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RESUMO

MOURAO, E. da S. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE NANOEMULSAO
COSMETICA, POR HOMOGENEIZACAO A ALTA PRESSAO CONTENDO OLEO
DE MARACUJA (Passiflora edulis) ENRIQUECIDO COM VITAMINA E. 771
Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Parj,
Belém, 2019.

Nanoemulsdes sdo emulsdes cineticamente estaveis e sdo promissoras nas ciéncias
cosméticas por aumentar o poder de hidratacdo e de permeacdo cutanea entre outros
beneficios. O dleo de maracujd pode compor a fase oleosa de nanoemulsdes, pois
apresenta &cidos graxos em sua composi¢ao com acdo emoliente. A adi¢do de vitaminas
em formulagGes cosméticas tem sido um fato bastante frequente, dentre esta a vitamina
E, que sdo encontradas em formulacdes antienvelhecimento, pois além de ser
umectante, €, também, um potente neutralizador de radicais livres. Desta, forma o
objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar nanoemulsdo cosmética, contendo 0Oleo
de maracuja e vitamina E, pelo método de homogeneizacéo a alta pressdo (HAP). Os
indices de acidez, densidade, indice de saponificacdo, indice de iodo e refracdo, como
também testes mais precisos como analise do perfil lipidico por cromatografia gasosa
acoplada a massa (CG-MS), estabilidade oxidativa-Rancimat, espectroscopia no
infravermelho (FT-IR) e analise térmica (TG e DTA) serviram para caracterizacdo do
Oleo vegetal. Foram formuladas diferentes nanoemulsdes variando as proporcoes das
fases oleosas e aquosas e com diferentes pares de tensoativos. Além da adi¢do da
vitamina E (2,0%). Na analise por CG-MS apresentou 47,76 % de acido linoleico e
34,80 % de acido oleico como 0s principais constituintes. O tempo de inducédo do 0Oleo
de maracuja foi de 10,5h. Na medicéo inicial os valores de potencial zeta foram (-46,0
mV), (-29,3mV) e (-38,6mV) para as nanoemulsbes armazenadas na temperatura
ambiente (25+2°C) em estufa (45£2°C) e em geladeira (4+2°C) respetivamente. Os
valores dos indices de polidispersdo também ndo variaram, assim como o diametro
médio das particulas. Quanto aos aspectos macroscopicos, ndo houve sinais de
alteracdo, como de separacdo de fases. Em conclusdo, os resultados conquistados
demostra que as nanoemulsdes com 6leo de maracuja é promissora para aplicacdo na

area cosmética.

Palavras-chave: = Nanoemulsdo  Cosmética,  Caracterizacdo  Fisico-Quimica,

Homogeneizador a Alta Pressdo, Estabilidade Preliminar.



ABSTRACT

MOURAO, E. da S. OBTAINING AND CHARACTERIZATION OF COSMETIC
NANOEMULSION BY HIGH PRESSURE HOMOGENIZATION CONTAINING
MARACUJA OIL (Passiflora edulis) ENHANCED WITH VITAMIN E.77f. Graduate
Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pard, Belém, 2019.

Nanoemulsions are Kinetically stable emulsions and are promising in the cosmetic
sciences because they increase the power of hydration and skin permeation, among
other benefits. Passion fruit oil can make up the oily phase of nanoemulsions, as it has
fatty acids in its composition with emollient action. The addition of vitamins in
cosmetic formulations has been a very frequent fact, among which is vitamin E, which
are found in anti-aging formulations, because in addition to being humectant, it is also a
potent neutralizer of free radicals. Thus, the objective of this work was to obtain and
characterize cosmetic nanoemulsion, containing passion fruit oil and vitamin E, using
the high pressure homogenization method (PAH). The acidity, density, saponification
index, iodine index and refraction indices, as well as more accurate tests such as
analysis of the lipid profile by mass-gas chromatography (CG-MS), oxidative stability-
Rancimat, infrared spectroscopy (FT- IR) and thermal analysis (TG and DTA) were
used to characterize vegetable oil. Different nanoemulsions were formulated, varying
the proportions of the oil and water phases and with different pairs of surfactants. In
addition to the addition of vitamin E (2.0%). In the analysis by CG-MS it presented
47.76% of linoleic acid and 34.80% of oleic acid as the main constituents. The passion
fruit oil induction time was 10.5 hours. In the initial measurement, the zeta potential
values were (-46.0 mV), (-29.3mV) and (-38.6mV) for nanoemulsions stored at room
temperature (25 £ 2°C) in an oven (45 + 2°C) and in refrigerator (4 £ 2°C) respectively.
The values of the polydispersity indices also did not vary, as did the average diameter of
the particles. As for macroscopic aspects, there were no signs of alteration, such as
phase separation. In conclusion, the results achieved demonstrate that nanoemulsions

with passion fruit oil are promising for application in the cosmetic area.

Keywords: Cosmetic Nanoemulsion, Physical-Chemical Characterization, High

Pressure Homogenizer, Preliminary Stability.
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1.INTRODUCAO

O setor de cosméticos tem mostrado grande expansdo no mercado mundial e é
considerado um bom foco para investimento. De acordo com dados da Associagdo
Brasileira de Industria de Higiene Pessoal Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC, 2018),
0 Brasil ocupa o quarto lugar no ranking do mercado mundial desses produtos,
ultrapassando a Franca e estando atras apenas dos Estados Unidos, China e Japdo. O
Brasil possui grande potencial de crescimento tendo como caracteristicas: ser fonte de
principios ativos e insumos (principalmente os de origem natural) (ABDI). Novas
tecnologias vém sendo propostas para melhorar o desempenho dos produtos cosméticos
e sua aceitacdo pelo consumidor.

A nanotecnologia tem sido utilizada no desenvolvimento de formulagGes
cosméticas mais estaveis, mais eficazes e com sensorial cosmético diferenciado
(KULKAMP et al., 2012). As nanoemulsdes sdo promissoras na ciéncia cosmética
devido a estabilidade, ao grande poder de hidratacdo quando possuem ativos que sao
comprovadamente hidratantes e por proporcionar sensorial agradavel (TADROS et al.,
2004). Devido ao tamanho pequeno e uniforme de gota, as nanoemulsdes sdo
transparentes, fluidas e agradaveis ao toque (SARKER&GUGLIELMINI, 2008). Em
comparagdo com emulsdes tradicionais, as nanoemulsées tém melhores propriedades de
espalhabilidade na pele (WU&GUY, 2009).

A obtencdo de nanoemulsbes pode envolver alta ou baixa energia de
emulsificacdo. As técnicas que fazem uso de alta energia recorrem a energia mecanica
por meio de alta tensdo de cisalhamento, geralmente por meio de homogeneizacdo de
alta pressdo (HAP) ou geradores de ultrassom (FERNANDEZ et al., 2004). A HAP
apresenta diversas vantagens quando comparada as outras técnicas e por isso vem sendo
utilizada com maior frequéncia. As vantagens referentes a essa técnica sdo: producdo
em larga escala, ndo ha necessidade de utilizar solventes organicos, permite trabalhar
em condicbes assépticas e o tempo de preparo € relativamente curto (MARCATO,
2009).

Cosméticos naturais formam uma tendéncia ja bem consolidada no mercado
europeu e que tem ganhado espaco em outros mercados de forma consistente.
Consumidores demandam produtos naturais por diversos motivos, dentre eles,

percepcao de serem mais saudaveis e seguros ou por serem Mmenos agressivos ao meio
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ambiente. Tal demanda tem sido refor¢ada por novas tendéncias comportamentais como

a do consumo ético, e de estilo de vida saudavel e consciente (GELALET]I, et al., 2019).

Os 0Oleos vegetais vém sendo constantemente empregados em formulacdes
cosmeéticas por apresentarem em sua composi¢do acidos graxos semelhantes existentes
na epiderme (TRADOS, 2004), além de apresentarem atividade antioxidante, auxiliando
no processo antienvelhecimento dos radicais livres. Neste, contexto o 6leo de maracuja
é rico em &cido linoleico, oleico e palmitico, além de &cido ascérbico, beta caroteno e
flavonoides (LOPES, 2010). Além dos 6leos vegetais, estudos indicam certas vitaminas
e seus derivados para melhorar o desempenho de cosméticos, com agdo preventiva,
retardando ou evitando certas alteraches degenerativas associadas ao processo de
envelhecimento da pele (ALMEIDA, 2008). Dentre essas vitaminas se destaca a
vitamina E que apresenta uma importante funcédo de estabilizar a bicamada lipidica das
membranas além de prevenir a peroxidacdo lipidica nas células de animais e pode ser
utilizada tanto como suplementagéo oral, ou em formulagdes topicas. E usada também
para reduzir rugas e a formacdo de tumores cutaneos. Os ésteres da vitamina E séo
inativos, porem quando penetram na pele, transformam em sua forma ativa, ou seja, o
alfa-tocoferol livre (RIBEIRO, 2010).

Neste sentido, este trabalho tem como objetivo obter e caracterizar uma
nanoemulsdo cosmetica utilizando o 6leo de maracuja, enriquecida com vitamina E. O
trabalho esta dividido em trés etapas, primeira etapa consiste na caracterizacdo fisica
quimica e na atividade antioxidante do 6leo de maracuja, a segunda etapa na obtencéo
da nanoemulsdo por homogeneizacdo a alta pressdo (HAP) e a terceira etapa testes de

estabilidade da nanoemulsdo e caracterizacao fisico-quimica da nanoemulsao.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Pele

A pele é constituida por trés camadas de tecido: epiderme, derme e hipoderme
(DAL'BELO, 2008). E um 6rgdo complexo que recobre toda a superficie do corpo
humano, correspondendo 16% do seu peso total. A pele age como uma barreira fisica,
sendo a epiderme a camada responsavel pela protecdo contra as a¢cdes do meio ambiente
(VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2010). E um 6rgéo especializado que participa da
resposta do sistema imunoldgico contra a penetracdo de agentes quimicos e patdgenos,
gracas a suas elaboradas estruturas, que associa tecidos de origem epitelial, conectivo,
vascular, muscular e nervoso. Participa ainda da regulacdo corporal e da fungéo
sensorial de deteccdo de estimulos de toque, vibracdo, pressdo, temperatura, dor e
prurido (KHAVKIN&ELLIS, 2011).

A epiderme é uma estrutura estratificada e avascular, constituida por quatros
estratos sendo a cornea a mais superficial (WONG, et al., 2016). O estrato corneo €
relativamente impermeavel, devido a dois fatores: o arranjo dos queratindcitos, que sao
interligados atraves da proteina fibrosa e dos espacos intercelulares preenchidos por
uma matriz lipidica, que confere uma matriz robusta a prova d’agua (VENUS;
WATERMAN; MCNAB, 2010). E preciso pontuar, no entanto, que algumas
substancias, em diferentes proporcdes e dependendo da regido do corpo poderdo
penetrar na pele (VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2010).

