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RESUMO

A utilizagdo de derivados vegetais nativos voltados para o desenvolvimento de
fitoterapicos mostrou-se como forma de atender a demanda da inddstria farmacéutica
por matérias-primas e consequentemente valorizar o potencial dos recursos obtidos da
flora brasileira. O 6leo de babagu (Orbignya phalerata) pode ser extraido a partir das
améndoas da palmeira de mesmo nome, e dentre as suas utilizacbes populares, se
destaca a utilizagdo como alternativa nos tratamentos de vulvovaginite e ferida cutanea.
A aplicacdo desse 6leo em novos sistemas de liberagdo, como as microemulsdes (ME)
torna-se promissor no sentido de otimizar os seus aspectos, como biodisponibilidade e
eficacia terapéutica. O presente trabalho teve como finalidade incorporar o 6leo de
babacu em ME do tipo Oleo-em-agua, visando a administracdo tdpica, e ainda
caracterizar a formulacdo quanto aos seus aspectos fisico-quimicos. A definicdo do EHL
do 6leo (8) foi feita como etapa inicial do estudo, prosseguindo com a construcao de um
diagrama de fases composto pela mistura de Span® 80 e Kolliphor® EL (6:4) como
tensoativos, propilenoglicol e agua (3:1) como fase aquosa e o préprio dleo de babacu
puro como fase oleosa. A partir da regido de ME obtida, uma formulacdo foi
selecionada para avaliacdo das suas caracteristicas quanto ao pH, condutividade e
indice de refracdo (IR), evidenciando-se ao final dessas, uma ME do tipo 6leo-em-agua.
Além disso, a analise do tamanho de goticulas por espalhamento de luz dindmico (DLS)
e potencial zeta demonstrou que a formulacdo proposta se tratava de um carreador
nanometrico estavel.

PALAVRAS-CHAVE: Anti-inflamatério, Antimicrobiano, Fitoterapico,
Microemulsdo, Oleo de babagu.



ABSTRACT

The use of derivatives of native plants for to the development of herbal medicines
showed up as a way to meet pharmaceutical industry demand for raw materials and
consequently enhance the potential of the Brazilian flora resources. The babassu oil can
be extracted from palm nuts of the same name, and among its popular uses highlights
use as an alternative in the treatment of vulvovaginitis and skin wounds. The application
of new oil delivery systems, such as microemulsions (ME) becomes promising to
optimize aspects such as bioavailability and therapeutic efficacy. This study aimed to
incorporate babassu oil into ME type oil-in-water, aiming topical administration, and
further characterize the formulation regarding their physicochemical. The oil HLB
definition was taken as the initial stage of the study, which continued to construction of
a phase diagram composed of the mixture of Span® 80 and Kolliphor®EL (6:4) as
surfactants, propylene glycol and water (3:1) as the aqueous phase and the pure babassu
oil as oil phase. From the obtained ME region a formulation was selected for evaluation
of their features as to pH, conductivity, refractive index (RI, evidencing a ME type oil-
in-water. Moreover, the droplet size analysis by dynamic light scattering (DLS) and zeta
potential showed the formulation as a stable nanometer carrier.

Keywords: Anti-inflamatory, Antimicrobial Activity, Babassu Oil, Herbal Medicine,
Microemulsion.
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1 INTRODUCAO

Desde 1886, inventérios testemunhando a biodiversidade da flora brasileira
destacam as plantas produtoras de frutos alimentares, resinas, 6leos, gomas, aromas, e,
principalmente, o potencial medicinal. Hoje sabe-se que o Brasil € um dos paises que
exprime tal biodiversidade em ndmeros que abrangem 40.000 espécies de plantas
diferentes, representando cerca de 20% da flora mundial (KLEIN et al., 2009;
OLIVEIRA et al, 2012). O valor dessa variedade de plantas para a pesquisa
farmacéutica é de grande relevancia, pois muitas espécies nativas sdo consideradas uma
fonte de substancias biologicamente ativas (BARREIRO, 2009).

Dentre as espécies vegetais que compdem a flora brasileira, a palmeira babagu
(Orbignya phalerata) se destaca pelas suas propriedades biolégicas comprovadas. Um
dos principais produtos dessa planta sdo as améndoas, das quais € extraido um oOleo
vegetal rico em acido laurico, que inclusive ja tem seu uso popular difundido por
comunidades proximas as areas dos babacuais — locais de predominio de palmeiras do
babacu — como alternativa no tratamento de enfermidades como vulvovaginites e feridas
cutaneas (SOUZA et al., 2011).

Entretanto, o 6leo in natura pode ndo apresentar propriedades que garantam uma
permeacdo adequada na pele, ndo garantindo a sua eficacia terapéutica. O
desenvolvimento de formulagbes que garantam uma penetracdo eficiente através da
barreira do estrato corneo é fundamental, ja que a forma farmacéutica tem importancia
na absorcdo do farmaco (SILVA, 2010). Além disso, 0 6leo puro quando submetido a
condicBes ambientais variaveis pode levar ao surgimento de produtos de oxidacéo,
gerando um quadro de estresse oxidativo no organismo, o qual esta relacionado com o
aparecimento de certas doencas como as cardiovasculares, o cancer e o envelhecimento
precoce (ARAUJO, 2004).

Uma das alternativas para solucionar essas limitaces envolvendo o perfil de
permeabilidade, bem como, a estabilidade dos componentes quimicos que formam o
Oleo de babacu seria a sua incorporacdo em uma microemulsdo. Os sistemas
microemulsionados oferecem como vantagem: estabilidade termodindmica; capacidade
de solubilizacdo de solutos lipofilicos, hidrofilicos e anfifilicos; potencial para aumento
de permeacdo, devido ao tamanho de goticulas reduzido e uma elevada concentracao de
tensoativos, que funcionam como promotores de permeacao por desorganizar o estrato
corneo (FANUN, 2012; SILVA, 2009).
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Assim, o presente trabalho teve por finalidade desenvolver um sistema
microemulsionado Oleo-em-agua contendo o Oleo de babacu para aplicacdo topica,
através da ferrramenta do diagrama de fases pseudoternario. Bem como, a subsequente

caracterizacdo fisico-quimica da microemulséo selecionada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar uma microemulsédo 6leo-em-agua de aplicacdo topica

contendo o 6leo de babacu (Orbignya phalerata) como agente terapéutico.

