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RESUMO

EFEITOS DO ULTRASSOM NA PREPiARACAO DE EMULSOES DO
FLUCONAZOL USANDO LiQUIDOS IONICOS N-ALQUIL-N-METIL-
IMIDAZOLINEOS

AUTOR: Bruno Luis Hennemann
ORIENTADOR: Clarissa Piccinin Frizzo
COORIENTADOR: Marcos Antdnio Pinto Martins

O fluconazol é um farmaco ativo contra um amplo espectro de espécies de fungos, esse composto ¢ usado para
tratar infec¢des flngicas superficiais e sistémicas. No entanto, este medicamento apresenta problemas de
dissolugdo, o que causa limita¢cdes na preparagdo e na liberagdo dessa droga. Essa limitacdo pode ser superada
pela preparagdo de emulsdes. O ultrassom (US) € considerado um dos métodos mais eficientes e eficazes para a
preparagdo de emulsdes. Devido as suas caracteristicas anfifilicas, os liquidos i6nicos (LIs) a base de
imidazolineo tém potencial aplicagdo como surfactante. Assim, combinar US e LIs pode ser uma alternativa para
preparar emulsdes estaveis e mais simples de fluconazol. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do US nas propriedades da emulsdo de fluconazol preparada utilizando LIs derivados do imidazol.
Propriedades como tamanho de particula, indice de polidispersdo, morfologia, eficiéncia de encapsulamento,
viscosidade, estabilidade e cinética de liberagdo foram avaliadas. O método de preparagdo (agitagdo mecéanica -
AM e US), a amplitude do US (20% e 40%), tamanho da cadeia lateral do LI (C;;MIM[Br] ou C;(MIM[Br]) e
concentragdo de LI (1,5, 2,4 e 3,6 mM para C;,MIM[Br] e 1,3, 2,06 ¢ 3,1 mM para C;sMIM[Br]) foram
avaliados. Os resultados mostraram tamanho de particula e um Indice de polidispersdo menor para as emulsdes
preparadas no US do que nos sistemas preparados por AM. Isto mostra que o US foi eficiente para diminuir o
tamanho das particulas e indice de polidispersdo de emulsdes com Lls. Imagens de TEM provaram que a
morfologia das particulas e a estabilidade das emulsdes contendo o C;sMIM|[Br] sdo dependentes do método de
preparagdo e da concentragdo de LI. As emulsdes preparadas no US apresentaram particulas esféricas e um
aumento na estabilidade em comparagdo as emulsdes preparadas por AM. Os fenémenos de creaming e
floculagdo foram menos pronunciados nos sistemas com maior concentragdo de LI. Em todos os casos, o US
com 40% de amplitude aumentou a eficiéncia do encapsulamento. O uso de US no preparo das emulsdes
demonstrou uma diminui¢do na viscosidade dos sistemas contendo o C;,MIM[Br], embora em geral todas as
emulsdes apresentassem viscosidade proxima a da dgua e as emulsdes contendo o LI C;,(MIM[Br] apresentassem
as viscosidades mais baixas entre os sistemas estudados. Além disso, todas as emulsdes apresentaram
comportamento pseudo-plastico. A cinética de liberagdo do farmaco ndo mostrou dependéncia do método de
preparagdo, mas do tipo de LI - as emulsdes contendo LI C;sMIM[Br] mostraram uma liberagdo mais controlada
e uma liberacdo total menor de farmaco do que as emulsdes contendo LI C;,MIM[Br] na maioria dos casos. Os
experimentos de DOSY demonstraram que a adi¢@o de triglicerideos de cadeia média (TCM) diminui a difusdo
dos LIs na emulsdo. Além disso, os experimentos de titulagio do TCM sobre o LI realizado no RMN 'H
mostraram variagdo no deslocamento quimico e multiplicidade dos sinais do LI, o que indica interagdo entre o
TCM e o LI. Por fim, os resultados de estabilidade das emulsdes em 25 °C e 37 °C (temperatura corporal)
demonstraram que o uso do US foi um dos fatores responsaveis pelo aumento da estabilidade dos sistemas
contento LI C;(MIM[Br], uma vez que o indice de instabilidade foi menor para os sistemas preparados por alta
energia. No entanto, para as emulsdes contendo o C,MIM[Br], o indice de instabilidade das emulsdes
preparadas por US foi maior do que o indice para as emulsdes preparadas por AM, indicando que a alta energia
provoca desestabiliza¢do da emulsdo. Em resumo, o US foi um método eficaz para preparar emulsdes estaveis de
fluconazol usando C;;,MIM[Br] ¢ C;sMIM[Br] sem surfactante adicional. A concentragdo de LIs para preparar
essas emulsdes foi menor que a concentragdo de surfactante convencional, exibindo os potenciais efeitos
sinérgicos de LIs e US na preparagdo de emulsdo de drogas insoluveis.

Palavras-chave: Liquidos Ionicos, emulsdo, fluconazol, particulas, cinética de liberagdo, liberagdo do farmaco,
estabilidade.
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ABSTRACT

EFECTS OF THE ULTRASOUND ON THE PREPARATION ON FLUCONAZOLE
EMULSIONS USING N-ALKYL-N-METHYL IMIDAZOLINE IONIC LIQUIDS

AUTHOR: Bruno Luis Hennemann
ADVISOR: Clarissa Piccinin Frizzo
CO-ADVISOR: Marcos Antonio Pinto Martins

Fluconazole is an active drug against a wide spectrum of species of fungi, this compound is used to treat
superficial and systemic fungal infections. However, this medicine has dissolution problems, which causes
limitations in the preparation and release of this drug. This limitation can be overcome by preparing emulsions.
Ultrasound (US) is considered one of the most efficient and effective methods for preparing emulsions. Due to
their amphiphilic characteristics, ionic liquids (ILs) based on imidazoline have potential application as a
surfactant. Thus, combining US and LIs can be an alternative to prepare stable and simpler emulsions of
fluconazole. Therefore, the objective of this work was to evaluate the influence of US on the properties of the
fluconazole emulsion prepared using ILs derived from imidazole. Properties such as particle size, polydispersity
index, morphology, encapsulation efficiency, viscosity, stability and release kinetics were evaluated. The
preparation method (mechanical stirring - MS and US), the amplitude of the US (20% and 40%), size of the IL
side chain (C;,MIM[Br] or C;sMIM[Br]) and IL concentration (1.5, 2.4 and 3.6 mM for C;,MIM[Br] and 1.3,
2.06 and 3.1 mM for C;(MIM[Br]) were evaluated. The results showed particle size and a lower polydispersity
index for emulsions prepared in the US than in systems prepared by AM. This shows that the US was efficient in
decreasing the particle size and polydispersity index of emulsions with ILs. TEM images proved that the particle
morphology and the stability of the emulsions containing C;sMIM[Br] are dependent on the preparation method
and the concentration of IL. The emulsions prepared in the US showed spherical particles and an increase in
stability compared to emulsions prepared by MS. The creaming and flocculation phenomena were less
pronounced in systems with a higher concentration of IL. In all cases, the US with 40% amplitude increased the
efficiency of the encapsulation. The use of US in the preparation of emulsions demonstrated a decrease in the
viscosity of systems containing C;;MIM[Br], although in general all emulsions had viscosity close to that of
water and emulsions containing IL. C;(MIM[Br] had the lowest viscosities between the systems studied. In
addition, all emulsions showed pseudo-plastic behavior. The drug release kinetics did not show any dependence
on the preparation method, but on the type of IL - emulsions containing IL C;sMIM[Br] showed a more
controlled release and a lower total drug release than emulsions containing IL C;;MIM[Br] in most cases. The
DOSY experiments demonstrated that the addition of medium chain triglycerides (MCT) decreases the diffusion
of ILs in the emulsion. In addition, the MCT titration experiments on the IL performed on the '"H NMR showed
variation in the chemical displacement and multiplicity of the IL signals, which indicates interaction between the
MCT and the IL. Finally, the emulsion stability results at 25 °C and 37 °C (body temperature) demonstrated that
the use of US was one of the factors responsible for increasing the stability of the systems containing IL
CeMIM[Br], since the instability index was lower for systems prepared by high energy. However, for emulsions
containing C;;,MIM[Br], the instability index of emulsions prepared by US was higher than the index for
emulsions prepared by MS, indicating that high energy causes destabilization of the emulsion. In summary, US
was an effective method for preparing stable emulsions of fluconazole using C;;MIM[Br] and C;sMIM[Br]
without additional surfactant. The concentration of ILs to prepare these emulsions was lower than the
concentration of conventional surfactant, exhibiting the potential synergistic effects of ILs and US in the
emulsion preparation of insoluble drugs.

KEYWORDS: ionic liquid, ultrasound, emulsion, Fluconazole, particles, release kinetics, drug release, stability.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Liquidos I6nicos (LIs) sdo sais formados por cations organicos volumosos e anions
organicos ou inorganicos. Os LIs sdo geralmente liquidos a temperatura ambiente ou fundem
a uma temperatura proxima ou inferior a 100 °C, os quais sao conhecidos como HMPIL (do
inglés: high melting point ionic liquids).(PLECHKOVA; SEDDON, 2008) As suas
propriedades, tais como a densidade e a viscosidade sdo dependentes da estrutura de cation e
anion.(ZHANG et al., 2006) Compostos heterociclicos contendo o dtomo de nitrogénio, tais
como imidazol, piridina, pirrolidina, piperidina e seus derivados dao origem aos cations mais
comumente presentes na estrutura de LIs (Figura 1). Os anions utilizados nos liquidos i6nicos
geralmente sdo a base de halogenetos ou ainda puramente organicos, dentre os quais se
destacam o [Br], [BF4], [PFs], [NTf,], [CH3COO], prolinato [Pro]’, alalinato [Ala] e
glicinato [Gly]. Essa familia de compostos exibe algumas propriedades tais como alta
estabilidade térmica, pressdo de vapor desprezivel, alta condutividade idnica e boa
estabilidade eletroquimica (ZHANG et al., 2006) que sdo consideradas unicas, quando
comparado as solventes moleculares. Estas propriedades tornam os LIs promissores em
diversas aplicagdes, tais como a catalise, separacdo de compostos, adsor¢do, eletrélitos na
producdo de baterias, solvente na quebra da celulose e solventes e/ou catalisadores na sintese

organica e como emulsionantes. (MARTINS et al., 2008; ZHOU; ANTONIETTI, 2003)

Figura 1 - Cations de liquido i6nicos mais comumente citados na literatura.
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Fonte: Adaptado de (NIEDERMEYER et al., 2012).



O uso dos LIs como emulsionante ¢ uma das aplicacdes mais investigadas
recentemente, devido ao desempenho superior de alguns LIs em relagdo a surfactantes
convencionais.(DOBLER et al., 2013) A forma¢ao de emulsdes estaveis entre dois liquidos
imisciveis (ex. 6leo e agua) requer a presenga de surfactantes para reduzir a tensdo interfacial
entre as duas fases.(HEJAZIFAR; LANARIDI; BICA-SCHRODER, 2020) Os surfactantes
podem ter natureza anidnica, catidnica, ndo ionica ou zwitteridnica. Apesar da variedade e
ampla faixa de aplicagdo desses surfactantes, eles apresentam algumas desvantagens quando
usados na formacao de emulsdes. A estabilizagdo da emulsdo requer concentragdes elevadas
de surfactante e co-surfactante. Além disso, muitos surfactantes possuem capacidade de
solubilizagdo limitada para compostos com alto ponto de fusdo.(MADHAV; GUPTA, 2011)
Uma alternativa para isso, ¢ o uso de LIs derivados do imidazol com cadeias laterais longas
(acima de 8 carbonos). Estes LIs apresentam algumas vantagens em relagdo os surfactantes
tradicionais. A forte atracdo entre o anel imidazolineo e os co-surfactantes poderia facilitar a
imobilizagdo deste Ultimo na interface liquido/liquido, o que evitaria seu vazamento para a
fase aquosa. Além disso, o anel imidazolineo possibilita diversos tipos de interacdes
intermoleculares, tais como interagdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e as interagdes 7-
n com compostos contendo anéis aromaticos. Portanto fornecem uma ampla plataforma de
possibilidades para explorar o equilibrio hidrofilico-lipofilico em emulsdes contendo Lls, o
que ¢ uma alternativa para otimizar a emulsificacdo de compostos orgéanicos.

Alguns autores ja descreveram a interacdo de LIs em sistemas binario e terndrios de
liquidos imisciveis. O efeito da adi¢cdo sucessiva de solventes organicos em um sistema
binario de Triton X-100/tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazolineo ([BMIM][BF,]) foi
investigado por Gao et al. (GAO et al., 2009) A adicdo de solventes organicos proporciona
um ambiente fortemente hidrofébico que induz a incorporagdo do Triton X-100 na interface
desses solventes. O solvente organico e o LI sdo separados por um filme interfacial contendo
o Triton X-100 e a emulsdo solvente/LI ¢ formada. Chen e Nozaki (2012) prepararam
microemulsdes contendo [BMIM][BF,], Triton X-100 e benzeno e o comportamento deste
sistema terndrio foi investigado. Estudos de tamanho de agregado foram feitos por
espalhamento de luz dindmico (DLS — do inglés: Dynamic Light Scattering), a qual é uma
técnica que pode ser usada para determinar o perfil de distribuicdo de tamanho de pequenas
particulas em suspensdo ou polimeros em solu¢do. Estudos de DLS revelam que o aumento

da concentra¢do de [BMIM][BF,] causa o aumento do tamanho dos agregados formados, o

que sugere a formacdo da emulsdo LI/benzeno.(CHEN; NOZAKI, 2012) O comportamento
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de fase do sistema [BMIM][BF,]/Triton X-100 + n-butanol/ciclohexano foi investigado por
observagdo visual e condutividade elétrica por Cheng et al. (2008). Comparando com o
comportamento de fase do sistema [BMIM][BF,]/Triton X-100/ciclohexano, foi demonstrado
que a adicdo de n-butanol favorece a estabilizacdo da emulsdo e amplia a regido da fase
unica.(CHENG et al., 2007)

Microemulsdes compostas por [BMIM][BF,]/Triton X-100/Tolueno também foram
investigadas.(GAO et al., 2008) Foram realizadas andlises de efeito nuclear Overhauser
bidimensional (2D ROESY), a qual ¢ uma técnica amplamente aceita para medir intragdes
dipolares entre prétons. A andlise por RMN 2D confirmou a interacdo eletrostatica entre a
carga positiva do anel imidazolineo do [BMIM][BF,] e os oxigénios eletronegativos presentes
em uma unidade do Triton X-100. Essas interacdes puderam ser observadas a partir do sinal
do proton ligado ao anel imidazolineo que tem seu ambiente quimico influenciado pela
presenga do oxigénio do Triton X-100. Os autores constataram que o tamanho dos agregados
aumenta com adigdes sucessivas de [BMIM][BF,]. A microemulsdo de [BMIM][BF,] em
ciclohexano com Triton X-100 mostrou um comportamento de intumescimento semelhante as
microemulsdes de d4gua em 6leo, ou seja, o volume das nanogoticulas dispersas ¢ diretamente
proporcional a quantidade de LI adicionada. O processo de aumento de tamanho dos
agregados foi detectado por DLS e microscopia de transmissdo eletronica (TEM, do inglés
Transmission electron microscopy). Zhang et al. (2008) estudaram o comportamento de fase
de misturas ternarias de C;sMIM[Br]/xileno/dgua por SAXS (do inglés Small angle X-Ray
Scattering), POM (do inglés: Polarized Optical Microscopy) e medidas reoldgicas. (ZHANG
et al., 2008) Foram encontradas duas fases cristalinas liquidas liotropicas (hexagonal e
lamelar). Os parametros da rede das fases cristalinas liquidas foram determinados pelo
conteudo de agua e surfactante da mistura, enquanto as caracteristicas reologicas da fase
cristalina liquida forneceram informagdes sobre as estruturas da amostra. O comportamento
de fase do sistema ternario que consiste de liquido id6nico brometo de 1-tetradecil-3-
metilimidazolio (C;4mim[Br])/p-xileno/agua foi investigado por Li e col. (2009).(LI et al.,
2009) Os resultados obtidos por RMN de 'H, espectroscopia 2D-ROESY e medi¢des
reologicas das microemulsdes indicaram que as moléculas de p-xileno sdo solubilizadas no
interior da micela hidrofobica, as quais interagem diretamente com a cadeia alquilica lateral
do IL. Estes resultados demonstram que os LIs sdo incorporados e tem potencial de participar

ativamente na formagao de emulsoes.



O transporte e a liberagcdo de fA&rmacos podem ser mencionados entre os fatores mais
importantes da formula¢do farmacéutica e precisam ser compreendidos.(MODARRES-
GHEISARI et al., 2019) Emulsdes sdo utilizadas como nanocarreagdores de fairmacos com
baixa solubilidade em agua e que tratam uma variedade de doengas. Neste contexto, pode-se
citar o fluconazol, o qual ¢ um antifungico usado para tratar infec¢des superficiais e
sistémicas.(LESHER JR, 1999) O fluconazol ¢ ativo contra um amplo espectro de espécies de
fungos que incluem Blastomyces, Candida, Coccidiodes, Cryptococcus, Epidermophyton,
Histoplasma, Microsporum e Trichophyton. NIRMALA et al., 2013) No entanto, esse
medicamento apresenta problemas de dissolucdo, o que causa limitagdes no preparo das
formas farmacéuticas e na liberagdo desse medicamento.(NIRMALA et al., 2013) Pesquisas
mostram que essa limitacdo pode ser superada pelo preparo de emulsdes de fluconazol. Ayub
et al. (2007) investigaram a penetragdo e permeag¢ao cutanea in vitro de fluconazol a partir de
emulsdes contendo diferentes intensificadores de penetracdo. Os autores demonstraram que €
possivel administrar o fluconazol topicamente a partir de emulsdes. Além disso, a penetragao
do medicamento na derme e epiderme foi consideravel (AYUB et al., 2007) Salerno et al.
(2010) avaliaram a administragdo topica de Fluconazol a partir de formas de dosagem topicas
tradicionais, como emulsdo, lipogéis e emulgel, e um hidrogel a base de
microemulsao.(SALERNO; CARLUCCI; BREGNI, 2010) A influéncia de dois
intensificadores de penetragao na pele, propilenoglicol (PG) e Transcutol® (TCL) também foi
investigada em cada uma das formas de dosagem selecionadas. Segundo os autores, o
pequeno tamanho das particulas da microemulsdo encontrado, torna esse tipo de formulagao
um excelente carreador para permeagdo percutdnea e captacdo de farmacos.(SALERNO;
CARLUCCI; BREGNI, 2010)

Poucos estudos fornecem uma abordagem para a emulsdo de fluconazol, portanto, é
necessario projetar um sistema carreador de emulsdo simples para aumentar a solubilidade e
reduzir as interagdes medicamentosas. Nesse contexto, a formulacdo de novos sistemas
capazes de transportar fairmacos hidrofébicos como o fluconazol (NIRMALA et al., 2013)
precisam ser constantemente melhoradas em termos de estabilidade, menor tamanho de
particula, maior teor de farmaco e menor quantidade de surfactante.

Além da composicao da emulsdo, o método como esta é preparada também influencia
diretamente o tamanho, a uniformidade e a estabilidade dos agregados formados. Duas classes
de métodos para o preparo de emulsdo sdo relatadas na literatura: métodos de baixa energia e

métodos de alta energia. As emulsdes produzidas por meio de métodos de alta energia
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apresentam uma predisposicdo natural para preservar a formagdo de emulsdes contra a
modificacdo da formulagdo - por exemplo, adicdo de mondomero, surfactante, co-surfactante,
entre outros.(SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012) Dentre os métodos de alta energia,
destaca-se o ultrassom. Quando dois liquidos imisciveis sdo submetidos a ondas sonoras de
alta frequéncia na presenca de um surfactante, goticulas de emulsdo sdo formadas por
cavitagdo. Isto provoca intensas ondas de choque no liquido circundante e a formacao de jatos
de liquido a alta velocidade ¢ responsavel pela formacdo de goticulas de emulsdo. O
ultrassom promove a melhor uniformidade dos tamanhos de particula, além disso, ¢ relatado
que o wuso dessa técnica também resulta em diminui¢do no tamanho das
particulas.(ABISMAIL et al., 1999)

A partir da andlise critica dos trabalhos encontrados na literatura envolvendo a
formagdo de emulsdes com Lls, alguns questionamentos surgiram e motivaram os estudos que
serdo relatados nesse trabalho. Serd possivel que LIs aumentem a estabilidade das emulsdes?
O que ocorre com o tamanho das particulas emulsionadas quando LI ¢ adicionado ao sistema?
Como ¢ o comportamento das emulsdes contendo LI quando essas sdo preparadas utilizando
ultrassom? E possivel aumentar a eficiéncia de encapsulamento de algum composto de
interesse quando esse ¢ emulsionado na presenca de LI? A partir dos dados de cinética de
liberacdo, as emulsdes preparadas com ILs sdo potenciais carreadores de farmacos? Quais sdo

as interagdes que ocorrem entre as espécies que constituem a emulsao formada por LI?

Assim, o objetivo geral desta Tese foi:

Preparar emulsdes do fluconazol contendo diferentes concentragdes de LIs derivados
do imidazol ¢ estabelecer o seu efeito sobre a formagao e estabilidade da emulsao, eficiéncia
de encapsulamento, cinética de liberagdo, viscosidade, estabilidade, tamanho e morfologia da
particula em duas condi¢des de agitagdo (i) mecanica e (ii) usando ultrassom. As interagdes
intermoleculares entre LIs e demais componentes da formulagdo serdo avaliadas com o
objetivo de entender o efeito do LI sobre a emulsdo. Os Lls utilizados serdo monocatidonicos
derivados do imidazol com cadeia espacadora de n= 12 ¢ 16 e o anion brometo (Br’) como
contra ion. Os compostos 0os compostos que serdo emulsionados serdo o TCM (6leo) e o
Fluconazol. A Figura 2 mostra a estrutura dos LIs e do farmaco que serdo investigados nesta

tese.



Figura 2- estrutura dos LIs e do farmaco investigados nesta tese
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Fonte: autor.

O objetivo geral serd alcangado a partir dos seguintes objetivos especificos:

Objetivo 1: Formular emulsdes Oleo/Agua (O/A) com LIs C_MIM[Br] e
CisMIM][Br] em diferentes concentra¢des, TCM (fase oleosa), agua e o farmaco Fluconazol.

Hipétese: LIs com cadeia alquilicas laterais maiores que oito carbonos podem formar
emulsdes estaveis pois possuem propriedades anfifilicas e devem estabilizar emulsdes ou
atuarem como surfactantes na emulsificacdo do fluconazol. Além disso, a participagdo do LI
no processo de emulsificagdo pode acarretar mudangas no tamanho de particula e na
morfologia da emulsdo formada. A presenca do LI pode ainda promover interagdes
intermoleculares com o farmaco e promover aumento ou perda de eficiéncia de
encapsulamento do farmaco apolar quando o LI ¢ adicionado na formulagdo da emulsdo. A
Figura 3 ilustra um esquema geral desse objetivo. Os LlIs escolhidos foram LI com com
cadeias alquilica laterais de 12 e 16 carbonos, pois s3o mais promissores como surfactantes
por terem menor concentracao critica de agregacdo em agua.(ZIEMBOWICZ et al., 2017) Por
fim, a escolha pelo anion anion Br™ foi devido a disponibilidade de trabalhos na literatura com
esse anion, menor CAC em relacdo aos demais anions inorgénicos ¢ a facilidade desses em

serem sintetizados com alto teor de pureza. (DONG et al., 2007)



Figura 3— Representagdo esquematica do Objetivo 1.
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Objetivo 2: Avaliar a influéncia dos métodos de preparo das emulsdes (agitacio
mecanica e ultrassom nas amplitudes de 20% e 40%) nas propriedades desses sistemas, tais
como tamanho de particula, indice de polidispersdo, eficiéncia de encapsulamento,
viscosidade cinética de liberagdo do farmaco ¢ estabilidade.

Hipoétese: A preparagdo de emulsdes contendo LIs por diferentes métodos de
preparacdo (Ultrassom e método convencional) podem levar a alteragdes na formacao,
estabilidade, tamanho das particulas, cinética de liberagdo, viscosidade e eficiéncia de
emulsificacdo. Quanto mais energia o método de preparacio fornece ao sistema, menores sao
os tamanhos das particulas e mais uniforme ¢ a distribui¢do de tamanho das particulas. Em
emulsdes com adigdo de Lls, estes efeitos ndo sdo conhecidos. A Figura 4 ilustra um esquema

geral desse objetivo.



Figura 4 — Representagao esquematica do Objetivo 2.
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Objetivo 3: Estudar a influéncia do tamanho da cadeia lateral do LI e da concentracao
dele nas propriedades das emulsdes preparadas, tais como tamanho de particula, indice de
polidispersdo, eficiéncia de encapsulamento, viscosidade cinética de liberacdo do farmaco e
estabilidade.

Hipotese: LIs com cadeia alquilicas laterais maiores que oito carbonos levam a
formagdo de emulsdes estaveis pois possuem propriedades anfifilicas e devem estabilizar
emulsdes ou atuarem como surfactante na emulsificagdo de compostos de interesse. Sendo
assim, os LIs C;MIM[Br] e C;sMIM[Br] devem estabilizar as emulsdes, no entanto, por
possuirem cadeias laterais hidrofobicas diferentes, as emulsdes preparadas com o LI
C2,MIM[Br] podem apresentar diferenca nas propriedades estudadas comparado com as
emulsdes preparadas com o LI C;cMIM[Br]. Além disso, o que também pode alterar as
propriedades das emulsdes € a concentragdo de surfactante adicionado. Conforme descrito por
Peshkovsky et al. (2013) a variagdo na concentracdo de surfactante influencia diretamente no
tamanho das particulas formadas. Com o aumento da concentragdo de surfactante até certo
ponto, hd a diminuicdo no tamanho de particula, porém com o aumento sucessivo de

tensoativo pode ocorrer o aumento das particulas na emulsdo. Portanto, uma concentragao



ideal deve ser determinada.(PESHKOVSKY; PESHKOVSKY; BYSTRYAK, 2013) A Figura

5 ilustra um esquema geral desse objetivo.

Figura 5 — Representagao esquematica do Objetivo 3.
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Objetivo 4: Estudar as interacdes que ocorrem nas emulsdes por RMN e
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray.

Hipotese: a técnica de ionizacdo por electrospray ¢ capaz de identificar agregados
moleculares de compostos carregados, uma vez que as interagdes ndo covalentes (idnicas)
podem ser detectadas por esta técnica.(FENN, 1993) Sendo assim, pode ser possivel detectar
a partir do espectro de massas no método de colisdo induzida por dissociacdo (CID), as
interagdes que possivelmente ocorrem entre o LI, TCM e farmaco.

A espectroscopia de RMN permite a determinagdo do coeficiente de difusdo de
moléculas organicas em solugdo. Assim, espera-se que os LIs puros possuam coeficiente de
difusdo diferente do que quando sdo parte de uma emulsdo, uma vez que a disposi¢do dessas
moléculas ird mudar.(LI et al., 2009) A diminuic¢ao do coeficiente de difusdo pode indicar que
o LI estd interagindo com a fase oleosa. Diversas interacdes podem ocorrer entre o liquido
i6nico e oOleo, tais como: ligagdes de hidrogénio, forcas de van der Waals, interacdes

eletrostaticas e entre outras. Por ser apolar o TCM interage, principalmente, com a cadeia
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hidrofébica do LI. No entanto, o 6leo também possui sitios polares em sua estrutura que
podem estabelecer interagdes intermoleculares polares com o anel derivado do imidazol
presente no LI. O coeficiente de difusdo de todos os componentes da particula da emulsao
deve ser semelhante, indicando que todos sdo parte de um mesmo sistema “supramolecular”.
Caso contrario, se algum constituinte possuir uma difusdo discrepante dos demais
constituintes ¢ provavel que ele ndo esteja incorporado na emulsdo. A Figura 6 ilustra um
esquema geral desse objetivo.

A espectroscopia de RMN também permite que seja feita titulagdo de LI com outro
composto e seja monitorada a varicdo do deslocamento quimico das espécies. Essa variacdo
do deslocamento quimico pode indicar que as espécies estdo interagindo. (LI et al., 2009)
Dessa forma, espera-se que a titulagdo de LI com TCM e LI com fluconazol apresente
variagdoo no deslocamento quimico dos hidrogénios das espécies, indicando que hé interagao

entre 0s componentes.

Figura 6 — Representacao esquemadtica do Objetivo 4.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Nesta se¢do serdo discutidas detalhadamente algumas referéncias encontradas na
literatura que estdo diretamente relacionadas com os estudos realizados neste trabalho. Essas
referéncias representam apenas parte do material que ¢ encontrado na literatura a respeito do
tema em questdo. Dessa forma, essa revisdo contempla: (i) microemulsdes e nanoemulsoes,
(if) efeitos do ultrassom nas propriedades das emulsdes, (iii) liquidos idnicos como
emulsificantes e/ou auxiliadores na solubilizacdo de farmacos e (iv) emulsdes contendo o

farmaco Fluconazol.

2.1 EMULSOES

A mistura de dgua (A), d6leo (O) e surfactante (S) pode formar diferentes sistemas
dependendo da sua composi¢do e das condi¢des ambientais (temperatura principalmente). As
misturas podem formar uma, duas, trés ou mais fases separadas que estdo em equilibrio umas
com as outras. Essas fases podem ser continuas em agua, continuas em 6leo ou bi continuas,
dependendo da concentracdo, da natureza e do arranjo das moléculas presentes. As estruturas
dentro destas fases podem ser esferoides (por exemplo, micelas ou micelas inversas),
semelhantes a cilindros (tais como micelas de bastdo ou micelas inversas), semelhantes a um
plano (por exemplo, estruturas lamelares) ou esponjosas (por exemplo, bi continua)
determinadas pelo fator de empacotamento.(MCCLEMENTS, 2012)

O termo microemulsdo ¢ usualmente utilizado para se referir a liquidos
termodinamicamente estaveis formados por uma mistura de 6leo, dgua e surfactante. Ja o
termo nanoemulsdo ¢ utilizado para se referir a liquidos termodinamicamente instaveis
formados pelos mesmos produtos das microemulsdes. Uma razdo importante para a confusdo
entre microemulsdes € nanoemulsdes ¢ devido aos prefixos usados para denota-los. O termo
“micro” refere-se geralmente a algo com tamanho 10 ¢ “nano” algo com o tamanho 10, o
que implicaria que as nanoemulsdes possuem um tamanho de particula menor que as
microemulsdes. Na pratica, o oposto ¢ verdadeiro, com as microemulsdes possuindo
particulas menores que as nanoemulsdes.(WENNERSTROM; BALOGH; OLSSON, 2006) A
razdo para essa confusdo pode ser explicada pelo desenvolvimento histérico da ciéncia
coloidal. Em outubro de 2011, uma pesquisa bibliografica online que utilizou “Web of
Knowledge” (Thomson Reuters) revelou que o primeiro artigo publicado na base de dados

que utilizou o termo “microemulsdo” foi publicado em 1961 o primeiro artigo usando o termo
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"nanoemulsdo" apareceu em 1996. Assim, o termo "microemulsdo" tornou-se bem
estabelecido entre pesquisadores no campo da ciéncia coloide bem antes que o termo
"nanoemulsao" fosse introduzido. De fato, a utilizacdo do termo "nanoemulsao" sé se tornou

popular nos ultimos 10 anos (Figura 7).

Figura 7 — Numero de citagdes por ano em fun¢do do ano dos termos “microemulsdo” e
“nanoemulsao”.

1 200
= “Microemulsion” -
Nanoemulsion
g 1000 rf
© -
—_
o 00
Q. ! “
v
8 ‘
t .
O 600 --"
[ b
-
5 b,
@
Bal 400 ‘
o] g
ot ]
Q /
E 200 p
S il
2 /
0 .——ﬂ - . r
1960 1970 1980 1990 2000 2010
Ano de publicacdo

Fonte: Adaptado de (MCCLEMENTS, 2012).

Porém, héd outras propriedades que distinguem nano e microssistemas além do
tamanho, entre os quais estdo as propriedades Oticas e a estabilidade gravitacional. No ambito
das propriedades oOticas, sugere-se que uma dispersdo coloidal tende a tornar-se translucida ou
transparente quando o raio da particula cai abaixo de cerca de 30 nm. Ja a estabilidade de uma
dispersdo coloidal por separagdo gravitacional (creaming ou sedimentacdo) tende a aumentar
apreciavelmente quando o raio da particula cai abaixo de cerca de 90 nm, desde entdo o
movimento browniano domina as forgas gravitacionais.(MCCLEMENTS, 2012;
MCCLEMENTS; RAO, 2011)

Além desses fatores citados, nano e microemulsdes também diferem em suas
estabilidades termodinamicas. Para uma nanoemulsdo, a energia livre da dispersdo coloidal
(goticulas na agua) ¢ maior que a energia livre das fases separadas (6leo e agua), o que
significa que uma nanoemulsdo ¢ termodinamicamente instavel (Figura 8). O contrario ¢
observado para as microemulsdes, as quais sdo termodinamicamente estaveis, pois a energia
livre da dispersdo coloidal (goticulas na agua) ¢ menor que a energia livre das fases separadas

(6leo e agua) (Figura 3). (MCCLEMENTS, 2012).
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Figura 8 — Estabilidade termodinamica das nano e microemulsdes.
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Fonte: Adaptado de (MCCLEMENTS, 2012).

A diferenca na estabilidade termodindmica pode ser compreendida através do
desenvolvimento de um modelo matematico que descreve os fendmenos envolvidos e que ¢é
usado para calcular a energia livre de formacdo a partir dos componentes separados.
Considere um sistema que existe em equilibrio entre uma dispersdo coloidal (nanoemulsdo ou
microemulsdo) e as fases separadas (6leo e uma solucdo aquosa de surfactante). Para uma
primeira aproximacdo, a mudanga de energia livre associada a formacdo de uma dispersao
coloidal a partir das fases separadas consiste em um termo de energia livre interfacial (AG;) e
um termo de entropia de configura¢do (-TASconfie.). Essa primeira aproximacdo estd descrita

na Equacao 1.(HUNTER, 2001)

AGporm. = AG; — TAS config (1

A temperatura e pressio constantes, o termo de energia livre interfacial (AG;) é igual
ao aumento da area de contato entre as fases oleosa e aquosa (AA) multiplicada pela tensdo
interfacial (y) na interface oOleo-agua. Essa relacdo estd representada na Equagdo 2.

(HUNTER, 2001)

AG=yAA ©)

O termo de energia livre interfacial ¢ sempre positivo porque o aumento na area de

contato e a tensdo interfacial sdo positivos. Por isso, este termo sempre se opde a formacao de
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dispersdes coloidais, uma vez que para que o processo seja espontdneo, o AGy., deve
apresentar um valor negativo.