A permeacdo de substancias através da pele ocorre principalmente através de
duas vias, sendo elas: a via transcelular, na qual o farmaco atravessa o0s cornedcitos e a
matriz lipidica; e a via intercelular, por meio da qual o farmaco difunde-se ao redor dos
cornedcitos pela matriz lipidica intercelular. Existe também, a anexial, onde os farmacos
sdo absorvidos pelo foliculo piloso, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas (WONG
et al., 2016). A via anexial proporciona a penetracdo rapida de substancias devido a
superficie da epiderme ser permeavel nestes locais (OLIVEIRA&SANTOS, 2011). A
penetracdo de substancias na pele se faz de maneira complicada, pois é dependente das
propriedades do ativo e de seu comportamento quando incorporado a um veiculo,
considerando um desafio, pois deve permitir a entrada do ativo e ndo de outros agentes
exogenos (CHORILLI et al., 2007).
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2.2. Nanoemulsdes

Nanoemulsdes sdo sistemas cineticamente estaveis, caracterizados por
apresentarem o tamanho dos glébulos na escala monométrica. O tamanho dos glébulos
das nanoemulsées variam entre 50 e 500 nm, o produto final pode ser transparente (que
permite a passagem de luz e é possivel ver nitidamente através da nanoemulsdo) ou
translucido (permite a passagem de luz, mas ndo permite visualizar através da
nanoemulsdo) apresentando-se estavel em relagdo a sedimentacdo e cremeacao
(ROCHA-FILHO et al., 2014). Dependendo do tensoativo utilizado e da proporcao das
duas fases, podem ser emulsées O/A ou A/O (NARAYANAN, et al., 2016).

Nanoemulsdes a/o Nanoemulsdes o/a

FiguraOl: Nanoemulséo O/A e A/O Fonte: FORMARIZ, 2005& BEDIN, 2011.

Nanoemulsdes possuem vantagens quando comparado com as emulsdes
convencionais que proporcionam melhora na eficiéncia da penetracdo cutanea de ativos
presentes na formulacdo, apresentam sensorial agradavel e podem ser preparadas com
uso de quantidades menores de tensoativos 3 a 10 %, diminuindo a possibilidade de
ocorréncia de irritacdo da pele (TADROS et al., 2016). A variedade de aplicacbes de
nanoemulsdo abrange diversos campos, incluindo a administracdo de medicamentos
(ARAUJO, et al., 2007) as quais as nanoemulsdes foram formuladas para melhorar a
biodisponibilidade ocular e duracdo da acdo do cloridrato de dorzolamida (AMMAR, et
al., 2010) e na industria cosmética, onde as nanoemulsbes foram testadas quanto a
hidratacdo da pele e facilidade de aplicacdo (AGOSTINHO, 2017).
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2.2.1 Nanoemulsdes Cosméticas

No campo da cosmética, as nanoemulsdes vém apresentando resultados
promissores para 0 desenvolvimento de novos produtos com finalidade para pele
(CERQUEIRA-COUTINHO et al., 2015). Também foram observados efeitos como o
aumento da hidratacdo e da concentragdo de colageno na pele, em produtos para
combater o envelhecimento da pele (NGAN et al., 2015).

A utilizacdo de nanoemulsdes para aplicacdo em cosméticos deve se as seguintes

vantagens:

» S&o eficientes para entrega de compostos de ativos na pele, devido ao tamanho
reduzido de goticulas e grande area superficial (GUGLIELMINI, 2008);

» Aumentam a hidratacdo da pele e sua elasticidade, uma vez que o ativo tem
maior possibilidade de atingir o extrato corneo (YILMAZ& BORCHER, 2006);

» Podem aumentar a permeabilidade de um ativo pouco solivel (DAUDT, et
al.,2013);

» Diminuem a forca gravitacional e 0 movimento Browniano dos globulos e assim
podem evitar a ocorréncia de cremacdo ou sedimentacdo durante o
armazenamento (TADROS et al., 2014, AGOSTINHO 2017 );

» Previnem a ocorréncia de floculacdo e coalescéncia, das particulas mantendo o
sistema disperso e estavel (TADROS et al.,2014, AGOSTINHO 2017).

2.2.2 Métodos de Obtencédo de Nanoemulsdes

As nanoemulsdoes ndo se formam espontaneamente, sendo necessario fornecer
energia ao sistema. De acordo com a literatura, as nanoemulsdes podem ser preparadas

por métodos que envolvem baixa e alta energia de emulsificacdo (OLIVEIRA, 2011).

2.2.2.1. Métodos de Baixa Energia

Os métodos que utilizam baixa energia estdo associados a transicdo de fases que
ocorre durante o processo de emulsificacdo (ROCHA FILHO et al., 2014). Quando esse
processo ocorre a temperatura constante e variando-se a concentra¢do do 6leo ou da

agua, € denominado emulsificacdo por inversdo de fases (Emulsion Phase Inversion —
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EPI), que por sua vez se divide em inversdo de fase por alteracdo da composicéo (Phase
Inversion Composition — PIC) e inversdo de fase por variacdo da temperatura (Phase
Inversion Temperature— PIT) (SOLANS; SOLE, 2012; YUKUYAMA et al., 2015).

2.2.2.2 Métodos de Alta Energia

Os métodos de alta energia utilizam equipamentos capazes de produzir uma
forca mecénica intensa que supere a forca interfacial entre dois liquidos imisciveis
capazes de promover a formacdo de glébulos em escala monométrica. Os métodos de
alta energia produzem globulos menores, dada a maior energia utilizada para gera-los
(SOLANS; SOLE, 2012).

Yukuyama et al., (2015) caracterizam os métodos de alta energia em:

» Alta tensdo de cisalhamento, no qual a emulsdo macrométrica é
submetida a altas taxas de cisalhamento, permitindo a quebra dos
globulos em tamanhos menores;

» Ultrasonificacdo, a diferenca de pressdo causada pelo movimento
mecanico gera implosdo de bolhas, cuja energia € suficiente para
diminuir o tamanho dos glébulos;

» Homogeneizador de alta pressdo, método onde a emulsdo é focada a
atravessar uma pequena abertura, causando diminui¢do do tamanho dos
globulos por cisalhamento;

» Microfluidizacdo, no qual os dois liquidos imisciveis sdo bombeados sob

alta pressao e forcados a atravessar um homogeneizacao.
2.2.2.2.1 Homogeneizacao por alta pressdo (HAP)

O método de homogeneizacgéo por alta pressdo (HAP) pode ser dividido em duas
abordagens: técnica HAP quente ou técnica HAP fria. A técnica de HAP fria é usada
para compostos extremamente sensiveis a temperatura (RYD &MASON, 2012). O
composto ativo € solubilizado, dissolvido ou disperso na fase lipidica fundida em ambas
as técnicas. Na técnica de HAP quente, esta mistura é dispersa em uma solucdo de
surfactante quente acima do ponto de fusdo por agitacdo de alta velocidade para obter a
chamada pré-emulsdo quente. Na técnica de HAP fria, a mistura de composto ativo e

fase lipidica sdo resfriadas, moida e depois dispersa em uma solucdo surfactante fria
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para obter uma pré-suspensdo fria da fase micronizada. Em seguida, para ambos 0s
métodos, a pré-emulsdo ou pré-suspensdo passa por um homogeneizador de alta pressao
a altas temperaturas ou temperatura ambiente, respectivamente, para obter a emulsdo em
nanoescala (GUPTA, et al.,, 2016). Para obter a polidispersividade reduzida da
nanoemulsdo, um parametro adicional pode ser levado em consideracdo. Aumentar o
namero de ciclos da emulsdo em um homogeneizador garante que todas as goticulas
experimentem a taxa de cisalhamento de pico gerada por um dispositivo de producéo de
fluxo durante a emulsificacdo (GUPTA, et al., 2016).

Almeida, Texeira & Koester (2008). Apresentaram as principais vantagens e
desvantagens encontradas nos principais métodos utilizados para obtencdo de

nanoemulsoes.

Tabela 01: Principais vantagens e desvantagens dos métodos de homogeneizacdo de alta
pressao, microfluidizacdo, ultra-sonificacdo e esmulsificacdo espontanea.

Métodos Vantagens Desvantagens
Homogeneizacao Métodos fisicos capazes de Em algumas condicdes
de alta pressdo e conduzir a obtencdo de emulsGes experimentais, aquecimento
Microfluidizagéo monodispersas. amostra.
Grande disponibilidade de Requer emprego de equipamentos
equipamentos com diferentes especificos.

capacidades de producao

Ultra-sonificacao Facilidade na execucdo em escala Aquecimento da amostra durante o

laboratorial. processo

Contaminacdo do produto com

componentes de sonda

Dificuldade na  obtencédo
emulsdes monodispersas

Dificuldade na execucdo em escala

industrial
Emulsificacdo Facilidade na execucdo em escala Emprego de solventes organicos
espontanea laboratorial - .
P Dificuldade na transposicdo para
Nao requer equipamentos escala industrial.
especificos

N&o emprega temperatura elevada

Conduz a formacdo de sistemas
monodispersos
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2.3 OLEO DE MARACUJA

O nome maracuja € de origem tupi-guarani e significa "alimento que se toma
sorvo" ou "alimento em forma de cuia”. As estruturas das flores do maracuja deu
origem ao nome do género Passiflora, vindo do latim passio (Paix&o) e floris (flor) de
forma que o maracuji também é conhecido como Flor da Paixdo. Em inglés o maracuja
é conhecido como passion fruit, ou fruto da paixdo, e em espanhol, fruto de la passion.
No Brasil as espécies com maior expressao comercial sdo Passiflora edulis (maracuja-
azedo) e Passiflora incarnata (maracuja-doce). O Brasil é o maior produtor e
consumidor mundial de maracuja. E produzido em quase todas as regides do Brasil, é
cultivado na cidade e no campo (FALEIRO&JUNQUEIRA, 2016).

Algumas espécies tém sido a base de muitos medicamentos tradicionais em todo
0 mundo por milhares de ano e continuam a fornecer novos medicamentos para
humanidade. Com propriedades tradicionalmente conhecidas incluem ansioliticos,
antiflamatorios e sedativos (SANTOS et al., 2012). Muitas outras especies sao
cultivadas por suas flores exoticas e ornamentais. Os frutos sdo os elementos de maior
importancia econdmica desta planta (DHAWAN et al., 2004). O consumo da fruta
recebe um destaque especial devido as caracteristicas organolépticas exibe um aroma
intenso e sabor doce- acido. Essa fruta é considerada uma boa fonte de vitamina A,
tiamina, riboflavina, niacina, calcio, fosforo e fonte de &cido ascérbico. A polpa é

utilizada no preparo de sucos, refrigerantes e sorvetes (CORDEIRO, 2012).

O Oleo de maracuja é extraido a partir de suas sementes, por prensagem
mecanica e/ou processos de extracdo a base de solventes organicos (CARDOSO DE
OLIVEIRA et al.. 2013). O 6leo de maracuja apresenta altas taxas de acidos graxos
insaturados com predominancia do acido linoleico, oleico, palmitico e estearico.
Compostos bioativos como: tocoferdis, carotenoides, compostos fenolicos sao
caracteristicas desse 6leo (CONCEICAOQ, 2017).

O 0leo de maracuja tem um valor promissor e uma ampla gama de usos e
aplicacGes, farmacéuticas, cosméticas, comestiveis e ndo comestiveis (ZUIN&RAMIN,
2018). De acordo com analises, possui caracteristicas semelhantes aos 6leos comestiveis
convencionais, como 6leo de soja, e pode ser uma nova fonte para consumo humano
(CASIERRA-POSADA&JARMA-OROZCO 2016). Como fonte de baixo teor caldrico
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para industria de alimentos como suplemento dietéticos (CHAU&HUANG 2004). O
acido linoleico € encontrado na barreira lipidica e a sua remogdo por sabonetes pode
causar a desidratacdo da pele. Acredita-se que a utilizacdo de Oleos vegetais rico em
acidos linoleicos em produtos para pele pode promover a reposicdo, influenciando
positivamente na restauracdo da camada lipidica da pele (GONCALVES, 2000). O
encapsulamento do 6leo de maracujd em nanoemulsdes é considerado uma estratégia
promissora nas ciéncias farmacéuticas para facilitar a aplicabilidade desse produto
vegetal e potencializar suas agcfes (NARAYANAN, at al., 2016).

