deviam manter-se mesmo depois de arrefecer, como ndo mantém é porque nao atingiu o

equilibrio termodinamico.
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Figura 15: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais

usadas na construcdo do diagrama ternario (sistema: dgua + azeite + Tween 80).
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Figura 16: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: 4gua + azeite + Tween
80/Glicerina (4%)).
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Apés ter-se identificado os pontos para os quais havia formagdo de uma fase
transparente unica (ME) (1, 2 e 6) (Figura 15) procedeu-se a sua analise no medidor de
tamanho de particula. A Figura 17 mostra as distribui¢des em volume obtidas para o
sistema (dgua + azeite + Tween 80) e os resultados dos valores médios estdo
representados na Tabela 11 (neste caso observaram-se 3 pontos: 1, 2 e 6).
Adicionalmente, a Figura 18 mostra as distribuicdes em volume obtidas para o sistema
(&gua + azeite + Tween 80/Glicerina (4%)) e a Tabela 12 representa os valores médios
(neste caso observaram-se 2 pontos: 1 e 6).

Dado a quantidade pequena de mistura preparada houve dificuldades em efetuar
uma medicdo rigorosa. Adicionalmente, a formacdo de espuma constituiu também um
problema sendo que o pico centrado proximo dos 1000 um pode ser associado a este
fendmeno (ver, por exemplo, o pico nos graficos das analises ao ponto 1 e 6 na Figura
17 e o pico no grafico da analise ao ponto 1 na Figura 18), o que pode justificar os valores
elevados obtidos para 0 Dx (50) e Dx (90) na Tabela 11 e Tabela 12.

Dos pontos analisados o0 que estd na gama de tamanho de particula que pode ser
considerado ME é o correspondente ao ponto 6 da formulacdo (agua + azeite + Tween
80/Glicerina (4%)).
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% Volume

Figura 17: Distribuicdo de tamanho de particula em volume relativos aos pontos 1, 2 e
6 para o sistema (agua + azeite + Tween 80).

Tabela 11: Tamanho de particula médio em volume dos pontos 1, 2 e 6 para a
formulacdo (agua + azeite + Tween 80) (um).
Média
Ponto 1 | Ponto 2 | Ponto 6
Dx (10) | 2,02 1,42 2,8
Dx (50) | 362 2,34 712
Dx (90) | 1730 3,95 1870
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Figura 18: Distribui¢do de tamanho de particula em volume relativos aos pontos 1 e 6

para o sistema (&gua + azeite + Tween 80/Glicerina (4%)).

Tabela 12: Tamanho de particula médio em volume dos pontos 1 e 6 para a formulagao

(&gua + azeite + Tween 80/Glicerina (4%)) (um).

Média
Ponto 1 | Ponto 6
Dx (10) 12 0,0612
Dx (50) | 1220 | 0,138
Dx (90) | 2450 7,86

4.4. Consideracdes finais sobre o efeito do co-tensioativo e da
temperatura

Alguns agentes tensioativos necessitam da presenca de outros agentes de superficie
ativos, chamados co-tensioativos, para gerar MEs. Estes compostos pertencem ao grupo
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de componentes capazes de formar ligacdes de hidrogénio e/ou demonstrarem uma forte
afinidade para com o tensioativo. Normalmente sdo utilizados alcoois solUveis em agua
(Prieto et al., 2013).

No presente trabalho, foram testadas véarias misturas pseudoternarias diferentes
contendo uma fase aquosa (adgua pura), uma fase lipofilica (azeite refinado), um
tensioativo (Tween 80) e um co-tensioativo (etanol, glicerina, 1-butanol, 2—propanol,
Transcutol CG e Span 80). O 1-butanol é, normalmente, usado como um aditivo e o
etanol foi testado porque é menos toxico para aplicacdes cosméticas.

A penetracdo do alcool na pelicula interfacial reduz a repulsdo das cadeias
hidrofébicas longas do agente tensioativo na interface, favorecendo a sua dissolucdo na
fase lipofilica. A presenca do alcool também afeta as propriedades fisicas da dgua. O
alcool provoca o aumento do caracter lipofilico do Tween 80 e, adicionalmente, provoca
uma diminuicdo na viscosidade da mistura. No entanto, a presenca de alcool na mistura
também promove uma diminuicdo do ponto de turvacdo do tensioativo (Prieto et al.,
2013).

