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CAPITULO 2
Nanoemulsdes: Preparacao,
Caracteristicas e Estabilidade

Lucas C. Silva'?, Leonardo O. B. Silva'?, Graziella A. Joanitti"?"

1. Nanotecnologia e nanoemulsdes

A nanotecnologia é a ciéncia, engenharia e tecnologia conduzidas na
escala nanométrica (10° m), em que muitas propriedades quimicas,
fisicas e mecanicas dos materiais mudam significativamente. Ao estu-
dar as propriedades que regem a escala nanométrica, pode-se, entao,
pensar em outras formas de utiliza-las para desenvolver novas tecnolo-
gias'. Nesse contexto, os nanocarreadores s&o materiais nanométricos
que podem realizar o transporte de miultiplos fadrmacos, agentes de
imagem efou compostos bioativos. Eles possuem uma elevada drea de
superficie/volume e s&o utilizados para aumentar a concentragéo de
farmacos em determinado local, promovendo a liberagéo sustentada
destes e minimizando sua degradacéo'. Dentre os nanocarreadores
mais estudados, podem-se citar nanoparticulas poliméricas, nanotubos
de carbono, nanoparticulas de ouro e nanocarreadores baseados em
lipidios, tais como lipossomas e nanoemuls&es?.

1. Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasil
2. Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia, Brasil

* E-mail: gjoanitti@unb.br
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NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

As nanoemulsdes sdo um tipo de nanoparticula que séo dispersdes
coloidais de liquidos imisciveis, do tipo 4gua em 6leo (A/O) ou éleo
em dgua (O/A), estabilizadas por um surfactante que contribui para
a manutencdo do tamanho e propriedades em nanoescala (10° m). A
adicdo de um surfactante é necessaria para a formac&o das nanogo-
ticulas, uma vez que essa molécula diminui a tensédo interfacial, isto
€, a energia superficial por unidade de area entre as fases de 6leo e
de dgua. Além disso, pode desempenhar um papel estabilizante para
as nanoemulsdes, por meio de interacdes eletrostaticas repulsivas's.
Sao sistemas com notdria estabilidade cinética e instabilidade termo-
dindmica. Em outras palavras, apresentam resisténcia a mudancas
fisico-quimicas no meio (pH, temperatura, presséo, diluicdo); porém,
suas fases se separardo e formardo um complexo heterogéneo com o
passar do tempo (geralmente na ordem de anos). A Figura 1 apresenta
uma representacdo esqueméatica dos sistemas de nanoemulsdo O/A
e AJO:

Figura 1. Representacgdo esquemadtica de nanoemulsdes 6leo em dgua
(O/A) e &gua em 6leo (A/O), em que a parte amarela representa a fase
oleosa, e a parte azul, a fase aquosa. As caudas apolares do agente
tensoativo ficam sempre voltadas para a fase oleosa, devido as suas

caracteristicas lipofilicas

Cauda apolar

A/O

Cabega polar

Fonte: elaborada pelos autores.
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CAPITULO 2: NANOEMULSOES: PREPARAGAO, CARACTERISTICAS E ESTABILIDADE

Tais sistemas apresentam diversas aplicacdes na agricultura como
alternativa ao uso de agroquimicos, proporcionando a criagédo de
nanodispositivos e nanobiossensores para a manipulacdo genética e
identificagcdo de residuos de tais compostos em plantas*®. Seu uso na
industria alimenticia se d& a partir da nanoencapsulagdo de nutrientes
para protecdo contra oxidagado, variagdo de pH e retengdo de ingredien-
tes volateis*; e na industria farmacéutica, como sistemas carreadores
de moléculas para que ocorra melhor biodistribuicdo e acimulo das
goticulas no alvo de interesses*. Também podem ser utilizadas para
carrear medicamentos por meio de barreiras compostas por células
ou tecidos, como a barreira hematoencefdlica, devido ao seu tamanho
reduzido*. Essas nanoestruturas também podem ser aplicadas no com-
bate ao cancer. Um dos problemas presentes na forma tradicional de
tratamento (quimioterapia) é o desenvolvimento de células tumorais
resistentes aos medicamentos”'?. Segundo Minko e colaboradores
(2013), essa resisténcia é adquirida por causa da baixa eficiéncia do
tratamento, que, muitas vezes, néo inviabiliza todas as células neopla-
sicas, favorecendo a proliferacéo das sobreviventes™. Para minimizar
o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos, tem se estudado
a utilizagdo de nanoestruturas a base de éleo para encapsular os qui-
mioterapicos, visando aumentar sua efetividade* e seu direcionamento
para células tumorais, por exemplo™ .