5
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Fruto e sementes de maracuja
(Passiflora edulis)

Figura 02: Fruto e sementes de maracuja (Passiflora edulis). Fonte: PEREIRA, 2011.

24VITAMINA E

A vitamina E é um potente antioxidante natural, sendo largamente usado pela
industria cosmética em produtos antienvelhecimento (TESTON et al., 2017). E uma
vitamina lipossolivel com acdo antioxidante (GIANETI, et al.,2012). Na forma tépica,
tem o poder de reduzir a agdo dos radicais livres, protegendo a membrana e prevenindo
a formacéo de rugas (TESTON et al., 2017 ). Além disso, também € conhecido como
um dos mais importantes inibidores da peroxidacéo lipidica nas células (GUARATINI;
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007). Em cosméticos usamse normalmente, os ésteres
de alfa tocoferol (acetato, succinato ou linoleato de alfa tocoferol). As concentracdes
usuais variam de 0,1 a 2 % (ALMEIDA, et al., 2010).

A vitamina E tem sido considerado um dos mais potentes antioxidantes, uma vez
que apresenta a capacidade de manter a integridade de membranas e outros
componentes bioldgicos, além de ser muito importante em tecidos com altos teores de

acidos graxos poli-insaturados, responsaveis por constituir membranas celulares
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altamente suscetiveis ao ataque de radicais livres (STRUTZEL et al., 2007) . Entende-
se, entdo, que a vitamina E age como um bloqueador das reacGes do processo de
oxidacdo lipidica (TESTON; NARDINO; PIVATO, 2010; SANTOS, OLIVEIRA,
2013).

2.5 ESTABILIDADE DE PRODUTOS COSMETICOS

Segundo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA), a avaliacdo
se faz necesséria para assegurar a qualidade da formulagdo, desde a fabricacdo até a
expiracdo do prazo de validade (BRASIL, 2007). Os cosméticos possuem um mercado
em grande crescimento, tendo em vista a necessidade de utilizagdo dos mesmos pela
populacdo em geral. Agregado a esse crescimento se faz necessario assegurar aos
consumidores a qualidade e estabilidade do produto ao longo de seu tempo de consumo,
tendo em vista que os produtos serdo utilizados no corpo humano o que requer inmeros
cuidados. A aparéncia dos cosméticos e de grande relevancia para sua comercializacao,
juntamente com esse fator a eficicia e seguranca em sua utilizacdo também possuem um

grande peso para o consumidor (MEIRA, 2010).

Uma grande preocupacao a respeito de nanoemulsdes e formulacbes cosméticas
em geral ¢ a estabilidade do produto final, caracterizada por uma baixa coalescéncia da
fase interna, auséncia de separacdo de fases e manutencdo das caracteristicas fisicas e
organolépticas, como aparéncia, cor, odor, sensacao ao tato, entre outras. Além disso,
deve haver uniformidade de tamanho e distribuicdo entre as goticulas (YILMAZ &
BORCHERT, 2006). O teste de estabilidade é considerado um procedimento preditivo,
baseado em dados obtidos de produtos armazenados em condicdes que visam a acelerar
alteracdes passiveis de ocorrer nas condi¢des de mercado. Como em todo procedimento
preditivo os resultados ndo sdo absolutos, mas tém probabilidade de sucesso
(SOUZA&FERREIRA, 2010).
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2.6 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS PARA CARACTERIZACAO DE OLEOS
VEGETAIS

As propriedades fisico-quimicas dos Gleos vegetais sdo dependentes de sua
constituicdo graxa. Existem varias técnicas de analise dos dleos vegetais, algumas mais
simples, como as titulagdes acido-base que resultam nos valores dos indices de acidez,
densidade, iodo e saponificacdo. E algumas técnicas que dependem de equipamentos
sofisticados para sua realizacdo, exemplos a ser citados sdo a cromatografia gasosa, as
analises térmicas, o indice de estabilidade oxidativa, entre outras (GUNGSTONE,
2004).

2.6.1.Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MYS)

A cromatografia gasosa é a técnica mais utilizada na determinagdo do perfil de
acidos graxos em oOleos vegetais. Essa é a principal técnica de analise de produtos
volateis ou volatilizaveis. Os &cidos graxos possuem baixa volatilidade o que torna
possivel sua analise por cromatografia gasosa somente depois da etapa de derivatizacao,
onde os grupos carboxilicos sdo constituidos em grupos mais volateis, os metil-ésteres
(WALIA et al., 2014).

Nesta técnica, a concentracdo de ésteres de acidos graxos, assim como a
quantidade de insaturacdes e tamanho da cadeia sdo fatores que influenciam diretamente
nas reacdes que ocorrem no detector de ionizacdo em chama (FID- do inglés flame
ionization detector) (VISENTAINER, 2012). O FID é sensivel ao fluxo de massa e
durante a reagdo, primeiro ocorre entre o ion CHO" e agua na chama, formando o
hidrogénio (RAMPAZZO, 2015).

2.6.2. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

A espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)
fornece evidéncias da presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica devido
a interacdo das moléculas ou &tomos com a radiacdo eletromagnética em um processo
de vibracdo molecular (COSTA et al., 2013). A FT-IR possui alta velocidade de

deteccdo, capacidade de detectar varios tipos de componentes e robustez, porem
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apresenta como desvantagem a ndo identificacdo direta de grupamentos organicos,
sendo isso realizado por meio de comparagdes de dados na literatura (ZHANG et al.,
2015).

As ligacBes covalentes que constituem as moléculas organicas estdo em
constante movimento seja axia e /ou angular. A radiacdo no infravermelho faz com que
0s &tomos e os grupos de atomos de compostos organicos vibrem com a amplitude
aumentada ao redor das ligacdes covalentes que os ligam. O processo é quantizado,
porém o espectro vibracional costuma aparecer como uma serie de bandas, porque a
cada mudanga de nivel de energia rotacional, desta forma, as linhas se sobrepem dando

origem as bandas observadas nos espectro (COSTA et al., 2013).

Os espectros de FT-IR descrevem um sinal quimico da amostra contendo
informacbes complexas onde as alteracbes na posicdo e intensidade das bandas no
espectro estariam associadas as alteracbes na composi¢cdo quimica de uma amostra
(ROHAETI et al., 2015). Utilizando a técnica de FT-IR, ndo se pode afirmar qual a
composicdo exata de uma amostra, entretanto esta ferramenta & muito util quando se
deseja identificar alteracdes na composicdo, por meio da comparacdo entre grupos
funcionais, como também discriminar espécies estreitamente relacionadas, assim essa
técnica tem sido amplamente utilizada no estudo de 6leos vegetais (GONCALVES et
al., 2014; POPESCU et al., 2015).

2.6.3. Estabilidade Oxidativa- RANCIMAT

Nas condi¢cdes de processamento e armazenamento a exposicdo a luz, a altas
temperaturas, ao ar atmosférico e a microorganismos, pode promover a deterioracdo dos
Oleos vegetais. A propria constituicdo dos 6leos, como a composicdo de &cidos graxos,
0 grau de instauracdo, a presenca de substancias pré antioxidantes, também afetam a
estabilidade oxidativa (OSTROWSKA-LIGEZA et al., 2013).

Entre os métodos que avaliam a suscetibilidade do Oleo a oxidacdo, o
RANCIMAT é um dos mais utilizados. Ele fornece o indice de estabilidade oxidativa de
Oleos vegetais baseando-se no aumento da condutividade. A analise é realizada da
seguinte maneira: um fluxo de ar atravessa o 6leo, que estd numa temperatura entre 100

a 140 °C, e depois borbulha em agua deionizada; esse ar é capaz de arrastar dois acidos
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graxos de cadeia curta, produto da oxidacdo lipidica, como o acido férmico, que
aumenta a condutividade da agua (GUNGTONE, 2004). O RANCIMAT apresenta 0s
resultados em tempo de inducdo, que € o periodo necessario para que a amostra atinja
grau de oxidacdo detectavel pelo aparelho. Quanto maior for o tempo, em horas, mais
estavel ¢ amostra (ANTONIASSI, 2001).

2.6.4. Analise Termogravimétrica (TG)

Os métodos analiticos que avaliam o comportamento de amostras com a
mudanca da temperatura tém sido utilizados como ferramentas importantes no controle
de qualidade de 6leos vegetais, pois fornecem, com rapidez, dados sobre a estabilidade
dos 6leos, perante seu comportamento térmico (RAMPAZZO, 2015). A TG fornece
informacGes com relacdo as variagcbes de massa em funcdo do tempo e/ou temperatura
sob determinadas condi¢fes atmosféricas. A DTG é variada primeira da curva TG.
Nesta, a perda de massa é observada através de picos, essa representacdo torna o
resultado mais facil de ser compreendido (OLIVEIRA et al., 2011).

2.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DE MARACUJA
2.7.1 Atividade Antioxidante pelo Método do ABTS ™

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de formas a permitir rapida selecdo de substancias e/ou misturas promissoras.
Nota-se 0 aumento no uso da avaliacdo da capacidade antioxidante em produtos
naturais, farmacos e cosmeéticos. Este interesse comecou a expandir a partir da década
de 90, quando comecou a ser constatada a influéncia benéfica de muitos produtos
naturais na salide humana (SALVADOR, 2007). Da mesma forma, tornou-se tambéem
crescente a busca e validacdo de metodologias para a avaliacdo da atividade
antioxidante. Dentre os métodos utilizados para estimar a capacidade antioxidante esta o
ABTS " (2,2-azinobis- (3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), que consiste em se
monitorar o decaimento do cétion-radical ABTS produzido pela oxidacdo do ABTS™,

quando a amostra que contendo antioxidante ¢é adicionada (KUBAN, 2006).
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Segundo Re et al., (1999), o método ABTS ™ ou trolox equivalent antioxidant
activity (TEAC) a 734 nm, baseia-se na cor azul-esverdeada, do produto obtido da
reacdo do ABTS™ com perssulfato de potassio, que possui absorcdo maxima em 645,
734 e 815 nm. Com a adi¢do de um antioxidante ocorre a redugdo do ABTS™. Com a
extensdo da perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS™ é determinada em
funcdo do Trolox, que é um antioxidante sintético analogo a vitamina E, submetido as
mesmas condi¢Bes de analise do antioxidante. O método ABTS™ pode ser usado para
solugdes com diferentes valores de pH, bem como para o estudo da influéncia do pH
nos mecanismos antioxidantes. E solivel em solventes aquosos e organicos e ndo é
afetado por forca i6nica, assim pode ser usado também para determinar a capacidade
antioxidante de extratos e fluidos corporeos, hidrofilicos e lipofilicos (AWIKA et al.,
2003).

Uma das vantagens do meétodo € a sua relativa simplicidade, o que permite sua
aplicagdo em analises rotineiras de laboratorio. Além disso, oferece varios maximos de
absorcéo e uma boa solubilidade (ROGINSKI&LISSE, 2005; KUSKOSKI et al., 2005).

