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Resumo:

O estudo trata sobre o desenvolvimento de emulsdo cosmética utilizando as
saponinas de Jua e Sisal e a avaliacdo dos mecanismos de envelhecimento
ao longo do tempo utilizando o processamento digital de imagem como
ferramenta. Para o estudo da estabilidade fisica das emulsGes foram
mensurados o diametro médio das goticulas de 6leo a cada 7 dias durante 90
dias de armazenamento. Além disso, testes fisicos como: centrifugacao, ciclo de
congelamento-descongelamento, aquecimento acelerado foram conduzidos
proporcionando as amostras a diferentes condi¢gbes de stress. Duas emulsdes
permaneceram fisicamente estaveis por 90 dias eram compostas por 2,76 (m/m)
laureth-23, 2,51% (m/m) alcool cetilico, 0,13% (m/m) de span 80 e 0,38% de
saponina de sisal e 2,76% (m/m) de laureth-23, 2,51% (m/m) de alcool cetilico,
0,38% (m/m) de span 80 e 0,13% de saponina de sisal.

Palavras chaves: emulsdo, cosméticos, surfactante natural, saponina,
estabilidade, processamentodigital de imagem

Abstract:

This study deals about development of cosmetic emulsion using the saponins Jua
and Sisal and evaluation of mechanisms of aging using digital image processing. The
study of physical stability of emulsions were measured the average diameter of oil
droplets every 7 days during 90 days of storage. Furthermore, physical testing as
centrifugation, freeze-thaw cycle, rapid heating were conducted by providing the
samples to different conditions of stress. Two emulsions remained physically stable
for 90 days, it was composed of 2.76 (w / w) laureth-23, 2.51% (w/w) cetyl alcohol,
0.13% (w/w) Span 80 and 0 38% sisal saponin and 2.76% (m/m) laureth-23, 2.51%
(w/w) cetyl alcohol, 0.38% (w/w) span 80 and 0 13% sisal saponin.

Keywords: emulsion, cosmetics, natural surfactant, saponin, stability, digital
image processing
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1. INTRODUCAO

As emulsbes sdo consideradas sistemas termodinamicamente instaveis.
Esse fato é afirmado devido a energia livre positiva necesséaria para aumentar a
area de superficie entre as fases oleosa e aquosa e apresentarem densidades
diferentes. Assim, para se produzir emulsdes que sejam cineticamente estaveis
cineticamente durante um periodo razoavel de tempo € necessario a adicao de
emulsionantes além de uma adequada homogeneizacdo (MCCLEMENTS E
DECKER, 2000, SILVA et al., 2009).

Os principais mecanismos fisico-quimicos de desestabilizacdo de
emulsdes descritos na literatura sdo: a separacao gravitacional, a floculacdo e a
coalescéncia. Estes processos de desestabilizacdo sdo desencadeados por
fatores intrinsecos e extrinsecos que incluem: a composi¢cdo da emulséo, o
tensoativo utilizado, o tamanho das goticulas de 6leo, a viscosidade, o volume
de fase dispersa, o pH, a presenca de eletrdlitos, as propriedades da pelicula
interfacial, o processo de fabricacao e a velocidade de homogeneizacao (LIMA
etal., 2008).

Para se elaborar emulsfes que sejam cineticamente estaveis por um
periodo razoavel de tempo, € necessaria a adicado de surfactantes antes de
homogeneizacéao (SILVA et al., 2009). Os surfactantes utilizados neste estudo
foram: Laureth-23, Span 80 e saponinas, em diferentes concentracdes. As
saponinas sao metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e tém
atividades bioldgicas importantes Sao caracterizadas por serem glicosideos de
elevado peso molecular, constituido por uma unidade de acucar ligada a
triterpeno ou aglicona.

Além destas fungbes, as saponinas estdo sendo amplamente
investigadas devido a sua propriedade hemolitica (Kaiser et al., 2010). Elas
podem ser usadas para elaboracdo de sabdes, shampoos, lo¢des, creme de
barbear e pasta de dentes (Bio-Botanica, 2004).

