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Varios sdo os fatores que podem ocasionar a instabilidade de uma emulsdo, destacando-se a oxidagao,
reagdo prevenida pelo emprego de antioxidantes. O butil-hidroxi-tolueno (BHT) tem sido um dos
antioxidantes sintéticos mais utilizados em formulagdes cosméticas, porém, a busca da industria
farmacéutica e cosmética pelo emprego de produtos de origem natural tem sido cada vez maior.
Visto isso, o objetivo do presente trabalho foi a incorporacdo do resveratrol, um composto fenélico
encontrado principalmente em uvas bem como em vinhos tintos, em uma emulsdo base nio-idnica
para avaliagdo do perfil de estabilidade e atividade antioxidante em comparagdo a uma emulsdo base
ndo-idnica contendo o BHT. O perfil de estabilidade foi analisado pela observacéo das caracteristicas
organolépticas, determinag@o do pH e espalhabilidade, e atividade antioxidante através do teste com
o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Em relagdo a estabilidade, a altas temperaturas, a
emulsdo contendo BHT mostrou-se superior a emulsdo contendo resveratrol. Pela analise da atividade
antioxidante, o resveratrol tanto na sua forma de extrato seco, como quando incorporado na emulsdo,
demonstrou significativa superioridade em relagdo ao BHT, podendo ser sua utilizagdo uma alternativa
viavel em preparagdes cosméticas, devido ao seu grande potencial antioxidante.

Unitermos: Emulsodes/ estabilidade. Antioxidantes. Butil-hidréxi-tolueno. Resveratrol.

There are several factors that can lead to the instability of an emulsion, highlighting the oxidation, a
reaction prevented by the use of antioxidants. The butylated hydroxytoluene (BHT) has been one of
the most used synthetic antioxidants in cosmetic formulations; however, pharmaceutical and cosmetic
industries have shown considerable interest regarding the search for the use of natural products. Based
on this, the objective of this work was the incorporation of resveratrol, a natural phenolic compound
found mainly in grapes as well as in red wines, into a non-ionic emulsion basis for assessing the profile
of stability and antioxidant activity, as compared with a non-ionic basis emulsion containing BHT. The
profile of stability was examined by the observation of the organoleptic characteristics, determination of
pH and spreadability, and the antioxidant activity through the Radical Scavenging DPPH test. The results
showed that the emulsion containing BHT was more stable than the emulsion containing resveratrol,
when high temperature was used. For the analysis of the antioxidant activity, the resveratrol, in both
forms of incorporation, showed significant antioxidant activity in comparison to BHT, suggesting that
resveratrol may be a viable antioxidant alternative to be used into cosmetic preparations.

Uniterms: Emulsions/stability. Antioxidants. Butylated hydroxytoluene. Resveratrol.

INTRODUC AO cado farmacéutico e cosmético tem se dado de maneira
crescente nos ultimos anos, sendo as emulsdes amplamen-

O desenvolvimento de novas formula¢des no mer-  te utilizadas tanto para a incorporagao de farmacos, como
também de ativos cosméticos. Para a obtenc¢ao do sucesso
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estabilidade acelerada, que tem o objetivo de verificar, em
condi¢des especificas e controladas, a capacidade de um
produto manter as mesmas caracteristicas e propriedades
ao longo de sua vida 1til (Alves et al.,1999; Zanin et al.,
2001; Brasil, 2004; Zunino, 2007).

Um dos fatores que pode ocasionar a instabilidade
de uma emulsdo € a reacdo de oxidagao, resultando em
alteragdes no odor e aparéncia do produto, podendo ser
causada pelo oxigénio atmosférico ou ainda pela agao
de microorganismos, especialmente na fase oleosa. Essa
causa de instabilidade pode ser evitada com a adigdo de
antioxidantes na formula¢fo, dentre os quais se destaca o
BHT, um antioxidante sintético amplamente empregado
nas formulagdes cosméticas. Porém, atualmente ha uma
busca notavel pela utilizacdo de produtos de origem na-
tural, tanto pela industria farmacéutica, como cosmética,
visando atender as exigéncias do mercado (Silva, Soares,
1996).

