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RESUMO 

O óleo de copaíba (OC) é amplamente empregado na medicina popular como anti-

inflamatório. É extraído de árvores do gênero Copaifera, encontradas principalmente na 

região amazônica e no Cerrado brasileiro. Estudos têm mostrado que a atividade anti-

inflamatória pode ser atribuída ao alto conteúdo de β-cariofileno, sesquiterpeno 

encontrado especialmente na espécie Copaifera multijuga Hayne. A baixa 

hidrossolubilidade do OC dificulta a sua incorporação em formas farmacêuticas de uso 

tópico. Neste contexto, as nanoemulsões aparecem como potencial sistema para 

administração tópica deste óleo. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a 

viabilidade de veiculação do OC nesses sistemas. Primeiramente, duas diferentes 

formulações foram preparadas, por homogeneização à alta pressão, e avaliadas quanto 

às suas propriedades físico-químicas e teor de β-cariofileno. O doseamento do β-

cariofileno foi validado por HS-SPME-GC, onde as condições de extração foram 

otimizadas por um planejamento fatorial Box–Behnken 33. Posteriormente, realizou-se 

um estudo de formulação utilizando planejamento fatorial fracionado 24-1, onde foram 

avaliados o efeito da composição do núcleo oleoso e tensoativos sobre as propriedades 

físico-químicas das nanoemulsões produzidas pelos métodos de homogeneização à 

alta pressão e emulsificação espontânea. Também foi acompanhada a estabilidade das 

formulações durante 90 dias a 4 e 25 °C. Como resultado da otimização da extração de 

β-cariofileno obteve-se que os melhores níveis deste composto foram encontrados 

quando a extração foi feita sem adição de sal à temperatura de 45°C e após 20 minutos 

de exposição da fibra. O método de doseamento mostrou-se linear, preciso, exato e 

robusto. Observou-se também efeito parcialmente protetor das nanoemulsões sobre a 

degradação do β-cariofileno, no ensaio de degradação forçada realizado durante a 

validação. No que se refere ao estudo de formulação, o método de homogeneização à 

alta pressão mostrou ser mais adequado para a produção nanoemulsões com OC. A 

nanoemulsão que apresentou as melhores características foi aquela que continha 20% 

de OC, 10% de TCM, 3% Span 80® e 1% Tween 20®. Todas as formulações 

mantiveram-se estáveis a 4 °C durante 90 dias. O uso de TCM provou ser uma boa 

estratégia para fixar a fração volátil do óleo de copaíba em nanoemusões. 

Palavras-chave: óleo de copaíba, nanoemulsões, microextração em fase sólida 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Copaiba oil (CO) has been widely employed in popular medicine because of its anti-

inflammatory properties. The oil is extracted from trees of the genus Copaifera, which 

are found mainly in Brazilian regions of the Cerrado and Amazonian. Studies have 

shown that such anti-inflammatory activity is due to high contents of β-caryophyllene, 

the sesquiterpene found largely in Copaifera multijuga Hayne specie. As incorporation of 

CO into topical dosage forms is difficult due to its low hydrosolubility, nanoemulsions are 

a potential system for topical administration of the oil. Therefore, we aimed to study the 

feasibility of incorporating CO into nanoemulsions. Firstly, two different formulations 

were prepared by high-pressure homogenization method and then their physical-

chemical properties and β-caryophyllene content were evaluated. The assay of β-

caryophyllene was validated by HS-SPME-GC and extraction parameters were 

optimized by 33 Box–Behnken factorial design.  A study was conducted by 24-1 Fractional 

Factorial Design to evaluate the effects of oil core and surfactants composition on 

physical-chemical properties of nanoemlusions produced by high-pressure 

homogenization and spontaneous emulsification methods. We also evaluated the 

stability of formulations stored for 90 days at 4 °C and 25 °C. After optimization of β-

caryophyllene extraction, higher levels of this compound were achieved when extraction 

was conducted without addition of salt at a temperature of 45°C and after 20 minutes of 

fiber exposition. The developed assay method has proven to be linear, precise, accurate 

and robust. The degradation process of β-caryophyllene was partly held back because 

of a protector effect of the nanoemulsion system. With respect to the formulation study, 

high-pressure homogenization method was shown to be the most efficient technique for 

obtaining CO nanoemulsions. The most suitable nanoemulsion composition was 

achieved by addition of 20% CO, 10% TCM, 3% Span 80® and 1% Tween 20®. 

Formulations showed lesser instability when stored at 4°C for 90 days. The use of TCM 

has proven to be a good strategy to fix volatile fractions of CO incorporated into 

nanoemulsions. 

Keywords: copaiba oil, nanoemulsion, solid-phase microextraction 
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A utilização de plantas medicinais para fins terapêuticos é descrita desde os 

primórdios da civilização. O conhecimento popular sobre o uso e a eficácia das plantas 

contribuiu, de forma decisiva, para a divulgação de seus efeitos medicinais, tornando 

freqüente a sua utilização, apesar de, por vezes, não se conhecer completamente seus 

constituintes químicos (MACIEL, 2002). Segundo dados da Organização Mundial de 

Saúde (OMS), estima-se que cerca de 80% da população mundial, especialmente nos 

países subdesenvolvidos ou considerados em desenvolvimento, utilizam este tipo de 

medicamento devido à falta de acesso aos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 2000; 

VEIGA-JÚNIOR et al., 2005 ). 

 

Um exemplo de planta medicinal muito difundida no Brasil é a Copaifera, cujo 

óleo conhecido popularmente como óleo de copaíba possui atividade anti-inflamatória 

comprovada (VEIGA-JÚNIOR et al., 2007; GOMES et al., 2010; KOBAYASHI et al., 

2011), sendo muito utilizada na medicina popular (BRAGA et al., 1998; CASCON & 

GILBERT, 2000; PINTO et al., 2000). 

 

Entretanto, o óleo de copaíba apresenta uma elevada lipofilicidade, o que dificulta 

sua permeação na pele. Assim, novas formas farmacêuticas que otimizem a sua 

administração e potencializem sua ação no tratamento localizado de processos 

inflamatórios, são estratégias que se fazem necessárias. Como exemplo, as 

nanoemulsões são um sistema potencial para administração tópica de diferentes 

fármacos (SHAKEEL et al., 2008). As nanoemulsões proporcionam aspecto sensorial 

agradável, alta capacidade de espalhabilidade e hidratação, além de poderem facilitar a 

penetração de ativos (TADROS et al., 2004; SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).  

 

A incorporação de compostos lipofílicos em nanoemulsões pode conduzir a um 

aumento na taxa de penetração dos mesmos através da pele, intensificando o efeito 

tópico. Esses sistemas agem como carreadores e liberadores de substâncias de 

hidrossolubilidade reduzida, que podem estar associadas às gotículas oleosas de 

tamanho nanométrico e/ou à interface do sistema (WASHINGTON, 1996; TROTTA et 

al., 2002; SONNEVILLE–AUBRUN et al., 2004). O aumento na taxa de penetração é 
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atribuído ao prolongamento do tempo de permanência nas camadas superiores da pele, 

à maior área de superfície de contato e à baixa tensão superficial das gotículas de óleo 

(KLANG & BENITA, 1998; BENITA, 1999; MATTOS, 2011). 

 

As nanoemulsões podem ser obtidas por métodos de alta ou baixa energia de 

emulsificação (FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al., 2004). Os métodos que 

utilizam a alta energia de emulsificação, como a homogeneização à alta pressão, são 

baseados na geração de energia mecânica através de alta tensão de cisalhamento e 

permitem melhor controle e ampla escolha dos constituintes da formulação 

(FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al., 2004; LIU et al., 2006). Os métodos de 

baixa energia de emulsificação, como a emulsificação espontânea, utilizam-se das 

propriedades físico-químicas dos sistemas para a obtenção de emulsões com glóbulos 

de tamanho reduzido (TADROS et al., 2004; ALMEIDA et al., 2008; CAMARGO, 2008). 

 

Levando-se em consideração as potencialidades dos sistemas 

nanoemulsionados na administração de substâncias de elevada lipofilicidade (TROTTA, 

1996; KTISTIS & NIOPAS, 1998; ALVES et al., 2005; ALVES et al., 2006; SHAKEEL et 

al, 2007), o presente trabalho  por objetivo investigar a veiculação do óleo de copaíba 

em nanoemulsões visando ao desenvolvimento de uma forma farmacêutica de uso 

tópico com ação anti-inflamatória. 
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Esta dissertação está estruturada em três capítulos como segue: 

 

  __ O capítulo I trata da revisão da literatura acerca do tema da dissertação, 

sumarizando os principais aspectos tratados ao longo do trabalho, quais sejam: 

terapia anti-inflamatória, óleo de copaíba, nanoemulsões, microextração em fase 

sólida e planejamentos fatoriais; 

 

  __ O capítulo II apresenta os resultados experimentais relativos à otimização 

dos parâmetros de extração do β-cariofileno em nanoemulsões por 

microextração em fase sólida no modo headspace e a validação de um método 

indicativo de estabilidade por cromatografia gasosa acoplada a detector 

ionização de chama; 

 

  __ O capítulo III apresenta o estudo de formulação, empregando-se 

planejamento fatorial fracionado 24-1, em que o efeito da composição do núcleo 

oleoso, de tensoativo e co-tensoativo foi avaliado sobre as propriedades físico-

químicas e a estabilidade das nanoemulsões produzidas por dois métodos 

distintos: homogenizaçao à alta pressão e emulsificação espontânea. 
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Objetivo Geral 

Desenvolver nanoemulsões de uso tópico contendo óleo de copaíba e validar um 

método de doseamento do componente majoritário, β-cariofileno. 

