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RESUMO

Emulsées o6leo de oliva/agua, na presenca de agentes
emulsionantes nio-idnicos, foram avaliadas quanto
a estabilidade fisica. Assim, prepararam-se emulsdes
fazendo uso de diferentes emulsionantes, sendo
um hidrofilico e o outro lipofilico, nas diferentes
proporcdes. As emulsdes mais estaveis, adicionaram-se
agentes auxiliares da emulsificacfio, visando otimizar a
estabilidade; e estudos de estabilidade foram conduzidos,
submetendo as amostras em condicdes e periodos
diversos de armazenamento. Para caracterizacao
da estabilidade, as amostras foram examinadas
macroscopicamente e submetidas as analises de pH,
centrifugacio, viscosidade, potencial zeta e distribuicio
de tamanho de particula. Os resultados demonstraram
que as emulsdes 6leo de oliva/dgua nio apresentaram
alteracdo, ou seja mantiveram-se estiveis, quanto
as propriedades organolépticas, bem como fisico-
quimicas, quando armazenadas a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Das emulsdes obtidas,
as que apresentaram maior estabilidade provém da
associacio de agentes emulsionantes que resultaram
em equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) equivalente a
12. As emulsdes provenientes da associacdo de agentes
emulsionantes que possuem cadeias de acidos graxos
insaturados similares ao 6leo de oliva produziram
estabilidade maxima, demonstrando que a similaridade
estrutural entre os componentes da fase oleosa e os
agentes emulsionantes é essencial para a estabilidade
da emulsio.

Palavras-chave: Emulsio O/A. Estabilidade. Oleo de
Oliva. EHL. Emulsionante ndo-i6nico.

INTRODUCAO

As emulsoes sdo dispersdes de duas fases liquidas
imisciveis entre si, usualmente agua e 6leo, estabilizadas
pela presencga de agentes emulsivos, localizados na interface
oleo/agua.
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Os agentes emulsivos, com propriedade de diminuir
a tensdo interfacial entre o o6leo e a agua, t€ém papel
fundamental na estabilizag¢do de emulsdes. Entretanto estes
compostos ndo conseguem diminuir a tenso interfacial a
ponto de contrariar totalmente a energia livre de superficie
provocada pelo aumento da area interfacial. Desta forma as
emulsoes sdo sistemas termodinamicamente instaveis €, no
desenvolvimento tecnolégico, procura-se utilizar de meios
que possam retardar pelo maior tempo possivel a separagdo
das fases (Oliveira et al., 2004).

Presume-se que a estabilidade destas preparacdes
depende do tipo de agente emulsionante utilizado e das
caracteristicas fisicas da pelicula interfacial formada. Esta
pelicula deve ser rigida e compacta (Prista et al., 1995),
possuir certo grau de elasticidade superficial e ndo deve
romper-se quando pressionada pelas goticulas, mas ao
romper-se, deve ser capaz de formar-se rapidamente
(Gennaro, 1999), impedindo a aproximagdo e conseqiiente
juncdo da fase dispersa.

Por vezes, um unico emulsionante ¢ capaz de
originar o tipo de emulsdo desejada, no entanto, emulsdes
mais estaveis sdo preparadas quando se utilizam misturas
de emulsionantes, sendo um para a formagao de emulsdes
O/A e outro para a formagao de emulsdes A/O (Prista et
al., 1995; Gullapalli & Sheth,1999). Postulam-se que os
agentes emulsivos hidrofilicos e lipofilicos alinham-se um
ao lado do outro, conferindo maior rigidez e resisténcia
ao filme emulsivo, através de pontes de hidrogénio (Fox,
1986).

De acordo com Schulman & Cockbain (1940),
esses agentes emulsionantes sdo capazes de formar entre
si complexos interfaciais na superficie dos globulos
dispersos. Esses complexos promovem a formagdo e
a estabilizacdo da emulsdo porque diminuem a tensdo
interfacial mais acentuadamente do que quando se emprega
um s6 agente emulsionante, além de originarem uma
pelicula compacta, mas flexivel, na interface. Se o filme
interfacial for eletricamente carregado, forcas repulsivas,
em consequéncia da formagdo da dupla camada elétrica,
contribuirdo para estabilidade do sistema (Aulton, 2005).

Para Gullapalli & Sheth (1997;1999), a estabilidade
das emulsdes O/A pode ser obtida pela otimizacdo da
mistura de emulsificantes hidrofilicos e lipofilicos.
Segundo os autores, a similaridade estrutural dos agentes
emulsificantes com a fase dispersa é essencial para a
estabilidade da emulsdo; e a estabilidade pode ser favorecida
pelo complexo formado entre o agente de viscosidade
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hidrofilico e tensoativo hidrofilico e pela interagdo do
tensoativo hidrofilico com a fase oleosa.

Por outro lado, as emulsdes instaveis se manifestam
das seguintes formas (Silva & Soares, 1996): floculagdo,
onde as goticulas se agregam em aglomerados frouxos,
dentro da emulsdo, conservando sua identidade individual,
mas cada aglomerado comporta-se fisicamente como uma
unidade tnica; coalescéncia que ¢ caracterizada por uma
larga distribuicdo de tamanho das goticulas, resultando na
separacao de fases de forma visivel ao olho nu; creaming
onde a fase dispersa, conforme sua densidade relativa a
fase continua, sobe até a superficie ou desce até o fundo
da emulsdo, formando uma camada de emulsdo mais
concentrada (Lieberman et al., 1988; 1989; Aulton, 2005);
amadurecimento de Ostwald, onde as particulas maiores
crescem de tamanho devido & dissolucdo das particulas
menores (Welin-Berger & Bergenstahl, 2000).

A medida que as emulsdes se tornam instaveis,
suas caracteristicas fisico-quimicas variam. Assim, para
verificar tais variagdes pode-se determinar o valor do
pH, viscosidade, a distribui¢do de tamanho de particula,
potencial zeta, entre outros (Brasil, 2004).