As propriedades fisico-quimicas e a estabilidade das emulsdes séao
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determinadas por diversos fatores, tais como a concentracdo do
emulsionante, a fracdo de volume da fase oleosa para a fase aquosa, o
meétodo de mistura, o tamanho das gotas, a viscosidade, a tensao superficial e
temperatura, assim como a homogeneizacdo e outras condicoes de
processamento empregadas (KIM et al., 2006).

A avaliacdo da estabilidade da emulsdo pode ser estudada pela alteracao
no tamanho das e distribuicdo das goticulas de 6leo. O aumento no diametro e
volume médio das goticulas de 6leo é considerado um indicativo de perda de
estabilidade da emulsdo e a taxa de crescimento das goticulas ao longo do
tempo revela o mecanismo de acdo predominante. Dois mecanismos sao
considerados neste estudo, a coalescéncia e difusdo molecular (Silva et al., 2009).

Para o desenvolvimento de novas formulagbes emulsionadas os
resultados referentes a estabilidade e vida de prateleira do produto final. Por
conseguinte, o estudo das técnicas de estabilidade acelerada, como a exposicao
a diferentes condi¢cdes de tensdo e de temperatura e centrifugacdo nesta fase
(Lima et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi utilizar as saponinas como substituto total ou
parcial dos surfactantes amplamente utilizados na inddstria de cosmeéticos,

gerando emulsfes estaveis ou mais estavel do que aqueles sem saponina.

1.1 Mecanismo de envelhecimento

A degradacédo fisica da emulsdo se deve a uma tendéncia espontanea

de reducéo da energia livre de Gibbs (AG), conseguida pela reducao do

tamanho da interface oOleo/agua (AA) e da tenséao interfacial entre as fases

continua e dispersa (y) como mostrado na equacéo 1.

AG = yAA - TAS (1)

A reducdo da area interfacial é derivada principalmente de dois
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mecanismos: a coagulacdo seguida da coalescéncia e a difusdo molecular (SILVA
et al.,2010). De acordo com a teoria de Van den Tempel a degradacdo da
emulsdo por coalescéncia se caracteriza por uma ampliacdo na distribuicdo de
tamanho das goticulas, com um aumento exponencial no tamanho médio das

goticulas com o tempo como indicado na equacgao 2.

a*=a03 exp (Kt) (2)

Na qual ao3 é o raio médio inicial das particulas, a € o raio médio das
particulas no tempo t e K é a constante de coalescéncia.O espessamento das
emulsbes por meio da difusdo molecular se deve ao crescimento gradual das
goticulas maiores de emulsao a custa das menores. Esta € uma consequéncia
direta de efeito de Kelvin que afirma ser a solubilidade da particula
inversamente proporcional ao seu raio, significando que as moléculas
individuais tendem a deixar as particulas menores e se difundir através da
fase continua para se juntar as maiores (SILVA etal., 2010).

A teoria de Lifshitz-Slyozov-Wagner afirma que o mecanismo de difusao
molecular é caracterizado por um crescimento linear do tamanho das goticulas

com o tempo conforme a equacao 3. (FREIRE et al., 2005)

d(a~3)/dt = 8CDyV;2 J9kT (3)

Sendo C a solubilidade, D o coeficiente de difusdo da fase dispersa no
meio continuo, Vm o volume molar da substancia dispersa, R a constante
normal dos gases e T a temperatura absoluta.

O aumento no volume das goticulas de 6leo é proporcional a solubilidade,
ao coeficiente de difusdo e a tenséo interfacial da fase dispersa (fase oleosa)
na fase continua (fase aquosa). Entdo, esse tipo de emulsédo pode ser
estabilizado pela diminuicdo de pelo menos um desses trés fatores

apresentados (TRINDADE et al., 2008).
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2. MATERIAL E METODOS

O processamento digital de imagem foi usado para avaliar a estabilidade
de emulsBes pela distribuicdo do tamanho de gota ao longo do tempo de
armazenamento a temperatura ambiente e em amostras sob condi¢cdes de

stress.

