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RESUMO - O objetivo desta pesquisa foi desenvolver e avaliar a estabilidade de emulsdes multiplas O/A/

O contendo 6leo de pequi. A emulsao multipla foi preparada pelo método de duas etapas e a caracterizacao,
através da microscopia 6ptica. Para estabilizar essa emulsdo, diferentes parametros foram estudados:
concentracdo da emulsdo primdria e do tensoativo secundéario, aditivos para aumentar a viscosidade da
fase externa e velocidade de agitagao. A avaliagao da estabilidade acelerada foi realizada em diferentes
temperaturas durante 30 dias, avaliando-se a viscosidade e o perfil reologico. Nao houve diferenca estatistica

na viscosidade aparente durante o periodo de estudo, indicando estabilidade das formulacdes. E possivel
formular emulsdes multiplas O/A/O estaveis com Oleo de pequi.

PALAVRAS-CHAVE - Emulsdo multipla; 6leo de Pequi; Caryocar brasiliense; estabilidade; reologia.

SUMMARY - The aims of this work was the development and evaluate the O/W/O multiple emulsions
stability containing pequi oil. The multiple emulsions were prepared using the two-step procedure and
the formulations were characterized by microscopic analysis. To improve the stability, several studies
were improved as primary emulsion concentration and secondary emulsifier, additives effect to increase
the external viscosity and agitation velocity were also investigated. The accelerated stability study was
performed at different temperatures over 30 days and evaluated its viscosity and the rheological profile.
There were no significant differences in the apparent viscosity during the period and stress conditions
investigated. The analysis stability in these formulations indicated it could be possible to formulate O/W/

O muliiple emulsions stables with Pequi oil.

KEYWORDS - Multiple emulsion; Pequi oil; Caryocar brasiliense; stability; rheological.

J

INTRODUGCAO

mulsoes multiplas sdo sistemas complexos compos-
tos por duas emulsificacoes, onde os dois tipos de
emulsdes (A/O e O/A ou O/A e A/O) existem simul-
taneamente, constituindo emulsoes do tipo A/O/A ou
O/A/O (Florence; Whitehill, 1982; Omotosho, 1990).
Uma emulsdao O/A/O apresenta uma estrutura
vesicular com glébulos aquosos dispersos em uma fase
oleosa. Esses glébulos aquosos contém microparticulas
de uma segunda fase oleosa conhecida, geralmente,
como fase interna. O liquido imiscivel em que os
glébulos aquosos sao dispersos é chamado fase externa.
Desta maneira, a morfologia fisica da emulsdo multipla
O/A/O consiste na presenca de duas fases oleosas sepa-
radas por uma membrana aquosa (Avendano-Gomez
et al., 2005).
Estas podem ser obtidas, principalmente, por trés

métodos: emulsificacdo por inversdo de fases, em uma
(formacgédo espontdnea) ou duas etapas. Os dois pri-
meiros métodos nado sdo muito utilizados pela difi-
culdade de reprodutibilidade e estabilidade. O método
de duas etapas consiste na re-emulsificacao de uma
emulsdo priméria em outra fase (Devani et al., 2005;
Garti; Aserin, 1996).

Devido a sua estrutura, esses sistemas multiplos
apresentam aplicacbes nas areas cosmética, farma-
céutica e alimenticia. Tem apresentado grande interesse
por ter capacidade de dissolver ou dispersar ativos nas
diversas fases, veicular componentes incompativeis e
instdveis, além de possibilitar a liberacdo com perfil
modificado de substdncias ativas (Hwang et al., 2005;
Lobato-Calleros et al., 2006; Nakhare; Vyas, 1997; Ozer,
et al., 2007; Tadros, 2000; Zur Muhlen, et al., 2007).

No entanto, as limitacoées das emulsdes multiplas
estdo centradas na sua instabilidade termodinamica,
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uma vez que estas possuem estrutura complexa e, con-
sequentemente, dificuldades de estabilizagdo (Ursica
etal., 2004).