2.2 Objetivos especificos

. Determinar o Equilibrio Hidréfilo-Lipo6filo (EHL) do 6leo de babagu;

o Desenvolver um diagrama de fases pseudo-ternario para obtencdo dos sistemas
microemulsionados;

o Selecionar um ponto de microemulsdo mais apropriado a partir das regides
obtidas no diagrama formado;

o Caracterizar a microemulsdo quanto aos seus aspectos fisico-quimicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 OLEO DE BABAGU

O babacu (Orbignya phalerata), também conhecido pelas denominacdes
populares de coco-palmeira, coco-de-macaco, coco-pindoba, baguacgu, uauacu, catolé,
andaia, andaja, indaia, pindoba, pindobassu (CARRAZZA et al., 2012), é uma palmeira
nativa do Brasil de tronco Unico que pode chegar a 20 metros de altura (LIMA, et al.
2006), de onde parte uma coroa de folhas que se orientam em sentido oposto ao solo
(Figura 1). Suas flores apresentam coloragdo creme-amarelada; seus frutos se
caracterizam por possuir a forma oval e alongada, medindo cerca de 6 a 13 cm de
comprimento podendo ser divido em quatro partes principais: epicarpo, mesocarpo,
endocarpo e améndoas. (VINHAL, et al., 2014; SOUSA et al., 2014).

Figura 1 — Palmeira e fruto do Babagu (Orbignya phalerata)

(Fonte: http://www.cerratinga.org.br/, 2014)

Em relacédo a classificacdo botanica, a palmeira do babacu pertence a familia das
palméaceas (Arecaceae), género Orbignya, que compreende cerca de 20 espécies nas
Américas Central, do Norte e do Sul, podendo ser encontradas do sul do México ao
Peru, Bolivia e Brasil (REIS, 2009). Entretanto, sua classificagdo ja foi alvo de
controvérsias, tendo em vista que, no ano de 1826 no Brasil, a espécie em estudo foi
primeiramente descrita como Attalea speciosa, e somente em 1844 através de colecGes
boténicas na Bolivia, Matius a descreveu como Orbignya phalerata Mart., sendo o
nome mais aceito atualmente (PINTAUD, 2008).
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No Brasil, os babaguais estdo distribuidos ao sul da bacia amazdnica, em um
espaco intertransicional denominado Mata dos Cocais, principalmente entre os estados
do Maranhdo, Piaui e Tocantins, onde juntamente com a carnalba (Copernicia
prunifera) e o buriti (Mauritia flexuosa), representam os cocais de maior concentracao
da referida vegetacdo (FRANCO, 2010); dentre as espécies mais tipicamente
encontradas se destacam: Orbignya phalerata Martius, Orbignya oleifera, Orbignya
teixeirana, Orbignya microcarpa Martius (ANDERSON, BALLICK, 1988; TEXEIRA,
2008).

Da palmeira do babagu extrai-se um 6leo de coloragdo que varia entre o branco e
amarelo e corresponde a cerca de 4% da massa total do fruto. (OLIVEIRA, NEVES,
SILVA, 2013). Devido a sua vasta aplicabilidade, para fins alimenticios, fibra, na
fabricacdo de combustiveis, material de construcdo etc. (FERREIRA et al., 2011), o
babacu representa um vegetal de provavel potencial econdmico, ainda assim, seu
potencial continua inexplorado devido a falta de escala e estrutura produtiva (LIMA et
al., 2007).

Em um estudo a cerca da relevancia etnobotanica da utilizacdo do babagu
conduzido por Rufino et al. (2008) no municipio de Buique (PE), foi constatado que
31% dos informantes das comunidades em estudo empregavam o 0Oleo de babagu no
preparo de alimentos e 30% utilizam o uso do “leite de coco” ¢ da améndoa in natura.
Entretanto, o uso do 6leo de babacu para a alimentacdo € restrito as comunidades que
dispdem desse bem para suas necessidades - como observado no referido estudo — pois,
ndo concorrem em preco e qualidade nutricional com outros 6leos, como o de soja,
girassol e amendoim (SOLER, VITALI, MUTO, 2007).

Na producdo de biodiesel, o Oleo de babacu se figura entre as plantas
oleaginosas mais pesquisadas, acompanhado dos 6leos de soja, girassol, mamona, milho
pinhdo-manso, dentre outros (SALLET, ALVIM, 2011). Segundo Lima et al. (2007), a
predominancia do acido laurico como componente majoritario do 6leo de babacu € a

caracteristica que o impulsiona frente as pesquisas para a producao de 6leo combustivel.
3.1.1 Extracdo do 6leo de babacu
O 0Oleo de babacu é proveniente das améndoas que compBe uma das partes

formadoras do fruto, denominado coco de babacu. A quantidade de améndoa por coco

varia conforme a espécie de babacu, em uma média de 3 a 4 améndoas por coco
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(LORENZI, 2010). Ap6s o coco chegar ao estagio de maturacgdo, ele se desprende e cai
no solo. A retirada da améndoa do coco pode ser feita de maneira manual (Figura 2),
mas que, segundo Soler, Vitali e Muto (2007), essa préatica pode ocasionar a obtencao
de améndoas irregulares ou quebradicas, o que é prejudicial para a extracdo do Oleo,
uma vez que, améndoas machucadas se tornam rancgosas dentro de 24 a 48 horas. Em
virtude disso, é necessario o desenvolvimento de equipamentos e técnicas adequadas

que permitam a retirada das améndoas sem danifica-las.

Figura 2 - Descasque do coco de babacu por quebradeira

O 6leo de babagu pode ser obtido atraves de um modelo extrativista artesanal, no
qual apds os processos de coleta e quebra do coco, as améndoas sdo submetidas a
moagem — atraves de um pildo, forrageira ou moinho — e em seguida sdo sujeitos ao
cozimento para liberacdo de um liquido das améndoas moidas, obtendo dessa forma, o
6leo bruto. Outro método para obtencdo do 0Oleo consiste na prensagem da améndoa.
ApOls esses processos, 0 Oleo deve ser decantado — para separa¢do de impurezas e
residuos — e finalmente filtrado para a separacdo da borra (CARRAZZA et al., 2012).