O termo de entropia de configuragdo AS... refere-se ao niimero de maneiras
diferentes que a fase oleosa pode ser organizada dentro do sistema. Esse termo sempre ¢
positivo, uma vez que o niimero de arranjos acessiveis a fase oleosa ¢ sempre maior no estado
emulsionado do que no estado ndo emulsionado e, por conseguinte, esse termo sempre
favorece a formagdo de dispersdes coloidais. A expressao que descreve a entropia de
configurag¢do deriva de uma andlise estatistica do numero de arranjos que as goticulas de dleo

podem possuir na dispersdo coloidal e estados separados (Equagdo 3).(HUNTER, 2001)

AS=- % (8lng + (1 — ¢) In(1 — 9)) 3)

Onde, £ ¢ a constante de Boltzmann, n ¢ o nimero de goticulas na dispersdo coloidal e
¢ ¢ a fracdo volumétrica da fase dispersa. A partir da analise da equagdo acima ¢ possivel
observar que quanto maior for o nimero de goticulas na dispersao coloidal (n), maior sera o
valor de AS e consequentemente mais negativo serd o valor de AGy,» (processo espontaneo).

As discussdes relatadas acima consideram que a tensdo interfacial de uma
monocamada de surfactante em torno de uma gota de dleo ¢ a mesma que a de uma interface
6leo-dgua planar. Porém, sabe-se que a tensdo interfacial de uma micela em contato com o
meio depende do raio de curvatura da monocamada de surfactante. A tensdo interfacial de
uma micela diminui na medida em que a monocamada se aproxima de sua curvatura ideal. A
dependéncia da tensdo interfacial na curvatura da gota estd representada na Equacgdo 4.
(HUNTER, 2001)

Ro—R)?
Y = Yo + (oo — ¥o) HRS 4)

R3+R2

Na equacdo acima, Y. € a tensdo interfacial em uma interface 6leo-agua planar, v € a
tensdo interfacial (ultrabaixa) quando a monocamada de surfactante estd em sua curvatura
ideal e Ry ¢ o raio da goticula quando a monocamada de surfactante estd em sua curvatura
ideal. Existe um valor minimo de tensdo interfacial em que o raio de curvatura ¢ 6timo
(Figura 9). Quando o raio de curvatura 6timo ¢ atingido, a energia livre interfacial (AG;) ¢
minima, uma vez que esse termo ¢ diretamente proporcional a tensdo interfacial (Equacado 2)

e, portanto, menor € a energia livre de formagio (AGg,m.) (Equagdo 1).
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Figura 9 - Influéncia do raio de gotas na tensdo interfacial para uma monocamada de
surfactante que possui um raio de particula ideal de 5 nm.
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Fonte: Adaptado de (McClements, 2012).

Basicamente as nano e microemulsdes requerem os mesmos componentes para serem
formadas: uma fase oleosa, uma fase aquosa, um agente tensoativo e, possivelmente, um co-
surfactante. No entanto, pode-se direcionar a formag¢do de um micro ou nano utilizando
diferentes proporcdes desses componentes. Normalmente, quando a quantidade de 6leo (fase
oleosa) ¢ aumentada gradativamente, ha o aumento concomitante do tamanho das
particulas.(KABALNOV; WENNERSTROM, 1996) Esse fato é demonstrado na Figura 10,

em que Oleo de limao ¢ titulado em uma solug¢do contendo surfactante. (HUNTER, 2001)

Figura 10 — Gréfico do tamanho de particula em fungdo da concentragdo de 6leo de limdo em
uma solucdo de surfactante ndo idnico a 1% em peso (Tween 80).
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Fonte: Adaptado de (McClements, 2012)
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Abaixo, ¢ demonstrado como ocorre o aumento dessas particulas em solugdo
conforme aumneta a quantidade de 6leo adicionada (Figura 11). E importante destacar que o
aumento continuo da quantidade de 6leo no sistema, poderd acarretar em mudangas na

estrutur das particulas do sistema.

Figura 11 - Representacdo do aumento do tamanho das particulas com o aumento da
concentracgdo de 6leo.

Fonte: Adaptado de (McClements, 2012)

Ha uma concentragdo méaxima de 6leo que pode ser incorporada em um surfactante,
essa concentragdo ¢ conhecida como concentragdo de saturacdo Cg,. A quantidade maxima de
o0leo que pode ser incorporada nas micelas (Cg) ¢ relacionada linearmente com a

concentracdo total de surfactante (Ci )(KOMURA, 2007):

Csat = Csat* X (Ctot - CMC) (5)

Nessa expressdo, Cq* ¢ nimero de gramas de 6leo solubilizado por grama de
surfactante e CMC ¢ a concentracdo micelar critica do surfactante. Se a quantidade total de
Oleo presente no sistema estiver abaixo do valor de Cy, entdo todas as moléculas de 6leo
serdo solubilizadas e uma microemulsdo sera formada. Por outro lado, se a quantidade total de
oleo presente no sistema estiver acima do valor de Cgy, entdo quaisquer quantidades de 6leo
adicionadas permanecera intacta no sistema e nao sera emulsionada por quaisquer moléculas
de surfactante.

Um parametro muito importante que deve ser avaliado na produ¢do de emulsdo ¢ a sua
estabilidade; entretanto, a avaliagdo da estabilidade da emulsdo ndo ¢ facil.(SONG et al.,
2002) A perda da estabilidade da emulsdo pode ser classificada em quatro fendmenos:
Floculagdo, creaming, coalescéncia e quebra, como mostrado na Figura 12.(MARTIN;

BUSTAMANTE; CHUN, 1993)
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Figura 12 - Processos quimicos e fisicos decorrentes da instabilidade da emulsao.

i. Coalescéncia \ / ii. Floculacdo
e 1 ™\

Emulsdo
boa
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Fonte: Adaptado de (MARTIN; BUSTAMANTE; CHUN, 1993).

A floculagdo ¢ a associagdo de pequenas particulas de emulsdo para formar um
agregado grande que é redispersavel por agitacdo. E um processo reversivel no qual as
goticulas permanecem intactas. A floculagdo ¢ considerada o precursor da
coalescéncia.(BANKER; SIEPMANN; RHODES, 2002) Isso ocorre porque a presenga de
excesso de surfactante na fase continua de uma emulsao pode levar a floculagdo de goticulas
de emulsao.

Creaming ¢ o fendmeno no qual a fase dispersa se separa, formando uma camada no
topo da fase continua. E notavel que, na formagio de creme, a fase dispersa permaneca no
estado de globulos, de modo que possa ser redispersa na agitacdo. O fendmeno de creaming
pode ser minimizado se a viscosidade da fase continua for aumentada.(MARRIOTT et al.,
20006)

Um tipo mais sutil de instabilidade de emulsdo, a coalescéncia, ocorre quando a
barreira mecéanica ou elétrica ¢ insuficiente para evitar a formag¢do de goticulas
progressivamente maiores.(BANKER; SIEPMANN; RHODES, 2002) A estabilizagdo contra
a coalescéncia pode ser obtida pela adicdo de componentes de alto ponto de ebulicdo ou de
alto peso molecular a fase continua.

Métodos analiticos apropriados sdo usados para a deteccdo, identificacdo e
caracterizagdo de sistemas emulsionados e esses métodos sdo essenciais para a compreensao
dos beneficios, bem como a potencial toxicidade destes sistemas.(LUYKX et al., 2005, 2008)

Nesse sentido, ja foi demonstrado que LIs com cadeia alquilica longa e anions brometo sao
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toxicos em concentracdes mais baixas para os vermes da espécie C. elegans.(WU et al., 2013)
Algumas técnicas analiticas podem ser usadas para identificagdo in situ de nanoemulsdes.
Porém, algumas vezes ¢ necessario que os constituintes da emulsdo sejam identificados e para
que isso seja possivel, € necessario que esses constituintes sejam separados.

O tamanho e/ou carga sdo caracteristicas tipicas de emulsdes, portanto o uso de
cromatografia de exclusdo de tamanho (CET) e/ou cromatografia de troca idnica (CTI) s@o os
tipos mais adequados de cromatografia liquida para a separa¢do de emulsdes. No caso da
CET, os compostos sdo separados com base no tamanho; as moléculas maiores eluem mais
rapido que as menores. No entanto, a eluicdo pode ser afetada pelo tamanho do composto. No
caso do CTI, os compostos sdo separados com base na carga; compostos de baixa carga eluem
mais rapido que os altamente carregados.(LUYKX et al., 2005, 2008) O Fracionamento de
Fluxo de Campo (FFC) ¢ uma técnica para a separacdo onde um campo ¢ aplicado a uma
suspensao ou solu¢do fluida bombeada através de um canal longo e estreito, perpendicular a
direcdo do fluxo. As particulas sdo submetidas a uma for¢a exercida por um campo e sdo
separadas de acordo com suas diferentes mobilidades. Essa técnica ¢ usada na separacio de
analitos de macromoléculas e de particulas de tamanho micrométrico. A FFC tem vantagens
sobre outras técnicas de separa¢do, como maior biocompatibilidade, redu¢do do transporte de
amostras e problemas simples de esterilidade. Os tempos de separagdo variam tipicamente de
alguns minutos a 30 minutos. Apesar destas vantagens, a FFC tem a desvantagem de ser
facilmente saturado por concentragdes mais elevadas dos compostos. Para superar isso, as
dilui¢des devem ser feitas. No entanto, a deteccdo de quantidades vestigiais de compostos ¢é
limitada pela sensibilidade apropriada do sistema detector.(LUYKX et al., 2005, 2008)

As emulsdes podem ser preparadas por duas classes de métodos: os de baixa e alta
energia. Dentre os métodos de baixa energia, pode-se citar: i) a emulsificagdo de membrana, a
qual envolve a formagao de uma fase dispersa (goticulas) através de uma membrana em uma
fase continua; ii) emulsificagcdo espontinea, a qual ocorre quando uma fase organica e uma
fase aquosa sdo misturadas, com a fase organica sendo uma solu¢do homogénea de 6leo,
surfactante lipofilico e solvente miscivel em agua, e a fase aquosa consistindo de agua e
surfactante hidrofilico; #ij) emulsificagdo com inversdo de fase, a qual usa a capacidade
especifica dos surfactantes (ndo idnicos) de alterar suas afinidades com a agua e o 6leo em
fun¢do da temperatura em uma composi¢do fixa. Consiste em quebrar repentinamente as
microemulsdes mantidas no ponto de inversdo de fase por um resfriamento rapido ou por uma

diluicdo em 4gua ou Oleo. Dentre os métodos de alta energia, pode-se citar: i)
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Homogeneizacdo de alta pressdo, em que a mistura estd sujeita a pressdes muito altas e ¢
bombeada através de uma valvula restritiva; ii) Ultrassom, processo em que dois liquidos
imisciveis sdo submetidos a ondas sonoras de alta freqiiéncia na presenca de um surfactante,
goticulas de emulsdo sdo formadas por cavitagdo; iii) Dispositivos de alta velocidade (como
Ultra-Turrax), nesse método a maior parte da energia fornecida sendo dissipada, gerando
calor. Quando comparados com outras abordagens de alta energia, ndo fornecem uma boa

dispersdo em termos de tamanhos de gotas.(SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012)

2.1.1 Estabilidade das emulsoes

2.1.1.1 Observacao visual

A estabilidade da emulsdo afeta a aparéncia dos produtos e, na maioria das vezes, a
instabilidade da emulsdo pode ser observada diretamente a olho nu. Nesse sentido, a
observacdo visual ¢ provavelmente o método mais simples, barato e rapido para avaliar a
separagdo gravitacional da emulsdo sem instrumentos analiticos caros (GUZEY;
MCCLEMENTS, 2006). A separacdo gravitacional pode ser classificada em dois
mecanismos: cremosidade ¢ sedimentagdo (MCCLEMENTS, 2015). A cremosidade ocorre
quando a fase dispersa que possui uma densidade menor do que a fase continua se move para
cima e resulta em uma camada espessa separada. Por outro lado, a sedimentagdo ocorre se a
fase dispersa tem uma densidade maior do que a fase continua, fazendo com que as gotas se
movam para baixo. A extensdo da formagdo de creme ou sedimentacdo pode ser avaliada
observando-se a espessura da camada de creme ou sedimentagdo a olho nu e, em seguida,
sendo medida e registrada por instrumentos. No entanto, a observacdo visual, apesar de sua
conveniéncia, ndo ¢ adequada para estudar outros fendmenos de instabilidade, como
floculagdo, coalescéncia e amadurecimento de Ostwald. Mais frequentemente, a camada de
creme sO ¢ observada quando a extensdo da creme ¢ consideravel. Assim, o estdgio inicial de
estabilidade da emulsdo geralmente requer o auxilio de outros instrumentos analiticos para

fazer uma observagao precisa.(HU et al., 2016)

19



2.1.1.2 Observagdo por microscopia

Como a observagdo visual ndo ¢ suficientemente capaz de estudar a maioria dos
mecanismos de instabilidade, bem como as goticulas menores que 100 mm,(RUSS, 2004) a
microscopia ¢ usada para observar as goticulas que ndo podem ser vistas a olho nu e para
examinar os fatores que influenciam a estabilidade da emulsao sistema. Por exemplo, usando
microscopia, pode-se facilmente observar a distribuicao e as dimensdes das goticulas e, assim,
obter informacgdes sobre a causa da instabilidade do sistema de emulsao.

Ou seja, a emulsdo ndo ¢ floculada se as goticulas estiverem homogeneamente
distribuidas na imagem com um tamanho relativamente pequeno. Em contraste, uma emulsdo
floculada pode ser identificada quando as gotas de tamanho igualmente maior se juntam
proximas umas das outras, sem se fundir em gotas maiores. No entanto, a emulsdo pode
passar por coalescéncia ou maturacdo de Ostwald se houver gotas pequenas e grandes
presentes a0 mesmo tempo.

Para atender a necessidade de diferentes exames, varios tipos de microscopias,
incluindo microscopia Optica, eletronica, forga atomica e fluorescente confocal, foram
desenvolvidos para caracterizar a estabilidade da emulsdo. No entanto, a microscopia
apresenta varias desvantagens (AGUILERA; STANLEY, 1999): (1) a amostra para
observagdo microscopica geralmente requer procedimentos de preparacdo, como diluicdo e
espalhamento em lamina, que podem alterar a estrutura das emulsdes originais; (2) as
medi¢des de microscopia sdo frequentemente demoradas; (3) os resultados sdo subjetivos e
dificeis de padronizar entre diferentes laboratdrios; e (4) andlises multiplas em diferentes
regides em um unico slide de amostra sdo frequentemente necessarias para dados confidveis.
Conseqiientemente, ¢ ideal combinar informag¢des de outras fontes analiticas, como tamanho
de particula e carga superficial, com a observagdo de microscopia para perceber os

mecanismos de instabilidade corretos.

2.1.1.3 Analise de tamanho de particula
De acordo com a lei de Stoke (Equacdo 6), (HUNTER, 2001) o tamanho de particula

da fase dispersa ¢ influente para a estabilidade de um sistema de emulsdo, que ¢ composto por

dois liquidos imisciveis com densidade distinta. Nesse sentido, a emulsdo com maior

20



resisténcia e controle a cremosidade ndo deve conter apenas particulas de tamanho pequeno,
mas também deve ser
distribuido homogeneamente com um numero relativamente baixo de variagdes, que ¢ a

chamada distribui¢cdo de tamanho de particula (PSD).

Vstokes™ _Zgrz(pz - pl)/gnl (6)

Na equacdo, Vg;okes representa a velocidade de formacdo de creme, r € o raio da
particula, g ¢ a aceleragdo da gravidade, p, e p, s3o a densidade de duas fases en ¢é a
viscosidade de cisalhamento do sistema alvo. Seguindo a lei de Stoke, a estabilidade da
emulsdo aumentaria conforme o tamanho da gota diminui. Portanto, a estabilidade das
emulsdes originais e a extensdo da separacdo por gravitagdo apds um certo intervalo de tempo
podem ser estudadas pela determinagdo do tamanho da gota e sua concentragcdo em diferentes
regides da altura da amostra sob condi¢des especificadas de temperatura e tempo (Figura 2).
Nesse sentido, a formag¢do de creme ocorre quando a concentracdo de goticulas aumenta na
regido superior da amostra, enquanto a sedimenta¢do ocorre quando as particulas se
acumulam na regido inferior. Além disso, a0 monitorar a mudanga no sistema PSD, pode-se
também identificar a incidéncia de interagdo indesejavel de goticulas, que ocasiona o aumento
do nimero de particulas maiores ao longo do tempo. No entanto, ainda ¢ dificil distinguir
floculacdo, coalescéncia ou amadurecimento de Ostwald simplesmente usando a anélise de
tamanho de particula. Assim, outros métodos analiticos sdo geralmente realizados em
combinagdo ao determinar a mudanca na qualidade da amostra durante o armazenamento.
(HU et al., 2016)
Existem muitas técnicas instrumentais de dimensionamento de particulas (Figura 3), incluindo
espalhamento de luz (espalhamento de luz estatico ou dindmico), contagem de pulsos
elétricos e espectrometria ultrassonica, que sdo comumente usados [1]. Esses instrumentos
tém varias vantagens: (1) sdo faceis de usar; (2) sdo totalmente automatizados; e (3) fornecem
informagdes substanciais sobre o tamanho da gota em um curto periodo. Mesmo assim, os
fatores usados para converter os dados experimentais para PSD devem ser escolhidos com
cuidado porque diferentes instrumentos sdo operados sob principios fisicos distintos. (HU et
al., 2016)

O método de espalhamento de luz mede a concentragdo e o tamanho das gotas

detectando a porcentagem e o angulo da luz retroespalhada quando um feixe monocromatico
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de luz infravermelha préxima ¢ direcionado através da amostra. (CHU, 1974) Como uma
porcentagem maior de luz retroespalhada indica maior concentracdo, o tamanho da particula é
geralmente angular dependente de onde seu padrao de espalhamento (nimero de angulos de
espalhamento vs. intensidade correspondente) pode fornecer informagdes sobre sua
distribuicdo de tamanho. Com base nas diferencas no principio de operagdo, dois tipos de
instrumentos de espalhamento de luz estdo disponiveis comercialmente para medir o tamanho

das particulas: instrumento de espalhamento de luz estatico e dindmico.

2.1.1.3 Reologia

De acordo com a lei de Stoke, (HUNTER, 2001) a resisténcia do sistema de emulsao
as instabilidades causadas pela floculacio de particulas ¢ maior quando a viscosidade
aumenta. Assim, as propriedades de fluxo das emulsdes, também conhecidas como
comportamentos reoldgicos, sdo atributos fisicos necessarios que afetam significativamente a
qualidade desses produtos. Para um melhor controle do produto, muitos instrumentos
analiticos, incluindo dispositivos de cisalhamento e compressdo, sdo desenvolvidos para
monitorar e caracterizar o comportamento reoldgico de um sistema de emulsdo.(TADROS,
2004) Além de desempenhar um papel importante na estabilidade do produto, as
caracteristicas reologicas também sdo fatores importantes ao avaliar a eficiéncia da mistura,
consumo de energia, classificacdes da bomba, etc. e, portanto, fornecem solugdes para alguns
problemas técnicos encontrados durante a fabricagao.

Fatores que podem afetar as propriedades reoldgicas das emulsdes incluem
viscosidade e composicdo quimica (pH, concentracdo de eletrdlito, etc.) da fase continua,
fracdo de volume da fase dispersa, caracteristicas das gotas (distribui¢do de tamanho,
deformabilidade, viscosidade interna, concentracdo e interacdo particula-particula) e
elasticidade do filme emulsificante, que depende da concentragdo e do tipo de emulsificante
usado. As propriedades de fluxo das emulsdes podem ser descritas e especificadas por muitos
mobdulos.(TADROS, 2004) Por exemplo, propriedades viscoelasticas lineares sdo comumente
caracterizadas por armazenamento dependente da frequéncia e médulos de perda, bem como
modulos de fluéncia dependentes do tempo. A viscosidade de cisalhamento, uma propriedade
ndo linear de estado estacionario, ¢ considerada um efeito de Weissenberg. Além disso, os
efeitos de diferentes parametros na reologia das emulsdes podem ser investigados e previstos

com base na equacao microestrutura / viscosidade de KriegereDougherty.
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Um redmetro, ou viscosimetro, ¢ um instrumento importante para medir as
propriedades reoldgicas das emulsdes. Dependendo dos conceitos e aplicagdes, redmetros
aplicando for¢a de deformacdo de cisalhamento ou compressao podem ser projetados para
estudar liquidos, solidos ou outras amostras viscoelasticas, fornecendo informagdes sobre
viscosidade, tensdo de escoamento, modulo de elasticidade e comportamento de fratura.
Dispositivos de cisalhamento, como viscosimetros de cisalhamento e reometros de
cisalhamento dindmico, sdo mais adequados para amostras que sdo fluidas e emulsdes
viscoelasticas fluidas, enquanto dispositivos de compressao sdo melhores para testar emulsdes
viscoelasticas, de plastico ou sélidas. (HU et al., 2016)

Como o comportamento reoldgico depende altamente da temperatura do produto, o
dispositivo de cisalhamento que fornece informacdes sobre a relagdo entre tensdo e
deformacdo geralmente inclui uma célula de medi¢do com temperatura controlada [28], na
qual a amostra ¢ colocada e entdo sujeita a tensdo de cisalhamento controlada sendo aplicada
em um taxa predeterminada. De acordo com as necessidades da aplicagdo, as células de
medicao podem ser divididas em diferentes tipos: cilindro concéntrico, placa paralela, cone e
palheta. Para as aplicacdes atuais, os dispositivos de cisalhamento sdo mais frequentemente
usados para estudar o modulo de elasticidade, tensdo de escoamento, tensdo de fratura e
deformacdo de fratura de amostras solidas; a viscosidade aparente de um fluido em tensdo
constante; e o modulo de cisalhamento dinamico complexo de uma amostra solida, fluida ou
viscoelastica sob tensdo sinusoidal. (HU et al., 2016)

Dispositivos de compressdao sao comumente usados para analisar alimentos sélidos ou
semissolidos, como géis alimentares, manteiga, margarina e sorvete. Dispositivos incluindo
redmetros capilares, redmetros rotacionais, redmetros de bola caindo, redmetros oscilatérios,
redmetros de torque e redmetros interfaciais, sdo os tipos comercialmente disponiveis de
redmetros que utilizam for¢a de compressdo para andlise de amostras. Dispositivos de
compressdo incluem uma placa fixa onde as amostras podem ser colocadas e uma sonda
verticalmente moével, que pode ser uma placa plana, espigdo, ldmina ou um conjunto de
dentes. De acordo com as dimensdes das amostras e a for¢a aplicada pelos instrumentos, os
dispositivos de compressdo analisam a tensdo e a deformagdo que as amostras recebem e
depois as convertem em informagdes numéricas, como modulo de elasticidade, tensdo de
fratura, deformacgdo de fratura e tensdo de escoamento. No entanto, deve-se notar que erros
podem ocorrer durante a mineragdo de dados porque o atrito entre as placas fixas e a amostra

analisada também pode gerar forcas de cisalhamento e compressdo.(FISCHER; WINDHAB,
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2011) Portanto, o controle da condi¢do de medicao e o procedimento de calibracdo devem ser

realizados com cuidado.

2.1.2 Aspecto das emulsdes e morfologia

A emulsificagdo d4a aos produtos alimenticios a aparéncia caracteristica e as
propriedades sensoriais que influenciam significativamente a percep¢ao do consumidor de tais
produtos. Como a sensagdo humana ¢ complexa, os processadores de alimentos geralmente
requerem padrdes numéricos para um melhor controle de qualidade. Além disso, os padrdes
de qualidade tornam-se ainda mais importantes quando os fabricantes desenvolvem novas

formulagdes de produtos ou adaptam procedimentos de processamento inovadores.(HU et al.,
2016)

2.1.2.1 Aparéncia

O surgimento da emulsdo alimentar depende de suas interagdes, como espalhar,
absorver, refletir e transmitir, com as ondas de luz na regido visivel do espectro
eletromagnético. Quando um feixe de luz irradia na superficie da emulsdo, a maior parte da
luz ¢ transmitida para o sistema de emulsdo com uma parte dela sendo espalhada por
particulas de emulsdo e uma parte sendo absorvida por cromo6foros na fase continua ou na
fase dispersa. A quantidade de luz sendo espalhada determina principalmente a leveza da
emulsdo, que pode ser percebida como turbidez, nebulosidade e opacidade. Em contraste, a
fracdo e o comprimento de onda da luz sendo absorvida pelo sistema decidem a cor da
emulsdo, como azul, verde, vermelho ou amarelo.(WYSZECKI G, STILES, 1982) De acordo
com os aspectos acima mencionados, a combinacdo de leveza, turbidez e cor juntas
constituem a maior parte da aparéncia do produto de emulsdo. Assim, hd métodos usados para

avaliar a turbidez, leveza e cor da emulsao.

2.1.2.2 Microscopia

A morfologia, microestrutura da emulsdo, ndo pode ser observada a olho nu, uma vez
que ¢ menor que 100 mm.(RUSS, 2004) Portanto, varios tipos de microscépios sdo usados

para observar e obter informagdes estruturais na superficie e no interior da emulsdo. Mesmo
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que a emulsdo simples seja uma mistura de dois liquidos imisciveis, tais sistemas sdo
comumente alterados para conter varios recursos que servem fungdes especificas, incluindo
estabilizar, encapsular, proteger e controlar a cinética de liberagdo e aumentar a absorcao de
componentes alimentares. Nesse sentido, varios tipos de sistemas de emulsdo, tais como
emulsdo nanométrica, emulsao sélida de lipidios, emulsdo autoemulsionante, emulsdo camada
por camada, emulsdo resistente ao inchaco, emulsdo em gel e emulsdo responsiva ao pH, sdo
desenvolvidos para vdrias aplicagdes. O estudo da estrutura da emulsdo usando técnicas
microscopicas ¢ especialmente usado para obter informagdes diretas e confiaveis. Além disso,
a observagdo microscopica também pode fornecer informacdes uteis sobre a distribuicdo do
tamanho das particulas da emulsdo e a progressao da instabilidade.(HU et al., 2016)

A microscopia Optica ¢ o tipo de microscopia mais amplamente usado para
caracterizar microestruturas de emulsdo porque ¢ relativamente barato, facil de operar e esta
disponivel na maioria das instala¢cdes de pesquisa. Na maioria das vezes, o microscopio optico
¢ ligado a uma camera digital para captar imagens da microestrutura da emulsdo, que
posteriormente sdo armazenadas e posteriormente analisadas por um computador. O
microscopio Optico pode ser a primeira ferramenta de triagem a obter informagdes sobre as
formas e o tamanho das goticulas de emulsdo. No entanto, os microscopios Opticos t€ém
muitas limitacdes quando usados na ciéncia da emulsdo. Por exemplo, a maioria das imagens
Opticas da microestrutura da emulsdo requerem a preparacdo de amostras planas e, na maioria
das vezes, mostram apenas as gotas esféricas e, portanto, faltam muitas informacdes uteis.
Com o nivel de resolucdo, ¢ dificil distinguir as composi¢des do sistema de emulsdo - se ele é
feito de proteinas, polissacarideos ou outras pequenas moléculas anfifilicas. Informagdes
detalhadas sobre o estado fisico da fase dispersa e suas microestruturas tridimensionais, como
cristais de gordura, bolhas de ar e cristais de gelo, também sdo limitadas quando apenas o
microscopio Optico ¢ usado para analise. Além disso, o contraste entre os diferentes
componentes das emulsdes costuma ser pobre, porque eles tém indices de refragdo
semelhantes, o que torna dificil distinguir um do outro.(MURPHY, 2002)

Para superar esses problemas, o microscopio Optico ¢ geralmente combinado com
técnicas adicionais de preparacdo de amostras. Muitas manchas e corantes que absorvem luz
na regido visivel do espectro eletromagnético sdo geralmente adicionados a componentes
especificos ou dissolvidos na fase oleosa ou na fase aquosa da emulsdo antes que as amostras
sejam submetidas a observagdo do microscopio Optico. A inclusdo de um procedimento de

coloracdo antes da observagdo permite que os componentes de interesse se destaquem do
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resto do sistema de emulsdo sendo destacados e estudados de forma eficiente. No entanto,
atencdo especial deve ser dada na selegdo do corante, pois alguns corantes podem interagir
com o material de composi¢do e alterar a microestrutura da emulsao.(MURPHY, 2002)

A microscopia eletronica (EM) ¢ uma das ferramentas mais poderosas usadas para
investigar a morfologia e a microestrutura das emulsdes. Existem dois tipos de microscopio
eletronico: microscopio eletronico de transmissdo (TEM) e microscopio eletronico de
varredura (MEV). TEM resultados imagens de alta resolucdo ao direcionar um feixe de
elétrons para o espécime, no qual o elétron ¢ transmitido e interagdo com uma molécula
contida [41]. Com o TEM, o investigador pode examinar os detalhes finos da microestrutura,
estado cristalino e proje¢do da amostra. Para uma transmitancia de elétrons mais eficiente, a
espessura da usada para TEM deve ser ultrafina, geralmente <200 nm. Ao contrario do TEM,
que depende da transmiss@o de elétrons através do espécime, o SEM ¢é usado para escanear o
especifica com um feixe de elétrons focado que interage com os atomos na amostra € entdo
produz imagens da amostra, obtendo informagdes sobre a topografia e composi¢do de sua
superficie.(WILLIAMS; CARTER, 1996) Como os elétrons ndo precisam ser transmitidos
fisicamente através da amostra, a espessura da amostra geralmente ndo ¢ estritamente comum
e a tensdo de aceleracdo dos elétrons também pode ser muito menor do que no TEM. Embora
o EM possa fornecer uma estrutura tridimensional da superficie e uma microestrutura
detalhada (<5 nm) da amostra, uma preparagdo da amostra ¢ demorada e pode alterar a
estrutura se o procedimento pré-experimento adequado ndo para seguido.(WILLIAMS;

CARTER, 1996)

2.1.2.3 Espectros de absorvancia e turbidez e refletancia espectral

A capacidade de absorver e espalhar a luz sdo os dois fatores mais criticos que
determinam a turbidez da emulsdo, que influencia diretamente a aparéncia da emulsao.
Portanto, os pesquisadores geralmente estudam os espectros de absorbancia e turbidez de
sistemas de emulacdo e relacionam os dados com sua aparéncia perceptivel. O
espectrofotometro UV visivel ¢ mais frequentemente usado para detectar o nivel de
absorbancia e turbidez da emulsdo. Para conduzir a analise, uma amostra ¢ colocada em uma
cubeta de quartzo de 1 cm de largura, onde a onda eletromagnética na regido visivel (380e780
nm) faria uma varredura completa da amostra de emulsdo. Uma vez que a varredura ¢

concluida, os espectros de absorbancia e turbidez dos valores medidos sdo corrigidos usando

26



o valor para 4gua destilada, que ¢ definida como o liquido mais transmissivel. Quanto a
refletancia espectral, a amostra ¢ medida usando o espectrofotdmetro UVevisivel com uma
esfera integradora anexada, e o valor ¢ corrigido em relagdo a uma placa branca padrao feita
de sulfato de bario (BaSO4).(CHANTRAPORNCHAI; CLYDESDALE; MCCLEMENTS,
2001) Este método ¢ popular e padronizado entre os pesquisadores da area. Assim, os dados

obtidos a partir de tal anélise sdo compardveis em diferentes instalagdes de pesquisa.

2.2. USO DE ULTRASSOM NO PREPARO DE EMULSOES

Quando ondas ultrassOnicas interagem com a matéria, podem ocorrer transformacdes
fisicas e quimicas. Por conseguinte, ¢ importante conhecer o fendmeno do ultrassom nessas
transformagoes.

Ondas de ultrassom com frequéncia na faixa de 16 kHz a 1 MHz provocam o
fendomeno de cavitagdo acustica no meio, o qual ¢ um processo baseado na criagdo, aumento e
implosdo de bolhas de vapor ou gases, gerando energia e ativando processos quimicos e
fisicos.(MARTINES et al., 2000) Para que haja propagacdo das ondas ultrassdnicas ¢
necessario que o meio de propagagao tenha propriedades elasticas. Entdo, o movimento de um
corpo vibrando ¢ transmitido as moléculas adjacentes, as quais, antes de retornarem a posi¢ao
de equilibrio, transmitem esse movimento para as moléculas que estdo ao redor.(SUSLICK,

1989) O processo de cavitacdo esta demonstrado na Figura 13.

Figura 13 — Representacdo do crescimento e implosao de uma bolha em um liquido irradiado
com ultrassom (cavitagao).
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Fonte: Adaptado de (Suslick, 1989).
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Por ser um mecanismo que produz muita energia, o ultrassom ¢ usado para diferentes
aplicagdes, dentre as quais pode-se citar: limpeza de materiais, solda de plasticos, processos
quimicos (sintese), preparacdo de emulsdo e suspensdo e degaseificagdo de solventes.
(SUSLICK, 1989)

O processo de emulsificagdo por ultrassom foi relatado pela primeira vez por Wood e
Loomis (1927).(WOOD; LOOMIS, 1927) A primeira patente foi concedida em 1944 na
Suica. Desde entdo, muitos cientistas e industrias usaram diferentes tipos de dispositivos de
ultrassom para formar emulsdes. Beal e Skauen (1955) estudaram a influéncia do tempo de
exposicao da amostra ao ultrassom e verificaram a qualidade da emulsdo.(BEAL; SKAUEN,
1955) Higgins e Skauen (1972) observaram que, em geral, para tempos de exposi¢ao curtos, o
uso de poténcia mais alta produz uma area superficial especifica mais alta, mas parece existir
uma quantidade otima de energia para produzir uma area interfacial maxima.(HIGGINS;
SKAUEN, 1972) Descobriu-se que o ultrassom produz uma emulsdo de 6leo em agua com
tamanhos de particula muito pequenos, mais estaveis do que os preparados, por exemplo por
métodos de baixa energia ou outros dispositivos mecanicos. As emulsdes mais estaveis
possuiam niveis de concentragdo 6timos de surfactante, 6timo balanco hidrofilico-lipofilico
(HLB) e foram preparadas em métodos de alta energia (como ultrassom, por
exemplo).(HIGGINS; SKAUEN, 1972)

Abismail e col. (1999) realizaram um estudo sistematico comparando o desempenho
da energia ultrassonica com o da agitacdo mecanica classica, mantendo todos os outros
parametros inalterados. Os autores avaliaram as alteragdes no tamanho médio das goticulas,
bem como a distribuicdo de tamanho e a estabilidade da emulsdo. Neste trabalho foram
preparadas emulsdes no ultrassom e no método de agitagdo mecanica e os parametros
estudados foram o tempo de emulsificagdo, a concentracdo de surfactante, a poténcia
fornecida e a fracdo volumétrica de 6leo. As emulsdes preparadas pelos autores eram
constituidas de querosene e Tween 60 na fase oleosa e a fase aquosa, apenas
dgua.(ABISMAIL et al., 1999)

Os autores observaram que o tamanho das particulas da emulsdo diminui com o tempo
de exposi¢cdo da emulsdo ao ultrassom, mas a influéncia mais severa ¢ observada durante os
primeiros 15 s. Apods 30 s, as inclina¢des das curvas presentes na Figura 14 aproximam-se de
zero. De qualquer forma, a técnica de ultrassom sempre fornece tamanhos de gotas menores e,

apos 30 s, o didmetro € trés vezes menor com ultrassom do que com agitagdo mecanica.
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Figura 14 — Variag@o no didmetro de particula em func¢do do tempo de exposi¢do da emulsdo
ao método de agitacdo mecanica e ultrassom.
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Fonte: Adaptado de Abismail et. al. (1999).