Os compostos fenolicos, substancias que apresen-
tam pelo menos um anel aromatico, onde ao menos um
hidrogénio ¢ substituido, sdo amplamente distribuidos no
reino vegetal e apresentam destaque especial por exercer
em frutas e verduras a acdo antioxidante necessaria para
o funcionamento de células vegetais. O resveratrol ¢ um
composto fendlico, pertencente ao grupo dos flavonoides,
encontrado em cerca de setenta espécies vegetais, em par-
ticular, presente abundantemente em uvas (Vitis vinifera e
Vitis labrusca), tanto na forma cis (cis-3,5,4’-triidroxies-
tilbeno), como trans (trans-3,5,4’-triidroxiestilbeno), com
sua sintese ocorrendo principalmente nas cascas dos frutos
(Carvalho et al., 2003; Andrade, 2004; Avello, Suwalsky,
2006; Ramalho, Jorge, 2006).

Sendo assim, este trabalho visa a comparacdo da
estabilidade e da atividade antioxidante de duas emul-
soes, contendo as mesmas matérias-primas (mesmo lote
e fornecedor), porém, uma contendo o antioxidante BHT
de concentracdo de uso ja conhecida e outra contendo
resveratrol na forma de extrato seco.

Neste artigo, serdo apresentados os resultados da
avaliacdo do comportamento de ambas as formulagoes,
frente a condigdes especificas tanto no que diz respeito
ao tempo, como em relagdo ao armazenamento. Serao
apresentados também, resultados quanto a viabilidade de
emprego do antioxidante resveratrol em formulacdes de
uso topico.

MATERIAL E METODOS
Insumos

Crodabase CR2® (Alpha Quimica — lote: 0393/07);
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Polawax® (alcool cetoestearilico monoestearato de sorbi-
tano polioxietileno 20 O.E) (Delaware — lote: 240107);
metilparabeno (Delaware — lote: 060706); propilparabeno
(Delaware — lote: 141106); propilenoglicol (Galena — lote:
0701008404); vaselina liquida (Synth — lote: 87590); BHT
(Synth — lote: 79662); Resveratrol® - Extrato seco 8,19%
em resveratrol (Galena —lote: GK060926); agua destilada;
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila); metanol (Nuclear —
lote: 06040521) e potes de propileno, parede dupla com
tampa rosqueavel e tampa interna de PVC.

Preparacao das emulsdes base nao-ionicas

Para a preparacdo das emulsdes bases ndo-idnicas,
as matérias-primas foram separadas conforme a hidro ou
lipofilia. Os componentes da fase aquosa foram dissol-
vidos na chapa de aquecimento, em béquer de 1000 mL,
a temperatura de 80 °C e os componentes da fase oleosa
foram fundidos em banho-maria, em béquer de 1000 mL,
a uma temperatura de até 75 °C. Depois de alcancada a
temperatura de ambas fases oleosa e aquosa, procedeu-se
aadicdo lenta da fase aquosa sobre a fase oleosa, sob agita-
¢do constante de 9000 rpm, velocidade 4, com misturador
IKA RW 20n até o arrefecimento. Durante os primeiros
vinte minutos utilizou-se o agitador naval e ap6s o agitador
ancora por doze minutos.

Na preparacdo de 1000 g da emulsdo base nao
ionica contendo o BHT (EBHT), adicionou-se o mesmo
juntamente com a fase oleosa da formulagao. Ja para a
preparacdo da mesma quantidade da emulsdo base ndo
ionica contendo o extrato seco de resveratrol (ER), bem
como para a emulsdo base ndo idnica Polawax, também
contendo o extrato seco de resveratrol como antioxidante
(EPR), incorporou-se o0 mesmo na concentracao de 2%,
previamente diluido em 10 mL de agua destilada, apds o
arrefecimento da emulsao.