Logo, o presente trabalho tem por objetivo
avaliar a estabilidade fisica de emulsdes 6leo de oliva/
agua, empregando a associagdo de diferentes agentes
emulsionantes nao-idnicos, nas diferentes proporcdes.

MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS

Oleo de Oliva (Pharmaspecial) - indice de acidez
1%, Monoleato de Polioxietilenossorbitano (Tween 80,
EHL= 15)(Synth), Alcool Cetoestearilico Etoxilado 200E
(EHL=15,4) (Pharmaspecial) , Alcool Oleilico Etoxilado
30E (EHL= 6,6) (Becto Research Chemical), Alcool
Laurilico Etoxilado 20E (EHL=6,2) (Chemistry), Glicerina
(Galena), Metilparabeno (Pharmaspecial), Propilparabeno
(Pharmaspecial), Carbopol 940 (Galena), Natrosol 250
HHR (Pharmaspecial), Butil Hidroxi Tolueno — BHT
(Pharmaspecial), Solu¢do de NaOH 20% (p/v) (Nuclear).

METODOS

Determinacao do
(EHL) do 6leo de oliva

Equilibrio-Hidrofilico-Lipofilico

Para o presente estudo, empregaram-se tensoativos
com cadeias graxas ¢ EHLs (Tween 80, EHL= 15; Alcool
Cetoestearilico Etoxilado 20 OE, EHL=154; Alcool
Oleilico Etoxilado 30E, EHL= 6,6; Alcool Laurilico
Etoxilado 20E , EHL=6,2) distintos. Para a associagdo
de tensoativos, teve-se como critério a polaridade dos
mesmos, empregando um com caracteristicas hidrofilicas
e outro com caracteristicas lipofilicas.

Para determinar o EHL do 6leo de oliva, preparou-
se com ele uma série de emulsdes contendo 5g de um par
de emulsionantes (monooleato de polioxietilenossorbitano
(Tween 80)/ Alcool Oleilico Etoxilado 30E; monooleato de
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polioxietilenossorbitano (Tween 80)/Alcool cetoestearilico
200E; monooleato de polioxietilenossorbitano (Tween
80)/Alcool laurilico etoxilado 20E; Alcool cetoestearilico
etoxilado 200E/Alcool laurilico etoxilado 20E), misturados
em proporc¢des varidveis, de modo a originarem valores
definidos, mas escalonados de EHL; 10g de 6leo de oliva e
agua até completar 100g (Prista et al., 1996).

As emulsdes foram preparadas aquecendo
separadamente a fase aquosa e oleosa em banho-maria
(Tecnal TE — 057) a 70°C. Apds o aquecimento, a fase
aquosa foi vertida na fase oleosa, e o sistema foi mantido
sob agitagdo a 15000 rpm (Ultra-Turrax®T25) por cinco
minutos. Apos agitacdo, as emulsdes foram envasadas e
acondicionadas em temperatura ambiente.

Decorridas 24 horas, procedeu-se ao exame de
todas as emulsdes, tomando-se como ponto de referéncia
aquela que apresentou-se mais estavel, isto €, que ndo tinha
aspecto grumoso nem separagdo de fases e com alto indice
de cremeagdo. Segundo Krishna et al., 1998, a estabilidade
pode ser mensurada pelo porcentual de cremeacao.

O indice de cremeagdo foi determinado pela
seguinte equagdo: C = 100 x (V /V)), onde V, corresponde
ao volume total da amostra; V_ corresponde ao volume da
fase emulsionada. De acordo com a equacdo, quanto maior
o valor de C, maior a estabilidade do sistema.

Preparacio das emulsoes

As emulsdes em estudo foram feitas empregando
o6leo de oliva (10% p/p), BHT (0,1% p/p) como antioxidante,
alcool oleilico etoxilado 3EO (1,8% p/p) e Tween 80 (3,2%
p/p) como emulsionantes, Carbopol 940 (0,4% p/p) e
hidroxietilcelulose (0,2% p/p) como agentes de viscosidade
e promotores da estabilidade, metilparabeno (0,18%
p/p) e propilparabeno 0,02% (p/p) como conservantes
microbioldgicos. As emulsdes foram preparadas
aquecendo-se as fases separadamente a temperatura ndo
superior a 70°C. Na fase aquosa solubilizou-se a glicerina,
metilparabeno, Tween 80. Dipersou-se ainda nesta fase o
Hidroxietilcelulose e o Carbopol 940, seguido do ajuste do
pH (pH 5,5) com 0,5 mL de uma solu¢do de NaOH 20%
p/v. A este sistema verteu-se a fase oleosa, submetendo-o a
agitagdo a 15000 rpm (Ultra-Turrax ®*T25) por 5 minutos.

Estudo de estabilidade das emulsoes

O estudo de estabilidade foi baseado no método
proposto no Guia de Estabilidade sugerido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2004), onde
as amostras devem ser armazenadas em condi¢des que
acelerem mudangas passiveis de ocorrer, permitindo,
assim, obter informagdes sobre a estabilidade do produto
em menor tempo possivel.

Estabilidade preliminar das emulsées

As amostras (triplicatas) foram acondicionadas em
frascos plasticos com tampa, a fim de garantir boa vedagao.
O volume total do frasco ndo foi completado para permitir
possiveis trocas gasosas. A duragdo do estudo foi de 15 dias.
As amostras foram submetidas ao aquecimento em estufa a
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50 £ 2°C, ao resfriamento em refrigeradores a -5 + 2°C, a
ciclos alternados de resfriamento e aquecimento (ciclos de
24 horas a 50 + 2°C, e 24 horas a -5 + 2°C), a exposicao a
luz solar e a temperatura ambiente sob ao abrigo da luz. As
amostras foram analisadas no tempo de 24 horas e aos 7° e
15° dias, quanto as caracteristicas organolépticas (aspecto,
cor e odor), ao pH, a viscosidade, bem como a separagio de
fase por centrifugagao.