A influéncia da concentracdo de surfactante no tamanho das particulas também foi
avaliada. Para esse experimento, houve a variacdo na concentracdo de surfactante enquanto os
demais parametros foram mantidos fixos. Foi observado que o tamanho das particulas
diminuiu com o aumento da concentragdo de surfactante. Esse resultado ¢ esperado, uma vez
que a quantidade de surfactante disponivel para formar uma monocamada adsorvida sobre as
goticulas de emulsdo controla a area de superficie interfacial produzida. Na baixa
concentragdo de surfactante, a interface temporaria ndo ¢ completamente coberta, portanto, as

gotas se aglutinam e dao origem a valores mais altos de didmetro de particula (Fig. 15).

Figura 15 — Variagdo no diametro de particula em funcdo da concentra¢do do surfactante.
Emulsdes preparadas pelo tamanho pelo método de agitagdo mecénica e ultrassom.
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Fonte: Adaptado de Abismail et. al. (1999).
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Considera-se agora a possivel relagdo entre a concentracdo do surfactante, o modo de
emulsificacdo e a distribuicdo do tamanho da particula da emulsdo. Os resultados sdo
apresentados nas Figuras 16 e 17. Duas comparagdes podem ser feitas. Primeiramente, se o
efeito da concentracdo de surfactante ¢ considerado, em ambos os métodos de emulsificagdo
(ultrassom e agita¢do), as distribui¢des de tamanho de particula aumentam com concentragdes
mais altas de surfactante. Quando se comparam as duas técnicas, observa-se que os valores de

diametro de particula sdo sempre muito menores com a técnica de ultrassom.

Figura 16 - Distribui¢do do tamanho da gota volumétrica de emulsdes O/A em varias
concentragdes de surfactantes: (a) agitagdo mecanica, (b) ultrassom.
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Fonte: Adaptado de Abismail et. al. (1999).
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Figura 17 - Distribui¢do do tamanho da gota volumétrica: (a) baixa concentragdo de
surfactante, (b) alta concentragao de surfactante.
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Fonte: Adaptado de Abismail et. al. (1999).

A variacao do tamanho de particula das emulsdes em funcdo da poténcia do ultrassom
e do método de agitacio mecanica também foi estudada por Abismail e col. (1999). Os
autores observaram que a agitacdo mecanica sempre da emulsificacio completa em 30 s,
qualquer que seja a poténcia envolvida. Em contrapartida, quando o ultrassom ¢ usado, ¢
necessaria uma poténcia minima de 90 W para emulsionar completamente a mistura. Foi
constatado que o didmetro das particulas diminui com o aumento da poténcia do equipamento
de agitacdo mecanica.(ABISMAIL et al., 1999) De qualquer forma, entre 90 e 130 W, os
valores do diametro de particula sdo cerca de quatro vezes menores quando o ultrassom ¢

usado para emulsionar o sistema (Figura 18).
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Figura 18 - Variagdo do tamanho da gota em fun¢do da poténcia do agitador mecanico e do
ultrassom.
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Fonte: Adaptado de Abismail et. al. (1999).

Por fim, os autores avaliaram a influéncia da concentragdo de 6leo no tamanho das
particulas que constituem a emulsdo. Como esperado, foi obtida a tendéncia inversa: em
ambos os casos (ultrassom e agitagdo mecanica), o didmetro de particula aumenta com o

aumento da concentragdo de 6leo (Fig. 19).

Figura 19 — Variagdo do tamanho da gota em funcdo da fracao de 6leo. Emulsdes preparadas
pelo tamanho pelo método de agitagdo mecanica e ultrassom.
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Fonte: Adaptado de Abismail et. al. (1999).

A inspecdo visual simples mostra uma maior estabilidade das emulsdes feitas por

ultrassom. Por exemplo, o fenomeno de creaming apareceu apds seis dias de preparo das
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emulsdes no ultrassom, ao passo que esse fenomeno apareceu um dia apds o preparo dessas
emulsdes por agitacdo mecanica.

Pela semelhangca do trabalho de Abismail e col. (1999) com os experimentos
realizados nessa tese, apenas esse trabalho foi revisado como exemplo de emulsdes
preparadas no ultrassom.

A estabilidade das emulsdes pode ser afetada por diversos fatores fisicos. Portanto, é
necessario estabilizar esses sistemas cineticamente e termodinamicamente para evitar ou
dificultar a desestabilizagdo. Além disso, a estabilidade dos sistemas também ¢ fundamental
para uma encapsulacdo mais eficiente de compostos funcionais. (SILVA; CERQUEIRA;
VICENTE, 2012)

A forma mais comumente utilizada para estabilizar emulsdes ¢ a partir do uso de
surfactantes, os quais permeiam a interface entre as goticulas e o meio de dispersao,
reduzindo a tensdo interfacial. Os surfactantes podem ser i6nicos ou neutros. Os surfactantes
idnicos podem fornecer uma carga elétrica as goticulas da emulsdo, ja os surfactantes ndo
i6nicos podem criar uma barreira estérica por meio de grupos moleculares volumosos

direcionados ao meio de dispersao. (SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012)

2.3 USO DE LIS NA FORMACAO DE EMULSOES

LIs com cadeia alquilicas longas possuem propriedades anfifilicas e podem ser
utilizados como surfactantes em processos de emulsificacdo. Nessa se¢do, serdo apresentados
alguns trabalhos da literatura que demostram o uso de LIs na prepara¢do de misturas bindrias
e ternaria e em emulsdes. Ha divesrso artigos na literatura relacionados ao tema, no entanto
nesse topico do referencial serdo discutidos apenas trablhos que apresentam similaridade nos
experimentos realizados nessa tese.

Gao e col. (2009) investigaram o papel de quatro solventes organicos no processo de
formag¢do de microemulsdes contendo o liquido idnico tetrafluoroborato de 1-butil-3-
metilimidazolineo ((BMIM][BF4]). Os solventes usados foram: ciclohexano, tolueno, p-xileno
e benzeno. Inicialmente, os autores realizaram estudos de condutividade dos componentes que
foram utilizadas no preparo das emulsdes. A condutividade tem provado ser uma poderosa
ferramenta para estimar a estrutura e as mudangas estruturais em microemulsdes com base na
teoria da percolacdo.(GAO et al., 2009)

Os LIs possuem uma condutividade relativamente alta devido ao seu carater idnico. A

condutividade para o [BMIM][BF4] puro ¢ cerca de 3393 ps/cm a 25,0 °C. No entanto, a
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condutividade (k) do LI varia com a fragdo de peso do solvente (F) e com a fracdo de peso de

surfactante Triton X-100. A adi¢do do surfactante ndo-idnico Triton X-100 diminuiu a

condutividade do [BMIM][BF4] na ordem de 20-600 ps/cm porque Triton X-100 ¢ ndo

condutor. A diminui¢do da condutividade ¢ principalmente atribuida a diluicdo de

[BMIM][BF4] altamente condutivo por Triton X-100. Essas constatacdes podem ser

averiguadas na Figura 20.

Figura 20 — Variagdo da condutividade em funcdo da fragdo de peso do solvente, em
diferentes fracdes de peso de Triton X-100 (R), para (a) tolueno; (b) ciclohexano; (c) benzeno;
(d) p-xileno; Estrutura do [BMIM]BF,] e Triton x-100.
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Quando o solvente organico foi adicionado as misturas, a condutividade aumentou

consideravelmente (Figura 20), o que ¢ um pouco inesperado porque os solventes organicos

sdo altamente ndo condutores e a adi¢do destes diminui a condutividade das solugdes. Para
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explicar esse fato, os autores realizaram experimento de 2D ROESY. A espectroscopia 2D
ROESY provou ser uma ferramenta poderosa para medir interacdes dipolo-dipolo entre
hidrogénios. Os resultados indicaram que h4a uma interagdo entre o Triton X-100 e o
[BMIM][BF4], na medida que os atomos de oxigénio de Triton X-100 atrairam
eletrostaticamente o cation imidazolineo do [BMIM][BF4]. Quando solvente organico ¢
adicionado na mistura de Triton X-100 e [BMIM][BF,4], um novo conjunto de micelas pode
ser formado. As moléculas de Triton X-100 sdo dificeis de agregar em micelas devido a sua
fraca solvofobicidade, no entanto depois de adicionar solventes organicos, as moléculas
organicas proporcionam um ambiente apolar mais forte e fazem com que as caudas
hidrofébicas do Triton X-100 se aproximem. Nestes agregados, os solventes organicos foram
dispersos como nucleos apolares e as moléculas de Triton X-100 separaram o 06leo e o
[BMIM][BF4] (Figura 21). Sendo assim, o [BMIM][BF4] permanece na fase continua
enquanto o Triton X-100 estd comprometido com as interacdes com o solvente. Esse fato,
explica o aumento da condutividade do sistema quando solventes organicos sao adicionados.
H4 um momento em que a condutividade do sistema comega a decrescer, pois o solvente
comega a diluir o sistema. E importante ressaltar que na adigdo de solvente, além de alterar a

condutividade do meio, também hé a formagao das microemulsdes (6leo-liquido i6nico).

Figura 21 — Diagrama esquematico das solugdes antes e depois da adig¢do de solventes
organicos na mistura de Triton X-100 e [BMIM][BF4]. A esquerda, solu¢gdo molecular ou
micelar. A direita, indu¢do das emulsdes 6leo/liquido i6nico.
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formada

Fonte: Adaptado de Gao e col. (2009)
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Utilizou-se a microscopia eletronica de transmissdo de fratura por congelacio (FF-
TEM, do inglés freeze fracture transmission electronic microscopy) para detectar o processo
de intumescimento de microemulsdes de 6leo em [BMIM][BF4] com o aumento sucessivo do
teor de solvente organico. A Figura 22 mostra as imagens de FF-TEM do sistema
tolueno/Triton X-100/ [BMIM][BF4] com R = 0,5, em que R ¢ a fragdo massica de surfactante
Triton X-100 e F = 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 e 0,30, em que F ¢ a fracdo massica de solvente
organico. Uma estrutura de particula quase esférica foi observada quando F ¢ menor que 0,25,
e seu didmetro médio aumentou com o aumento do teor de tolueno, indicando que as
microgotas foram inchando gradualmente. Uma tendéncia para a agregacao das goticulas de
microemulsdo pode ser observada com o aumento do teor de tolueno para F = 0,25 (Figura
22d). Os agregados consistem em duas ou trés microparticulas simples, que sdo marcadas por
um quadrado na Figura 22d. Com o aumento adicional do teor de tolueno F = 0,30, formou-se
uma microemulsdo bi-continua irregular em que o [BMIM][BF4] e o solvente formam a fase

continua (Figura 22¢).

Figura 22 — Imagens de FF-TEM da emulsdo de tolueno em [BMIM][BF4] com R =0,5¢e F =
(a) 0,10, (b) 0,15, (c) 0,20, (d) 0,25, e) 0,30.

Fonte: Adaptado de Gao e col. (2009)

Para sustentar as observacdes feitas pelos autores, o comportamento dos agregados de

microemulsdo contendo o solvente organico do p-xileno também foi investigado por FF-
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TEM. As imagens FF-TEM da microemulsdo com aumento da quantidade p-xileno sdo
mostradas na Figura 23. Da mesma forma, o tamanho do agregado aumenta gradualmente
com o aumento da quantidade de solvente organico. Além disso, a tendéncia de agregacao de
microparticulas para formar uma particula maior, ¢ mais evidente nesse caso (F = 0,30);
Figura 23c. Esta tendéncia de agregacdo ¢, na verdade, um estidgio anterior a formagdo da
microemulsdo bi-continua. A imagem na Figura 23d pode ser considerada como o estado
intermediario da microemulsdo de goticulas e microemulsdo bi-continua e a Figura 23e ja

demonstra a emulsdo bi-continua formada.

Figura 23 — Imagens de FF-TEM da emulsdo de p-xileno em [BMIM][BF4] com R = 0,6 ¢ F
=(a) 0,10, (b) 0,15, (c) 0,20, (d) 0,25, (e) 0,325.

Fonte Adaptado de Gao e col. (2009)

Dobler e col. (2013) estudaram, a influéncia de LIs hidrofébicos e hidrofilicos
baseados no anel de imidazol (Figura 24) nas propriedades e estabilidade de sistemas
classicos de entrega de farmacos, tais como as emulsdes A/O e O/A. O LI [HMIM][CI] foi
usado para substituir a fase aquosa e [BMIM][PF] para substituir a fase oleosa. Além disso,
estudou-se a influéncia na eficiéncia de penetracdo e preservacdo de drogas contra

contaminag¢des microbiologicas (degradacdo).(DOBLER et al., 2013)
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Figura 24 — (a) Estrutura do LI [HMIM][CI]; (b) Estrutura do LI [BMIM][PFg].
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Fonte: Adptado de Dobler e col. (2013).

Os oOleos usados para preparar os sistemas de entrega foram isononanoato de
cetostearil, triglicerideos de cadeia média e 6leo de parafina. O diisostearato de triglicerol foi
usado como emulsionante hidrofébico na emulsdo A/O e uma mistura de estearato de PEG-
100 e estearato de glicerol foi usada como emulsionante hidrofilico na emulsdao O/A. Os
outros componentes da emulsdo na fase oleosa foram gel hidrofobico e alcool cetoestearilico.
A fase aquosa continha glicerol e MgSO4-7H,0. Os LlIs utilizados foram hexafluorofosfato de
1-butil-3-metilimidazoélio hidrofobico ([BMIM][PF¢]) e cloreto de 1-hexil-3-metilimidazolio
hidrofilico. A Fig. 25 mostra os parametros fisicos da emulsdo O/A contendo triglicerideos de
cadeia média como a fase oleosa e o LI hidrofilico [HMIM][CI] como um componente da fase
aquosa. Foi observado que o tamanho da gota e viscosidade das emulsdes diminui com o
acréscimo de LI, ao passo que os valores de pH se mantém constantes com a adicao dele. A
formulagdo sem LIs mostra a estabilidade ao longo do tempo com base no tamanho da gota e
viscosidade. No entanto, o pH diminui significativamente durante o mesmo periodo. A

incorpora¢do do LI leva a uma diminui¢do no tamanho da gota e viscosidade da formulagao.
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Figura 25 — Mudangas ao longo do tempo nas Propriedades fisico-quimicas de emulsdes O/A
contendo triglicerideos na fase organica e [HMIM][CI] na fase aquosa.
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Fonte: Adaptado de Dobler e col. (2013)

A diminui¢do nos valores de pH ao longo do tempo para as formulagdes sem LlIs esta
provavelmente ligada a contaminag¢do microbiana. As formulagdes ndo sdo preservadas e,
portanto, o crescimento de diferentes bactérias ou fungos na fase aquosa ¢ plausivel. Em
contraste, o crescimento dessas espécies em formulagdes com LIs € inibido como resultado de
suas propriedades antimicrobianas. Assim, os valores de pH nas formulacdes com LlIs
permanecem constantes ao longo do tempo.

Considerando agora as emulsdes A/O, constatou-se que a adi¢do de 5% de
[HMIM][CI] provoca uma diminui¢do na viscosidade da solucdo (Figura 26).
Adicionalmente, como mostrado na Figura 27, ha o surgimento de uma fragdo de particulas
com um tamanho maior (Figura 27b). Ao longo do tempo, a emulsdo sem LI ¢ estavel, uma
vez que a viscosidade se mantém constante. Em contrapartida, uma diminuig¢@o na viscosidade
para as emulsdes contendo [HMIM][CI] ¢ observada ao longo do tempo. Uma das
possibilidades para a perda de estabilidade das emulsdes com o acréscimo de [HMIM][CI]
estd baseada na perda do balango hidrofilico-lipofilico (HLB) 6timo que a emulsdo possuia

antes da adi¢do do LI mencionado.
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Figura 26 — Mudanca na viscosidade ao longo do tempo de emulsdes A/O contendo
triglicerideos na fase organica e [HMIM][CI] na fase aquosa.
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Fonte: Adaptado de Dobler e col. (2013)

Figura 27 — Microscopia das emulsdes a) A/O sem LI; b) A/O com 5% de [HMIM][CI]; ¢)
A/O com 2,5% de [BMIM][PFs].

Fonte: Adaptado de Dobler e col. (2013)

As mudancgas nas propriedades fisico-quimicas das emulsdes O/A contendo o LI
hidroféobico [BMIM][PF¢] sdo mostradas na Figura 28. Nessas emulsdes, a fase oleosa foi
parcialmente ou completamente substituida por um LI. A adi¢do de [BMIM][PFs] a emulsao
leva a um aumento no tamanho das goticulas. Quando a fase oleosa ¢ completamente
substituida por LI, a emulsdo contém particulas muito grandes em comparagdo com a emulsdo
feita com O6leo puro. A forte diminuicdo na viscosidade das formulagdes contendo
[BMIM][PFs] ¢ observada diretamente apos a homogeneizacdo. No entanto, dentro de alguns
dias a viscosidade aumenta significativamente. Este processo ocorre mais rapidamente para

emulsdes contendo maior quantidade de LI.
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Figura 28 — Parametros fisico-quimicos das emulsdes O/A contendo triglicerideos e
[BMIM][PFs] na fase oleosa.
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Fonte: Adaptado de Dobler e col. (2013)

Quando as emulsdes sdo submetidas a analise por microscopia, estruturas contendo
particulas grandes podem ser encontradas nas imagens das emulsdes contendo [BMIM][PF¢].
Estas estruturas ndo ocorrem em formula¢des sem [BMIM][PFs] ou em formulagdes com uma

fase oleosa parcialmente substituida (Figura 29).

Figura 29 — Microscopia das emulsdes a) O/A sem LI; b) O/A com 10% de [BMIM][PFs]; ¢)
LI/agua com 12% de [BMIM][PFg].

Fonte: Adaptado de Dobler e col. (2013)
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Apos a preparagdo, a viscosidade da amostra contendo 5% de [BMIM][PF¢] ¢ muito
baixa, porém essa viscosidade aumenta com o passar do tempo. Da mesma forma, os
tamanhos das gotas das amostras contendo 5% [BMIM][PFs] sdo aproximadamente os
mesmos que para as emulsdes O/A sem LI, enquanto os tamanhos das goticulas das amostras
contendo 10% [BMIM][PFs] sdao cerca de duas vezes maiores. Considerando o fato de que
[BMIM][PF¢] ndo ¢ miscivel com o 6leo, a existéncia simultanea de goticulas de oleo e
[BMIM][PF¢] pode ser esperada na formulagdo. Assim, devido as grandes diferencas entre as
goticulas de oleo e [BMIM][PFs], o tamanho médio das goticulas deve aumentar
proporcionalmente a quantidade de LI.

O comportamento das emulsdes A/O na presenca de LI ¢ apresentado na Fig. 25. Em
contraste com [HMIM][CI], a adicdo de [BMIM][PF¢] leva a um aumento na viscosidade.
Com o tempo, uma pequena diminui¢do na viscosidade ¢ observada. Como mostrado na Fig.
29c, o [BMIM][PF¢] forma grandes gotas na formulagdo algo similar ao que ocorre nas
emulsdes contendo o liquido i6nico [HMIM][CI].

A atividade antimicrobiana foi testada para cinco microrganismos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Aspergillus niger.
Ambas as formulagdes contendo 5% de [HMIM][CI] ou 5% [BMIM][PF¢] apresentaram
inibi¢do de crescimento de todos os microrganismos bacterianos (>99,9% apo6s 7 dias) e todos
os microrganismos fungicos (>99% apds 7 dias). Estes resultados indicam que os LlIs nas
concentragdes acima mencionadas sdo adequados para uso como conservantes na formulagao.
Os efeitos citotoxicos das emulsdes O/A com ou sem LI em uma monocamada de células
HaCaT foram testados apds o tratamento por 24h. O LI hidrofilico [HMIM][CI] apresenta
atividade citotoxica em concentragdes acima de 2 mmol/L. Em comparacdo, o efeito
citotoxico para o LI hidrofobico [BMIM][PFs] ¢ observado quando se utilizam concentragdes
acima de 3 mmol/L.

Shen e col. (2008) investigaram a capacidade emulsionante do LI anfifilico
[Ci12MIM][Br] e como ¢ o comportamento da emulsdo formada com a adi¢do do sal NaPFs.
Para a realizagdo do referido estudo, o composto emulsionado foi o corante hidrofébico
vermelho do Nilo (Cy0H;sN»>0»). Quando o sal NaPFg ¢ adicionado na emulsdo contendo LI e
o corante vermelho do Nilo, observou-se a perda total da fluorescéncia no sobrenadante, o que
indica que o vermelho do Nilo ndo estd mais em um ambiente hidrofobico. Nos experimentos
de controle, em que 1 equivalente de Br" e Cl foram adicionados na emulsdo, foi observada

apenas uma pequena perda na fluorescéncia do sobrenadante (Figura 30). Na analise visual
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das emulsdes, foi constatado que apos a adi¢do do sal NaPFs, a solug¢do instantaneamente
torna-se turva. Quando Br" e CI foram adicionados, ndo houve evidéncia do surgimento de

precipitado, dessa forma a solu¢do permanece translicida.(SHEN et al., 2008)

Figura 30 - Espectros de emissdo de fluorescéncia de solugdes de [C1,MIM][Br] contendo 1)
vermelho do Nilo sem adicdo de sais; 2) vermelho do Nilo com adi¢do de 1 equivalente de
NacCl; 3) vermelho do Nilo com adi¢@o de 1 equivalente de NaBr; 4) vermelho do Nilo com
adi¢do de 1 equivalente de NaPFg.
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Fonte: Adaptado de Shen e col. (2008)

Os espectros de RMN 'H de uma solugio de [C12MIM][Br] em D,O (sem Vermelho
do Nilo) antes e depois de adicionar 1 equivalente de NaPFs sdo mostrados na Figura 31a e
31b, respectivamente. O desaparecimento de todos os picos apods a adicdo de NaPF¢ indica a

auséncia dos sais de alquilimidazolineo da solugao.

Figura 31 - Espectros de RMN 'H de a) solugdo de 10 mm de [C;2MIM][Br] em D,0O; b)
sobrenadante da solucdo apds a adi¢ao de 1 equivalente de NaPFg.
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Fonte: Adaptado de Shen e col. (2008)
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O precipitado branco contido nas amostras de RMN foi isolado por filtragdo, seco e
analisado por espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS - do inglés X-Ray
Photoelectron Spectroscopy). A Figura 32 mostra que os elementos fosforo e fluor estavam
presentes no precipitado, enquanto o bromo estava ausente. Estes resultados indicam que a
adi¢do de NaPFg provoca a remocdo completa de [C;,MIM][Br] da solugdo aquosa e

consequentemente a precipitacdo de vermelho de Nilo (Figura 33).

Figura 32 — Espectro de XPS de foésforo, fluor e bromo para o precipitado gerado apos a
adicdo de 1 equivalente de NaPFg na solucao.
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Fonte: Adaptado de Shen e col. (2008)

Figura 33 — Representagdo da Troca anionica para PFs e colapso micelar resultante.
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Fonte: Adaptado de Shen e col. (2008)

O transporte de Oleos viscosos em um estado emulsionado pode ser util quando a

emulsdo ¢ menos viscosa do que o proprio 6leo, embora no término do processo a emulsdo
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deva ser quebrada para ocorrer a recuperagdo do 6leo. Entdo, neste mesmo trabalho, Shen e
col. (2008) investigaram a aplicabilidade de [C;,MIM][Br] para estabilizacdo subsequente
quebra de emulsdes 6leo-agua. Para tanto, 95mg de [C;;,MIM][Br] foram adicionados a um
frasco contendo 6mL de ciclohexano: dgua 2:1 (v/v) e a mistura foi agitada completamente,
produzindo uma emulsdo branca leitosa (Figura 34b). A emulsdo resultante mostrou pouca
evidéncia de segregacdo até 1 hora apds a preparagdo, até que comegou a aparecer a separagao
do liquido mais denso (Figura 34c). No entanto, apds 50h, a emulsdo ainda ocupava 80% do

volume de liquido (Figura 34d). (SHEN et al., 2008)

Figura 34 — a) ciclohexano/agua; b) com [C;;MIM][Br] agitando por 3 minutos; ¢) emulsdo
com [C,MIM][Br] ap6s uma hora; d) emulsdo ap6s 50 horas; e) aproximadamente ap6s dois
minutos da adi¢cao de NaPFs.
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Fonte: Adaptado de Shen e col. (2008)

Em contraste, a adicdo de 1 equivalente de NaPFs a uma emulsdo recentemente
agitada resultou na separagdo completa em duas fases liquidas dentro de 2 minutos, com
precipitacdo de [C;o,MIM][Br] (Figura 34e). Estas observacdes indicam que a formacao de
emulsdes com LIs e posterior desestabilizacdo dessas com sais inorganicos ¢ uma estratégia
promissora para o uso industrial. Porém, investigagdes adicionais para melhorar o tempo de
estabilidade das emulsdes, tal como a sele¢do dos LIs adequados, ainda sdo necessarias para
as aplicagdes praticas.

Zhang e col. (2008) estudaram o comportamento de fase de misturas ternarias de
CisMIM[Br]/xileno/agua por SAXS (do inglés: Small angle X-Ray Scattering), POM e
medidas reoldgicas. As caracteristicas estruturais da mistura foram elucidadas e foram
encontradas duas fases cristalinas liquidas liotropicas: hexagonal (H) e lamelar (L), as quais
estdo destacadas na Figura 35. Sete amostras marcadas no diagrama de fases foram

selecionadas para estudar as duas fases liquidas cristalinas.(ZHANG et al., 2008)
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Figura 35 - Sistema ternario representando a fase hexagonal (H) e lamelar (L) e onde o
sistema encontra-se em duas fases.
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Fonte: Adaptado de Zhang e col. (2008).

Para visualizar as estruturas das emulsdes, foi utilizada a técnica de imagem POM. A
Figura 36 mostra as imagens do POM de uma amostra, na qual as regides H (regido
hexagonal no sistema ternario) e L (regido lamelar no sistema ternario) sdo mostradas. As
texturas observadas para H exibem uma estrutura em leque, indicando a formagao de uma
fase cristalina liquida hexagonal. As observagdes do POM no L exibem a coexisténcia de

texturas cruzadas e veias oleosas, portanto sdo observadas as fases lamelares.

Figura 36 - Imagem de POM a 25 °C de uma (a) amostra H e de uma (b) amostra L.
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Fonte: Adaptado de Zhang e col. (2008).

Nesse estudo, também foram realizados experimentos de SAXS, os quais foram
realizados para investigar a estrutura interna das fases cristalinas liquidas. A partir da andlise

dos espectros correspondentes a 3 emulsdes com estrutura hexagonal, é possivel observar que
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0s picos aparecem na razio q:qx:qs:q4=1:v3:v4:/7. E sabido que a razdo do vetor de
dispersdo ¢ uma caracteristica da periodicidade hexagonal, indicando que as amostras sdo
cristalinas liquidas hexagonais. Na Figura 37b, os picos de espalhamento correspondente a
duas emulsdes (L-1 e L-3) ocorrem na razdo q;:qq:q3=1:2:3, j& outras duas emulsdes com
proporcdes diferentes dos constituintes (L-2 e L-4) mostraram a razdo q;:qx=1:2. Sendo

assim, essas amostras exibem fases cristalinas liquidas lamelares.

Figura 37 - espectro de SAXS da (a) fase liquida cristalina hexagonal e (b) fase lamelar.
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Fonte: Adaptado de Zhang e col. (2008).

A partir do SAXS, os autores obtiveram os valores de parametro de rede de ligagdo
(@), o raio da unidade do cilindro (ry) e a espessura do canal de 4gua (dw) para as emulsdes
estudadas. Com esses dados, para a fase hexagonal, quando ¢ fixada a razdo da fragdo massica
de p-xileno: dgua, os autores puderam observar que com teores mais elevados de surfactante,
as moléculas de surfactante se agregam mais densamente no cilindro da fase hexagonal e as
unidades do cilindro se agregam mais densamente na fase hexagonal. Considerando a fase
lamelar e fixando a fracdo em massa de p-xileno: C;cMIM[Br], os autores concluiram que a
medida que o conteido de agua na fase lamelar aumenta, o canal da 4gua aumenta, mas a
bicamada de surfactante ¢ comprimida, diminuindo a espessura. Por fim, os autores
observaram que o valor de parametro de rede de area (a;) para a fase cristalina liquida
hexagonal ¢ muito menor que o da fase lamelar, o que significa que ha maior hidrata¢do do
grupo imidazolineo na fase lamelar do que na fase hexagonal.

Por fim, os autores discutiram os parametros reoldgicos das emulsdes. Para isso, eles

preparam emulsdes com o LI C;sMIM[Br] e brometo de cetil trimetil amonio (CTAB) como
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surfactantes, a fim de comparar a diferenca que os dois compostos causam na reologia das
emulsdes. Os graficos de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento sdo mostrados na
Figura 38. Todas as amostras se comportam como fluidos cisalhantes, e as viscosidades das
fases hexagonais sdo cerca de duas ordens de grandeza mais altas que as viscosidades das
fases lamelares. Na fase hexagonal, a amostra com maior teor de surfactante tem uma
viscosidade (1) maior e isso se deve a agregacdo mais densa de moléculas de surfactante nas
membranas. Além disso, a viscosidade da emulsdo preparada com CTAB ¢ menor do que as
amostras preparadas com C;gMIM[Br] na taxa de cisalhamento até 10 s”'. Nas taxas de
cisalhamento maiores, o valor de viscosidade da emulsdo preparada com CTAB se aproxima
da viscosidade da emulsdo H-3, a qual possui maior quantidade de LI comparado com as
amostras H-1 e H-2. Com a adicdo continua de dgua nas amostras cristalinas liquidas
lamelares, observa-se uma diminui¢ao de no. Isso também pode ser explicado pelas mudangas
dos parametros estruturais na fase lamelar. Vale ressaltar que a viscosidade da amostra L-4 ¢ a
mais alta em toda a faixa de taxa de cisalhamento, indicando que a viscosidade da fase
lamelar ¢ dependente do contetido do surfactante, e as amostras com maior conteudo de
surfactante tém viscosidades mais altas. Além disso, com a menor agregacdo de surfactante na
fase lamelar, a viscosidade da emulsdo contendo o surfactante CTAB ¢ menor que a da

amostra L-4, o que ¢ semelhante ao resultado encontrado na fase hexagonal.

Figura 38 - Viscosidade (1) em funcdo da taxa de cisalhamento para (a) fase hexagonal e (b)
fase lamelar.
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Fonte: Adaptado de Zhang e col. (2008).

O comportamento de fase do sistema ternario que consiste de liquido i6nico brometo

de I-tetradecil-3-metilimidazoélio (C;sMIM|[Br])/p-xileno/adgua foi investigado por Li e col
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(2009). Dependendo da composi¢do do sistema ternario, foi observada a formacgao de cristais
liquidos hexagonais e lamelares, bem como microemulsdes. O diagrama de fases ternario para
o sistema est4 apresentado na Figura 39. SAXS, POM e medidas de reologia foram técnicas
utilizadas para caracterizar e elucidar a fase liquida cristalina lamelar (L) e hexagonal (H;).
Em altos niveis de agua, o diagrama mostra uma fase de microemulsao (L) no canto da agua.
A regido tracejada com linhas paralelas ¢ de duas fases em equilibrio. Nesse trabalho, os

autores focaram os estudos na fase de microemulsao.(LI et al., 2009)

Figura 39 - Sistema terndrio representando a fase hexagonal (H), lamelar (L), a fase de
microemulsdo e onde o sistema encontra-se em duas fases.
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Fonte: Adaptado de Li e col (2009).

Os autores realizaram RMN 'H dos sistemas estudados a fim de elucidar as intera¢des
intermoleculares entre os componentes e a partir disso, obter informagdes sobre a estrutura
das microemulsdes. Para isso, os autores obtiveram o espectro do LI CsMIM[Br] em D,O
(Figura 40a) e entdo foram adicionando a fase oleosa (p-xileno) ao sistema (Figura 40b-40d).
Na auséncia de p-xileno, o LI forma micelas em 4gua e o espectro de RMN 'H ¢ mostrado na
Figura 40a. Com a adi¢@o de p-xileno ao sistema, foi observada uma variacdo na amplitude
dos sinais dos hidrogénios Hs-H;s, os quais correspondem a cadeia alquilica lateral do LI,
indicando que o movimento desses hidrogénios ¢ restrito. No entanto, o sinal do Ha, o qual
estd presente no grupo alquila diretamente ligado ao anel imadazolineo, permanece inalterado.

Esse fato evidencia que as moléculas de p-xileno sdo solubilizadas no interior da micela
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hidrofébica, as quais interagem diretamente com a cadeia alquilica lateral do LI, por isso o

movimento dos hidrogénios da cadeia alquilica lateral do LI € restrito.

Figura 40 - Espectro de RMN 'H do (a) LI C,sMIM[Br] puro; (b) fragio molar de p-xileno de
0,77; (c) fracdo molar de p-xileno de 1,68; (d) fragdo molar de p-xileno de 2,76.
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Fonte: Adaptado de Li e col (2009).

Conforme p-xileno foi adicionado no sistema, observaram-se alteragcdes no
deslocamento quimico dos hidrogénios H, (anel aromatico) e Hy, (metila) do 6leo, os quais se
deslocam para campo alto conforme aumenta a concentragdo de p-xileno (Figura 40b-40d).
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Além disso, também foram observadas alteragdes no deslocamento quimico dos hidrogénios
H, e H3 do anel imidazolineo, os quais estdo sobrepostos em o 7,60 ppm na auséncia de p-
xileno. Na medida em que o solvente orgénico foi adicionado, observa-se dois sinais em 7,61
e 7,54 ppm e depois muda para 7,60 e 7,53 ppm para as microemulsdes com maior quantidade
de p-xileno. Essas observacdes sugerem que o anel aromatico do xileno e o cation do
imidazolio interagem entre si. Quando ha a saturacdo da micela com p-xileno, o excesso de
solvente organico ¢ distribuido nas proximidades dos anéis imidazolineos devido a interacdo
cation-m.

Para ratificar as informacdes estruturais das microemulsdes, os autores também
fizeram espectros 2D ROESY. Ficou evidente que os hidrogénios H, e H, presentes no p-
xileno interagem com a cadeia hidrofobica do cation do LI, uma vez que hé o aparecimento
de sinais correspondente as interagdes Ha/Hq, Ha/H7.17, Hy /H7.17 € Hy/His, as quais se
fortalecem com o aumento do teor de p-xileno. Isso demonstra que o solvente organico esta
no seio da micela, circundado pelas cadeias alquilicas hidrofobicas do LI. Quando se
considera apenas a mistura binaria de LI e 4gua, sem p-xileno, observou-se que H, e H; no
anel imidazolineo interagem com os hidrogénios da cadeia hidrofobia. Diante disso, os
autores sugerem que a cadeia alquilica torce até certo ponto ou os anéis imidazolineos
presentes na estrutura de determinada micela, interagem com outras moléculas de LI
presentes na solugdo. Quando p-xileno ¢ adicionado, observou-se o desaparecimento dos
sinais correspondente a interacdo entre o anel imdazolineo e a cadeia hidrofobica, sugere-se
entdo que o LI perde a tor¢ao e adota uma conformagao mais extensa.