As composicdes de dgua pura, da fase lipofilica, do tensioativo e do co-tensioativo
foram baseadas tendo em conta o trabalho de Santos (2015) e Prieto et al. (2013), onde
se fez o estudo de varios co-tensioativos na formacdo de MEs. A presenga do alcool na
composigao do sistema tensioativo + co-tensioativo foi modificada visando obter sistemas
transparentes e de uma Unica fase (ME). Contudo, a escolha destes volumes deve ser feita
de modo a que a amostra ndo seja muito diluida. Para alguns co-tensioativos, a
transparéncia so é obtida a partir de volumes relativamente grandes destes o que provoca
uma diluicdo acentuada da amostra na ME.

O efeito da temperatura depende do tipo de agente tensioativo, atuando através da
modificacdo da interface e/ou a solubilidade mdtua das fases. Os tensioativos ndo-ionicos,
como o Tween 80, sdo conhecidos por mostrar um comportamento dependente da
temperatura (Prieto et al., 2013).

No diagrama de fases ternario para o sistema (dgua + azeite + Tween 80) verificou-
se que o aumento desde a temperatura ambiente (25°C) para 40°C, resultou numa
diminuicédo da regido de ‘gel’ como resultado de uma reducdo da viscosidade. Quanto a
regido de ‘ME’, esta também diminuiu (tal ndo era esperado). Quando a temperatura foi

aumentada para 60°C e 80°C a regido ‘gel’ desapareceu completamente, devido a uma
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reducdo de viscosidade ainda maior com o aumento da temperatura, e a regiao de ‘ME’
manteve-se igual & observada para a temperatura de 40°C.

No diagrama de fases pseudoternario para o sistema (&dgua + azeite + Tween
80/Span 80) com razao tensioativo/co-tensioativo (1:1), verificou-se que o aumento desde
a temperatura ambiente (25°C) para 40°C, ndo alterou a regido de ‘gel’ nem a regido de
‘ME’. Quando a temperatura foi aumentada para 60°C e 80°C a regido ‘gel’ desapareceu
completamente, devido a uma redugdo de viscosidade ainda maior com o aumento da
temperatura, a regido de ‘ME’ manteve-se igual a observada para a temperatura de 40°C,
aregiao ‘3 fases’ aumentou significativamente e a regido ‘emulsao’ “apareceu” a 80°C.

Foi feita uma comparacao dos resultados produzidos com o objetivo de levar a cabo
uma selecdo facil das condicdes operacionais. Obteram-se apenas duas ou trés amostras
de ME, as quais foi necessario adicionar cerca de 70% ou 80% de tensioativo.

Para o sistema estudado, a melhor combinacdo para a obtencdo de MEs depende
das temperaturas permitidas para o processo e produto. A temperatura ambiente o mais

aconselhavel seria o sistema (dgua + azeite + Tween 80).

5. Conclusodes

As MEs tém sido usadas, desde ha muito tempo, como veiculo de preparacdes para
aplicacdo na pele. Estas apresentam boa estabilidade no que diz respeito a separacéo ou
agregacdo das particulas, sdo faceis de preparar e o seu custo de preparacdo é baixo.
Podem ser usadas como veiculo de substancias tanto hidrofilicas como lipofilicas.

Apesar das MEs serem simples de preparar, elas ndo devem ser vistas como um
sistema pouco sofisticado. A escolha e a quantidade de tensioativo/co-tensioativo, fase
lipofilica e &gua afetam significativamente a formacdo das MEs, a capacidade de
solubilizacdo, a carga e a estrutura interna.

Este trabalho consistiu no desenvolvimento de MEs e sua caracterizacdo. Para tal
foi utilizado o método da sonicagéo, dado que € um método simples, rapido e econémico,
0 método da titulacdo e 0 método da preparacao das misturas individuais.

A utilizacdo do método da titulacéo, referido frequentemente na literatura para a

preparacdo dos diagramas de fases, revelou-se menos pratico que o método designado por
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“preparagdo das misturas individuais”. Este exige a adicdo de grandes quantidades de
agua para percorrer uma linha de diluicdo sendo dificil alcancar composicdes ricas em
agua (acima dos 85-90%). Este método é também mais demorado que o método da
“preparacdo das misturas individuais”, onde os pontos de composi¢do selecionada sao
preparados e analisados simultaneamente.