Estabilidade acelerada das emulsoes

As amostras foram acondicionadas nas condi¢des
descritas anteriormente. A duracdo do estudo foi de 90
dias. As amostras (triplicadas) foram submetidas ao
aquecimento em estufa a 50 + 2°C, ao resfriamento em
refrigeradores a -5 + 2°C, a temperatura ambiente sob ao
abrigo da luz. As amostras foram analisadas no tempo de
24 horas e aos 15°, 60° ¢ 90° dias. Os parametros avaliados
foram: caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor),
separacdo de fase por centrifugagcdo, pH, viscosidade,
distribui¢do de tamanho de particula e potencial zeta.

Ensaios Organolépticos

Observaram-se  visualmente as caracteristicas
das amostras, verificando se ocorreram modificacdes
macroscopicas, tais como: separagdo de fase, formagéo de
grumos, precipitados; bem como a cor e o odor em relagdo
ao padrdo estabelecido.

Ensaios Fisico-Quimicos

Centrifugacio

Em tubo de ensaio conico graduado para centrifuga
(Fanem Ltda—Mod. 206 R, Excelsa BABY 11-440 watts) foi
adicionado 1,0g de cada amostra, pesado em balanga semi-
analitica (Gehaka, Mod. BG 4000) e submetido ao ciclo
de 3500 rpm (863g) durante trinta minutos a temperatura
ambiente.

Determinacio de pH

A determinagdo do pH foi baseada no método
proposto por Borghetti & Knorst (2006), utilizando-
se de amostras diluidas em agua destilada (1:10 p/v),
homogeneizadas e submetidas a leitura, a temperatura de
25°C = 1, em peagdémetro (Micronal - modelo B 474),
previamente calibrado com solugdes de pH 7,0 e 4,0. Os
resultados correspondem a média de trés determinagdes
com os respectivos desvios padrao.

Determinacio da viscosidade

A viscosidade foi determinada utilizando-se
o viscosimetro de Brookfield, série LV. O “spindle”
empregado foi o de n°4.

Para a realizacdo da leitura, as amostras foram
acondicionadas em tubo de ensaio, tomando-se o cuidado
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necessario para que ndo houvesse incorporacdo de ar na
amostra. O “spindlle” foi incorporado a amostra de modo
a evitar a formagdo de bolhas de ar em contato com a
superficie do mesmo, para ndo ocasionar erros na leitura.
As leituras foram realizadas nas velocidades de rotagdes
de 0,3; 0,6; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 30,0 ¢ 60,0 rpm de modo
crescente e decrescente a temperatura de 25 + 1°C. Os
resultados correspondem a média de trés leituras com os
respectivos desvios padrao.

Determinaciio do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pela mensuragao
da mobilidade eletroforética da particula dispersa em
um campo elétrico. Cem miligramas das amostras em
estudo foram diluidos em 5 mL de agua de deionizada,
homogeneizados até a completa dispersdo ¢ submetidos
a analise para a determinag@o do potencial zeta (Malvern
Nano ZS). Os resultados correspondem a média de trés
leituras com os respectivos desvios padrao.

Analise da distribuicio de tamanho de particula

A distribui¢do de tamanho de particula foi
determinada pela técnica de dipersdo de luz laser, em que
cem miligramas das amostras em estudo foram diluidos em
5SmL de dgua de deionizada, homogeneizados até a completa
dispersdo e submetidos a analise para a determinagdo da
distribui¢do do tamanho de particulas (Beckman Coulter
LS 13/320). Os resultados correspondem a média de trés
leituras.

Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios de estabilidade foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA — Post test: Tukey.
As andlises estatisticas foram realizadas com o programa
GraphPad Instat, Version 3.01, 32 bit for Win95/NT.

RESULTADOS

Determinacdo do EHL

Os EHLs e osrespectivos indices de cremeagao das
emulsodes oleo de oliva/dgua na presenga dos tensoativos
alcool oleilico etoxilado/Tween 80 encontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1 — Os EHLSs e o respectivos indices de cremeagéo (IC) das
emulsdes Oleo de oliva/agua na presenca dos tensoativos alcool
oleilico etoxilado/Tween 80, ap6s 24 hs da preparagao.

EHL 8 9 10 1 12 13 14 15

IC 87% 96%  96% 96%  98% 83% 81% 80%
EHL = Equilibrio hidrofilico-lipofilico

As associacdes de agentes emulsionantes, todos
com o mesmo EHL (EHL 12), demostraram um indice
de cremeagdo equivalente a 96%, 94% e 79% para as
associagdes Tween 80/alcool laurilico etoxilado 20E, alcool
cetoestearilico etoxilado 200E/alcool oleilico etoxilado
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30E e alcool cetoestearilico etoxilado 200E/alcool laurilico
etoxilado 20E, respectivamente.

Estudo de estabilidade preliminar

A emuls@o com estabilidade maxima nos estudos
de EHL, acrescida dos auxiliares de emulsifica¢do, foi
submetida aos estudos preliminares de estabilidade, por
um periodo de 15 dias (Brasil, 2004). As amostras foram
examinadas macroscopicamente ¢ submetidas as analises de
pH, viscosidade e centrifugacdo. Os resultados encontram-
se na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados dos testes preliminares de estabilidade das
emulsodes 6leo de oliva/dgua com a associag@o de tensoativos ndo
ionicos (Tween 80/alcool oleilico etoxilado 30E).

Tabela 3 - Valores dos pHs das emulsdes 6leo de oliva/agua
recentemente obtidas e armazenadas sob condigdes e periodos
diversos.