Para suportar as investigagdes feitas por RMN, os autores realizaram medidas de
viscosidade (1) das amostras. A Figura 41a mostra a variacao da viscosidade (1) em funcgdo da
taxa de cisalhamento para as amostras com diferentes quantidades de p-xileno e quantidade
fixa de 4gua e LI. Observou-se que a viscosidade ndo depende da taxa de cisalhamento. Esse
comportamento ¢ semelhante ao das micelas convencionais e ¢ consistente com a presenca de
micelas esféricas. Além disso, a viscosidade ¢ dependente do conteido de p-xileno
adicionado. A Figura 41b mostra a variacdo da viscosidade das microemulsdes na taxa de
cisalhamento 0 (19) em funcdo da quantidade de p-xileno adicionado. Conforme p-xileno ¢é
adicionado, o solvente organico ¢ solubilizado no seio da micela, fazendo com que haja um
aumento no tamanho da goticula e um consequente aumento na viscosidade do sistema. Essas
observagdes corroboram com a estrutura das microemulsdes proposta a partir da analise de

RMN 'H e 2D ROESY. Com a adi¢io de um excesso de p-xileno, as moléculas do solvente
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organico ndo possuem mais espago para serem solubilizadas no interior da micela e, portanto,
as moléculas adicionais de solvente estariam localizadas na proximidade do céation
imidazolineo. A interagdo cation-m entre o xileno e o imidazolineo liberaria as moléculas de
agua ordenadas que interagem com o anel do LI. Portanto, a viscosidade da solugdo diminui

nessa etapa.

Figura 41 - a) viscosidade (1) das microemulsdes com direfentes concentracdes de p-xileno
(R) em fungdo da taxa de cisalhamento; b) viscosidade da microemulsio na taxa de
cisalhamento zero (1) em func¢do da fracdo massica de p-xileno.
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Fonte: Adaptado de Li e col (2009).

O tamanho e a forma das microemulsdes foram caracterizados por microscopia
eletronica de transmissdo com técnica de congelamento e fratura FF-TEM. A Figura 42
apresenta as imagens do sistema binario LI/H,O (42a) e do sistema ternario p-xileno/LI/H,O
(42b). Tanto as micelas quanto as microemulsdes s3o sistemas que possuem particulas
esféricas. Na Figura 42a, as micelas possuem tamanho em torno de 20 a 30 nm. Essas micelas
sdo relativamente grande comparado com outras micelas tipicas formadas por surfactantes em
agua. Esse fato pode ser explicado pelo tamanho elevado da cadeia carbonica lateral presente
no IL, pela repulsdo eletrostatica entre os anéis imidazolineos e pela falta de ordenacao do
sistema. A adi¢ao de xileno as micelas resulta em um aumento no tamanho das micelas e na
consequente formacdo de microemulsdes. Os didmetros para as goticulas de microemulsdo

estdo em torno de 70-80 nm (Figura 42b).
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Figura 42 - a) imagem de FF-TEM do sistema binario LI/dgua; b) imagem da microemulsao
LI/dgua/p-xileno.

Fonte: Adaptado de Li e col (2009).

Além da técnica de FF-TEM, o espalhamento de luz dindmico também foi usado para
medir o tamanho de particula das microemulsdes. Conforme aumenta a quantidade de p-
xileno adicionado na amostra, o tamanho de particula e a distribuicdo também aumentam. A
analise das curvas DLS na Figura 43 fornece os didmetros hidrodindimicos médios das gotas
de microemulsdo para todas as amostras. Na medida em que a razdo molar de xileno para o LI
(R) aumenta de 0 a 2,4, o didmetro médio das goticulas de microemulsdo aumenta de 20 a 90
nm. Estes tamanhos das goticulas de microemulsdo sdo consistentes com os obtidos pela

técnica FF-TEM.

Figura 43 - Intensidade de espalhamento de luz das goticulas de microemulsdo com fracdo de
p-xileno de R =0 (a); 0,1 (b); 0,2 (c); 0,3 (d); 0,4 (e); 0,8 (f); 1,6 (g); € 2.4 (h).
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Fonte: Adaptado de Li e col (2009). O numero entre parénteses representa o didmetro médio em nm das
goticulas para a amostra.
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Percebe-se que os LIs possuem diferentes papéis nas misturas bindrias e emulsdes
descritas na literatura. Emulsdes de LIs com Tween 80 e Span 60 ainda ndo foram relatadas.
Portanto, a formulagdo de sistemas contendo esses sais organicos e os surfactantes descritos
ainda permanece em aberto. Para emulsdes sem o LI, observou-se que o uso de ultrassom
promove a estabiliza¢do, diminuicdo do tamanho e aumento da uniformidade das particulas.
Porém o uso do US como método de alta energia nunca foi investigado no preparo de

emulsoes contendo LlIs.

2.4 EMULSOES CONTENDO O FARMACO FLUCONAZOL

O Fluconazol ¢ um derivado do triazol usado para tratar infecgdes fungicas
superficiais e sistémicas por administragio oral.(LESHER JR, 1999) E absorvido de forma
apreciavel apds administragdo oral com biodisponibilidade sistémica acima de 90%. Apds a
administracdo oral (50 mg por dia, durante 12 dias ou 150 mg, uma vez por semana, durante 2
semanas). A concentra¢do de Fluconazol na pele (Sub-cutinea (SC) e epiderme + derme) ¢é
maior que no soro e sua eliminagdo da SC ¢ consideravelmente mais lenta que no soro ou
plasma.(FAERGEMANN; LAUFEN, 1993; WILDFEUER et al., 1994) Embora os fungos e
as c¢lulas humanas sejam eucarioticas e sejam semelhantes em nivel bioldgico, essa droga
diferencia habilmente os dois. Este medicamento atua inibindo a enzima 14a-desmetilase do
citocromo P450 flingico e, assim, impedindo a formag¢do do componente essencial da
membrana citoplasmatica dos fungos, o ergosterol. O Fluconazol ¢ ativo contra um amplo
espectro de espécies de fungos que incluem Blastomyces, Candida, Coccidiodes,
Cryptococcus, Epidermophyton, Histoplasma, Microsporum e Trichophyton. O medicamento
¢ majoritariamente eliminado pela urina e, portanto, pacientes com insuficiéncia renal estdo
em risco de sobredosagem.(LIEW et al., 2012) Este medicamento ndo estd protegido possui
alta poténcia de interacdes medicamentosas. Por isso, € necessario formas de administracao de
que aumente a sua solubilidade e reduza as interacdes medicamentosas, a fim de melhorar a
eficacia desse medicamento.(NIRMALA et al., 2013)

Uma das formas de melhorar a solubilidade e a eficicia do fluconazol ¢ pela sua
emulsificagdo. Alguns trabalhos relatam emulsdes preparadas a partir do Fluconazol. Yadav e
col. (2010) realizaram um trabalho em que o objetivo foi e preparar uma emulsdo com
nanoparticulas com goma de cordia (polimero) e avaliar a liberagdo oftalmica de fluconazol.

Uma emulsdo A/O/A contendo fluconazol e goma de cordia em fase aquosa, cloreto de
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metileno como fase oleosa, e dioctil sulfossuccinato de soédio e alcool polivinilico como
emulsionantes primario e secunddrio, respectivamente, foi reticulada por técnica de
gelificacdo i6nica para produzir o fluconazol emulsionado.(YADAV; AHUJA, 2010) Maiti e
col. (2009) prepararam microesferas de etilcelulose carregadas com fluconazol por tecnologia
de emulsdo facilitada por alginato (4gua-em-6leo)-em-agua e os efeitos de varias variaveis de
processamento nas propriedades das microesferas foram investigados. A microscopia
eletronica de varredura revelou a natureza esférica e a morfologia superficial suave das
microesferas, exceto para aquelas preparadas em concentragdes mais altas de emulsificantes e
maiores velocidades de agitacdo. (MAITI et al., 2009)

Ayub e col. (2007) investigaram a penetracdo e permeacdo cutinea in vitro de
Fluconazol a partir de emulsdes contendo diferentes intensificadores de penetracdo. Nesse
estudo, quatro emulsdes de oOleo em 4gua foram preparadas utilizando agitacdo
magnética.(AYUB et al., 2007) No preparo dessas emulsdes, uma fase contendo Fluconazol
dissolvido em Propilenoglicol ou Trancutol® foi vertida sobre uma fase de Carbomer 940,
hidréxido de sodio, Laureth-3, miristato de isopropil ou 6leo de parafina. A composicao das

quatro emulsdes (A, B, C, D) ¢ mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao (em % massa/massa) de emulsdes dleo/agua contendo Fluconazol.

Componentes A B C D
Oleo de parafina 10 10 - -
Miristato de isopropil - - 10 10
Laureth-3 2 2 2 2
Carbomer 940 0,25 0,25 0,25 0,25
NaOH 0,08 0,08 0,08 0,08
Fluconazol 1 1 1 1
(PG)* - 10 - 10
TCL" 10 - 10 -
Agua 100 100 100 100

“Propilenoglicol, "Trancutol”

Inicialmente, os autores verificaram a solubilidade de Fluconazol em diversos
solventes/veiculos. Foi observado que a solubilidade do farmaco em agua (5,5 mg:mL™) é
baixa comparado com o PG (147 = 1,0 mg-mL'l) e TCL (146 £ 5.9 mg-mL'l). Portanto, os
dois alcoois foram selecionadas para dissolugdo e incorporacdo de fluconazol nas emulsoes.
Na auséncia de PG ou TCL, o Fluconazol foi insoluvel nas emulsodes (excesso sélido visivel e

presenga de cristais), enquanto na presenca desses solventes, o Fluconazol foi completamente
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dissolvido (auséncia de cristais). A partir desses resultados, os autores formularam as
emulsdes e verificaram a permeagdo dos sistemas na pele de camundongo. A permeacdo de
Fluconazol na pele de camundongo ¢ mostrada na Figura 44. A permeag¢do de Fluconazol foi
alta e variou de 15 a 65% da dose aplicada. A permeagdo apo6s 8 horas de uma emulsdo
contendo miristato de isopropil e propilenoglicol (Formulagao D) foi significativamente maior
do que a observada nas outras formulagdes. Portanto, a permeacdo de Fluconazol das
formulagdes C e D, ambas contendo miristato de isopropil como fase oleosa foi maior que a
observada nas formulagdes A e B, nas quais o dleo de parafina foi utilizado. Além disso, as
formulagdes contendo PG (B e D) apresentaram uma permeac¢do maior, comparado com as
formulagdes contendo TCL. A permeagdo da formulacdo B (PG) foi maior que a observada na
formulagdo A (TCL), ambas contendo 6leo de parafina na fase oleosa. Um fendomeno
semelhante foi observado quando a formulagdo D foi comparada com a formulagdo C (ambas

contendo miristato de isopropil como fase oleosa).

Figura 44 - Permeacao cutanea in vitro de Fluconazol a partir de emulsdes na pele de ratos.
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Fonte: Adaptado de Ayub e col.(2007).

Os resultados de penetragdo epidérmica mostraram que a formulacdo B (67 ng)
apresentou resultados superiores comparados com as demais formulacdes, as quais
apresentaram penetragdo na faixa de 30 pg. A penetracdo dérmica do Fluconazol das
formulagdes B (19 £ 2 ng) e C (24 + 11 pg) foi significativamente maior do que a observada
nas formulagdes A (11 = 3 pg) e D (13 £ 3 ng). Assim, a captacdo de Fluconazol na pele
(epiderme e derme) foi maior na formulagdo B (6leo de parafina + PG), enquanto a
permeacdo na pele foi maior na formulagdo D (miristato de isopropil + PG) em comparagao

com as das outras formulagdes. Portanto, as emulsdes B e D foram selecionadas para os

56



experimentos com pele de porco, um modelo semelhante ao da pele humana. A permeagado de
Fluconazol das formulagdes B e D na pele de porco ¢ mostrada na Figura 45. Foi
demonstrado que a pele de camundongos ¢ mais permeavel que a de humanos ou de porcos. A
permeacdo de Fluconazol apds 8 horas da formulagdo D (48 + 15 pg) foi semelhante a
observada na formulagdo B (43 £ 6 pg). A penetragdo epidérmica (59 + 6 pg) e dérmica (58 +
29 ng) de Fluconazol da formulagdo D na pele de porco foi superior a observada na pele de
camundongo (28 + 6 pug e 13 + 3 pg, respectivamente). Isso pode ser explicado pelo fato de
que a permeacao de Fluconazol da formula D na pele do camundongo foi de cerca de 60% da
dose aplicada, enquanto a permeac¢ao na pele de porco foi de apenas 9%. Assim, foi observada
uma diminui¢do significativa da concentragdo da droga no compartimento doador nos

experimentos com pele de camundongo.

Figura 45 - Permeacao cutanea in vitro de Fluconazol a partir de emulsdes na pele de porcos.
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Fonte: Adaptado de Ayub e col.(2007).

Portanto, os autores demonstraram que ¢ possivel a administracdo de Fluconazol por
via topica a partir de emulsdes. Além disso, a penetracdo do fairmaco na derme e epiderme
obteve valores consideraveis comparado com a literatura.(FAERGEMANN, 1999)

Salerno e col. (2010) avaliaram a administragdo topica de Fluconazol a partir de
formas de dosagem topicas tradicionais, como emulsdo, lipogéis e emulgel, e um hidrogel a
base de microemulsdo. As influéncias de dois intensificadores de penetracdo na pele,
propilenoglicol (PG) e Transcutol® (TCL) também foram investigadas em cada uma das
formas de dosagem selecionadas. O principal objetivo desse trabalho foi determinar uma

formulagdo com a capacidade de administrar todo o farmaco ativo e manté-lo na pele. Nessa
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revisdo, serdo discutidos apenas os resultados de microemulsdo, emulsdo e lipogel, uma vez
que esses trés sistemas estdo relacionados com essa tese e mostraram os resultados mais
promissores. (SALERNO; CARLUCCI; BREGNI, 2010)

As microemulsdes foram preparadas a partir da técnica de agitagdo magnética. O Fluconazol,
previamente dissolvido em TCL ou PG, foi adicionado a mistura surfactante-6leo de ricino e a
agitacdo continuou até a homogeneizag¢do. Finalmente, um hidrogel a base de carboximetil
celulose (CMC) foi pesado e adicionado a preparacdo. Composicdo das microemulsdes ¢é

mostrada na Tabela 2.

Tabela 2- Composi¢ao das microemulsdes estudadas por Salerno e col. (2010) (massa/massa
em %).

Componente Microemulsao 1 (M1) Microemulsao 2 (M2)
CRH 40 15 15

Oleo de ricino 5 5

PG 10 -

TCL® - 10

CMC 3 3
FLuconazol 1 1

Agua destilada 100 100

Fonte: adaptado de Salerno e col. (2010)

As emulsdes foram preparadas misturando a fase aquosa com a fase oleosa em um
agitador de pa. Subsequentemente, foi adicionado Fluconazol, que foi previamente dissolvido

em PG ou TCL. A constituicdo desse sistema ¢ mostrada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composi¢do das emulsdes estudadas por Salerno e col. (2010) (massa/massa em
%).

Componente Emulsao 1 (E1) Emulsao 2 (E2)
Alcool cetostearilico 5 5

IPM 10 10

PG 10 -

TCL® - 10
Parafina liquida 10 10

Cera  auto-emulsificante 10 10

nao idnica

Fluconazol 1 1

Agua destilada 100 100

Fonte: adaptado de Salerno e col. (2010)
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Os lipogéis foram preparados misturando-se inicialmente Cutina MD e 6leo de jojoba.
Apo6s, foi adicionado Fluconazol que foi previamente dissolvido em PG ou TCL. A

constituicdo desse sistema ¢ mostrada na Tabela 4.

Tabela 4- Composic¢do dos lipogéis estudados por Salerno e col. (2010) (massa/massa em %).

Componente Lipogel 1 (L1) lipogel 2 (L2)
Cutina MD® 20 20

PG 10 -
TCL® - 10

Oleo de Jojoba 69 69
Fluconazol 1 1

Fonte: adaptado de Salerno e col. (2010)

Apds o preparo dos sistemas, os autores averiguaram a viscosidade desses, uma
medida fundamental para averiguar a possivel aplicacdo dérmica. A viscosidade das
formulagdes foi a seguinte: emulsao> lipogel> emulgel> microemulsdo. Portanto, o sistema
menos viscoso foi a microemulsdo (17,5 e 18,5 mPa.s). Os autores avaliaram a liberagao do
farmaco apds 6h. Foi observado que as microemulsdes (M1 e M2) liberam a maior quantidade
de farmaco comparado com os outros sistemas, os quais nao tiveram diferengas significativas

entre si. Os resultados da liberagdo total de firmaco sdo mostrados na Figura 46.

Figura 46- Liberacdo do fluconazol (apds 6h) para todos os sistemas de liberagdo preparados
por Salerno e col. (2010).
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Fonte: adaptado de Salerno e col. (2010)

O perfil de liberagdo do farmaco, o qual ¢ demonstrado pela relagdo de Q (quantidade
acumulada liberada por area de superficie da membrana em pg-cm™) em fungdo da raiz
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quadrada do tempo, mostrada na Figura 47, segue o modelo linear de Higuchi.(SALERNO;
CARLUCCI; BREGNI, 2010)

Figura 47- Quantidade de Fluconazol liberada por unidade de area para todos os sistemas de
liberagdo estudados.
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Fonte: adaptado de Salerno e col. (2010)

Apods estes resultados de liberacdo in vitro, microemulsdes e lipogéis foram
considerados para avaliagdo posterior da absor¢do percutanea através da pele de porco. Os
autores observaram que a permeagdo das microemulsdes (13,91% para M1 e 2,9% para M2)
foi inferior que a permeagdo dos lipogéis (42,65 para L1 e 44,49 para L2), os quais ainda
tiveram menos da metade da dose aplicada permeada. Por outro lado, as microemulsdes
resultaram na forma de dosagem com maior capacidade de penetrar na pele de porco (86,09%
para M1 e 97,09% para M2). Esta forma de dosagem também mostrou uma capacidade
importante para manter o medicamento dentro das camadas da pele. As quantidades totais de
farmaco que penetram na pele a partir de microemulsdes foram dez e quatro vezes maiores
que as encontradas com lipogéis. Os autores também realizaram a medida de tamanho de
particula e indice de polidispersao para as microemulsdes. O tamanho médio das goticulas foi
de 131 nm (indice de polidispersidade 0,564) e 238 nm (indice de polidispersividade 0,558)
para M1 e M2, respectivamente.

Por fim, foi realizada a medida a atividade antifungica dos sistemas (ufemL™). A
microemulsdo contendo TCL resultou ser a mais eficaz. Por outro lado, a microemulsdo

contendo PG s6 foi capaz de reduzir em um log;o o nimero de ufc/mL no final do ensaio.
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Portanto, a microemulsdo com propilenoglicol demonstrou ter menos atividade antifingica in
vitro do que a do Transcutol®.

Foi observado pelos trabalhos aqui relatados, a importancia em emulsionar o
Fluconazol a fim de melhor suas propriedades e otimizar as suas agdes. Sendo assim,
constatou-se que ndo ha trabalhos na literatura contendo o fluconazol emulsionado apenas
com LIs e nem o estudo de estabilidade dessas emulsdes em diferentes técnicas de

preparagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

1-bromo-hexadecano, 1-bromododecano, 1-metilimidazol e fluconazol foram
comprados na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A acetona (HPLC) foi adquirida da
Vetec (Brasil) e usada sem purificacio prévia. Agua ultrapura (Milli-Q) foi usada em todas as
solugdes preparadas. Os triglicerideos de cadeia média (TCM) foram adquiridos pelo 6leo
Ceres® MCT (Oberpfaffenhofen, Alemanha), o qual ¢ derivado do oléo de céco. O PBS,
adquirido pronto da Sigma-Aldrich, ¢ uma mistura de NaCl (82 g), Na,HPO4 (10,5 g) e
NaH,PO;, (3,55 g).

3.2 SINTESE DOS LIS

Os LIs foram sintetizadas a partir de metodologia descrita anteriormente na literatura e
adaptadas em nosso laboratorio.(FRIZZO et al., 2015; SHIROTA et al., 2011) Os LIs foram
obtidos em uma Unica etapa a partir de uma reag¢do de substituicdo nucleofilica (Sx2) entre o
I-metilimidazol e o respectivo brometo de alquila na propor¢do de 1:1 e sob aquecimento em
acetonitrila (70 °C) por 24 horas. O solvente organico (acetonitila), foi rotaevaporado sob
pressdo reduzida em um evaporador rotativo (banho termostatico a 70 rpm e 65 °C). Os LlIs
foram entdo lavado com éter etilico em um Kitasato a fim de remover o possivel excesso de
reagente. Por fim, os LIs foram colocados na bomba sob vacuo (1x10~ mbar) por 30 minutos
a 25 °C a fim de remover a agua adsorvida nos compostos sintetizados. O rendimento
reacional para a sintese do C;;MIM[Br] foi de 78% e do C;sMIM|[Br] foi de 85%. Todos os
LIs foram caracterizados por espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray (ESI-
MS), ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H ¢ *C. O calculo do EHL é feito a partir da
divisao da massa molecular da porc¢ao hidrofilica do LI (numerador) com a massa molecular
total do LI (denominador), o valor obtido ¢ entdo multiplicado por 100 e dividido por 5, o
qual ¢ o valor corresponde ao composto organico de referéncia. (HOUGEIR; KIRCIK, 2012)
Portanto, o EHL do C,MIM[Br] ¢ 5,34 ¢ o EHL do C;MIM|[Br] ¢ 4,36.
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3.3 PREPARACAO DAS EMULSOES USANDO AGITACAO MECANICA

As emulsdes foram preparadas pelo método convencional por agitacdo mecanica,
conforme a metodologia descrita na literatura. (DE SOUZA et al., 2016). Em um béquer de
50 mL foram dissolvidos 6,7 mL de acetona medidos em proveta de 20 mL, LI (5, 8 ou 12
mg), fluconazol (8 mg) e TCM (30 pL). A mistura foi submetida a agitacdo magnética a 40
°C durante uma hora. Separadamente, 13,3 mL de 4gua medidos em proveta de 20 mL foram
colocados em um béquer sob agitagdo magnética a 25 °C. Em seguida, a fase organica
totalmente solubilizada foi vertida lentamente usando um funil e sob agitacdo moderada sobre
a fase aquosa, a 25 °C. As suspensdes foram mantidas sob agitacdo moderada durante 15
minutos a 25 °C. Em seguida, o solvente organico (acetona) foi evaporado da emulsdo sob
pressdo reduzida em um evaporador rotativo (banho termostatico a 60 rpm e 40 °C), atingindo
um volume menor que 10 mL. Essa solugdo foi passada para um baldo volumétrico de 10 mL
e avolumou-se com agua até atingir o volume final de 10 mL. Foram preparadas trés emulsdes
contendo C;;MIM|Br] nas concentra¢des de 1,5 mM, 2,4 mM ou 3,6 mM e trés emulsdes
contendo C;sMIM[Br] nas concentragdes de 1,3 mM, 2,06 mM ou 3,1 mM. A dgua usada
para preparar as solu¢des foi duplamente destilada e desionizada com agua de qualidade

Millipore (Elix-03, Barueri, Brasil; e Milli-Q, Molsheim, Franca).

3.4 PREPARACAO DAS EMULSOES POR ULTRASSOM

As emulsdes foram preparadas em um ultrassom modelo SONICS VIBRA-CELL
VCX 750 W, poténcia de 20 KHz e com cristais piezoelétricos de zirconio e titanio. Os
reagentes utilizados e a quantidade deles foram os mesmos para a preparagdo das emulsdes
usando agitagdo mecanica. A temperatura dos experimentos foi controlada por um termopar e
ndo excedeu 25 °C. A sonda utilizada nos experimentos continha um microtip de 6 mm e
amplitude maxima de 75%. As amostras foram submetidas a amplitudes de 20% e 40%. O
tempo em que as amostras foram submetidas ao ultrassom foi de 10 minutos. Depois disso, o
solvente organico (acetona) foi removido sob pressdo reduzida em um evaporador rotativo
(banho termostatico a 60 rpm e 40 °C), atingindo um volume final de 10 mL. Foram
preparadas seis emulsdes contendo C;;,MIM|[Br] nas concentragdes de 1,5 mM, 2,4 mM ou
3,6 mM ¢ seis emulsdes contendo C;sMIM[Br]| nas concentragdes de 1,3 mM, 2,06 mM ou

3,1 mM, as quais foram submetidas em diferentes amplitudes do ultrassom (20% e 40%). O
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equipamento de US utilizado esta localizado no Nucleo de Andlises e Pesquias Organicas

(NAPO) na UFSM, Santa Maria-RS.

3.5 DETERMINACAO DO TAMANHO MEDIO DAS PARTICULAS E POLIDISPERSAO
(SPAN)

A determinac¢do do tamanho das particulas e do Polidispersao (Span) (corresponde ao
indice de polidispersdo) foi realizada em um equipamento Mastersizer 3000 (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Foram utilizados o indice de refracdo de
particulas de 1,46 para o TCM e seu indice de absor¢do de particulas de 0,1. As analises
foram realizadas em duplicata e 24 horas apds a preparacdo das emulsoes. As emulsdes foram
colocadas progressivamente em 200 mL de dgua ultra pura até atingir um indice de
obscuragao acima de 6%.

Span ¢ uma medida de polidispersividade de goticulas de 6leo e ¢ definida como

(Equacgao 7):

sp] = %09~%01 (7)

dos

Onde: dy;, dps e dyo as fragdes de goticulas com didmetros menores que 0,1, 0,5 ¢ 0,9,
respectivamente.(CORNEC et al., 1998; SANCHEZ; PATINO, 2005) O tamanho das
particulas ¢ expresso pelo didmetro de Sauter (Ds;). Os resultados expressos neste trabalho
s30 a média das medidas e os desvios padrdo sdo mostrados pelas barras de erro presentes nos

graficos. As medidas foram realizadas no departamento de farmacia da UFSM

3.6 MEDIDAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM IONIZACAO POR
ELECTROSPRAY (LC-ESI-MS/MS) — QUANTIFICACAO DO FLUCONAZOL

O LC-ESI-MS/MS foi adquirido com um espectrometro de massas Agilent
Technologies 6460 Triplo Quadruplo (LC-MS-MS) (Santa Clara, CA, EUA), operando no
modo de ions positivo e negativo. A temperatura do gas foi de 300 °C, o fluxo do gas de
secagem foi de 5 L-min”' e o nebulizador foi ajustado para 45 psi. A voltagem do capilar foi
de 3500 V, enquanto a voltagem do fragmentador foi de 0 a 20V. O volume de inje¢do das

solugdes de LI de 5 uL e o fluxo da fase mével foi de 0,6 mL-min”'. O nitrogénio foi usado
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como gas de nebulizagdo e de colisdo. A coluna cromatografica utilizada foi Zorbax
Extended-C18 com didmetro de particula de 1,8 micron e comprimento de 2,1x100 mm. A
fase movel foi composta de acetonitrila com 0,5% de NH4CO,H/4cido férmico e 5% de dgua
e a corrida cromatografica foi realizada com 100% desta solucdo em método isocratico. Os
ions moleculares do fluconazol foram detectados usando os modos positivo e negativo. A
polaridade negativa foi selecionada e o ion precursor monitorado foi m/z 305. Apos a selecao
do ion precursor, os ions produto foram monitorados com energia de 120V do fragmentador e
energia de colisdo de 0 e 10 eV. Os ions produto selecionados foram m/z 190,9 e m/z 68,2. A
partir das energias otimizadas e dos fons selecionados, uma solugdo padrio de 10 mg-L™" de
fluconazol em acetona foi colocada e o tempo de retencdo em que o medicamento apareceu
foi monitorado. Depois disso, diferentes concentracdes de uma solu¢do padrdo de acetona
foram colocadas no equipamento para obter a linearidade do sistema. A validacdo do método
de quantificacdo foi realizado de acordo com o documento de orientacdo do
INMETRO.(INMETRO, 2016) Os parametros avaliados foram: exatiddo, precisao,
especificidade, linearidade, limites de deteccdo e quantificagdo e robustez.

Especificidade: Para confirmar a especificidade do método e a auséncia de
interferéncias no cromatrograma, foi realizada a introdug¢do de uma aliquota das emulsdes no
equipamento LC-ESI-MS/MS. Amostras sem a presenca do farmaco também foram
analisadas para confirmar a auséncia de co-eluicdo de compostos. O cromatograma do ponto 3

da curva de fluconazol é mostrado na Figura 48.

Figura 48 - Cromatograma do ponto 3 da curva de fluconazol no modo MRM.
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Linearidade: A linearidade foi determinada a partir da curva de calibragdo do
fluconazol. Para esse fim, inicialmente foi preparada uma solugdo padrdo do farmaco em

. - -1 . ~
acetonitrila na concentracdo de 100 mg-L~ e, em seguida, as solugdes das curvas foram
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preparadas em cinco concentragdes. (3200, 1600, 800, 400 e 160 pg-L™"). O desvio da
linearidade ndo foi significativo (P <0,01). A equacdo da curva (Equacdo 8) ¢ mostrada

abaixo e apresentou um coeficiente de correlacao r = 0,9945.

y = 756,000020x + 838344,930395 ()

Limite de detec¢ao (LoD) e limite de quantificacdo (LoQ): esses pardmetros foram
calculados a partir da inclinagdo e do desvio padrio da interceptacdo de trés curvas. Os
valores calculados de LoD e LoQ foram: 40 pug-L" ¢ 130 pug-L™', respectivamente.

Precisdo intermediaria: foi determinada por repetibilidade e precisdo intermedidria.
Para verificar a repetibilidade, 6 inje¢des foram realizadas no mesmo dia e o desvio padrao foi
calculado. Os desvios padrao encontrados estavam dentro do critério de aceitacdo de 5%. Para
verificar a precisdo intermediaria, seis injegdes foram realizadas em dois dias e o desvio
padrdo foi calculado. Os desvios padrao encontrados estavam dentro do critério de aceitagao
de 5%.

Precisdo: a precisdo do método foi calculada medindo-se uma solucdo padrdo de
concentragio conhecida de fluconazol (1600 pg-L™"). A amostra foi injetada seis vezes e as
amostras foram quantificadas. A recuperacdo foi definida como a diferenca entre a
concentragdo experimental média encontrada e a concentragdo tedrica. A recuperacio estava
dentro da faixa aceitavel (70 - 120%).

Robustez do método: a robustez do método foi avaliada a partir da variagdo de dois
parametros - fluxo da fase mével e constituicdo da fase movel. O fluxo foi alterado de 0,6
mL-min”' para 0,8 mL-min” e a fase mével alterou a composicdo da agua, que passou de 0%

a 20%. Ambas as alteragdes ndo alteraram significativamente o método.

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A morfologia das emulsdes foi investigada com um microscopio eletronico FEI-
Morgagni 268D, operando a uma tensdo de 80 kV. As amostras foram medidas a 25 °C em
uma grade de cobre com revestimento de carbono holey. O equipamento esta localizado na

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC-RS, Porto Alegre-RS).
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3.8 VISCOSIDADE

Um redmetro Brookfield DV3T foi usado para realizar as medi¢des de viscosidade das
emulsdes. As amostras foram colocadas em um copo de amostra e um eixo CPA-40Z
acoplado ao sistema. A viscosidade foi medida a 25 °C controlada usando um banho
termostatico Brookfield TC-650. As medidas de viscosidade foram realizadas em 23 etapas,
nas quais a viscosidade foi medida a cada 2 minutos, durante um tempo total de 46 minutos
por medida. A taxa de cisalhamento aumentou com o tempo até atingir um valor final de 1000
s'. O copo de amostra e o Spindle foram lavados com agua quente (80 °C) e acetona P.A.

entre cada medi¢dao. As medidas foram realizadas no laboratorio LEPOL da UFSM.

3.9 CINETICA DE LIBERACAO DO FLUCONAZOL

Inicialmente, uma solugdo estoque de PBS foi dissolvida em 1L de agua ultrapura
(Mili-Q). O pH foi monitorado usando um peagametro e ajustado para 7,2 com uma solugdo
de NaOH 0,1M. O perfil de liberagdo da emulsdo foi avaliado pela técnica de difusdo do saco
de dialise.(WUST et al., 2020) Inicialmente, 2 mL das emulsdes foram transferidos para a
membrana de didlise (membrana celuldsica de largura plana 33 mm, St. Louis, MO, EUA),
que apos seu fechamento foi colocada em um béquer contendo 60 mL de solugdo ambiente
(PBS pH 7,2 ¢ 1% de Tween 80" em 4gua ultra pura). Este sistema foi mantido em banho
termostatico (37 °C) sob agitagdo. Em intervalos de tempo pré-determinados (0, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 min), aliquotas de 250 uL do meio de liberagdo foram
coletadas e analisadas por LC-ESI-MS/MS, de acordo com as condi¢gdes cromatograficas
previamente estabelecidas no estudo e descritas anteriormente. O volume retirado foi
imediatamente substituido pelo meio de liberagdo para manter a condi¢do sink, isto €, manter
o fluconazol no meio de dissolug¢do com uma concentra¢do equivalente a até 10% da
saturagdo.(WUST et al., 2020) O teste foi realizado para todas as emulsdes estudadas. Para
estudar o mecanismo de liberacdo de fluconazol a partir de emulsdes, os dados foram

ajustados usando o modelo biexponencial, de acordo com a Equagao (9):

F=|F|o(1 — ae~ 1t — pe~kat) 9)
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Onde F denota a fragdo (%) do medicamento liberado, |F|, indica a fragao inicial (%)
do medicamento dentro dos sacos de dialise, k; e k, representam as constantes da taxa de
liberacdo do modelo biexponencial. O experimento foi realizado no Nucleo de Andlises e

Pesquias Organicas (NAPO) na UFSM, Santa Maria-RS.
3.10 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DO FARMACO FLUCONAZOL:

400 pL das emulsdes foram colocados em Filtros de ultra centrifugagdo Amicon™
adquiridos da Merck™. Estes dispositivos contendo emulsio foram centrifugados a 5000 rpm
por 10 min em uma microcentrifuga Sigma 1-14. Em seguida, 100 pl da solucdo passada
através do filtro foram coletados e colocados em um frasco. O filtrado foi diluido com
acetonitria até¢ o volume final de 1 mL. Finalmente, o farmaco fluconazol presente no filtrado
foi quantificado por LC-ESI-MS/MS usando o método acima mencionado. Para determinar a
quantidade total de fluconazol na emulsao, 100 uL da emulsdo foram colocados em um frasco
e diluidos com acetonitrila até um volume de 1 mL. A quantidade total de farmaco foi
determinada por LC-ESI-MS/MS usando o método acima mencionado. A eficiéncia de

encapsulacdo do medicamento Fluconazol foi calculada a partir da Equagao 10.

AM

- 100 (10)

EE(%) =

Onde: EE(%) = eficiéncia do encapsulamento; AM,,.= Quantidade total do farmaco
na emulsdo; AM = AM;,; — AM,,,; AM,,,= Quantidade de farmaco passado pelo filtro
Amicon™ (farmaco ndo encapsulado). As analises foram realizadas em triplicata. As medidas
foram realizadas no laboratorio LEPOL da UFSM. O experimento foi realizado no laboratorio

de espectroscopia e polimeros (LEPOL) da UFSM, Santa Maria-RS.