Teste de estabilidade acelerada

As emulsoes, EBHT e ER foram armazenadas em
triplicata a temperatura ambiente a 20 °C (20,45 = 1,45 °C),
na estufa a 45 °C (45,00 = 0,15 °C) e na geladeira a 4 °C
(4,10 £ 1,56 °C), em todas as condigdes ao abrigo da luz.
O estudo de estabilidade foi realizado durante dois me-
ses, iniciando com a centrifugacdo das formulagdes. As
determinagdes do pH e parametros organolépticos foram
realizadas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 dias, e as analises
de espalhabilidade foram realizadas nos tempos 30 e 60
dias. O tempo zero foi considerado o momento em que se
realizou o primeiro registro de um parametro analisado
(Brasil, 2004).
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Centrifugacao

As bases ndo i6nicas EBHT, ER e EPR foram sub-
metidas a centrifugagdo na centrifuga digital de tubos
Q-222 D18/28 QUIMIS a 3000 rpm, 25 °C por 30 minutos
apos 24 horas da sua producao, com o objetivo de verificar
uma possivel instabilidade inicial (Brasil, 2004).

Determinacao das caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas avaliadas foram:
aspecto, cor ¢ odor. Para a avaliag@o, adicionou-se uma
aliquota de cada amostra em vidro relogio, tendo sido
as caracteristicas analisadas sobre um fundo branco em
comparag¢do a padroes, sendo estes, trés potes das bases
ndo ionicas EBHT e ER, armazenados a temperatura de
19°C (18,78 £0,76 °C) e ao abrigo da luz. O aspecto e a cor
foram avaliados visualmente e o odor diretamente através
do olfato (Brasil, 2004; Spellmeier, 2005).

Determinacao do pH

Determinou-se o pH de cada formulagao utilizando-
se uma solugao a 10% (m/v), obtida pela dispersdaode 2 g
da formulagao em agua destilada com o auxilio do agitador
magnético MA 085 na velocidade 4 por 15 minutos, para
amostras armazenadas a temperatura ambiente, estufa e
geladeira, sendo as determinagdes realizadas com pHme-
tro previamente calibrado com solugdes-tampao pH 4 e pH
7. Os resultados correspondem a média de trés determina-
¢oes (Knorst, 1991; Archondo, 1999; Milao, 2001).

Determinacao da espalhabilidade

Para determinagao da espalhabilidade uma placa-
molde circular de vidro (diametro = 20 cm; espessura =
0,3 cm), com orificio central de 1,2 cm de didmetro, foi
colocada sobre uma placa suporte de vidro (20 cm x 20
cm). Sob essa placa posicionou-se uma folha de papel
milimetrado e uma fonte luminosa. A amostra foi intro-
duzida no orificio da placa e a superficie foi nivelada com
espatula. Apos, a placa-molde foi cuidadosamente retirada.
Sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso
pré-determinado. Depois de um minuto, foi calculada a
superficie abrangida, através da medigdo do diametro em
duas posigdes opostas, com auxilio da escala do papel
milimetrado e com posterior calculo do diametro médio.
Este procedimento foi repetido acrescentando-se novas
placas, em intervalos de um minuto, registrando-se a cada
determinag@o a superficie abrangida pela amostra e o peso
da placa adicionada até um niimero maximo de 19 placas

(Knorst, 1991; Mildo, 2001; Spellmeier, 2005).
A espalhabilidade (Ei), determinada a 24 + 2 °C, foi
calculada através da equacao:

d’x 7

Ei= )

Onde: Ei = espalhabilidade da amostra para peso i
(mm?); d = didmetro médio (mm)

A espalhabilidade maxima foi considerada como o
ponto no qual a adigdo de peso ndo ocasionou alteragdes
significativas nos valores da espalhabilidade, e o esfor¢o
limite corresponde ao peso que resulta na espalhabilidade
maxima.

Avaliacao da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante de ambas as formulagdes,
EBHT e ER, bem como a comparagao entre o antioxidante
BHT e resveratrol, foi determinada através do teste com o
radical livre DPPH, através do seqiiestro desses radicais
livres (Elmastas et al., 2006).