Atualmente, as técnicas de referéncia para extracdo do 6leo de babacu se baseia
na extracdo por solventes em aparato do tipo Soxhlet, com a utilizacdo de éter de
petréleo, em acordo com o protocolo analitico do Instituto Adolfo Lutz (IAL) ou n-
hexano, como preconizado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC). O processo de extracdo por solventes tem como principal vantagem o alto

rendimento, que pode chegar a extrair 98% do 6leo em comparacdo aos métodos de
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prensagem em que o rendimento chega a uma quantia infima de 10 a 12%.
(MACHADO, 2005).

3.1.2 Composi¢do quimica de &cidos graxos do 6leo de babacu

O 6leo de babagu apresenta um elevado teor de &cidos graxos saturados de
cadeia curta (80,32% a 87,80%). Dentre estes, 0 componente predominante do 6leo de
babacu € representado pelo &cido laurico. Contudo, a porcdo de &cidos graxos
insaturados varia de 10 a 26%. (SANTOS et al., 2013; VINHAL, 2014; REIPERT,
RODRIGUES, MEIRELLES, 2011).

A Tabela 1 mostra o valor em porcentagem dos acidos graxos encontrados no
6leo de babacu. De acordo com Santos et al. (2013), a quantificacdo do teor de &cidos
graxos do oOleo para a espécie Orbignya phalerata em diferentes locais, entraram em
concordancia com a literatura, especificamente para o acido laurico, com uma variacao
compreendida entre 44,86 e 52,15%.

Tabela 1 - Composicdo de acidos graxos do 6leo de babacgu (%) determinado por cromatrografia liquida.

Acido graxo Nomenclatura Composicéo (%)
C8:0 Caprilico 2,6 -7,3
C 10:0 Céprico 1,2-7,6
C 12:0 Laurico 40,0 - 55,0
C 14:0 Miristico 11,0-27,0
C 16:0 Palmitico 52-11,0
C 18:0 Esteérico 18-74
c18:1 Oléico 9,0-20,0
C 18:2 Linoléico 1,4-6,6

(Fonte:CODEX-STAN, 2009)

3.1.3 Atividades farmacoldgicas

As indicacGes populares do uso do babacu compreendem o tratamento da
obesidade, colite, artrite, leucemia, reumatismo, ulceracdes, tumores e inflamacGes do
Utero e ovario (SANTOS, POZETTI, VARANDA, 2006). Um levantamento sobre as

principais aplicacGes terapéuticas do 6leo de babacu em comunidades dos chamados
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‘quebradores de coco babagu’ foi realizado por Souza e colaboradores (2011), onde se
constatou que o 0leo era utilizado por via tépica em feridas na pele ou para o tratamento
de vulvovaginites (oral/tépico).

Estudos mais recentes foram realizados comprovando o potencial efeito do 6leo
de babacgu incorporado em nanoparticulas na profilaxia e tratamento da hiperplasia
prostatica benigna (SOUSA et al., 2013). Além disso, de acordo com Barbosa et al.
(2012), a utilizacéo do 6leo refinado ocasionou diminuigdo da isquemia quando esta era
induzida por vazamento macromolecular em vénulas pds-capilares de hamsters.

Em relacdo ao mesocarpo da planta, pode-se citar outros diferentes efeitos
terapéuticos, tais como: atividade anti-inflamatéria (MARTINS, et al, 2006;
NASCIMENTO, et al. 2005), atividade antitumoral (FORTES et al., 2009), atividade
cicatrizante (AMORIM et al., 2006) e atividade antimicrobiana (CAETANO et al.,
2002).

3.2 MICROEMULSOES

O desenvolvimento de nanocarreadores que aprimorem a eficacia terapéutica da
forma farmacéutica, seja pela capacidade de aumentar a solubilidade do farmaco,
favorecer a interacdo com sistemas bioldgicos, proteger o farmaco da biotransformacao
e reducdo de efeitos colaterais, tem-se mostrado bastante promissor como nova
alternativa para veiculacdo de farmacos (FORMARIZ et al., 2005). Nanocarreadores
sdo materiais ou dispositivos (abaixo de 1pm) compostos por diferentes materiais
biodegradaveis como polimeros sintéticos ou naturais, lipidios ou fosfolipideos e até
mesmo compostos organometalicos (RAWAT, et al., 2006).

Segundo Damasceno e colaboradores (2011), o termo microemulsdo (ME) foi
primeiramente utilizado por Hoar e Schulman, na qual, utilizaram para definir um
sistema transparente obtido pela titulacdo de uma emulsdo com um alcool de cadeia
média. Atualmente, descrevem-se ME como sendo uma dispersdo de uma fase aquosa e
outra oleosa estabilizada pela mistura de um tensoativo e um cotensoativo, onde tal
sistema se apresenta como sendo isotropicamente translicido e termodinamicamente
estavel (OKUR et al., 2011).

Dentre os nanocarreadores alvo de pesquisas farmacéuticas, as microemulsdes
sdo citadas como provaveis sistemas de potencializacdo para a atividade tdpica
(NEMEN, SENNA-LEMOS, 2011). Segundo Grampurohit et al. (2011) retomou que a
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atribuicdo de tal melhora da atividade topica é devido a uma solubilidade mais elevada
do farmaco na microemulsdo, gerando um aumento do gradiente de concentracéo,
fazendo com que a absor¢do de farmacos neste sistema seja maior frente as formas mais
convencionais também destinadas a aplicacdo topica.

Apesar de algumas similaridades quanto as caracteristicas visuais em
determinadas condigdes, muito se tem confundido os conceitos de microemulsdo e
nanoemulsdo. A principal diferenca entre esses dois sistemas reside no fato de que as
nanoemulsdes sdo termodinamicamente instaveis — ou também categorizadas como
metaestaveis, pelo fato de serem estaveis por um longo periodo de tempo — ja as
microemulsdes sdo termodinamicamente estaveis (BRUXEL et al, 2012;
FERNANDEZ et al., 2004). Em contrapartida, segundo McClements (2012), uma ME
pode tornar-se instavel sob determinadas condi¢cdes, como quando algum de seus
componentes sofre alteracbes quimicas ou se as condi¢cbes ambientais em que a
microemulsdo é exposta sdo alteradas.

