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RESUMO

As arvores do génei@opaifera(Leguminosae), conhecidas popularmente como capashe
exsudam um 6leo-resina extensamente utilizado ndicna popular e por industrias
farmacéuticas e de cosméticos, devido as suaslad®$ cicatrizante e anti-inflamatoria.
Quimicamente, esses Oleos se caracterizam pelaengees de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados esadidopénicos. No entanto, a composicao
quimica desses Oleos-resina é variavel e aindss@dem conhecimento dos fatores que as
determinam, embora varios fatores bidticos e afmétisejam considerados fontes dessa
variacdo. Essa variagdo dificulta a padronizacdocaaposicdo quimica desses 6leos,
comprometendo seu controle de qualidade e consesuente a qualidade dos produtos a
que dardo origem, fato que tem causado um granttavena sua maior aplicacdo e
comercializacdo. Essa variabilidade em sua com@ogigiimica ja é bastante conhecida e
relatada na literatura, mas a maioria dos estusllzados tém se restringido a caracterizar
quimicamente o Oleo-resina e poucos tem se predoupan estudar as causas dessas
variacdes. O objetivo deste trabalho foi padroni@acomposi¢cdo quimica dos Oleos de
copaiba por meio de técnicas de cromatografia e@ f@msosa acoplada a detectores de
ilonizagao de chama (CG-DIC) e espectrometria dsasa®G-EM) e cromatografia em fase
gasosa bidimensional abrangente (CGXCG); analsatisticamente a influéncia de fatores
abidticos como sazonalidade, tipo de solo e didmatraltura do peito (DAP), além da
infestacdo por cupins, sobre a composicdo quimiessed Oleos. Além disso, foram
comparados 5 métodos de esterificacdo dos &acidegpéiicos presentes nos Oleos de
copaiba envolvendo catalise acida, que utilizarg/lB€OH, HSO/MeOH e HCI/MeOH,
levando-se em consideracdo suas eficiéncias eéinegas analiticas, além do consumo e
toxicidade dos reagentes utilizados, relacdo dosieficio e, principalmente, a possibilidade
de alteracdo/degradacao da estrutura dos consguguando aplicados em 6leos de copaiba.
Para isso foram obtidos 6leos de copaiba de 3asolem novembro de 2004 e novembro de
2005 (épocas consideradas secas) e em maio dg&fta considerada chuvosa). No total,
43 amostras de oleo-resina de copaiba foram caletaa Reserva Ducke (Manaus-AM), de
33 espécimes diferentes, que possuiam diferent@d¥Ase encontravam em diferentes tipos
de solo. As analises por CG-DIC e CG-EM permitirandentificacdo de 35 constituintes:
sendo 22 hidrocarbonetos sesquiterpénicos, 9 dsegupnos oxigenados e 4 acidos
diterpénicos. Enquanto a analise por CGxCG perméiudentificacdo de outros 13
sesquiterpenos, além de 7 monoterpenos, inéditadema-resina de copaiba.peariofileno

e seu oxido foram os constituintes majoritarios Z29ne 11 amostras, respectivamente. As
andlises hierarquica por agrupamento (HCA) e de pooentes principais (PCA)
evidenciaram a existéncia de dois grupos distiotms diferentes perfis cromatograficos, em
que foi comprovada apenas a influéncia do tipodle, sobre a composi¢do quimica desses
Oleos. Outros fatores analisados como sazonalidzdle,e infestacdo por cupins, néo tiveram
influéncia sobre a composi¢do quimica dos Oledsaede copaiba. Quanto aos métodos de
esterificacdo, as analises das 5 metodologiagitestapesar de terem sido reprodutiveis, ndo
se mostraram eficientes, ao passo que ndo pemmitraidentificagdo dos constituintes
formados e levaram a formacgéo de artefatos.

Palavras chave:cariofileno, 6leo-resina, cromatografia bidimensilp andlise hierarquica
por agrupamento, analise de componentes principaispterpenos.