2.1 Preparacao das emulsdes

Para obter as emulsGes cosméticas, foram preparadas duas fases (A e
B). Afase A era composta de: agua (90,23% m/m), Carbopol 940 (0,15% m/
m), Elestab HP 100 (0,05% m/m), Elestab CPN (0,15% m/m) e quantidades
variaveis de span 80 e saponina. A fase A foi aguecida em banho termostatizado
a 70 °C e a cada 10 minutos, foi agitada em vortex e reaquecida em banho
tesmotatizado. Este procedimento foi repetido até a solucdo completa de todos
0s componentes presentes. Enquanto a fase A era aquecida em banho de agua,
a fase B era preparada. Assim, em um recipiente foram colocados: 6leo de canola
(3,65% m / m), alcool cetilico e laureth-23 em quantidades variaveis. O recipiente
foi aquecido a 60 ° C, até a completa solubilizacdo dos componentes. Quando
as duas fases (A e B) estavam homogéneas, fase B era vertida na fase A e
agitadas durante 10 minutos no vortex. Foi adicionado em primeiro lugar, a dgua
destilada e posteriormente hidroxido de sédio (NaOH) para neutralizar a solucéo e
seguiu-se com agitacdo em vortex por 5 minutos terminando a preparacao da
amostra.

A tabela 1 mostra, respectivamente, as percentagens em massa dos
componentes utilizados para a preparacdo de amostras, sem saponina e com

saponinas de Jua ou sisal.
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Tabela 1: Quantidades (%) dos componentes das amostras cosméticos sem

saponina e com saponinas de Jua ou de sisal (m / m) e o valor do pH
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2.3 Andlise de imagem

A determinagao do tamanho de goticulas da emulséo foi realizada utilizando 10 L
das amostras em lamina apos diluicdo de 40 yL da amostra em 400 uL de agua destilada.
Esse estudo foi realizado ao longo de 90 dias para as amostras que permaneceram estaveis
durante esse periodo. Assim, as amostras foram analisadas a cada 7 dias durante 90 dias
subsequentes utilizando um microscoépio optico (Eclipse E200, Nikon®) com ampliacdo de
100X juntamente com camera digital (Media Cybernetics®) ligado a um computador
pessoal.

A andlise de imagem consistiu em trés etapas. O primeiro passo foi a binarizagéo
da imagem, que é a conversdo da imagem capturada a preto e branco e a remocéo de
ruido. Neste passo, uma imagem binaria, foi criada a partir de uma imagem intensa com
base num limiar de luminancia, um filtro € usado para remover o ruido, as estruturas ligadas
a borda da imagem sao suprimidas e uma mascara criada anteriormente foi usada para a
erosdo da imagem binaria e reconstrucdo morfoldgica.

O segundo passo foi a quantificacdo das goticulas através da medida do diametro
de goticula, do volume das gotas, da area da goticula, e nitidez. O terceiro passo foi a
avaliacdo de parametros estatisticos. A analise estatistica dos dados obtidos a partir de
varias imagens foi realizada para avaliar o numero total de objetos analisados, o diametro
meédio das gotas de 6leo e o seu desvio padrao. Além disso, foi obtido o valor quanto ao
arredondamento das gotas de 6leo, util para a confirmagédo de que outro tipo de particula
nao estaria sendo contabilizada durante o processamento.

A utilizacdo deste procedimento automatizado descrito acima permitiu a analise de
um grande numero de objetos com maior precisdo e rigor, em comparagcdo com
guantificacdo manual. Este procedimento automatizado de processamento de imagem foi
desenvolvido utilizando um programa desenvolvido em Matlab® v.7.0.4 (The Mathworks,
Natick, Mass). Um micrdmetro e o software Imagem-Pro®, foram utilizadas para a
calibracdo do tamanho das goticulas de 6leo (SILVA et al., 2010).