A estabilidade ¢é influenciada por diversos fatores:
composicao da formulacao, tamanho dos glébulos, vis-
cosidade, volume de fases, valor de pH, presenca de
eletrolitos, gradiente osmotico e propriedades do filme
interfacial formado (Avendano-Gomez et al., 2005;
Baillet et al.,, 1994; Ozer et al., 2000).

O pequi (Caryocar brasiliense) é uma arvore origi-
néria da regido do cerrado brasileiro (Franquilino, 2006)
de onde ¢é extraido o 6leo de interesse cosmético.

Na composicdo do 6éleo de pequi verifica-se a
presenca de diferentes acidos graxos (palmitico, oléico,
miristico, palmitoléico, estedrico, linoléico e linolénico)
além da vitamina A (Croda do Brasil, 2002; Facioli; Gon-
calves, 1998). Os 4cidos graxos constantes nesse 6leo
sdo bastante semelhantes aos apresentados em nossa
epiderme (Rieger, 1987), o que possibilita seguir mais
uma tendéncia cosmética que € o uso de produtos biomi-
méticos, favorecendo a compatibilidade formulacao-

ele.
P Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) identi-
ficaram a presenca de carotendides no pequi, o que
pode favorecer seu uso em cosmético, pois esses meta-
bolitos podem atuar como antioxidantes retardando a
lipoperoxidacao e conseqlientemente, o envelhecimen-
to cutaneo.

Sendo assim, é de grande importancia o estudo da
utilizacdo do 6leo de pequi vislumbrando a aplicabi-
lidade na drea cosmética, sinalizando o aproveitamento
de recursos naturais com desenvolvimento sustentavel
e, conseqientemente, desenvolvimento regional e
contribuicao social. Portanto, os objetivos deste trabalho
foram o de desenvolver e avaliar a estabilidade de
emulsdes multiplas do tipo O/A/O contendo 6leo de
pequi (Caryocar brasiliense).

MATERIAL E METODOS

As emulsodes primdaria e multipla foram formuladas
com as seguintes matérias-primas denominadas pela
International Nomenclature Cosmetics Ingredients
(INCI) (ICID, 2000): Acrylates/C10-30 Alkyl Acrilate
Crosspolymer e Carbomer (BFGoodrich, Dinaco SA,
S&o Paulo, Brasil), Caryocar Brasiliense Fruit Oil,
Caprylic/ Capric Triglyceride, Cetyl Esters, Oleyl Al-
cohol, Sucrose Polybehenate e C18-C36 Acid Glycol
Ester (Croda do Brasil Ltda, Campinas, Brasil), BHT,
EDTA e Triethanolamine (Henrifarma Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), Methyldibromo Glutaronitrile (and) pheno-
xyethanol (Tec Pharma Ltda, Sdo Paulo, Brasil), Mi-
neral Oil (Volp Ltda, Sao Paulo, Brasil), PEG-30 Di-
polyhydroxystearate (Beraca Ingredients, Sdo Paulo,
Brasil), Parfum e Aqua.

* Preparo da emulsao primaria

A emulsédo priméria foi preparada pelo método de
inversao de fases e sua estabilidade avaliada em outra
pesquisa desenvolvida em nosso laboratorio (dados néo
apresentados neste trabalho).

* Preparo da emulsao multipla

A emulsdo multipla foi preparada pelo método de
duas etapas ou dupla emulsificagdo (Ferrari, 2002; Flo-
rence; Whitehill, 1982).

156

* Anélise macroscopica

Apoés vinte e quatro horas avaliou-se o aspecto e as
propriedades organolépticas da emulsao multipla.

» Determinacao do tipo da emulsao muitipla

O teste de diluicao foi realizado com o objetivo de
identificar o tipo de emulsao (A/O ou O/A) (Prista et
al., 1996).

* Analise microscépica

A anélise microscépica (Nikon YS2-T) forneceu in-
formacoes sobre o cardter multiplo das emulsées, forma
e regularidade do tamanho dos gldbulos formados. Foi
observado, também, o aspecto fisico da emulsdo como
coalescéncia e floculacao.