 

 

Objetivos Específicos 

 Otimizar os parâmetros de extração do β-cariofileno por HS-SPME-CG; 

 Desenvolver e validar um método analítico indicativo de estabilidade para 

doseamento do β-cariofileno em nanoemulsões contendo óleo de copaíba; 

 Preparar nanoemulsões pelas técnicas de homogeneização à alta pressão e 

emulsificação espontânea empregando-se delineamento experimental;  

 Caracterizar as nanoemulsões desenvolvidas e avaliar a influência de diferentes 

proporções de óleo, tensoativos e co-tensoativos sobre as características físicas, 

químicas e físico-químicas das formulações; 

 Avaliar a estabilidade das formulações desenvolvidas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO I 

Revisão 
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Terapia anti-inflamatória 

 

A inflamação é caracterizada por uma resposta multifatorial essencial para a 

manutenção da homeostase celular diante de uma lesão tecidual ou infecção. 

Apresenta-se como um mecanismo de defesa do organismo, cujo objetivo é a 

eliminação da causa inicial da lesão celular, provocadas por patógenos ou por ação de 

agentes físicos. Dessa forma, o processo inflamatório pode ser definido como uma 

seqüência de eventos que ocorrem em resposta a estimulo nocivo, trauma ou infecção. 

Essa resposta envolve uma ação coordenada entre os mediadores da inflamação e as 

células inflamatórias (SACCA et al., 1997; WOO, 2000; BERNARDI 2009). 

 

O processo inflamatório é desencadeado pela liberação de mediadores químicos 

originados nos tecidos lesados e nas células migratórias. Dentre os principais 

mediadores figuram a histamina, as proteases plasmáticas, os metabolitos do ácido 

araquidônico (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), o fator ativador de 

plaquetas, o óxido nítrico, os constituintes lisossômicos dos leucócitos e os radicais 

livres derivados do oxigênio (CALIXTO et al., 2000). 

 

A busca de moléculas com atividade anti-inflamatória é um desafio para as 

indústrias, pois esta classe de medicamentos apresenta uma alta diversidade de uso 

como, por exemplo, hemorróidas, reumatismos, acne, lesões dérmicas, úlceras, entre 

outras (DARSHAN & DORESWAMY, 2004).  

 

Dentre os anti-inflamatórios existentes no mercado, os mais usuais são os 

glicocorticóides e os anti-inflamatórios não-esteróides. Os glicocorticóides ainda são os 

principais agentes anti-inflamatórios empregados no tratamento de doenças 

inflamatórias cutâneas, devido aos seus efeitos sobre a resposta imune. Porém, o uso 

contínuo dos glicocorticóides é freqüentemente acompanhado de efeitos adversos 

severos e muitas vezes irreversíveis, incluindo a atrofia cutânea, telangiectasias, 

hipertricose, alterações no processo de cicatrização, Síndrome de Cushing, entre outros 
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(SCHOEPE et al., 2006; SCHÄCKE et al., 2002). Já os anti-inflamatórios não-esteróides 

(AINES), estão entre os mais usados de todos os fármacos. Atualmente há mais de 

cinqüenta AINES diferentes no mercado global. Esses agentes proporcionam alívio 

sintomático de dor e artropatia crônica, como ocorre na osteoartrite e atrite reumatóide, 

em afecções inflamatórias mais agudas, como os traumas esportivos, fraturas, entorses 

e outras lesões das partes moles, entre outras. Ainda, como vários AINES estão à 

disposição para a venda livre, são freqüentemente usados sem prescrição para outros 

tipos de dores menores, podendo causar efeitos indesejados significativos, 

especialmente em idosos (RANG, 2007).  

 

Mesmo com o arsenal de agentes anti-inflamatórios disponíveis, alguns fatores 

comprometem a adesão do paciente ao tratamento, como o esquema posológico, 

efeitos adversos indesejáveis, custo elevado do tratamento, entre outros (GOTTLIEB, 

2005; LEUNG et al., 2004). Além disso, alguns medicamentos não atingem a eficácia 

desejada ou comprometem a resposta imunológica, aumentando o risco a infecções 

(DISEPIO et al., 1999; FOX et al., 2006; RANG et al., 2007). Assim, tanto a academia 

quanto a indústria farmacêutica tem voltado sua atenção para as plantas medicinais, na 

busca de um agente efetivo no tratamento das doenças inflamatórias cutâneas e com 

efeitos adversos reduzidos. 

 

A utilização de plantas medicinais para fins terapêuticos é descrita desde os 

primórdios da civilização. O conhecimento popular sobre o uso e a eficácia das plantas 

contribuiu, de forma decisiva, para a divulgação de seus efeitos medicinais, tornando 

freqüente a sua utilização, apesar de, por vezes, não se conhecer completamente seus 

constituintes químicos (MACIEL, 2002).  

 

Em 2005, foi introduzido no mercado brasileiro o primeiro fitomedicamento com 

base tecnológica totalmente nacional, o Acheflan®, medicamento anti-inflamatório de 

uso tópico cujo princípio ativo é o α-humuleno, componente do óleo essencial extraído 

da Cordia verbenacea, planta utilizada pela medicina popular como anti-inflamatória, 



 

15 

 

anti-microbiana, anti-úlcera, anti-reumática e analgésica (CALIXTO 2005; NATÉRCIA, 

2005). 

 

Óleo de Copaíba 

 

O óleo de copaíba é extraído de árvores do gênero Copaifera (figura 1), da família 

Fabaceae, subfamília Caesalpinioideae, que são encontradas facilmente nas Regiões 

Amazônica e Centro-oeste do Brasil (RAMOS 2006). Entre as espécies mais 

abundantes, destacam-se: C. officinalis L. (norte do Amazonas, Roraima, Colômbia, 

Venezuela e San Salvador), C. guianensis Desf. (Guianas), C. reticulata Ducke, C. 

multijuga Hayne (Amazônia), C. confertiflora Bth (Piauí), C. langsdorffii Desf. (Brasil, 

Argentina e Paraguai), C. coriacea Mart.(Bahia), C. cearensis Huber ex Ducke (Ceará) 

(VEIGA- JÚNIOR & PINTO, 2002). 

 

 

Figura 1. Árvores do gênero Copaifera spp. (Fonte: Armazém Amazônico, 2012). 

 

A designação correta para o óleo de copaíba é óleo-resina, por ser um exudato 

constituído por ácidos resinosos e compostos voláteis (VEIGA-JÚNIOR et al., 2001). É 

um óleo-resina transparente, de viscosidade variável, cuja coloração também pode 



 

16 

 

variar do amarelo ao marrom, sendo utilizado industrialmente em vernizes e lacas, na 

restauração de pinturas antigas, como fixador de odor em fragrâncias e como 

aromatizante em alimentos (VEIGA-JÚNIOR et al., 1997; VEIGA-JÚNIOR & PINTO, 

2002). Também é chamado, erroneamente, de bálsamo de copaíba, pois não se trata 

de um bálsamo verdadeiro, por não conter derivados do ácido benzóico ou cinâmico 

(VEIGA-JÚNIOR et al., 2001). 

 

Segundo relatos da literatura, acredita-se que o óleo de copaíba não seja um 

produto do metabolismo primário e sim secundário, mais especificamente, um produto 

de excreção ou desintoxicação que funciona como defesa da árvore contra animais, 

fungos e bactérias. Este óleo é encontrado em canais secretores localizados em todas 

as partes da árvore, tendo no tronco seu compartimento mais saliente (ALENCAR, 

1982). 

 

Para a retirada do óleo destas árvores já foram utilizados diferentes métodos, 

entre eles, alguns que levavam a morte imediata do vegetal (VEIGA Jr., 2002). 

Atualmente, a extração do óleo pela incisão de trado, a cerca de 1 m de altura da base 

da árvore, é a prática mais empregada. Após a coleta, o orifício é vedado com argila 

para impedir a infestação da árvore por fungos e cupins (ALENCAR, 1982). Esta prática 

garante também que, de um mesmo espécime, possa ser coletado óleo várias vezes ao 

ano, sem danos à espécie vegetal (LAWRENCE,1980). 

 

Fatores climáticos e a época do ano devem ser considerados no processo de 

extração do óleo-resina. A composição química das espécies de Copaifera pode 

apresentar diferenças quantitativas e qualitativas. A presença de substâncias químicas 

em uma determinada espécie pode estar atrelada a sua sazonalidade, variando em 

função de alguns fatores, tais como: temperatura, radiação solar e precipitação 

pluviométrica (CASCON & GILBERT, 2000; OLIVEIRA et al., 2006). 

 

O óleo de copaíba é constituído por misturas de sesquiterpenos e diterpenos. A 

composição destes componentes pode variar entre espécies ou mesmo interespécies 
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(ARRHENIUS et al., 1983; MONTI et al., 1996 e 1999; BRAGA et al., 1998; CASCON & 

GILBERT, 2000). O sesquiterpeno β-cariofileno (figura 2) é o principal componente da 

fração volátil deste óleo-resina e é encontrado na grande maioria dos óleos essenciais, 

especialmente no óleo de cravo, porém o óleo-resina de copaíba é a maior fonte natural 

conhecida deste composto (CARVALHO 2004). 

 

 

Figura 2. Estrutura química do β-cariofileno. 

 

Vários relatos têm demonstrado que a atividade biológica do óleo de copaíba 

pode ser explicada pela natureza complexa da mistura de sesquiterpenos e diterpenos, 

resultando em um efeito sinérgico (CASCON & GILBERT, 2000; FERNANDES & 

FREITAS, 2007). Lima e colaboradores (2003) relataram que as frações obtidas do 

óleo-resina são menos ativas que o do óleo de copaíba bruto. 