1.1 Nanoemulsdes X Microemulsdes

Na literatura, ainda existem divergéncias de conceitos em relagdo a
definicdo e a classificagdo de nanossistemas em nanoemuls&o ou
microemuls&o. Apesar de ambos os sistemas serem dispersdes coloi-
dais, hd uma clara diferenca entre eles. Nanoemulsdes sdo sistemas
na escala nanométrica (20 nm a 500 nm) com notdria estabilidade
cinética e instabilidade termodinamica. Isso quer dizer que, passado
um determinado periodo, o sistema apresentard duas fases (instabili-
dade termodinamica). Em contrapartida, as microemulsdes (10 nm - 100
nm) apresentam estabilidade termodinamica e relativa sensibilidade
a mudancgas fisico-quimicas (pH, temperatura, presséo, adi¢éo de sol-
vente, diluicdo) que afetam diretamente sua estabilidade cinética'?.
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Outra grande divergéncia entre nanoemuls&o e microemuls&o € a uti-
lizagdo de diagramas de fase pseudoterndrios para suas formulagdes.
Por meio desse diagrama, € possivel identificar os componentes mais
adequados e suas proporcdes relativas para a obtencéo de sistemas
termodinamicamente estdveis'®. Geralmente, séo apresentados com
variagOes de quantidade de fase oleosa, fase aquosa e surfactante.
Tal diagrama é adequado para a obteng&o de microemulsdes. Porém,
considerando-se as caracteristicas de uma nanoemuls&o do tipo éleo
em agua, por exemplo, o uso desse diagrama para sua formulacéo
se tornaria inadequado. Dentre todos os componentes presentes na
nanoemulsdo, apenas a variagdo de dois deles, dleo e surfactante,
pode impactar diretamente as caracteristicas fisico-quimicas do sis-
tema. Ou seja, uma nanoemulsdo do tipo OfA n&o é expressivamente
afetada pela variagdo de dgua no sistema’34,

1.2 Nanoemulsodes: fase, aquosa, fase oleosa, surfactante e
superficie

Este tépico visa abordar aspectos relativos as fases que comp&em
uma nanoemulsdo (aquosa e oleosa), bem como as caracteristicas
dos surfactantes e cossurfactantes empregados para a estabilizagédo
desse nanossistema. Informacdes sobre as possibilidades de mudan-
cas na superficie de nanogoticulas presentes em uma nanoemuls&o
também serdo comentadas.

1.2.1 Fase aquosa

A fase aquosa utilizada no preparo de uma nanoemulsédo também pode
conter uma variedade de outros componentes polares, incluindo cos-
solventes (tais como &lcoois e polidis), carboidratos, proteinas, mine-
rais, acidos e bases'. Em emulsdes do tipo A/O, é possivel incorporar
farmacos com afinidade hidrofilica no interior de suas nanogoticulas.
Essa agregacéo ja foi demonstrada para farmacos direcionados ao
tratamento de doencas cerebrovasculares, por vias orais e intranasais,
aumentando sua biodistribuicdo e biodisponibilidade' ™.
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Quando utilizada como fase continua, a fase aquosa torna-se vulne-
ravel a contaminacdes e desestabilizagdo. Para minimizar tais efeitos,
podem ser incorporados agentes conservantes, reguladores de pH e
agentes de tonicidade na composigéo da fase aquosa. E o caso de
emulsdes parenterais, em que a fase aquosa deve ser isosmdética ao
sangue. Isso é obtido com a adicdo de aditivos, como eletrdlitos (cloreto
de sédio), glicerol, dextrose e sorbitol. Além disso, a escolha de agen-
tes antimicrobianos é determinante para minimizar a contaminagéo e
contribuir para a manutencéo da estabilidade das formulagées™. O pH
da nanoemulsdo também indica estabilidade e aplicabilidade para as
vias parenteral e oftdlmica. Emulsées injetaveis devem manter o pH
compativel com seu local de aplicag&o™".

1.2.2 Fase oleosa

Diversos 6leos (sintéticos ef/ou naturais) podem, potencialmente, ser
utilizados para compor a fase oleosa de uma nanoemuls&o. Antes de
selecionar o 6leo, é importante conhecer sua composigdo e seus para-
metros fisico-quimicos, uma vez que tais caracteristicas podem influen-
ciar diretamente no tamanho e na estabilidade da nanoemulsao final'.

Tratando-se de nanoemulsdes do tipo O/A, a fase oleosa forma um
compartimento de cardter hidrofébico no interior de cada nanogoti-
cula. Neste contexto, o 6leo pode desempenhar um papel importante,
como o de acondicionar um farmaco ou composto bioativo no interior
do nanossistema. Posteriormente, esse composto pode ser utilizado
em aplicagGes nutricionais, biomédicas ou cosméticas. Dessa forma,
a escolha do éleo para compor a nanoemulséo deve levar em consi-
deragéo a solubilidade do farmaco — que normalmente apresenta
caracteristicas lipofilicas — e a estabilidade do sistema. Normalmen-
te, o 6leo que tem potencial méximo de solubilizacdo para o fa&rmaco
a ser utilizado é selecionado para compor a fase oleosa do sistema,
favorecendo a incorporagéo da maior concentragdo possivel no interior
das nanogoticulas®™.
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Sabe-se que os triglicerideos de cadeia longa (TCL) e os triglicerideos
de cadeia média (TCM) tém sido bastante utilizados para fins de for-
mulagdo. Os TCL sdo compostos por dcidos graxos com mais de 12
carbonos em sua cadeia alifatica e s&do derivados de fontes vegetais,
como 6leos de soja, de ricino e de oliva. Os TCM sé&o obtidos pela
re-esterificacdo de &cidos graxos do 6leo de coco fracionados (princi-
palmente céprico e caprilico) com glicerina®™. Os TCM s&o mais faceis
de nanoemulsificar que os TCL, devido ao seu carater menos hidrofé-
bico, em funcéo de suas cadeias alifaticas mais curtas (entre 6 e 12
carbonos)'. Em contrapartida, a capacidade de dispersédo de compostos
lipofilicos geralmente aumenta com o comprimento e o grau de satura-
cdo da cadeia'?'. Dessa forma, a escolha da fase oleosa é frequente-
mente um equilibrio entre a sua capacidade de solubilizar o farmaco/
composto bioativo e a sua capacidade de favorecer a formagé&o de
nanogoticulas com as caracteristicas desejadas''®. E possivel utilizar,
ainda, uma mistura de dois ou mais dleos, a fim de obter caracteristicas
de solubilizacdo e emulsificagdo de interesse’2?°, Um exemplo citado
na literatura relata a obtencdo de nanoemuls&es estdveis a partir da
mistura de dleo de laranja e TCMs como fase oleosa?'. Outro exemplo é
a incorporagdo do resveratrol, um composto bioativo natural, em uma
nanoemuls&o. Apds o teste de solubilizacdo em diferentes matrizes
de 6leos, utilizou-se uma mistura de propilenoglicol e éleo de oliva, a
fim de favorecer tanto a solubilidade do composto nas nanogoticulas,
quanto a estabilizacdo do sistema nanoestruturado?.