ABSTRACT

The trees of the genu3opaifera(Leguminosae), popularly known as copaibeirasgdexan
oilresin widely used in folk medicine and in phaoeatical and cosmetics industries due to
their healing and anti-inflammatory activities. @tieally, these oils are characterized by the
presence of sesquiterpene hydrocarbons, oxygersseguiterpenes and diterpene acids.
However, the chemical composition of oilresin isi&hale and it's not known the factors that
determine them, although several biotic and abidéictors are considered sources of
variation. This variation makes it difficult to sidardize the chemical composition of these
oils, compromising their quality control and conseatly the quality of products that will
give rise, a fact that has caused a major obstadls wider application and marketinbhis
variability in its chemical composition is very w&hown and reported in the literature, but
most studies have been restricted to charactetisenically the oilresin and few have
bothered to study the causes of these variatidms.objective of this study was to standardize
the chemical composition of copaiba oils by teche&of gas chromatography coupled with
flame ionization detector (GC-FID) and mass spectiny (GC-MS) and comprehensive
two-dimensional gas chromatography (CGXCG); anastaéstically the influence of abiotic
factors such as seasonality, soil type and diamtdareast height (DBH), in addition to
termite infestation on the chemical composition tbése oils. In addition, 5 methods
esterification of diterpene acids present in oitgpaiba were compared involving acid
catalysis, using B#MeOH, HSO/MeOH and HCI/MeOH, taking into account their
effective ness and analytical frequencies, andctmsumption and toxicity of reagents, cost
effective and, above alkhe possibility of alteration/degradation of theusture of the
constituents when applied to copaiba .of®r that, copaiba oils were obtained from three
collections: in November 2004 and November 200% glasons) and in May 2005 (rainy
period). In total, 43 samples of copaiba oilresaswollected in the Reserva Ducke (Manaus-
AM) from 33 different specimens, which had differ&BH's and were in different soil types.
Analyses by GC-FID and GC-MS allowed the identiflma of 35 constituents, 22 were
sesquiterpene hydrocarbons, 9 oxygenated sesanespand 4 diterpene acids. While
CGxCG analysis allowed the identification of otli& sesquiterpenes and 7 monoterpenes,
unpublished in copaiba oilresin. Thgcaryophyllene and its oxide were the major
constituents in samples 29 and 11, respectivelg. dfalysis by hierarchical cluster analysis
(HCA) and principal components analysis (PCA) shbiyee existence of two distinct groups
with different chromatographic profiles, it was pen only the influence of soil type on the
chemical composition of these oils. Other factormlgwed as seasonality, DBH and
infestation by termites, had no influence on thensital composition of oilresin of copaiba.
As regards to esterification methods, the analgkifive tested methods, although they were
reproducible, they were not efficient, since ndbvwalthe identification of the formed and led
to the formation of artifacts.

Keywords: caryophyllene, oleoresin, comprehensive two-dinugrad gas chromatography,
analysis by hierarchical clustering, principal caments analysis, monoterpenes.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que no planeta Terra existam aproximaotzn298 mil espécies de plantas
terrestres e 16,6 mil espécies de plantas aquatieasquais apenas 215,6 mil espécies de
plantas terrestres e 8,6 mil espécies de plantz&tiags ja estdo catalogadas (MOBtAal,
2011). Mas apesar do aumento de estudos na apFadigos naturais, estima-se que apenas
5-15% dessas espécies de plantas ja foram inveaid8RAZ-FILHO, 2010).

O Brasil com uma extensa area territorial e vabasnas (Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal), apt@sena grande diversidade de solos e
climas que favorece a riqueza e variedade de tipogegetacao, distribuidas nos diversos
ecossistemas brasileiros. Possuindo entre 15 ed208ida a biodiversidade mundial, sendo
considerado o pais com maior numero de espécigsreeas, abrigando aproximadamente
55 mil espécies de plantas (BARREIRO & BOLZANI, 200Toda essa biodiversidade é
considerada uma potencial fonte de substanciasdialmente ativas e sua preservagao é
fundamental, tanto pelo valor intrinseco dessa saemqueza bioldgica como pelo seu
enorme potencial como fonte de novos farmacos.

A Floresta Amazonica, maior reserva de diversidad®gica do mundo, é também o
maior bioma brasileiro em extensdo e ocupa quasadeealo territdrio nacional (49,29%)
(IBGE, 2012). Mesmo possuindo uma grande diversidadldgica, verifica-se que existem
poucos estudos em relacdo a quantidade de espeesentes nessa floresta (NODORI &
GUERRA, 2004). A comunidade cientifica esta empdahaa descoberta de produtos
naturais biologicamente ativos. Excelentes pesgulsaonstram que as plantas medicinais,
na sua formain natura ou como extratos, apresentam potenciais terap8ufiara o
desenvolvimento de novos produtos (BALUNAS & KINGRN, 2005; NEWMAN &

GRAGG, 2007).



Entre as inUmeras espécies vegetais da flora érastjue apresentam substancias
quimicas biologicamente ativas, destaca-se o gé@epaifera compreendendo diversas
espécies produtoras de um Oleo-resina que se earacpela presenca de uma importante
classe de metabdlitos que séo os terpenos, reseisgdr diversas atividades terapéuticas.
Além da producdo do Oleo-resina que tem grandecagdp para fins medicinais e
cosmeéticos, as arvores deste género, também cdakesmmo copaibeiras, destacam-se pelo
uso de seu tronco pela industria madeireira que@eon funcéo de caracteristicas como alta
resisténcia a ataque de fungos xilofagos, baixangabilidade, e alta durabilidade da
madeira, que também apresenta superficie lisatedas e uma textura media e uniforme
(VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002).