1° dia 15° dia 60° dia 90° dia
Controle 5490 (£0,031) 5,565 (£0,015)  5525(0,095)  5,533(0,095)
Estufa - 5,633 (:0,040)  5520(:0,240)  5,220(:0,028)
Refrigerador - 5583(:0,033)  5487(:0,152)  5,370(:0,057)

Controle (armazenamento a temperatura ambiente sob ao abrigo da luz; Estufa (armazenamento
em estufa a 50°C); Refrigerador (armazenamento em refrigerador a -5°C).

Distribui¢do do tamanho de particulas

O perfil de distribuicao do tamanho de particulas das
emulsdes recentemente obtidas e das emulsdes armazenadas
sob condigdes ¢ periodos diversos esta representado na
Figura 1.

Aspecto*  pH Viscosidade Centrifugacéo
1° Dia 15°Dia 1°Dia 15°Dia 1°Dia  15°Dia
140333,30 130000,00
Controle N 5,40(x0,14)  5,51(x0,01) N
(£24090,11) (£12288,21)
131333,30 166333,30
Estufa N 5,33(x0,05)  5,45(0,05) N
(£21197,48)  (£16041,61)
. 144333,30 148333,30
Ciclo N 5,31(x0,02)  5,47(0,07) N N
(£9712,53) (+9504,38)
. 142666,70 131333,30
Refrigerador N 5,38(x0,04) 5,42(+0,07) N N
(£7023,77) (£8326,66)
138666,70 137666,70
Luz solar N 5,44(+0,10)  5,48(+0,04) N N
(+13428,82)  (+3511,88)

Viscosidade referente a tensdo de cisalhamento de 0,025 s'; Controle (amostras protegidas da luz
¢ mantidas a temperatura ambiente); Estufa (amostras mantidas a temperatura de 50°C); Ciclos
(amostras submetidas por periodos alternados a temperatura de -5°C e 50°C), Refrigerador (amostras
mantidas a temperatura de -5°C), Luz solar (amostras expostas a luz solar).

* refere as propriedades organolépticas: cor, odor e aspecto.

N- normal.

Estudo de estabilidade acelerada

Diante da estabilidade apresentada nos estudos
preliminares de estabilidade, a emulsdo foi submetida aos
estudos de estabilidade acelerada, por uma periodo de 90
dias (Brasil, 2004). As amostras foram examinadas quanto
ao aspecto, cor e odor; e submetidas as analises de pH,
centrifugacgdo, viscosidade, potencial zeta e distribuicdo de
tamanho de particula.

Ensaios Organolépticos

As emulsdes submetidas aos ensaios de estabilidade
demonstraram semelhanga, no que se refere a cor, odor e
aparéncia, em relacdo as emulsdes recentemente elaboradas,
independente das condic¢des e periodos de armazenamento.

Centrifugagdo
As emulsdes submetidas aos ensaios de estabilidade
mantiveram-se estaveis nos ensaios de centrifugagdo, nao

apresentando cremeacao, tdo pouco separagao de fase.

Determinagdo do pH

O pH das emulsdes em estudo foi ajustado para o pH
5,49 £0,03 e acompanhado durante os estudos de estabilidade.
Os valores obtidos estdo expressos na Tabela 3.
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Figura 1 - Distribui¢do de tamanho de particulas das emulsoes
oleo de oliva/dgua armazenadas sob condi¢des e periodos
diversos. Controle TO = emulsdes recentemente obtidas. A.
emulsdes armazenadas & temperatura ambiente por 15, 60 e 90
dias. B. emulsdes armazenadas em estufa a 50°C por 15, 60 ¢ 90
dias. C. emulsdes armazenadas em refrigerador a -5°C por 15, 60
e 90 dias.
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Figura 2 - Reogramas das emulsdes 6leo de oliva/dgua armazenadas
sob condi¢des e periodos diversos. Controle TO = emulsdes
recentemente obtidas. A. emulsdes armazenadas a temperatura
ambiente por 15, 60 e 90 dias. B. emulsdes armazenadas em
estufa a 50°C por 15, 60 ¢ 90 dias. C. emulsdes armazenadas em
refrigerador a -5°C por 15, 60 e 90 dias.

Determinacdo da Viscosidade

Determinou-se a viscosidade das amostras
armazenadas sob condi¢des e periodos diversos em

diferentes tensdes de cisalhamento, o que permitiu a
construc¢ao do reograma representado na Figura 2. A Tabela
4 apresenta os valores de viscosidade referente a tensdo
de cisalhamento de 0,05 s das emulsdes 6leo de oliva/
agua recentemente obtidas e armazenadas sob condi¢des e
periodos diversos.

Potencial Zeta

A Tabela 5 apresenta os valores do potencial zeta
das emulsdes 6leo de oliva/dgua recentemente obtidas e
armazenadas sob condicdes e periodos diversos.

Tabela 5 - Valores do potencial zeta das emulsdes dleo de oliva/
agua recentemente obtidas e armazenadas sob condigdes e
periodos diversos.

1° dia 15° dia 60° dia 90° dia
Controle -36,4+0,4 mV  -40,2+0,8 mV -52,1£2,8 mV -49,6+0,6 mV
Estufa - - -49,5+0,5 mV -24,0+2,8 mV
Refrigerador - - -51,7¢2,9 mV -22,8+0,7 mV

Controle (amostras protegidas da luz e mantidas a temperatura ambiente); Estufa (amostras mantidas
a temperatura de 50°C); Ciclos (amostras submetidas por periodos alternados a temperatura de
-5°C e 50°C), Refrigerador (amostras mantidas a temperatura de -5°C).

DISCUSSAO

Emulsoes fisicamente estaveis sdo melhores
preparadas por meio da presenca de uma camada
condensada de emulsionante na interface 6leo/agua; e, os
filmes interfaciais complexos, obtidos mediante a mistura
de um agente emulsionante soluvel em dgua com outro
solivel em 6leo, permitem obter emulsdes com resultados
mais satisfatorios (Aulton, 2005).