 

O óleo de copaíba que chega ao mercado geralmente não é extraído de uma única 

espécie, em sua grande maioria é composto por uma mistura de óleos obtidos de 

diferentes espécies de Copaifera. A comercialização do óleo-resina sem controle de 

qualidade pode facilitar possíveis adulterações no óleo (VEIGA-JÚNIOR et al., 1997). É 

possível encontrar adição de água e gordura animal, ou impurezas como cascas, cinzas 

e terra, que afetam a aparência e o conteúdo do produto, ou ainda alterações causadas 

pela armazenagem em recipientes plásticos ou exposição à luz solar (ROMERO, 2007).  

 

A análise por cromatografia em fase gasosa de alta resolução mostrou que o óleo-

resina apresenta duas regiões bem definidas cromatograficamente: uma referente à 

região dos sesquiterpenos e outra à dos diterpenos (PATITUCCI, 1995). Esta 

metodologia permitiu avaliar o perfil de diferentes amostras de óleos de copaíba e 
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constatar adulterações, além de supor misturas de óleos de diferentes espécies, 

mostrando ser uma técnica eficaz no controle da autenticidade desta oleorresina 

(VEIGA-JÚNIOR. et al., 1997). Alguns trabalhos analíticos recentes têm sido realizados 

buscando a padronização desta matéria-prima, apesar de suas variações naturais, 

sendo que a cromatografia gasosa é a técnica mais empregada (VEIGA-JÚNIOR et al., 

1997; CASCON & GILBERT, 2000; TAPPIN et al., 2004; BIAVATTI et al., 2006). 

 

Documentos históricos apontam os índios brasileiros como os pioneiros no uso 

medicinal do óleo de copaíba (SANTOS, 2008). Na medicina popular, especialmente na 

Amazônia brasileira, o óleo de copaíba é utilizado como anti-inflamatório (BRAGA et al., 

1998; CASCON & GILBERT, 2000; PINTO et al., 2000), anti-séptico em feridas, 

eczemas, na psoríase e urticária (CASCON & GILBERT, 2000; PINTO et al., 2000), em 

afecções pulmonares (tosses e bronquites, gripes e resfriados) (PAIVA et al., 1998; 

VEIGA-JÚNIOR & PINTO, 2002), cicatrizante de pequenas irritações do couro 

cabeludo, disenteria, cistite e leucorréia (VEIGA-JÚNIOR & PINTO, 2002), como 

analgésico (PINTO et al., 2000), antiúlcera (PAIVA et al., 1998), e como antitumoral 

(OHSAKI et al., 1994).   

 

Na literatura científica é descrito seu efeito antimicrobiano (MAZURELLA & 

SICURELLA, 1960; OPDYKE, 1976, COSTA-LOTUFO et al., 2002; TINCUSI et al., 

2002; SOUZA et al., 2011; SANTOS et al., 2012), anti-helmíntico (PELLEGRINO, 1967; 

GILBERT et al., 1972), antitumoral (LIMA et al., 2003). Souza Jr. e colaboradores 

(2000) e Paiva e colaboradores (2004a) descreveram o efeito protetor do óleo-resina 

nas colites induzidas por ácido acético em ratos. Este último também descreve o efeito 

do óleo-resina de C. langsdorffii na atenuação de lesões intestinais (PAIVA et al. 

2004b), sugerindo que o efeito protetor em ambos os estudos seja devido, em parte, às 

ações antioxidantes e lipoperoxidativas do óleo-resina.  

 

Acredita-se que seu efeito antimicrobiano se deve principalmente aos 

componentes voláteis, que estão presentes no óleo-resina, uma vez que é bem descrito 

o efeito antimicrobiano destes compostos (MUROI & KUBO 1993; SHAFIN et al., 2002). 
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Santos e colaboradores (2008a) testaram a atividade antimicrobiana do óleo de 

diferentes espécies de Copaifera. As espécies de C. officinalis e C. reticulata exibiram 

boa atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, incluindo cepas de SARM 

(Staphylococcus aureus resistente à meticilina). Por outro lado, todos os óleos testados 

foram inativos contra bactérias gram-negativas. O óleo de C. duckei teve atividade 

antimicrobiana contra as diversas cepas estudadas (CABRAL, 2008). O óleo-resina 

apresentou atividade bacteriostática e bactericida seletiva contra bactérias gram-

positivas, mas também não foi efetivo contra as gram-negativas. Mendonça e Onofre 

(2007), utilizando a técnica de difusão em ágar, demonstraram a atividade 

antimicrobiana do óleo-resina de C. multijuga contra as cepas de Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, havendo a inibição do crescimento 

das bactérias avaliadas. O óleo desta mesma espécie também apresentou atividade 

antimicrobiana in vitro contra as cepas de fungos filamentosos do gênero Aspergillus (A. 

flavus e A. tamarii) e da levedura Candida parapsilosis, apresentando halos de inibição 

maiores do que os do grupo controle (miconazol), caracterizando o óleo-resina de C. 

multijuga como potencial atividade antifúngica (DEUS et al., 2011). 

 

O óleo-resina proveniente de diversas espécies de Copaifera exibe excelente 

atividade larvicida contra o vetor de Aedes aegypti de diferentes doenças, como a 

dengue e a febre amarela (SILVA et al., 2003; MENDONÇA et al., 2005; SILVA et al., 

2007; GERIS et al., 2008; PROPHIRO et al. 2012).  Os principais componentes 

químicos do óleo responsável pela morte das larvas dos mosquitos são os diterpenos 

(GERIS et al., 2008). 

 

A utilização do óleo de copaíba no tratamento da leishmaniose também é citada 

em vários estudos etnofarmacológicos, sendo alguns fora do Brasil (GRENAND & 

MORETTI, 1987; FLEURY, 1997; MOREIRA et al., 2002; KVIST et al., 2006). Santos e 

colaboradores (2008b) realizaram um screening para a atividade anti-leishmaniose in 

vitro com o óleo proveniente de oito diferentes espécies de Copaifera. Todos os óleos 

apresentaram atividade contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis 

em diferentes níveis, sendo o de Copaifera reticulate o que apresentou a melhor 
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atividade. Em estudo in vivo, a administração do óleo de C. martii pela via oral em ratos 

infectados causou redução significante da lesão de L. amazonensis quando 

comparados com o grupo controle. Nos testes de toxicidade e genotoxicidade, o óleo 

demonstrou não ter nenhum desses efeitos (SANTOS et al, 2011). 

 

A ação cicatrizante do óleo de copaíba está bem descrita na literatura. Brito (1996) 

estudou os aspectos morfológicos e morfométricos do processo cicatricial de feridas 

cutâneas abertas em ratos tratadas com óleo de copaíba (C. reticulata) e observou 

aumento da crosta da lesão, do tecido de granulação e do número de vasos 

sanguíneos, com diminuição do número de fibras colágenas. O óleo de copaíba (C. 

langsdorffii) possui a capacidade de reduzir o tempo de reparação tecidual em feridas 

cutâneas em ratos (EURIDES et al., 1998; PAIVA et al., 2002) e reduz a formação de 

tecido de granulação (BASILE et al., 1998). Resultados similares foram descritos por 

Henriques e colaboradores (1990) em feridas pós-operatórias. Porém, até o momento, 

não foram encontrados estudos clínicos utilizando óleo de copaíba. 

 

A atividade anti-inflamatória do óleo-resina é a mais difundida na medicina popular 

e investigada no meio científico. No estudo realizado por Fernandes e colaboradores 

(1992), foi demonstrado que o óleo-resina obtido de Copaifera cearensis Huber 

apresentou atividade anti-inflamatória maior do que suas substâncias isoladas 

(bisabolol, ácido copálico, éster metílico do ácido solidago). Basile e colaboradores 

(1998) mostraram, em modelo animal, a ação anti-inflamatória do óleo-resina de 

copaíba comercial, estimando a DL50 em 3,79 mL/kg. Woisky (2001) avaliando  

diferentes amostras de óleo-resina e suas frações, volátil e resinosa, no edema de pata 

induzido por carragenina, nistatina ou miconazol, constatou a atividade anti-inflamatória 

da óleo-resina, não observando diferença significativa entre o óleo-resina e suas 

frações. Veiga-Júnior e colaboradores (2001) estudando a atividade anti-inflamatória do 

óleo de copaíba comercial proveniente de diversos locais do país mostraram que a 

fração rica em hidrocarbonetos apresentou melhores resultados, que a fração de 

álcoois sesquiterpênicos e ácidos diterpênicos, na redução do edema de pata induzido 

por bradicinina ou carragenina. Carvalho e colaboradores (2005) avaliaram a atividade 
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anti-inflamatória e analgésica tópica do óleo-resina de C. duckei Dwyer em ratos, 

obtendo resultados promissores.  

