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APRESENTAÇÃO

Quando utilizamos o termo Biotecnologia estamos mencionando um conceito 
na verdade muito antigo, porém estremamente atual e futurista. A muito tempo 
a humanidade se utiliza dos processos biotecnológicos para a obtenção de novos 
produtos, todavia o avanço da tecnologia em todos os seus aspectos tem oferecido 
estratégias e ferramentas altamente eficientes para maximizar a obtenção desses 
produtos essenciais para a subsistência do homem.

A revolução tecnológica contribuiu grandemente com a evolução no campo da 
pesquisa básica e aplicada e as descobertas propciadas por tecnologias mais apuradas 
possibilitaram um entendimento mais profundo dos mecanimos moleculares gerando 
cada vez mais novas perspectivas. 

Tudo isso culminou em investimentos públicos e privados, favorecendo o 
desenvolvimento principalmente de regiões onde a tecnologia é priorizada. Todavia 
outras regiões também tem crescido e avançado à medida que investem esforços 
em patentes, aplicações comerciais e prestação de serviços especializados. Assim, 
destacamos a importancia desta literatura aqui publicada, haja vista a diversidade de 
capítulos que abordam temas e conceitos atuais das nanociências aplicadas.

São diversas as possibilidades de aplicações biotecnológicas em diversos 
campos, neste livro tentaremos otimizar os conceitos biotecnológicos e das 
nanociências abordando potencialidades de aplicação da biotecnologia no campo 
da saúde, nutrição, farmacologia, toxicologia e biologia molecular que têm atraído o 
interesse de pesquisadores, da indústria, investidores privados e empreendedores e 
muitos outros visionários.

Nosso profundo desejo é que esta obra seja o “ponta-pé” inicial para que 
outros livros nessa mesma perspectiva possam ser elaborados pela comunidade 
científica do nosso país. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada 
aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena Editora por permitir que 
o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que acadêmicos e docentes 
tenham em mãos material fundamentado nessa área tão promissora. 

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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GOTÍCULA DE NANOEMULSÕES CONTENDO 
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CAPÍTULO 9
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RESUMO: Physalis peruviana (goldenberry) é 

uma fruta rica em compostos bioativos. Esses 
compostos são instáveis a exposição de fatores 
químicos e físicos, além de possuírem baixa 
solubilidade em água. A associação de produtos 
naturais com sistemas nanoestruturados vem 
somando no desenvolvimento de pesquisas e 
aprimoramentos no controle da estabilidade, 
da solubilidade, da biodisponibilidade e da 
liberação dos bioativos. A nanoemulsão é um 
sistema constituído por uma fase dispersa e 
outra contínua, com boa estabilidade devido 
a faixa de tamanho de gota, entre 50 e 1000 
nm. A sonicação aplicada no processo de 
nanoemulsificação é rápida e mais eficiente 
para diminuir o tamanho de gota e o índice de 
polidispersão. Otimizando parâmetros como 
tempo e frequência, foi possível observar uma 
influência positiva da energia ultrasônica sob a 
formulação de nanoemulsão. Neste trabalho, 
as análises de tamanho apontaram o banho 
de ultrassom com frequência de 37 kHz como 
tendo a melhor nanoemulsão com tamanho de 
gota inferior a 200 nm, com baixa polidispersão 
e sem a presença de micropartículas.
PALAVRAS-CHAVE: Nanoemulsão, ultrassom, 
Physalis peruviana

ABSTRACT: Physalis peruviana (goldenberry) 
is a fruit rich in bioactive compounds. These 
compounds are unstable to expose chemical 
and physical factors, in addition to having low 
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solubility in water. The association of natural products with nanostructured systems 
has added to the development of research and improvements in the control of stability, 
solubility, bioavailability and bioactive release. The nanoemulsion is a system consisting 
of a dispersed and a continuous phase, with good stability due to the droplet size 
range, between 50 and 1000 nm. The sonication applied in the nanoemulsification 
process is quick and more efficient to decrease the droplet size and the polydispersity 
index. Optimizing parameters such as time and frequency, it was possible to observe 
a positive influence of the ultrasonic energy under the nanoemulsion formulation. 
In this work, the size analyzes pointed to the ultrasonic bath with a frequency of 37 
kHz as having the best nanoemulsion with droplet size of less than 200 nm, with low 
polydispersion and without the presence of microparticles.
KEYWORDS: Nanoemulsion, ultrasound, Physalis peruviana