Nesse método € preparada uma solugao 0,00013M
de DPPH em metanol. Para a preparagao das amostras, ¢
pesada a quantidade de 0,0625 g de cada uma, com adigdo
de 25 mL de metanol, resultando em uma solugao de cada
amostra na concentragao de 0,0025g/mL. Em seguida, é
preparada uma solu¢do de concentragdo 0,00001g/mL de
cada amostra, as quais sdo novamente diluidas conforme
Figura 1.

6 mL

g.s.p. 10 mL metanol

FIGURA 1 — Diluigdes realizadas para teste do radical DPPH.

Ap0s a adicdo da solugdo de DPPH, aguardou-se
30 minutos para iniciar a leitura no espectrofotometro no
comprimento de onda 517 nm. Além da solu¢@o com a
amostra, foi realizada a leitura da solugdo controle con-
tendo somente 1:3 DPPH e metanol.

Para avaliagdo da atividade captadora de radical
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livre foi calculada a porcentagem de inibigdo do DPPH
pela equacgdo:

% inibigio do DPPH = [(A, - A,) /A, x 100]

Onde: A =absorbancia do controle; A = absorban-
cia da amostra.

Analise estatistica

Para analise dos resultados do pH, avaliacdo da
espalhabilidade e atividade antioxidante, utilizou-se o
programa SAE — Sistema de Apoio Estatistico (Ahlert,
2005), através dos testes estatisticos ANOVA, Teste t e
Tukey, com niveis de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Teste de centrifugacao

A centrifugacao foi realizada como anélise preliminar,
a fim de determinar qualquer sinal de instabilidade indicati-
va de necessidade de reformulacao (Brasil, 2004). Apds este
teste, nenhuma das formula¢des, EBHT, ER e EPR, apresen-
taram alteracao em relac@o ao seu aspecto original.

Determinacoes organolépticas

As formula¢des EBHT e ER foram analisadas fren-
te a padrdes, sendo eles trés potes das bases ndo idnicas
EBHT e ER, armazenados a temperatura de 19° C (18,78
+0,76 °C), ao abrigo da luz.

A temperatura de 20 °C, as formula¢des EBHT e
ER permaneceram inalteradas durante todo o periodo
de estudo de estabilidade (60 dias). A emulsdo EBHT,
armazenada a 45 °C, apresentou alteragdes somente apos
45 dias, periodo apds o qual se observou a presenca de
goticulas na superficie, indicando o inicio da separagdo de
fases. Entretanto, em relacdo a cor e ao odor permaneceu
inalterada. A emulsao ER apresentou-se com nitida sepa-
racdo de fases e odor alterado apos 15 dias armazenada
a 45 °C, mostrando-se instavel quando submetida a essa
temperatura, sendo descartadas para as proximas analises
as demais amostras ER armazenadas nesta condi¢io.

Para verificar se a instabilidade da emulsdo ER,
demonstrada pela nitida separagdo de fases, manter-se-ia
mesmo com a alteragao da base, preparou-se uma nova
formulac¢ao utilizando-se a base auto-emulsionante nao
ionica Polawax (alcool cetoestearilico e monoestearato
de sorbitano polioxietileno 20 OE). Essa nova formula-
¢ao (EPR), sem adigao do antioxidante BHT e contendo
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2% de extrato seco de resveratrol, foi armazenada nas
mesmas condi¢des da EBHT e ER, para comparacdo em
relagdo a emulsao ER. Aos 15 dias, a formulagdao EPR,
armazenada a 45 °C, apresentou nitida separagao de
fases, indicando que a instabilidade das emulsdes con-
tendo resveratrol quando submetidas ao calor ndo esta
relacionada necessariamente ao tipo de base utilizada,
podendo esta ocorrer devido a evaporagao de agua da
formulagao e/ou pela acdo do calor que acelera reagdes
entre os componentes da mesma ¢ ainda pelo extrato seco
de resveratrol incorporado.