* Determinacao da porcentagem de separacao de fases
das emulsées mlltiplas

Emulsao multipla recém-preparada foi adicionada
em tubo conico graduado de 15,0mL. O volume de sepa-
ragdo de fases (V) foi observado apés 24 horas. A
porcentagem de separacdo das fases (B%) foi calculada
pela Equacdo 1 (Nakhare; Vyas, 1996):

B(%) = [100 (Vsep/ 19)1/[(V,+V,)/(V,+V,+V)]

Onde: V,,, = volume de separacao;

V, = fase oleosa interna;
V, = fase oleosa externa;
V, = fase aquosa.

Este teste foi considerado como preliminar de esta-
bilidade. As amostras que nao apresentaram separacao
de fases foram submetidas a condicao de estresse: cen-
trifugacdo (Fanem Ltda. — Mod. 206 R, Excelsa Baby
11-440 watts) 3000rpm durante 30 minutos e a tempe-
ratura de 45°C+75% Umidade Relativa (UR) por 48h.
As que apresentaram separacao de fases foram elimi-
nadas do estudo, sendo que as demais foram submeti-
das ao teste de estabilidade acelerada.

* Estabilizacdo da emulsao multipla (Ferrari, 2002;
Ferrari; Rocha-Filho, 2005)

Com o objetivo de determinar o cardter multiplo e a
estabilizacdo das emulsoes, as amostras preparadas fo-
ram submetidas aos testes descritos a sequir Em cada
teste analisou—se o aspecto macro e microscépico, tipo
de emulsao e porcentagem de separacao de fases.

* Influéncia da concentracao da emulsao primaria:
diferentes concentracoes da emulsdo primaria (40 a 70%
p/p) foram avaliadas mantendo-se fixa a concentracéo
de tensoativo secundario.

* Influéncia da concentracao do tensoativos se-
cundarios: o PEG-30 Dipolyhydroxystearate, utilizado
como tensoativo secundario (emulsificacdo A/O) foi tes-
tado em concentracgoes de 4,0; 5,0 e 6,0% (p/p).

* Influéncia de aditivos na fase externa da emulsao
multipla: alguns componentes utilizados para
aumentar a viscosidade da fase externa foram avaliados
em diferentes concentragoes associados ou nao: Oleyl
Alcohol; Sucrose Polybehenate; C18-C36 Acid Glycol
Ester.

* Influéncia da velocidade de agitacdo na formacao
dos glébulos multiplos: as emulsées multiplas foram
preparadas com agitacdo (Fisaton—-Mod. 713) a 500rpm.
Depois de definida a emulsao multipla que apresentava
melhor desempenho, o estudo da influéncia da velo-
cidade de agitacdo na formacao dos glébulos multiplos
foi realizado, variando-a em 900 e 1200rpm.

* Determinacéao da estabilidade acelerada da emul-
sdo multipla (ANVISA, 2004; Ferrari, 2002)
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Sessenta gramas (60,0g) da emulsao considerada
estavel pelo teste preliminar foram acondicionadas em
frascos plasticos de poliestireno e submetidas a condi-
¢Oes variaveis de temperatura. As amostras foram expos-
tas as temperaturas: 4+2°C (Geladeira Eletrolux, mod.
RDE 35),37+2°C e 75+5% UR (Camara Climatica Nova
Etica, mod. 420-CLD 300) e 45+2°C, 75+5% UR (Ca-
mara Climéatica Nova Etica, mod. 420-CLD 300) e
25x2°C (Ambiente climatizado). Os parametros ava-
liados foram: determinacao da viscosidade e compor-
tamento reoldgico.

As leituras foram realizadas no 1° dia (24 horas apos
o preparo da emulsédo) no 7°, 15° e 30° dias. O experi-
mento foi realizado em triplicata.

* Determinacgao da viscosidade e comportamento
reolégico

A determinacao da viscosidade e comportamento
reoldgico foi realizada em Redmetro (Brookfield-modelo
RV-III) tipo cone e placa, acoplado a um Software
Rheocalc versao V3.0, utilizando o spindle CP 52 e
0,5g de amostra a 25°C (Ferrari, 2002).