1 | 	INTRODUÇÃO

No gênero Physalis podem ser encontradas aproximadamente 120 espécies 
espalhadas nas zonas temperadas do planeta, principalmente no sul da América do 
Norte e na América do Sul (Nurit Silva; Agra, 2005). A Physalis peruviana é a espécie 
de physalis mais conhecida. É um fruto que varia da cor amarela até um laranja escuro, 
com forma e estrutura semelhante ao tomate, porém de tamanho menor que este 
(Alvarado et al., 2004). Os frutos podem ter até 300 sementes e pesar entre 4 e 10 g 
cada, além de serem envoltos por um cálice (Avila et al., 2006). A Physalis peruviana 
é rica em compostos bioativos, como vitamina A e C, fitoesteróis, β-caroteno, fisalinas, 
entre outros, que tem como propriedades a ação antioxidante, anti-inflamatória, 
antibacteriana e imunossupressora (Ramadan; Morsel, 2003; Briones-Labarca et al., 
2013; Kuspka; Jélen, 2016).

Buscando amenizar os problemas que os compostos bioativos apresentam, tais 
como baixa solubilidade em água e a instabilidade frente a altas temperaturas, exposição 
a luz e oxigênio, tem-se procurado alternativas como micro e nanoencapsulação desses 
compostos, visando também a melhor absorção e aumento da biodisponibilidade dos 
mesmos (Codevilla et al., 2015; Schmaltz et al., 2005). 

Compostos nanoestruturados conferem vantagens como direcionamento da 
substância ativa no sítio de ação, aumentando o efeito terapêutico e/ou diminuindo 
os efeitos adversos, além de melhorar a biodisponibilidade (Couvreur et al., 2002; 
Schaffazick et al., 2003). Dentre os principais nanocarreadores estudados estão as 
nanoemulsões, que são um sistema constituído por gotículas de óleo estabilizadas por 
tensoativos (Guterres et al., 2007; Anton et al., 2008). As nanoemulsões, ao contrário 
das microemulsões, não necessitam de grandes quantidades de tensoativos (entre 
5 e 10%) e são sistemas estáveis por possuírem pequeno tamanho de glóbulo, que 
proporciona grande redução na força de gravidade superada pelo movimento browniano 
(Capék, 2004; Fernandez et al., 2004; Tadros et al., 2004). As nanoemulsões podem 
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ser do tipo água-em-óleo (A/O) ou óleo-em-água (O/A). O que definirá o tipo será a 
afinidade dos tensoativos pelas fases, aquosa e oleosa (Daudt et al., 2013). Quando 
a nanoemulsão for do tipo A/O, significa que a fase externa é a oleosa; quando for do 
tipo O/A, a fase externa é a aquosa (Pays et al., 2002).

Para que as nanoemulsões sejam formadas é necessário energia, geralmente de 
dispositivos mecânicos ou a partir do potencial químico dos componentes do sistema 
(Assis et al., 2012). As nanoemulsões podem ser preparadas usando os métodos de 
alta ou de baixa energia. Nos métodos de alta energia estão a homogeneização à 
alta pressão, a sonicação e a microfluidização. Nos de baixa energia, é utilizada a 
energia química armazenada nos componentes do nanosistema como, por exemplo, 
a emulsificação espontânea e a inversão de fases (Solans et al., 2005; Anton et al., 
2008).