O método de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL)
tem se tornado uma ferramenta 1til na escolha do agente
emulsionante para uma determinada fase oleosa. O método
parte do principio que a emulsificagdo adequada se da
quando o agente emulsificante possui EHL igual ao da fase
oleosa a ser emulsificada. Assim, preparou-se uma série de
emulsdes contendo 85% (p/p) de fase aquosa, 10% (p/p)
de 6leo de oliva e 5% (p/p) de uma mistura de tensoativos
(Tween 80/alcool oleilico etoxilado 30E; Tween 80/4lcool
laurilico etoxilado 20E; alcool cetoestearilico etoxilado 20
OE/alcool oleilico etoxilado 30E; alcool cetoestearilico
etoxilado 200E/alcool laurilico etoxilado 20E). Os

Tabela 4 — Valores de viscosidade (mPa.s) das emulsdes 6leo de oliva/dgua recentemente obtidas e armazenadas e condig¢des e periodos

diversos.
TO T15 T60 T90
Média DP Média DP Média DP Média DP
Controle ida 72000,00 +8000,00 66500,00 +6363,96 64666,67 +5965,17 71500,00 +4596,19
volta  72666,67 +8020,80 67500,00 +5656,85 66166,67 +6601,76 88500,00 +13332,29
Estufa ida 70500,00 +2179,44 142666,67 $13428,82 159500,00 +14256,57 157666,67 3813572
volta  69833,33 +1607,27 138666,67 +17953,64 159666,67 +13530,82 157000,00 +39281,03
Refrigerador ida 74000,00 +5656,85 74833,33 +6525,59 71000,00 +5267,82 69666,67 8519,58
volta  67333,33 +12583,05 73666,67 £9305,016 69666,67 +5131,60 68000,00 +7549,83

Viscosidade referente a tensdo de cisalhamento de 0,05 s™'; Controle (amostras protegidas da luz ¢ mantidas a temperatura ambiente); Estufa (amostras mantidas a temperatura de 50°C); Ciclos (amostras
submetidas por periodos alternados a temperatura de -5°C e 50°C), Refrigerador (amostras mantidas a temperatura de -5°C). T0, T15, T60 e T90 correspondem ao 1°, 15°, 60° e 90° dia de armazenamento,
respectivamente. Os resultados correspondem a média de trés leituras com os respectivos desvios padréo.

Rev Ciénc Farm Bésica Apl., 2009;30(3):263-271

267



Emulsoes oleo de oliva/dgua: estabilidade

tensoativos foram associados em propor¢des varidveis,
de modo a originarem valores definidos, mas escalonados
de EHL (Prista et al., 1995). Os resultados (Tabela 1)
demonstram que a emulsdo (a base de 6leo de oliva) mais
estavel corresponde ao indice de cremeacdo de 98%, cujo
EHL ¢ igual a 12. O valor de EHL do presente estudo se
diferencia do obtido por Gullapppali & Sheth (1999), os
quais apresentam um valor igual a 10. Segundo Gennaro
(1999), a presenga ou auséncia de qualquer polaridade no
material a ser emulsificado pode afetar a polaridade exigida
do agente emulsificante. O 6leo de oliva ¢ contituidos por
triglicerideos. A hidrodlise destes compostos pode ocasionar
a formagdo de acidos graxos livres (Driscoll et al., 2001),
conferindo acidez ao 6leo; modificando, consequentemente,
as propriedades fisico-quimicas do mesmo. Considerando
que o indice de acidez do o6leo de oliva empregado no
presente estudo ¢ de 1%, logo a polaridade do presente
oleo requer emulsificantes com polaridades especificas,
justificando, assim, os distintos valores de EHLs observados.
Entretanto, os resultados obtidos estdo condizentes com a
literatura, no que se refere ao EHL da familia dos 6leos
vegetais, que esta compreendido entre 7 ¢ 12 (Prista et al.,
1995).

As associagdes de agentes emulsionantes,
todos com o mesmo EHL, resultam em emulsdes com
estabilidades distintas. As misturas, que contém ao menos
um emulsificante com cadeia de acido graxo insaturado
similar ao 6leo de oliva (o qual possui em sua constitui¢ao
principalmente 4cido oléico (75%), bem como, &cido
linoléico, acido estearico, acido palmitico) produziram
emulsdes mais estaveis, demonstrando que a similaridade
estrutural entre os componentes da fase oleosa e os agentes
emulsificantes ¢ essencial para a estabilidade da emulsdo
(Petrowski, 1976; Garti & Remon, 1984; Gullapalli &
Sheth, 1999; Aulton, 2005).

Os coldides hidrofilicos tém sido freqlientemente
utilizados como auxiliares de emulsificacdo em emulsdes
O/A, pois formam camadas multimoleculares ao redor das
goticulas dispersas, bem como aumentam a viscosidade da
fase continua, retardando a separagdo gravitacional da fase
dispersa, promovendo, assim, a estabilidade (Klinkesorn et
al., 2004; Aulton, 2005). A estabilidade pode ser também
favorecida pelo complexo formado entre o agente de
viscosidade hidrofilico e tensoativo hidrofilico e pela
interacdo do tensoativo hidrofilico com a fase oleosa.
Segundo Gullapalli & Sheth (1997), a metilcelulose
melhora a estabilidade de emulsdes de o6leos polares de
forma mais efetiva que 6leos apolares, em consequéncia da
complexagdo da metilcelulose com o tensoativo hidrofilico
ndo i6nico e da interagdo entre o 6leo polar com a cadeia
apolar do tensoativo hidrofilico ndo idnico.