Apesar da extensa literatura sobre os Oleos-renaopaiba, poucas referéncias
discriminam a espécie d€opaifera que esta sendo estudada. Somente dez espécies
encontradas no Brasil tiveram seus Oleos-resinadados:C. cearensis C. duckej C.
guianensisC. langsdorffij C. martii, C. multijugg C. officinalis C. pauperaC. reticulatae
C. trapezifolia tendo sido identificados mais de 100 sesquit@pen40 diterpenos, alguns
com atividades biolégicas ja testadas e comprovdda&8NDRO et al, 2012).

J& existe evidéncia da correlacdo entre a atividatisnflamatdria com os 6leos que
apresentam maiores teores de acidos diterpéni&&RNANDES et al, 1992). Enquanto a
fracdo sesquiterpénica € responsavel pelo arontdederesina de copaiba. Seu concentrado
€ bastante procurado pelas industrias de perfuntesméticos, podendo chegar a ser 600
vezes mais caro que o0 O6leo bruto. No entanto, ésmcficas em hidrocarbonetos
sesquiterpénicos também sao reputadas como impestano efeito antiinflamatério, no
entanto com provaveis efeitos sinérgicos (VEIGA-JOR et al, 2001). Dentre as atividades
biolégicas mais citadas destacam-se a antiinflaiaat@ntimicrobiana, antileishmanial,

analgésica e antitumoral.



Mesmo apresentando diversas aplicacées nas iralifirmacéutica e de cosméticos,
a comercializacdo do 6leo de copaiba vem diminuitedido a variagdo na composicao
quimica que esses 0leos costumam apresentar. BSégao € muitas vezes atribuida a
mistura de Oleos de diferentes espécies botaracaainda, de espécimes de idades e locais
diferentes; ma identificacdo das espécies; faltpatironizacdo do Oleo-resina ou ainda a
problemas de falsificacdo/adulteracdo (VEIGA-JUNI®Ral, 1997; VEIGA-JUNIOR &
PINTO, 2002). Além disso, a presenca de substaqgcimsicas em uma determinada espécie
tem sido atrelada ao periodo e modo de extrac&olata; sazonalidade, diametro a altura do
peito (DAP), tipo de solo e tamanho da copa (ALENRCA982; FERREIRA & BRAZ,
2001; VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002; PLOWDEN, 2003; BAMONTE-AZEVEDO et
al., 2004; MEDEIROS, 2006).

Assim, a falta de parametros efetivos para calaatee consequentemente realizar 0
controle de qualidade dos Oleos de copaiba, abadariabilidade natural inerente a esta
matéria-prima e a crescente demanda do mercadenpaedmprometer a qualidade dos
produtos que utilizam esses Oleos-resina como matéria-prijdaque avariacdo na
composicao quimica pode influenciar a acao farndgich e a toxidez dos produtos que o
utilizam em suas composicOes, @@lo um grande entrave econOmico para a regiao
(CASCON & GILBERT, 2000; BIAVATTI et al.,2006).

Alguns trabalhos analiticos tém sido realizados#udo técnicas para a padronizacéo
de Oleos de copaiba, apesar de suas variacoegisatiasconcelos & Godinho (2002),
propuseram um meétodo titulométrico simples paraqadacdo do 6leo de copaiba. No
entanto, a cromatografia em fase gasosa tém gimeca mais empregada. Mas esta técnica
apresenta certos inconvenientes, pois sO pode mpregada na analise de substancias
volateis e termicamente estaveis; caso contrdéadtessidade de se formar um derivado

com essas caracteristicas, 0 que nem sempre & viave



Por isso, o presente trabalho visa analisar estatisente possiveis influéncias da
sazonalidade, tipo de solo, diametro a altura dto g®AP) e infestacdo por cupins, na
composicao quimica dos 6leos de copaltapéifera multijugy, para posterior padronizacao
da composicdo quimica organica utilizando técnidascromatografia em fase gasosa
acoplada a detectores de ionizacdo de chama (C§-BI€spectrometria de massas (CG-
EM) e cromatografia em fase gasosa bidimensionangiente (CGxCG). Pretende ainda
comparar métodos de esterificacdo envolvendo sat@cida, normalmente utilizados na

transesterificacdo de acido graxos, quando apl&cadooleos de copaiba.



Z é..