O ultrassom é usado em uma ampla gama de processos químicos, físicos e 
biológicos. Homogeneização, emulsificação, e dispersão são exemplos de processos 
físicos. A maioria das aplicações de ultrassom de alta intensidade são baseados em 
efeitos de cavitação. Os efeitos físicos da cavitação estão sendo usados em uma 
geração top-down de nanopartículas. Nesse caso, as partículas são reduzidas em 
tamanho pelas forças de cavitação, ou seja, a quebra de aglomerados e agregados 
(Hielscher, 2005). A sonicação é uma técnica rápida e eficiente para desenvolvimento 
de um sistema nanoemulsionado com boa estabilidade, tamanho de gota pequeno e 
baixo índice de polidispersão (Lin; Chen, 2008). O tamanho do diâmetro das gotículas 
pode ser controlado através de parâmetros do processo, tais como a concentração 
do óleo, a quantidade de tensoativo, a viscosidade da fase contínua e o tempo de 
emulsificação (Nakabayashi et al., 2011). A intensidade de sonicação é um dos 
parâmetros que tem grande influência no processo de emulsificação, visto que com o 
seu aumento, o tamanho das gotículas diminui (Almeida et al., 2008).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influência da sonicação no tamanho de 
gota de nanoemulsões do tipo óleo em água, usando diferentes frequências de banho 
e sonda de ultrassom.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Materiais

Physalis peruviana foi obtida da empresa Italbraz® localizada na região de  
Vacaria-RS. Etanol, metanol e acetona foram adquiridos da Dinâmica (São Paulo, 
Brasil). Tween 80 foi adquirido de Synth (São Paulo, Brasil), Span 80 foi adquirido 
de Fluka (São Paulo, Brasil) e Triglicerídeos de Cadeia Média (TCM) foi adquirido de 
Delaware (Porto Alegre, Brasil).



Atividades de Pesquisa em Biotecnologia e Nanociências Capítulo 9 76

2.2	Extrato de Physalis

O extrato hidroalcoólico na figura 1, foi preparado seguindo a metodologia de 
Codevilla et al. (2018). A fruta Physalis foi previamente pesada (15 g) e macerada com 
o auxilio de grau e pistilo, após, 25 mL de etanol 60% (v/v) foi adicionado, e a mistura 
foi submetida a agitação mecânica por 2 horas, protegida da luz. O extrato foi filtrado 
com um filtro de poliamida de 0,45 μm de porosidade (Sartorius Stedim Biotec) e 
armazenado em frasco âmbar sob refrigeração (4 ºC) até sua utilização.

Figura 1. Esquema de obtenção do extrato hidroalcoólico de Physalis peruviana. Fonte: o autor.

2.3	Nanoemulsão

Um mapeamento prévio dos banhos de ultrassom (US) foi feito usando uma 
régua, caneta e papel alumínio. Três profundidades (fundo, meio e superfície do 
banho) foram avaliadas. As formulações foram preparadas de acordo com o método 
descrito por Bouchemal e colaboradores (2004), com algumas modificações. A fase 
orgânica consistiu de Span 80 (0,077 g), TCM (0,165 g), acetona (27 mL) e extrato de 
physalis (20 mg mL-1), e a fase aquosa consistiu de água ultrapura (54 mL) e Tween 
80 (0,077 g). A fase orgânica foi vertida sob a fase aquosa com auxílio de uma seringa 
sem agulha, sob sonicação em banhos de diferentes frequências (25, 35, 37, 45, 80 e 
130 kHz) ou sonda ultrassônica com frequência de 20 kHz (ambos da Elma Ultrasonic, 
Singen, Alemanha) pelos tempos de 3 e 10 minutos, em temperatura ambiente. Após 
o término da nanoemulsificação, o solvente orgânico foi evaporado sob pressão 
reduzida em rotaevaporador (Rotavapor R-210, Buchi, Flawil, Suíça) e o volume final 
da formulação foi fixado em 10 mL (20 mg mL-1 de extrato de Physalis peruviana). 
O mesmo procedimento foi realizado para preparação de nanoemulsão contendo 
extrato de Physalis usando um método de baixa energia, a emulsificação espontânea 
com agitação magnética ao invés da sonicação. As amostras foram armazenadas em 
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frasco âmbar sob refrigeração (4 ºC) até sua utilização.