 

É descrito que existem diferenças entre a atividade anti-inflamatória para as 

diferentes espécies de Copaiferas. Veiga-Júnior e colaboradores (2007) avaliaram o 

efeito farmacológico do óleo-resina provenientes de C. multijuga, C. reticulata e C. 

cearensis in vitro pela medida da produção de óxido nítrico por macrófagos murinos, e 

in vivo pelo modelo de pleurisia em ratos. O óleo de copaíba de C. multijuga (100 

mg/kg) foi o que mostrou maior efeito anti-inflamatório, inibindo a produção de óxido 

nítrico e de pleurisma induzido por zymosan.  O óleo proveniente desta espécie foi o 

que apresentou maior conteúdo de β-cariofileno, que tem sido descrito como um 

importante composto anti-inflamatório.  Os óleos-resina de C. reticulata e C. cearensis 

in vitro também apresentaram esta atividade, mas em menor intensidade. O óleo de C. 

multijuga também demonstrou atividade antinociceptiva e anti-inflamatória, 

provavelmente mediada por receptores opióides e através da inibição de vias 

histaminérgicas e serotorinérgicos, respectivamente (GOMES et al., 2010). Em estudo 

recente, realizado por Kobayashi e colaboradores (2011), a avaliação farmacológica do 

óleo proveniente de C. multijuga, demonstrou atividade anti-inflamatória in vitro e in 

vivo, demonstrando a potencialidade do uso do óleo de copaíba na terapia anti-

inflamatória.  

 

Estudos toxicológicos mostram que a toxicidade oral aguda do óleo-resina parece 

ser baixa, e o LD50 determinado em ratos e camundongos foi maior que 2000 mg/kg 

(GOMES et al., 2007; SACHETTI et al., 2009). Maistro e colaboradores (2005) não 

encontraram evidências de genotoxicidade para o óleo de Copaifera duckei no teste de 

micronúcleo com medula de rato. Ainda, o creme vaginal contendo 2,5% do óleo-resina 

desta mesma espécie mostrou ser seguro durante a gestação em ratos fêmeas (Rattus 

norvegicus) da raça Winstar (LIMA et al., 2011). Os resultados do estudo realizado por 

Sachetti e colaboradores (2011) indicam que o óleo-resina de C. reticulate não foi 

teratogênico em ratos, nas doses testadas. No entanto, o ácido kaurenóico (30 e 60 

µg/mL), um diterpeno encontrado em C. langsdorffii, mostrou atividade prejudicial ao 
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DNA em fibroblastos de hamster chinês (linhagem V79). O estudo realizado por Cunha 

e colaboradores (2003) demonstrou que o ácido kaurenóico tem efeito de relaxante 

uterino em ratos, o que aparentemente resulta em duas distintas ações: o bloqueio dos 

canais de cálcio e a abertura dos canais de ATP sensíveis a potássio.  

 

A importância do óleo de copaíba se reflete também no seu número considerável 

de patentes, na sua grande maioria relacionada a fins cosméticos e de perfumaria 

(KOSE CORPORATION, 2001; KAO CORPORATION, 2002; LION CORPORATION, 

2000; SHISEIDO CO. LTD., 1996; AVEDA CORPORATION, 2000; US425501805), 

algumas a produtos para repelência e sanitários (RIFUSE:KK, 2001; HAYASE; RIFUSE; 

SUZUKI, 2002; HAYASE; RIFUSE; DAIHO; SUZUKI, 2004). São poucas, entretanto, 

com fins na terapêutica (BEVERLY M. SPARLING, 1950; GEROLANO; GIMENES, 

1986; ICHIMARU PHARCOS CO LTD. 1995; HARGER, 2002), dentre estas temos 

somente duas patentes nacionais (GEROLANO; GIMENES, 1986 e HARGER, 2002), o 

que demonstra a necessidade emergente de que as pesquisas realizadas no país, além 

de gerarem produção científica, que ainda é uma demanda nacional, também possam 

ser orientadas à produção de recursos e tecnologia. 

 

Atualmente, o óleo de copaíba é comercializado no Brasil na forma de cápsulas 

(óleo-resina) ou como óleo puro para o uso como anti-inflamatório e anti-séptico 

(GOMES et al., 2007; SANTOS 2008). Em 2003, havia cem produtos com óleo de 

copaíba registrados como fitoterápicos no mercado brasileiro, entretanto, não foram 

encontrados dados mais recentes (ANVISA, 2012). Contudo, ainda não existem 

estudos na literatura a respeito do desenvolvimento de formas farmacêuticas de 

aplicação tópica contendo este óleo, que possa ser de interesse no tratamento anti-

inflamatório.  
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Nanoemulsões  

 

Durante muito tempo, a pele foi considerada como uma barreira impermeável, 

porém este conceito foi modificado e se reconheceram diferentes graus de 

permeabilidade (PRISTA et al., 1992). A pele e as mucosas têm sido freqüentemente 

estudadas como via de administração de fármacos, pois representam uma via atrativa e 

acessível para administração de substâncias em comparação às vias oral e parenteral, 

por apresentar mínimo efeito sistêmico (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999; GUTERRES 

et al., 2007). 

 

A penetração cutânea de um fármaco não depende apenas de suas 

propriedades físico-químicas deste, mas também do seu comportamento junto ao 

veículo farmacêutico e da condição da pele (ANSEL et al., 2007). 

 

As nanoemulsões têm sido consideradas como um potencial sistema para a 

administração tópica de diferentes fármacos (FRIEDMAN et al., 1995; PIEMI et al., 

1999; ALVES et al., 2005; SHAKEEL et al., 2007; SHAQUIF et al., 2007). Esses 

sistemas podem ser definidos como uma dispersão nanométrica de gotículas oleosas 

em uma fase aquosa externa, estabilizada por um sistema tensoativo. Apresentam-se 

como líquidos de aspecto leitoso, reduzido diâmetro de gotícula e baixa viscosidade, 

sendo que as moléculas veiculadas encontram-se preferencialmente dispersas e/ou 

adsorvidas no núcleo oleoso da nanoestrutura (BENITA & LEVY, 1993; BENITA, 1998; 

BOUCHEMAL et al., 2004). Elas proporcionam aspecto sensorial agradável, alta 

capacidade de espalhabilidade e hidratação, além de poderem facilitar a penetração de 

ativos (TADROS et al., 2004; SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).  

 

Esses sistemas têm atraído considerável atenção nos últimos anos, sendo 

descritas como uma forma farmacêutica promissora para a incorporação de fármacos 

pobremente solúveis em meio aquoso (GUTIÉRRIEZ et al., 2008). A solubilização de 

moléculas de reduzida hidrossolubilidade em um núcleo oleoso disperso em uma fase 
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externa aquosa representa uma das grandes vantagens desse tipo de sistema. Além 

disso, alguns trabalhos têm demonstrado algumas vantagens desses sistemas no que 

se refere à redução de efeitos colaterais, aumento da biodisponibilidade, ou ainda, 

sobre a estabilidade de alguns fármacos veiculados, quando comparadas com 

formulações convencionais (FRIEDMAN et al., 1995; SCHWARZ  et al., 1995; BENITA, 

1998; PIEMI et al., 1999; YILMAZ e BORCHERT, 2006). As nanoemulsões têm sido 

utilizados durante anos para a veiculação de fármacos, dentre os quais podemos citar a 

penicilina G benzatina (SANTOS-MAGALHÃES, et al., 2000), nimesulida (ALVES et al., 

2007), paclitaxel (KHANDAVILLI & PANCHAGNULA, 2007), aceclofenaco (SHAKELL et 

al., 2007), tetracaína (IZQUIERDO et al., 2007), carbamazepina (KELMANN et al., 

2007), celecoxib (BABOOTA et al., 2007; SHAKEEL et al., 2008), talidomida (ARAÚJO 

et at., 2011), colchicina (SHEN et al., 2011), tamoxifeno (PATHAN & MALLIKARJUNA, 

2011), clotrimazol (BORHADE et al., 2012).  

 

As formas farmacêuticasobtidas a partir de nanoemulsões de uso tópico vêm 

mostrando potencial uso como carreadores e liberadores de compostos bioativos de 

reduzida hidrossolubilidade, visando tanto uma atividade sistêmica quanto uma 

atividade local (DUNCAN et al., 1990; FRIEDMAN et al., 1995; PIEMI et al., 1999; 

YILMAZ; BORCHERT, 2006; KELMANN et al., 2007). Essas formulações apresentam 

vantagens para aqueles fármacos pouco solúveis em água, visto que o reduzido 

diâmetro de gotícula permite um depósito uniforme na pele, e pela possibilidade de 

promover um aumento da permeação transdérmica (SONNEVILLE–AUBRUN et al., 

2004; TADROS et al., 2004; RUKTANONCHAI et al., 2009; SILVA et al., 2009; 

MATTOS, 2011). A incorporação de compostos lipofílicos nas nanoemulsões pode 

conduzir a um aumento na taxa de penetração dos mesmos através da pele 

intensificando, assim, o efeito tópico, ou o núcleo pode exercer a função de reservatório 

de liberação nas camadas mais superficiais da pele (BARRY, 1987; CALDERILLA-

FAJARDO et al., 2006; BENITA, 1998). Isso ocorre devido ao prolongamento do tempo 

de permanência nas camadas superiores da pele, à maior área de superfície de contato 

e pela baixa tensão superficial das gotículas de óleo (KLANG; BENITA, 1998; BENITA, 

1999; MATTOS, 2011). Estas características proporcionam assim, a modulação da 
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barreira do estrato córneo, controlando a penetração cutânea; o aumento da interação 

do ativo com a pele e o aumento da estabilidade química do ativo (ALVES et al., 2007; 

FASOLO et al., 2007; FASOLO et al., 2009; JUNYAPRASERT et al., 2009).  