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

» Definir o padrdao de composicdo quimica organicadlées de copaiba obtidos da
espécieCopaifera multijugaHayne por meio de técnicas de cromatografia em dasosa e
verificar a eficiéncia de diferentes métodos deréatacdo dos acidos terpénicos presentes

nos 6leos de copaiba.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Padronizar a composi¢cao quimica dos Oleos de capidbta espécie por meio de
técnicas de cromatografia em fase gasosa acoplddteétores de ionizagdo de chama (CG-
DIC), cromatografia em fase gasosa acoplada a wspwtria de massas (CG-EM) e
cromatografia em fase gasosa bidimensional abréag€exCG);

« Verificar e analisar estatisticamente a influérdaasazonalidade, do tipo de solo, do
didametro a altura do peito e da infestacdo pomsupa composi¢cao quimica desses 0leos;

» Comparar métodos de esterificacdo envolvendo satdicida quando aplicados em
Oleos de copaiba, levando-se em consideracao iénefi, frequéncia analitica, consumo e
toxicidade dos reagentes utilizados, relacao dosteficio e, principalmente, a possibilidade

de alteracao/degradacéo da estrutura dos consgguin






3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae Juss. € uma das maiores it@mibtanicas, considerada a de
maior riqgueza de espécies arboreas nas floresteiopieais, sendo representadas por grandes
arvores, ervas e trepadeiras; compreende 727 gemercerca de 19.000 espécies. Esta
dividida em quatro sub-familias: Faboideae (ou IReqmideae), Caesalpinioideae (ou
Caesalpiniaceae), Mimosoideae (ou Mimosaceae) @deae (SOUZA & LORENZI, 2005).
As leguminosas apresentam vasta distribuicdo gkogrédocorrendo em quase todas as
regides do mundo, excetuando-se as regides adieamarticas e algumas ilhas. No Brasil,
ocorrem aproximadamente 178 géneros e 3.200 esp@#MrRROSOet al, 1991), e muitas
destas espécies sao exclusivas de ecossistemiasitoas

O potencial econémico dessa familia é incontesténmeé seus frutos e sementes sao
consumidos como alimento (LEWIS, 1987; LEWIS & OWEDN89). Além disso, fornece
madeiras, resinas e 0leos de boa qualidade, matéma para perfumes, tinturas e farmacos.
Uma caracteristica tipica dessa familia € a ocom@édo fruto do tipo legume, também
conhecido como vagem, exclusivo desse grupo.

E importante lembrar que as leguminosas eram antegnte denominadas como
pertencentes a familia Fabaceae. Segundo a nomeadb@tanica atual, Fabaceae Lindley da
lugar a Leguminosae Juss.. Todavia, a classificagBindo-se a apenas como Fabaceae
ainda pode ser encontrada em alguns livros e @giles (VEIGA-JUNIOR & PINTO,

2002).
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3.2. O GENERO Copaifera

O génerdCopaiferapertence a familia Leguminosae Juss., subfamé&sé@lpinoideae
Kunth.. As copaibas ou copaibeiras (do tygpa-yba que significa “arvore com depdsito”),
como sdo vulgarmente chamados 0s espécimes dass®,g8a0 arvores nativas da regiao
tropical da América Latina e também da Africa Onidé (VEIGA-JUNIOR & PINTO,
2002). Segundo Dwyer (1954), este género reune@&cees validas, sendo 16 endémicas do
Brasil (Tabela 1), das quais pelo menos 11 ocorm@mmazonia brasileir&. duckeiDwyer,

C. glycycarpaDucke, C. guianensisDesf., C. langsdorffii Desf., C. martii Hayne, C.
multijuga Hayne,C. officinalis (Jacq.) L. C. paupera(Herzog) DwyerC. piresii Ducke C.
publifora Benth. e C. reticulata Ducke. Além disso, a espéci€. langsdorffii é
particularmente importante por estar distribuidatedo o territério brasileiro e por possuir 4
variedadesC. langsdorffiivar. grandifolia, grandiflora, laxa e glabra (LEITE & LLERAS,
1993).

As copaibeiras se adaptam a uma grande variedadamtientes, ocorrendo em
florestas de terra firme, matas de transicdo, ¢egmyecampos, campinaranas, em areas
alagadas, e/ou nas margens de lagos e igarapé8, meamo em dunas (MARTINS-DA
SILVA et al, 2008). Sdo encontradas tanto em solos arenosos amilosos (ALENCAR,
1982), areno-argilosos, pedregosos ou rochosoiresao litoral (COSTA NETO, 1991).
Seus espécimes adultos ocupam o dossel da flanesamergem ocasionalmente (ALENCAR
et al, 1979; SAMPAIO, 2000; PLOWDEN, 2004). Segundo @adseto (1991), de acordo
com a ocorréncia dos espécimes € possivel obsegxar preferéncia por habitats com areas
umidas, como margens de rios, igarapes, lagoss ggedodicamente inundaveis como

varzeas e areas permanentemente inundadas conds.igap
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Tabela 1.Relacéo de espécies e distribuicdo das copaibascgueam no Brasil.

Espécie

Local onde é encontrada

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C.
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

. brasiliensisDwyer
. cearensisiuber ex Ducke
. confertifloraBenth.
. coriaceaMart.

. duckeDwyer

. ellipticaMart.

. glycycarpaDucke

. guianensiPesf.