Oleos derivados da biodiversidade brasileira também podem ser utili-
zados como componentes da fase oleosa de nanogoticulas. Tais 6leos
sdo amplamente estudados por sua composi¢do rica em moléculas
bioativas, como agentes antioxidantes e compostos fendlicos?®. Esses
componentes, além de importantes para a dieta, possuem atividades
bioldgicas, como o combate e a prevencéo de doengas (como o can-
cer, inflamacg&o), antitrombdticos, antiplaquetarios, antibacterianos,
cicatrizantes e antimutagénicos®-%’. A biocompatibilidade desses 6leos
de origem natural torna esse sistema uma alternativa promissora para
a administrag&o de diversos tipos de moléculas bioativas, que ja sédo
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parte da composicdo deles. Nesse contexto, a fase oleosa apresenta
tanto um papel estrutural, quanto um papel de atividade bioativa na
nanoemulsdo. Alguns exemplos sdo citados a seguir.

Nanoemulsdes a base de dleos da biodiversidade brasileira, como
6leo de buriti (Mauritia flexuosa), de pequi (Caryocar brasiliense),
de andiroba (Carapa guianensis) e de acai (Euterpe oleracea), foram
desenvolvidas com sucesso pelo Laboratério de Compostos Bioativos
e Nanobiotecnologia (LCBNano) da Universidade de Brasilia?-3°. As
formulagdes apresentaram nanogoticulas esféricas, monodispersas e
com diametro hidrodindmico na faixa de 80 nm a 250 nm, dependen-
do do 6leo utilizado. Considerando a riqueza de compostos bioativos
presentes nesses 6leos (ex.: carotenoides, compostos fendlicos, 4cido
oleico), estudos desse mesmo laboratério tém avaliado os efeitos de
tais nanoemulsdes em diferentes aplicagdes biomédicas. Por exem-
plo, em ensaios in vitro, nanoemulsdes a base de dleo de pequi e de
buriti reduziram significativamente a viabilidade de células de cancer
de mama (MCF-7)?2°, Uma redugdo similar também foi observada na
viabilidade de células de cancer de pele ndo melanoma (A431), quando
expostas a nanoemulsées a base de 6leo de andiroba®.

Nanoemulsdes a base de 6leos derivados da biodiversidade brasi-
leira s&o versateis e também permitem a incorporagéo de farmacos
ou outros compostos bioativos de interesse, visando incrementar a
atividade deles em uma determinada aplicac&o. E importante ressal-
tar, ainda, que a utilizagdo desses 6leos para o desenvolvimento de
nanoemulsdes é promissora e se configura como uma estratégia de
agregacéo de valor a biodiversidade brasileira, contribuindo para a
valorizagdo do produto nacional, extrativismo sustentédvel e preser-
vagdo das espécies nativas?®=°,

1.2.3 Surfactante

Como ja citado no inicio deste capitulo, a estabilidade das nanoemul-
sBes é mediada por emulsionantes ou surfactantes. A selecdo de um
surfactante apropriado (ou combinacg&o de surfactantes) é um dos
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fatores mais importantes a serem considerados para o desenvolvimen-
to adequado de uma nanoemulsdo. Os surfactantes sdo moléculas
que consistem em uma regido de cardter hidrofilica (denominada de
“cabeca”) e uma de carater hidrofébico (denominada “cauda”). Na
maioria dos casos, 0s grupos néo polares sdo hidrocarbonetos alifati-
cos, aliciclicos ef/ou aromaticos. Por outro lado, os grupos funcionais
polares contém heterodtomos, como oxigénio, nitrogénio e enxofre®'.

O desempenho funcional dos surfactantes depende das caracteristi-
cas moleculares de seus grupos de “cabeca” e “cauda”. Eles podem
apresentar diferentes estruturas moleculares, porque seus grupos
de “cabeca” podem variar em termos de dimenséo e carga elétrica,
enguanto seus grupos de “cauda” podem variar em niimero e grau de
saturacdo. A selecdo de um determinado surfactante deve levar em
conta o tipo de estrutura que precisa ser formada, custo, niveis de
uso, compatibilidade de componentes, estabilidade e facilidade de
utilizacao®.