* Analise dos resultados

Os resultados da estabilidade acelerada foram sub-
metidos aos testes estatisticos (p<0,05) ANOVA e aos
testes de Tamhane para amostras heterogéneas e de
Tukey para as homogéneas. As andlises estatisticas
foram avaliadas pelo programa SPSS 13.0 for Windows.

RESULTADOS E DISCUS SAO

De acordo com Suet al. (2006) para se obter emul-
soes multiplas estaveis é fundamental utilizar emul-
soes primarias também estdveis. Portanto, foi utilizado
para o desenvolvimento da emulsao multipla O/A/O,
uma emulsdo primaria O/A estdvel composta de 10%
de 6leo de pequi (resultados ndo apresentados).

O estudo iniciou-se variando a concentracdo da emul-
sdo priméria (40 a 70%), fixando a concentracdo de 5%
do tensoativo polimérico PEG Dipolyhydroxystearate
(Tabela I). Essa concentracéao foi fixada fundamentada
no trabalho de Ferrari (2002) que descreveu a emulsédo
multipla estdavel com 6leo vegetal e 5% do tensoativo
em estudo.

Segundo Suet al. (2006) o aumento da viscosidade
da fase externa da emulsao propicia maior estabilidade.

Baillet et al. (1994) demonstraram que o aumento da
concentracdo da emulsdo primdria resulta no aumento
da viscosidade da emulsdo multipla favorecendo a es-
tabilidade do sistema. Pela andlise macroscopica obser-
vou-se que essas consideracoes foram validas, pois a
F1 (40% emulsédo priméria) apresentou separacao de
fases antes de 24 horas, enquanto que as demais (F2-
F4), apresentaram um discreto halo de separacao.

A andlise microscopica permitiu verificar rapida
coalescéncia dos globulos da F1, floculagdo e coales-
céncia nas F2 e F3 e discreta floculacdo da emulsao F4.

Para avaliacdo néo ser apenas subjetiva pela anali-
se microscopica, utilizou-se a metodologia do volume
de separacao de fases (Nakhare; Vyas, 1996) que
sugere que a emulsdo com mais 10% de separacao das
fases, apresentard, provavelmente, instabilidade
durante o teste de estabilidade.

Sendo assim, as formulacoes F1 a F4 foram subme-
tidas a este teste preliminar de estabilidade associado
a andlise microscopica. As emulsdes multiplas F1, F2,
F3 e F4 apresentaram respectivamente 74,5%, 4,1%,
4,7% e 5,7% de separacéao de fases. Apesar das F2 e F3
apresentarem menor volume de separacao, a férmula
considerada mais estavel foi a F4, por apresentar apenas
discreta floculacao pela analise microscopica, glébulos
esféricos e regulares.

Partindo dessa formulacao, fixou-se a concentracao
da emulsao primaria em 70% e variou a concentracao
do tensoativo secundario (Tabela I - F5 e F6). Paraa F5
o volume de separacao foi de 35,7% e 4,1% para F6.
Esta ultima formulacdo apresentou, microscopicamente,
floculacéo e discreta coalescéncia. Portanto, a emulsao
considerada com melhor estabilidade presumida foi a
F4.

Um dos fatores responsaveis pela instabilidade da
emulsao multipla é a migracao dos tensoativos de uma
interface para outra (Axel et al., 2006; Magdassi et al.,
1985). Para minimizar esse problema, optou-se por tra-
balhar com tensoativos poliméricos nas duas interfaces
utilizando o Acrylates/C10-30 Alkyl Acrilate Crosspo-
lymer na primeira emulsificacdo (O/A) e o PEG Dipo-
lyhydroxystearate na A/O.

Assim, como Vasiljevic et al. (2005, 2006), nesta pes-
quisa, também foram obtidas emulsdes multiplas utili-
zando baixa concentragdo de tensoativos (5,3%), sendo
0,3% na emulsificacdo O/A e 5% na A/O.