2.7.2 Atividade Antioxidante no sistema p-caroteno/ acido linoléico

Dentre as técnicas utilizadas para a determinacdo da atividade antioxidante in
vitro, a que utiliza o sistema [B-caroteno/ &cido linoléico estd presente em diversos
estudos. Tal método avalia a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a
peroxidacdo do acido linoléico e esta fundamentado em medidas espectrofotométricas
da descoloragdo (oxidagdo) do P-caroteno induzida pelos produtos de degradacgédo
oxidativa do &cido linoléico. Este método determina a atividade de uma amostra ou
composto de proteger um substrato lipidico da oxidacdo (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar uma nanoemulsdo cosmética, contendo éleo de maracuja

(Passiflora edulis) enriquecida com vitamina E para aplicacéo topica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o 6leo de maracuja, quanto aos parametros fisicos quimicos, perfil

de acidos graxos e estabilidade térmica.

e Obter uma nanoemulséo por homogeneizacéo de alta presséo contendo 6leo de

maracuja.

e Caracterizar a nanoemulsdo quanto ao tamanho das goticulas, indice de

polidispersidade e potencial zeta.

e Avaliar a estabilidade preliminar fisica quimica das nanoemulsdos armazenadas

em diferentes temperaturas



33

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Desenvolvimento da nanoemulsdo
4.1.1.1 Fase oleosa

Oleo de maracuja (Passiflora edulis)

e INCI Name: passion fruit oil refined
e Lote: 04173510BR

e Fornecedor: Beraca Sabara (Santa Barbara do Oeste-SP, Brasil).
4.1.1.2 Fase aquosa
Agua recém-destilada.
4.1.1.3 Tensoativos
Alcool cetilico etoxilado

e INCI Name: PPG-5-Ceteth-20
e Lote: AUTO153124
e Nome comercial: Procetyl AWS®

e Fornecedor: Croda, Mapric Produtos Farmacéuticos (S&o Paulo-SP, Brasil).
Monooleato de Sorbitano

e INCI Name: Polysorbate 80
e Lote: MKCG4832
e Nome comercial: Span™ 80

e Fornecedor: Sigma-Alderich Brasil Ltda. (Cotia-SP, Brasil).
Monoestearate de Sorbitano

e INCI Name: Sorbitan stearate
e |ote: SLBV9866
e Nome comercial: Span ™60

e Fornecedor: Sigma-Alderich Brasil Ltda. (Cotia-SP, Brasil).



34

4.1.1.4 Aditivo
Vitamina E

e INCI Name: Tocopherol
e Lote: MKBS2473V
e Nome comercial: Vitamina E

e Fornecedor: Sigma-Alderich Brasil Ltda. (Cotia-SP, Brasil).

4.2 METODOS
4.2.1 Caracterizacdo fisica quimica do dleo de maracuja
4.2.1.1 indice de acidez

O indice de acidez do 0leo de maracuja foi determinado segundo o protocolo da
American Oil Chemists’s Society AOCS Cd3d-63 (2009). O procedimento consistiu em
pesar 0,2g da amostra em um frasco erlenmeyer de 125mL e 50mL de uma solucgéo eter
etilico: etanol etilico (1:1), previamente neutralizada com KOH 0,1N. Em seguida foram
adicionadas 2 gotas de fenolftaleina e a solucdo foi titulada com KOH 0,1N, até

coloracdo rdsea, que permaneceu por aproximadamente 30 segundos.
O calculo do indice de acidez foi determinado segundo a equacao 1:
Equacéo 1:
IA=5,61n/m
Onde:
IA = indice de acidez,
n = volume de hidréxido de potassio 0,1N gasto na titulacao

m = massa da amostra.
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4.2.1.2 Indice de densidade relativa

A densidade foi determinada com auxilio de um picndmetro de metal a
temperatura ambiente de 25,6°C seguindo o protocolo AOCS (2009) Cc 10a-25. O valor
da densidade foi calculado segundo a equacao 2.

Equagéo 2:

Densidade a 25°C = A- B/ 25cm3
Onde:
A:. Massa do picnémetro com o 6leo;

B: Massa do picnémetro vazio e 25cm € o volume do picnémetro.

4.2.1.3 indices de iodo e saponificacio

Os indices de saponificacdo e de iodo foram determinados pelo método indireto,
de acordo com os protocolos AOCS (2009) Cd 1c- 85 e AOCS Cd 3a- 94,
respectivamente. Seguindo o método AOCS Cd 1c- 85, o indice de iodo foi calculado

da seguinte maneira pela equacéo 3.
Equacéo 3:

indice de iodo = (% acido palmitoleico x 0,950) + (% &cido oleico x 0,860) + (%

acido linoleico x 1,732) + (% acido linolénico x 2,616)

Seguindo a AOCS (2009) Cd 3a- 94 o indice de saponificacdo foi calculado

atraves da equacao 4.

Equacéo 4:

I.S mistura = 3X56, 1x100/PMx3+92,09-(3x18)
Onde:
1.S: indice de Saponificacdo da mistura de acidos graxos;

PM: Peso molécula (ou massa molar) médio dos acidos graxos (g/mol);
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3: NUmero de acidos graxos por triacilglicerol;
56,1: Peso molecular do KOH (g/mol);
1000: Converséo de g para mg; 92,09= peso molecular do glicerol (g/mol);

18: Peso molecular da &gua.

4.2.1.4. Indice de refracdo

O ensaio do indice de refracdo foram realizado em triplicata, empregando um
refratdbmetro de Abbé (marca Jena) em temperatura ambiente, conforme o protocolo
AOCS (2009) Cc7-25.

4.2.1.5. Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

As analises de FT-IR do Oleo de maracuja, foram realizados utilizando o
espectrometro Shimadzu® IRPrestige-21, com detector de refletancia total atenuada
(ATR). As leituras foram realizadas em temperatura ambiente a 25°C, na faixa de
absorcdo de onda de 4000 a 600cm™ e 32 varreduras. O modo de mediacdo foi a
transmitancia (RUSCHEL et al., 2014).

4.2.1.6 Perfil dos acidos graxos por Cromatografia Gasosa Acoplada a Massas
(CG-MS)

A composicdo quimica foi analisada por Cromatografia a gas acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS) com a inje¢do de 1 uL (Auto injetor AOC-20i) em
sistema Shimadzu QP 2010 ultra equipado com coluna capilar de silica Rtx-5MS
(Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno revestido com

5%-difenil/95%-dimetil-polisiloxano (0,25 um de espessura do filme).

A temperatura do forno do CG foi programa de 100°C a 100°C (5 min) a
5°C/min, as temperaturas do injetor (split 1:80), linha de transferéncia e camara de
ionizacdo foram de 250, 250 e 200°C, respectivamente. Hélio foi usado como gas de

arraste a com fluxo de 1mL/min. Os espectros de massas foram obtidos por impacto
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eletrbnico a 70 eV com scans automaticos (varredura) na faixa de 35 a 400 daltons a
0,30 scans/s. A identificacdo dos componentes foi baseada no tempo e indice de

retencéo linear.

4.2.1.7 Estabilidade oxidativa —- RANCIMAT

O indice de estabilidade oxidativa (OSI) foi avaliado pelo equipamento
RANCIMAT 743 Metrohm (Herissau/Suica) a 110°C, sob fluxo de gas 10L/h,
ultilizando 5g do 6éleo de maracuja, seguindo o0 método de AOCS (2009) Cd 12b-92.

4.2.1.8 Analise térmica do 6leo de maracuja

O oleo de maracuja foi submetido as analises termoanaliticas TG
(termogravimetria) e DTA (analise termica diferencial). TG e a DTA foram realizadas
simultaneamente em um analisador térmico Shimadzu® (modelo TGA: 50). A analise
foi realizada nas seguintes condigdes: foram pesados de 5 a 10 mg da amostra em um
cadinho de aluminio, hermeticamente fechados. As analises foram realizadas em
atmosfera de nitrogénio (50mL/ min) e razdo de aquecimento de 10°C/ min numa faixa
de temperatura de 25 a 550°C. Os calculos de perda de massa e variacdo de entalpia
foram realizados com auxilio do programa TA 60w Shimadzu® (NUNES et al., 2009;
COSTA et al., 2013).

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO DE
MARACUJA

4.3.1. Atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS (2,2-azinobis

(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)).

Sendo realizada conforme a metodologia de RE et al., 1999 adaptado por Rufino
et al., 2007. O radical ABTS foi preparado pela reacdo de 5mL da solucdo estoque de
ABTS com 88 pL da solucdo de persulfato de potéassio pg.MI™. A mistura foi deixada

em temperatura ambiente, no lugar escuro, por 16 horas. Apos a formacdo do radical a
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mistura foi diluida em alcool etilico (1:30) ate se obter uma absorvancia de 0,7 a 734
nm em espectrometro Shimadzu UV 1800.

m

Solu¢do Mie Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

Figura: 03: representacdo esquematica da solucdo mée e preparo das amostras. Fonte: Bernardi, 2011.

A partir das solucBes-méae na concentracéo de 2000 pg.MI™ do 6leo de maracuja,
preparou-se diluicGes seriadas obtendo-se concentracGes de (2,5uM, 5 uM, 10 uM,
1500 UM e 2.000 uM), com essas solugdes , preparou a mistura reacional com o cation
radical ABTS. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 3,0 mL da mistura.
Em seguida, foi homogeneizado em vdlrtex e ap0s seis minutos realizou a leitura em
comprimento de 734nm. As analise foram realizadas em triplicata. O poder antirradical

foi calculado utilizando uma curva padrao de trolox com equacéo 05.
Equacéo 05:

y=0,0003x + 0,6947 (R%0,9966).

4.3.2 Determinacdo da atividade antioxidante utilizando-se o sistema R

caroteno/acido linoleico

Pela metodologia utilizada, descrita por Matthdus (2002), inicialmente sao
preparadas duas emulsfes, uma com adi¢do de B-caroteno e outra sem (branco). Para a
emulsdo de B-caroteno, em um baldo de 100 mL, foram medidos 40 mg de &acido
linoleico, 400 mg de Tween-20 e 3,34 mg de B-caroteno. A este baldo adicionou-se 1
mL de cloroférmio e agitou-se bem até a completa solubilizagao das particulas de -

caroteno. O cloroférmio foi entdo removido em evaporador rotativo (Fisatom, Mod. 550
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e 802, S&o Paulo/SP, Brasil) com arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind.
Com. e Repr. Ltda., Palhoca/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica
Piracicaba/SP, Brasil) a 40 °C. Logo ap6s foram adicionados 100 mL de &gua destilada
na mistura, agitando vigorosamente para formar uma solugdo estavel. A emulsdo de
branco foi preparada com 40 mg de acido linoleico, 400 mg de Tween-20 e 100 mL de
agua destilada, e também agitada vigorosamente. As duas emulses foram mantidas
refrigeradas e ao abrigo da luz até a realizacdo das analises. Um aliquota de 5 mL da
solugdo de B-caroteno foi adicionada a 200 uL do 6leo, sendo que o 6leo foi diluido em
etanol P.A. na concentragdo final de 1667 mg/L. Imediatamente, a absorbancia foi
medida em espectrofotébmetro (FEMTO, 800 XI, Sdo Paulo/SP) em comprimento de
onda de 470 nm com respectivas solugdes de branco, constituidas de 5 mL de emulsédo
de branco e 200 uL do 6leo . Os tubos foram imediatamente imersos em banho
termostatizado (Biomatic Aparelhos Cientificos Ltda., Porto Alegre/RS, Brasil) a 50 °C
durante 2 horas de reacdo. Em paralelo, foi realizado também o controle do teste, em
que a amostra foi substituida por etanol. A taxa de descoloracdo da solugao de f-
caroteno foi determinada pela medida entre a diferenca da leitura espectrofotométrica
inicial a 470 nm e apds 120 minutos, e os resultados de atividade antioxidante (% AA)
calculados pela Equacédo 6 e expressos como média + desvio padrdo. Todas as leituras

foram realizadas em triplicata.
Equacéo 6:
AA% = [(A0-A120) - (B0-B120)] / [A0-A120] x 100.