Para cada amostra, foi analisada uma média de 50 imagens diferentes contendo
diversas goticulas de 6leo da emulsdo. As emulsdes em condi¢des de stress também foram
submetidas a este tratamento, entretanto, neste caso, apenas 40 imagens diferentes foram
analisadas. O grau de arredondamento dos objetos foi definido como a raz&o entre o valor
do eixo maximo (Fmax) e doo eixo minimo (Fmin) medido para cada objeto. O circulo

apresenta esta razdo (Fmax / Fmin) igual a unidade (1,0) (SILVA et al., 2008).
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Uma analise estatistica dos dados experimentais foi efetuada para todas as
amostras, devido a importancia de assegurar que o processo de analise de imagem digital
detectava gotas minusculas e confirmar que as emulsdes foram analisadas de forma
aleatdria, sem deteccdo de tamanho de gota preferencial. Pode afirmar-se que quando 0s
erros sistematicos nao estdo presentes, o tamanho das goticulas da populagédo segue uma
distribuicdo Gaussiana

2.4 Teste de centrifugacéo

As amostras que permaneceram estaveis na primeira semana de preparo (7 dias)
seguiram para a etapa de centrifugacéo. Etapa inicial do estudo de estabilidade, qualquer
sinal de instabilidade indica necessidade de reformulacdo. Se aprovado o produto deve
seguir para os testes de estabilidade (ANVISA, 2004).

Em um eppendorf foi adicionado 1 mL de cada emulséo e submetido a ciclos de
1000, 2000, 3500 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente (25 ° C) (LIMA et al.,
2008).

2.5 Estresse térmico

As amostras estaveis ap6s o procedimento de centrifugacdo seguiram para essa
etapa na qual foi realizado um estudo de estabilidade preliminar. As emulsdes cosméticas
(3 ml) foram acondicionadas em tubos Falcon e submetidas a aquecimento em banho
termostatizado a temperatura de 40°C. Essa temperatura foi gradativamente aumentada a
cada 5°C+1°C até 80 ° C, mantendo o aquecimento por 30 minutos. A leitura foi realizada
no término do aguecimento (80°C), apds arrefecimento natural da amostra (LIMA, 2008).
As amostras que permaneceram macroscopicamente estaveis cotinuaram a serem

avaliadas.

2.6 Ciclo de congelamento-descongelamento

Para essa etapa, as amostras foram submetidas a 4 °Cx 2°C / 24 horas (geladeira
Consul®), e a 45 °C + 2°C /24 horas (estufa de secagem), completando assim o 1 ciclo. As
leituras foram realizadas antes do inicio do ensaio e no fim do sexto ciclo (12 dias). Foram

utilizados os mesmos parametros para avaliar do teste de estresse térmico (LIMA et al.,
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2008). As amostras que permaneceram macroscopicamente estaveis continuaram a serem

avaliadas.

2.7 Teste de estabilidade acelerada

As emulsbes foram colocadas em tubos falcon e seladas, 3 mL das emulsdes
consideradas estaveis por meio de ensaios preliminares foram submetidas a condicfes de
temperatura variavel: uma foi armazenada a 4 °C £ 2°C, outra a temperatura ambiente sem
sol (25°C+ 2°C), outra foi armazenada ao sol, e outra foi exposta a 45 °C + 2°C (LIMA et
al., 2008). As leituras foram realizadas no inicio do teste (imediatamente ap0s a preparacao)
e a cada 7 dias até o dia 91. Os parametros avaliados foram: diametro de gotas, o volume
de gota, a area da gota e nitidez de particulas. As amostras que permaneceram

macroscopicamente estaveis cotinuaram a serem avaliadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atendendo a expectativa de diversos consumidores de produtos cosméticos a partir
de produtos naturais foi escolhida para o desenvolvimento desta pesquisa, a saponina de
Juda e de Sisal. Ambas possuem propriedades tensoativas em sistemas emulsionados.