TABELA |

Composicdao das emulsdes multiplas O/A/O, variando concentracdo de emulsdo primaria (F1 a F4), tensoativo secundario (F5 e
F6) e aditivos da fase externa (F7 a F15)

comoseio i3 [ e [ G [ o [ o | o [ o [ o [ o [ooy [ o[ oty | i [ o [ oy
Emulsao Priméria 40,0 | 50,0 60,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 | 70,0
Caryocar Brasiliense Fruit Oil 6,0 5,0 40 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
PEG-30 Dipolyhydroxystearate 50 5,0 50 50 40 6,0 50 50 5,0 5,0 50 5,0 50 5,0 50
Caprylic/ Capric Triglyceride 50 5,0 50 50 50 50 50 50 5,0 50 50 5,0 50 50 50
BHT 0,02 | 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 | 0,02
Mineraloil  g.s.p. 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0| 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
Sucrose Polybehenate — — — — — — 5,0 8,0 10,0 — — — — 50 8,0
Cetyl Esters — — — — — — — — — 50 10,0 — — 50 50
C18-C36 Acid Glycol Ester — — — — — — — — — — — 5,0 10,0 — —
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Para aumentar a estabilidade da formulacao até entao
considerada com melhor desempenho (F4), foram adi-
cionados aditivos a fase externa para aumentar a vis-
cosidade (Tabela I).

Quando aditivadas com Sucrose Polybehenate (F7
a F9), as emulsoes ndo apresentaram separacgédo de fases
mesmo depois de 48 horas na temperatura de 45°C e
centrifugacdo. Pela andlise microscépica pdde ser obser-
vada uma moderada coalescéncia na F8, enquanto que
a F9 ficou extremamente viscosa, nao contemplando o
cardter estético que formulagdes cosméticas devem
apresentar.

As formulacoes F10 e F11, com Cetyl Esters, apre-
sentaram separacao de fases no teste de centrifugacao
apos 24 horas do preparo.

Devido a alta viscosidade, dificultando até mesmo a
agitacdo no agitador mecénico (1000rpm), as formu-
lagoes aditivadas com C18-C36 Acid Glycol Ester (F12
e F13) nao foram submetidas aos testes de estabilidade
acelerada.

A associacao da Sucrose Polybehenate com o Cetyl
Esters resultou nas formulacoes F14 e F15. A primeira
apresentou aspecto de creme, do tipo O/A/O com glé-
bulos esféricos e regulares sem coalescéncia ou flocu-
lacéo, enquanto que a F15, com floculacao pela analise
microscoépica.

Esses estudos de estabilizacao confirmam que o
aumento da viscosidade da fase externa propicia uma
melhor estabilidade ao sistema (Baillet et al. 1994; Su
et al., 2006), visto que a F4 com 5,1% de volume de
separacao de fases ndo apresentou mais esta caracte-
ristica quando incorporado, na fase externa, aditivos
que aumentavam a viscosidade.

No entanto, apenas as formulacoes F7 e F14 apre-
sentaram estabilidade nas avaliacOes preliminares, sen-
do entdo submetidas ao teste de estabilidade acelerada.
Neste trabalho serdo apresentados apenas os resultados
da F14.

Definidas estas caracteristicas da emulsdo multipla,
foirealizado um estudo da velocidade de agitacao. De
acordo com Gallardo et al. (1999), a técnica e a veloci-
dade de agitacdo podem interferir no tamanho dos glo-
bulos e homogeneidade da emulsao.

Diferentemente de Ferrari (2002), que obteve emul-
soes multiplas com melhor aspecto em 1200rpm, neste
trabalho, a velocidade de agitacdao que proporcionou
melhores glébulos, em relacdo ao aspecto e regulari-
dade da forma, foi a de 500rpm. Scherze, Knofel e Mus-
chiolik (2005) relataram que, alta agitagdo na segunda
emulsificacdo, pode romper os glébulos transformando
a emulsdo multipla em primaéria.

A emulsao multipla (F14) foi submetida ao teste de
estabilidade acelerada em diferentes condicoes de tem-
peratura por 30 dias e avaliada a viscosidade e o perfil
reologico.

Apds 30 dias de estocagem nas diferentes tempera-
turas, as emulsdes apresentaram-se, macroscopicamen-
te, sem alteracdes quanto ao aspecto, cor e odor. Pela
andlise microscépica, mantiveram o carater multiplo,
glébulos uniformes e esféricos.