Onde: 0 e 120 correspondem a absorbancia no tempo 0 e 120 minutos de reacao,

respectivamente.

4.4. DETERMINACAO DO EQUILIBRIO HIDROFILICO LIPOFILICO (EHL)
REQUERIDO PARA O OLEO DE MARACUJA.

Para a determinacdo do EHL requerido pelo 6leo de maracuja, foram preparadas

vinte e sete, formulacdes com pares de tensoativos (lipofilicos e hidrofilicos), que
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possuem valor de EHL conhecido, misturando em propor¢oes variadas e agua destilada.
Para o calculo da obtencéo de cada valor de EHL, foi utilizada a Equagéo 07.

Equacéo 07:

EHL = (%Tensax EHLA) + (%Tensgx EHLg) /100

Onde:
%Tensa: Quantidade de tensoativos lipofilicos em %. EHL;

%Tensg: Quantidade de tensoativos hidrofilicos em %.

Tabela 02: Valores de EHL dos tensoativos lipofilicos e hidrofilicos.

TENSOATIVO TENSOATIVO Variagdo do valor

LIPOFILICOS HIDROFILICOS de EHL
Span80® Procetyl AWS® (4,3-16,0)
Span60® Twen80® (4,7-15,0)
Span60® Procetyl AWS® (4,7-16,0)

A fase aquosa (agua destilada) e oleosa (6leo e tensoativos) foram aquecida a
85°C separadamente. Em seguida, a fase aquosa foi lentamente vertida na fase oleosa
sob agitacdo constante em agitador magnético de 600rpm. A emulsdo foi tirada do

aquecimento e mantida em agitacdo ate alcancar temperatura ambiente.

Apo0s 24 horas observou-se a aparéncia das formulac6es obtidas a olho nu com o
objetivo de verificar sinais de instabilidade evidenciadas por ocorréncia de separagédo de

fases, cremagem ou floculacéo.



Tabela 03: Misturas dos tensoativos Span 80®e Procetyl AWS® e seus respectivos EHL.

Pré-emulsdo  Span 80° % Procetyl EHL
AWS®%

1 90 10 5,47
2 80 20 6,64
3 70 30 7,81
4 60 40 8,98
5 50 50 10,1
6 40 60 11,32
7 30 70 12,49
8 20 80 13,66
9 10 90 14,83

Tabela 04: Misturas dos tensoativos Span 60® e Twen 80 e seus respectivos EHL.

Pré-emulsdo Span60® Twen80® EHL
1 90 10 573
2 80 20 6,76
3 70 30 7,79
4 60 40 8,82
5 50 50 9,85
6 40 60 10,88
7 30 70 11,91
8 20 80 12,94

9 10 90 13,97




Tabela 05: Misturas dos tensoativos Span 60® e Procetyl AWS® e seus respectivos EHL.
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Pré-emulsio  Span 60° % Procetyl EHL
AWS®
1 90 10 5,83
2 80 20 6,96
3 70 30 8,09
4 60 40 9,92
5 50 50 10,35
6 40 60 11,48
7 30 70 12,61
8 20 80 13,74
9 10 90 14,87
Tabela 06: Prévia composicdo das pré-formulacoes.
Tensoativo Tensoativo Oleo Agua Total
Lipofilico Hidrofilico
% g % g
1 90% 0,459 10% 0,059 0,59 9,09 10g
2 80% 0,49 20% 0,1g 0,59 9,09 10g
3 70% 0,359 30% 0,159 0,59 9,09 10g
4 60% 0,30g 40% 0,209 0,59 9,09 10g
5 50% 0,259 50% 0,259 0,59 9,09 10g
6 40% 0,20g 60% 0,30g 0,59 9,09 10g
7 30% 0,159 70% 0,359 0,59 9,09 10g
8 20% 0,10g 80% 0,49 0,59 9,09 10g
9 10% 0,05g 90% 0,459 0,59 9,09 10g
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4.5 OBTENCAO DAS NANOEMULSOES

Foram preparadas pelo método que envolve alta energia de emulsificacdo:
Homogeneizacao de alta pressdao (HAP). A fase aquosa (FA) e a fase oleosa (FO) com
0s tensoativos foram aquecidos separadamente a 85°C. Em seguida a (FA) foi vertida
lentamente na (FO) sob agitacdo de variavel de 3.000 a 10.000 rpm com auxilio de um
ultra turrax (UltraTurrax, IKA T25 digital, Gemany) por 12min. Formando assim uma
pré-emulsdo. Esta foi levada ao homogeneizador de alta pressédo (Microfluidizer LM20,)
por 2 ciclos a 1000 bar para formulacdo da nanoemulséo (Adapatado de Pacheco, 2017).
Todas as formulac6es foram preparadas e avaliadas em trés lotes diferentes.

4.5.1 INCORPORACAO DA VITAMINAE

A nanoemulsdo selecionada ap6s o estudo do EHL foi testada quanto a adi¢do da
vitamina e na concentracdo de 2%. O preparo foi realizado pelo método de alta energia
com o homogeneizador de alta pressdo, conforme o item 4.5, com adigédo da vitamina e,

na fase oleosa.

Tabela 07: Composicdo final das nanoemuls6es.

Matéria prima Porcentagem utilizada %
Oleo de maracuja 5,0
Span 80® 0,3
Procety AWS® 0,2
Vitamina E 2,0

Agua destilada 90
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4.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE PRELIMINAR
4.6.1 Avaliacdo Macroscopica

As formulacBes foram avaliadas macroscopicamente apds 24 horas de preparo a
temperatura de 25°C, a fim de se determinar a formulacdo mais estavel. As que
apresentarem alguma instabilidade como: separacdo de fases, sedimentacdo e cremacéo

foram descartadas do estudo.

4.6.2 Teste de Centrifugacéo

Em tubo de ensaio cbnico graduado para centrifuga (Fanem Ltda—Mod. 206 R,
Excelsa BABY 11-440 watts) foram adicionados 5g de cada amostra, pesados em
balanca semi-analitica (Gehaka, Mod. BG 2000) e submetidas ao ciclo de 3000 rpm
durante trinta minutos a temperatura ambiente (ANISA, 2004).

4.6.3 Ciclo Gela-Degela

As amostras foram submetidas a temperatura de 4 °C/24 horas (Geladeira
Consul, Mod. CFC 28A) e 45 °C/24 horas (Estufa Fabbe Primar Ltda, Mod. 171/
6000W), completando assim um ciclo. As leituras foram realizadas antes do inicio do
teste e no final do 6° ciclo (12 dias) (ANVISA, 2007).

A fim de avaliar a estabilidade das nanoemuls6es a frente de mudancas bruscas
de temperatura. Este estudo consiste em submeter as amostras a temperaturas de
45+2°C, por 24 horas, e depois a 4+2°C, por 24 horas, completando um ciclo. O ciclo
gelo-degelo devera ter duracdo de 12 dias. Serdo realizadas antes do inicio do teste
(apds o preparo), no 6° dia e no final do 6° ciclo (12° dia). Os seguintes testes:
determinacdo do pH das formulacBes, observacdo macroscopica das formulacbes e

leituras de tamanho das goticulas.
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4.7 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

4.7.1Determinacéo do pH

Os valores de pH foram determinado com auxilio de um potenciometro-
HANNA Instruments (modelo H1221) calibrado com pH 4,0 e 7,0. Inserindo-se o
eletrodo diretamente na diluicdo aquosa 1:10 (p/p) das amostras. Este teste serad
realizado em triplicata.

As amostras que ndo separaram de fase serdo submetidas a condicOes estresse
em diferentes temperaturas. Em refrigerador (5°C+2), a temperatura ambiente (25°C+2)
e acondicionada em estufa (40°C+2). As formulacGes serdo submetidas as temperaturas
citadas por um periodo de vinte e oito dias.

4.7.2Determinacdo do tamanho de goticula, potencial zeta e indice de
polidispersao.

O valor do potencial zeta, tamanho de particula e indice de polidisperséo sera
obtido em equipamento Zeta sizer Malvern®. Sera utilizado como indice de refragéo o
valor de 1,33 (valor do indice de refragdo da agua), meio dispersante agua, e as amostras

serdo diluidas na razao de 1:1.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de maracuja

A qualidade do 6leo é determinada por seus principais componentes, como
compostos volateis. A caracterizacdo fisico-quimica dos 6leos vegetais é de extrema
importancia. Vérios testes foram realizados para se obter dados da natureza do 6leo de
maracuja, assim como, para o controle de qualidade, uma vez que estes sdo necessarios

para que se possa conferir na deteccdo de contaminantes e adulterantes.

Tabela 08: Caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de maracuja.

Parametros Resultados
indice de acidez 0,45 + 0,01 (mgKOH/q)
Indice de iodo 121,76 (gl%/100)
indice de refracéo 1,464 + 0,004 (nd 40°C)
indice de saponificacio 181,26 (mgKOH/KQg)
Densidade relativa 0,914 (25°C)

O indice de acidez permite uma avaliacdo a respeito da conservacdo do 6leo, que
esta intimamente relacionado com o grau de pureza da matéria prima, com 0
processamento e principalmente, com as condicdes de conservacdo. Um elevado indice
de acidez pode ser influenciado pelo tempo de estocagem, uma vez que, com o tempo,
pode ocorrer o fenémeno da hidrélise, e com isso o aparecimento de acidos graxos
livres (WALIA et al., 2014). Segundo a RDC 270, de 22 de setembro de 2005 da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que aprova o Regulamento
Técnico para Oleos vegetais, gordura vegetais e creme vegetal, o indice de acidez
recomendado € no maximo de 4 mg KOH/g para 06leos vegetais. O 6leo de maracuja
apresentou indice de acidez igual a 0,45 + 0,01 mg de KOH/g (Tabela 08). Percebe-se,
entdo, que o indice de acidez do 6leo de maracuja esta de acordo com a legislacdo
brasileira vigente. O indice reduzido de acidez também evidencia a potencialidade do
6leo na indUstria cosmética (DOS SANTOS et al., 2017).
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O indice de iodo, de refracdo e a densidade dos dleos vegetais sdo parametros
fisicos influenciados pelo grau de insaturagdo dos acidos graxos (COIMBRA&JORGE,
2011). O indice de iodo é um importante indicador de degradacdo da matéria vegetal
(PERREIRA et al., 2019). O 6leo de maracuja apresentou um elevado indice de iodo
tabela 07, devido a quantidade de instauragdo presentes nos acidos graxos, como serao
mostrados pela analise de cromatografia gasosa. Valores aproximados foram
encontrados no 6leo de maracujé por Ferrari, Colussi e Ayub (2004) e Koborie Jorge
(2005), (136,50 g 12/100g) e (124,36 g 12/100g) respectivamente.