3.11 ENERGIA DISSIPADA DOS METODOS DE PREPARO:

A energia fornecida ao sistema foi determinada por método calorimétrico, conforme
trabalho anterior. (KODA et al., 2003; KIMURA et al., 1996) A avaliagao foi realizada em 20
mL de 4gua, aplicando amplitude de 20% e 40% no US e AM por 10 minutos. A temperatura
foi monitorada por um termometro digital posicionado no meio da solugdo. A poténcia

fornecida pelo US foi calculada pela Equagao 11.
68



Densidade de poténcia (W /dm3) = (Z—; CpM) /v (11)

onde Cp ¢é a capacidade calorifica da 4gua (4,2 J.g''), M a massa de 4gua (g), dT/dt é o
aumento de temperatura por segundo e V ¢ o volume da solugdo (dm’). A densidade de
poténcia esta relacionada ao meio de propagacdo e ¢ considerada a quantidade de poténcia por

unidade de volume.
3.12 DETERMINACAO DAS INTERACOES POR ESI-MS/MS:

Espectros de massa por ionizacao por electrospray (ESI-MS) foram adquiridos em um
equipamento Agilent Technologies 6460 Triplo quadrupolo 6460 (LC/MS-MS) (Agilent
Technologies, USA). A temperatura do gas foi de 300 °C e o fluxo de gas seco foi de SL min’
'. O nebulizador permaneceu em 45 psi. A voltagem do capilar foi de 3500 eV e do
fragmentador 3 eV. Solugdes de Fluconzol + TCM, Fluconazol + LI e LI + TCM na
proporgdo 1:1 em acetona foram introduzidas a uma taxa de fluxo de 5 pl min™'. Nitrogénio
foi usado como gas de nebulizagio e como gas de colisdo. fons moleculares foram detectados
usando o modo positivo e negativo, onde a razdo m/z ¢ dada para um dication e um anion e,
somente para um anion. Os agregados anionicos foram detectados no modo negativo e os
agregados catidnicos foram detectados no modo negativo. O equipamento de LC/MS-MS
utilizado estd localizado no Nucleo de Analises e Pesquias Organicas (NAPO) na UFSM,
Santa Maria-RS.

3.13 DETERMINACAO DAS INTERACOES POR RMN 'H

Os espectros de RMN 'H foram registrados em um espectrdmetro BRUKER
AVANCE III 600 ('"H a 600,13 MHz) equipado com uma unidade BCU II para
aquecimento/resfriamento da sonda (faixa de temperatura: 193,15-333,15K). Cada amostra de
emulsdo e dos componentes separados (1 mL) foi colocada em tubos de 5 mm e o respectivo
solvente deuterado ndo precisou ser adicionado, uma vez que a emulsdo foi preparada em
D,0. Os desvios quimicos (8) foram relacionados em parte por milhdo (ppm) ao tetrametil
silano (TMS). A temperatura da amostra foi de 25 °C e a resolugdo digital espectral serd de +
0,18 Hz/ponto. O numero de scans foi 16 e ndo foi necessario realizar a supressao da agua. O

software utilizado para o tratamento dos dados foi o TopSpin® 4.0.
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O equipamento de RMN utilizado estd localizado no Nucleo de Analises e Pesquias

Organicas (NAPO) na UFSM, Santa Maria-RS.

3.14 DETERMINACAO DOS COEFICIENTES DE DIFUSAO POR DOSY

Para confirmar as informagdo que foram obrtidas no RMN 'H, foram realizados
experimentos de DOSY, os quais forneceram informagdes mais detalhadas a respeito das
interagdes que ocorrem entre os componentes da emulsdo. Os espectros de DOSY foram
registrados em um espectrometro BRUKER AVANCE III 600 (1H a 600,13 MHz) equipado
com uma unidade BCU II para aquecimento/resfriamento da sonda (faixa de temperatura:
193,15-333,15K). Os LIs pesados (28 mg para o C;;,MIM[Br] e 12 mg para o C;cMIM[Br]) e
foram colocados em tubos de 5 mm e o respectivo solvente deuterado (D,0) foi adicionado.
Foram obtidos espectros dos LIs puros e dos LIs com TCM. Sucessivas adi¢des de oleo
ocorreram nos seguintes volumes: 0,05 mL, 0,10 mL e 0,15 mL. Também foram realizados
misturas de LI + Fluconazol, em que foi adicionado 8 mg de Fluconazol ao LI puro. Os
desvios quimicos (8) foram relacionados em parte por milhdo (ppm) ao tetrametil silano
(TMS) ou ao solvente e as correlagdes 2D foram realizadas e comparadas com os padrdes
isolados. A temperatura da amostra foi de 25 °C e a resolugdo digital espectral foi de + 0,01
ppm. O p30, que corresponde ao comprimento do gradiente de difusdo, foi de 1800 ps e o
d20, que corresponde ao tempo de difusdo, foi de 0,05 s. A amplitude do gradiente foi de 2%
a 98% e a sequéncia de pulso foi: stebpgpls. O numero de scans foi 16 e ndo foi necessario
realizar a supressdo da agua. O software utilizado para o tratamento dos dados foi o
TopSpin® 4.0. O equipamento de RMN utilizado est4 localizado no Nucleo de Anélises e
Pesquias Organicas (NAPO) na UFSM, Santa Maria-RS.

3.15 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE DAS EMULSOES POR LUMiSizer

Para determinar a estabilidade das emulsdes, inicialmente 200 pL das emulsdes foram
colocadas em um tubo de policarbonato com uma seringa. Apds isso, os tubos de
policarbonato foram colocados no equipamento 7The High-End Dispersion Analyser
(LUMiSizer®) e foram centrifugados a 2000 rpm por 10 horas. As andlises foram realizadas
em duas temperaturas distintas (25 °C e 37 °C). A temperatura de 37 °C foi selecionada a fim

de simular a temperatura do corpo humana. A partir da passagem de um laser com
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comprimento de onda multipla pelas amostras, foi medida a transmitancia nas emulsdes ao
longo das 10 horas. Ao fim do experimento, observou-se a separacdo de fase das emulsdes.
Com essa técnica, além da estabilidade das emulsdes, foi possivel compreender a cinética de
desestabilizagdo dessas. As medidas foram realizadas no departamento de quimica da

UNICAMP-SP.

3.16 ESTOCAGEM DAS EMULSOES PREPARADAS

Uma aliquota de 5 mL de todas as emulsdes estudadas foram guardadas em frascos
ambar, devidamente identificadas, vedadas com tampa e papel filme e colocadas em geleira
na temperatura de — 4 °C. Essas emulsdes foram mantidas nessas condigdes durante o periodo
de 6 meses. Apos esse periodo, as emulsdes foram colocadas em tubos de ensaio e os aspectos
visuais foram avaliados, tais como: cor, opacidade, formagdo de precipitados e separagdoo de

fases.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta secdo esta subdividida em dois capitulos de acordo com os objetivos e resultados
desta Tese. O primeiro capitulo trata dos resultados referentea obtencdo dos LIs e sua
caraterizagdo, desenvolvimento da formulacdo das emulsdes incluindo o uso de métodos de
alta e baixa energia (agitacdo mecanica-AM e US) e a caracterizagdo das emulsdes quanto ao
tamanho de particula, indice de polidispersdo, eficiéncia de encapsulamento, viscosidade,
cinética de liberacdo do farmaco e estabilidade da emulsdao. O segundo capitulo trata dos
resultados obtidos referente ao estudo e a elucidagdo das interagdes intermoleculares entre os

componentes da emulsdo.

4.1. CAPITULO 1: PREPARACAO E PROPRIEDADES DAS EMULSOES

4.1.1 Nomenclatura dos LIs e farmaco

Os liquidos 16nicos utilizados neste estudo sdo constituidos por uma cabeca cationica
derivada do anel imidazolineo, uma cadeia alquilica lateral e um anion como contra-ion. O
anion estudado ¢ o brometo. A cadeia lateral contém 12 e 16 carbonos. A nomenclatura
adotada para estes compostos segue os critérios da IUPAC para hidrocarbonetos, de forma
que a cadeia principal ¢ a cadeia maior ligada ao anel imidazolineo. A Figura 49 exemplifica
a numeracao dada a estrutura dos LI 1 e 2. As estruturas correspondentes de cada LI em
particular foi mostrada na figura 2 e, a nomenclatura de acordo com a IUPAC esta disposta na
Tabela 5. Os LIs C;,MIM[Br] e C;sMIM[Br] foram escolhidos para este estudo devido a sua
natureza anfifilica e suas propriedades emulsificantes. (ZIEMBOWICZ et al., 2017)
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Figura 49 - Numeragdo dos atomos da estrutura dos LIs em estudo.
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Tabela 5- Estrutura e nomenclatura dos LIs e farmaco.

Abreviatura Nomenclatura

Ci:MIM|[Br] Brometo de 1-dodecil-3-metilimidazolilineo

CisMIM[Br] Brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazolilineo

Fluconazol®  2-(2,4-difluorofenil)-1,3-bis(1H-1,2,3-triazol-1-il)propano-2-ol

#N3o sera abreviado.

4.1.2 Sintese e caracterizacio dos LI

Os Lls abordados neste trabalho foram sintetizados a partir de metodologias
previamente descritas na literatura.(SHIROTA et al., 2011) Os LIs C;;MIM[Br] e
CicMIM[Br] foram obtidos em uma unica etapa, através de uma reagdo de substituicdo
nucleofilica entre o anel imidazolineo e o haleto de alquila em uma propor¢ao 1:1 para os
monocatidnicos. Estes LI foram obtidos em aquecimento de acetonitrila por 24 horas sob

refluxo (Figura 50).
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Figura 50 - Esquema de sintese dos LI exemplificado pelo LI C;,MIM[Br].
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Todos os LIs foram caracterizados por espectrometria de massa com ionizagao por

electrospray (ESI-MS), ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e "°C.

4.1.3 Espectroscopia de massa com ionizacao por electrospray

A espectrometria de massas também desempenha um papel significativo na
caracterizagdo e determinacdo das estruturas dos LI.(KOEL, 2005) Sendo um método de
ionizagdo suave, a ionizagdo por electrospray ¢ uma técnica aplicada a andlise de moléculas
ndo volateis a partir da fase liquida e permite que moléculas ligadas através de interagcdes nao
covalentes sejam detectadas através desse método.(NOHARA; OHKOSHI; SAKAI, 1998)
Assim, torna-se uma ferramenta essencial na caracterizagdo das estruturas dos LI em estudo,
uma vez que o catios e o anion dessas estruturas estdo interagindo eletrostaticamente. As
interagdes dos cations derivados do imidazolineo com o anion Br ji foram demostradas
previamente, onde foi observado a formacgdo de agregados anidnicos e cationicos na fase
gasosa.(HENNEMANN et al., 2018) A Tabela 6 demonstra os dados de féormula molecular,
massa molecular, massa monoisotdpica e dados de espectrometria de massa obtidos para os
LI. Na técnica de espectrometria de massas, a analise foi feita nos modos positivo e negativo
no método SCAN, sem monitoramento de ions. No modo positivo, a massa monitorada foi
correspondente a um cation sem anion. No modo negativo, a massa de dois anions € um
cation foi monitorada. As interagdes intermolecurares que ocorrem entre os LIs e do LI com o

farmaco serdo mostradas na se¢do 4.2.
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Tabela 6 - Férmula molecular, massa molecular, massa monoisotdpica e ion molecular obtido
por espectroscopia de massa dos LIs 1-2 e farmaco fluconazol 3.*

Formula Massa Massq - fon fon
Composto Molecular Molecular Monoisotopica Molecb:ular Molecular
(g/Mol) (g/Mol) (m/z) (m/z)°
LI1 CieH3BrN, 331,33 332,17 2514 411,6
LI2 CyoH4oBrN, 387,44 388,23 307,3 467,8
Fluconazol C;3H;2FNgO 306,27 306,10 3074 305,0

Os dados espectroscopicos de massa foram adquiridos em um Espectrometro de Massas Agilent Technologies
6460 Triplo Quadrupolo 6460 (LC/MS). "Modo Positivo. “Modo Negativo.

4.1.4 Ressonancia magnética nuclear

Os dados de ressondncia magnética nuclear de 'H e "°C foram descritos para todos os
LIs. Os deslocamentos quimicos dos niicleos de 'H ¢ "°C estéio de acordo com dados presentes
na literatura, sofrendo pequenas variagdes em funcdo da mudanga do solvente, isso porque os
experimentos de RMN de 'H dos LIs apresentados na literatura, geralmente, sdo realizados
em DMSO, no entanto, os dados de deslocamento quimico apresentados nesse trabalho foram
realizados em D,O. (SHIROTA et al., 2011)Os dados de RMN de 'H e "*C para os LIs sio
apresentados nas tabelas presentes no Apéndice A e os espectros podem ser visualizados nas
Figuras 51, 52, 53 e 54. A partir das Figuras 51 e 53, foi possivel observar que os hidrogénios
do anel imidazolineo, aqueles ligados aos carbonos ligados ao anel e os hidrogénios ligados
ao carbono da ponta da cadeia lateral foram prontamente identificados, sem qualquer
sobreposi¢do. Assim, para o LI C;;MIM[Br], os hidrogénios do CH; (H22) da ponta da cadeia
alquiica geram um tripleto em d 0,80, os hidrogénios do CH, (H11) ligado a cadeia alquilica e
ao anel imidazolineo também geraram um tripleto em 8 4,26, j& os hidrogénios ligados ao anel
(H4 e H5) geram dupletos em 6 7,55 € & 7,57, os hidrogénios ligados ao CH; (H31) que esta
diretamente ligado ao anel geraram um singleto em & 3,93, ja os hidrogénios metilénicos
(H12-H21) presentes na cadeia principal estdo sobrepostos no deslocamento quimico proximo
a o0 1,22. Agora, considerando o LI C;cMIM][Br], os hidrogénios do CH3 (H26) da ponta da
cadeia alquiica geraram um tripleto em 6 0,83, os hidrogénios do CH, (H11) ligado a cadeia
alquilica e ao anel imidazolineo também geraram um tripleto em & 4,26, ja os hidrogénios
ligados ao anel (H4 e H5) geraram singleto em & 7,55, os hidrogénios ligados ao CH3 (H31)
que estd diretamente ligado ao anel geraram um singleto em 6 3,93, por fim, os hidrogénios

metilénicos (H12-H25) presentes na cadeia principal estdo sobrepostos no deslocamento
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quimico proximo a & 1,24. Por outro lado, no RMN de "*C dos LIs foi possivel a atribuigo
completa dos ntcleos incluindo a cadeia alquilica. Dessa forma, para o LI C;;MIM[Br], o
carbono (C22) da ponta da cadeia alquiica gerou sinal em o 14,13, o carbono (C11) ligado a
cadeia alquilica e ao anel imidazolineo gerou sinal em 50,13, j4 os carbonos do anel
imidazolineo geraram sinal em & 122,11 (C4), & 123,94 (C5) e 6 137,02 (C2), o carbono da
metila (C31) que estd diretamente ligada ao anel gerou um sinal em 6 35,32, ja os carbonos
metilénicos (C12-C21) presentes na cadeia principal estdo na regido entre 6 29,32 e § 14,13.
Ja para o LI C;cMIM[Br], o carbono (C26) da ponta da cadeia alquiica gerou sinal em o
14,29, o carbono (C11) ligado a cadeia alquilica e ao anel imidazolineo gerou sinal em 50,33,
jé& os carbonos do anel imidazolineo geraram sinal em 6 122,14 (C4), & 123,95 (C5) e 137,43
(C2), o carbono da metila (C31) que esta diretamente ligada ao anel gerou um sinal em 6
31,30, por fim, os carbonos metilénicos (C12-C25) presentes na cadeia principal estdo na

regido entre o 14,29 e 30,50.

Figura 51 - RMN 'H LI C;,MIM]Br].
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Figura 52 - RMN "°C LI C;;MIM[Br].
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Figura 54 - RMN "°C LI C;¢MIM][Br].

g
©o nwnw
S a2 = ~ooQnOas—wsona
© n<s «© ONT~AONOVO N ®N©
< o n NOROWT—OAON— O T O
N o I noonodNonwbrIad
) NN ~ CSONONDIINOANONT
- - ~ LOMOANNNNNNNNN ™
| § ¢ | [Qararahthahae b
[
©®
©
or C13 €15 C¢17  Cc19  c21 C25
c3t @) C2 cn 213 21 C17 c1 . c23 Cc25
\\\'/4\ e P P &
N3 \__ s Nl ¢12 ci4 cC16 C18 C20 C22 C24 C26 C12-C21
C4 C5 I
C26 2
C11 rl]
C4-C5 CDCly = C31. ‘
Cc2 I rl.‘ rl_‘
L | .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T B
200 150 100 50 0 [ppm]

4.1.5 Desricio das emulsdes preparadas e caracteristicas visuais das emulsées nos

diferentes métodos de preparo e diferentes concentracoes

As 18 emulsdes preparadas por AM, US 20% e US 40% contém o LI, dgua, fluconazol
e TCM. Todos os sistemas possuiam volume final de 10 mL e a concentragdo de TCM e
fluconazol foram de 14,38 mM e 26,12 mM respectivamente. Foram preparados sistemas com
1,5, 2,4 ¢ 3,6 mM de C;;MIM|Br] e 1,3, 2,06 ¢ 3,1 mM de C;sMIM|[Br] em AM, US 20% ¢
US 40%, totalizando 18 sistemas. A escolha pelas concentragdes dos LIs nas emulsdes foi
baseada na CMC do LI C;sMIM[Br] em agua. Dessa forma, o LI C;,MIM[Br] possui CMC
de 8,5 mM (DONG et al., 2007) ¢ LI C;sMIM[Br] tem CMC de 0,6 mM,(VANYUR et al.,
2007) portanto nas emulsdes preparadas foi adicionado o LI C;,MIM[Br] acima da CMC e do
LI C;p,MIM[Br] abaixo da CMC. Assim os dados das emulsdes também podem ser
interpretados considerando a CMC dos Lls.

As 18 emulsdes preparadas apresentaram as mesmas caracteristicas quando
visualizadas a olho nu (cor, homogeneidade e estabilidade). Todas elas obtiveram a coloragao

branca apds o preparo e a homogeneidade do sistema foi percebida durante todo o periodo de
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estocagem (6 meses). A Figura 55 demonstra as emulsdes contendo os LIs C;,MIM[Br] e
CicMIM[Br] preparadas por agitacio mecanica e ultrassom com 20% e 40% de amplitude.
Nas emulsoes com 1,5 e 3,6 mM do LI C;,MIM|[Br], foi visivel a diminui¢ao da opacidade do
sistema quando o preparo dessas ocorre no US com 40% de amplitude. O mesmo fendmeno ¢é
observado para a emulsdo contendo 2,06mM do LI C;sMIM[Br]. A diminui¢do da opacidade

pode ser atribuido a diminui¢ao da tamanho de paticula das emulsdes preparadas no US.

Figura 55 — Imagens das emulsdes com LI C;,MIM[Br] (1,5, 2,4, 3,6 mM) e LI C;cMIM[Br]
(1,3, 2,06, 3,1 mM) preparadas por AM, US 20% e US 40% estudadas apos 6 meses de
preparacao.
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4.1.6 Influéncia da energia do ultrassom nas emulsées

Para avaliar a influéncia da sonicacdo na emulsificagdo, a poténcia fornecida foi
estimada por calorimetria seguindo um trabalho anterior.(KODA et al., 2003; KIMURA et al.,
1996) Quando a calorimetria foi aplicada a sonda ultrassonica na amplitude de 20%, a
densidade de poténcia foi 265 W/dm”, enquanto a densidade de poténcia encontrada para a
sonda ultrassonica na amplitude de 40% foi 307 W/dm’. Esse resultado esta de acordo com o
trabalho de Prasad e col., que mostra que a poténcia aumenta com o aumento da amplitude.
(PRASED et al., 2010) Esses valores altos sdo comuns para sondas US, que podem ser uteis
para fornecer intensidades mais altas.(CRAVOTTO; CINTAS, 2006) A densidade de poténcia
encontrada para AM foi de apenas 21 W/dm’, um valor bem abaixo da poténcia encontrada
para US 20% e 40%. Esta grande diferenca na poténcia entregue ao sistema para os diferentes
métodos estd de acordo com trabalhos anteriores.(SANTOS et al.,2018) As diferencas na
energia entregue ao sistema encontradas para os diferentes métodos de preparagdo podem

explicar as diferengas encontradas para as propriedades que serdo discutidas abaixo.

4.1.7 Dependéncia do didmetro das particulas na preparacio de emulsdes usando AM e
US

A dependéncia do tamanho de gota com método de preparacdo de emulsdes contendo
CioMIM[Br] e CicMIM[Br] é mostrada na Figura 56. O tamanho de gota de emulsdes
preparadas usando US, independentemente da amplitude usada, ¢ sempre menor do que
aqueles de emulsdes preparadas por AM para emulsdes na mesma concentragao de LI. Além
disso, ha mudangas significativas no tamanho da gota quando a amplitude do US aumenta de
20% para 40% para as emulsdes com o LI C;sMIM|[Br], j& para os sistemas com C;,MIM[Br]
o desvio padrdo coloca todos ossitemas dentro da mesma faixa. Essa observacdo esta de
acordo com a pesquisa de Abismail et al (1999), onde os autores compararam as emulsdes de
6leo em d4gua produzidas por AM e US wusando o sistema modelo:
dgua/querosene/monoestearato de sorbitano polietoxilado.(ABISMAIL et al, 1999) Em
contraste, quando se considera as emulsdes preparadas com C;;MIM[Br], um aumento no
tamanho das gotas foi observado com o aumento da amplitude do US. Esse resultado sugere

que o US permite que as goticulas tenham maior quantidade de LI ao redor da fase lipidica. O
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US fornece energia para que se venga as barreiras estéricas, talvez por mudancas
conformacionais for¢adas, que faz com que se acomode maior numero de moléculas de LIs ao
redor das goticulas, logo o sistema apresenta maior estabilidade apds formado. Contudo, em
valores elevados de amplitude de US, pode estar ocorrendo o equilibrio entre a fase
emulsificada e livre das espécies presentes, pois a energia de US neste caso seria muito maior
do que a necessaria para a formacdo das estruturas coloidais estaveis. No entanto, essa
constatagdo s6 ¢ valida para a menor concentracdo de LI (1,5 mM), pois para os demais
sistemas os valores sdo matematicamente os mesmos. Outra possibilidade para explicar esse
resultado, esta baseada no fato do US (40%) desestabilizar o sistema. Esse fato esta de acordo
com o que foi demonstrado anteriormente na literatura por Wu (2007), em que um excesso de
energia na emulsificacio de US que pode causar instabilidade, pois as goticulas na
nanoemulsdo podem colidir e formar uma gota maior.(WU, 2007) Ainda considerando as
emulsdes com C;;MIM[Br], quando considera-se o método US (a 20% e 40%) e se analisa a
dependéncia do tamanho da gota com a concentracdo de LI, observa-se na Figura 53 (a) que
conforme a concentragdo de LI aumenta, a o didmetro da particula diminui.

Esses resultados concordam com os encontrados para sistemas preparados por
Kobayashi e col. (2015), em que a irradiagdo ultrassonica sequencial de baixa e alta
frequéncia foi utilizada para preparar emulsdes de tolueno/agua.(KOBAYASHI et al., 2015)
Os autores observaram que o aumento da concentracdo de surfactante diminui o tamanho da
gota. Um aumento na quantidade de surfactante permite um aumento na area de superficie do
sistema e, portanto, uma reducdo no tamanho da gota. Nessa tese, essa tendéncia ndo foi
observada para emulsdes preparadas pelo método de AM, onde o aumento na quantidade de
surfactante ndo necessariamente diminui o tamanho da particula. Por exemplo, a emulsdo de
2,4 mM de LI C;;MIM[Br] preparada por AM, apresenta tamanho de particula maior que a
emulsdo com 1,5 mM de LI C;;MIM[Br] preparada por AM. Peshkovsky et al. (2013)
otimizaram o valor de equilibrio lipofilico hidrofilico (EHL) de dois emulsificantes (Tween
80 e Span 80), concluindo que o EHL ¢ um fator importante para preparar o tamanho minimo
de gota.(PESHKOVSKY; PESHKOVSKY; BYSTRYAK, 2013) Os autores demonstraram
que dependendo da proporcao de surfactante, o tamanho da gota pode aumentar ou diminuir.
Portanto, este ¢ um dos fatores que devem ser considerados para explicar os resultados
obtidos nesta parte do trabalho.

O tamanho de goticula das emulsdes contendo LI C;sMIM[Br] preparadas no US

apresentou didmetro de particula menor do que as emulsdes preparadas em AM, na mesma

81



concentragdo de LI. Ao contrario das emulsdes contendo C;;MIM[Br], uma diminui¢do
significativa (p> 0,05) no tamanho das gotas foi observada quando a amplitude aumenta de
20% para 40% nas emulsdes preparadas por C;sMIM[Br], oque pode estar correlacionado
com a capacidade de vencer a barreira estérica devido ao aumento da cadeia alquilica. Neste
caso, mesmo aumentando a amplitude do US ¢ dificil reestabelecer o equilibrio da forma livre
o que sugere que € necessario 40% de amplitude para alcancar a forma coloidal nos sistemas
em questdo. Apenas para emulsdes preparadas com 1,3 mM de LI C;cMIM[Br] um ligeiro
aumento no tamanho de gota foi observado com amplitude crescente de 20% a 40%, porém
esse aumento estd dentro do desvio calculado. Esses resultados sugerem que um aumento na
amplitude ndo desestabiliza a emulsdo contendo C;sMIM[Br]. Quando se analisa o tamanho
das gotas da emulsdo preparada por AM com C;sMIM[Br], observou-se que o tamanho das
gotas ¢ praticamente constante quando a concentra¢do de LI aumenta e pequenas variagdes
ndo podem ser consideradas (p <0,05). Assim, esses ultimos resultados ndo corroboram os
encontrados por Peshkovsky et al. (2013), em que foi demonstrado variacdo no tamanho de
gota com o aumento de surfactante.(PESHKOVSKY; PESHKOVSKY; BYSTRYAK, 2013)
Pelos graficos também foi possivel observar que as partiluas formadas com
C12MIM[Br] possuem tamnho menor comparado com as particulas formadas por C;sMIM|[Br]
nas maiores concentragdes formuladas. Esse fato pode estar associado ao fator de
empacotamento p, o qual depende da geometria da molécula de surfactante. Esse fator de

empacotamento ¢ calculado pela Equagdo 12.(VAN OSS, 1992)

P=7 (12)

Onde V;, ¢ o volume da parte hidrofobica, A ¢ area da cabega polar e 1 ¢ comprimento da

cauda.
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Figura 56 - (a) A variagdo do diametro de particula de emulsdes preparadas por AM e US
contendo (a) C;,MIM[Br] e (b) C;sMIM[Br].
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4.1.8 Dependéncia da polidispersao (Span) de particulas na preparacio de emulsdes
usando AM e US

A polidispersao (Span) refere-se a uniformidade das particulas, portanto, considera-se
que quanto menor a polidispersdo (Span), mais particulas do mesmo tamanho estdo presentes
no sistema e mais estavel ¢ o sistema.(MIRHOSSEINI et al., 2008) A polidispersdo (Span)
das emulsdes preparadas por AM e US contendo C;;MIM[Br] e C;sMIM[Br] ¢ mostrado na
Figura 57. A polidispersao (Span) dos experimentos relatados aqui € representada pelo
pardmetro Span, usado no software Mastersizer.(INSTRUMENTS, 2000) Resultados para
emulsdo preparada com C;,MIM[Br] mostraram que o indice de Span ¢ menor para emulsdes
preparadas por US do que para AM, em todas as concentragdes de LI. No entanto, a
polidispersdo (Span) aumenta ligeiramente e ndo significativamente (p <0,05) quando a
amplitude do US aumentou de 20% para 40%, sugerindo que um aumento na amplitude ndo
afeta o sistema. Conforme explicado anteriormente, o aumento de energia no sistema pode
levar as particulas a colidirem, podendo aumentar de tamanho e, consequentemente, aumentar
a polidispersdo (Span), mas esses fenomenos (polidispersdo (Span) e tamanho da gota) nem
sempre estdo relacionados. (WU, 2007) Além disso, o aumento da energia faz com que seja
vencida a barreira estérica e haja a formagao da micela. Esses resultados corroboram com a
tendéncia do tamanho das gotas observada para o C;,MIM[Br], em que o tamanho das gotas
aumenta com o aumento da amplitude do US. Quando a emulsdo foi preparada usando US,
observa-se que a polidispersdo (Span) permanece constante & medida que a concentracdo de

LI C;;2MIM[Br] aumenta. Isso sugere que o aumento na concentragdo de LI ndo influencia o
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tamanho das gotas de emulsdes com C;;MIM[Br]. A mesma tendéncia nao foi observada para
emulsdes preparadas por AM, em que a polidispersao (Span) aumenta (na concentragdo de 2,4
mM) e depois diminui (na concentragdo de 3,6 mM) para as emulsdes com LI C;;MIM[Br], ja
para os sistemas preparados com US 40%, a polidispersdo (Span) ¢ constante. Esses
resultados também corroboram com os resultados do diametro de particula para essas
emulsoes.

A variacdo na polidispersdao (Span) de emulsdes contendo C;sMIM[Br] na
concentragdo de 2,06 e 3,1 mM preparadas usando US em 20% de amplitude apresentaram
maior polidispersdo (Span) do que os andlogos na mesma concentracdo preparados usando
AM. Esse resultado foi surpreendente e ndo esperado, uma vez que ndo corrobora com 0s
dados ja disponiveis na literatura.(TAN et al., 2016) Esse resultado pode estar relacionado ao
fato de que n3o se consegue vencer a barreria estérica para se alcancar um maximo de
moléculas de LI envolvendo a gotitcula de TCM, portanto a micela fica instdvel e pode de
associar a outras, elevando o indice Span. Além disso, pode ter mais LI livre em baixa
ampliture 20%, formado micelas de LI de tamanhos variados. No entanto, a polidispersdo
(Span) para emulsdes preparadas em US com amplitude de 40% sdo sempre menores do que a
polidispersdo em emulsdes preparadas em US 20% e AM. A reducdo do tamanho de gota foi
observada para essas mesmas emulsdes, mostrando que a emulsdo contendo C;cMIM[Br]
preparada em alta amplitude de US (40%) resulta em melhores propriedades para a emulsao.
A redugdo do tamanho da particula com o aumento da amplitude (de 20 para 40%) para o
Ci1sMIM|[Br] esta associada ao fato de se ter trabalhado acima da CMC e por isso pode-se ver
claramente o efeito do US. O controle do tamanho da gota e da uniformidade para projetar as
propriedades dos produtos ¢ essencial para produzir uma emulsdo mais estdvel com tamanho
de particula menor, uma vez que as emulsdes sdo usadas em muitos campos industriais, como
nas reacdes de polimerizacdo, cosméticos, tinta, alimentos e entre outros.(KOBAYASHI et
al., 2015) Na area cosmética, por exemplo, emulsdes com tamanho de goticula muito pequeno
e alta area de superficie, tem um efeito bioativo consideravel, permitindo uma penetracdo
rapida e eficiente na pele.(HOUGEIR; KIRCIK, 2012)

A alta polidispersao (Span) encontrada para emulsdes contendo LI C;cMIM[Br]
preparadas por US 20%, pode ser explicada pelo fato de que este LI tem um CMC menor do
que LI CpMIM[Br].(LIU et al., 2011) Sendo assim, o C;sMIM[Br] forma agregados em
concentragdes menores que o C;;MIM[Br] e a auto-agregacdo do C;sMIM[Br] pode estar

ocorrendo simultaneamente a formagdo da emulsdo, o que aumenta a polidispersdo (Span).
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Em outras palavras, particulas de auto agregacdo de LI e particulas da emulsdo
(LI/TCM/Farmaco) podem estar presentes no sistema aquoso. Por fim, verifica-se que 20% de
amplitude ndo ¢ necessdrio para vencer a barreira estérica do LI C;sMIM[Br] em altas
concentragdes, assim muito LI pode estar livre a seus agregados levando a indices Span

elevados.

Figura 57 - A polidispersdo (Span) de emulsdes preparadas por AM e US contendo (a)
CQMIM[BI‘] € (b) C16MIM[BI']
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4.1.9 Dependéncia da eficiéncia do encapsulamento com a cadeia alquilica lateral do LI e

o método de preparacio das emulsoes.

A eficiéncia de encapsulamento (EE%) ¢ definida como a razdo entre a concentragdo
de farmaco encapsulado e a concentracdo total de farmaco adicionada (encapsulado + livre).
EE% das emulsdes com fluconazol foi calculada para todas as formulagdes usando LC-ESI-
MS/MS de acordo com o método descrito na Secdo Experimental. Os resultados estdo
resumidos na Tabela 7 e Apéndice G. Considerando as emulsdes contendo C;,MIM[Br], a
emulsdo com 3,6 mM de LI e preparada usando US (20%), apresentou eficiéncia de
encapsulacdo semelhante & mesma emulsdo preparada usando AM. Emulsdes contendo 2,4
mM de LI, o uso de US melhorou em cerca de 20% a eficiéncia de encapsulaciao em relagdo a
emulsdo preparada por AM. Por outro lado, emulsdes contendo 1,5 mM de LI com o uso de
US diminuem a eficiéncia de encapsulamento. Para todas as emulsdes contendo LI
Ci2MIM[Br] preparadas em US 40%, uma maior eficiéncia de encapsulamento foi sempre
percebida em comparagdo com as emulsdes preparadas por AM, considerando a mesma

concentragdo. De maneira geral, pode-se inferir que as emulsdes contendo 3,6 mM de LI
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C12,MIM[Br] apresentaram as melhores eficiéncias em comparacdo as demais concentragdes
adicionadas. Portanto, um aumento da concentragdo de surfactante melhorou a eficiéncia d

encapsulamento nesse caso.

Tabela 7 - EE (%) de emulsdo de fluconazol para cada concentracao de LI.