Vérias formulagdes de nanoemulsdes empregam normalmente apenas
um tipo de surfactante. No entanto, ha casos em que uma combinagéo
de surfactantes é necessdria para diminuir a tenséo interfacial entre
agua e 6leo®**412, Pode-se utilizar, ainda, agentes cossurfactantes (por
exemplo, etanol e butanol) ou cossolventes (polidis, como propileno
glicol, glicerol e sorbitol) para reduzir a tenséo interfacial, controlar
o tamanho e incrementar a estabilidade das nanogoticulas de uma
nanoemulsdo'235-37,

Os surfactantes (Figura 2) podem ser classificados considerando-se
seus grupos de funcionalidade polar. A porgdo hidrofdbica €, frequen-
temente, uma cadeia de hidrocarbonetos, enquanto a porgéo polar
pode ser idnica (anidnica ou catidnica), anfotérica ou ndo idnica®.
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Figura 2. Diferentes tipos de surfactantes e suas estruturas.

Os surfactantes aniénicos contém um anion (A, carregado
negativamente) em sua cadeia de hidrocarbonetos. Os surfactantes
catidonicos contém um cétion (C*, carregado positivamente) em sua
cadeia de hidrocarbonetos. Os anféteros possuem um cétion e um

anion em suas extremidades, diferentemente do n&o idnico, que

possui carga neutra

Cadeia de hidrocarbonetos

7
AV VA VAN VAV VAN

A- C+
Anibnico Catidbnico

Anfétero Nio iénico

Fonte: elaborada pelos autores.

Os surfactantes sdo moléculas interessantes para o preparo de
nanoemulsdes porque a estrutura e o nimero de “cabecas” e “cau-
das” podem ser variados, independentemente. O balanco hidrofili-
co-lipofilico (HLB)3® € uma caracteristica muito util para a escolha do
surfactante mais adequado a determinada formulag&o, uma vez que
o nimero e a polaridade das “cabecas” na estrutura do surfactante
determinam se ele é soluvel em d4gua ou em 6leo. Esse conceito € apli-
cado pelo célculo do HLB. Surfactantes com valores elevados de HLB
estédo associados a facilidade de dispersdo em dgua e sdo Uteis para
preparar nanoemulsdes de 6leo em dgua. Em contraste, os surfactantes
com baixos valores de HLB s&o Uteis para preparar nanoemulsdes de
dgua em dleo. Ou seja, quanto maior o HLB, maior a hidrofilicidade do
surfactante, e vice-versa (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquemaética do balango hidrofilico-lipofilico

(HLB) de surfactantes

Cauda hidroféobica
f Cabeca hidrofilica

1

HLB BAIXO HLB ALTO

A porgdo lipofilica (hidrofébica) A porg¢do hidrofilica é dominante
¢ dominante

Fonte: elaborada pelos autores.

Em suma, é possivel moldar/controlar caracteristicas, como tamanho
e polidispersividade, de uma nanoemulséo, variando-se parametros,
como valores de HLB do surfactante e a concentracéo de cossolventes
e/ou cossurfactantes empregados. Entre varios surfactantes disponi-
veis no mercado, as lecitinas, os “poloxamers” e o polissorbato 80 sdo
os mais utilizados na preparagdo de nanoemuls&es*. Polietoxilados
derivados de 6leo de mamona (Cremophor®EL, Cremophor® RH 40 e
Cremophor® RH 60) também s&o utilizados em algumas formulacdes
comercializadas*'. As lecitinas sdo misturas complexas de fosfolipi-
deos extraidos da gema de ovo ou da soja, cujo componente mais
abundante é a fosfatidilcolina*?. Elas geralmente s&o utilizadas por
apresentarem notdvel biocompatibilidade; no entanto, dependendo do
método empregado para a preparacgdo desse tipo de nanossistema,
€ necessdrio acrescentar outro surfactante, a fim de obter nanogoti-
culas estaveis. O polissorbato 80, por exemplo, é bastante utilizado
com essa finalidade®.

1.2.4 Modificagoes na superficie das nanogoticulas

A superficie das nanogoticulas pode ser modificada, a fim de incre-
mentar sua estabilidade e melhorar sua interagdo com células/teci-
dos de interesse. Existem vérios tipos de ligantes que podem ser
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utilizados para tais modificagfes. Uma opgéo € a adigdo de polimeros
de polietilenoglicol (PEG) em sua superficie**. O PEG é amplamente
empregado como agente emulsificante e solubilizante. Utilizado nas
nanoemulsdes, age como cossurfactantes, diminuindo o tamanho das
goticulas do sistema. Além disso, algumas caracteristicas da camada
de PEG, tais como a sua espessura, densidade de superficie, grupos
funcionais e conformacéo, influenciam na forma como a superficie
das nanogoticulas interagird com outras moléculas no organismo®*.

A adicdo de polimeros hidrofilicos as nanoemuls&es, como polissor-
bato 80 ou derivados de PEG, ligados covalentemente a superficie de
uma nanogoticula, pode resultar no prolongamento do seu tempo de
circulacdo na corrente sanguinea e melhorar sua biodistribuicdo*-2. E
possivel, ainda, adicionar a superficie de nanogoticulas outras molé-
culas, que podem ser especificamente reconhecidas por determinados
receptores do organismo, como anticorpos e oligonucleotideos, para
atuarem no direcionamento desses nanossistemas a um tecido-alvo.
Por exemplo, Afzal e colaboradores (2016), que adicionaram folato a
cadeia de PEG incorporada na superficie de uma nanoemulséo, visando
a entrega especifica do quimioterdpico docetaxel para tratamento anti-
tumoral“®. Similarmente, Shiokawa e colaboradores (2005) mostraram
a modificagdo da superficie de nanoemulsdes com folato em baixas
concentracdes, para direciona-las a tumores®°.