2.4	Análise do tamanho de gota

As análises de diâmetro médio e índice de polidispersão foram realizadas 
em espectrômetro de correlação de fótons (ZetaSizer Nanoseries, Malvern, United 
Kingdom). Foi retirada uma alíquota da nanoemulsão e feita uma diluição em água 
ultrapura (1:500).  A análise de tamanho e verificação da ausência de gotas em escala 
micrométrica foi realizada através de difratômetro a laser (Master Sizer 3000 E, 
Malvern, United Kingdom).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Segundo Bouchemal e colaboradores (2004), a emulsificação espontânea é 
produzida por diferentes mecanismos os quais parecem ser afetados pela composição 
do sistema e suas características físico-químicas. Para Martini e colaboradores (2007) 
e Santos Magalhães e colaboradores (2000), o tamanho e a distribuição das gotículas 
são fortemente afetados pela natureza do solvente usado durante o processo de 
emulsificação espontânea, concentração do soluto, viscosidade do óleo, do tensoativos 
e principalmente pela energia aplicada no sistema, nesse caso, agitação magnética.

A determinação do diâmetro médio de gotícula das nanoemulsões é uma análise 
fundamental, pois o tamanho está diretamente ligado à estabilidade do sistema (Bruxel 
et al., 2012). O diâmetro é influenciado pela composição quali e quantitativa das 
formulações e pelo método de preparo utilizado. (Benita; Levy, 1993). Outro parâmetro 
importante na avaliação de tamanho de gotícula é o índice e polidispersão. Esse índice 
fornece informações a respeito da homogeneidade da distribuição dos tamanhos de 
gotícula do sistema. Valores menores que 0,3 de índice de polidispersão (PDI) indicam 
que o sistema é monodisperso (Lemos-Senna, 2011).

As nanoemulsões obtidas com agitação magnética para os tempos de 3 e 10 
minutos apresentaram, respectivamente, 431 nm e  258 nm de tamanho de gota e um 
índice de polidispersão maior que 0,3. Mezadri (2010) elaborou nanoemulsão contendo 
extrato etanólico da polpa dos frutos de Syagrus romanzoffiana, obtida por método de 
baixa energia, que apresentou tamanho de glóbulo inferior a 200 nm, porém o valor 
de índice de polidispersão foi maior que 0,3, o que não é desejável para um sistema 
homogêneo e estável. A inerente estabilidade das nanoemulsões está diretamente 
relacionada ao processo de preparo que confere estabilização estérica, quando se 
emprega tensoativos não-iônicos e/ou polímeros; e ao diminuto tamanho dos glóbulos, 
cujo movimento browniano diminui a atuação da força da gravidade, prevenindo assim 
fenômenos de instabilidade (Tadros et al., 2004; Fernandez et al., 2004).

O banho e o homogeneizador ultrassônico, conhecido como sonda de US, são os 
equipamentos mais comumente empregados em laboratórios. Ambos são constituídos 
por um quartzo piezoelétrico, que pode expandir e contrair em resposta a voltagens 
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elétricas alternadas, gerando ondas sonoras. Com a utilização das ondas sonoras, 
ocorrem vibrações mecânicas seguidas da formação de cavitação acústica. Cavitação 
é a formação, crescimento e o implosivo colapso de bolhas em um líquido. Colapso 
cavitacional produz aquecimento local intenso (~ 5000 K), altas pressões (~ 1000 atm), 
altas taxas de aquecimento e resfriamento (> 109 K seg-1), além de correntes de jato 
líquido (~ 400 km h-1). O colapso destas cavidades gera ondas de choque potentes, 
que quebram as gotículas em tamanho menores (Gosh et al., 2013; Suslick, 1998). 

A frequência é diretamente proporcional a energia, ou seja, quanto maior 
a frequência maior a energia dissipada. A energia está ligada a intensidade, que 
é um parâmetro que tem grande influência no processo, pois com seu aumento, o 
tamanho de gota diminui. Mosavian e Hassani (2010) e Hielscher (2005) verificaram 
que a frequência e o tempo de sonicação, dentre outros parâmetros, influenciam 
diretamente no tamanho de gota de sistemas emulsionados. Na tabela 1, observam-
se os resultados de tamanho de gota encontrados para as diferentes frequências dos 
banhos e sonda de US. 