Determinacao do pH das formulacoes

Pela realizacdo deste teste, observa-se que em rela-
¢ao as diferentes condi¢des de armazenamento, as amos-
tras EBHT e ER apresentaram diferencas significativas
(nivel de confianca 95%) quando comparadas uma com a
outra. Cabe ressaltar que essa diferenca ja ocorre no tempo
0, ou seja, as formulagdes tém originalmente valores de
pH diferentes, apresentando-se a formulagdo EBHT com
maior valor em relagdo a ER, como pode ser observado
nas Figuras 2 e 3.
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FIGURA 2 - Valores de pH da EBHT e ER armazenadas a 20°
C em funcao do tempo de armazenamento (n=3).

A comparagao dos valores de pH da EBHT em rela-
¢ao a ER, ambas armazenadas a 45 °C, nio foi realizada
devido a instabilidade da ER quando submetida a esta
condigdo; o que levou a eliminagdo da amostra. Entretanto,
o pH manteve-se estavel para cada formulagao, nao dife-
rindo significativamente em relacao ao tempo transcorrido
e nas temperaturas de 4 ¢ 20 °C.

Avaliacao da espalhabilidade

Pela analise da espalhabilidade, foi possivel obser-



Avaliacdo da estabilidade e atividade antioxidante de uma emulsio base ndo-i6nica contendo resveratrol 149

HER
OEBHT

pH
o -~ N W > OO O N

J

0 15 30 45 60
Tempo (dias)

FIGURA 3 - Valores de pH da EBHT e ER armazenadas a 4° C
em func¢do do tempo de armazenamento (n=3).

var que existe diferenca significativa entre as formulagdes
EBHT ¢ ER.

Frente as diferentes condi¢des de armazenamento,
no periodo de 60 dias, constatou-se que para a EBHT,
as formulagdes armazenadas a 20 ¢ 4 °C, apresentaram
comportamentos semelhantes quanto a espalhabilidade,
diferindo de maneira significativa em relacao a ambas, a
amostra submetida a 45 °C, como pode ser observado na
Figura 4.
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FIGURA 4 — Espalhabilidade (Ei) da EBHT (60 dias) nas
diferentes condigdes de armazenamento em relagdo ao peso
adicionado (n=3).

Ja para a formulacdo ER armazenada a 20 e 4 °C
ndo houve variagdo significativa nesses valores, ao longo
dos 60 dias de analise (Figura 5). Por ter apresentado
separagao de fases nao foi possivel a analise da mesma
a45°C.

Em relagdo ao tempo de armazenamento, nas dife-
rentes condigdes, a EBHT alterou de maneira significativa
o valor de sua espalhabilidade quando armazenada a 20 ¢
4 °C, porém nao houve diferenca significativa na amostra
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FIGURA 5 - Espalhabilidade (Ei) da ER (60 dias) nas diferentes
condic¢des de armazenamento em relagdo ao peso adicionado
(n=3).

submetida a 45 °C no decorrer dos 60 dias. Ja a ER diferiu
de maneira significativa sua espalhabilidade quando arma-
zenada a 20 °C, porém essa diferenca ndo foi observada na
amostra submetida a 4 °C durante os 30 e 60 dias. Sendo
assim, pode-se dizer que, de modo geral, a EBHT apresen-
tou ao longo do periodo de analise, maior espalhabilidade
que a ER, fato que pode ser explicado pela presenca do
extrato seco de resveratrol, um componente pulvurulento,
que aumenta a consisténcia da formulagado, diminuindo
conseqiientemente a sua espalhabilidade.

Avaliacao da atividade antioxidante

Para a avaliagao da atividade antioxidante desem-
penhada pelas diferentes formulagdes EBHT e ER, bem
como para comparagdo entre o BHT e o extrato seco de
resveratrol, as amostras foram submetidas ao teste do
radical DPPH.