O indice de refracdo eleva-se com o aumento do comprimento da cadeia de
acido graxo e diminui com o grau de insaturagdo, constitui um parametro de qualidade
que permite identificar alteracdes oxidativas, impurezas e ainda a autenticidade do 6leo.
A tabela 08 mostra que o indice de refracdo 1,464 + 0,004 (nd 40°C). A densidade dos
Oleos também é influenciada pelo comprimento da cadeia e grau de instauracdo dos
acidos graxos que fazem parte de sua composicdo (PERREIRA et al., 2019).
Comprimentos maiores da cadeia levam a valores de densidade mais baixos, enquanto
altos graus de insaturacdo levam a um aumento no valor da densidade (PEREIRA et al.,
2017). O valor encontrado foi de 0,914g/m.

O indice de saponificacdo fornece informacGes a respeito da autenticidade dos
Oleos vegetais, quando estes sdo misturados com matéria insaponificavel, como 6leo
mineral (WALIA et al.,, 2014). O peso molecular dos glicerideos é inversamente
proporcional ao indice de saponificacdo, ou seja, o indice tende a ser mais alto em éleos
que apresentam teor mais elevado de triglicerideos de cadeia curta (JABLONSKI, et al.,
2017). O valor de saponificacdo do 6leo de maracuja foi de 181,26 mg KOH/g (Tabela
08).

5.1.2. Determinacdo do perfil dos acidos graxos do Oleo de maracuja por

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS)

A analise por Cromatografia Gasosa associada a espectroscopia de massa (CG-
MS) constitui um mecanismo importante para avaliar a autenticidade dos &leos.
Conforme a espécie oleaginosa, variaces na composicdo quimica dos Oleos sao
expressas por variagdes na relacdo molar entre os diferentes acidos graxos presentes na
estrutura do triacilglicerol (COSTA et al., 2013).
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Os resultados apresentados na tabela 09 apontam a composicdo quimica dos
diferentes &cidos graxos encontrados no 6leo de maracujé, destacando-se os &cidos
linoleico e oleico com (47,76%), (34,80%) respectivamente. E em menores quantidades
0s acidos palmitico, estearico e linolénico (9,21%), (3,65%) e (0,14%) respectivamente.
Essa composicdo de acidos graxos esta de acordo com a obtida Takan et al., (2019) e
Malacrida &Jorge (2012). O perfil de acidos graxos encontrado no 6leo de maracuja é

considerado ideal para consumo, visto que tem efeitos benéficos em humanos e animais.

Tabela 09: Composicao percentual dos acidos graxos do 6leo de maracuja e de outros 6leos por

cromatografia gasosa (CG).

Ac. graxos  Carbono Oleo de maracuja Oleo de Oleo de
maracuja * maracuja **
Linoleico C18:2 47, 76% 68,39% 1%
Oleico Ci18:1 34, 80% 14,31% 50,2%
Palmitico C16:0 9,21% 11,72% 42,3%
Estearico C18:0 3, 65% 2,84% 1,5%
Linolénico C18:3 0, 14% 0,54% 0,5%

*Takan et al., (2019)
**Malacrida &Jorge (2012)

O acido linoleico e linolénico sdo acidos graxos essenciais na nutricdo de
mamiferos, estando o &cido linolénico relacionado com a instabilidade do Oleo. A
peroxidacdo natural do &cido linolénico resulta em hidroperoxidos que sdo toxicos aos
mamiferos e causam alteracdo no sabor e aroma do 6leo (VIEIRA, 2006). Além de
serem utilizados na industria alimenticia, 6leos com alto teor de acidos graxos
poliinsaturados, como o 6leo de semente de maracuja, sdo comumente usados como
agentes condicionantes da pele e dos cabelos e em composi¢es de produtos de
maquiagem (MALACRIDA &JORGE, 2012).
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Figura 04: perfil dos &cidos graxos do 6leo de maracuja.

5.1.3. Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

A espectroscopia na regido do infravermelho tem o objetivo de identificar ou
mesmo determinar 0s grupos funcionais caracteristicos dos compostos organicos,
propiciando um conhecimento preliminar da sua estrutura quimica. A constituicdo
quimica dos Oleos vegetais, em geral, € muito parecida. Estes sdo compostos,
principalmente por triacliglicerois, tri-estéres formados pela ligacao do glicerol com trés
moléculas de acido graxo (JADVNIA et al., 2013).
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Figura 05: Espectro da Regido do Infravermelho do dleo de Maracuja.

O espectro do 6leo de maracuja apresentado na figura 05 mostra os estiramentos
2921 e 2850 cm™ que correspondem a ligacdo CH, dando diagnéstico de cadeias
carbbnicas alifaticas saturadas. Observa-se uma proeminente banda de estiramento de
carbonila (C=0) em 1740 cm™, presentes em &cidos carboxilicos e ésteres, e vibragdes
da ligacdo C-O em 1152 cm™, que sdo diagnosticos para a ligacdo éster no
triacilglicerol, o maior constituinte de um 6leo com &cidos graxos de cadeia longa
(COSTA et al, 2013). Por fim a banda na regido de 716 cm™ corresponde a

deformacdes angular (rocking) dentro do plano de grupamentos C-Hs.
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Tabela 10: Bandas de absorcao na regido do infravermelho de ligagdes moleculares do 6leo de maracuja.

Faixa de absorcdo (cm™) Tipo de ligacéo
2921 C-H
2850 C-H
1740 C=0
1453 CH;
1367 CHs
1152 C-O
716 - (CH2)n

5.1.4. Estabilidade oxidativa do 6leo de maracuja - RANCIMAT

Para verificar a estabilidade dos 6leos e sua suscetibilidade a oxidacédo, o 6leo de
maracuja foi submetido ao teste de oxidacéo acelerada por alta temperatura. Este € um
parametro utilizado para avaliar a qualidade de 6leos e gorduras e ndo depende apenas
da composi¢do quimica, mas também reflete as condi¢cGes de manuseio, processamento
e estocagem do produto (CONCEICAOQ, 2017).

As razdes para a auto oxidacao estdo relacionadas a presenca de ligacdes duplas
nas cadeias carbdnicas de dleos e gorduras. A rapidez do processo auto oxidativo
depende principalmente do numero e da posicdo das ligacdes duplas, cadeias carbonicas
poli-insaturadas como as que constituem alguns &cidos graxos de ocorréncia natural tais
como o linoléico (ligacdes duplas em C-9 e em C-12) e o linolénico (ligagcdes duplas em
C-9, C-12 e em C-15) sdo mais susceptiveis a oxidacdo (OSTROWSKA-LIGEZA et al,
2013).

A partir da curva de condutividade (us) vs tempo obtém-se um ponto que
corresponde ao indice de estabilidade oxidativa ou o periodo de inducéo, esse periodo
foi de 10,05 h para o 6leo de maracuja (Figura 06). Comparando os resultados do 6leo
de Passiflora edulis com outros éleos descritos na literatura, como éleo de Babacu

(28,64h), Inaja (20,96 h). Os resultados demonstraram que a analise de cada Oleo
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extraido de diferentes oleaginosas comprova que a composic¢éo quimica do 6leo vegetal
influencia na estabilidade oxidativa do 6leo, logo, a mesma influéncia na estabilidade do
produto a ser elaborado a partir desse 6leo (CONCEICAQ, 2017).
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Figura 06: Tempo de inducdo do 6leo de maracuja.

Compostos insaturados sdo significativamente mais susceptiveis a oxidacao que
compostos saturados (PARDAUIL et al.,, 2011). O dleo de maracuja possui em sua
composicao alto teor de compostos insaturados, com predominancia do acido linoleico
(como observado na analise de cromatografia gasosa), o que justificaria a baixa

estabilidade a oxidacéo.
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5.1.5. Analise Termogravimétrica (TG)

A termogravimetria (TG) é uma técnica termoanalitica rapida que determina o
ponto de ebulicdo de compostos organicos, através das alteragdes na massa da amostra
em funcdo da temperatura e/ou tempo (FARIA, 2002). A estabilidade térmica dos éleos
depende de sua estrutura quimica, ou seja, 6leos com acidos graxos saturados sdo mais
estaveis do que os insaturados (COSTA et al., 2013).

A figura 07 apresenta as curvas TG/DTG do 6leo de maracuja onde é possivel
observar trés etapas de perda de massa, a primeira com perda de 63,443 % com
temperatura “on set” de 370,38 °C, a segunda com perda de 20,846 % com temperatura
“on set” de 418,86 °C e a terceira com perda de 11,594 % com temperatura “on set” de
446,49 °C. Esses estagios devem-se, provavelmente, a degradacdo dos acidos graxos
(RIO et al., 2016).
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Figura 07: curva TG e DTG do 6leo de maracuja.

Santos et al. (2002), que analisou o comportamento de alguns 6leos vegetais,
verificaram a ocorréncia de trés eventos térmicos, onde, segundo 0s autores, estes
correspondem as perdas de massa de acidos graxos polinsaturados que ocorreu a uma

faixa de 200-380 °C, monoinsaturados a uma faixa de 380-480 °C e saturados entre
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480- 600 °C, devido as respectivas estruturas serem mais ou menos resistentes a altas

temperaturas

Além da composicdo de &cidos graxos de cada dleo vegetal, outro fator que
influencia na resisténcia a degradacdo € a presenca de antioxidantes que podem ser
naturais como os tocoferdis e &cido fertlico, como também artificiais, como acido
citrico e TBHQ (tercbutilhidroguinona), que podem ser acrescentados no processamento
em quantidades limitadas (MASUCHI et al., 2008). A presenca de antioxidantes pode
retardar o inicio da degradacdo. Nik et al. (2005) estudaram o comportamento térmico
do 6leo de palma por meio da termogravimetria quando adicionado as amostras
diferentes antioxidantes e concentracdes, 0S autores constataram que a presenca de
antioxidantes retarda o inicio do processo de degradacdo, no entanto a concentracao e

tipo de antioxidante também influenciaram nos resultados.

Tabela 11: Etapas de perda de massa da curva TG/DTG do 6leo de maracuja.

Amostra Tonset Tendset % de perda de massa
370,38°C 410,31°C 63,443
Oleo de maracuja 418, 86°C 431,73°C 20,846
446,49°C 452,33°C 11.594

Conceicédo, Couceiro e Chaaar (2015) tambem avaliaram a estabilidade térmica,
através da curva TG/DTG do 6leo de maracuja (Passiflora edulis) em atmosfera de ar
de nitrogénio. Onde os valores foram bem similares ao encontrado nesse estudo. A
primeira com perda de 64,78 % com temperatura “on set” de 377,25 °C, a segunda com
perda de 31,81 % com temperatura “on set” de 413,09 °C e a terceira com perda de 3,40
% com temperatura “on set” de 527,66 °C, sendo atribuidas a volatilizacdo e/ou

combustdo dos triglicerideos constituintes da amostra.
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5.2. Determinacéo da atividade antioxidante

5.2.1 Atividade Antioxidante do 6leo de maracuja pelos Métodos de ABTS e R
caroteno/ acido linoleico

A capacidade antioxidante total de dleos vegetais resulta da acdo integrada da
mistura complexa de antioxidantes presentes em &leos contra reagdes de oxidacdo.
Portanto, a capacidade antioxidante de um 6leo pode ser um indice abrangente devido a
sua potencial correlagdo com os indices de qualidade do 6leo, em especial com a
estabilidade oxidativa. A estabilidade quimica, que é associada com a resisténcia a
oxidacdo, depende da composicdo quimica do Oleo, especialmente antioxidantes,
compostos oxidaveis e interfaces quimicas, no meio ambiente, onde os reagentes podem
interagir (CASTELO-BRANCO et al., 2015).