Alem de compor um sistema termodinamicamente estavel, outra caracteristica
inerente @ ME € o seu tamanho de goticulas reduzido, na ordem de 10 a 140 nm. Alem
disso, o fato de ser um sistema isotropicamente translicido se da devido a esse diminuto
didmetro das goticulas - menor que ¥ do comprimento de onda da luz — fazendo com
que pouco disperse a luz incidente (MUZAFFAR, SINGH, CHAUHAN, 2013).

Tensoativo — ou surfactante — é uma substancia de carater anfifilico utilizado
para reduzir a tensdo interfacial entre dois liquidos imisciveis, ou seja, facilita a
fragmentacdo dos globulos maiores em glébulos menores, 0 que diminui a tendéncia a
dessas goticulas se agregarem (ANSEL, ALLEN, POPOVICH, 2013). Para se construir
um sistema microemulsionado que apresente uma boa estabilidade € necessaria
utilizacdo de concentracdes elevadas de tensoativos, 0 que pode acarretar um efeito
negativo na formulacdo, visto que, a depender do tipo de tensoativo, esse pode produzir
respostas organicas em relacdo a irritabilidade e carcinogenicidade, principalmente os
tensoativos sulfatados (tensoativo anidnico) (FARIA, et al., 2012).

Uma das ferramentas mais utilizadas para a obtencdo de sistemas
microemulsionados é o diagrama de fases pseudoternario (DFPT), que consiste em uma
representacdo grafica composta pelas trés fases que formam uma ME: fase aquosa, fase
oleosa e tensoativo(s) e, as vezes, um cotensoativo. Seu principal objetivo é caracterizar

o dominio de regides de ME, tendo como vantagem a escolha da regido cuja viscosidade
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— dentre outras caracteristicas — sdo mais apropriadas para a incorpora¢do do farmaco
(DAMASCENO, et al., 2011).

Tendo em vista a fase dispersa e dispersante, uma ME pode ser classificada em
6leo-em-4gua (O/A), quando goticulas do Oleo estdo dispersas em uma fase aquosa
formando micelas normais ou dgua-em-Gleo (A/O), quando de modo inverso, goticulas
de agua estdo dispersas em uma fase oleosa formando micelas reversas, como
demonstra a Figura 3 (SILVEIRA et al., 2013). Tomando-se como exemplo 0 processo
de formacdo de uma ME do tipo O/A, as moléculas do dleo sdo pouco estabilizadas na
fase dispersante (aquosa) e comegam a interagir com as moléculas de tensoativos e
cotensoativos que formam as micelas. Sendo essa migracdo do dleo um processo
termodinamicamente espontaneo (DALTIN, 2011). Além dessa classificagdo citada
anteriormente, Fanun (2009) elucida que uma ME pode adotar outras configuragcdes

mais estruturadas, como microemulsées bicontinuas e cristais liquidos.

Figura 3 — Classificacdo das microemulsdes quanto as fases dispersa e dispersante.

Microemulsdo A/0 Microemulsdo 0O/A

(Fonte: OLIVEIRA et al., 2004).

3.2.1 Equilibrio Hidrofilo-Lipdfilo (EHL)

A orientacdo para que ocorra a migracdo de moléculas da fase aquosa ou da fase
oleosa para dentro das goticulas (sistemas A/O ou O/A) é dependente das propriedades
fisico-quimicas dos tensoativos que compde a ME, o que € elucidado pelo seu equilibrio
hidrofilo-lipéfilo (EHL) (OLIVEIRA, et al., 2006). Em virtude disso, derivou-se a regra
de Bancroft, onde tensoativos mais hidrossolUveis tendem a formar emulsdes do tipo
O/A mais estaveis, e contrariamente, emulsdes do tipo A/O sdo formadas com a
utilizacdo de tensoativos mais lipossoluveis.

Em 1949, Griffin foi um dos pioneiros a conduzir esses estudos — inclusive

introduzindo o termo EHL - através de modificacGes da regra de Bancroft, onde em
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publicacBes posteriores propés uma formula para calcular o valor de EHL de
tensoativos ndo ionicos, tornando a regra mais quantitativa e funcional (DALTIN,
2011). Além disso, ele criou um método convencional de determinar o valor requerido
de EHL para 6leos através da producdo de emulsdes utilizando como tensoativos uma
mistura de Span® 80 e Tween® 20 em diferentes proporcdes — obtendo uma faixa de
EHL - onde o valor de EHL requerido para o 6leo era baseado nas caracteristicas de
separacdo das emulsdes (SCHMIDTS et al., 2012).

Outra metodologia foi criada por Pasquali, onde a obtencéo de valores de EHL é
conseguida através da sua correlacdo com constantes dielétricas. O autor obteve uma
equacdo para calcular o EHL de ésteres de acidos graxos, por meio do peso molecular
dos mesmos (Equacdo 1) (PASQUALI, SACCO, BREGNI, 2009; SCHMIDTS et al.,
2012).

(MTmonoester ~MTicido)-20
EHLmonO ester —

(Equacéo 1)

MTmonoester

Legenda: Mroncester= Massa molecular relativa do monoester; Mrgiq,= massa molecular relativa do acido.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Fase oleosa: Oleo de Babacu (Orbignya phalerata) extraido a partir das améndoas do
babacu coletadas na regido do Araripe, localizada no Ceara.

Fase aquosa: Agua deionizada; Propilenoglicol (Neon® Comercial Ltda, Sdo Paulo,
Brasil).

Tensoativos: Span® 80 (Monooleato de sorbitano, Sigma Alderich, USA); Kolliphor®
EL (Polyoxy-35-castor oil, BASF, Brasil); Tween® 80 (Polissorbato 80, Vetec, Brasil).