. langsdorffiiDesf.

. lucensDwyer

. lutxelburgiiHarms

malmeiHarms

. marginataBenth.

. marjorinaDwyer

. martii Hayne

. multijugaHayne

. oblongifoliaMart.

. officinalis(Jacq.) L.
. pauperaHerzog) Dwyer
. piresiiDucke

. publiforaBenth.

. reticulataDucke

. rondoniiHoehne

. trapezifoliaHayne

MT

CE

Pl
Pl, MA, BA
BA, CE, PA, MA
MT

AM, PA, MT
AM (Coldmbia, Guiana Francesa e Suriname)
Todo o Brasil, principalmente AM, PA, CE (&rgina e Paraguai)
RJ

Pl, PE, BA

MT

Chapada das Mangabeiras, GO

BA

PA, MA, PI, GO, MT

PA, AM, RO, MT (Bolivia e Peru)
MA, GO, MG
Norte do AM, RR (Col6mbia, San Salvador e VeneZuela
AC, AM (Bolivia e Peru)
AM, PA, RO, MT
RR (Colémbia, Guiana e Venezuela)
AP, PA

Urupa-RO, Serra da Pacca-Nova, Rio Cautdiio
Regido Sudeste, sul, BA, PE, MG, MS

Dwyer, 1951; Ducke, 1958; Veiga-Junior & Pinto, 20Martins-da-Silveet al, 2008.

producédo de seu Oleo-resina, que tém sido largamifizados pelas populagdes tradicionais
e industrias farmacéuticas devido as suas promplesddéerapéuticas (VEIGA-JUNIOR &
PINTO, 2002). Embora nem todas as espécie€amiferasejam capazes de produzir este

Oleo, todas as espécies que ocorrem no Brasil@@ideradas produtoras de Oleo-resina. Os

A importancia das arvores de copaiba se deve ansudleira de boa qualidade e a

Oleos obtidos das espécies @e reticulata, C. langsdorffie C. multijuga sdo os mais

comercializados por serem espécies abundantesdezmem maiores quantidades de 6leo

(ALENCAR, 1982; LEITEet al, 2002; VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002). Além disssses

Oleos estdo sendo empregados também pelas indidé&igerfumaria, de cosméticos e de

vernizes, como agente fixador (VEIGA-JUNIOR & PINTZD02).
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3.3. A ESPECIE Copaifera multijuga HAYNE

As espécies do génerfoopaiferacompartiiham muitas caracteristicas em comum e
somente uma analise da morfologia externa nao iéiesue para distingui-las (DUCKE,
1958). Sua identificacdo botanica normalmente bzesta de acordo com as caracteristicas
das flores e dos frutos, mas estes sdo dificiiment®ntrados, pois o periodo de floracao &
rapido e nem sempre é anual (VEIGA-JUNIOR & PINTDQ2). De acordo com Alencar
(1988), aC. multijugaapresenta floracao e frutificacdo em intervalogaie anos na Reserva
Ducke, em Manaus.

Esta espécie ocorre no norte da América do Sudnglendo Brasil, Bolivia e Peru. No
Brasil, ocorre principalmente nos estados do AmazanPara. Segundo Ducke (1949), esta
espécie ocorre na parte ocidental do Estado do @an&dio Tapajos; em Santa Julia, no
limite com o Estado do Amazonas; em Parintins; eaud4 e Manaus. No Herbario do INPA
foram registrados materiais botanicos desta esgégienais cinco municipios do Estado do
Amazonas: Borba, Carauari, Itacoatiara, Novo Anjdua Tefé. H4 ainda descricbes mais
especificas de distribuicdo que afirmam que a ésp&orre também na Bahia, em Rondonia
e no Mato Grosso (Figura 1).

No Brasil, os 6leos de copaiba sdo conhecidos iferedtes denominacdes: balsamo,
balsamo dos jesuitas, caobi, capaiba, capaubaaibappcopai, copaibeira, copaibeira-de-
minas, copahypa, copaiba, copaiba-angelim, copméreca, copaiba-preta, copaiba-mari-
mari, copaiba-de-varzea, copaiba-vermelha, copais- copaibarana, copaibo, copauba,
copauva, copal, cupauva, cupilva, cupiuba, maraarjnmari, oleiro, 6leo, 6leo-amarelo,
Oleo- Oleo-capaiba, Oleo-copaiba, Oleo-de-copdilem-pardo, 6leo-vermelho, pau-de-éleo,
pau-6leo, pau-d’éleo, pau-6leo-de-copaiba, pau-Gtesertdo e podoi (CLEMENEt al,

1999; VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002).
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~ S e it
Figura 1. Distribuicdo da espéci@opaifera multijugaHayne.
Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Copaiferagitijuga

Cascon (2004) e Plowden (2004) citam nomes comasmscdpaibeiras na América

Latina e na Europa (Tabela 2).