A quantidade de moléculas de radicais ABTS+ consumida devido a reagcdo com
compostos antioxidantes € expressa em capacidade antioxidante em Trolox
equivalentes (TEAC), ou seja, quanto maior concentracdo TEAC, mais antioxidante é a
amostra analisada (BORGES et al., 2011).No método de descoloracdo do sistema R-
caroteno/acido linoleico, o 3-caroteno sofre descoloracdo na auséncia de um composto
antioxidante, o que resulta na reducdo da leitura espectrométrica da absorbancia da
solucdo, num dado tempo de reacdo. Isso ocorre devido a formagéo de radicais livres a
partir da oxidacdo do R-caroteno/acido linoleico. A Tabela 12 apresenta os valores
obtidos para o método de descoloracdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, expressos
em percentual de atividade antioxidante (% AA) ap6s 120 minutos de reacdo e pelo
método ABTS.

Tabela 12: Atividade antioxidante do 6leo de maracuja pelos métodos de ABTS e -caroteno/

acido linoleico.

Métodos ABTS R caroteno/ acido

linoleico

57 £2,48 uM 78,0 £3,2%
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Vale ressaltar que, na avaliacdo da atividade antioxidante dos 6leos vegetais, é
dificil uma comparagdo com outras literaturas, ja que a atividade antioxidante pode ser
expressa de diversas formas. Outro fator que pode contribuir para essa dificuldade sdo
as modificagdes introduzidas nas metodologias, tais como o0s volumes adicionados nas
solugdes de radicais livres (SILVEIRA, 2012; VANZ, 2013).

5.3 Determinacao do EHL requerido pelo 6leo de maracuja

Pata determinacdo do EHL requerido, foram preparadas emulsdes, conforme
procedimento do inten. 4.4. Variando a concentracdo de tensoativos, com objetivo de
obter emulsbes com valores variaveis de EHL. O valor do EHL requerido pela fase
oleosa é um dos mais importantes parametros que deve ser considerado durante o
desenvolvimento de uma nanoemulséo (PACHECO, 2017). De acordo com as
propriedades fisicos quimicas de um 0leo, um sistema de tensoativos adequados pode
estabilizar de forma eficiente o tamanho de goticulas de um sistema (AMARAL
MACHADO et al., 2016). Tensoativos com elevados EHL tendem a forma emulsdes do
tipo 6leo/agua e baixo EHL formam emulsGes do tipo agua/dleo, isto ocorre porque o
tensoativo é solivel na fase continua da emulsdo sendo assim, tensoativos com valores
baixos de EHL s&o soliveis em 0Oleo e tensoativos com elevados valores de EHL séo
soluveis em agua (GRIFFIN, 1949).

Figura 08: Nanoemulsdes com diferentes valores de EHL. A direita uma nanoemulsdo que sofreu

separacdo de fases e a esquerda uma nanoemulséo estavel ap6s 24 horas.
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Para o estudo do valor de EHL requerido pelo éleo de maracuja, foram testados
trés pares de tensoativos. As formulagOes foram preparadas seguindo as concentragdes
apresentada por Silva e colaboradores (2016): 5% de fase oleosa, 5 % de tensoativos e
90 % de fase aquosa. A constituicdo da fase oleosa permaneceu fixa variando apenas as
proporc¢des de tensoativos lipofilicos e hidrofilicos, de forma que conseguisse alcancar o
valor de EHL requerido (tabela 06). Entre as nanoemulsfes desenvolvidas com a
mistura dos tensoativos Tween 80® e Span 60® a mais estavel a olho nu apés 24 horas
depois foi a que apresentaram EHL em torno de 10,88 que correspondem a 20% de
Span 60® e 30% Tween 80®. Entre a mistura de Span 60® e Procetyl AWS® a mais
estavel foi a que apresentou EHL 10,35 que correspondem a 25 % dos respectivos
tensoativos. Entre os tensoativos Span 80® e Procetyl AWS® a mais estavel foi a que
apresentou EHL 8,98 que correspondem a 30 % de Span 80® e 20% de Procetyl AWS®
(tabela 13).

Tabela 13: Tamanho de particulas e PDI das nanoemulsdes com diferentes valores de EHL.

Tensoativos Valor de Tamanho (nm) indice de
EHL polidispenséo (PDI)
Span 60° e Tween 80 10,88 301,1 0,609
Span 60® e Procetyl AWS 10,35 114,1 0,114
Tween 80® Procetyl AWS 8.98 75,09 0.210

A anédlise de tamanho de particula auxilia na triagem da melhor mistura de
tensoativos. Observou-se menor tamanho de particula na nanoemulsao constituida pelo
tensoativos procetyl e span 80. Figura 09. Considerando tanto o tamanho de particula
quanto o PDI a nanoemulsdo preparada com os tensoativos Procetyl AWS® e Span 80°
foi a escolhida para dar continuidade no estudo e acrescentar a vitamina E (alfa

tocoferol) e sua composicdo esta apresentada na tabela 07.
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Figura 09: Distribuicdo de tamanho da nanoemuls&o contendo os tensoativos Procetyl e Span® 80.
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Figura 10: Distribuicio de tamanho da nanoemulsio contendo os tensoativos Procetyl e Span® 60
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Para a obtencdo das nanoemulsfes, foi utilizado somente tensoativos néo
ibnicos. Muitos produtos faciais, para peles sensiveis e de bebes fazem uso de
surfactantes ndo idnicos, por apresentarem boa compatibilidade com a pele. Eles
também reduzem a irritacdo provocada pelos tensoativos anidnicos. Um sistema de
composto por Span 60 e 80, Tween 80 e procetyl, considerados seguros e comumente
empregados em formulagGes cosméticas (RIBEIRO, 2015).

Nanoemulsdes sdo comumente obtidas utilizando misturas de tensoativos de
forma separada, onde os tensoativos sdo dispersos conforme suas caracteristicas
intrinsecas, ou seja, tensoativos com caracteristicas hidrofilicas sdo dispersos em meio
aquoso, enquanto os tensoativos com caracteristicas lipofilicos sdo dispersos em meio
lipofilico (RIBEIRO, et al., 2015). No entanto, alguns estudos demostram que a mistura
de agentes tensoativos, em uma Unica fase, apresentam melhor desempenho do que
isolados em fases distintas, dispersando e solubilizando mais na fase continua da
emulsdo, sendo possivel utilizar menor concentracdo de ativos e produzir emulsdes
estaveis em longo prazo (ROCHA-FILHO, et al., 2014).

5.4 OBTENCAO DA NANOEMULSAO.

A metodologia de preparo utilizada neste trabalho foi de homogeneizacao de alta
pressdo a quente e foi selecionada porque possui diversas vantagens como, por
exemplo, facil adaptacdo para utilizacdo em larga escala e ndo utilizacdo de solventes

organicos na formulacéo.

A partir das nanoemulsdes obtidas no Ultra Turrax, foi estudada a influencia da
pressdo de 500 e 1000 baars e do numero de ciclos 1 e 2. Em homogeneizador de alta
pressdo sobre o tamanho de particulas e PDI. O aumento do numero de ciclos leva uma
reducdo do tamanho de goticula, sendo que apds o segundo ciclo de passagem, ocorre
uma queda significativa neste. Passagens subsequentes podem ocasionar reducdes
progressivas, porem ndo tdo acentuadas (KOURNIATIS, 2010). O que foi possivel

observar nesse estudo (tabela 14). Ndo houve uma diminuicédo relevante.
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Tabela 14: Relacdo entre numero de ciclos, baar, tamanho de particulas e PDI.

Ciclo Baar Tamanho (nm) PDI
2 ciclos 500 bar 157, 3 0,215
1 ciclo 1000 bar 129,9 0,201
2 ciclos 1000 bar 122,2 0,169

O tamanho da pressao, assim como da temperatura, também leva a diminuicdo
do tamanho de goticula formada (BRUCHEL et al., 2012). Entretanto, uma alta pressdo
conduz a um gasto grande de energia, sendo mais vantajosa a realizagcdo de mais ciclos

de homogeneizag¢ao a uma pressdo moderada.

5.5 TESTES DE ESTABILIDADE PRELIMINAR

A avaliacdo da estabilidade preliminar contribui para o desenvolvimento das
formulacgdes e seu aperfeicoamento, além de auxiliar na producéo de informagdes sobre
a confiabilidade e seguranca dos produtos (ANVISA, 2007). O chamado teste de
estabilidade preliminar tem como objetivo auxiliar e orientar na escolha das
formulagdes, utilizando-se diferentes formulacdes de laboratério e com duragédo
reduzida (RODIGUES et al., 2014). Emprega condi¢des extremas de temperatura com o
objetivo de acelerar possiveis reacdes entre seus componentes e o surgimento de sinais
que devem ser observados e analisados conforme as caracteristicas especificas de cada
tipo de produto (MEIRA, 2010). Devido as condi¢Ges em que € conduzido, este tipo de
teste ndo tem a finalidade de estimar a vida Gtil do produto, mas sim de auxiliar na
triagem das formulacGes ao longo da producdo, antes de atingir o produto final
(ANVISA, 2004). A estabilidade preliminar das formulacdes foi analisada por meio das
caracteristicas organolépticas (aspecto, odor, opacidade/translucidez), valor de pH, teste
de centrifugacdo e ciclo geladegela. As formulacdes selecionadas para a continuidade
do trabalho foram avaliadas quanto ao tamanho dos glébulos, indice de polidispersidade

e potencial zeta.
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5.5.1 Avaliacdo macroscopica

Na analise macroscopica realizada apds o preparo das nanoemulséos, verificou-
se que a formulacdo apresentou aspecto leitoso, com reflexo azulado e odor
caracteristico de Oleo de maracuja. Figura 12. Além disso, ndo houve sinais
macroscopicos de alteragdo como separacdo de fases. O estudo de estabilidade
preliminar da nanoemulsdo foi realizado durante 28 dias, em diferentes temperaturas.
Durante esse periodo, as formulagcdes também ndo apresentaram sinais visuais de

separacao de fases.

Figura 12: Nanoemuls@es contendo 6leo de maracuja e vitamina E.

5.5.2 Centrifugacao

Antes de iniciar qualquer estudo de estabilidade, recomenda-se a submeter o
produto ao teste de centrifugacdo. Se aprovado nesse teste, o produto pode dar
sequencia os testes de estabilidade. O produto deve-se manter estavel e qualquer sinal
de estabilidade indica a necessidade de reformulacdo. A centrifugacdo produz estresse
na amostra simulando um aumento da forca gravitacional acelerado assim as possiveis
instabilidades (ANVISA, 2007). Em formulacdes que apresentam alto PDI a
centrifugacdo acelera o processo de cremagem (MEZADRI, 2010). No teste de
centrifugacao todas as amostras permaneceram sem alteracfes evidentes, indicando uma

possivel estabilidade.
5.5.3 Ciclo gela degela

As formulagdes aprovadas no teste de centrifugacdo, entdo foram submetidas a

outra condicdo de tensdo, como o ciclo gela-degela. A instabilidade foi avaliada por
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meio dos parametros de: Tamanho, indice de polidispersdo, Potencial Zeta e pH. N&o
houve alteracdo na aparéncia da nanoemulséo durante o ciclo, mantendo a coloragéo
leitosa e 0 odor caracteristico. O valor de pH teve variagdo de 0,74. Néo houve
aumento significativo no tamanho das particulas de 117,9 nm para 119,8 nm. (Tabela
15).