Assim, visando otimizar a estabilidade dos sistemas,
incorporou-se a emulsdo com estabilidade mdaxima
(monoleato de polioxietilenossorbitano (Tween 80) e Alcool
oleilico etoxilado 30E), os coldides hidrofilicos constituidos
de polimeros do acido carboxivinilico (Carbopol 940) e de
derivados da celulose (hidroxietilcelulose), como auxiliares
de emulsificacdo. A adig@o de base inorgénica (solugdo de
NaOH 20% p/v) a dispersdo aquosa dos polimeros, até a
obtengdo de pH 5,5, otimizou o potencial de viscosidade do
polimero do acido carboxivinilico.

De acordo com a literatura, em uma emulsdo estavel
as goticulas dispersas mantém suas caracteristicas iniciais,
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e permanecem uniformemente distribuidas por toda a fase
continua. Entretanto, podem ocorrer varios tipos de desvios
deste comportamento, levando a cremeagdo, a floculacdo
ou a separagao.

Logo, um estudo aprofundado da estabilidade das
emulsdes foi conduzido, objetivando antever possiveis
alteragdes das amostras ao armazena-las em condig¢des
que acelerem mudangas passiveis de ocorrer; permitindo,
assim, obter informagdes sobre a estabilidade do produto
em menor tempo possivel (Brasil, 2004).

A literatura apresenta diferentes métodos
objetivando a caracterizagdo da estabilidade das emulsdes,
dentro os quais podemos citar: exame macroscopico, pH,
tamanho de particula, centrifugacgdo, viscosidade, potencial
zeta ¢ armazenamento sob condigdes adversas; que podem
mostrar uma indicagdo rapida do grau de instabilidade.

A emuls@o com estabilidade maxima nos estudos
de EHL, acrescida dos auxiliares de emulsificagdo, foi
submetida aos estudos preliminares de estabilidade, por
um periodo de 15 dias (Brasil, 2004). Para caracterizagdo
da estabilidade, as amostras foram examinadas
macroscopicamente e submetidas as analises de pH,
viscosidade e centrifugacdo. Os resultados (Tabela 2) ndo
demonstam alteracdes nos parametros avaliados.

Diante da estabilidade demonstrada nos estudos
preliminares de estabilidade, a emulsdo foi submetida aos
estudos de estabilidade acelerada, por uma periodo de 90
dias (Brasil, 2004). Para caracterizagido da estabilidade, as
amostras foram examinadas quanto ao aspecto, cor e odor;
e submetidas as analises de pH, centrifugacdo, viscosidade,
potencial zeta e distribui¢@o de tamanho de particula.

Os ensaios organolépticos permitiram avaliar, de
imediato, o estado em que se encontravam as amostras em
estudo por meio de andlises comparativas, com objetivo de
verificar alteragdes (Brasil, 2004), no que se refere a cor,
odor e aparéncia; constatando semelhancas das emulsdes
submetidas aos ensaios de estabilidade em relagdo as
emulsdes recentemente elaboradas, independente das
condigdes e periodos de armazenamento.

Os ensaios de centrifugagdo das emulsdes
armazenadas em condig¢des e periodos diversos, objetivando
verificar possiveis instabilidade, como: separacdo de fase,
coalescéncia, entre outras, pelo aumento da mobilidade
das particulas em consequéncia do aumento da forga da
gravidade (Brasil, 2004); demonstraram estaveis, ndo
apresentando cremeacao, tdo pouco separagio de fase.

O pH de uma formulagdo deve garantir a
estabilidade dos ingredientes da formulacdo, sua eficicia
e seguranca (Brasil, 2004), bem como ser compativel com
os fluidos bioldgicos de acordo com a via de administragdo
pretendida. A maior estabilidade dos sistemas da-se
quando estes sdo mantidos dentro de uma pequena
variagdo de pH. Desta forma, a diminuicdo progressiva
da estabilidade da-se quando o pH se afasta de seu limite
otimo (Gennaro,1999).

O pH das emulsdes em estudo foi ajustado, com
hidréxido de sédio 20% p/v, para o pH 5,49 £+ 0,03,
visando adequar o produto a via de administracdo, bem
como otimizar a viscosidade do polimero derivado do
acido carboxivinilico; e acompanhado durante os estudos
de estabilidade. Os resultados (Tabela 3) demonstram
que as emulsdes armazenadas em periodos (15, 60 ¢ 90
dias) e em condic¢des diversas de temperatura (ambiente,
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50° e -5°C), ndo apresentam variagdo significativa de pH,
quando comparadas com o pH das emulsdes recentemente
obtidas (p>0,05). Entretanto, observa-se uma ligeira
diminuicdo do pH dos sistemas armazenados em estufas
e em refrigeradores, sendo indicativos de instabilidade.
Segundo Masmoudi et al. (2005), a diminui¢do do pH pode
representar uma oxidagdo da fase oleosa com formagao
de hidroperéxidos ou mesmo a hidrdlise de triglicerideos
levando a formacdo de acidos graxos (Masmoudi et al.,
2005; Driscoll et al., 2001).

Segundo Aulton (2005), a instabilidade de uma
emulsdo resulta de qualquer processo que cause um
progressivo aumento do tamanho das particulas, e um
alargamento na distribuicdo de tamanhos, de forma que,
por fim as particulas dispersas podem tornar-se tdo grandes
a ponto de separar-se como liquido livre. Logo, um método
preciso para a determinacdo da estabilidade ¢ avaliar o
tamanho dos glébulos com tempo.

A andlise do perfil de distribui¢do do tamanho de
particulas das emulsdes recentemente obtidas demonstra
uma distribuicdo monomodal, sugerindo uma distribui¢ao
uniforme de particulas (Figura 1). Comportamento
semelhante apresentam as amostras armazenadas a
temperatura ambiente e protegidas da luz por 60 ¢ 90
dias. Entretanto, as amostras armazenadas por 60 ¢ 90
dias em estufa a 50° ou em refrigerador a -5°C apresentam
distribuigdo bimodal, caracterizando instabilidade destas
emulsdes sob estas condi¢des de armazenamento.