1,5 mM 1,3 mM 2,4 mM 2,06 mM 3,6 mM 3,1 mM
CleIM[BI’] C16MIM[Br] CleIM[BI’] C16MIM[Br] CleIM[BI’] C16MIM[Br]
AM 54 £ 8,75 93 + 3,80 51+£2,66 51+7,57 74 £2,04 10 £2,05
US20 32 +7,60 67 £1,99 71 £3,12 40 £ 15,29 64 £ 8,15 68 £10,27
US40 59+2,14 88 £ 2,65 58 +£2,84 65+ 6,01 77+ 0,94 81 +4,42

Considerando agora as emulsdes contendo o LI C;sMIM[Br], observou-se que a
emulsdo com 1,3 mM de LI preparada sob AM apresentou a melhor eficiéncia dentre todas as
emulsdes consideradas (93%). Por outro lado, a emulsdo preparada por AM com C;sMIM|[Br]
na concentracao de 3,1 mM apresentou a menor eficiéncia. Assim, os resultados mostram que
o aumento na concentra¢do de LI ndo melhorou a eficiéncia de encapsulamento. Além disso,
o US aumentou a eficiéncia de encapsulamento de emulsdes contendo 3,1 mM de
CicMIM[Br]. Esses dados podem estar relacionados com o fato de que em alta energia de US
(40%) a barreira estérica ¢ vencida e mais LI estd circundando a micela, logo a eficiéncia de
encapsulamento desses sistemas serd maior. Por outro lado, as emulsdes contendo 1,3 e 2,06
mM de LI C;sMIM[Br] preparadas por US (20%) apresentaram menor eficiéncia de
encapsulamento em comparagdo com as respectivas emulsdes preparadas por AM. Em todos
os casos, as emulsdes contendo C;sMIM[Br] preparadas no US 40% apresentaram melhor
eficiéncia do que as respectivas emulsdes preparadas a 20% US. Esses resultados mostram
uma tendéncia semelhante a dos resultados de tamanho de particula e polidispersdo, onde as
emulsdes contendo LI C;sMIM[Br] tiveram um tamanho de goticula e polidispersdo menor
quando preparadas a 40% no US 40%. Os valores de eficiéncia corroboram com os resultados
da avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento de outros sistemas emulsificados encontrados
na literatura.(SU; FLANAGAN; SINGH, 2008) Ainda ndo ¢ possivel encontrar, a titulo de
comparagdo, outros estudos contendo LIs como surfactantes e a avaliacdo desses sistemas

quanto a eficiéncia de encapsulagdo do fArmaco. Assim, este trabalho ¢ inédito nesta area.
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4.1.10 Cinética de Liberaciao do Fluconazol

O método de cinética de liberagdo pode ser definido como um controle na liberagdo de
farmacos, nutrientes e outros compostos ativos sdao disponibilizados a partir da matriz
carregada (por exemplo, emulsdo) em um local e tempo especificos, com uma taxa de
liberacdo controlada. Neste trabalho, os perfis de liberacdo de fluconazol emulsionado com
diferentes concentracdes de LIs foram avaliados pelo método do saco de didlise a 37 °C. O
meio de liberagdo foi tampao fosfato (PBS) PH 7,2 com 1% de Tween® 80. A concentragdo
de saturacdo de cada emulsdo com fluconazol foi de 10% (condigdo sink). Os perfis de
liberagdo do farmaco fluconazol nas emulsdes que contém 1,5 mM de LI C;,MIM[Br] e
1,3mM de C;sMIM[Br], preparadas por AM e US 20%, durante um periodo de 5 horas ¢
mostrado na Figura 58. Os graficos para outras emulsdes sdo fornecidos no Apéndice D dessa

tese.
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Figura 58 - Perfil de liberagdo do fluconazol nas emulsdes com 1,5 mM de LI: a) C;,MIM|[Br]
em AM; b) C;,MIM[Br] em US 20%; emulsdes com 1,3 mM de LI ¢) C;sMIM[Br] em AM,;
d) C;cMIM[Br] em US 20%.
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Como pode ser visto, ha um efeito burst na liberacdo do Fluconazol, ou seja, ocorre
uma liberacdo mais rapida em um curto periodo. Considerando a emulsdo com 1,3 mM de LI
C1sMIM[Br] preparada em US 20%, na fase inicial, 35% do Fluconazol ¢ liberado e isso pode
ser explicado considerando a liberagdo do farmaco livre na formulagdo (ndo encapsulado),
pois nesse sistema o EE% ¢ de apenas 32%. Em seguida, observa-se liberagdo moderada na
ultima etapa. Nesses sistemas, o modelo cinético exponencial duplo (Equagdo 9) foi aplicado
para descrever o perfil de liberacdo do Fluconazol emulsionado, mostrando uma constante
cinética de liberacdo no estagio inicial (k;) e outra no estigio final (k;). O mesmo
comportamento foi observado para todas as emulsdes. Os valores de k; e k, sdo fornecidos na

Tabela 8.

88



Tabela 8 - valores de k; e k; para as 18 emulsdes estudadas.

k; (min™)
1.5 mM 1.3 mM 2.4 mM 2.0 6mM 3.6mM 3.1 mM
CoMIM[Br]  CigMIM[Br] C,MIM[Br] C;sMIM[Br] Cp,MIM[Br] C;MIM[Br]
AM 6,914-10 6,42:107 8,1-107 7,69-107 2,36-10™ 6,79-107
US20 7,24-10 1,17-10" 2,410 7,60-107 2,60-10™ 7,89:107
US40 7,77-107 9,510 5,5:107 1,12:10" 1,9-10" 1,46:-10"
k> (min™)
AM 3,31-10™ 9,10-107 8,4-10" 5,20-10™ 3,70-10™ 1,70-10™
US20 1,67-10™ 5,00-10™ 6,89:107 8,50-107 1,6:10° 3,00-10™
US40 2,9-10* 42-10* 4,010 1,11-10* 5,1-10™ 1,87-107

Nos primeiros minutos, a liberagdo do Fluconazol é sempre mais rapida, este fato ¢
confirmado pelos valores de k; maiores que os valores de k,. No entanto, a primeira etapa de
liberagdo (k;) das emulsdes preparadas com C;;MIM[Br] no método AM ou US em todas as
concentragdes de LI apresentaram k; semelhantes. Quando a emulsdo foi preparada com
CicMIM[Br], k; foi maior que a emulsdo preparada sob US a 40% do que AM, a excecdo ¢ a
emulsdo com 1,3 mM deste LI. O efeito da estrutura de LI foi observado na liberacao de
fluconazol da emulsdo em concentracdes mais elevadas (2,06 e¢ 3,1 mM). Nessas
concentragdes, as emulsdes com C;sMIM[Br] apresentaram liberagdo mais lenta do que
C2,MIM][Br], mas no caso em que a emulsdo foi preparada em US 40% com 2,06 mM, esta
tendéncia ndo foi observada. O aumento na concentragdo de LI resulta no aumento da
liberagdo de Fluconazol para emulsdes preparadas com C;;MIM[Br] e C;sMIM[Br] sob AM
ou US. A exce¢do desta tendéncia, ¢ uma emulsdo preparada por US 40% com 2,4 mM de LI
Ci2MIM[Br] e a emulsdo preparada por US 20% com LI C;cMIM[Br]. Nao ha diferenga
significativa entre os valores de k; dos sistemas em questdo, podendo-se considerar que todas
as emulsdes liberam o farmaco pelo mesmo mecanismo de difusdo. Uma das razdes para o
perfil cinético das emulsdes ter um comportamento duplo exponencial ¢ a falta da barreira
polimérica.(DE SOUZA et al., 2016) Quando um polimero encapsula a emulsdo, esse ¢
responsavel por evitar o efeito burst e um perfil de liberagdo linear seria o mais esperado. O
papel do polimero na liberacdo do medicamento pode ser entendido considerando que o
processo de liberagdo do medicamento a partir das nanocapsulas depende da difusdo através
da parede do polimero e da erosdo da matriz polimérica.(SOPPIMATH et al., 2001) Visto que
ndo ha barreira polimérica na emulsdo preparada no presente trabalho, a difusdo do farmaco
ocorre mais rapidamente. A taxa de liberacdo, em resumo, também depende da quantidade de
medicamento que ¢ carregada no nucleo lipidico encapsulado ou emulsionado. (DE SOUZA

et al., 2016) De acordo com Jager et al. (2009) a taxa de liberacdo da droga nas nanocapsulas
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do nucleo lipidico pode ser modulada pela variacdo da concentracdo de surfactante.(JAGER
et al., 2009) Os autores mostraram que o aumento da concentragdo do monoestearato de
sorbitano ¢ mais eficaz do que o aumento da concentracdo do 6leo para controlar a liberagdo
do farmaco, pois o surfactante aumenta a viscosidade do nucleo. No entanto, a tendéncia
observada por Jager et al. (2009) ndo contempla as emulsdes contendo LIs como surfactante,
as quais sdo apresentadas nessa tese. E importante notar que o sistema preparado por Jaeger et
al. contém polimero e o surfactante monoestearato de sorbitano, enquanto as emulsdes
preparadas em nosso laboratdrio contém um surfactante diferente (LI) e ndo contém o
polimero. Os valores de k, sdo menores que k; e correspondem a regido do grafico onde a
inclina¢do ¢ mais ténue. Nesse estagio, houve a saturacdo do meio externo com o fdrmaco e a
taxa de liberacdo do fluconazol ¢ menor do que no primeiro estagio.

Em relagdo ao percentual total do farmaco liberado, houve mudangas notaveis na
quantidade de farmaco liberado, porém ndo foi observada uma tendéncia aparente ao se
considerar diferentes concentragdes e estruturas de LI (por exemplo: aumento da liberagao do
farmaco com diminuicdo da quantidade de LI). As variagdes foram aleatdrias. As emulsdes
com LI C;cMIM[Br] preparadas nos US na amplitude de 40% liberaram quantidade maior do
que as emulsdes preparadas no US 20% ou por AM. Por outro lado, as emulsdes com 1,5 mM
e 2,4 mM de LI C;;MIM[Br] preparadas no US 40% liberaram uma quantidade menor de
farmaco do que as emulsdes preparadas por US 20% ou AM. Por outro lado, as emulsdes com
1,5 mM e 2,4 mM de LI C;;MIM|[Br] preparadas por US 40% liberaram uma quantidade
menor de farmaco do que as emulsdes preparadas por US 20% ou AM. Abismail et al. (1999)
J& demonstraram que um aumento na poténcia do US € responséavel por diminuir o tamanho
das particulas das emulsdes, entdo pode-se dizer que um aumento na energia do sistema
promove uma diminui¢do no tamanho das particulas e também favorece a saida do fdrmaco da
fase dispersa e solubilizacdo na fase dispersante para o LI C;cMIM[Br], uma vez que nessa
tese os resultados mostraram que um aumento na amplitude do US foi responsédvel pelo
aumento da quantidade total da droga liberada na maioria dos casos. As porcentagens totais
de farmaco liberada para todas as emulsdes, entdo descritas na Tabela 9. As melhores

formulagdes encontradas foram os sistemas com LI C;sMIM[Br] preparados por US 40%.
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Tabela 9 - Porcentagem total de farmaco (%) liberado para as 18 emulsdes estudadas.

1,5 mM 1,3 mM 2,4 mM 2,0 6mM 3,6 mM 3,1 mM
C,MIM[Br] C,MIM[Br] C,MIM[Br] C;,MIM[Br] C,MIM[Br] C;sMIM[Br]
AM 57 39 77 44 51 63
US20 66 43 54 57 46 42
US40 50 51 40 87 63 97

4.1.11 Viscosidade das emulsoes

Viscosidade ¢ a propriedade fisica que caracteriza a resisténcia de um fluido ao
escoamento. Em outras palavras, ¢ a propriedade associada a resisténcia que um fluido
oferece a deformacdo por cisalhamento, tipo de tensdo gerado por forgas aplicadas em
sentidos opostos, porém, em direcdes semelhantes no material analisado.(VISCOSITY — THE
PHYSICS HYPERTEXTBOOK) A viscosidade das emulsdes estudadas aqui, foram medidas
com base na taxa de cisalhamento, ou seja, uma for¢a contraria que foi aplicada ao sistema.
Foi observado que conforme a taxa de cisalhamento foi aumentando, a viscosidade do sistema
diminuiu. As viscosidades das emulsdes sdo apresentadas na Tabela 10. Os resultados
mostraram que a viscosidade de todas as emulsdes era proxima ou igual a viscosidade da agua
(1,05 mPa-s) a 25 °C. Esse fato pode ser explicado considerando que a agua ¢ a fase de
dispersdo da emulsdo, sendo, portanto, o componente que esta em maior quantidade (10 mL)
no sistema. Quando a estrutura dos LIs ¢ considerada, as emulsdes contendo C;sMIM[Br]
apresentaram viscosidade mais baixa em comparacdo com as emulsdes contendo
C2,MIM][Br]. No entanto, considerando que a velocidade de cisalhamento ¢ muito elevada
(1000 s), pode-se dizer entio que um aumento na cadeia alquilica do LI ndo altera
significativamente a viscosidade do sistema nessa taxa de cisalhamento.(ZIEMBOWICZ et
al., 2017)

Tabela 10 - Viscosidade (mPa-s) a 25 °C na taxa de cisalhamento de 1000 s™ para as 18
emulsdes”

1,5 mM 1,3 mM 2,4 mM 2,06 mM 3,6 mM 3,1 mM
CleIM[BI’] C16MIM[Br] CleIM[BI’] C16MIM[Br] CleIM[BI’] C16MIM[Br]
AM 1,11 0,97 1,07 0,98 1,16 0,99
US20 1,04 0,99 1,03 0,97 1,05 1,01
US40 1,03 0,97 1,05 0,93 1,05 0,98

* As medigdes foram realizadas uma vez.
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Ao analisar o método de preparacdo, as emulsdes contendo C;;MIM|[Br] preparadas
em US apresentam uma viscosidade menor que os sistemas preparados por AM, porém a
diferenga ¢ muito pequena devido a alta taxa de cisalhamento. Este fato pode ser explicado
com base na reducdo do tamanho de particula observada quando a emulsdo foi preparada sob
US. Ja ¢ relatado na literatura que uma reducao no tamanho da particula causa uma redugao
na viscosidade do sistema.(PAL, 2001) Por outro lado, em emulsdo contendo C;sMIM[Br],
essa tendéncia ndo foi observada, uma vez que o US auxiliou na diminui¢do das particulas
com esse LI, mas uma diminui¢do significativa na viscosidade nio foi observada. E
importante destacar que as imagens de MET para C;sMIM[Br] mostraram estruturas na forma
de filamentos para os sistemas preparados por AM e esferas por US (20%), portanto a
viscosidade deveria ser maior para as emulsoes elaboradas por AM, porém nao ¢ o que se vé
na Tabela 10.

Por outro lado, Li et al. (2009) demonstraram que a viscosidade das emulsdes
contendo C;4sMIM|[Br] diminuiu quando a quantidade de 6leo no sistema aumentou. Assim,
eles sugeriram que as mudangas na viscosidade sdo devidas exclusivamente a natureza e
concentragdo do oleo.(LI et al., 2009) No presente trabalho, a quantidade de TCM foi mantida
constante e, portanto, a influéncia deste constituinte ndo pode ser considerada para explicar as
mudangas de viscosidade.

Comparando a viscosidade da emulsdo nesta tese com as emulsdes preparadas por Li
et al. (2009) usando CsMIM[Br], os sistemas preparados aqui sdo cerca de 10-100 vezes
menos viscosos do que os sistemas preparados por Li et al. na mesma taxa de cisalhamento.
(LI et al., 2009) A diferenga pode ser explicada pela maior quantidade de 6leo utilizada por Li
et al. (2009), o que ¢ cerca de 10 vezes a concentracdo utilizada nesta tese. A mesma relagao
foi observada comparando a emulsdo preparada neste trabalho com as preparadas por Zhang
et al. (2008) usando maior concentragdo de C;sMIM[Br] e maior quantidade de 6leo na
emulsio (34,5% de C1sMIM[Br] e 13,1% de 6leo).(ZHANG et al., 2008) E importante notar
que nos trabalhos citados o p-xileno foi a fase oleosa, enquanto neste trabalho foi o TCM.(LI
et al., 2009; ZHANG et al., 2008) Por fim, deve-se considerar que ndo ¢ apenas o 6leo ou o
LI individualmente que confere a viscosidade final & emulsdo. As interacdes entre os
componentes, as micelas formadas e seu tamanho podem ser a razdo da viscosidade da
emulsdo. A variacdo da viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento (Sh) da emulsdo
preparada com 3,6 mM de C;;MIM[Br] e 3,1 mM C;sMIM[Br] usando AM e US 20% sao

dados na Figura 59. O perfil das curvas segue um modelo exponencial negativo. Esse fato
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comprova que a quantidade de agua nesses sistemas ¢ o principal fator que determina a
viscosidade dessas emulsdes. Em baixas taxas de cisalhamento, todos os sistemas mostraram
um comportamento pseudo-plastico (a viscosidade diminui com um aumento na taxa de

cisalhamento).

Figura 59 - Viscosidade versus taxa de cisalhamento (Sh) da emulsdo com 3,6 mM de LI
C12,MIM[Br] preparado por (a) AM, (b) US 20%; emulsdo com 3,1 mM de LI C;;MIM|[Br]
preparado por (a) AM, (b) US 20%.
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Todas as formulagdes contendo LI C;cMIM[Br] e C;;MIM[Br] apresentaram
comportamento pseudo-plastico no perfil da viscosidade em fun¢do da taxa de cisalhamento.
Isso demonstra que a viscosidade dessa emulsdo ¢ governada pela viscosidade da dgua, mas a
forma das particulas também pode influenciar na viscosidade. Os graficos das outras
emulsdes sdo descritos no Apéndice E.

Para melhor observar os efeitos do método de preparagdo na viscosidade, a tabela

abaixo mostra os valores de viscosidade das emulsdes na taxa de cisalhamento de 2 s™.
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Tabela 11 - Viscosidade (mPa-s) a 25 °C e taxa de cisalhamento de 2 s™' para emulsdes.

1,5 mM 1,3 mM 2,4 mM 2,06 mM 3,6 mM 3,1 mM
C,MIM[Br] C,MIM[Br] C,MIM[Br] C;,MIM[Br] C,MIM[Br] C;sMIM[Br]
AM 32 60 48 1,7 63 2,7
US20 26 = 27 3.4 67 27
US40 28 4 5 5.5 40 1,2

*0 valor néo foi obtido pois ndo seguiu a tendéncia observada.

Pode-se observar que todas as emulsdes com LI C;;MIM[Br] preparadas por US 40%
apresentaram menor viscosidade na taxa de cisalhamento 2 s do que as respectivas emulsdes
preparadas por AM. Esse fato pode ser explicado com base no tamanho das gotas das
emulsdes, que sdo menores nos sistemas preparados em US 40%. Por outro lado, as emulsdes
com C;sMIM[Br] ndo apresentaram a mesma tendéncia para todo o conjunto em analise. Por
exemplo, para emulsdes preparadas com 2,06 mM de LI C;cMIM[Br], um aumento na
viscosidade foi observado com um aumento na energia do método de preparagdo, porém para
as emulsdes preparadas com 1,3 e 3,1 mM de LI C;MIM|Br], as viscosidades mais baixas
foram encontradas para sistemas preparados por US 40%. Exceto para as emulsdes preparadas
com 1,5 mM de LI C;;MIM[Br] e 2,06 mM de LI C;sMIM[Br], o US 40% se mostrou um
método mais efetivo para diminuir a viscosidade das emulsdes comparando com os métodos
US 20% e AM.

Para melhor visualizar essa tendéncia, graficos de viscosidade aparente versus método
de preparagio foram feitos para diferentes taxas de cisalhamento (2, 10, 100 ¢ 1000 s). Os

graficos para as emulsdes sdo mostrados na Figura 60.
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Figura 60 - Viscosidade aparente versus taxas de cisalhamento do método de preparacao (2,
10, 100 e 100 s™) para emulsdes com LI C;xMIM[Br]: (a) 1,5 mM (b) 2,4 mM, (c) 3,6 mM;
LI Ci,cMIM[Br]: (a) 1,3 mM (b) 2,06 mM, (c) 3,1 mM.
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4.1.12 Estabilidade das emulsoes

Quando uma emulsdo ¢ capaz de resistir as mudangas nas propriedades fisico-
quimicas ao longo do tempo, diz-se que esse sistema ¢ estavel. E importante salientar que
todas as emulsdes possuem uma um tempo de prateleira e em algum momento haverd a
desestabilizagdo, uma vez que esses sistemas sdo termodinamicamente instaveis, porém
estabilizadas cineticamente. Sendo assim a estabilidade ¢ maior para os sistemas que possuem
mudancas mais lentas em suas propriedades. Uma emulsao torna-se instavel devido a diversos
mecanismos fisico-quimicos. A instabilidade quimica, menos comum, da-se por alteragdes
nas ligagdes das moléculas dos constituintes das emulsdes, por exemplo os fenomenos de
oxidac¢ao e hidrdlise podem ocorrer. Por outro lado, a instabilidade fisica ocorre por rearranjos
espaciais das moléculas das emulsdes, o que pode resultar nos fenomenos de cremeagdo,
sedimentacdo, floculacdo, coalescéncia, amadurecimento de Ostwald e inversdo de fase.
(KHAN et al., 2011; MCCLEMENTS, 2007)A estabilidade fisica das amostras a 25 C e 37
'C (temperatura corporal) das emulsdes foi medida pelo LUMiSizer. O LUMiSizer ¢ um
instrumento analitico multiamostra que emprega sedimentagdo centrifuga para acelerar a
ocorréncia de fendmenos de instabilidade como sedimentacdo, floculagdo ou
cremosidade.(LERCHE, 2002; SOBISCH; LERCHE, 2008) O equipamento permite medir a
intensidade da transmitancia da luz em fun¢do do tempo e posi¢do sobre toda a amostra, a
"taxa de creme". Esta taxa esta relacionada com a estabilidade fisica da emulsdo, na qual
quanto menor a taxa de creme, maior a estabilidade.(LIU et al., 2016)

A Figura 61 mostra os perfis de transmissdo das emulsdes a 25 'C com 3,1 mM de LI

C1sMIM[Br] preparadas por AM, US 20% e US 40%.
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Figura 61 - Perfil de transmissdo em funcio da posi¢do na cubeta a 25 'C das emulsdes com
3,1 mM de LI C;sMIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Os resultados mostram que a amostra preparada por AM Figura 61(a) ¢ a que
apresenta menor estabilidade comparada com as outras duas emulsdes, uma vez que a
diferenca entre o primeiro perfil (vermelho) e o ultimo perfil (verde) de transmissdo ¢ grande,
indicando instabilidade desse sistema. Além disso, pela analise dos perfis de transmissdo das
curvas, constatou-se que em valores proximos a 125 mm (parte inferior da cubeta) a
transmissdo ¢ maior, o que indica que o fendmeno de desestabilizagdo que ocorre ¢ o de
cremeacdo. Esse fenomeno, ocorreu para todas as emulsdes com C;sMIM[Br], independente
do modo de preparagdo. Esse fendmeno caracteriza-se pela separagdo gravitacional em que as
gotas se movem para cima, pois possuem menor densidade que a fase continua.(BERTAN,
2018) A tendéncia observada na Figura 61, também foi verificada para as emulsdes contendo
1,3 ¢ 2,06 mM do LI C;sMIM[Br] a 25 °C, o que indica que a estabilidade desses sistemas
aumenta quando as emulsdes sdo preparadas no método mais energético (US 40%). A
tendéncia também foi observada para as emulsdes com LI C;sMIM[Br] a 37 "C. Todos os
graficos com o perfil de transmissdo para as emulsdes a 25 C e 37 C sdo encontrados no
Apéndice I desta tese. A Figura 62 mostra os perfis de transmissio das emulsdes a 25 C com

3,6 mM de LI C;;MIM[Br] preparadas por AM, US 20% e US 40%.
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Figura 62 — Perfil de transmissdo em fungio da posigio na cubeta a 25 'C das emulsdes com
3,6 mM de LI C;;MIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Nas emulsoes com 3,6 mM de LI C;,MIM[Br] observou-se uma tendéncia diferente
comparado com os resultados obtidos para os sistemas com LI C;sMIM[Br]. Destaca-se na
Figura 62, a pequena variacdo na transmitancia para as emulsdes preparadas por AM
comparado com as emulsdes preparadas no US 20% e US 40%. Isso indica que o método de
alta energia torna as emulsdes com LI C;;MIM[Br] menos estaveis. Pela analise dos perfis de
transmissdo das curvas, constatou-se que em valores proximos a 127 mm (parte inferior da
cubeta) a transmissdo € maior, o que indica que o fendmeno de desestabilizacdo que ocorre €
o de creaming. Esse fendmeno, ocorreu para todas as emulsdes com C;;MIM[Br]. Essa
tendéncia ¢ observada para as emulsdes com 1,5 e 2,4 mM de LI C;;,MIM[Br] a 25 'C e a 37

o

C.

De forma geral, comparando os graficos de transmissdo das emulsdes com LI
C2,MIM[Br] e as emulsdes com LI C;cMIM[Br], ficou evidente que que a diferenca entre o
primeiro perfil (vermelho) e o ultimo perfil (verde) de transmissdo das emulsdes com

C12,MIM[Br] é menor do que esta diferenca nas emulsdes com o C;sMIM[Br].
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Além dos graficos de transmissdo em fun¢do da posicdo da emulsdo na cubeta, o LUMiSizer
também fornece um indice de instabilidade para todos os sistemas. O indice de instabilidade

para as emulsdes estudadas sdo apresentados nos graficos dados na Figura 63.

Figura 63 - Indice de instabilidade para as emylsées com (a) LI CMIM[Br] a 25 'C; (b) LI
CicMIM[Br] a25 C; (c) LI C;p;MIM[Br] a 37 C; (d) LI C;cMIM[Br]a 37 C.
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Quando as emulsdes sdo preparadas usando o LI C;cMIM[Br], o aumento de energia
no sistema contribui para o aumento de estabilidade das emulsdes com nas temperaturas de 25
°C e 37 'C (graficos 63b e 63d). Para as emulsdes com este LI, o indice de instabilidade
cresceu na seguinte ordem para os métodos de preparacao US 40%<US 20%<AM. Para estas
mesmas emulsdes ndo foi observada uma dependéncia da estabilidade com a concentragdo do
LI. Além disso, ndo houve aumento na instabilidade quando a temperatura aumentou de 37 °C
para 37 °C, o que indica que essa emulsdo ¢ favoravel para uma potencial aplicacdo na
temperatura corporal.

Para as emulsdes preparadas com o LI C;,MIM[Br] (graficos 63a e 63c) observa-se
uma tendéncia oposta, uma vez que um aumento na energia de preparacdo dos sistemas
causou um aumento no indice de instabilidade. Esta observacao estd de acordo com o que sera

discutido nas imagens de MET, quando se concluiu que aumento de energia na preparagdo
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causou desestabilizacdo da emulsdo. Considerando a concentracio do LI C;,MIM[Br],
observou-se que as emulsdes com 1,5 mM de LI preparadas por AM e por US 20%,
apresentaram menor indice de instabilidade comparada com seus analogos preparadas com
2,4 e 3,6 mM de LI. Portanto, uma menor quantidade de LI ¢ suficiente para estabilizar de
forma mais eficiente as emulsdes. Além disso, ndo houve aumento na instabilidade quando a
temperatura aumentou de 25 °C para 37 C, o que indica que, considerando os dados de
instabilidade, essa emulsdo ¢ favoravel para uma potencial aplicagdo na temperatura corporal.

Além dos valores de instabilidade e graficos de transmissdo, também foram gerados
graficos de indice de instabilidade em fun¢do do tempo, o que indicou a cinética de
desestabilizacdo. A velocidade de sedimentacdo ¢ dada pela inclinacdo das
curvas.(SOBISCH; LERCHE, 2008) A Figura 64 demostra os graficos de indice de
instabilidade em funcdo do tempo de centrifugacdo para todas as emulsdes estudadas.

Novamente, os experimentos foram realizados a 25 'C e a 37 C.

Figura 64 — Graficos de indice de instabilidade para as emulsdes com a) C;,MIM[Br] a 25°C;
b) CisMIM[Br] a 25°C; ¢) C;xMIM[Br] a 37°C; d) C;sMIM|[Br] a 37°C.
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Os graficos de instabilidade em fungdo do tempo (Figura 64), mostram que as
emulsdes com LI C;,MIM[Br] preparadas por AM e a emulsdo preparada com 1,5 mM desse

LI no US 20% a 25 C e 37 'C sdo desestabilizadas de forma mais lenta que as demais
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emulsdes preparadas com esse LI. As preparadas com LI C;cMIM[Br] usando US 40%,
(linhas cinza claro, cinza e verde graficos b e d) desestabilizaram de forma mais lenta que as
demais emulsdes preparadas com esse LI. Também fica evidente que a inclina¢do das curvas
das emulsdes com LI C;cMIM[Br] preparadas no US ¢ menor do que a inclinagdo para as
demais emulsdes.

Portanto, as particulas coloidais em altas concentragdes e elevada amplitude de US
podem ser mais estaveis e dificeis de serem rompidas, pois nelas hd maior quantidade de
CicMIM[Br] por goticula e muito mais intera¢cdes hidrofobicas (Dispersdo de London).
Novamente, a barreira estérica das cadeias de C;cMIM[Br] ¢ vencida em elevada amplitude
de US (40%) para atingir uma CMC de C;sMIM[Br] méxima nas particulas coloidais.

A analise visual das emulsdes apds a aquisicdo dos dados no LUMiSizer também
comprovam que a desestabilizacdo das emulsdes ocorreu simultaneamente ao fendmeno de
creaming. A Figura 65 mostra as emulsdoes com LIs C;;,MIM[Br] e C;cMIM[Br] preparadas
no US 20% antes e depois dos experimentos de LUMiSizer. Claramente, a centrifugagdo das

amostras durante a analise acelerou o processo de desestabilizagao.

Figura 65 — Aspecto visual das emulsdes com C;,MIM[Br] e C;sMIM[Br] preparadas no US
20% (a) antes e (b) depois da centrifugagdo por LUMiSizer.
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4.1.13 Microscopia de transmissio eletronica das emulsdes

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi usada para verificar o
comportamento das nove emulsdes contendo o LI C;,MIM[Br]. A Figura 66 mostra as
imagens de MET de sistemas preparados por AM e US com diferentes concentragdes de

Co,MIM[Br] (1,5 mM, 2,4 mM e 3,6 mM).

Figura 66 — Imagens de MET (a barra de escala ¢ 500 um) das emulsdes contendo 1,5 mM,
2,4 mM e 3,6 mM de C;,MIM|Br] preparadas por AM (63d, 63g), US 20% (63b, 63e ¢ 63h) e
US 40% (63f e 631).

E possivel observar a presenca de cristais na emulsdo contendo 2,4 mM do LI
preparada no US 40% (Fig. 66f). Provavelmente isso indica a presenga de uma fase cristalina
ou a cristalizacdo do Fluconazol, uma vez que a cristalizagcdo desse fairmaco ja esta descrita na

literatura. (ALKHAMIS; OBAIDAT; NUSEIRAT, 2002)A ocorréncia da fase cristalina do LI
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¢ pouco provavel, uma vez que a concentragao de LI ¢ baixa comparada com sistema em que
ha a ocorréncia dessa fase.(GAO et al., 2009)

Nas emulsdes com 2,4 e 3,6 mM de LI preparadas por AM (Fig. 66d e 66g) e na
emulsdo com 2,4 mM de LI preparada no US 20% (Fig. 66e) ndo ¢ possivel observar a
presenga de goticulas esféricas e uniformemente distribuidas, sugerindo que esses sistemas
possam estar sofrendo uma desestabilizagdo por creaming, uma vez que essa desestabilizagao
foi observada no LUMiSizer. Esses dados corroboram os valores de tamanho de particula
encontrados, pois esses trés sistemas apresentaram os maiores tamanhos de particula. Além
disso, a emulsdo com 2,4 mM de LI preparada por AM apresentou a maior polidispersdo
(Span) entre as emulsdes com LI C;,MIM[Br] estudadas, portanto, ndo se esperava que a
imagem da emulsdo tivesse esferas definidas. Nas imagens das emulsdes com 3,6 mM de LI
preparadas no US 20% e 40% (Fig. 66h e 661), ¢ possivel notar a presenca de particulas
esféricas em ambas as emulsdes, demonstrando que o US influencia a topologia que o sistema
ir4 adquirir. Na Figura 66b, que pertence a emulsdo com 1,5 mM de LI preparada no US 20%,
ndo ¢ possivel definir o formato das particulas por essa técnica, no entanto, pelo brilho da
imagem, pode-se inferir que o sistema adquiriu uma fase cristalina ou cristaliza¢do de alguma
espécie do sistema. A técnica de SAXS ¢ uma alternativa para elucidar essa questao.

MET também foi usada para verificar o comportamento das nove emulsdes contendo
LI C;cMIM]Br]. A Figura 67 mostra as imagens TEM dos sistemas preparados por AM e US
com concentragdes de 1,3 mM, 2,06 mM e 3,1 mM de LI C;sMIM[Br]. Emulsdes com 1,3
mM de LI (Figura-67a, 67b e 67c) demonstraram o fendmeno de creaming ou
floculacao.(KHAN et al., 2011) Visto que ¢ possivel observar a agregagdo de pequenas
particulas, semelhante ao artigo de Gao et. al. 2009. O fendmeno de creaming foi observado
no LUMiSizer para as emulsdes em estudo. Este fendmeno ¢ menos acentuado na emulsdo da
Figura-67c, o que sugere que o US na amplitude de 40% melhora a estabilizagdo desse
sistema. Na emulsdo com 1,3 mM de LI em AM (Figura-67a), o fendmeno que também pode
estar ocorrendo € a coalescéncia, devido ao alto tamanho de goticula em relacdo as emulsdes
preparadas por US, portanto o uso do US foi promissor para uma melhor estabilidade desses
sistemas. Além disso, devido ao brilho das imagens, as emulsdes com 1,3 mM de LI podem
estar na forma liquido-cristalina, mas isso s6 pode ser afirmado por meio de outras analises

tais como SAXS.
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Figura 67 — Imagens de MET (a barra de escala ¢ 500 um) das emulsdes contendo 1,3 mM,
2,06 mM e 3,1 mM de C;sMIM|Br] preparadas por AM (64a, 64d, 64g), US 20% (64b, 64e e
64h) e US 40% (64c, 64f e 641).

As emulsdes com 2,06 mM de LI preparados por AM ou US (Figura-67d, 67e e 67f)
ndo apresentaram o fenomeno de floculagdo ou creaming, isso pode ser explicado com base
na quantidade maior de LI adicionada o sistema. Um nimero maior de goticulas de tamanho
maior ¢ perceptivel nas Figuras 67d e 67¢ (emulsdo preparada usando AM e US 20% com
2,06 mM de LI). Na Figura 67d ha destaque em vermelho para as particulas com diferentes
tamanhos. Isso estd de acordo com os resultados de polidispersdo (Span), os quais mostraram
uma maior distribui¢do de tamanho de particula nas emulsdes preparadas em AM e US 20%
comparado com o US 40% nessa concentragdo. Essas imagens sdo semelhantes as imagens de
Dobler e col. (2013), em que a adicao de LI ao sistema provocou o aparecimento de particulas

com tamanhos diferentes. Para uma melhor compreensdo do comportamento das emulsdes
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com 2,06 mM de LI preparadas por AM e US 40%, imagens dessas emulsdes foram feitas
com uma aproximagao maior.

As imagens com uma maior aproximacao dessas emulsdes sdo mostradas nas Figuras
68d2 e 68f2. A diferenca nas estruturas das particulas é perceptivel. A emulsdo preparada por
AM (Figura 68d2) possui estruturas cilindricas semelhantes a um filamento cristalino. A
emulsdo preparada em US 40% (Figura 68f2) tem as particulas em forma esférica. O
surgimento de estruturas cristalinas ja ¢ relatado na literatura, nesse sentido as estruturas
cristalinas deste trabalho sdo semelhantes ao demonstrado por Zhang et al. (2008), em que os
autores mostraram o surgimento de uma fase cristalina para a emulsdo preparada com LI
CicMIM[Br].(ZHANG et al., 2008) Com isso, podemos observar a influéncia do uso do US

na forma das particulas da emulsao.

Figura 68 — Imagens de MET (a barra de escala ¢ 100 um) das emulsdes contendo 8mg de
CicMIM[Br] preparadas por AM (d2) e US 40% (f2). A parte destacada em vermelho na
imagem original foi ampliada e representada do lado direito.

As imagens de emulsdes de LI 3,1 mM preparadas por AM e US 20% e 40% sdo

mostradas na Figura 67g, 67h2 e 671, respectivamente. Analisando as imagens presentes na
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Figura 67, pode-se observar que, nesta resolugdo, aparentemente todas as particulas sdo
esféricas. Também ¢ possivel observar diferentes tamanhos de particulas. Novamente, as
imagens relatadas aqui s3o semelhantes as imagens de Dobler et al. (2013), em que a adi¢do
de LI ao sistema ocasionou o aparecimento de particulas esféricas de tamanhos diferentes. Na
figura 69g2, aparentemente um processo de desestabilizagdo por creaming, que estd destacado
em vermelho, estd ocorrendo. Este processo de desestabilizagdo ndo € perceptivel em
emulsdes 3,1 mM preparadas em US 20% e 40%.