4.2 METODOS
4.2.1 Obtencéo do 6leo de Babacu

O dleo de babacu foi obtido através da extracao tradicional, onde as améndoas
do babagu, apds a secagem, foram descascadas e trituradas em moinho de pedra. Em
seguida, submetidas ao cozimento, obtendo assim, o 0leo bruto. Posteriormente o 6leo

bruto foi separado das impurezas e residuos e filtrado.

4.2.2 Determinacdo do EHL do 6leo de Babacu

Foram desenvolvidas uma série de 11 emulsdes a partir da mistura dos
tensoativos Span® 80 e Tween® 80 (2%), agua deionizada (93%) e Oleo (5%). A
composicao de cada formulacao esta descrita na Tabela 2.

O valor de EHL para cada emulsdo foi mensurado de acordo com a equacéo de
Griffin (1949) (Equacdo 2) para que fosse compreendida uma faixa de EHL que
variasse de 4,5 a 16,5 com a consequente variacdo nas proporc¢des individuais dos dois

tensoativos utilizados.
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(Wtw x EHLtw)+(Wsp x EHLsp)

EHL =
(Wtw+Wsp)

(Equacéo 2)

Legenda: Wtw= Quantidade (peso) de Tween® 80 utilizado; Wsp= quantidade (peso) de Span® 80
utilizado; EHLtw e EHLsp= valores de EHL do Tween® 80 e Span® 80, respectivamente. EHL= valor
final do EHL do sistema composto por Tween® 80 e Span® 80.

Tabela 2 - Composicao das emulses O/A para determinacéo do EHL do 6leo de babacu
(Orbignyaphalerata).

Emulsdo Span® 80(g) Tween® 80(q) Oleo de Agua(mL) EHL da
Babagu (9) mistura
1 0,582 0,018 15 27,9 4,5
2 0,504 0,096 15 27,9 6
3 0,390 0,210 15 27,9 8
4 0,270 0,330 15 27,9 10
5 0,168 0,432 15 27,9 12
6 0,054 0,546 15 27,9 14
7 - 0,600 15 27,9 15

(Fonte: Dados da pesquisa)

As emulsdes foram preparadas através do método de inversdo de fases, onde a
fase aquosa - composta por agua deionizada e Tween® 80 - foi aquecida separadamente
da fase oleosa — composta pelo 6leo de babacu e Span® 80 - em banho-maria a 75°C e
posteriormente misturadas sob agitacdo em homogeneizador Ultra-Turrax (9.000 rpm/5
minutos) a temperatura ambiente (XAVIER JUNIOR, 2012). Decorridas 24 horas de
preparo, as emulsdes foram caracterizadas quanto aos seus aspectos fisico-quimicos,
como estabilidade relacionada a turbidez e tamanho de goticulas.

Para a analise turbidimétrica, 0,5 ml da emulséo foi diluida em 25 mL de agua
deioinizada, a leitura foi feita em espectrofotometro (UV-mini 1240 Schimadzu, Japao),
com comprimento de onda 600 nm e foi utilizada agua deionizada como branco de
amostra. O didmetro meédio das goticulas foi mensurado através da técnica de
espalhamento de luz dindmica (Dynamic Light Scattering — DLS), diluindo a emulséo
na propor¢cdo de 1:100 com solucdo composta por agua e propilenoglicol (1:3) e a
leitura foi feita em equipamento Zetatrac SL-OS-07(Betatek Inc., Toronto, Canada)
(ORAFIDYA; OLADIMEJ, 2002). As andlises foram feitas em triplicata.
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4.2.3 Construcdo do Diagrama de Fases Pseudoternario (DFPT)

O DFPT foi obtido ap0s a selecdo prévia dos tensoativos a serem empregados na
formulacdo, mediante os céalculos utilizando o resultado do valor de EHL do dleo
encontrado. Assim, foi definido que a mistura de tensoativo e cotensoativo que iria
compor o sistema era formada por Span® 80 e Kolliphor® EL, respectivamente, na
propor¢do de 6:4. E, a esta mistura foram adicionadas quantidades de dleo a fim de
resultar nas seguintes proporgbes: 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 55, 6:4, 7:3, 82 e 9:1.
Posteriormente, a agua deionizada foi adicionada através de titulacbes de volumes pré-
definidos, sendo que a cada titulacdo da fase aquosa a mistura era submetida a agitacdo
em desruptor de células ultrassdnico (sonda de ultrassom -(Modelo DES500, Unique,
Brasil) por 1 min em poténcia de 250 W. Apo0s realizada a agitacdo, a mistura era
submetida ao banho de ultrassom (Modelo USC-1800, Unique, Brasil) para retirada das
bolhas e melhorar a visualizagdo da sistema, que procedeu com a classificagcdo do
sistema em provavel: Separacdo de fases (SF); Emulsdo Liquido Leitosa (ELL);
Emulséo Liquido Opaca (ELO); Microemulsdo (ME). Os resultados da classificacdo dos
sistemas foram transferidos para o programa Origin® Pro 8.0 onde se obteve 0 modelo

gréfico do diagrama.

4.2.4 Selecéo da formulacéo

Mediante as regides de microemulsdo encontradas no DFPT, foi escolhida uma
formulacdo. O ponto da formulacao foi reproduzido e decorrido o prazo de 48 horas —
no intuito de se constatar a sua estabilidade sob repouso e a temperatura ambiente —

iniciou-se os testes de caracterizacdo do referido sistema.
4.2.5 Caracterizacdo da Microemulsao
A formulacgdo escolhida foi caracterizada em relacdo aos seguintes aspectos: pH,

condutividade, indice de refracdo, tamanho de goticulas, indice de polidispersdo e

potencial zeta.
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4.2.5.1 Determinacéo do pH

O pH da formulacdo foi mensurado utilizando pHmetro digital (Modelo
mPA210, Tecnopon Brasil), com eletrodo e sensor de temperatura previamente
calibrado com solucdo tampédo 4,0 e 7,0, a temperatura de 25+0,5°C. O eletrodo foi
introduzido diretamente em um volume de 10 mL da formulag&o. A analise foi realizada

em triplicata.