Tabela 2.Nomes comuns para copaibeiras na América Latinarepa.

Pais Nome Comum
Coldmbia arbol de aceite, trompo poerco, canimpaitn, kurma
Chile balsamo de copaiba, copaiba del Brasil

copayer, copahu, huile de copahu, baume de copahu,

Franca huile de copayer, baume de copayer
Guiana balsamo, maram
Guiana Francesa Panchimouti
Inglaterra copaiba balsam, copaiva balsam, copaiva
Paraguai cupay, kupa'y
Peru copaiva, copaiba branca
Suriname apoewa, hoopelboom, hoepelhout, hoeproe
aceite de palo, aceite de zaraza, cabima, cabirabano, calenibo,
Venezuela

balsamo de copaiba, curricon
Veiga-Junior & Pinto, 2002; Cascon, 20Rkbwden, 2004.

3.3.1. ASPECTOS BOTANICOS

As copaibeiras séo arvores de crescimento lentaerp viver até 400 anos, podendo
alcancar até 60 metros de altura e 120 cm de di@maedltura do peito (DAP), sendo mais

comum encontrar arvores em torno de 40-50 cm de @AENCAR, 1981; MARTINS-DA-
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SILVA et al, 2008; BRUMet al, 2009). A casca € lisa, persistente, de colorag@za a

cinza-avermelhada (Figura 2), com estrias vertieaisuperficiais. O tronco € aspero, de
coloracao escura. A forma do fuste geralmente &apmas podem ocorrer fustes cilindricos,
e 0s troncos podem apresentar sapopemas discletaa é geralmente circular e irregular

(DWYER, 1954; ALENCAR, 1981; VEIGA-JUNIOR & PINTQ002; BRUMet al, 2007).

Fonte: Manual de Sementes da Amazonia, fasciculo 9, 2BRYUM et al, 2009).

3.3.1.1. FOLHAS

As folhas (Figura 3) sédo compostas, alternadasolpdas, medindo de 12 a 23 cm,
com 8-20 foliolos elipticos e alternos (VEIGA-JUNRC& PINTO, 2002; BRUMet al,

2009).
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Figura 3. Folha do individuo adulto deopaifera multijuga.
Fonte: Manual de Sementes da Amaz0nia, fasciculo 9, 2BB®2M et al, 2009).

3.3.1.2. FLORES

As flores sdo brancas, pequenas, apétalas, heditafre arranjadas em paniculos
axilares (CLEMENTet al.,1999). A polinizag&o é realizada por abelhas, congonasp. e
Apis mellifera (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004). A floracdo e frutificagdo das
copaibas normalmente ocorrem a partir dos cince aeocidade (SANTOS, 1979), mas a
época de floragdo e frutificagdo ndo é uniformeeent diferentes regides ou espécies de
copaiba. No Amazonas, a floracdo e frutificacddCdenultijugaocorrem de janeiro a abril
(estac&o chuvosa) e de marco a agosto, respectitaifd ENCAR et al, 1979). Enquanto,

a floracdo desta mesma espécie ocorre entre dezenjneiro, com frutificagdo de janeiro a

julho, na regido do Tapajos (CARVALHO, 1994).
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3.3.1.3. FRUTOS

Os frutos sao legumes (Figura 4), com tamanho m#eli8,6 x 2,9 x 2,0 cm e peso
meédio de 8,5 g. Inicialmente de coloracdo amarelarmelha, tornando-se marrom-escuro
com a maturacdo. Possuem formato globodide, contém semente envolvida por um arilo
abundante e colorido que envolve mais da metadsedente (CAMARGCet al, 2008;
BRUM et al, 2009).

As sementes tém formato elipsdide e tamanho meéslia,@ x 1,3 x 1,1 cm e peso
meédio de 1,8 g. Coloracéo preta, opaca e de cénsiatfirme. Geralmente, ha uma semente
por fruto, mas ja foram encontradas até trés sessemh um fruto (CAMARG@t al, 2008).
Sua dispersao natural € do tipo barocérica (atoaaéorca da gravidade), e tem aves como o

sabia como 0s maiores responsaveis por sua disperséias levam a grandes distancias.

semente

- =

arilo

Figura 4. Fruto, semente e arilo d&paifera multijuga.
Fonte: Manual de Sementes da Amazo6nia, fasciculo 9, 2BBYM et al., 2009).
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3.3.1.4. OLEO-RESINA

O dleo-resina de copaiba pode ser quimicamenteideftomo uma solucéo de acidos
diterpénicos dissolvidos em um Oleo essencial dafkd majoritariamente por
sesquiterpenos (ALENCAR, 1982; ARRHENIW#$ al.1983; MONTIet al.,1996; BRAGA
et al, 1998; CASCON & GILBERT, 2000). Biologicamentestee 6leo é produto da
deterioracdo das paredes celulares do tronco ei jdekcrito como produto da excrecédo e/ou
desintoxicacdo do organismo vegetal, que funcianemmo defesa das plantas contra animais,
fungos e bactérias (ALENCAR, 1982).