 

O núcleo oleoso das nanoemulsões corresponde de 5 a 30% da composição 

final da formulação e o óleo a ser utilizado e a sua concentração depende da 

solubilidade do fármaco nestes componentes, propriedades físico-químicas desejadas e 

estabilidade das formulações (KLANG & BENITA, 1998). Os óleos de origem vegetal e 

semi-sintéticos, como os óleos de rícino, oliva, soja, gergelim, amendoim, triglicerídeos 

de cadeia média, são amplamente empregados no desenvolvimento de nanoemulsões 

(KLANG & BENITA, 1998). Óleos constituídos principalmente de triglicerídeos têm sido 

correntemente utilizados para compor a fase interna da nanoemulsão (PRIMO et al., 

2008; ALVES et al., 2007; TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007; HATZIANTONIOU et 

al., 2007; FRIEDMAN et al., 1995; BENITA, 1999; PIEMI, et al., 1999; CUNHA-JUNIOR 

et al., 2003; ALVES et al., 2005; PRIMO et al., 2006, MATTOS, 2011). Os triglicerídeos 

de cadeia média (TCM) são ésteres constituídos de três ácidos graxos, com 8 a 12 

átomos de carbono, unidos ao glicerol, e dissolvem quantidades elevadas de 

compostos lipossolúveis. São aproximadamente 100 vezes mais solúveis em água do 

que os triglicerídeos de cadeia longa (TCL), sendo esses menos utilizados (MUCHTAR 

& BENITA, 1994). Esses óleos são considerados seguros para a via cutânea (TRAUL et 

al., 2000). 

 

Outro fator de extrema importância no desenvolvimento de nanoemulsões é 

selecionar o tensoativo ou a mistura de tensoativos ótima para cada fase dispersa 

(OLIVEIRA, 2008). Preferencialmente escolhem-se os tensoativos hidrossolúveis para a 

estabilização da interfase óleo/água das nanoemulsões, já que necessitam menor 

energia para formar as nanoemulsões e dessa forma melhorar a estabilidade desses 

sistemas (KOMMURU et al., 2001). As lecitinas são tensoativos anfóteros de origem 

natural formadas por misturas de fosfolipídios extraídos da soja ou da gema de ovo, 

possuem a fosfatidilcolina como componente majoritário, e são empregadas para 

estabilização de nanoemulsões por serem atóxicos e biocompatíveis (BENITA, 1998; 
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KIBBE, 2000; HENNERÉ et al., 2009).  Já os tensoativos não-iônicos, como o Span® e 

o Tween®, são considerados superiores aos iônicos por que produzem emulsões 

estáveis e são menos tóxicos do que a maioria dos tensoativos iônicos (ACOSTA, 

2008).  

 

Além de ter potencial uso para a incorporação de fármacos de reduzida 

hidrossolubilidade (DUNCAN et al., 1990; FRIEDMAN et al., 1995; PIEMI et al., 1999; 

YILMAZ & BORCHERT, 2006), as nanoemulsões também estão sendo usadas para 

veicular óleos vegetais com atividades biológicas visando o uso tópico, onde o ativo é o 

próprio núcleo oleoso. O desenvolvimento destes sistemas utilizando óleos vegetais 

tem sido intensamente valorizado, devido às atividades benéficas que a complexa 

composição de ácidos graxos presentes nestes óleos podem exercer na pele e pelo 

conceito de que são seguros e biocompatíveis, fatores que reforçam a atual tendência 

de utilização de produtos naturais (BLOISE, 2003; CAMARGO, 2008) 

 

Nanoemulsões utilizando o óleo essencial de capim limão (Cymbopogon citratus) 

como núcleo oleoso demonstrou melhor perfil de permeação que o óleo cru. Na 

avaliação do efeito anti-acne in vitro, os resultados obtidos para a nanoemulsão foi 

maior que o padrão clindamicina. Estes resultados sugerem que as nanoemulsões 

podem ser um veículo promissor para óleo de capim limão no tratamento da acne 

(FAIYAZUDDINA et al, 2009). 

 

As nanoemulsões têm sido usadas para melhorar a atividade repelente e aumentar 

o tempo de proteção contra mosquitos Aedes aegypti. No estudo realizado por Sakulku 

e colaboradores (2009), a encapsulação do óleo de citronela (Cymbopogon nardus) em 

nanoemulsões permitiu modular a liberação do óleo nas formulações, aumentando o 

tempo de atividade repelente contra mosquitos A. aegypti. A atividade repelente contra 

esse mosquito também foi avaliada in vitro em nanoemulsões com o óleo de citronela, 

em combinação com o óleo de manjericão (Ocimum genus) e vetiver (Vetiveria 

zizanioides), sendo a nanoemulsão que apresentou maior tempo de atividade repelente 
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contra A. aegypti (4,7 horas) foi composta de 10% de óleo de citronela (v/v), 5% de óleo 

de manjericão (v/v) e 5% de óleo de vetiver (v/v) (NUCHUCHUA et al., 2009). 

 

O óleo de melaleuca (Melaleuca alternifolia), empregado principalmente como 

antimicrobiano (CARSON et al., 2006), também tem sido usado para produzir 

nanoemulsões. Flores e colaboradores (2011) produziram nanoemulsões com o óleo de 

melaleuca com características físico-químicas adequadas para este tipo de sistema. 

Oliveira e colaboradores (2011) incorporaram nanoemulsões com o óleo de melaleuca 

em hidrogéis, aumentando a estabilidade das formulações e proporcionando um 

sistema mais adequado para o uso tópico.  

 

O método de preparo de tais sistemas possui grande influência sobre as 

propriedades físico-químicas, e em especial, o diâmetro das gotículas das emulsões 

produzidas. Atualmente existem vários métodos de produção de nanoemulsão descritos 

na literatura, das quais podemos citar: a homogeneização a alta pressão e a 

microfluidização, que são métodos físicos capazes de conduzir à obtenção de emulsões 

monodispersas com reduzido diâmetro de partícula e em grande escala, mas que em 

algumas condições experimentais, causam aquecimento da amostra e requerem o 

emprego de equipamentos específicos; a sonicação, que possui facilidade na execução 

em escala laboratorial, mas acarreta na elevação da temperatura da amostra durante o 

processo, pode contaminar o produto com componentes da sonda e possui dificuldade 

na obtenção de emulsões monodispersas e na execução em escala industrial; e a 

técnica de emulsificação espontânea, que utiliza solventes orgânicos para a formação 

das nanogotículas, com posterior evaporação dos mesmos, visando à produção de 

volumes reduzidos de produto final e apresenta facilidade na execução em escala 

laboratorial, conduzindo a formação de sistemas monodispersos (ALMEIDA et al., 

2008).  

 

A homogeneização a alta pressão é um método físico que utiliza alta energia de 

emulsificação, baseado na geração de energia mecânica através de alta tensão de 

cisalhamento (BENITA 1999; ALMEIDA et al., 2008). O emprego deste método tem sido 
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descrito por diversos autores (JUMMA et al.,1998; SZNITOWSKA et al., 2002; FLOURY 

et al., 2004a e 2004b; LU et al., 2008; SINGH & VINGKAR, 2008; SAKULKU et al., 

2009; NUCHUCHUA et al., 2009; BASPINAR et al., 2010; DONSÌ et al., 2011). 

 

A preparação de nanoemulsões por esta técnica ocorre geralmente em duas 

etapas. Primeiramente, as fases aquosa e oleosa são preparadas separadamente, 

podendo ou não ser aquecidas e emulsionadas através do uso de homogeneizadores 

de alta velocidade (como o Ultraturrax®) ou outro equipamento similar. Assim, uma 

emulsão grosseira é obtida, apresentando um tamanho de gotícula micrométrico. Em 

uma segunda etapa, o diâmetro de gotícula da emulsão primária é progressivamente 

reduzido até valores submicrométricos, compreendidos entre 100 e 300 nm, através da 

utilização de homogeneizadores à alta pressão (JUMA & MULLER, 1998; RIEGER, 

2001; BIVAS-BENITA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2008). 

 

No homogeneizador à alta pressão, a emulsão grosseira é forçada, sob alta 

pressão, através de um espaço anular entre uma válvula de ajuste (móvel) e o suporte 

da válvula (fixo), denominado “lacuna homogeneizadora”. Quando o produto entra na 

área entre a válvula e o suporte, há um rápido aumento na velocidade e correspondente 

aumento na pressão. A energia liberada causa turbulência e diferenças de pressão 

localizadas, que causam rompimento das gotículas. O produto homogeneizado choca-

se ao anel de impacto e sai a uma pressão suficiente para mover-se ao próximo estágio 

de processamento (figura 3) (JAHNKE, 1998; FLOURY et al 2004a e 2004b; LU et al., 

2008; ALMEIDA et al., 2008) . A otimização das condições, como pressão e número de 

ciclos de homogeneização, é geralmente determinada experimentalmente para cada 

sistema desenvolvido e tipo de equipamento utilizado (TEIXEIRA et al., 2002). 



 

29 

 

 

Figura 3. Representação do homogeneizador à alta pressão (Modificado de FLOURY 
et al., 2004b). 
 