4.2.5.2 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica da formulacdo foi avaliada por meio de condutivimetro
digital (Tecnopon, Brasil), previamente calibrado com solucdo de calibracdo
apresentando condutancia de 146,9 pS cm™ a temperatura de 25+0,5°C. O eletrodo foi
introduzido diretamente em um volume de 10 mL da formulacéo. A analise foi realizada

em triplicata.

4.2.5.3 indice de Refracéo (IR)

O indice de refracdo foi mensurado utilizando refratbmetro de bancada tipo
Abbé (Biobrix, Sdo Paulo, Brasil), aferido com aguia deionizada (IR=1,3325), a

temperatura de 25+0,5°C. A andlise foi realizada em triplicata.

4.2.5.4 Tamanho de goticulas por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e indice de
Poldisperséo (IPD)

O tamanho de goticulas e indice de polidispersdo da ME foi determinado em
equipamento Zetatrac SL-PS-07 (Betatek Inc., Toronto, Canada), localizado no Centro
de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). As medidas foram realizadas em
triplicata sob temperatura constante de 25°C com feixe de luz de comprimento de onda
659,0 nm, com angulo de incidéncia de 90°C. As analises foram realizadas com a
microemulsdo bruta (sem diluir) e com diluicdo da mesma na proporcéo de 1:100 com

agua destilada.
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4.2.5.5 Potencial Zeta

As medidas do potencial zeta ({mV) foram realizadas utilizando o equipamento
Zetatrac SL-PS-07 (Betatek Inc., Toronto, Canada) localizado no CETENE. Este
potencial foi alcangado submetendo-se a formulagdo a uma voltagem fixa e utilizando

os valores fornecidos pelo aparelho para calcular o {mV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DO EHL DO OLEO DE BABAGU

A fim de se obter sistemas microemulsionados, a determinacdo do EHL do éleo
de babagu constitui a etapa inicial de estudo, uma vez que, determinado o valor de EHL
do dleo, é diminuido o trabalho experimental (tempo e esforco), podendo seguir para o
estudo sobre a eficiéncia dos tensoativos no desenvolvimento de sistemas estaveis
(SCHMIDTS et al., 2012).

Diante disso, para obter o valor do EHL do 6leo de babacu, fez-se necessario a
formulacdo de 7 emulsbes (Figura 4), através da utilizacdo de um tensoativo bastante
hidrofilico, como o Tween® 80 (EHL=15), e de um tensoativo bastante lipofilico, o
Span® 80 (EHL=4,3), com a justificativa de se obter uma faixa bem variavel de EHL.
Na qual, a partir dos resultados da caracterizacdo fisico-quimica, a emulsdo que
apresentou melhor estabilidade — em relacdo ao seu tamanho de goticulas e turbidez —
possui seu valor de EHL correlacionado com o EHL do éleo em questdo (ORAFIDYA,;
OLADIMEJ, 2002).

Figura 4— Aspecto visual das emulsdes O/A de 6leo de babagu

EMULSAO 2 EMULSAO 4 | EMULSAO 6

EHL= 6 EHL=10 | EHL= 14

EMULSAO 1 EMULSAO 3 EMULSAO 5
EHL=4,5 EHL- 8 EHL= 12

(Fonte: Dados da pesquisa).
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De acordo com o Figura 5, as emulsdes 3 e 4 apresentaram 0 menor tamanho de
goticulas em comparacdo com as demais. Entretanto, a emulsdo de EHL 8 mostrou-se
ser formada por goticulas mais definidas, de tamanho e distribuicdo uniforme, o que
confere maior estabilidade ao sistema. Segundo Fredrick et al. (2011), o didmetro de
goticulas € um dos fatores que contribui para processos de instabilidade, como o
creaming (sedimentacdo ou ascensdo), fundamentada na equacdo da lei de Stokes
(Equacdo 3). Como as emulsbes em estudo é do tipo O/A, as goticulas tendem a
ascender devido o 6leo ser um fluido com densidade menor do que a da agua.

2R?.gA

_ 14 x
V= “on (Equacéo 3)

Legenda: R = raio da goticula; g = aceleracdo da gravidade; Ap = diferenca entre as densidades da fase
interna e da fase continua; 1 = viscosidade da fase continua da emulséo.

Figura 5 — Tamanho de goticulas em funcédo do EHL
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(Fonte: Dados da pesquisa)
Legenda:: (1)=emulsdo 1; (2)=emulsdo 2; (3)=emulséo 3; (4)=emulsdo 4;
(5)=emulséo 5; (6)=emulséo 6.
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A andlise turbidimétrica se baseou na medida da transmitdncia da emulsdo
quando a esta era aplicado um feixe de luz. Dessa forma, parte-se do principio de que o
sistema que apresentar maior valor de transmitancia terd o menor tamanho de goticulas,
de modo contrario, goticulas com maior didmetro ir4 absorver mais a luz. (ORAFIDYA,
OLADIMEJ, 2002). Os sistemas que apresentaram maior indice de turbidez, segundo a

Figura 6, foram as emulsdes 3 e 4.

Figura 6 — Transmitancia em funcéo do EHL
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(Fonte: Dados da pesquisa)
Legenda:: (1)=emulsédo 1; (2)=emulséo 2; (3)=emulsdo 3; (4)=emulséo 4; (5)=emulsdo
5; (6)=emulséo 6.

Pode-se concluir que, o valor requerido para o 6leo de babacu baseado nos
resultados encontrados para cada emulsdo referente ao tamanho de goticulas e
turbidimetria, situa-se entre 8 e 10. Entretanto, para prosseguir com os estudos para a
obtencdo dos sistemas microemulsionados, o valor de 8 foi preferido uma vez que a
técnica de DLS é um dos métodos mais utilizados e que fornece dados diretos e eficazes
da medicdo do tamanho de goticulas, enquanto a técnica de turbidimetria analisou o
diametro das goticulas do sistema de forma indireta baseadas nos principios de absor¢édo
das goticulas e transmitancia do sistema (DAMASCENO et al., 2011).
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5.2  CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES PSEUDOTERNARIO (DFPT)

Determinado o valor de EHL para o 6leo de babagu, seguiu-se com a selecdo dos
tensoativos do sistema. Estes sdo utilizados em varias areas tais como indlstria
alimenticia, médica e de combustiveis. Rosen e Kunjappu (2012) ordenaram 0s
tensoativos em uma escala de toxicidade, onde o0s tensoativos catidnicos s&o mais
toxicos do que os tensoativos anidnicos, que por sua vez, sdo mais toxicos que 0s
tensoativos ndo-idnicos. Além da baixa toxicidade, o interesse na utilizacdo de
tensoativos ndo-idnicos se da também pela sua alta estabilidade, baixa irritabilidade e
biodegradabilidade (HATHOUT et al.., 2010). Dentre estes o Kolliphor® EL apresenta
niveis de toxicidade relativamente baixos, e de carater hidrofilico (PATEL et al., 2013).
Em contrapartida, outro tensoativo ndo-idnico, Span® 80, apresenta uma boa
solubilidade em compostos hidrofébicos.