O oleo-resina pode ser classificado quanto a sl@agédio, turbidez e viscosidade.
Suas caracteristicas fisicas variam de transpamern@aco, mais ou menos Vviscoso, de
coloracdo que varia do amarelo ao vermelho, podeedancolor. E insoltvel em agua e
parcialmente sollvel em alcool. Quando expostorao éleo-resina escurece e se torna mais
viscoso. Apesar da ampla variacdo de suas castitasi fisicas, o 6leo-resina é um dos
produtos mais procurados pelas industrias farmmed&ute de cosméticos (CASCON &
GILBERT, 2000).

Segundo Plowden (2001), o Gleo-resina de copaipeod@uzido principalmente por
arvores que apresentam DAP entre 45 e 65 cm (thadgi de 90 a 130 anos). Atualmente, a
extracdo do Oleo-resina é realizada através deirpeifes no tronco feitas com um trado
metélico a 1m de altura do solo. As perfuracdexath o cerne da arvore e apés a coleta, o
furo é lacrado com cano de PVC. No entanto, L&it®4) relata duas técnicas de extracdo
muito comuns na Amazonia:

a) Extracao tradicional: na qual a abertura nociwarealizada com um machado, que

desperdica muito 6leo e compromete a reabilitagdoogaibeira;
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b) Extracdo total: na qual as copaibeiras sdo dadas e abertas para a obtencdo do
Oleo, sua madeira é posteriormente vendida ou @u&m

Cordeiroet al. (2004) relatam ainda outro método de extracéo ldo, ;Mo qual é
realizado o corte em estrias na casca e no lerdgungo ele, neste processo sao avaliadas a
profundidade e o numero de estrias necessarias gaealizacdo da extracdo, aléem do
intervalo de realizacédo dos cortes.

A producéo do 6leo-resina por arvore é varidvehdaanao se tem conhecimento dos
fatores que a determinam, embora varios fatoremmsejonsiderados fontes de variacao,
como: condicbes ambientais do local de crescimeasoarvores, caracteristicas genéticas e
sazonalidade, sugerindo que o potencial econbmestedrecurso € limitado (ALENCAR,

1982), mesmo quando explorado seguindo um plamoaskejo (Leiteet al, 2004).

3.4. COMPOSICAO QUIMICA DE OLEOS DE COPAIBA

Quimicamente, o génef@opaiferadestaca-se por apresentar uma enorme diversidade
de metabdlitos secundarios. Cascon (2004) defise @so-resina como uma solucao natural
de resina (fracdo fixa de acidos diterpénicos)otiigda em Oleo volatil (composta por
hidrocarbonetos sesquiterpénicos). Segundo ela, hidsocarbonetos sesquiterpénicos
representam cerca de 80% dos constituintes dos-tésma de copaiba.

Um dos primeiros estudos quimicos com o Oleo-redma&opaiba foi realizado por
Freise (1934), que descreveu a obtencdo do Oleen@ak a partir do Oleo-resina.
Posteriormente, Gottlieb (1945) obteve o Oleo esakm partir do 6leo-resina de copaiba
comercial. Mais tarde, Ferrari e colaboradoresvebdim o 6leo-resina d€. langsdorffij
constituido por 50% de hidrocarbonetos sesquit@pgre 25% de acidos diterpénicos com

esqueletos labdanos e cauranos. A partir da fraggmuiterpénica, obtiveram como



19

constituintes majoritarios cariofileno, copaeno msaboleno, e como minoritarios os
sesquiterpenos bourbouneno, cipereno, humulenodmer (FERRARIet al, 1971).
Craveiro e colaboradores (1981) descreveram aimdan@osicdo de um 0Oleo essencial obtido
a partir deum o6leo-resina d€opaifera sp.onde os principais sesquiterpenos identificados
foram o B-cariofileno, a-humuleno, B-bisaboleno,a-cubebeno,a-muuroleno, a-copaeno,
trans-a-farnesenog-cadineno e-bergamoteno (CRAVEIR@t al, 1981).

Estudos quimicos mais antigos com espéciesCdpaifera descrevem ainda a
existéncia de cumarinas nas sementeS.dmlikoundauma espécie sul-africana (FICALHO,
1894). Aléem dos hidrocarbonetos e cumarinas, agidmsos também foram identificados em
sementes d€. langsdorffiie C. officinalis(CRAVEIRO et al, 1978; VEIGA-JUNIORet al,
2007) Analises por cromatografia em fase gasosa permit@nda a deteccdo de ésteres
metilicos de acido graxos, incomuns em semente&;.anifficinalis (VEIGA-JUNIOR et al,
2007). Segundo Silva e colaboradores (2006), o ét=smncial extraido das folhas possui
composicao quimica semelhante a fracédo volatilléo-tesina.