Outro método de muito utilizado para obtenção de nanoemulsões é a 

emulsificação espontânea (TABOSA DO EGITO et al., 1996; BOUCHEMNAL, 2004; 

MARTINI et al., 2007; KELMANN et al., 2007; KELMANN et al., 2008; ARAÚJO et al., 

2011). Esta é uma técnica de fácil realização em escala laboratorial, não requer 

equipamentos sofisticados, não utiliza altas temperaturas e geralmente leva à formação 

de pequeno tamanho de gotícula na formulação, possibilitando preparar nanoemulsões 

com propriedades similares àquelas obtidas por métodos físicos (TABOSA DO EGITO 

et al., 1996; BOUCHEMNAL, 2004; MARTINI et al., 2007). Por esse método, a adição 

de uma solução solvente-óleo na fase aquosa resulta na emulsificação das nano-

gotículas da fase oleosa, devido a algum tipo de instabilidade interfacial, originada da 

rápida difusão do solvente através da interface diminuindo a tensão interfacial 

(BOUCHEMNAL et al., 2004; XU & LUO, 2007; ALMEIDA et al., 2008). 
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A técnica de emulsificação espontânea prevê a formação de uma emulsão quando 

uma fase orgânica e outra aquosa são misturadas. A fase orgânica, que consiste de 

uma solução homogênea de óleo e tensoativo lipofílico e uma mistura de solventes 

hidroimiscíveis. A fase aquosa homogênea é formada por água e um tensoativo 

hidrofílico. Ambas as fases são submetidas à agitação magnética, com posterior adição 

lenta da fase orgânica sobre a aquosa, para permitir que o sistema atinja o equilíbrio. A 

emulsão óleo em água (O/A) é formada instantaneamente por difusão do solvente 

orgânico na fase externa aquosa levando à formação de nanogotículas. O solvente 

orgânico é removido por evaporação à pressão reduzida (TEIXEIRA et al., 2002; 

BOUCHEMAL et al. 2004). Esse procedimento apresenta como vantagem a 

possibilidade de preparação de pequenos volumes de amostra em baixas temperaturas, 

o que pode ter interesse para fármacos termolábeis (TEIXEIRA et al., 2002). 

 

O tamanho e a distribuição das gotículas são fortemente afetados pela natureza 

do solvente usado durante o processo de emulsificação espontânea (BOUCHEMAL et 

al. 2004, MARTINI et al., 2007; KELMANN et al., 2007; KELMANN et al., 2008, 

ALMEIDA et al., 2008). Com isso, um aumento progressivo na quantidade de solvente 

orgânico resulta na diminuição do diâmetro das gotículas, o que pode ser atribuído a 

maior velocidade de difusão da fase orgânica em água, podendo ser relacionado com a 

menor concentração dos componentes da fase interna solubilizados na fase orgânica 

(MARTINI et al., 2007). A diminuição do diâmetro de gotícula, no entanto, só ocorre até 

certo ponto, após o qual provavelmente a difusão do solvente não seja mais 

influenciada pela concentração de soluto, sendo somente afetada pelas propriedades 

de difusão do solvente.  Além desses, outros parâmetros, como a viscosidade do óleo, 

o tipo de tensoativo e a miscibilidade do solvente com a água, são importantes na 

determinação da qualidade da nanoemulsão final obtida através deste procedimento 

(BOUCHEMAL et al. 2004; ALMEIDA et al., 2008). 

 

Após o preparo de uma emulsão ocorrem alterações que dependem do tempo e 

da temperatura de armazenagem e que levam a sua instabilidade, sendo esta 
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evidenciada pela cremagem, floculação e/ou coalescência (RIEGER, 2001; PRISTA et 

al., 2003). 

 

A cremação acontece quando as gotículas da fase interna têm maior tendência a 

subir para a superfície ou sedimentar do que partículas individuais. Esse fenômeno, na 

ausência de coalescência, é um processo reversível. A floculação acontece quando os 

glóbulos se unem e o filme interfacial é mantido, ou seja, permanecem gotículas 

distintas. A coalescência acontece quando há união dos glóbulos e a ruptura da 

interface, formando um glóbulo maior. É um processo irreversível e quando um número 

grande de gotículas coalescem, o resultado é a separação das fases (ANSEL et al., 

2007). 

 

As nanoemulsões não são termodinamicamente estáveis e, como resultado, o 

tamanho das gotículas tende a aumentar com o tempo até a separação de fases 

(coalescência). Contudo, devido ao tamanho nanométrico da gotícula obtido 

inicialmente e da baixa polidispersão, elas podem ter uma longa estabilidade cinética, o 

que significa que as pequenas gotículas praticamente não aumentam o seu tamanho 

por um longo período possuindo estabilidade inerente (GUTIÉRRIEZ et al., 2008). O 

emprego de co-tensoativos contribui para a inerente estabilidade, pois conferem 

estabilização estérica entre as gotículas, reduzindo a possibilidade de coalescência, 

bem como pela superação da força da gravidade atuante nessas gotículas pelo 

movimento browniano, presente nesses sistemas, evitando assim processos de 

instabilidade (TADROS et al., 2004; FERNADEZ et al., 2004). 

 

Dentre as características físico-químicas que precisam ser monitoradas nesse tipo 

de sistema, o tamanho de partícula é um dos parâmetros mais importantes, pois pode 

fornecer informações importantes a respeito da influência dos componentes da 

formulação sobre as características físico-químicas da mesma (BENITA & LEVY, 1993; 

KLANG & BENITA, 1998). Nanoemulsões visando à aplicação tópica devem apresentar 

tamanho de gotícula geralmente entre 100 a 300 nm, garantindo um contato próximo 

com o estrato córneo (SAKULKU et al., 2009; ALVES et al., 2007). Além disso, a 
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avaliação do diâmetro de partícula é fundamental nos estudos de estabilidade de 

emulsões, já que a medida do tamanho da gotícula após o preparo e durante o período 

de armazenamento fornece indicação sobre a estabilidade do sistema: quanto mais 

rápido as gotículas do sistema aumentam de tamanho, menor a estabilidade do sistema 

(ROLAND et al., 2003; CAMARGO 2008). 

 

A técnica mais empregada para analisar o diâmetro médio de partícula é a 

espectroscopia de correlação de fótons (PCS), também conhecida como espalhamento 

de luz dinâmico. Técnicas complementares têm sido empregadas para avaliar a 

morfologia e o tamanho das gotículas, como a microscopia eletrônica de transmissão - 

MET (FRIEDMAN et al., 1995; HATZIANTONIOU et al., 2007; RUKTANONCHAI et al., 

2009; ALVES et al., 2007).  

 

O índice de polidispersão (IP) indica a distribuição das partículas e é analisado 

juntamente com o diâmetro médio de gotícula. Valores de IP menores que 0,3 indicam 

uma boa homogeneidade das gotículas na amostra, e geralmente em nanoemulsões de 

uso tópico o ideal é a distribuição apresentar-se de forma monodispersa, ou seja, com 

uma dispersão uniforme do diâmetro das nanopartículas (ALVES et al., 2007; VARGAS, 

2010). 

 

Os tensoativos estabilizam a interface da emulsão não apenas com a formação de 

uma barreira mecânica, mas também através da produção de um potencial elétrico de 

superfície, denominada potencial zeta, que tem a capacidade de produzir forças 

repulsivas entre as gotículas de óleo evitando a coalescência (BENITA & LEVY, 1993; 

FLOYD, 1999). O potencial zeta está diretamente relacionado à repulsão eletrostática 

entre as gotículas dispersas das nanoemulsões, demonstrando o potencial de 

superfície das mesmas (ROLAND et al., 2003). Esse parâmetro é conseqüência da 

natureza química das moléculas localizadas na interface das emulsões, freqüentemente 

originado pela dissociação de grupamentos químicos dos agentes tensoativos (NETZ & 

ORTEGA, 2002).  Um elevado valor de potencial zeta em módulo (>30mV) é importante 
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para a estabilidade físico-química da emulsão, uma vez que forças repulsivas tendem a 

evitar uma possível floculação (KLANG & BENITA, 1998; ROLAND et al., 2003). 

 

Microextração em Fase Sólida – SPME 

 

A Microextração em Fase Sólida (do inglês, Solid Phase MicroExtraction – 

SPME) é uma técnica de extração que permite ser usada diretamente na amostra, sem 

a necessidade de concentração prévia. Ela se adapta perfeitamente à cromatografia, 

tanto gasosa quanto líquida (PAWLISZYN, 1997; GOMES 2003). 

 

A SPME foi desenvolvida por Arthur e Pawliszyn (1990), com o objetivo de 

facilitar a rápida preparação de amostras, onde se propôs imergir fibras em soluções 

aquosas contendo os analitos teste, as quais eram dessorvidas no bloco aquecido do 

injetor do cromatógrafo gasoso logo a seguir. Desde então, as aplicações de SPME tem 

se estendido a matrizes ambientais, farmacêuticas, clínicas, forênsicas, alimentícias e 

perfumes (STEFFEN &  PAWLISZYN, 1996 ; ANDRADE et al., 2005; QUEIROZ & 

LANÇAS, 2005; VILLANUEVA et al., 2006; NUNES et al., 2006; SIMÕES et al., 2007; 

ÁVILA et al., 2007; SCIBETTA et al., 2007; WANG et al., 2008; CAPOBIANGO & 

CARDEAL, 2008;  TSIMELI et al., 2008 ; SILVA et al., 2009; RODRÍGUEZ-BENCOMO 

et al., 2009 ; PATIL et al., 2010; KRANH et al., 2010; SOUZA et al., 2011).  

 

O dispositivo manual de SPME é essencialmente uma seringa modificada 

contendo um êmbolo que permite a exposição e a retração da fibra, respectivamente, 

durante as etapas de exposição e dessorção. A fibra consiste de sílica fundida, 

recoberto com um fino filme de polimérico ou de um sólido adsorvente (figura 4) 

(VALENTE & AUGUSTO, 2000).  
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Figura 4. Dispositivo manual de SPME. 

 

A SPME pode ser utilizada em três modos: por membrana, direta e headspace. 