A quitosana também pode ser utilizada como polimero de revestimento
de superficies de nanoemulsdes, sendo aminopolissacarideo linear
composto por unidades de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosami-
na unidas por ligacdes glicosidicas B- (1 — 4)5'. Recentemente, esse
polimero vem sendo utilizado como objeto de estudo para aplicagéo
em vdrios campos biomédicos, devido as suas caracteristicas biofar-
macéuticas interessantes, tais como: cardter catidnico, sensibilidade
ao pH, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade®2.
De forma geral, a quitosana € insoltivel em meio aquoso e na maioria
dos solventes organicos. Contudo, pode ser dissolvida em solugdes
de acidos fracos, sendo a solugdo de acido acético a mais empregada
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como solventeS?. Estudos recentes relatam que a interagdo celular de
nanoparticulas de quitosana é normalmente atribuida as interagées
eletrostéticas, devido ao carater catidnico da quitosana e as subes-
truturas da membrana celular, que possuem propriedades anidnicas®'.
Severino e colaboradores (2014) utilizaram quitosana como reves-
timento de nanoemuls&es a base de éleos essenciais de tangerina
para avaliar atividades antimicrobianas®. Em outro estudo, Sugumar e
colaboradores (2015) desenvolveram e caracterizaram nanoemulsdes
a base de dleo de eucalipto, utilizando diferentes métodos de prepara-
¢do e incorporando a quitosana nas suas superficies. Eles validaram a
utilizacdo do polimero em estudos de efeitos antimicrobianos dessas
nanoemulsdes para o tratamento de feridas®.

2. Nanoemulsoes: métodos de
preparacao

Para encontrar a composi¢do mais adequada no desenvolvimento de
uma nanoemulsao, é crucial investigar em quais valores da razéo entre
concentracdo de surfactante/éleo sdo formadas nanogoticulas estéa-
veis e com os diametros almejados®. Existe uma grande variedade de
métodos descritos para se obterem nanoemuls&es, como ultrassoni-
cacéo, emulsificagdo espontanea, homogeneizacdo a alta presséo,
inversdo de fases por temperatura (PIT), dentre outros. De modo geral,
os processos utilizados podem ser didaticamente classificados em duas
grandes classes: (i) de baixa energia e (ii) de alta energia, conforme
descrito a seguir.

2.1 Métodos de baixa energia

Nessa categoria de métodos, utilizam-se reagentes cujas concentra-
¢Oes e caracteristicas quimicas permitem produzir nanogoticulas por
meio de processos mais simples, como o uso de aquecimento e resfria-
mento, ou até mesmo com uma simples mistura dos componentes da
formulagéo, sem a necessidade de qualquer tipo de agitagdo mecénica,
por exemplo™.
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Um dos métodos citados na literatura é o da emulsificagédo esponta-
nea, que pode ocorrer devido a varios processos fisico-quimicos®®, os
quais ndo envolvem adicdo de energia, seja por meios térmicos, seja
por meios mecanicos. Esse processo pode ser facilitado a partir do uso
de um solvente organico. Komaiko e colaboradores (2015) produziram
nanogoticulas a base de 6leo de canola, peixe, semente de uva (dentre
outros), utilizando a técnica de “emulsificagdo espontanea”*’.

Outro método de baixa energia amplamente utilizado é o de emulsifi-
cacdo por inversdo de fases, que consiste na adigdo titulométrica da
fase aquosa a mistura de fase oleosa com o surfactante (chamada
fase organica), até que ocorra a inversédo de fase com a formacéo da
nanoemulsdo. A inversdo de fase por temperatura (PIT) é outro exemplo
de preparacdo por método de baixa energia, no qual uma mistura de
fase aquosa, fase oleosa e surfactante é aquecida até a temperatura de
inversdo de fases e rapidamente resfriada com a adicédo de dgua gelada
(sob agitac&o constante), resultando na formagao de uma nanoemul-
sdo do tipo OJA"256, Ostertag e colaboradores (2012) desenvolveram
nanoemulsdes a base de dleo de canola, éleo de semente de uva, éleo
mineral, 6leo de oliva, 6leo de laranja e éleo de amendoim a partir da
metodologia de PIT, por exemplo®e,

Os métodos de baixa energia apresentam vantagens, como praticidade
e simplicidade de preparo, sem a necessidade de utilizagédo de equipa-
mentos sofisticados para a obtenc&o das nanogoticulas. No entanto,
a razdo entre as concentracGes de surfactante/dleo €, geralmente,
maior que 1, nesse tipo de método, ou seja, é empregada no sistema
uma maior proporcéo de surfactante em relagdo a proporg¢éo de 6leo,
a fim de obter goticulas estaveis e de dimensdes nanométricas. Tal
caracteristica gera implicac®es, como o possivel aumento no custo
final da nanoemulséo, devido a necessidade do uso de mais surfactan-
tes, e também uma possivel toxicidade em sistemas bioldgicos, caso
a concentracdo de surfactantes necesséaria supere a concentracdo
maxima tolerada pelos organismos'e.
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2.2 Métodos de alta energia

Para se produzir uma nanoemulséo, é necessdria uma quantidade de
energia livre suficiente para vencer a tenséo interfacial entre dgua-
-6leo. Uma adaptacdo da Equacgéo de Gibbs® para a formacgéo de
nanoemulsdes é apresentada abaixo (equagdes 1 e 2):

AG =AH - SAT

Equacdo 1: Equacdo de Gibbs na forma integral.

AG = A(Ay) - SAT
Equagdo 2: Equacéo de Gibbs adaptada para a formacéo de
nanoemulsdes.