Para um melhor entendimento da forma das particulas das emulsdes com 3,1 mM de
LI preparadas por AM e US 20% e 40%, imagens aproximadas desses sistemas foram obtidas.
Pelas imagens, ¢ possivel observar que as emulsdes preparadas no US 20% e 40% possuem as
particulas em formato esférico (Figura 69h2 e 69i2), enquanto a emulsdo preparada por AM
(Figura 69g2) possui estruturas semelhantes a um filamento cristalino(ZHANG et al., 2008)
Assim, mais uma vez fica comprovada a influéncia do US na mudanca da forma das
particulas para os sistemas estudados. Comparando agora as emulsdes com 3,1 mM de LI
preparadas no US 20% e US 40%, nota-se que, embora ambas as emulsdes tenham suas
particulas em forma esférica, aparentemente as particulas da emulsdo preparada no US 20%
passaram por um processo de quebra das particulas, uma vez que essas esferas tém aspecto
seco ou atrofiado, além disso, particulas com tamanhos diferentes sdo observadas na imagem
da emulsdo preparada no US 20%. Este fato pode explicar a alta polidispersdo (Span) da
emulsdo preparada no US 20% em comparagdo com as emulsdes preparadas por AM e US

40%.
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Figura 69 — Imagens de MET (a barra de escala ¢ 100 um) das emulsdes contendo 3,6 mM de
CicMIM[Br] preparadas por AM (g2), US 20% (h2) e US 40% (i2). A parte destacada em
vermelho na imagem original foi ampliada e representada do lado direito.
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4.2 CAPITULO 2: INTERACOES INTERMOLECULARES NA EMULSAO

Neste capitulo serdo abordados os resultados obtidos referentes ao quarto objetivo da
tese que envolve o estudo e a elucidacdo das interagdes intermoleculares entre os
componentes da emulsdo. Inicialmente serdo abordados os experimentos de RMN (Titulagdo
entre dois componentes e determinagdo de coeficiente de difusdo) e as seguir os dados de

ESI-MS/MS.

4.2.1 Experimentos de DOSY para determinacio dos coeficientes de difusao de LI puro,

LI+ TCM e LI + Fluconazol

A compreensdo da estrutura e dindmica ¢ um fator importante na caracterizagdo das
emulsdes. A espectroscopia de RMN ¢ uma ferramenta fundamental para caracterizagdo e
entendimento das relagdes estrutura-dindmica dos sistemas em questio.(WEINGARTNER,
2013) Portanto, o objetivo desses experimentos foi determinar o coeficiente de difusdo dos
LIs puros em D,0 e os coeficientes dos sistemas com sucessivas adicdes de TCM. Além
disso, foi feita a adi¢do de fluconazol ao li puro e monitorada a difusdo. A concentragdo de LI
utilizada foi analoga a concentragio dos experimentos de titulagio monitorada por RMN 'H.

Os dados de difusdo foram obtidos a partir do experimento de DOSY (do inglés:
Diffusion Ordered Spectroscopy). Nesse experimento, 0 movimento das moléculas em uma
amostra pode ser espacialmente monitorado. Se as moléculas se movem apds um tempo de
difusdo (A), sua nova posi¢ao pode ser encontrada apos a aplicacdo de um segundo gradiente.
A intensidade do sinal mensurado ¢ atenuada dependendo do tempo de difusdo (A) e dos
parametros do gradiente, como for¢a do gradiente (g) e comprimento do gradiente (8°). A
mudanga de intensidade do sinal ¢ descrito pela Equacdo (13).(KERSSEBAUM,;
SALNIKOV, 2006)

I = 10 e_D},Zgzalz(A_%)

(13)

Na Equacdo (13), I é a intensidade observada, I, ¢ a intensidade de referéncia

(intensidade do sinal sem atenuagdo), D € o coeficiente de difusdo, y ¢ a razdo magnetogirica
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do nucleo observado, g ¢ a forga do gradiente, 8’ ¢ o comprimento do gradiente (p30) e A€ o
tempo de difusdo (d20).

Apos a visualizagdo dos dados de DOSY do LI puro, adicionou-se uma aliquota de
TCM (0,05 mL) ao LI dissolvido em D,O e gerou-se um novo espectro 2D de DOSY e
avaliou-se a difusdo. Esse procedimento foi repetido quatro vezes, em que foram feitas
adicoes sucessivas de 0,05 mL de TCM no tubo de analise. Portanto, foi realizada uma
titulacdo TCM em LI. Na Figura 70 sdo mostrados os graficos de DOSY gerados para o H22
do C;MIM|[Br] puro e com 0,05 mL de TCM e o H26 do C;sMIM|Br] puro com 0,05 mL de
TCM. Os nucleos selecionados para o experimento foram os que ndo apresentavam

sobreposi¢do de sinais.

Figura 70 — Grafico de DOSY para a) C;,MIM[Br] — H22; b) C;;MIM[Br] + 0,05 mL de
TCM — H22; ¢) C;sMIM[Br] — H26; d) CisMIM[Br] + 0,05 mL de TCM — H26.
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Os hidrogénios monitorados no experimento de DOSY foram H11, e H31 para os dois

LIs, além do H22 para o LI C;,MIM[Br] e H26 para o LI C;cMIM[Br]. As curvas de difusao
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apresentaram comportamento de decaimento sigmoidal, o que ¢ o esperado para este
experimento. Na Tabela 12, estdo os valores de coeficiente de difusdo obtidos para os LI
C,MIM|[Br] puro, com 0,05 mL, 0,10 mL, 0,15 mL de TCM e a média desses valores.
Também, estdo apresentados os valores de coeficiente de difusdo obtidos para o C;cMIM[Br]

puro e com 0,05 mL, 0,10 mL, 0,15 mL de TCM e a média desses valores.

Tabela 12 - Valores de coeficiente de difusdo (D em 10"°m?*s™) para os LIs C;;,MIM[Br] e
C1sMIM[Br] e suas misturas com diferentes volumes de TCM.

CQMIM[BI‘] DH11 Dsz DH31 Média
Puro 8,47 8,68 8,39 8,51
+ 0,05 mL TCM 7,86 7,85 7,59 1,77
+ 0,10 mL TCM 7,78 7,63 6,96 7,46
+ 0,15 mL TCM 6,86 4,00 6,46 5,77
C16MIM[BI'] DH11 DH26 DH31 Média
Puro 4,01 7,94 7,10 6,35
+ 0,05 mL TCM 6,46 5,91 5,88 6,08
+ 0,10 mL TCM 5,25 5,55 5,69 5,50
+ 0,15 mL TCM - - 4,84 4,84

* Nio foi possivel determinar o coeficiente de difusdo devido a falta de correlagdo dos pontos.

Os dados reportados na Tabela 12 mostram que o coeficiente de difusdo diminui
conforme a concentracdo de TCM aumenta para a maioria dos sistemas contendo os LlIs
CiuMIM[Br] e C;sMIM[Br], exceto para a difusdo do H11 do C;sMIM[Br] puro essa
tendéncia ndo ¢ seguida. A média da difusdo para os hidrogénios da mesma molécula segue a
mesma tendéncia que os valores individuais, o que ¢ esperado, uma vez que os hidrogénios de
uma mesma molécula difundem de forma aniloga para um determinado sistema. E evidente
que quando o o sistema muda, h4 a mudanca na difusdo e média dos valores de difusdo dos
hidrogénios. A relagdo entre a difusdo dos LIs C;,MIM[Br] e C;sMIM[Br] e a concentragao

de TCM torna-se evidente quando visualizada na Figura 71.
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Figura 71— Relagdo entre a concentragdo de TCM e coeficiente de difusdao (D) para os
sistemas com os LIs C;;,MIM[Br] (H31 e H22) e C;sMIM[Br] (H31 e H26).
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Esses resultados demonstram que o TCM estd na mesma fase que o LI e que ha
interagdo entre o LI e o TCM, uma vez que a presenca de TCM altera a difusdo do LI. Como
o TCM ¢ mais viscoso que o sistema agua/Ll, ¢ esperado que o coeficiente de difusdo do LI
diminua quando o TCM ¢ adicionado, pois a viscosidade ¢ inversamente proporcional a
difusdo de acordo com a equagdo de Stokes-Einstein. Caso o TCM ndo interagisse com o LI,
haveria a presenca de duas fases no sistema, uma vez que o TCM ndo ¢ soluvel em agua. Se
essa situacdo hipotética se concretizasse, ndo haveria uma alteracdo no coeficiente de difusdo
proporcional a concentragdo de TCM, uma vez que o ambiente quimico do LI ndo seria
alterado, pois o TCM nao penetraria na fase aquosa.

Como o intuito de vericar se houve mudanca na viscosidade da agua quando o TCM ¢
adicionado, foram obtidas as difusdes do solvente na presenca do LI e na presenga das
diferentes concentragdes de TCM adicionadas. Os resultados para a difusdo da dgua nos

sistemas estudados estdo descritos na Tabela 13.
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Tabela 13 - Valores de coeficiente de difusdo (D em 10"'m?s™) para a 4gua na presencga dos
LIs C;o,MIM[Br] e C;cMIM[Br] e em diferentes volumes de TCM.

C 12MIM[BI‘] DAgua
Puro 1,96
+ 0,05 mL TCM 1,79
+ 0,10 mL TCM 1,76
+0,15 mL TCM 1,85
C16MIM[BI'] DH11
Puro 1,87
+ 0,05 mL TCM 1,91
+ 0,10 mL TCM 1,97
+0,15 mL TCM 1,93

A partir da Tabela 13 pode-se perceber que os valores de difusdo da agua sdo maiores
que os valores de difusdo para os LIs, o que indica que a agua difunde aproximadamente 100x
mais rapidamente que os Lls, algo j& esperado, considerando o menor tamanho molecular da
agua em relacdo ao LI. Pode-se observar também que o valor de difusdo para a agua
praticamente ndo se altera quando o TCM ¢ adicionado no sistema contendo o LI
CicMIM[Br], o que sugere que o TCM interage com o LI e ndo com a agua. Sendo assim, a
viscosidade do meio ndo ¢ alterada significativamente. Diferentemente do sistema contendo o
LI C;sMIM[Br], a difusdo da 4gua presente no sistema com o LI C;;MIM[Br] diminui quando
o TCM ¢ adicionado, o que indica que o TCM interage com o solvente e ndo apenas com o
LI. Sendo assim, a viscosidade do meio dos sistemas com o LI C;;MIM[Br] aumenta na
presenca do TCM.

Para corroborar com os dados de difusdo para a dgua, os valores de difusdo dos
hidrogénios dos LIs foram divididos pelos valores de difusdo da agua (referéncia) dos
sistemas correspondentes, uma vez que a variacao da difusdo em fun¢do da concentracdo pode
estar relacionada com a maior viscosidade. A vista disso, esse tratamento de dados tem como
objetivo excluir o efeito da viscosidade. Os valores da divisdo da difusdo dos LIs com os

valores de difusdo da dgua sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Valores de coeficiente de difusdo (D em 10"°m?*s™) para os LIs C;;,MIM[Br] e
CicMIM[Br] e suas misturas com diferentes volumes de TCM divididos pelos valores de
difusdo da agua (D em 10™"'m?s™) do respectivo sistema.

CQMIM[BI‘] DH11/DH20 Dsz/DHzo DH31/DH2() Média
Puro 0,043 0,044 0,043 0,043
+ 0,05 mL TCM 0,044 0,044 0,042 0,043
+ 0,10 mL TCM 0,044 0,043 0,040 0,042
+ 0,15 mL TCM 0,037 0,022 0,035 0,031
CicMIM[Br] Du11/Du20 Du26/Du20 Du31/Du20 Média
Puro 0,021 0,042 0,038 0,034
+ 0,05 mL TCM 0,033 0,031 0,03 0,031
+ 0,10 mL TCM 0,027 0,028 0,029 0,028
+ 0,15 mL TCM A - 0,025 0,025

" Nio foi possivel determinar o coeficiente de difusdo devido a falta de correlagdo dos pontos.

Pela Tabela 14 pode-se constatar que os valores da divisdo ndo mudam para os
sistemas com LI C;;MIM[Br] até a adi¢do de 0,10 mL de TCM, apenas na concentragdo mais
alta de Oleo pode-se perceber variacdo significativa nos valores de divisdo. Esses dados
sugerem que a viscosidade do meio esta sendo alterada com a adi¢do de TCM e ¢ possivel que
a mudanga nos valores de difusdo para o LI C;,MIM[Br] encontrados na Tabela 12 sejam
referentes a essa mudanga de viscosidade do meio e ndo necessariamente uma interacdo que
esteja ocorrendo ente o LI C;;MIM[Br] e o TCM. Em contrapartida, ha uma diminui¢do dos
valores de divisdo das difusdes quando aumenta a concentracdo de TCM nos sistemas com o
LI C;sMIM[Br]. Esses dados sugerem que a 4gua nao ¢ afetada pela adicdo de TCM, apenas o
LI e, portanto, o LI interage com o TCM em um ambiente quimico distinto do ambiente
quimico da 4gua. Em outras palavras, a mudanca na difusdo do LI ndo ¢ devido a um aumento
da viscoside do meio provocada pela adi¢do de TCM e sim pela interagd do 6leo com o LI
CisMIM[Br].

Os dados de difusdo para os experimentos de mistura de LI + fluconazol foram
obtidos a partir do experimento de DOSY. Inicialmente foram obtidos os dados de difusdo
para o LI puro e, na sequéncia, foram obtidos os dados de difusdo para o LI + fluconazol. Na
Figura 72 sdo mostrados os graficos de DOSY gerados para o H22 do C;;MIM|[Br] puro e
C12,MIM[Br] + fluconazol e o H26 do C,cMIM|[Br] puro e C;sMIM|[Br] + fluconazol.
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Figura 72 — Grafico de DOSY para a) C;p,MIM[Br] — H22; b) C;,MIM[Br] + fluconazol —
H22; ¢) C;sMIM[Br] — H26; d) C;sMIM|[Br] + fluconazol — H26.
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Os hidrogénios monitorados no experimento de DOSY foram H11, H31, H4 e H5
(juntos) para os dois LlIs, além do H22 para o LI C;,MIM[Br] e H26 para o LI C;cMIM[Br].

As curvas de difusdo apresentaram comportamento de decaimento sigmoidal, o que ¢ o

esperado para este experimento. Na Tabela 15, estdo os valores de coeficiente de difusdo

obtidos para os LI C;;MIM[Br] puro, LI C;;MIM[Br] + fluconazol e a média desses valores.

Também, estdo apresentados os valores de coeficiente de difusdo obtidos para o C;cMIM[Br]

puro, LI C;sMIM[Br] + fluconazol e a média desses valores.
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Tabela 15 - Valores de coeficiente de difusdo (D em 107°.m?s™) para os LIs C;;MIM[Br] e
C1sMIM[Br] e suas misturas com fluconazol.

Difusdo (m”s™) C1;MIM[Br] C12MIM[Br]

Puro + fluconazol Puro + fluconazol
Dunr ((107°) 9,06 8,14 5,13 4,97
D2z ((10™°) 9,04 8,72 4,96 5,78
Dzt ((10™7) 8,89 7,67 4,72 5,45
Duans ((1077) 8,81 8,96 6,06 4,62
Média (.10™) 8,95 8,37 522 5,20

A partir da analise da Tabela 15, ¢ possivel visualizar mudangas na difusdo quando o
fluconazol ¢ adicionado no sistema, mostrando que a presenca do farmaco faz com que as
moléculas apresentem mudang¢a no movimento, o que se deve, provavelmente, as interagdes
que ocorrem entre LI + fluconazol. A média dos valores de difusdo dos diferentes hidrogénios
monitorados na molécula, demostrou a mesma tendéncia que os valores individuais. Essa
tendéncia era esperada, uma vez que a difusdo dos diferentes hidrogénios da mesma molécua
deve ser semelhante, pois estdo difundindo juntos. A mudanga de comportamento dos

hidrogénios nos diferentes sistemas ¢ melhor visualizada na Figura 73.

Figura 73 — Relacao entre os hidrogénios monitorados e o coeficiente de difusdo (D) para os
sistemas com os LIs C;;,MIM[Br] e C;,MIM|[Br].
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Pela analise da Figura 73, observa-se que os hidrogénios H11 e H22 tem sua difusdo
diminuida quando o farmaco ¢ adicionado na solu¢do de LI C;,MIM[Br]. Isso indica que
esses hidrogénios interagem com o farmaco fluconazol por interagdes hidrofobicas, uma vez
que o H11l e H22 correspondem aos hidrogénios da cadeia hidrofébica do LI. Ja os
hidrogénios H4 e HS5 apresentam aumento na difusdo quando o firmaco ¢ adicionado ao
sistema, indicando que esses hidrogénios ficam mais “livres” a medida que um novo
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composto ¢ adicionado ao sistema. Isso indica que provavelmente a adi¢do do farmaco faz
com que o LI se rearranje em solucdo e desfaca as interagdes LI-LI que ocorriam antes da
adi¢do do fluconazol.

Ja o sistema contendo o LI C;sMIM[Br] demonstra, pelos experimentos de DOSY,
que o H26 e H31 adquirem um valor de difusdo maior quando o fluconazol ¢ adicionado no
sistema. Por outro lado, os hidrogénios H11 e H4, H5 diminuem sua difusdo quando o
farmaco ¢ adicionado no sistema. Portanto, pode-se perceber que, apesar da similaridade das
estruturas dos LIs, ambos apresenta comportamento distinto em solucdo na presenca do
farmaco fluconazol. Mesmo assim, conclui-se que ocorrem as interagdes entre LI +

fluconazol devido as mudangas observadas nos espectros de RMN 'H e DOSY.

4.2.2 Experimentos de Titulagio de TCM em LI monitorados por RMN de 'H

Com o objetivo de obter evidéncias de que os componentes das emulsdes interagem
entre si, e de elucidar quais sdo estas interagdes foram realizados espectros de RMN 'H de
amostras de LIs puros e espectros de LIs na presenga do TCM. Os espectros de TCM +
farmaco ndo foram feitos, uma vez que a baixa solubilidade do fluconazol em éagua e a
necessidade de ser colocado uma quantidade de no minimo 10 mg do composto em 0,5 mL de
D,0 impossibilitaram a realizagdo desses experimentos.

Incialmente, foram realizados espectros de RMN 'H dos LIs puros (Ci:MIM[Br] e
CisMIM[Br]) na concentragdo acima da CAC. A concentra¢do acima da CAC foi escolhida
devido ao fato dos LIs na concentragdo abaixo da CAC em D,O ndo possuirem detec¢do no
RMN 'H, fato que se deve ao limite de detec¢io ou algum componente especifico dessas
moléculas.. Também € necessario destacar que a concentragdo de LI C;;,MIM[Br] adicionada
(25 mg em 500 uL. de D,0) foi maior que a quantidade de LI C;sMIM[Br] adicionada (15 mg
em 500 uL de D,0O), uma vez que a solubilidade do LI C;sMIM[Br] ¢ menor que a do LI
C12MIM[Br] e a CAC do LI C;sMIM[Br] (0,6 mM) (VANYUR et al., 2007) também ¢é
menor que a CAC do LI C;;MIM[Br] (8,5 mM).(DONG et al., 2007) Os espectros de RMN
'H das espécies puras estdo no Apéndice A e os valores de deslocamento quimico encontram-
se nas Tabelas 7 e 8 dessa tese.

Apos a visualizagdo dos dados do espectro puro adicionou-se uma aliquota de TCM
(0,05 mL) ao LI dissolvido em D,O e gerou-se um novo espectro de RMN 'H. Esse

procedimento foi repetido quatro vezes, em que foram feitas adi¢des sucessivas de 0,05 mL
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de TCM no tubo de anélise. Portanto, foi realizada uma titulagdo de 6leo em LI. Na Figura 74,
sio mostrados os espectros de RMN 'H sobrepostos do LI C;;MIM[Br] puro, do LI
C2,MIM[Br] com 0,5 mL de TCM puro, do LI C;2,MIM[Br] com 0,10 mL de TCM puro e do
LI C;uMIM[Br] com 0,15 mL de TCM puro.

Figura 74 — Espectros sobrepostos das regides de interesse ampliadas dos sistemas: LI
C2,MIM[Br] puro, LI C;;MIM[Br] com 0,05 mL de TCM, LI C;;MIM[Br] com 0,10 mL de
TCM e LI C;,MIM[Br] com 0,15 mL de TCM.
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LEGENDA: LI PURO, LI + 0,05 mL de TCM, LI + 0,10 mL de TCM, LI + 0,15 mL de TCM

A partir da analise da Figura 74, ¢ possivel observar a diminui¢do da intensidade dos

sinais dos prétons H11, H4, H5, H22 e H31 quando ocorre a adi¢do do 6leo TCM, o que
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sugere que o movimento desses hidrogénios torna-se restrito o que evidencia a ocorréncia de
interagdo entre o LI e o 6leo. Além disso, a multiplicidade dos sinais dos hidrogénios H4 e HS
quando o 6leo ¢ adicionado ¢ atenuada. Essa variagdo na multiplicidade de sinais quando se
adiciona TCM, ja foi relatada por Li e col. (2009) para emulsdes com o LI C;,MIM[Br] e p-
xileno como fase oleosa os autores atribuiram essa mudanca na multiplicidade as interagdes
cation-m, ou seja, entre o cation imidazolineo e p-xileno. No caso do sistema apresentado
nessa tese, ¢ possivel que esteja ocorrendo interagdes entre o anel imidazolineo (receptor de
elétrons) e os oxigénios presentes nos €steres do TCM (doador de elétrons). Essas interacdes
podem ser evidenciadas pelas altera¢cdes na multiplicidade de sinais do espectro de RMN.
Outra mudanga observada nos espectros da Figura 74 esta relacionada com o deslocamento
quimico dos hidrogénios do LI C;;MIM[Br] quando o TCM ¢ adicionado no sistema.
Observou-se que a varia¢ao de deslocamento quimico ¢ mais pronunciada para o préton H22,
o qual apresenta maior deslocamento quimico conforme TCM ¢ adicionado. Isso sugere que
as moléculas de TCM sao solubilizadas no interior da micela hidrofobica, as quais interagem
diretamente com a cadeia alquilica lateral do LI C;,MIM|[Br]. Portanto, os hidrogénios
presentes na ponta da cadeia lateral hidrofobica sentem mais as alteragdes que ocorrem no
ambiente quimico, o que leva a maior deslocamento quimico desses hidrogénios. O H22
desloca-se 0,005 ppm quando compara-se o LI puro com o LI + 0,15 TCM, ja o H11 desloca-
se 0,002 ppm quando compara-se o LI puro com o LI + 0,15 TCM. O LI C;;MIM[Br] possui
pouca interagdo com o TCM, uma vez o sinal do LI diminui conforme aumenta a quantidade
de TCM adicionada. Isso pode indicar a falta de homogeneidade do sistema quando o TCM ¢
adicionado.

O mesmo experimento foi realizado para o LI C;cMIM[Br]. A Figura 75 ilustra os
espectros de RMN 'H sobrepostos do LI C;sMIM[Br] puro, do LI C;sMIM[Br] com 0,05 mL
de TCM puro, do LI C;cMIM[Br] com 0,010 mL de TCM puro e do LI C;sMIM[Br] com
0,15 mL de TCM puro.
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Figura 75 — Espectros sobrepostos das regides de interesse ampliadas dos sistemas: LI

CicMIM[Br] puro, LI C;cMIM[Br] + 0,05 mL de TCM, LI C;cMIM[Br] + 0,10 mL de TCM e
LI C;sMIM[Br] + 0,15 mL de TCM.
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LEGENDA: LI PURO, LI + 0,05 mL de TCM, LI + 0,10 mL de TCM, LI + 0,15 mL de TCM

Os dados mostram que o aumento do deslocamento quimico ocorre para os nucleos
HI11, H4, HS5, H26 ¢ H31 quando TCM foi adicionado. Esse resultado demostra que houve
mudanga no ambiente quimico desses hidrogénios, o que acarreta a variagdo do deslocamento
quimico. A mudanca de deslocamento quimico foi pronunciada para todos os hidrogénios
monitorados, o que evidencia a interagdo entre o TCM e o C;sMIM|[Br] em porg¢des diferentes
das moléculas. Diferentemente dos sistemas contendo o LI C;,MIM|Br], nos sistemas com o
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LI C;,MIM|Br] observou-se diferentes deslocamentos quimicos para o H26 quando o TCM ¢
adicionado. Portanto, quando o TCM ¢ adicionado ao sistema hd um conjunto de sinais
correspondente a micela LI-LI interagindo entre si ¢ um conjunto de sinais corresponde a
micela LI-TCM que ¢ formada com a adicdo do o6leo. Além disso, verificou-se o
desdobramento dos sinais de H4 e H5 quando foi adicionado o TCM. Esses resultados sdo
semelhantes aos obtidos por LI e col. (2009) e esse fendmeno pode estar relacionado com as
interagdes cation-m ou -1 que ocorrem entre os anéis imidazolineos. Outro ponto interessante
observado nos espectros da Figura 75 foi a variacdo na intensidade dos sinais de LI quando o
TCM foi adicionado. A intensidade ¢ quase completamente atenuada e quase ndo se observa
sinais na concentra¢do mais elevada de TCM. Além disso, nessa concentragdo também foi
observada variagdo na amplitude do sinal. Esses fatos evidenciam que na maior concentragdo
de TCM o ambiente quimico sofreu alteracdes significativas e o movimento dos hidrogénios
do LI tornou-se restrita. Nesse ponto, ocorreu a formacdo das goticulas e houve um aumento
muito grande no tempo de correlagdo dos sinais de hidrogénio, pois o tempo de rotacdo da
goticula seria muito superior ao do agregado de LI. Neste ponto a razdo LI/TCM ¢ por volta
de 250. Sendo assim, para o H26 ¢ possivel observar os valores do LI que interagem com o
TCM (menor deslocamento quimico) e sinais do LI livre (maior deslocamento quimico).

Por fim, como houve a variacdo no deslocamento quimico e variagdo na amplitude e
intensidade do sinal para os hidrogénios ligados as por¢des hidrofobicas e hidrofilicas, pode-
se concluir que além das interagdes hidrofobicas (van der Waals, n-m) também podem estar
ocorrendo interagdes entre os hidrogénios ligados a porg¢des hidrofilicas do LI com as porg¢des
hidrofilicas do TCM (oxigénio do éster) formando ligagdes de hidrogénio entre os
componentes. A Figura 76, mostra o aspecto que o sistema adquire ap6s a adi¢do de TCM ao
LI puro em D,0. A coloragdo branca e o aspecto opaco observado como uma fase homogénea

compra que o TCM foi incorporado no sistema e nao permaneceu em uma fase separada.
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Figura 76 — Imagens dos sistemas a) C;;MIM[Br] + 0,15 mL de TCM; e b) C;;MIM[Br] +
0,15 mL de TCM; em D;0.

a) C_)MIM[Br] + 0,15 mL de TCM b) CisMIM[Br] + 0,15 mL de TCM

Como ja descrito, os LIs podem estar interagindo com o TCM a partir de interacdes
hidrofébicas entre as cadeias dos componentes e podem estar ocorrendo interagdes entre o
anel imidazolineo do LI e os oxigénios do TCM. A Figura 77 apresenta as principais

interacdes que podem estar ocorrendo entre o LI e o TCM. Para exemplificagdo, utilizou-se o
LI C;;MIM[Br].

Figura 77 - Principais intera¢des entre o LI C;,MIM][Br] (azul) e o TCM (preto).
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Por fim, pode-se inferir que o LI C;sMIM|Br] interage mais fortemente com o TCM
que o LI C;,MIM[Br], uma vez que ha o aparecimento de um conjunto de sinais
correspondentes a interacdo LI-TCM qunado considera-se a emulsdo contendo o composto
10nico de cadeia maior. Esses resultados sdo concordantes com a maior estabilidade, maior
eficiéncia de encapsulamento e maior liberacdo de farmaco dos sistemas com o LI
CicMIM[Br] comparado com as emulsdes com o LI C;,MIM[Br]. Como ja discutido
anteriormente, ¢ necessario uma maior energia (US 40%) para romper as micelas formadadas
com oléo, fluconazol e LI C;sMIM[Br] e isso estd diretamente relacionado com a maior

intera¢io entre TCM e LI C;sMIM[Br] mostrada no RMN 'H.

4.2.3 Mistura de LI + fluconazol monitorada por RMN 'H.

Com o objetivo de obter evidéncias de que os componentes das emulsdes interagem
entre si, e de elucidar quais sdo estas interagdes foram realizados espectros de RMN 'H de
amostras de LIs puros em D,O e espectros de LIs na presenga do Fluconazol.

Apoés a visualizagdo dos dados do espectro puro, adicionou-se uma aliquota de
Fluconazol (8 mg) ao LI dissolvido em D,O e gerou-se um novo espectro de RMN 'H. Na
Figura 78, sio mostrados os espectros de RMN 'H sobrepostos do LI C;;MIM[Br] puro e do
LI C;uMIM[Br] com fluconazol.
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Figura 78 — Espectros sobrepostos das regides de interesse ampliadas dos sistemas: LI
C12,MIM[Br] puro e LI C;;,MIM[Br] + fluconazol.
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A partir da andlise da Figura 78, ¢é possivel observar que o H22, presente na
extremidade da cadeia hidrofobica, ndo sofre alteracdo no deslocamento quimico e, portanto,
essa por¢ao do LI ndo sofre influéncia do fairmaco. O H31 e H11 sofrem blindagem quando o
farmaco fluconazol ¢ adicionado. Sendo assim, pode-se inferir que o fArmaco doa densidade
eletronica para o LI nestes ntcleos. J& o0 H4 e HS sofrem blindagem quando o fluconazol ¢é

adicionado. Esses hidrogénios apresentam cardter relativamente mais acido, uma vez que
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estdo conectados no anel deficiente de elétrons e assim podem formar ligagdes de hidrogénio
com o fldor presente no anel aromatico do fluconazol ou podem formar ligacdes de
hidrogénio com os nitrogénios presentes no anel triazol do firmaco. Esse fato explica a
blindagem dos hidrogénios ligados ao anel do LI.

O mesmo experimento foi realizado para o LI C;cMIM[Br]. Na Figura 79, sdo
mostrados os espectros de RMN 'H sobrepostos do LI C1sMIM[Br] puro e do LI C;sMIM[Br]

com fluconazol.

Figura 79 — Espectros sobrepostos das regides de interesse ampliadas dos sistemas: LI
CicMIM[Br] puro e LI C;sMIM|[Br] + fluconazol.
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Diferentemente dos experimentos com o C;:MIM[Br], o espectro de 'H RMN do
CicMIM[Br] (Figura 79) apresenta o hidrogénio da extremidade da cadeia hidrofébica
sofrendo desblindagem quando o farmaco ¢ adicionado. Antes da adicdo do farmaco, as
moléculas de LI estdo interagindo entre si e dispostas na forma de micelas, as quais, em seu
interior, estdo as cadeias hidrofobicas do LI interagindo entre si, o que acarreta a blindagem
dos hidrogénios da cadeia hidrofobica do LI. A partir do momento em que o flluconazol ¢
adicionado, as interagdes hidrofobicas entre o LI sdo afetadas e consequentemente ocorre a
desblindagem do H26. Os hidrogénios H31, H11, H4 e HS5 sofrem blindagem quando o
fluconazol ¢ adicionado, evidenciando que o farmaco fornece densidade eletronica para
determinadas por¢des do LI.

A Figura 80 apresenta as principais interagdes que podem estar ocorrendo entre o LI e

o fluconazol. Para exemplificacdo, utilizou-se o LI C;,MIM|[Br].

Figura 80 - Principais intera¢des entre o LI C;,MIM|[Br] (azul) e o fluconazol (preto).
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Portanto, observou-se que ambos os Lls interagem com o fluuconazol e nio ¢
possivel, por esse experimento, elencar qual dos LIs interage de forma mais efetiva com o
farmaco. Todavia, como discutido anteriormente, o LI C;sMIM[Br] interage mais fortemente
com 0 TCM e isso pode explicar os resultados mais promissores de estabilidade, eficiéncia de

encapsulamento e liberagdo de fluconazol das emulsdes preparadas com o LI de cadeia maior.
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4.2.4 Interacdes entre os componentes das emulsdes monitoradas por LC-ESI-MS/MS.

A espectrometria de massa, mais comumente associada com uma fonte de
electronspray (ESI-MS), com energia de colis@o induzida (ECI) (do inglés - colision induced
dissociation CID), ¢ uma técnica tipicamente utilizada na determinacdo das energias
envolvidas na interacdo entre moléculas iOnicas na fase gasosa de uma forma semi-
quantitativa. A produgdo de ions em fase gasosa, no processo de ionizacdo por electrospray,
envolve duas etapas principais: (a) producao de goticulas carregadas na ponta do capilar e (b)
a diminuicao do tamanho da gota devido a evaporacao do solvente, até que, em determinado
ponto, a repulsdo entre os ions ¢ tdo elevada que ocorre a fissdo da gota, e os ions livres de
solvente, sdo acelerados através de um capilar e analisados no espectrometro de massa.
(CECH; ENKE, 2001; FERNANDES et al., 2011)

As interagdes inter- e intramoleculares ndo covalentes de agregados, por exemplo, sdo
mantidas em fase gasosa e podem ser detectadas no espectrometro de massas.(JECKLIN et
al., 2008) Portanto, a técnica de ESI-MS, a qual fornece informagdes detalhadas sobre as
interagdes entre as moléculas que ocorrem em solucdo, representa uma estratégia promissora
para o estudo das propriedades intrinsecas de agregados em um ambiente livre de solvente.
Diante dessas informagdes, solucdes contendo os componentes presentes nas emulsdes feitas
nessa tese foram preparadas e analisadas por LC-ESI-MS/MS no método SCAN modo
positivo e negativo. Foram preparados as seguintes misturas em agua ultra pura na relagdo
estequiométrica 1:1 (massa/massa): LI C;,MIM[Br] puro, LI C;,MIM[Br] + Fluconazol, LI
C1,MIM[Br] + TCM, LI C;sMIM[Br] puro, LI C;(MIM[Br] + Fluconazol e LI C;sMIM[Br] +
TCM. A mistura TCM + Fluconazol foi preparada em acetonitrila grau HPLC. Os espectros
de massas sobrepostos do LI C;sMIM[Br] puro (preto), Fluconazol puro (vermelho) e mistura

LI C;sMIM[Br] + Fluconazol (verde) no modo positivo e negativo sdo dados na Figura 81.

126



Figura 81 — Espectros de massas sobrepostos no modo a) positivo e b) negativo da mistura LI
CicMIM[Br] + Fluconazol. LI C;sMIM[Br] puro (preto), Fluconazol (vermelho) e

C1sMIM[Br] + Fluconazol (verde).
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a) Espectro de massas LI C;,MIM|[Br] + Fluconazol no modo positivo.
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b) Espectro de massas LI C;sMIM[Br] + Fluconazol no modo negativo.

A partir da andlise desses espectros, € possivel observar a agregacdo entre dois cations

do LI e um anion Br™ (m/z 695,6) no modo positivo. Além disso, observa-se um pico em m/z

659,7 relativo a interacdo entre 2 cations do LI e o anion formiato, o qual ¢ proveniente da

fase movel utilizada. No espectro no modo negativo, destaca-se as massas relativas ao

Fluconazol, com o pico massa de (m/z 305), o que corresponde ao ion molecular do fArmaco.