A presenca de substancias tensoativas torna possivel a formacao de uma estrutura
de creme e sdo os principais responsaveis para a estabilidade das emulsGes durante o
periodo de armazenamento (KORHONEN, 2001). As propriedades fisico-quimicas e a
estabilidade das emulsdes formadas sédo determinadas por diversos fatores, tais como a
concentracdo do emulsionante, a fracdo de volume da fase oleosa para a fase aquosa, o
método de mistura, o tamanho das gotas, a viscosidade, a tensao superficial e temperatura,
assim como a homogeneizacéo e outras condi¢cdes de processamento empregadas (KIM
et al., 2006).

A Tabela 2 mostra as equacdes ajustadas que podem descrever o provavel
mecanismo de envelhecimento responsavel pela perda de estabilidade de emulsbes
cosmeéticas neste estudo, bem como os coeficientes de correlagdo. As emulsdes
apresentaram aproximadamente 90% de objetos circulares, indicando que n&o houve

grande interferéncia de outros objetos.
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Tabela 2: Mecanismos Coeficiente de correlagéo de perda das emulsdes estabilidade que

se manteve estavel pelo menos 42 dias (&3 = goticulas de didmetro (um3) e t = tempo (dias)).

Emulsbes _
o Equacéo ajustada R?
estaveis
11 a3 = 23,254¢0.026t 0,85
42 4% =0,4052x + 20,364 0,89
43 3% =0,2981x + 16,832 or 33 =18,288e0:0101x 0,98

Entre as 43 emulsdes preparadas, apenas 3 emulsdes permaneceram
visualmente estaveis e homogéneas, sem separacdo de fases durante mais
de 30 dias de armazenamento (as emulsdes 11, 42 e 43). Posteriormente,
somente a emulséo 11 sofreu separacao visual de fases. O resultado obtido
através da andlise de processamento de imagem revelou que as emulsdes
jd tinham iniciado o processo de perda de estabilidade no dia 42.

Apesar da emulsdo 11 se manter estavel por causa da proporgcao de
Span 80, alcool cetilico e laureth - 23 esta emulsdo apresentou tendéncia
de perda de estabilidade ao longo do tempo por coalescéncia, como
mostrado pela equacao exponencial na tabela 2. Mas a proporcao da largura
entre os picos da gaussiana da emulsdo 11, revelou gue esta apresentou
carater homogéneo e estavel, ja que nao houve variacdo da média do volume
das emulsdes.

Por outro lado, as emulsdes de 42 e 43 contendo saponina de sisal,
mostrou que, dependendo da quantidade de Span 80 e saponina a estabilidade
pode mudar. Uma vez que a emulsao 42 (0,13 m / m de Span 80 e 0,38 m /
m Saponina de sisal) apresentou tendéncia de perda de estabilidade por
mecanismo de difusdo molecular que mostrou uma emulsdao homogénea, mas
com aumento linear do diametro médio ao longo do tempo (Tabela 2).

Ja a emulsado 43 (0,38 m/ m de Span 80 e 0,13 m / m Saponina de sisal)
nao foi possivel observar o tipo de mecanismo de envelhecimento predominante

(coalescéncia ou difusdo molecular), mas esta emulsdo mostrou-se heterogénea
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(Tabela 2 e Figura 1).

50

y = 18,288€00101x
40 R2=0,9818
30

Didmetro Médio® (um?3)

20 y =0,2981x + 16,832
2 _
10 R? = 0,9815
0
0 20 40 60 80 100

Tempo (dias)

Figura 1: Evolucdo da dimensao das goticulas, em funcdo do tempo para a amostra 43.