Na equacdo ajustada, tem-se A (area interfacial), y (tenséo inter-
facial), T (temperatura) e S (entropia). Por defini¢édo, para que uma
nanoemulsdo seja formada, é necesséario que o termo A(Ay) da equa-
¢do seja menor que o SAT. Em outras palavras, a energia interfacial
(interagdo entre as superficies oleosas e aquosas) ndo pode ser maior
que a prépria energia livre do sistema®¢%8. Dessa forma, mais energia
livre precisa ser utilizada no sistema para favorecer a formacéo das
nanogoticulas. Nos métodos de baixa energia, a energia livre advém
de processos fisico-quimicos envolvidos nas etapas de producgdo. Em
contrapartida, nos métodos de alta energia, a energia livre advém de
forcas mecanicas aplicadas no sistema (turbuléncia, cisalhamento,
cavitacéo). Portanto, os métodos dessa categoria envolvem o uso de
equipamentos como sonicadores, homogeneizadores de alta pressédo
e outros equipamentos, todos capazes de romper mecanicamente as
goticulas da fase dispersa, conferindo-lhes dimensées nanométricasse.
Dentre os principais métodos de alta energia, destacam-se a homo-
geneizagdo a alta pressado, a microfluidizacéo e a ultrassonicacao.

2.2.1 Homogeneizacao a alta pressao (HAP)

No processo de HAP, a mistura dos componentes de uma nanoemul-
séo (fase aquosa, oleosa e surfactante) é forcada contra uma cavida-
de (chamada “agulha”), gerando alta tens&o na estrutura do fluido,
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juntamente com cavitacgédo, resultando na disperséo das particulas.
Esse método tem a capacidade de gerar particulas de tamanhos pré-
ximos a 1 nm — dependendo das configurag®es do equipamento — em
razdo das forgas hidrdulicas, da turbuléncia intensiva e da cavitacéo,
gue agem em conjunto. Esse método pode ser utilizado tanto em escala
laboratorial, quanto em industrial5®5°,

A desvantagem da técnica é o alto consumo de energia, aumento da
temperatura da nanoemulsdo durante o processo e a dificuldade de se
gerarem nanoemulsdes em fluidos com viscosidade elevada® . Yuan
e colaboradores (2008) sintetizaram nanoemulsdes do tipo (O/A) por
esse método utilizando B-caroteno como componente da fase oleo-
sa, e obtiveram resultados satisfatérios quanto a estabilidade fisco-
-quimica das nanogoticulas obtidas. No entanto, os dados referentes
a estabilidade quimica ndo foram satisfatérios, considerando que a
molécula de B-caroteno foi suscetivel a degradacgédo durante longos
periodos de armazenamento®. Qian e McClements (2011) estudaram os
fatores que afetam o tamanho das particulas nessa metodologia com
nanoemulsdes a base de éleo de milho e concluiram que o tamanho
das nanoemuls&es pode ser controlado pelo nimero de passagens
pelo equipamento de homogeneizacdo e da pressdo estabelecida®.

2.2.2 Microfluidizacao

A técnica de microfluidizacdo consiste em forgar a passagem da mistu-
ra dos componentes de uma nanoemuls&o por uma camara constituida
por um sistema de microcanais sob alta pressédo. Nesse processo, a
eficiéncia da formacado das nanogoticulas é determinada pelo tempo
de processamento, formato da cAmara de microcanais e pressdo uti-
lizada'.

Com isso, é possivel determinar, com preciséo, o tamanho das nano-
goticulas e sua distribuigdo. Esse método pode ser usado tanto em
escala laboratorial, quanto em escala industrial. Schuh e colaboradores
(2018) produziram com sucesso nanoemulsdes catidnicas com indice
de polidisperséo inferior a 0,25 e diametro hidrodinamico na faixa de
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(100-200) nm, utilizando esse método®?. Adicionalmente, Garcia-Mar-
quez e colaboradores (2017) foram capazes de sintetizar nanogoticulas
a base de 6leo de peixe com didmetro hidrodinamico de 155 nm e indice
de polidispersdo de 0,15 a partir dessa metodologia®.

2.2.3 Ultrassonicacao

A ultrassonicagdo é um método de alta energia, que faz uso de um
equipamento denominado sonicador, o qual emite ondas sonoras com
energia suficiente para interagir com o sistema e diminuir o tamanho
das goticulas das nanoemulsdes. A Figura 4 apresenta uma represen-
tacdo esquemédtica de um sistema de sonicacgéo.

A intensidade da sonicagédo, juntamente com o tempo de processa-
mento, é um parametro crucial que influencia o diametro e o indice de
polidispersdo das nanogoticulas®. Em geral, quanto maior a intensi-
dade de sonicagdo, menor o didametro das nanogoticulas.

Figura 4. Representacdo esquemaética de um sistema de sonicagéo,
com o banho de gelo (para evitar o demasiado aquecimento da

amostra) e aparato de isolamento acustico

Painel digital

Sonda

Amostra
Banho de gelo

Aparato de
isolamento acistico

Fonte: elaborada pelos autores.