Na amostragem por membrana, a fibra é inserida em uma membrana imersa na 

amostra; trata-se de um processo menos utilizado em SPME. Na amostragem direta, a 

fibra é inserida diretamente na matriz (amostra líquidas) e os analitos são sorvidos 

diretamente sobre o revestimento da fibra (figura 5a). No modo headspace, os analitos 

precisam ser transportados através da barreira de ar antes de alcançarem a fibra.  Este 

modo é empregado para a análise de compostos de média e alta volatilidade de 

amostras gasosas, líquidas ou sólidas, conforme visto na figura 5b (ULRICH, 2000, 

MAGALHÃES, 2009). Comparado ao modo direto, essa amostragem protege mais a 

fibra de analitos de alto peso moleculares e interferentes não-voláteis, uma vez que a 

SPME não necessita de prévio tratamento da amostra (PAWLISZYN, 1997). Além 

disso, os tempos necessários para alcançar o equilíbrio no modo headspace são 

menores do que aqueles em modo direto em condições semelhantes de análise. Como 

os analitos voláteis e semi-voláteis se concentram mais no headspace, o transporte de 

massa será mais rápido, possibilitando extrações em menores tempos (ZHANG & 

PAWLISZYN, 1993; GOMES 2003).  
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Figura 5. Principais modos empregados na microextração em fase sólida: extração 

direta (a) e extração via headspace (b). 

 

Para a extração, a amostra é colocada dentro de um frasco apropriado, vedado 

com septos de teflon, que será perfurado pela agulha, seguido da exposição da fibra, 

sob agitação magnética. Então, as moléculas se deslocam na matriz e penetram no 

material de recobrimento da fibra, sendo estabelecido um equilíbrio de partição do 

analito entre a fibra e o meio que o envolve. Quando o equilíbrio é alcançado, a 

quantidade de composto extraído está diretamente relacionada à afinidade com a fase 

da fibra e sua concentração na amostra. Para a retirada do analito retido na fase 

extratora é necessária a etapa de dessorção, a qual deve ser otimizada durante o 

desenvolvimento do método e, dependo da técnica analítica utilizada, pode ocorrer 

através da imersão da fibra em um solvente orgânico apropriado ou na própria fase 

móvel (no caso de cromatografia líquida) ou ainda empregando-se a temperatura (no 

caso de cromatografia gasosa) (LANÇAS, 2004; MATA et al., 2004; MAGALHÃES, 

2009). 
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Entre os fatores que influenciam a eficiência do processo extrativo estão a 

escolha do filme polimérico da fibra mais apropriado ao analito que se deseja extrair e o 

tipo de matriz em que está contido. Por isso, o primeiro passo no desenvolvimento de 

um método por SPME é a seleção do tipo de fibra para a extração dos analitos 

(PAWLISZYN, 1997). A escolha do filme, bem como a sua espessura, é geralmente 

feita em uma etapa de otimização das condições de análise, tendo como base as 

características físico-químicas dos analitos e das fibras disponíveis. Se a fase 

polimérica for líquida há absorção do analito e se estabelece um equilíbrio de partição 

que é afetado pela espessura do filme polimérico e pelo tamanho do analito. Em fases 

poliméricas sólidas, a retenção do analito ocorre nos sítios ativos da fibra e o equilíbrio 

de adsorção que ocorre depende, principalmente, do tamanho dos poros (AUGUSTO, 

2000; DAMASCENO, 2007; MENEZES, 2011). Atualmente, são comercializadas fibras 

com espessuras de fases, polaridades e composições variadas como mostra a Tabela 

1. 

 

Tabela 1. Principais características das fibras utilizadas em SPME (Fonte: MENEZES, 

2011).  

Composição da 
Fase 

Polari-
dade 

Processo 
Espessura 

de 
Fase (μm) 

Temperatura 
de dessorção 

(°C) 
Aplicação 

Polidimetilsiloxana 
(PDMS) 

Apolar Absorção 

100 200 - 270 Voláteis 

30 200 – 270 Semi-voláteis 

7 200 - 270 Semi-voláteis 

Polidimetilsiloxana/ 
Divinilbenzeno 
(PDMS/DVB) 

Polar Adsorção 
60 200 - 270 Voláteis 

65 200 - 270 Não-voláteis 

Carboxen/ 
Polidimetilsiloxana 

(CAR/PDMS) 
Polar Adsorção 75 240 - 300 Voláteis 

Carbowax/ 
Divinilbenzeno 

(CW/DVB) 
Polar Adsorção 65 200 - 260 Voláteis 
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Divinilbenzeno/ 
Carboxen/ 

Polidimetilsiloxana 
(DVB/CAR/PDMS) 

Polar/ 
Apolar 

Adsorção 50/30 230 - 270 Voláteis 

Poliacrilato (PA) Polar Absorção 85 220 - 310 Voláteis  

 

O processo de extração do analito freqüentemente precisa ser otimizado para 

melhorar as condições extrativas. Os parâmetros que podem ser alterados são: 

temperatura, força iônica, adição de modificador orgânico, volume da amostra, pH, 

tempo de extração (THEODORIDIS et al., 2000; LORD & PAWLISZYN, 2000; 

OLIVEIRA, 2007), conforme explicado a seguir. 

 

 Tempo: O tempo ótimo de extração é o tempo necessário para o sistema atingir 

o equilíbrio e assim resultar no máximo de recuperação do analito. Porém, esse tempo 

depende de vários fatores como espessura da fibra utilizada, coeficiente de difusão do 

soluto, agitação e temperatura do sistema e, muitas vezes, a extração é feita antes do 

equilíbrio ser atingido.  

 

 Agitação: a agitação do sistema é utilizada com o objetivo de melhorar a 

recuperação do analito, diminuir o tempo de extração e de equilíbrio.  

 

 pH: O ajuste do pH pode melhorar a extração principalmente de compostos que 

podem estar protonados ou não. O pH é ajustado com o objetivo de obter o analito na 

sua forma neutra. Cuidados no ajuste do pH devem ser tomados principalmente no 

método de extração por imersão direta, já que valores extremos de pH podem 

deteriorar as fibras extratoras.  

 

 Temperatura: um aumento na temperatura pode aumentar a extração, 

favorecendo que o sistema atinja esse estado de equilíbrio mais rapidamente. Por outro 

lado, o aumento da temperatura pode diminuir a porcentagem de extração por diminuir 

a constante de distribuição. 
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 Força iônica: a adição de um eletrólito pode melhorar a recuperação do analito 

pelo processo salting out. Esse processo é saturável sendo que o aumento da 

recuperação é relatado até uma concentração ótima do eletrólito e concentrações 

maiores diminuem a recuperação do analito.  

 

A análise de compostos voláteis e semi-voláteis, como o β-cariofileno, 

normalmente é realizada por cromatografia a gás. Entretanto, os métodos tradicionais 

usados para extrair compostos voláteis de matrizes não-voláteis são muito demorados 

e podem acarretar em perdas e degradação de alguns compostos. Esses métodos 

tradicionais não eliminam a etapa de pré-concentração exigida para análises em nível 

de traços, consumindo tempo e solventes. Na SPME, muitas das dificuldades das 

outras técnicas inexistem. Esse recurso não requer, por exemplo, o uso de solventes ou 

sistemas complicados de amostragem e pode ser usada para analisar voláteis e semi-

voláteis. Além disso, possui o diferencial de se poder realizar analises não-destrutivas 

(GOMES, 2003), sendo também já utilizada para a extração de fármacos em 

nanoemulsões (KRANH et al., 2010).  

 

Planejamento fatorial 

 

O planejamento fatorial é uma ferramenta utilizada para minimizar o número de 

experimentos e otimizar os processos, tendo como base a análise estatística (BARROS 

NETO et al, 2001; NETO, 2003; MONTGOMERY, 2005). Essa técnica engloba: 

planejamento fatorial fracionário (PFF), delineamento fatorial (DF) pelo arranjo 

quadrados e da metodologia de superfície de resposta (MSR). 

 

As técnicas de planejamento de experimentos podem ser utilizadas nas etapas 

de projeto preliminar, projeto do produto e processo de fabricação e na etapa de 

avaliação e melhoria (MOURA, 2008). A escolha da melhor estratégia do planejamento 

experimental depende principalmente do número de variáveis independentes ou fatores 

que se deseja estudar e do conhecimento inicial que se tem sobre o processo. Quando 

o número de fatores é muito grande, é mais conveniente escolher primeiro um fatorial 
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fracionado que reduz o número de ensaios.  Desta forma, todo o tempo e recurso para 

o desenvolvimento da pesquisa não são gastos diretamente num primeiro 

planejamento. Isto porque muitas vezes se está longe das condições ótimas. Portanto, 

a análise dos efeitos como informação inicial pode dirigir seqüencialmente a pesquisa, 

através de novos fatoriais fracionados até se chegar ao completo, atingindo-se as 

condições desejadas (RODRIGUES e IEMMA, 2005; REIS, 2010). 

 

A finalidade do planejamento experimental visa determinar os efeitos dos fatores 

ou variáveis do processo e da interação entre eles sobre o resultado do experimento 

fatorial (MONTGOMERY, 2003). Para realizar um estudo deste tipo, deve-se escolher 

as variáveis a serem estudadas e efetuar-se experimentos em diferentes valores 

(níveis) destes fatores: um fator menor representado pelo sinal (-) e um superior, 

representado pelo sinal (+), e todas as combinações possíveis destes dois níveis são 

investigados. Em um estudo que tenha 3 fatores e 2 níveis (23), o número total de 

experimentos é 8 (BARROS NETO et al., 2001). No entanto, quando o número de 

fatores a serem investigados é alto, o Delineamento Fatorial pode ser fracionado, a fim 

de reduzir o número de experimentos. Com a redução de experimentos algumas 

informações sobre os efeitos da interação entre as variáveis sobre o resultado do 

experimento são afetadas, mas os principais efeitos e as variáveis isoladas não são 

(TEOFILO et al., 2006; MOURA, 2008; REIS, 2010). Outra ferramenta que também 

pode ser utilizada quando se tem vários fatores a serem avaliados é a Metodologia de 

Superfície de Resposta, que é uma ferramenta para otimizar a eficiência do processo, 

sendo essa uma técnica  muito útil para esta finalidade, pois fornece modelos 

estatísticos que ajudam na compreensão das interações entre os parâmetros que foram 

otimizados (HAMEED et al., 2009). 