De acordo Mitra e Dunga (1997), entre as propriedades das saponinas, a
concentracdo micelar critica (CMC), a densidade maxima de superficie e 0 niumero de
agregacdo (numero de monémeros em uma micela) sdo de grande importancia para a
aplicacdo como agentes tensoativos e agentes de formacdo de espuma. Estes séo
influenciados por variaveis tais como a temperatura, a concentracdo de sal, o pH de fase
aguosa, a concentracdo de solvente e do tipo (etanol, metanol). Além disso, as micelas
formadas em solu¢des aguosas podem variar em tamanho e forma, dependendo do tipo de
saponina.

Nesse estudo, foi possivel concluir que ndo € possivel substituir totalmente
gualquer um dos agentes tensoativos neste tipo de emulsdo cosmeética, entretanto alguns
componentes podem ser parcialmente substituidos pela saponina. Além disso, é necesséria
uma combinacdo de agentes tensoativos de modo a que uma possa complementar as
propriedades de outro (KORHONEN, 2001).

O ensaio de centrifugacao foi usado para eliminacdo algumas emulsdes. Neste
teste, foi utilizada a forca centrifuga para acelerar a sedimentacédo, coalescéncia ou
cremeacao do sistema, mostrando rapidamente, possiveis processos de instabilidade. As
emulsdes 42 e 43 (figura 2) foram as Unicas aprovadas pelo teste de centrifugacéo e, em
seguida, submetidas a outras condi¢cdes de estresse, como 0 estresse térmico, o ciclo de

congelamento / descongelamento.
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Figura 2. Distribuicdo de tamanho das goticulas para a amostra 42 e 43 no dia O e apds a

centrifugagéo.

As emulsfes 42 e 43 foram as Unicas que permaneceram visualmente estaveis,
pois ndo apresentaram separacao de fases. No entanto, de acordo com os resultados do
processamento de andlise de imagem ao longo dos dias de armazenamento, somente a
emulséo 42 pode ser caracterizado como homogéneo, ja que a média do volume das gotas
de 6leo ndo apresentou alteracao significativa. Entretanto, apds o procedimento de estresse
térmico e o ciclo de congelamento / descongelamento a emulsdo 42 mostrou um
deslocamento da média do volume das gotas de 6leo para valores mais elevados (Tabela
3). E a amostra 43 apos estresse térmico apesar de ter se tornado heterogénea nao

apresentou aumento do volume médio para valores maiores, pois a razao entre 0s picos do

dia 0 e apos estresse térmico ficou abaixo de 1,0.

Tabela 3: Parametros da distribuicdo Gaussiana do tamanho das micelas por emulséo no

inicio (Dia 0) e ap0s stress térmico.

Largura Pico
Amostra DiaO ApoOs stress Razéao Dia0 ApoOs stress Razao
42 0,0813 0,0930 1,1439 0,1820 0,1995 1,0964
43 0,0686 0,0873 1,2734 0,1819 0,1706 0,9379
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Ambas as emulsdes foram submetidas a teste de centrifugacgéo, estresse térmico,
ciclos de congelamento / descongelamento e teste de estabilidade acelerada por 90 dias.

As emulsfes desestabilizaram em 21 dias, quando submetidos a estresse térmico.

4. CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que a analise da imagem digital é indicada para a
estabilidade estudo de emulsbes cosméticas e foi possivel observar a influéncia de algumas
varidveis adicionadas a composicdo. Observou-se que sdo necessarios mais pontos de
avaliacdo durante cada semana de analise para que o processamento digital de imagem
possa determinar com maior precisdo o mecanismo de envelhecimento. No entanto, os
resultados apresentados mostraram que o uso de saponina de sisal (Agave sisalana) em
tais formulagBes provaram ser mais apropriada do que saponina de Jué (Ziziphus joazeiro).
Embora néo tenha sido possivel substituir completamente os tensoativos por saponinas, foi
possivel reduzir a quantidade de alguns ingredientes utilizados. E assim, foi possivel obter
um aumento de mais de 50% do tempo de estabilidade fisica das emuls6es cosméticas

avaliadas.
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