A sonicacgdo é uma metodologia de obtengdo de nanoemulsdes por
alta energia bem estabelecida em escala laboratorial. Porém, as suas
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condicdes de operagdo podem ser inadequadas para farmacos ldbeis
e macromoléculas, pois acabam por aquecer as amostras, podendo
desestabiliza-las. Para tanto, faz-se o uso do banho de gelo, que reduz
os efeitos do aquecimento®. Walia e colaboradores (2017) encapsula-
ram vitamina D em nanoemulsdes a base de 6leo de peixe produzidas
por ultrassonicacgédo e concluiram que esse método é adequado para
a producdo de tais sistemas®®. Ao passo que Shamsara e colaborado-
res (2015) estudaram os efeitos da ultrassonicagdo na estabilidade
de nanoemulsdes de lactoglobulina. Seus resultados apontam que o
tempo de sonicacéo, juntamente com a amplitude, produz um impacto
direto na diminuicdo do tamanho de particula e no potencial zeta®®.

De modo geral, os métodos de alta energia costumam apresentar exce-
lentes resultados em relagdo a estabilidade e aos parametros fisicos
das nanoemulsdes (diametros e indices de polidispersdo menores),
mesmo empregando uma raz&o entre as concentragdes de surfactante/
6leo geralmente menores que 1%¢. Algumas limitagdes consistem no
aquecimento das amostras devido a liberacdo da energia na forma
de calor e ao custo de manutencéo e de operacgdo dos equipamentos
a longo prazo™.
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3. Estabilidade de nanoemulsoes

A verificacdo da estabilidade de nanoemulsdes é fundamental desde
seu processo de obtengdo, armazenamento até aplicagéo. Varios para-
metros podem ser utilizados para avaliar tal estabilidade, como aspec-
to macroscépico, o diametro hidrodinamico, indice de polidisperséo,
potencial zeta, pH, oxidac&o, dentre outros.

A aparéncia (aspecto macroscépico) de uma nanoemulsédo pode ser
caracterizada considerando-se a homogeneidade, a opacidade e a
cor%¢¢7_ Uma nanoemulsdo estdvel apresenta aspecto visual homo-
géneo porque as nanogoticulas estdo uniformemente distribuidas no
sistema. Adicionalmente, quanto menor for o tamanho das nanogoti-
culas, menos opaca serd a nanoemuls&o®°.

O diametro hidrodinamico e o indice de polidisperséo (PDI) sdo parame-
tros importantes de serem monitorados ao longo do tempo. O didmetro
hidrodinamico refere-se ao diametro da nanogoticula, considerando-se
a camada de solvatacdo da 4gua em torno dela®%t. J4 o PDI é uma
medida dada no intervalo de 0 a 1, que fornece informacdes referentes
a homogeneidade da distribuicdo dos diametros das nanogoticulas,
ou seja, um PDI proximo de 1indica que o sistema consiste em nano-
goticulas de tamanhos muito diferentes entre si®56:64,

O potencial zeta de uma nanoparticula esté relacionado as cargas
presentes na sua superficie. Essa medida é diretamente influenciada
pela composicéo e pelo pH da nanoemuls&o®. A longo prazo, alteragdes
nesse parametro podem indicar mudancas de pH da nanoemulséo, o
que caracteriza um sinal de instabilidade. A determinacé&o do potencial
zeta também pode ser utilizada para estimar a estabilidade de uma for-
mulagdo por meio da probabilidade de interacéo eletrostatica entre as
nanogoticulas. Tal estimativa é baseada na teoria de atragédo e repulsédo
de cargas' e estabelece que o médulo do potencial zeta é diretamente
proporcional a repulséo eletrostatica entre as nanogoticulas; conse-
guentemente, a repulsdo entre nanogoticulas minimiza a coalescéncia

62



CAPITULO 2: NANOEMULSOES: PREPARAGAO, CARACTERISTICAS E ESTABILIDADE

(ver definicdo abaixo) entre elas e é um indicativo de estabilidade
do sistema'?. E importante ressaltar que nanoemulsdes com valores
de potencial zeta préximos de zero também podem ser consideradas
sistemas estdveis, caso a coalescéncia entre as nanogoticulas esteja
sendo minimizada por moléculas presentes nas suas superficies, que
atuam promovendo um impedimento estérico e reduzindo as chances
de aproximagéo entre elas®®.

Nanoemulsdes sdo suscetiveis a processos de desestabilizacédo (sepa-
racdo de fases, por exemplo), uma vez que ndo apresentam estabi-
lidade termodinamica’". Tais processos ocorrem naturalmente em
fluidos constituidos por compostos de densidade muito diferentes
entre si, e sdo conhecidos como coalescéncia, maturacdo de Ostwald
e floculacao.

3.1 Coalescéncia

Neste processo, as nanogoticulas do sistema se unem, formando uma
goticula tnica e maior, causando a diminuigdo da area de contato entre
as fases continua e dispersa, podendo acarretar, entéo, a separacédo
total de fases. Durante o processo, a area interfacial diminui e, como
consequéncia, 0 mesmo acontece com a energia livre do sistema™. Ha
raz0es para acreditar que as nanoemulsdes sdo menos sujeitas a coa-
lescéncia apds a emulsificagdo, em comparagéo com as particulas de
diametros da ordem de micrémetros, uma vez que o tamanho reduzido
das nanogoticulas previne a deformacgéo destas e, consequentemente,
a coalescéncia®™.