A avaliagdo da viscosidade ajuda a determinar se
um produto apresenta a consisténcia ou fluidez apropriada
e pode indicar se a estabilidade é adequada, ou seja, fornece
indicac¢do do comportamento do produto ao longo do tempo
(Brasil, 2004).

A reologia da emulsdo ¢ uma manifestacdo direta
da interacdo das forcas que ocorrem no sistema. As
instabilidades provenientes da variagdo no tamanho e
no nimero de particulas e na orientacdo ou migragdo do
emulsionante durante um periodo de tempo podem ser
detectadas por meio de alteragdes na viscosidade aparente
do produto (Logaraj et al., 2008; Mostefa et al., 2006;
Aulton, 2005; Tadros,1999; 2004).

A avalia¢do do comportamento reoldgico em fungéo
da temperatura é fundamental para obter informagdes da
estabilidade fisica e consisténcia do produto. Segundo
Aulton, (2005), a solubilidade de emulsionantes ndo-idnicos
muda com o aumento da temperatura e temperaturas acima
de 70°C destroi a maioria das emulsoes. Por outro lado, o
gelo formado a baixas temperaturas provoca a quebra das
emulsdes por romper o filme interfacial.

As Figuras (Figura 2) representadas demonstram que
as amostras em estudo apresentam fluxo pseudoplastico,
com a viscosidade diminuindo com o aumento da tensdo de
cisalhamento aplicada.

Este tipo de comportamento ¢ desejado em formulagdes
farmacéuticas. E necessario ter uma viscosidade aparente
elevada a baixas tensdes de cisalhamento para impedir a
mobilidade da fase dispersa, sendo importante que apresentem
fluxo livre quando agitados, apresentando baixa viscosidade
frente a altas tensdes de cisalhamento, sendo essas alteragdes
reversiveis apos certo tempo de repouso, retardando a
coalescéncia ou a cremeagao (Aulton, 2005).
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Os estudos reoldgicos das emulsdes, que
foram submetidas as condigdes e periodos diversos de
armazenamento, demonstram que o0 comportamento
reologico pseudoplastico ndo se modifica. Entretanto,
observa-se que a viscosidade se altera dependendo destas
condigdes de armazenamento (Tabela 4). As amostras
armazenadas por 15, 60 ou 90 dias a temperatura ambiente
ao abrigo da luz, ou sob refrigeragdo a -5°C, ndo apresentam
alteragdes significativas emrelagdo as recentemente,obtidas.
Entretanto, as emulsdes em estudo apresentam variagdes
representativas da viscosidade quando armazenadas a
temperatura de 50°C. A viscosidade das amostras aumenta
quando armazenadas sob estas condigdes. Observou-
se um aumento da viscosidade (referente a viscosidade
de ida), em relagdo as emulsdes recentemente obtidas,
de aproximadamente 2,0 (p<0,01), 2,2 (p<0,001) e 2,2
(p<0,001) vezes, para a tensdo de cisalhamento de 0,05
s, das amostras armazenadas a 50°C por 15, 60 e 90 dias,
respectivamente. Aumento semelhante da viscosidade
foi observado por Leonardi et al. (2000) e Guaratini et
al.(2006), os quais atribuiram tal observagdo a evaporagdo
da dgua das formulagdes.

Os agentes emulsionantes atuam como uma barreira
alterando a razdo de coalescéncia da fase dispersa, ou
criam um filme interfacial que produz forgas eletrostaticas
repulsivas entre as fases dispersas. Com o uso de agentes
emulsionantesidnico, umamonocamadaadsorve em voltada
fase dispersa. A carga da superficie influéncia a distribui¢ao
de ions no meio aquoso. fons de carga oposta a superficie
sdo atraidos em diregdo a superficie (denominados contra-
ions), e ions de carga de mesmo sinal sdo repelidos para
longe da superficie (denominados co-ions), resultando na
formagdo de uma dupla camada elétrica em volta da fase
dispersa. A dupla camada consiste da superficie carregada
e de um excesso de neutralizante de contra-ions sobre co-
ions, distribuidos de uma maneira difusa no meio aquoso.
Se a concentragdo do contra-ion ¢ baixa, a espessura da
dupla camada ¢ larga, a forga repulsiva ¢ alta, fazendo com
que as fases dispersas se repelem entre si. Logo, o potencial
produzido pela dupla camada ocasiona um efeito repulsivo
entre as goticulas da fase dispersa, evitando a coalescéncia
(Aulton, 2005; Lieberman et al., 1988; 1989).

A diferenga de potencial entre a camada de ions
proxima a superficie da particula e a regido eletroneutra da
solugdo ¢ denominada potencial zeta e pode ser mensurada
por microeletroforese. Quando o potencial zeta ¢ alto, as
forcas repulsivas predominam em relacdo as atrativas de
London, fazendo com as goticulas fiquem dispersas no
sistema. Por outro lado, quando o potencial zeta é baixo,
as forcas atrativas predominam em relagdo as repulsivas,
favorecendo a aproximagdo das particulas, podendo resultar
em instabilidade da preparagdo (Aulton, 2005; Lieberman
et al., 1988; 1989).

O uso de tensoativo ndo idnico resulta também na
formagdo da dupla camada elétrica ao redor da goticula
dispersa. Segunda a literatura, tal observagdo se deve ao
pH e a forga ionica da fase aquosa (Ahmad et al.,1996;
Ho & Ahmad, 1999; Hsu & Nacu, 2003). A carga elétrica
mensurada em emulsdes estabilizadas com tensoativos nao
i6nicos tem sido atribuida a adsor¢do dos ions H,O* (em pH
baixo) ou OH- (em pH alto) da dgua (Ho & Ahmad,1999).
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A fim de caracterizar o grau de repulsdo das goticulas
dispersas, as emulsdes de 6leo de oliva/dgua estabilizadas
com a associacao de tensoativos ndo idnicos (Tween 80/
alcool oleilico etoxilado 30E) foram analisadas quanto
ao potencial zeta. Os resultados apresentados na Tabela
5 mostram que as emulsdes armazenadas em condigdes
diversas apresentam diferengas absolutas do potencial zeta
maiores que 10 mV. De acordo com Roland et al. (2003),
quando a diferenca absoluta do potencial zeta for ao menos
de 10 mV, pode-se predizer que amostras apresentam
estabilidades distintas.