US/Frequência (kHz) Tempo (min)
Difração a laser Correlação de fótons

D [4:3] (μm) Span Diâm. Méd. 
(nm) PDI

Banho / 25 3 0,494 0,610 186 0,093
Banho / 25 10 0,491 0,610 297 0,221
Banho / 35 3 0,495 0,607 250 0,262
Banho / 35 10 0,510 0,623 253 0,292
Banho / 37 3 0,490 0,607 169 0,141
Banho / 37 10 0,478 0,624 162 0,166
Banho / 45 3 0,862 0,977 308 0,292
Banho / 45 10 0,488 0,609 173 0,115
Banho / 80 3 0,505 0,612 198 0,128
Banho / 80 10 0,602 0,646 193 0,128
Banho / 130 3 0,529 0,645 225 0,184
Banho / 130 10 0,758 0,791 216 0,157
Sonda / 20 3 1,820 4,586 178 0,125
Sonda / 20 10 3,540 5,629 163 0,173

Tabela 1. Resultados de tamanho de gota das nanoemulsões para diferentes frequências nos 
tempos de 3 e 10 minutos.

Apesar da análise de espectroscopia de correlação de fótons ter apresentado 
tamanho de gota na faixa de nanômetros para as amostras elaboradas por sonda de 
US, os valores obtidos na análise por difração a laser, tanto para o tempo de 3 quanto 
para o de 10 minutos, mostraram a presença de micropartículas, além de um alto 
valor de dispersão, chamado de Span. De acordo com Washington e Davis (1988) 
o método com sonda de US, embora conveniente e de baixo custo, tem numerosas 
desvantagens, incluindo o excessivo aquecimento da amostra, a contaminação do 
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produto com resíduos de titânio provenientes da sonda e a ocorrência de ampla 
distribuição do tamanho de gotícula, que impede a reprodutibilidade do tamanho de 
gotícula nos produtos obtidos.

Segundo Avvaru e Pandit (2008), a posição da amostra em determinada 
profundidade e lado na cuba do banho de US também influencia no melhor 
aproveitamento da eficiência das bolhas de cavitação e, consequentemente no tamanho 
de gota. Foi realizado um mapeamento dos banhos em diferentes frequências, onde 
foi possível observar a localização ótima da amostra na cuba. Na figura 2, observa-se 
o mapeamento do banho de 37 kHz nas profundidades e diferentes áreas/lados de 
localização do recipiente da amostra. Como o recipiente de emulsificação era pequeno, 
devido ao volume de amostra, e o mapeamento da superfície mostrou a área central 
com maior incidência de ondas mecânicas, optou-se pelo uso dessa profundidade (2 
cm) (figura 2A) nesse banho, dessa forma mantendo também a reprodutibilidade.

Figura 2. Mapeamento do banho de US de 37 kHz, onde A é mapeamento de maior 
concentração de energia na superfície do banho, B na altura média do banho e C no fundo da 

cuba do banho. Fonte: o autor.

As formulações elaboradas com banho de US na frequência de 37 kHz com 
tempos de 3 e 10 minutos tiveram melhor granulometria e distribuição de gotas 
(tabela 1 e figura 3) pela análise de difração a laser. É possível observar (figura 3) 
que não houve picos na faixa micrométrica no gráfico, indicando que não há presença 
de micropartículas em ambos tempos de sonicação. Essa também foi a condição 
que apresentou menor tamanho de gota e PDI, pela análise de espectroscopia de 
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correlação de fótons, quando comparados aos resultados de outras condições de 
frequência e tempo (tabela 1).

Figura 3. Gráfico da distribuição do tamanho de gota da nanoemulsão contendo extrato de 
Physalis peruviana, por análise de difração a laser. Banho de US, frequência de 37 kHz (A) 3 

minutos e (B) 10 minutos.

4 | 	CONCLUSÃO

A sonicação é um eficiente método de nanoemulsificação, possibilitando um 
menor tamanho de gotícula e menor índice de polidispersão quando comparado 
ao método convencional com agitação magnética. Com isso, as duas análises de 
tamanho de gota apontaram o banho de US na frequência de 37 kHz como sendo a 
melhor opção para otimização do tamanho das gotículas em nanoemulsão de extrato 
de Physalis peruviana. 
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