Segundo Daltin (2011), o sistema EHL é um indicativo de como iniciar 0s
estudos de emulsionamento de Oleo, sendo um pardmetro preliminar no auxilio na
escolha dos tensoativos a serem utilizados. Portanto, considerando os valores de EHL
como sendo 4,3 para 0 Span® 80 e 14 para o Kolliphor® EL, a proporcdo de 6:4 foi
escolhida para a obtencdo do DFPT (Figura 7), pois nessa propor¢do € possivel obter

formulagdes com EHL igual ao determinado para o 6leo de babacu (EHL: 8).

Figura 7 - Diagrama de fases pseudoternério

r 7 [
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Oleo de Babacu

(Fonte: Dados da pesquisa)
Legenda: ME = regido de Microemulsdo; ELO = Emulsdo Liquida Opaca; ELL= Emulsdo Liquida

Leitosa; Ponto vermelho = ponto da formulacédo escolhida.
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5.3 SELECAO DA FORMULACAO

Através da regido de ME encontrada no DFPT, foi selecionada uma formulacdo para
que se conduzissem os estudos de caracterizacdo. A formulagdo selecionada foi entdo
reproduzida apresentando uma coloracdo amarela (Figura 8), pouco viscosa e com
caracteristicas macroscopicas de ME - limpida e transparente — e ainda mostrou-se
estavel apds um periodo de 48 horas pds-producdo, periodo em que se iniciou o estudo
de caracterizacdo. A composicdo dos componentes esta presente na Tabela 3.

Figura 8 - Aspecto visual da ME-Oleo de babagu

(Fonte: dados da pesquisa)

Tabela 3 - Composicdo da ME-Oleo de babacu selecionada.

Componentes Funcéo Proporcéao (%)

Agua deionizada Fase aquosa 39

+Propilenoglicol (1:3)

Oleo de babagu Fase oleosa 12,2
Kolliphor® EL Tensoativo 29,28
Span® 80 Tensoativo 19,52

(Fonte: Dados da pesquisa).

5.4 CARACTERIZACAO DA MICROEMULSAO

A determinacdo do valor de pH é um indicativo de estabilidade do sistema. Bruxel et
al. (2012) explica que, a reducdo do pH pode indicar a presenca de acidos graxos livres
na formulacéo, provenientes da hidrolise do sistema tensoativo ou até mesmo da prépria
fase oleosa. O mesmo autor ainda cita que condicGes de armazenamento e

processamento da amostra pode modificar o valor de pH. Além disso, o pH da
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formulacdo deve ser favoravel a sua aplicagdo topica, tendo em vista que os valores de
tolerdncia bioldgica para aplicagdo de produtos cutaneos se figuram entre 5,5 a 8,0
(SILVA et al., 2009). Desse modo, o valor de 6,8 (Tabela 4) encontrado para a ME-
Oleo de babagu encontra-se dentro dessa faixa, podendo ser considerado capaz de ndo
provocar irritacdo cuténea. Entretanto, estudos de irritabilidade cutanea devem ser
realizados para garantir uma aplicagdo tdpica segura.

Tabela 4 - Estudo da caracterizagéo fisico-quimica e visual da ME-Oleo de babagu

Parametro ME-Oleo de babacu
Aspecto macroscopico Limpida e amarelada
pH 6,8
Condutividade (uS.cm™) 20,96
indice de refragio 1,44

(Fonte: Dados da pesquisa)

A anélise do indice de refracdo (IR) da ME-Oleo de babacu permitiu auxiliar na
caracterizacao do sistema quanto a sua isotropia. Segundo Rossi e colaboradores (2007),
0s agregados isotropicos esfericos ndo apresentam fendmenos de dupla refracdo ou
birrefringéncia, ou seja, ndo sdo capazes de desviar o plano de luz incidente. Contudo,
as micelas cilindricas e lamelares sdo classificadas como dispersfes anisotropicas,
exibindo o fendmeno de birrefringéncia colorida (pleiocroismo). Dessa forma, o valor
de 1,44 para o indice de refracdo da ME-Oleo de babacu ndo apresentou variago,
caracterizando-a como uma ME isotrdpica.

A preferéncia por formulac6es do tipo O/A pode incrementar algumas vantagens
— além das ja citadas ao longo do presente estudo, como por exemplo, promover a
hidratacdo da pele. A manutencdo dessa hidratacdo é essencial, pois, 0 estrato corneo
hidratado é o responsavel pela regulacdo, proliferacdo ou diferenciacdo da pele
(LOPES, 2014; MAN, et al., 2009). Além disso, a remocdo de uma formulacéo do tipo
O/A se torna mais facil com a utilizacdo da prépria dgua ou substancias hidrofilicas. Por
estas razdes, a identificacdo do tipo de ME quanto a fase externa foi requerida.

A medicdo da condutividade elétrica de uma microemulsdo permite estimar a
capacidade da fase continua (fase externa ou dispersante) ser formada por dgua ou éleo.
Portanto, através dessa afirmacdo pode-se indicar se o sistema se trata de uma ME do

tipo O/A ou A/O. Isto se deve ao fato de que, uma ME do tipo O/A tem efeito condutor,
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enquanto ME do tipo A/O tem efeito isolante (NAOUI, et al. 2011). Assim, o valor
encontrado para a condutividade elétrica da formulacdo encontrou-se em conflito com a
literatura, pois, o valor de 20,96 uS cm™ apresentou-se baixo e ndo caracteristico do tipo
O/A. Entretanto, tal ocorrido pode ser explicado pela elevada quantidade de propilenoglicol

na fase externa, em relacdo a menor quantidade de agua.