Os resultados demonstram, ainda, que houve uma
reducdo da magnitude do potencial zeta nas emulsdes
armazenadas em estufa a 50°C ou sob refrigeragdo a -5°C
por 90 dias, em relagdo as recentemente obtidas.

Segundo a literatura, os sistemas sdo considerados
estaveis quando possuem um valor absoluto maior que 25
mV (Lieberman et al., 1989). Assim, quando o potencial
zeta € relativamente alto, maior que 25 mV (valor
absoluto), as forgas repulsivas predominam em relagdo as
atrativas de London, logo o sistema esta disperso. Quando
o potencial zeta € relativamente baixo, menor que 25 mV
(valor absoluto), as forgas atrativas predominam em relagio
as repulsivas, as particulas se aproximam, floculando
(Lieberman et al., 1989), podendo levar a separacdo de
fases.

Logo, as emulsdes armazenadas em estufa a 50°C
ou sob refrigeracdo a -5°C por 90 dias apresentam valores
de potencial zeta fora dos limites considerados estaveis.

Segundo a literatura, o pH, bem como a forca i6nica
podem interferir no potencial zeta (Ahmad et al.,1996; Ho
& Ahmad, 1999; Hsu & Nacu, 2003). Como previamente
mencionado, os pHs dos sistemas foram ajustados
para 5,490 (+£0,031), antes dos estudos de estabilidade,
empregando 0,5 mL da solugdo de hidroxido de soédio a
20% p/v. Entretanto os resultados demonstram que os
pHs dos sistemas submetidos ao aquecimento em estufa
a 50°C ou a refrigeragdo a -5°C sofreram uma ligeira
reducdo, possivelmente decorrente da degradagdo de
algum componente da formulagéo, justificando, assim, a
reducgdo do potencial zeta. Alia-se a reducdo do potencial
zeta, a diminui¢cdo da viscosidade aparente e o aumento
da motilidade cinética nos sistemas armazenados sob
aquecimento; e a cristalizagdo de compostos da formulagao
nos sistemas armazenados sob aquecimento e refrigeragao.
O aumento da temperatura leva a diminuigdo da viscosidade
aparente e ao aumento da motilidade cinética, tanto da
fase dispersa, quanto do proprio agente emulsionante na
interface 6leo/agua, fazendo com que a barreira energética
seja facilmente vencida, aumentado, assim, o numero de
colisdes entre as goticulas (Aulton, 2005). A cristalizacao
de componentes da formulagdo, em conseqiiéncia da
refrigeracdo, ou da volatilizagdo do solvente do sistema,
exerce pressdes andmalas sobre a fase dispersa e sobre
a camada emulsionante, ou ainda leva a concentra¢do de
eletrolitos dissolvidos, afetando a densidade de cargas das
goticulas (Aulton, 2005; Cortes-Mundz & Chevalier-Lucia;
Dumay, 2009). Estes efeitos podem levar a desestruturagdo
do meio, conduzindo a instabilidade das preparacdes, que
pode ser observada pela distribuicdo bimodal de tamanho
da particula.
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Por outro lado, os sistemas armazenados a
temperatura ambiente em periodos diversos e protegidos
da luz, ndo demonstram variacao de pH e apresentam um
potencial zeta favoravel (menor que -25 mV) , embora
variavel, possivelmente oriundo da acomodagdo dos
sistemas até o estabelecimento do equilibrio, caracteristica,
esta, que pode ser evidenciada pela distribui¢do de tamanho
de particula.

Diante resultados de estabilidade apresentados,
pode-se concluir que as emulsdes 6leo de oliva/agua
mantém-se estaveis quando armazenadas a temperatura
ambiente e protegidas da luz, empregando a associacao de
monooleato de polioxietilenossorbitano e alcool oleilico
etoxilado 30E (EHL 12), como agentes emulsivos, que
possuem similaridade estrutural com a fase oleosa, e
carbopol 940 e hidroxietilcelulose, como agentes de
viscosidade e auxiliares da emulsificagdo.
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ABSTRACT

Development of olive oil-in-water emulsions:
assessment of physical stability

Olive oil-in-water emulsions, developed with non-ionic
emulsifiers, were assessed with regard to physical
stability. Emulsions were prepared with two different
emulsifiers, one of which was hydrophilic and the other
lipophilic, in various proportions. To improve emulsion
stability, auxiliary emulsifiers were added to the stablest
emulsions and stability studies were carried out, in
which the samples were stored for different periods and
under various conditions. To test emulsion stability, the
samples were examined macroscopically and various
physicochemical properties, such as pH, centrifugation,
viscosity, zeta potential and particle size distribution,
were assessed. The results showed that olive oil-in-water
emulsions are organoleptically and physicochemically
stable, when stored at room temperature and protected
from the light. Out of the emulsions developed, the
most stable was based on an emulsifier blend that
resulted in a hydrophilic-lipophilic balance (HLB) of
12. A blend of emulsifiers with unsaturated fatty acids
of similar chain length to that of olive oil produced the
stablest emulsions, showing that structural similarity
between the hydrocarbon moieties of the oil phase
and the surfactant is essential to successful emulsion
stabilization.

Keywords: O/W emulsion. Stability. Olive oil. HLB. Non-
ionic emulsifier.
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