Através da avaliacdo da atividade antioxidante do
BHT em relagao ao extrato seco de resveratrol, foi possivel
observar de maneira significativa a superioridade do resve-
ratrol, quando avaliado tanto na sua forma de extrato seco
como quando incorporado a emulsio (Figuras 6 e 7).

Esse resultado pode ser explicado ao observar-se a
estrutura quimica da molécula do resveratrol. Esta apre-
senta dois anéis aromaticos e ligagdes duplas, formando
intermediarios relativamente estaveis, devido a ressonan-
cia do anel presente em sua estrutura, enquanto o BHT
apresenta em sua estrutura apenas um anel aromatico.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi testada
também entre as formulacdes EBHT e ER, contendo am-
bas o respectivo antioxidante na concentragao de 0,05%,
e tendo sido armazenadas a temperatura de 20 °C. Nesta
condi¢do, observou-se novamente que ha diferenga signi-
ficativa entre a utiliza¢ao do extrato seco de resveratrol em
relacdo ao BHT, sendo a formulacao contendo resveratrol
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FIGURA 6 - Percentual de inibi¢do de DPPH do BHT e do
resveratrol (n=3). Amostras de BHT e resveratrol preparadas
conforme descrito na metodologia.
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FIGURA 7 - Percentual de inibicdo de DPPH na EBHT ¢ ER
armazenadas a 20 °C (n=3).

superior em todas as concentragdes testadas, mostrando
sua atividade antioxidante, mesmo quando incorporado
em uma emulsao (Figura 7).

O aumento da temperatura pode acelerar reagdes
quimicas nas formulagdes, ou ainda, neste caso, ocasionar
perda de atividade antioxidante nas emulsdes submetidas
ao calor, armazenadas a 45 °C durante o periodo de estudo.
Devido ao fato da formulagao ER apresentar-se instavel
ja aos 15 dias, quando armazenada a 45 °C, realizou-se o
teste de atividade antioxidante para verificar se 0 aumen-
to de temperatura influi na sua atividade, comparando
o percentual de inibicdo de DPPH apresentado pelas
formulagao ER armazenadas a 20 e 45 °C. Na maioria
das concentracdes, foram observadas diferengas signifi-
cativas entre as formulagdes, sendo que a ER submetida
ao calor apresentou diminuigdo do percentual de inibi¢ao
de DPPH.

CONCLUSOES

Em relacdo a analise preliminar da estabilidade da
formulagdo contendo BHT e daquela contendo resveratrol,
através da centrifugacdo das formulagdes, ambas apresen-
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taram-se estaveis, ndo sendo necessaria a reformulagdo
para a continuidade do estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram
que a EBHT apresenta estabilidade superior em relagao
a ER, quando ambas sao submetidas a altas temperaturas
(45°O).

Na avalia¢do da espalhabilidade de ambas as for-
mulac¢des, nas diversas condi¢des de armazenamento, no
decorrer dos 60 dias, a EBHT apresentou maiores valores
de espalhabilidade. Cabe ressaltar que a espalhabilidade foi
originalmente superior, o que ja era esperado, ja que a ER
apresentava maior teor de s6lidos na sua formulagao, devido
a incorporagdo do extrato seco contendo resveratrol.

Na avaliagdo da atividade antioxidante, o emprego do
resveratrol justifica-se por ter sido observada sua diferencia-
da agdo na formula¢ao ER em relagdo a EBHT, que, mesmo
apos perda de parte de seu potencial antioxidante, quando
submetida ao calor, mostrou-se superior ao BHT.

Sendo assim, o desenvolvimento de formulagdes
cosméticas contendo resveratrol como antioxidante
mostra-se uma alternativa viavel, devido a sua notavel
superioridade em relagdo ao antioxidante sintético BHT.
Entretanto, ¢ mais aconselhavel a utilizacdo de extratos
com maiores teores de resveratrol ou da molécula de forma
isolada, para que sejam minimizados os efeitos de outras
substancias que constituem os extratos, como por exem-
plo, excipientes, nas caracteristicas fisico-quimicas, bem
como na estabilidade da formulacao cosmética.
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