 

Após verificar quais parâmetros avaliados tiveram maior efeito sobre a resposta 

em estudo é recomendada a utilização de outra ferramenta estatística, como o 

Delineamento Composto Central e Delineamento três-níveis Box-Behnken (FERREIRA 

et al., 2007).  Estes tipos de delineamentos são uma alternativa que possibilita a 

exploração de todo o espaço amostral com um menor número de ensaios, em relação 
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aos fatoriais completos, e pode ser realizado seqüencialmente, de forma a caminhar no 

sentido da otimização do sistema. Isso consiste em chegar à região que contém o ponto 

ótimo e, então, comparar a parte do delineamento, que consiste dos pontos axiais, com 

o objetivo de avaliar a parte curvilínea existente, de forma a chegar à solução ótima, 

que maximiza os resultados do sistema. Esta última característica é uma das mais 

interessantes do delineamento (MATEUS et al., 2001; RODRIGUES e IEMMA, 2005). 
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caryophyllene in a nanoemulsion dosage form prepared with copaiba (Copaifera 

multijuga Hayne) oil 
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Neste segundo capítulo teve-se por objetivo o desenvolvimento e a validação de um 

método indicativo de estabilidade por cromatografia gasosa acoplada a detector de 

chama utilizando a técnica de microextração em fase sólida no modo headspace (HS-

SPME) para a quantificação do β-cariofileno em nanoemulsões contendo o óleo de 

copaíba. Duas formulações foram preparadas com constituições distintas, por meio de 

homogeneização à alta pressão, e avaliadas quanto às suas propriedades físico-

químicas. As condições de extração foram otimizadas por meio de um planejamento 

fatorial Box–Behnken 33, variando-se: tempo de extração, temperatura da amostra 

durante a extração e efeito da força iônica. Os resultados foram analisados 

posteriormente por ANOVA ao nível de significância de 5%. Após a otimização do 

processo de extração, a validação do método analítico foi realizada com base no ICH 

Harmonized Tripartite Guideline, Q2 (R1), de 2005. Melhores níveis de β-cariofileno no 

óleo de copaíba foram encontrados quando a extração foi feita sem adição de sal 

durante o processo, à temperatura de 45°C e após 20 minutos de exposição da fibra. O 

método apresentou-se linear na faixa de 0,14-0,68 µg/mL, sensível, preciso, exato e 

robusto. Nos testes de degradação forçada que atestaram a especificidade do método, 

observou-se efeito parcialmente protetor das nanoemulsões sobre a degradação do β-

cariofileno. 
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Abstract 

 

Recent studies have shown the anti-inflamatory activity of Copaiba oils may be 

addressed to the high content of β-caryophyllene, the most common sesquiterpene 

detected, especially in the Copaifera multijuga Hayne species. In the present study, 

nanoemulsions were proposed as a delivery system for copaiba oil in view to treat 

locally inflamed skin. This article describes the optimization and validation of a stability-

indicating SPME-GC method, for β-caryophyllene analysis in the nanoemulsions 

produced by high pressure homogenization. SPME extraction methods are performed 

with PDMS (polydimethylsiloxane) fiber (100 μm). Three SPME parameters were 

evaluated by a three-level-three-factor Box–Behnken factorial design as potentially 

affecting the technique efficiency. According to the results obtained, the best conditions 

to extract β-caryophyllene were: (i) sampling temperature of 45 °C, (ii) sampling time of 

20 minutes and (iii) no NaCl addition. Results coming from the forced degradation tests 

showed a reduction of β-caryophyllene peak area when both caryophyllene methanolic 

solution and nanoemulsions were exposed to acid hydrolysis, UV-A irradiation, oxidative 

(H2O2) and thermolitic (60 °C) conditions. Such reduction occurred in lower extent in the 

nanoemulsions, suggesting a protective effect of the formulation to β-caryophyllene 

content. Since no degradation products were detected in the same retention time of β-

caryophyllene, the specificity of the method was demonstrated. The method was linear 

in the range of 0.14 – 0.68 μg mL-1 of β-caryophyllene (r2 > 0.999), and was also 

validated for precision (R.S.D. ≤ 5.0 %), accuracy (97.85% -101.87%) and robustness. 

Finally, the method was applied to quantification of β-caryophyllene content in the 

developed formulations.  

 

Keywords: Copaiba oil, nanoemulsion, β-caryophyllene, headspace solid-phase 

microextraction, validation 
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Nanoemulsions loaded with copaiba oil: screening of composition using fractional 

factorial design and evaluation of different preparation methods 
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Neste terceiro capítulo está descrito o estudo de formulação utilizando planejamento 

fatorial fracionado 24-1, onde foram avaliados o efeito da composição do núcleo oleoso 

e tensoativos sobre as propriedades físico-químicas das nanoemulsões produzidas 

pelos métodos de homogeneização à alta pressão e emulsificação espontânea. 

Também foi acompanhada a estabilidade das formulações durante 90 dias a 4 e 25 °C. 

O planejamento fatorial fracionado 24-1 demonstrou que o método de homogeneização 

à alta pressão mostrou ser mais vantajoso para produzir nanoemulsões com óleo de 

copaíba e que a composição mais adequada da nanoemulsão contém 20% de óleo de 

copaíba, 10% de TCM, 3% Span 80® e 1% de Tween 20®. Após 90 dias de 

armazenamento a 4 e 25 °C, a temperatura de 4°C manteve as nanoemulsões com 

menos sinais de instabilidade e com menor perda da fração volátil do óleo de copaíba. 

O uso de TCM provou ser uma boa estratégia para fixar a fração volátil do óleo de 

copaíba em nanoemulsões durante a preparação e o período de armazenamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

73 

 

Nanoemulsions loaded with copaiba oil: screening of composition 

using fractional factorial design and evaluation of different 

preparation methods 

 

D. de O. Diasa, M. Colomboa, R. G. Kelmanna, S. Kaisera, H. F. Teixeiraa, R. P. 

Limbergera, V. F. Veiga Jr.b, L. S. Koestera 

 

a Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, Faculdade de Farmácia, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,  Brazil. 

 

b Departamento de Química, Instituto de Ciências Exatas, UFAM,  Manaus - AM, Brazil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 Corresponding author. Tel.: +55 51 33085278; fax: +55 51 33085437. 

Email address: leticia.koester@ufrgs.br (L.S. Koester). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

75 

 

 ABSTRACT 

 

Copaiba oil has been widely employed in popular medicine because of its anti-

inflammatory properties. The oil is extracted from trees of the genus Copaifera, which 

are found mainly in Brazilian regions of the Cerrado and Amazonian. A study was 

conducted by a 24-1 Fractional Factorial Design to evaluate the effects of oil core and 

surfactants composition on physical-chemical properties of nanoemlusions produced by 

high-pressure homogenization and spontaneous emulsification methods. Moreover, the 

stability of the formulations stored 4 and 25 °C was monitored during 90 days. The 

method of the high-pressure homogenization was shown to be the most efficient 

technique to obtain copaiba oil nanoemulsions. The most suitable nanoemulsion 

composition was achieved by addition of 20% copaiba oil, 10% medium chain 

triglycerides, 3% Span 80® and 1% Tween 20®. After 90 days storage at 4 and 25 °C, 

the temperature of 4°C maintained nanoemulsions with fewer signs of instability and 

lower loss of the volatile fraction of the copaiba oil. The use of medium chain 

triglycerides has proven to be a good strategy to fix volatile fractions of copaiba oil 

incorporated into nanoemulsions during preparation and storage period. 

 

Keywords: Copaiba oil, nanoemulsion, Fractional Factorial Design, high-pressure 

homogenization, spontaneous emulsification 
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 Como resultado da otimização dos parâmetros de extração do β-cariofileno em 

nanoemulsões contendo óleo de copaíba por HS-SPME-CG utilizando 

planejamento fatorial Box–Behnken 33, obteve-se que os melhores níveis de β-

cariofileno foram encontrados quando a extração foi feita sem adição de sal à 

temperatura de 45°C e após 20 minutos de exposição da fibra. 

 

 A validação do método analítico de doseamento do β-cariofileno em 

nanoemulsões mostrou-se linear, preciso, exato e robusto. Nos testes de 

degradação forçada, observou-se efeito parcialmente protetor das nanoemulsões 

sobre a degradação do β-cariofileno. 

 

 O estudo de formulação utilizando planejamento fatorial fracionado 24-1, onde 

nanoemulsões foram produzidas pelos métodos de homogeneização à alta 

pressão e emulsificação espontânea demonstrou que o método de 

homogeneização à alta pressão mostrou ser mais vantajoso para produzir 

nanoemulsões com óleo de copaíba e que a composição mais adequada da 

nanoemulsão contém 20% de óleo de copaíba, 10% de TCM, 3% Span 80® e 1% 

de Tween 20®. 

 

  Após 90 dias de armazenamento a 4 e 25 °C, a temperatura de 4°C manteve as 

nanoemulsões com menos sinais de instabilidade e com menor perda da fração 

volátil do óleo de copaíba. 

 

 O uso de TCM provou ser uma boa estratégia para fixar a fração volátil do óleo 

de copaíba em nanoemulsões durante a preparação e o período de 

armazenamento. 

 

 

 

 

 