Pelas andlises estatisticas da viscosidade aparente
minima (Tabela IT) ndo houve diferencas significativas
entre o 1° e 0 30° dia, podendo assim, considerar essa
formulacéao estavel nas condi¢des padronizadas.

Ao observar a Tabela I, verifica-se que, excetuando
a temperatura de 25°C, houve uma diminuicéao, tanto
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TABELA 11
Valores da viscosidade aparente minima (cP),
indices de consisténcia e de fluxo, area de histerese
(d/cm?Z.s), das emulsdes multiplas submetidas ao teste
de estabilidade acelerada

Tempo|Temperatura| Viscosidade indice indice de Area de
(dias) (C) aparente de consisténcia fluxo histerese
Minima (cP)* (d/cm?®.s)

1° 25°C 3290,14+97,78 | 21823,33+4859,99 | 0,51+0,05| 9637,33+2420,3
4C 2483,14+19,98 | 16450,67+343,36 | 0,51£0,01| 7796,00+36,59
30° 25°C 3672,46+129,06 | 28825,00+3548,58 | 0,45+0,02 | 13976,33+1836,41

37°C 3016,29+123,93 | 20930,67+1454,98 | 0,48+0,01 | 10872,67+1048,80

45°C 2895,90+112,28 | 17587,00+1501,88 | 0,52+0,02| 8513,00£568,29

Os valores foram calculados pelos valores originais (n=3) e expressos pela média+desvio
padrao. *p<0,05.
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FIG. 1 - Reogramas do 1° e do 30° dias da emulsdo multipla submetida ao teste de
estabilidade acelerada em diferentes temperaturas de estocagem.

na viscosidade aparente minima, quanto no indice de
consisténcia no final de 30 dias de testes.

Diferentes trabalhos que estudaram a estabilidade
de emulsdes multiplas também relataram esse fato, su-
gerindo que essa alteracao da viscosidade estd rela-
cionada com a diminuicao do tamanho ou rompimento
dos glébulos (Nakhare; Vyas, 1996; Ferrari, 2002; Va-
siljevic et al., 2005), ou ainda, que o aumento do volume
da fase externa da emulsao multipla diminui a visco-
sidade aparente (Vasiljevicet al., 2005).

Pela andlise dos reogramas (Figura 1), pode se ve-
rificar que as formulag6es ndo obedeceram a lei de New-
ton, sendo entdo consideradas fluidos “"nao- Newto-
niano"” (Martin, 1993).

Observa-se também que a viscosidade é diminuida
com o aumento do gradiente de cisalhamento, catego-
rizando um fluido pseudopléstico (Martin, 1993; Ta-
dros, 2004). Esse perfil foi confirmado com o indice de
fluxo (Tabela IT). Quando esse pardmetro for diferente
de 1,0, é indicativo de pseudoplasticidade (Ferrari,
2002; Guaratini et al., 2006).

A tixotropia da emulsdo multipla foi avaliada pela
drea de histerese nos reogramas (Figura 1). Esse pa-
rametro fornece informacodes da capacidade e do tempo
que a formulacdo apresenta em retornar a sua estrutura
apos a retirada dessa tensdo (Martin, 1993; Tadros, 2004).

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir
que, nas condi¢des padronizadas, é possivel formular
emulsdes multiplas do tipo O/A/O estaveis com o 6leo
de pequi (Caryocar brasiliense), pela técnica de preparo
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de duas etapas. A partir das avaliacoes da viscosidade
e da reologia durante os testes de estabilidade acele-
rada, presume-se a estabilidade fisica da formulacéo.

Além da composicao do 6leo de pequi favorecer uma
compatibilidade com a pele, essa emulsao multipla de-
senvolvida também apresenta como vantagem, baixa
concentracdo de emulsionantes, caracteristica desejavel
em formulacoes topicas. Além dos beneficios atribuidos
ao oOleo de pequi, deve-se entender que a formulacao
desenvolvida pode ser utilizada como um veiculo dife-
renciado, ressaltando as vantagens desse sistema para
associacao de outros ativos cosmeéticos.
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