A anélise da distribuicdo do tamanho de goticulas é considerada o parametro
mais importante para a avaliacdo da estabilidade de um sistema disperso. A técnica de
espalhamento de luz dindmico tem sido considerada uma ferramenta precisa e
conveniente para os estudos das propriedades internas de ME, podendo ser utilizada
para a determinacdo do tamanho de goticulas do sistema (LI et al., 2010). A leitura da
ME bruta (sem diluir) apresentou valores de tamanho de goticulas imprecisos. Tal
discrepéncia pode ser atribuida ao fato de que, a interpretacdo desses resultados quando
um sistema apresenta-se concentrado (ME bruta) pode se tornar dificultada em virtude
das interacdes intergoticulas (SAHLE et al., 2012). Desse modo, necessitou-se uma
diluicdo na proporgédo 1:100 da ME com &gua, chegando ao valor de 121 nm (Tabela
5), 0 que entra em concordancia com a literatura de que sistemas microemulsionados
apresentam tamanho de goticulas com valores entre 10 a 140 nm (MUZAFFAR,
SINGH, CHAUHAN, 2013). Entretanto, a adicdo de uma fracdo de &gua a fim de
promover a diluicdo de uma ME pode acarretar no inchago dimensional das goticulas do
sistema (FANUN, 2010).

Além da cremeacéo e coalescéncia, outro mecanismo que merece destaque por
contribuir para a desestabilizacdo de sistemas dispersos - como uma microemulsdo ou
nanoemulsdo - é a maturacdo de Ostwald. Esse fenbmeno surge da polidispersdo das
goticulas dispersas e da diferenca de solubilidade e/ou dos potenciais quimicos entre as
particulas grandes e pequenas, isso faz com que goticulas muito pequenas possuam
tendéncia a desaparecer e goticulas muito grandes aumentar de didmetro através da
difusdo de moléculas do 6leo das pequenas para as grandes (KOURNIATIS, SPINELLLI,
MANSUR, 2010). O IPD encontrado de 0,1 para ME-0leo de babacu indica uma
distribuicdo de tamanho de goticulas do tipo monomodal e homogéneo, e de acordo
com Gumiero e Rocha Filho (2012) valores de IPD abaixo de 0,2 refletem na qualidade

de uma emulsdo em relacdo a sua estabilidade.
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Tabela 5 — Andlise das goticulas dispersas da ME-Oleo de babagu.

Parametro ME-Oleo de babacu
Tamanho de goticulas (nm) 121
Potencial Zeta (mV) -18,16
Iindice de Polidisperséo (IPD) 0,1

(Fonte: Dados da pesquisa)

Cada goticula dispersa apresenta cargas elétricas superficiais quando em contato
com a fase aquosa, sendo essas cargas as responsaveis pelos fenémenos de disperséo e
agregacdo das particulas. Quando se analisa uma goticula de 6leo dispersa em uma fase
aquosa, pode-se ver que a superficie desta é formada por uma dupla camada elétrica:
uma camada fixa de ions de carga contraria a superficie da goticula, denominada de
camada de Stern, e outra camada movel de ions, denominada camada difusa. O
potencial zeta mede justamente a diferenca de potencial entre essas duas camadas
citadas. Esse parametro caracteriza o sistema em relacdo a sua estabilidade eletrostatica.
Desse modo, quando duas goticulas se aproximam de forma intensa, ocorre a saida de
jons dessas camadas podendo levar consigo também moléculas de tensoativos. Sabe-se
que, com o déficit de tensoativos no sistema a repulsdo eletrostatica cai, aumentando as
chances de coalescéncia, chegando-se a conclusdo de que, quanto maior o valor de
pontecial zeta de um sistema, mais estavel ele se apresenta quanto a coalescéncia
(HOTZA, 1997; DALTIN, 2011).

A formulacdo apresentou valor de potencial zeta de - 18,16 mV. Esse valor
entra em concordancia com um estudo conduzido por Kong e Park (2011), que
justificou a utilizacdo do Span® (tensoativo ndo idnico) para um dado potencial zeta
negativo em uma nanoemulsdo de acido hialurénico. O autor explica que o surgimento
dessa carga negativa € devido a dissociacdo ou solubilizacdo das moléculas do
tensoativo, que até entdo existiam na formulacdo como pares i6nicos neutros.
Entretanto, o mesmo estudo indica que valores elevados de potencial zeta (acima de
30mV) deve ser levado em conta, visto que, esses valores asseguram contra a
coalescéncia das goticulas dispersas, mas que esse valor é baseado apenas em teorias
experimentais e que ndo podem ser utilizado como Unica forma de predizer a

estabilidade do sistema.
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6 CONCLUSAO
A anélise dos resultados obtidos permitiu concluir que:

A metodologia para a determinacdo do EHL do 6leo de babacu mostrou-se eficiente no
sentido de diminuir o tempo/esforco, evidenciando-se como uma caracteristica Gtil para
chegar aos sistemas microemulsionados;

A ferramenta do diagrama de fases mostrou-se simples e Gtil para a reproducdo de
regides, como a de ME;

A avaliacio do pH da ME-Oleo de babacu encontrou-se dentro da faixa limite aceitavel
para a pele, minimizando suposta irritagéo;

A avaliacdo da condutividade indicou a classificagdo da ME proposta como do tipo
O/A.

A técnica de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) confirmou a ME-Oleo de babagu
como sendo formada por goticulas dispersa na ordem dos nandmetros
(nanocarreadores).

A formulacdo proposta pode ser Util para a permeacdo cutéanea do 6leo de babacu,
aumentando a biodisponibilidade e eficacia do mesmo. Entretanto, estudos de liberacdo
e permeacdo cutdnea devem ser realizados. O sistema ME-Oleo de babagu pode
oferecer uma nova alternativa ao tratamento de doencas inflamatorias e/ou infeccoes

microbianas.
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