Para o sistema base selecionou-se azeite refinado (fase lipofilica) e a 4gua ultrapura
(fase aquosa). Como tensioativo escolheu-se o Tween 80, tendo o respetivo diagrama de
fases construido mostrado a ocorréncia de zonas de composicdo onde se obteve um
sistema homogéneo (sistema de uma fase). A analise destes pontos revelou um tamanho
de particula superior ao estipulado para se considerar a formacgéo de MEs (1 e 200 nm).

Face ao resultado anterior, numa segunda fase, escolheu-se um conjunto de co-
tensioativos visando facilitar a obtencdo de MEs. De uma forma geral, os resultados
obtidos ndo foram muito incrementados, tendo-se, numa terceira fase, optado por fazer
um estudo para diferentes temperaturas. Tendo em conta a influéncia da termodinamica
sobre o sistema coloidal, a solubilidade do tensioativo na fase lipofilica pode ser
aumentada por um aumento de temperatura o que pode favorecer a expansdo da area de
ME (Prieto et al., 2013). Este ultimo estudo s6 foi efetuado para os sistemas: Agua +
azeite + Tween 80 e Agua + azeite + Tween 80/Span 80 (1:1).

Em sintese, este trabalho permitiu adquirir conhecimentos sobre a preparacdo de
MEs e preparacdo dos diagramas de fases ternarios/pseudoternarios. Foi ainda possivel
observar que, para o sistema estudado, foi possivel obter pontos de composi¢do onde s
era formada uma fase. Dos co-tensioativos testados, o que originou melhores resultados
foi o Span 80 a temperatura ambiente. Neste trabalho, a elevada viscosidade do azeite
refinado pode ter dificultado a formacédo de MEs, tal como relatado na literatura.

Como perspetivas futuras, fazer um trabalho mais completo quanto a caracterizacéo
do tamanho de particula, sendo que para o efeito sera necessario preparar quantidades
superiores de amostra. Adicionalmente poderdo ser testadas outras fases lipofilicas de

interesse para a area da cosmética.
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7. Anexos
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Figura A- 1: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween
80/Glicerina (1:1)).
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Figura A- 2: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween
80/Glicerina (2:1)).
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Figura A- 3: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween
80/Glicerina (1:2)).
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Figura A- 4: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween
80/Etanol (1:1)).
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Figura A- 5: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween
80/Etanol (2:1)).
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Figura A- 6: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween
80/Etanol (1:2)).
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Figura A- 7: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween 80/1-
butanol (1:1)).
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Figura A- 8: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween 80/1-
butanol (2:1)).
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Figura A- 9: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas individuais
usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite + Tween 80/1-
butanol (1:2)).
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Figura A- 10: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: dgua + azeite +
Tween 80/2-propanol (1:1)).
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Figura A- 11: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: dgua + azeite +
Tween 80/2-propanol (2:1)).
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Figura A- 12: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama pseudoternério (sistema: agua + azeite +
Tween 80/2-propanol (1:2)).
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Figura A- 13: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite +
Tween 80/Transcutol CG (1:1)).
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Figura A- 14: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite +
Tween 80/Transcutol CG (2:1)).

65



Agua 100 2 fases
@ 3fases

20

80

oz J X \ .
E KX KKK
/ \/ KAXX %/
Oen/W Mlstura T/C

100

Agua

A

_Mistura T/C

Figura A- 15: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: dgua + azeite +
Tween 80/Transcutol CG (1:2)).
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Figura A- 16: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama pseudoternério (sistema: agua + azeite +
Tween 80/Span 80 (1:1)).
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Figura A- 17: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construgdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite +
Tween 80/Span 80 (1:2)).
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Figura A- 18: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite +
Tween 80/Span 80 (2:1)).
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Figura A- 19: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama ternario (sistema: agua + azeite + Tween

80, estudando o efeito da temperatura a 40°C).
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Figura A- 20: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama ternario (sistema: agua + azeite + Tween
80, estudando o efeito da temperatura a 60°C).
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Figura A- 21: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama ternario (sistema: agua + azeite + Tween

80, estudando o efeito da temperatura a 80°C).
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Figura A- 22: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite +

Tween 80/Span 80 (1:1), estudando o efeito da temperatura a 40°C).
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Figura A- 23: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite +
Tween 80/Span 80 (1:1), estudando o efeito da temperatura a 60°C).
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Figura A- 24: Diagrama de fases e registo fotografico do aspeto das misturas
individuais usadas na construcdo do diagrama pseudoternario (sistema: agua + azeite +
Tween 80/Span 80 (1:1), estudando o efeito da temperatura a 80°C).
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