Tabela 15: Analise da nanoemulsdo submetida ao ciclo gela degela.

Parametros (Tempo inicial 24h) Apobs o ciclo
Tamanho (nm) 117,9 119,8
PDI 0,162 0,174
Potencial Zeta (Mv) -46,0 -34,7
pH 6,37 7,11

5.6 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA
5.6.1 Determinacéo do pH

Segundo a (ANVISA), a determinacdo da faixa do valor de pH de uma
formulacdo deve comtemplar os aspectos de estabilidade dos ingredientes, seguranca e
eficacia do produto. A analise do valor de pH foi outro teste de estabilidade preliminar.
Este teste foi realizado nas primeiras vinte e quatro horas e nos dias 7,14,21 e 28. A

tabela 16 mostram os resultados em diferentes temperaturas.

A determinacéo do valor de pH é de grande importancia em formulacdes topicas,
uma vez que essas devem apresentar valores de pH compativeis com a pele 4,5 a 6,0
(RIBEIRO, 2015). Alteracdes no valor de pH em formulacGes cosméticas sdo
preocupantes, pois podem alterar toda a formulacdo deste o aspecto até a eficacia do
principio ativo utilizado, podendo dessa forma, ndo fornecer o resultado esperado, uma
vez que alguns ativos ndo apresentam estabilidade em determinado pH e podem irritar a
pele se ndo tiverem compativeis com esta (AMMAR et al., 2010). Variacdes de pH em
estudo de estabilidade podem ocorrer devido a degradacdo dos componentes presentes

nas formulacdes. Em relacdo ao pH das nanoemulsdes, observou-se que variaram de
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6,92 a 6,84 em temperatura ambiente, de 7,11 a 6,54 em geladeira e 7,17 a 6,86 na

estufa.

Tabela 16: Valores de pH no intervalo de tempo de 24 hora, 7, 14, 21 e 28 dias, em diferentes

temperaturas.
Tempo de Temp. Ambiente Geladeira Estufa
Analise (25+2°C) (4+2°C) (45£2°C)
24h 6,92 + 0.07 7,11 + 0,248 7,17 £ 0,153
7 dias 6.35+ 0,012 6,28 + 0,014 6,41 + 0,026
14 dias 6,28 + 0,050 6,00 + 0,098 6,36 + 0,014
21 dias 6,23 + 0,036 6,93 £ 0,020 6,69 + 0,101
28 dias 6,84 £ 0,114 6,54 + 0,080 6,86 + 0,05

Segundo Rebello (2011) a alcalinidade aumenta a permeabilidade cutanea e para

produtos de curta permanéncia sobre a pele, o pH pode ser ligeiramente alcalino (até

8,0), pois as matérias-primas utilizadas atuam bem dentro desse pH. J& os extremos de

pH (abaixo de 3,0 ou acima de 8,0) podem causar ressecamento da pele devido a

desestruturacdo da queratina ou remoc¢do excessiva do sebo. De acordo com os dados

encontrados na literatura, as nanoemulsdes ndo ibnicas os valores de pH foram
observados abaixo de 7,0 o que indica que ha a necessidade de corre¢do de pH do
presente trabalho, pois de acordo com Firmino e colaboradores (2011) o pH ¢é

fundamental para estabilidade de ativos.
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Figura 13: Valores de pH no intervalo de tempo e em diferentes temperaturas.

5.6.2 Determinacdo do tamanho de particula, potencial zeta e indice de

polidispersao

Sabe-se que em nanoemuls@es, quanto menor o tamanho de particulas maior e
estabilidade, isto porque o movimento browniano se torna mais significativo (KONG;
PARK, 2011). A determinacdo do tamanho de particula é uns dos principais parametros
para a avaliacdo da estabilidade de nanoemulsdes, pois o tamanho interfere diretamente
nos fenbmenos de floculacdo e coalescéncia (GIANETE et al., 2012). Ao avaliar
numericamente o tamanho das particulas ndo se observou aumento macroscopico e as
particulas permaneceram aceitaveis para considera-las como nanoemulsdes (RABELO,
2011).

O PDI é um parametro adimensional da amplitude do tamanho de particula, que
é expresso em valores de 0 e 1.Um valor baixo de PDI indica uma populacdo de
particulas monodispersas enquanto que valores de PDI elevado indicam uma ampla em
torno de 0,1, indicando a homogeneidade em ambas formulacdes. Maruno e Rocha-
Filho (2017) encontraram significantes potenciais zeta negativos usando surfactantes
ndo idnicos e associaram esse fendmeno a algumas propriedades quimicas das cadeias
de polioxietileno nos surfactantes utilizados (GIANETE et al., 2012). O potencial zeta é
influenciado pelos tensoativos utilizados. Ele reflete o potencial da superficie das
particulas, o que ¢ influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante. As

cargas negativas geram repulsdo entre as goticulas, sendo o potencial zeta um indicador
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parcial de estabilidade fisica das nanoemulsdes (MARUNO&ROCHA-FILHO, 2017).
Observou-se que o potencial zeta de todas as amostras estudadas foi negativo antes e

apos os testes de estabilidade preliminar.

Os valores de potencial zeta foram (-46,0 mV), (-29,3 mV) e (-38,6) para as
nanoemulsbes armazenadas na temperatura ambiente, geladeira e estufa
respectivamente, na medicdo inicial. Durante o armazenamento, observou que 0s
valores do potencial zeta diminuiram em todas as temperaturas, o que indica que valores
baixos € sinal de instabilidade fisica do sistema disperso. Em nanoemulsfes aniénicas e
catibnicas cineticamente estaveis e atribuidas estabilidade a esses altos valores de
potencial zeta, porque esse parametro é responsavel pela estabilidade das dispersdes
coloidais e indica o grau de repulsdo entre cargas com carga semelhante particulas na
disperséo. Redugdes nos valores zeta estdo relacionadas a uma maior tendéncia a

floculagédo, o que ndo foi o caso das nanoemulsdes neste estudo.

Os valores dos indices de polidispersividade também ndo variaram, assim como
o diametro médio das particulas. Tais estudos sdo bastante relevantes, pois através deles
podemos inferir que as nanoemulsdes permaneceram estaveis ao longo do tempo. Os
tensoativos utilizados, provavelmente, permitiram a formagdo de um filme interfacial
coeso ao redor das particulas, constituindo uma camada estabilizante altamente
resistente, permitindo que as formulagdes permanecam estaveis ao longo do tempo.

Interfere nos fendmenos de floculacdo e coalescéncia (GIANETE et al., 2012).



66

Tabela 17: Resultado da caracterizagdo fisico quimica da nanoemulsdo ao logo do tempo

acondicionada em temperatura ambiente (25+2°C).

Tempo Tamanho indice Potencial
de (nm) de Zeta (mV)
analise polidisperséao
24h 119,8 +2,902 0,162 + 0,009 -46,0 +£ 0,889
7dias  119,9+0,5508 0,156 +0,002 -22,9+1,18
14 dias 117,4+£0,8021 0,161 +0,003 -33,0+1,68
21 dias 122,1+1,159 0,195+0,008 -34,1+2724
28 dias  119,4+1212 0,179+0,009 -28,6 0,057

Tabela 18: Resultado da caracterizacédo fisico quimica da nanoemulséo ao logo do tempo

acondicionada em geladeira (4+2°C).

Tempo Tamanho Indice Potencial

de (nm) de zeta (mV)
analise Polidispersao

24h 118,2+1,436 0,156 +0,021 -29,3+1,11
7 dias 1209+0,692 0,172+0,013 -342+1385
14 dias 1196 £1,767 0,164 £0,009 -32,8+1,44
21dias 122,1+0,808 0,171+0,018 -28,7 £0,66
28dias  123,2+0,862 0,178+0,016 -33,4+1,22
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A relagdo entre temperatura de armazenamento e estabilidade da emulséo é bem
conhecida. Amostras armazenadas em temperatura ambiente (25+2°C) manteve o
mesmo tamanho de particula até o final dos 28 dias, Tabela 17. Amostras armazenadas a
(45£2°C) ocorreram mudancas minimas no tamanho de particulas, comparado com
amostras armazenadas em temperaturas mais baixas (4+2°C) mostraram mudancas.
Apesar destas mudancas, as nanoemulsfes ndo apresentaram processos de instabilidade
macroscopica e seu tamanho de particula permaneceu na faixa de nanoescala, levando

em consideracdo que a faixa de tamanho de gota das nanoemulsdes € 50-500 nm.

Tabela 19: Resultado da caracterizagdo fisico quimica da nanoemulsdo ao logo do tempo

acondicionada em estufa (45+2°C).

Tempo Tamanho Indice Potencial

de (nm) de zeta (mV)
analise Polidispersdo

24h 123,2+1,127 0,171 +0,016 -38,6 +1,27
7 dias 119,7+1,419 0,182 +0,021 -32,5%0,40
14 dias 117,9+1,155 0,153+0,005 -38,0+ 1,92
21dias 118,8+0,723 0,167 £0,012 -27,6 £0,36
28 dias  120,7+0,305 0,183 +0,003 -31,5%0,10
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CONCLUSOES

Na caracterizacdo fisico-quimica do dleo de maracuja, observaram-se valores
dentro dos padrbes aceitaveis pela legislacdo brasileira;

E uma formulagdo que utiliza um 6leo vegetal, proveniente do maracujazeiro,
arvore comum em nosso pais, valorizando o mercado desse 6leo;

A avaliacdo da capacidade antioxidante através dos métodos de ABTS e R
caroteno/acido linoleico sugere que o 6leo de maracuja possui um alto potencial
antioxidante e deve ser alvo de pesquisa para aplicacdo em produtos cosméticos;
Apobs o estudo do equilibrio hidréfico-lipofico (EHL), entre os trés pares de
tensoativos. A associacdo entre Tween 80® e Procetyl AWS apresentou a
nanoemulsdo com menor tamanho de particula 8,98 nm;

A concentracdo de 5% (m/m) 6leo de maracuja, 5% (m/m) de uma mistura de
tensoativos e 2% de vitamina e 90% de agua, foi possivel obter uma
nanoemulsao estavel, pelo método de alta energia;

As nanoemulsbes se mantiveram estaveis armazenadas em temperaturas
diferentes durante a avaliacdo da estabilidade preliminar por 28 dias.

Em relacdo ao pH das nanoemulsdes, ndo apresentaram valores compativeis com
a pele (4,5 a 6,0). O que indica que hd uma necessidade de correcdo nesse
estudo;

Desta forma, vale ressaltar a relevancia deste trabalho para a area da
nanotecnologia farmacéutica, uma nanoemulsdo contendo 6leo de maracuja e a
vitamina E com potencial para sistemas drug delivery;

Destaca-se a necessidade de outros estudos, bem como de toxicidade, ensaios de
caracterizacdo da nanoemulsdo, assim como estudo em vitri e em vivo, entre

outros.
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