3.2.Maturacao de Ostwald

Este efeito ocorre, principalmente, em nanoemulsdes com dispersédo
de diametros heterogénea (PDI préximo de 1), em que nanogoticulas
menores sdo incorporadas por goticulas maiores, levando a formagéo
de uma Unica gota ou separagéo de fases. Isso ocorre, pois ha diferen-
cas entre a solubilidade de goticulas de tamanhos diferentes, o que
favorece a condensacdo delas®7®,
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3.3 Floculacdo

O evento da floculagdo € caracterizado pela aproximacéo e unido de
nanogoticulas sem coalescerem, ou seja, mantendo a integridade indi-
vidual de cada uma quando em repouso®. A presenca e as propriedades
dos flocos podem ser medidas ao longo do tempo ou apds a nanoemul-
sdo ser exposta a condigdes ambientais particulares (como variacdes
no pH, forga idnica ou temperatura). A formac&o de flocos em uma
nanoemulsdo pode ser determinada diretamente ou indiretamente,
usando uma variedade de métodos analiticos, incluindo microscopia,
reologia e métodos de estabilidade gravitacional®.

3.4 Oxidacao

Nanoemulsdes séo sistemas compostos essencialmente por matrizes
lipidicas. Sabe-se que alguns compostos de carbono sofrem mudancas
estruturais com barreiras energéticas, que podem ser alcancadas até
mesmo em temperatura ambiente”. Tais mudancgas incluem a oxidagéo
foto/termoquimica e autoisomerizagdo. Oxidagdo € um conjunto de
reacdes quimicas que ocorrem entre um agente oxidante e um agente
redutor. De forma mais simples, diz-se que o agente oxidante é reduzido
(ganha elétrons), ao passo que o agente redutor é oxidado, perdendo
elétrons. Em situacdes considerando cadeias de atomos de carbono,
uma oxidac&o pode alterar a estereoquimica e a isomeria dos &tomos
ao criar ligacdes duplas, triplas ou mudar a posicdo dos ligantes de Z
(cis) para E (trans)™.

Todo lipidio pode sofrer oxidagéo se exposto a luz ou a variagdes muito
altas de temperatura. Portanto, infere-se que, similarmente, a fase
oleosa de nanoemuls@es pode se tornar instdvel e sofrer iniimeras
reacdes de degradagédo na presenca de calor, luz, metais, umidade e
oxigénio’8°. O monitoramento da oxidacao lipidica, também denomi-
nada de peroxidacdo lipidica, em nanoemulsdes, ao longo do tempo,
é um parametro pouco relatado na literatura, porém representa um
aspecto determinante na estabilidade desse tipo de nanossistema.
Silva (2017) e Silva (2018) estudaram a estabilidade de nanoemulsdes
a base de 6leo de pequi e éleo de buriti a longo prazo e mostraram que,
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mesmo que alteracdes nos paradmetros de diametro hidrodinamico e
PDI n&do fossem detectadas, a peroxidagéo lipidica estava ocorrendo,
especialmente quando as nanoemulsdes eram armazenadas expostas
a luz e a temperaturas préoximas de 37°C7#'. Ou seja, nesse caso, 0
monitoramento apenas do diametro hidrodindmico e do PDI n&o foi
suficiente para confirmar que aquelas amostras de nanoemulsées eram
estdveis. Diante disso, o conhecimento da estabilidade oxidativa de
uma nanoemuls&o é uma informagdo necessaria para se determinar a
melhor forma de armazenamento e seu prazo de validade em relacdo
as aplicacdes nutricionais, biomédicas ou cosméticas.

Métodos espectrofotométricos e cromatogréaficos podem ser emprega-
dos para o monitoramento da peroxidacéo lipidica. Em geral, métodos
colorimétricos sdo mais utilizados, por apresentarem reprodutibilida-
de e baixo custo®. E importante ressaltar que, muitas vezes, esses
métodos cldssicos precisam ser adaptados antes de serem utilizados
na determinacdo de peroxidagéo lipidica de nanoemulsdes. Por exem-
plo, para monitorar a peroxidacao lipidica em nanoemulsdes a base
de éleo de pequi, Silva (2017)™ precisou padronizar e estabelecer um
protocolo colorimétrico adaptado para nanoemulsées, baseando-se
no protocolo cldssico de deteccdo de peroxidagéo lipidica de Shantha
e Decker (1994)%.

De modo geral, as estratégias que visam controlar a estabilidade das
nanoemulsdes incluem alteragdes em parametros como temperatura
de armazenamento, forga idnica da fase aquosa, solubilidade e com-
posicdo dos reagentes da formulacdo e a concentracdo de surfac-
tantes e cossurfactantes®. Recomenda-se sempre buscar monitorar a
estabilidade das nanoemulsées produzidas, uma vez que tal avaliagédo
impacta diretamente o armazenamento, a comercializacéo e a garantia
de eficdcia desses nanossistemas no momento de sua aplicagéo.
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4. Conclusao

Neste capitulo, foram apresentados e discutidos aspectos sobre as
caracteristicas das nanoemulsdes e seus componentes, algumas meto-
dologias de preparacgdo e parametros de avaliagdo de estabilidade.
A partir dessas informacgdes, pode-se concluir que a nanoemulséo
é uma plataforma nanoestruturada robusta, cineticamente estavel,
produzida por metodologias relativamente simples e versateis em rela-
¢do a gama de possibilidades de variacGes que podem ser feitas na
sua composicéo, visando ajustd-la para uma determinada aplicagéo
de interesse. Mais estudos relacionados a preparagéo e a estabili-
dade das nanoemulsdes ainda estdo em andamento; no entanto, as
informacdes disponiveis até o presente momento ja evidenciam suas
potencialidades e as colocam no rol de plataformas inovadoras para
serem utilizadas em aplicac¢des nutricionais, biomédicas e cosméticas.
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