Interagdes entre o farmaco e o LI ndo foram observadas. A possivel explicagdo para ndo ser

observada a interacdo por massas dessas espécies pode estar baseada na interacdo fraca que

ocorre entre o LI e o farmaco que ndo possui estabilidade suficiente para gerar um pico no
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espectro de massas. De fato, ¢ possivel observar agregados que interagem por interacdes
eletrostaticas envolvendo espécies carregadas (cation do LI + Br™ e cation do LI + formiato) as
quais sdo interacdes mais fortes que interacdes hidrofobicas ou mesmo eletrostaticas fracas
(ligagdes de H ou dipolo-dipolo) que eventualmente estariam ocorrendo entre fluconazol e os
LIL

A Figura 82 mostra os espectros de massas sobrepostos do LI C;sMIM[Br] puro
(preto), TCM puro (vermelho) e mistura LI C;sMIM[Br] + TCM (verde) no modo positivo e
negativo. Assim como no caso das misturas entre LI e Fluconazol, nas misturas entre LI e
TCM também nao ¢é possivel observar interacdes entre o TCM e os LIs. Observa-se agregados
do LI, no qual 2 cations interagem com um anion Br" (m/z 695,6 no modo positivo). Nesse
modo também observa-se um pico relativo ao cation [C;sMIM]™ (m/z 307,6). Ja no modo
negativo, observa-se um pico em m/z 855,1 relativo a interagao entre dois cations do LI e trés
anions Br’. Também se observa um pico em m/z 467 relativo a interagao entre o cation do LI e
dois anions Br. Por fim, picos atribuidos ao TCM também sdo observados nos espectros

sobrepostos.
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Figura 82 — Espectros de massas sobrepostos no modo a) positivo e b) negativo da mistura LI
CicMIM[Br] + TCM. LI C;cMIM][Br] puro (preto), TCM (vermelho) e C;sMIM[Br] + TCM
(verde).
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a) Espectro de massas modo positivo LI C;sMIM[Br] + TCM.
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b) Espectro de massas modo negativo LI C;cMIM[Br] + TCM.

Os espectros sobrepostos das misturas contendo o LI C;;,MIM[Br] mostram resultados
semelhantes aos resultados apresentados acima par as misturas com o LI C;sMIM[Br]. Sendo
assim, os espectros sobrepostos das misturas com o LI C;MIM[Br] sdo mostrados no
Apéndice H desse trabalho. Como descrito acima, a possivel explicagdo para a ndo

visualizacdo das interagdes entre os componentes das emulsdes por essa técnica, esta baseada
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no fato das interagdes eletrostaticas ocorrerem entre as por¢des hidrofobicas (van der Waals,
dipolo-induzido) e, portanto, muito fracas para serem detectadas por essa técnica.

Frizzo e col. (2018) observaram interagdes entre LIs dicationicos derivados do
imidazol com farmacos por ESI-MS/MS. No trabalho em questdo, foram utilizados os
farmacos hibuprofeno, paracetamol e acido salicilico. Devido os grupos carboxilatos,
hidroxilas e amidas presentes nessas estruturas, os quais sao grupos com carater eletrostatico
mais forte que os grupos presentes no fluconazol e no TCM, os espectros de massas gerados
apresentaram picos referente a agregagdo farmaco + LI. Neste trabalho, as interagdes que
possivelmente estejam ocorrendo entre LI + farmaco, sdo interagdes eletrostaticas (dipolo-
dipolo e ligagdes de H), as quais sdo consideradas interagdes fortes.(FRIZZO et al., 2018)
Para corroborar com a explicagdo acima, a Tabela 16 apresenta os valores de energia

aproximada entre as principais interagcdes quimicas.

Tabela 16 — Energia das principais interacdes que ocorrem entre as moléculas nas fases
liquida, gasosa e solida.(HENNEMANN et al., 2018; MOLINA; ZAPATA; CABALLERO,
2017)

Tipo de Interacao Energia aproximada
(KJ/mol)
Eletrostatica 1000-1200
fon-dipolo 400-600
Dipolo-dipolo 20-30
Ligacao de Hidrogénio 5-30
Dipolo-dipolo induzido 2-5
For¢as de London (dipolo induzido) 0,05-40
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5. CONCLUSAO

v O US ¢ um método eficiente para reduzir o tamanho de particula de emulsdes
preparadas com LIs. Além disso, esse método energético também auxiliou na redugdo da
polidispersdo (Span) da maioria das emulsdes.

v O aumento da amplitude no US melhorou a eficiéncia de encapsulamento da maioria
dos sistemas, quando comparados na mesma concentracdo de LI. Assim, pode-se considerar
que um aumento de energia foi favoravel no processo de encapsulamento.

v O uso do US ndo eliminou o “efeito burst” na liberagdo do fluconazol e tornou a
liberagdo mais rapida. Assim, a adicdo de um polimero pode ser necessaria para evitar esse
efeito. Além disso, percebeu-se que os sistemas preparados por US 40% e LI C;cMIM[Br]
liberam uma quantidade maior de firmaco e, mostrando que o uso de US nessa amplitude ¢é
uma potencial alternativa para a preparacao de sistemas de liberagdo de medicamentos.

v O uso de US na preparacdo das emulsdes com LIs diminui a viscosidade em baixas
taxas de cisalhamento (2 s e 10 s™).

v A estabilidade das emulsdes (obtida por LUMiSizer) com C;sMIM[Br]| claramente
aumentou com o aumento de energia do US.

v As imagens de MET provam que o uso do US melhora a estabilidade da emulsado
(efeito de creaming e floculacdo foram observados com menos intensidade nas emulsdes
preparados usando US). Portanto, o US ¢ um método superior a AM para melhorar a
estabilidade de emulsdes com C;cMIM|[Br].

v Assim, pode—se dizer que o método de preparacdo influencia significativamente nas
propriedades da emulsdo contendo LIs e a escolha do método dependerd das caracteristicas da
emulsao a ser obtida.

v LI CicMIM[Br] interage mais fortemente com o TCM do que o LI C;,MIM[Br],
devido a dois motivos: (i) o aparecimento de um conjunto de sinais correspondente a
interagdo LI C;sMIM[Br]-TCM. (ii) deslocamento maior dos hidrogénios do LI C;sMIM[Br]
quando TCM ¢ adicinado. Interagdes de van der Waals e n-m entre as moléculas de Lls e
também podem estar ocorrendo interagdes entre os hidrogénios ligados a por¢des hidrofilicas
do LI com as porg¢des hidrofilicas do TCM.

v LI C;sMIM[Br] e LI C;o,MIM|[Br] interagem com o fluconazol devido a mudanca no

deslocamento quimico dos protons dos LIs no RMN 'H quando fluconazol é adicionado ao
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sistema. Intera¢do entre o cation do LI e o anel de triazol presente no farmaco podem estar
ocorrendo devido a blindagem dos hidrogénios presentes no anel do LI

v A difusdo do sistemas sistemas LI C;sMIM[Br] + TCM aumenta conforme aumenta a
quantidade de 6leo no sistema, o que evidencia que as espécies (LI C;cMIM[Br] + TCM)
interagem. A difusdo dos hidrogénios do LI varia quando fluconazol ¢ adicionaod no sistema,
o que indica interagdes entre as espécies distintas.

v Por outro lado, o ESI-MS/MS nao foi uma técnica capaz de fornecer informagdes
sobre as interagdes entre os componentes da emulsdo. Uma possivel explica¢do para esse fato,
estd baseada nas fracas interagdes intermoleculares entre os componentes da emulsdo que ndo
sdo sensiveis a técnica.

v Os LIs C;pMIM[Br] e C;sMIM[Br] podem ser usados como surfactante preparar
emulsdo de Fluconazol sem a necessidade de uso de um surfactante adicional. A concentragdo
de LIs para preparar essas emulsdes foi menor do que a concentragdo de surfactantes
convencionais,(ABISMAIL et al., 1999; MONIRUZZAMAN et al., 2010) exibindo o

potencial desses LIs como agentes emulsificantes.
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6. SUGESTOES PARA A CONTINUIDADE DO TRABALHO

1) Tendo em vista que foi possivel formular emulsdes com os LI C;oMIM[Br] e
CisMIM[Br], sugere-se:

a) fazer as andlises de SAXS desses sistemas, a fim de observar possiveis fases
cristalinas no sistema.

b) realizar analises de estabilidade por LUMiSizer em uma temperatura abaixo
de 25 °C, a fim de estabelecer um comparativo de estabilidade de emulsdes em trés faixas
distintas.

c) preparar as emulsdes no ultra-turrax, medir as propriedades desses sistemas
(tamanho de gota, estabilidade, cinética de liberacdo) e comparar os resultados com os
sistemas preparados por US, com o intuito de mostrar as diferengas das emulsdes preparadas
por dois métodos de alta energia.

d) preparar emulsdes com concentracdo de LI C;,MIM[Br] acima da CMC,
com a finalidade de se observar mudancga das propriedades do sistema nessa concentragao.

e) Realizar experimentos de 2D ROESY para avaliar as interacdes espaciais

entre os hidrogénios do LI e do TCM.

2) Sabendo que o os LIs com o anion Br apresentam relativa toxicidade (ZHAO;
LIAO; ZHANG, 2007), sugere-se:

a) realizar experimentos para avaliar a atividade antifingica e a toxicidade das
emulsdes, uma vez que ¢ algo fundamental para o sistema ser aplicado como um carreador de
farmaco.

b) Caso a toxicidade da emulsdo seja tdo alta quanto o LI puro, trocar o anion
do LI por uma estrutura menos toxica, como: NO; e anion sacarideo. (ZHAO; LIAO;
ZHANG, 2007)

c) avaliar a estabilidade, cinética de liberagdo, eficiéncia de encapsulamento,

tamanho de gota e polidisperdo dos sistemas preparados com anions com baixa toxicidade.
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APENDICE A — RMN DE 'H E DE “C E ESPECTRO DE MASSAS DOS

COMPOSTOS PUROS

Figura Al — RMN 'H LI C;;MIM[Br].
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Figura A3 — RMN 'H LI C;sMIM[Br].
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Tabela A1 - Dados de RMN de 'H dos LIs.?

CleIM [BI‘] C16MIM[BI']
Nucleo ) Nucleo 0

H22 0,80 (t, 3H) H26 0,83 (t, 3H)

H13, H14, H15, H16,
H13, H14, H15, H16, H17, H18, H19, H20,

H17, H18, H19, H20, 1,22 (m, 18H) ol Ho>. o3, Lioa 1,24 (m, 26H)
H21 o ms
HI12 1,78 (q, 2H) HI12 1,79 (q, 2H)
H31 3,93(s, 3H) H31 3,93 (s, 3H)
H11 4,26 (t, 2H) H11 4,26 (t, 2H)
H5 7,55 (d, 1H) H5 7,55 (s, 1H)
H4 7,57 (d, 1H) H4 7,55 (s, 1H)
H2 b H2 b

“Os espectros de RMN de 'H foram realizados em um Espectrometro BRUKER AVANCE III (600,13 MHz). O
deslocamento quimico ¢ dado em ppm. Espectros registrados em DMSO como solvente. °H2 nio foi observado
devido as trocas com D,0.

Tabela A2 - Dados de RMN de *C dos LIs.?

CleIM[BI‘] C16MIM[BI']
Nicleo ) Nicleo )
C22 14,13 C26 14,29
C21 22,67 C25 22,84
C20eC19 31,89 ¢ 25,28 C24 e C23 29.4
Cl18eCl17 29,32 ¢ 28,04 C22eC21 29,19 € 25,45
Cl6eCl5 29,59 ¢ 29,52 C20eC19 29,52 ¢ 28,47
Cl4eCl13 29,40 ¢ 29,32 Cl18eCl17 29,57 € 29,52
Cl12 29,32 Cl6eCl15 29,78 ¢ 29,69
C31 35,81 Cl4eCl13 29,50 ¢ 28,95
Cll1 50,13 Cl12 30,50
C4eC5 122,11 ¢ 123,94 C31 31,30
C2 137,02 Cl1 50,33
C4eC5 122,14 € 123,95
C2 137,43

“Os espectros de RMN de "’C foram realizados em um Espectrometro BRUKER AVANCE III (150 MHz). O
deslocamento quimico ¢ dado em ppm. Espectros registrados em DMSO como solvente.
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Figura A5 — Espectro de massas modo scan LI C;;,MIM[Br] (positivo).
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Figura A6 — Espectro de massas modo scan LI C;,MIM|[Br] (negativo).
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Figura A7 — Espectro de massas modo scan LI C;sMIM|[Br] (positivo).
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Figura A8 — Espectro de massas modo scan LI C;sMIM[Br] (negativo).
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Figura A9 — Espectro de massas modo scan Fluconazol (positivo).
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Figura A10 — Espectro de massas modo scan Fluconazol (negativo).
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Figura A11 — Espectro de massas modo scan TCM (positivo).
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Figura A12 — Espectro de massas modo scan TCM (negativo).
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APENDICE B — TAMANHO DE PARTICULA E INDICE DE POLIDISPERSAO
(SPAN) DAS EMULSOES

Tabela B1 — Média do tamanho de particula e desvio padrdo das emulsdes com C;;MIM[Br] e
C16MIM[BI']

Diametro de particula (um)

Cono 1.5 1.3 2.4 2,06 3.6 3.1

(mM)
CnMIM[BI’] C16MIM[Br] CnMIM[BI’] C16MIM[Br] CnMIM[BI’] C16MIM[Br]

AM 0,905+0.02 0,95+0,02 1,16+0,03 0.941+0.03 0,928+0,04 0,936+0,04
US20  0,541+0.02 0.505%0,03 0,531+0,02 0.933+0.05 0,498+0,05 0,791+0,04
US40  0,632+0,03 0.517+0,07 0,582+0,02 0.486+0.05 0,51%0,04 0,552+0,03

Grafico Bl — M¢édia do tamanho de particula e desvio padrio das emulsdes com a)
CleIM[Br] € b) C16MIM[BI']
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Tabela B2 — Média do indice de polidispersdao (Span) e desvio padrdo das emulsdes com
CleIM[Br] € C16MIM[BI']

Indice de polidispersdo (Span)

Conc. L5 1,3 2,4 2,06 3,6 3,1
(mM)

CnMIM[BI’] C16MIM[Br] CnMIM[BI’] C16MIM[Br] CnMIM[BI’] C16MIM[Br]

AM 3.581+1.2 28.44+5.03 36.63+6.2 69.67+10.2 5.106+1.4 8.702+1.34
US20 0.625+0.1 0.608+0.2 0.622+0.2 416.05+£37.23  0.606+0.03 220.324+32.18
US40 0.677+0.08  0.731+0.1 0.983£0.05 0.596+0.14 0.631+0.06  0.632+0.2
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Grafico B2 — Média do indice de polidispersdao (Span) e desvio padrao das emulsdes com a)
C12MIM[BI'] € b) C16MIM[BI‘]
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APENDICE C -IMAGENS DE MET DAS EMULSOES

Figura C1 - Imagens LI C;;,MIM[Br] na concentracdo de 1,5 mM feitas no US 20%.
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Figura C3 - Imagens LI C;;,MIM[Br] na concentracdo de 2,4 mM feitas no US 20%.
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Figura C4 - Imagens LI C;,MIM][Br] na concentracio de 2,4 mM feitas no US 40%.
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det HV |mag o [spot| WD — —_— det HV |mag o |spot WD
TD|20.00 kV|1 600 x| 4.0 [13.8 mm TD|20.00 kV/| 800 x | 4.0 [13.8 mm

Figura C6 - Imagens LI C;,MIM[Br] na concentracdo de 3,6 mM feitas no US 20%.

det| HV |mag o [spoff WD
TD(20.00 k|1 600 x/ 4.0 [11.4 mm

[spotf WD |
40114
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Figura C7 - Imagens LI C;,MIM][Br] na concentracio de 3,6 mM feitas no US 40%.

det| HV |mag o |spoff WD |
TD120.00 kV|1 600 x| 4.0[11.9 mm

det HV |mag o |spotl WD
TD|20.00 kV| 800 x | 4.0 [11.9 mm

Figura C8 - Imagens LI C;cMIM|[Br] na concentragdo de 1,3 mM feitas no AM.

det HV  |mag o |spotf WD det HV |mag o [spot| WD
TD|20.00 kVi1 000 x/ 4.0 110.3 mm ETD|20.00 kV/| 500 x | 4.0 [10.3 mm

det| HV |mag o [spot| WD
W Jreg o Jepatl Wo ETD|20.00 kv 500 x | 4.0 9.4 mm
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Figura C10 - Imagens LI C;sMIM|[Br] na concentracdo de 1,3 mM feitas no US 40%.

det| HV |mag o [spoff WD |
DI20.00 kVI1 000 x| 4.0

Figura C11 - Imagens LI C;sMIM|[Br] na concentracio de 2,06 mM feitas no AM.

det| HV |mago [spoff WD |

TD|20.00 kV[1 000 x| 4.0 [10.7 mm|

A
-

s
det| HV [mag o [spotf WD
DI20.00 kv| 500 x | 4.0 10

|spotf WD |
A0

det| HV [mag o [spot| WD
TD|20.00 kV| 500 x | 4.0 10.0 mm
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Figura C13 - Im

~

!

det| HV |magospoff WD [  —

ETD|20.00 kVI1 000 x| 4.0 110.6 mm

Figura C14 - Imagens LI C;sMIM|[Br] na concentracdo de 3,1 mM feitas no AM.

det| HV [mag o [spotf WD
ETD|20.00 kV| 500 x | 4.0 [10.0 mm

Figura C15 - Imagens LI C;sMIM[Br] na concentragdo de 3,1 mM feitas no US 20%.

det HV |mag o |spot| WD
ETD|20.00 kV|1 000 x| 4.0 |10.5 mm

agens LI C;sMIM[Br] na concentra

100 pm

¢ao de 2,06 mM feitas no US 40%.

det| HV [mag o [spotf WD —————————— 300 pm -
02000 ala] 40 08 mm

det HV |mag o |spot
D120 00 k 0x 40

~

det| HV |mag o [spotf| WD ——————————300 ym
JETD|20.00 kv| 500 x | 4.0 [10.5 mm
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Figura C16 - Imagens LI C;MIM[Br] na concentragdo de 3,1 mM feitas no US 40%.
s =

det HV |mag o [spotf WD
TD[20.00 kVI1 000 x! 4.0 110.2 mm

[ HV |mag o spot WD
[ETD!20.00 kV| 250 x | 4.0 [10.1 mm
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APENDICE D —~PERFIL DE LIBERACAO DO FLUCONAZOL NAS EMULSOES

Figura D1 — Perfil de liberagcdo do Fluconazol na emulsdo com 1,5 mM do LI C;,MIM|[Br]

preparada por AM.

% Libera¢do de Fluconazol

60 T T T T T nl é
//
50 j i
wl 7 |
a0 L f y = 80%(1-M1*e"(-M2*MO)-M3*e... a
L Value Error
| m1 0,74554 0,06667
20 + m2 0,068623| 0012172 .
m3 0,25173| 0,062304
m4 | 0,00030838 | 0,0010657
10 Chisg 50,887 NA .
R 0,8924 MNA
0 1 L 1 | | 1
-50 0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

350

Figura D2 — Perfil de liberagcdo do Fluconazol na emulsdo com 1,5 mM do LI C;,MIM|[Br]

preparada por US 20%.

% Liberagao de Fluconazol

70 T T T T T T T
N o T 5]
/6
60 / -
]
50 7 -
a0 L / = B77(1-M17e -M2"MO})-M3"e... i
f, Value Error
m1 0,71121] 0,043023
20 b m2 0,072428| 0,0096257 i
m3 0,1582| 0,035626
m4 | 0,0001667| 0,0011323
20 F Chisg 36,047 NA i
l R 0,9945 NA
10 1 1 L 1 1 1
-50 0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

350
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Figura D3 — Perfil de liberagdo do Fluconazol na

preparada por US 40%.

% Liberacao de Fluconazol

50

40

30

20

10

¥ = 99%(1-M17e*-M2*M0O)-M3"e...

-50

Yalue Error
m1 0,43229 0,017239
B m2 0077797 0,0068766 N
m3 0,53985 0,013547
m4 | 0,00028045| 0,00013615
B Chisg 19,456 NA 7]
R 0,99606 MNA
1 1 1 1 1 1
50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

350

emulsdao com 1,5 mM do LI C;;MIM[Br]

Figura D4 — Perfil de liberagcdo do Fluconazol na emulsdo com 2,4 mM do LI C;,MIM|[Br]

preparada por AM.

% Liberagao de Fluconazol

a0

60

40

20

-20

-50

Tempo (min)

T T - T & T uI é
L y= 775(1-M17er-M2*M0)-M3%e... | |
Yalue Errar
m1 0,079838| 0,026673
m2 0,00084086 | 0,0016123
B m3 0,93516| 0,034887 || 7
m4 0,081212| 0,0076596
Chisqg 37,991 A
L R 0,99725 MNA | S
1 1 Il | 1 1
50 100 150 200 250 300

350
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Figura D5 — Perfil de liberagcdo do Fluconazol na emulsdo com 2,4 mM do LI C;,MIM|[Br]

preparada por US 20%.

% Liberagao de Fluconazol

60

50

40

30

20

y= T55(1-M17e -M2*MO)-M3"e...

-50

Tempo (min)

Value Error
m1 0,68738 0,025143
r m2 0,23875 0,021768 1
ma3 0,27931 0,015611
m4 6,8984e-05| 0,00031235
B Chisqg 11,404 MNA 7
J R 0,9876 MNA
)]
1 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

350

Figura D6 — Perfil de liberagcdo do Fluconazol na emulsdo com 2,4 mM do LI C;,MIM|[Br]

preparada por US 40%.

% Liberagao de Fluconazol

45

40

35

30

25

20

y= 99%(1-M17e"-M2Z*"M0)-M3%e. .

-50

Tempo (min)

% Value Error

= m1 0,66019 0,0083864 -
? m2 | 000038986 6,4147e-05

L m3 0,27927 0,009169 .
m4 0,055865 0,003851

| Chisqg 43775 NAY
R 0,99844 MNA

1 | L 1 1 1

i] 50 100 150 200 250 300

350
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Figura D7 — Perfil de liberagcdo do Fluconazol na emulsdo com 3,6 mM do LI C;,MIM|[Br]

preparada por AM.

% Liberagdo de Fluconazol

60

50

40

30

20

10

-10

T T T T T T T
- o___g_E_———:—“‘_E—ﬁ—_e__ 0
vV
[~
= y= 89,951 -M1*e (-M2*MO)-M3...
Value Error
B m1 0,48991 0,039728
m2 0,23597 0,049508
m3 0,51402 0,019736
o m4 | 0,00037472| 0,00025898
Chisq 100,37 NA
I R 0,9804 NA
1 1 1 1 1 1 1
-50 0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

350

Figura D8 — Perfil de liberacdo do Fluconazol na emulsdo com 3,6 mM do LI C;,MIM|[Br]

preparada por US 20%.

% Liberagao de Fluconazol

50

40

30

20

T T T T T T T
e O o -
i )
y = 50%(1-M1*e -M2*MO)-M3*e. .
Value Error
B m1 0,88499 0,0248 N
m2 0,26416| 0,020289
m3 0,094769| 0,013484
- m4 | 0,0015999 | 0,0010818 -
Chisg 6,5733 NA
R 0,99823 NA
$ 1 1 1 1 1 1
-50 1] 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

350
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Figura D9 — Perfil de liberacdo do Fluconazol na emulsdo com 3,6 mM do LI C;,MIM|[Br]
preparada por US 40%.

70 T T T T T T T
60 - o o —e—"0 i

50 %D -

ar y = 997(1-M17e -M2*MO)-M37e. .

Value Error

30 J m1 0,42363| 0,0072255 -

m2 | 0,00050718| 0,0001187

% Liberagao de Fluconazol

20 b m3 0,50049| 0,014463 i
m4 0,19204| 0,013499
Chisg 15,225 NA
10 R 0,99717 MNA -
U 1 1 1 1 1 1 1
-50 0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (min)

Figura D10 — Perfil de liberacao do Fluconazol na emulsdao com 1,3 mM do LI C;cMIM[Br]
preparada por AM.

40 T T T T T T o
[o] o -
o] o o]
9 30 + -
m©
=
o
o
=
w 20 = 89.G%(1-M1%e(-MZ*MO)-M3... .
% z} Value Error
S m1 0,37138 0,029138
o 10 L m2 0,064207 0,011158 ]
& m3 0,63971 0,024827
2 md | 9,0662e-05| 0,00019826
° ol Chisg 52,33 Nal |
R 0,98581 NA
10 1 1 1 1 1 1 1

-50 0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (min)
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Figura D11 — Perfil de liberacao do Fluconazol na emulsdao com 1,3 mM do LI C;cMIM[Br]

preparada por US 20%.

% Liberagdo de Fluconazol

50

40

30

20

T T T T
c s ©
- . .
e
-~
Y= 97.9%(1-M17e -M2"MO)-M3...
B Value Error 7
m1 0,37207 0,013896
| m2 0,11687 0,01009 i
m3 0,63078 0,0094312
mé 0,00049966 | 0,00011319
L Chisqg 11,311 NA ]
R 0,9967 NA
| 1 1 |
-50 50 100 150 200 250

Tempo (min)

Figura D12 — Perfil de liberacdo do Fluconazol na emulsdao com 1,3 mM do LI C;cMIM[Br]

preparada por US 40%.

% Liberacdo de Fluconazol

60

50

40

30

20

T T T T T T
yoadl
¥= 897(1-M1 e -M2MO)-M3e. .
B Value Error | |
m1 054139 0,0060105
B m2 0,00041997 6,4176e-05 i
m3 0,39989 0,0084575
m4 0,095384 0,00459808
| Chisq 4,0555 NA |
R 0,99884 NA
1 1 1 1 1 1
-50 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

350
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Figura D13 — Perfil de liberacdo do Fluconazol na emulsdo com 2,06 mM do LI C;cMIM|[Br]

preparada por AM.

% Liberagdo de Fluconazol

50

40
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10

-10
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=
- _ﬁ________——*o‘f-o_; 7
o
y= 99, 9%(1-M1*er-M2*M0)-M3.
i Value Error ]
m1 0,66105| 0,0081884
L m2 0,00052265| 6,828e-05 i
m3 0,34315| 0,010233
m4 0,076918 | 0,0051433
- & Chisqg 6,7936 NA 4
R 0,9983 NA
1 | 1 | 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

350

Figura D14 — Perfil de liberacao do Fluconazol na emulsdo com 2,06 mM do LI C;cMIM|[Br]

preparada por US 20%.

% Liberagao de Fluconazol

60
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- ¥ = 99.8%(1-M1 e (-M2"M0)-M3... .
Value Error
L m1 045074  0,012221 i
m2 | 8,5326e-05| 0,00014393
m3 054588  0,015599
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Chisg 14,424 NA
L R 0,99801 NA
L4 ]
1 1 1 1 1 1 1
-50 0 50 100 150 200 250 300
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350
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Figura D15 — Perfil de liberacdo do Fluconazol na emulsdo com 2,06 mM do LI C;cMIM|[Br]

preparada por US 40%.

% Liberacdo de Fluconazol

Figura D16 — Perfil de liberagdo do Fluconazol na emulsdo com 3,

preparada por AM.

% Liberacdo de Fluconazol

120 T T T T T T T

100 :o/oo o 5 S =
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Value Error
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_20 1 | 1 | 1 1 1
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350

1 mM do LI C;sMIM[Br]

10 T T T T T T 1
60 o e T
/
50 | 4
40 4
a0 L y= 80.9°(1-M1 e -M2"M0)-M3... |
Value Error
. m 0,60239| 0014897 | |
m2 0,067928| 0,0037384
m3 0,39488|  0,012422
10 F ma | 0,00016661| 0000163656 | |
Chisg 14,016 NA
oF 0 R 0,00848 NA |
_10 1 L 1 1 1 1 1
500 50 100 150 200 250 300
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Figura D17 — Perfil de liberacao do Fluconazol na emulsdao com 3,1 mM do LI C;cMIM[Br]

preparada por US 20%.

% Liberacdo de Fluconazol
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20 Value Error 1
| mf 0,3928 0,015608
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md | 0,00030568| 0,00010779
l Chisqg 15,668 MNA
0 R 0,09622 NA LT
10 1 1 1 1 1 1 |
-50 0 50 100 150 200 250 300
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350

Figura D18 — Perfil de liberacao do Fluconazol na emulsdo com 3,1 mM do LI C;cMIM[Br]

preparada por US 40%.
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APENDICE E — GRAFICOS DE VISCOSIDADE DAS EMULSOES

Grafico E1 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentragdo de 1,5
mM -AM.
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Grafico E2 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentragdo de 1,5
mM —US 20%.
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Grafico E3 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentragdo de 1,5
mM -US 40%.
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Grafico E4 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentracdo de 2,4
mM -AM.

120 4

100

80

60

40 1

Viscosidade (mPa.s)

04 "5 s mpEm AW EEEEE

1 1‘0 1(‘)0 10‘00
Sh (s™)

Grafico E5 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentracdo de 2,4
mM -US 20%.
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Grafico E6 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentracdo de 2,4
mM -US 40%.
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Grafico E7 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentracdo de 3,6

mM -AM.
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Grafico E8 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentracdo de 3,6

mM —-US 20%.
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Grafico E9 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;;MIM[Br] na concentracdo de 3,6

mM —-US 40%.
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Grafico E10 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentragdo de 1,3
mM -AM.
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Grafico E11 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentracao de 1,3
mM —US 20%.
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Grafico E12 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdao com C;sMIM[Br] na concentragdo de 1,3
mM —US 40%.
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Grafico E13 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentra¢ao de 2,06
mM -AM.
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Grafico E14 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentragao de 2,06
mM —US 20%.
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Grafico E15 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentragao de 2,06
mM —US 40%.
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Grafico E16 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentragdo de 3,1

mM -AM.
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Grafico E17 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentragdo de 3,1

mM —-US 20%.
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Grafico E18 — Viscosidade vs. Log Sh da emulsdo com C;sMIM[Br] na concentragdo de 3,1

mM —-US 40%.
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APENDICE F — GRAFICOS DE DIFUSAO DAS EMULSOES

Figura F1 — Graficos de difusdo em a) & 0,75 ppm b) & 3,87 ppm c) 6 4,20 ppm do LI

C2MIM[Br] puro.

||||||
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Figura F2 — Graficos de difusdo em a) & 0,75 ppm b) & 3,87 ppm c) 6 4,20 ppm do LI

C;MIM[Br] com 0,05 mL de TCM.
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Figura F3 — Graficos de difusdo em a) & 0,75 ppm b) & 3,87 ppm c) 6 4,20 ppm do LI

C2MIM|[Br] com 0,10 mL de TCM.
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Figura F4 — Graficos de difusdo em a) & 0,75 ppm b) & 3,87 ppm c) 6 4,20 ppm do LI

C;MIM[Br] com 0,15 mL de TCM.
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Figura F5 — Graficos de difusdo em a) & 0,76 ppm b) & 3,87 ppm c) 6 4,19 ppm do LI

CisMIM[Br] puro.
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Figura F6 — Graficos de difusdo em a) & 0,76 ppm b) & 3,87 ppm c) 6 4,19 ppm do LI

C1sMIM[Br] com 0,05 mL de TCM.
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Figura F7 — Graficos de difusdo em a) & 0,76 ppm b) & 3,87 ppm c) 6 4,19 ppm do LI
CisMIM|[Br] com 0,10 mL de TCM.
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Figura F8 — Graficos de difusdo em a) 6 3,87 ppm do LI C;sMIM[Br] com 0,15 mL de TCM.
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Figura F9 — Gréaficos de difusdo em a) 8 0,76 ppm b) d 3,85 ppm ¢) 6 4,16 ppm d) 6 7,47 do

LI C;;MIM[Br] com 8 mg de fluconazol.
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Figura F10 — Graficos de difusdo em a) 6 0,78 ppm b) 6 3,84 ppm ¢) d 4,14 ppm d) & 7,46 do

LI C;sMIM[Br] com 8 mg de fluconazol.
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APENDICE G —-ESPECTROS E CROMATOGRAMAS FLUCONAZOL

Figura G1 — Cromatograma do ponto 3 da curva de Fluconazol no modo MRM negativo.
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Figura G2 — Espectro de massas Fluconazol modo MRM. fon precursor m/z 305 modo
negativo.
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APENDICE H —-ESPECTROS DE MASSAS DAS MISTURAS DOS COMPONENTES
QUE COMPOEM AS EMULSOES

Figura H1 — Sobreposi¢ao do espectro de LI C;,MIM[Br] (preto), Fluconazol (vermelho) e LI

+ Fluconazol (verde) no modo positivo.
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Figura H2 — Sobreposi¢ao do espectro de LI C;,MIM[Br] (preto), Fluconazol (vermelho) e LI

+ Fluconazol (verde) no modo negativo.
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Figura H3 — Sobreposicdo do espectro de LI C;;MIM[Br] (preto), TCM (vermelho) e LI +
TCM (verde) no modo positivo.
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Figura H4 — Sobreposicdo do espectro de LI C;;MIM[Br] (preto), TCM (vermelho) e LI +
TCM (verde) no modo negativo.
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Figura H5 — Sobreposi¢ao do espectro de LI C;sMIM[Br] (preto), Fluconazol (vermelho) e LI
+ Fluconazol (verde) no modo positivo.
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Figura H6 — Sobreposicao do espectro de LI C;sMIM[Br] (preto), Fluconazol (vermelho) e LI
+ Fluconazol (verde) no modo negativo.
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Figura H7 — Sobreposicdo do espectro de LI C;sMIM[Br] (preto), TCM (vermelho) e LI +

TCM (verde) no modo positivo.
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Figura H8 — Sobreposi¢cdo do espectro de LI C;sMIM[Br] (preto),

TCM (verde) no modo negativo.
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APENDICE I -PERFIL DE TRANSMISSAO E CINETICA DE ESTABILIDADE DAS
EMULSOES

Figura I1 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢do na cubeta a 25 °C das emulsdes com
1,5 mM de LI C;;,MIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
a)
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Figura I1 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢do na cubeta a 25 °C das emulsdes com

2,4 mM de LI C;;,MIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Figura I3 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢do na cubeta a 25 °C das emulsdes com
3,6 mM de LI C;;MIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Figura I4 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢o na cubeta a 25 °C das emulsdes com
1,3 mM de LI C;sMIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Figura I5 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢do na cubeta a 25 °C das emulsdes com

2,06 mM de LI C;sMIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Figura I6 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢io na cubeta a 25 °C das emulsdes com

3,4 mM de LI C;sMIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Figura I7 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢o na cubeta a 37 °C das emulsdes com
1,5 mM de LI C;;,MIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Figura I8 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢do na cubeta a 37 °C das emulsdes com
2,4 mM de LI C;;,MIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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Figura I9 — Perfil de transmissdo em fungio da posi¢do na cubeta a 37 °C das emulsdes com
2,06 mM de LI C;sMIM|[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
a)
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Figura 110 — Perfil de transmissdo em fungdo da posi¢do na cubeta a 37 °C das emulsdes com
3,4 mM de LI C;sMIM[Br] preparadas por (a) AM; (b) US 20%; (c) US 40%;
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