Segundo revisdo feita por Veiga-Junior & Pinto @0@té aquele ano eram descritos
na literatura cerca de setenta e dois sesquitespenonte e sete diterpenos. Desde entéo,
diversos trabalhos que utilizaram técnicas anteggasodernas de isolamento e identificacéo
permitiram a identificacdo de outros sesquiterpenasterpenos. Desde entédo, pelo menos
trinta e oito outros sesquiterpenos foram iderdtdfics em 6leos-resina de copaiba, sendo
trinta e cinco em Oleos-resina d& duckei, C. paupera, C. piresii, C. pubiflora e C.
reticulata cis-a-bergamotendtrans-a-bergamoteno, (Zy-bisaboleno, (E)-bisaboleno, (Z)-
y-bisaboleno,eptp-bisabolol, a-bulneseno,trans-cadina-1(2),4-dienofrans-cadina-1(6),4-
dieno, B-chamigreno, epicubebol, cubenol,epicubenol, B-curcumeno, y-curcumeno,
ciclosativeno, cipereno, 4,5-diepiaristolocheno)-g&arneseno, (Zp-farneseno, (E,E}-

farneseno, germacreno A, globulol, guaia-6,9-dieais;3-guaieno, trans-f-guaieno, y-
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gurjuneno, epoxido de humuleno lgpia-muurolol, epkp-santaleno, #&pta-selineno,
sesquisabineno, @pisesquitujeno, valenceno e viridifloreno (LAMEIRAt al., 2009;
ZOGHBI et al, 2009; ZOGHBlet al, 2009; HERRERO-JAUREGUit al, 2011). A partir
da hidrodestilacdo dos oleos-resinaGielangsdorffiie C. martii foram identificados ainda
mais trés sesquiterpenos: selina-3,7(11)-dieno (BR8A & SILVEIRA, 2005), o-

calacoreno e o gleenol (ZOGHBI al, 2007).

B-bisaboleno a-copaeno B-copaeno

a-cubebeno B-cubebeno B-elemeno

H

8-cadineno y-cadineno a-humuleno

Figura 5. Principais sesquiterpenos encontrados em Gleosphdba.

Mesmo com a grande variedade de sesquiterpenderjéificados em 6leos-resina de

copaiba, os sesquiterpenos descritos com maiaréneip sao: a-amorfeno3-bisabolenod
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e y-cadineno,a e B-copaeno,a e B-cubebenof-elemeno, germacreno [;humuleno,p-

cariofileno, 6xido de cariofilena, e B-selineno (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002).

Continuacao da Figura 5

germacreno D B-cariofileno oxido de cariofileno

i

a-amorfeno a-selineno B-selineno

Figura 5. Principais sesquiterpenos encontrados em 6leospheba.

Entre os sesquiterpenosfeaariofileno e seu 6xido sdo comumente encontrados
Oleos-resina de copaiba e em 6leos de muitas agpeies de plantas (TUNsB al, 2008;
CHAVAN et al, 2010). Op-cariofileno € considerado como um dos compostoss ma
importantes por ser majoritario nos 6leos-resinaaggiba e por possuir atividades biologicas
como: antiinflamatéria (PASSO& al, 2007; TUNGet al, 2008; CHAVAN et al, 2010),
antimicrobiana (CHENGet al, 2004; GORENet al, 2011), inseticida (OMOLG@t al,, 2004;
RODILLA et al, 2008), anticarcinogénico (ZHEN@t al, 1992; KUBO et al, 1996;
LEGAULT et al, 2007; DI SOTTOet al., 2010), anestésico local (TAMB& al, 1996;
GHELARDINI et al, 2001), entre outras (STANDE®SL al, 2006; CHANGet al, 2007).

Este sesquiterpeno normalmente é encontrado costaraidaso-cariofileno ea-humuleno,
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tem como caracteristica apresentar um anel ci@dobutraro na natureza (SABULAdt al,
2006). Este composto pode se oxidar quando expast@r, uma caracteristica dos
sesquiterpenos insaturados. Além diss@-aariofileno ja foi descrito como um composto
volatil emitido pelas plantas na atmosfera em reispao ataque de herbivoros (SABULAL
al., 2006). Enquanto o oxido de cariofileno ja foic@e como possivel artefato oxidativo,
produzido durante a armazenagem do Oleo-resina QOAS & GILBERT, 2000). O
monitoramento da oxidacdo @ecariofileno por RMN-H mostrou que a oxidagcdo completa
desse sesquiterpeno em seu 6xido ocorre em quezéGERAMOSA & SILVEIRA, 2005).

Além dos sesquiterpenos, ja sdo conhecidos quinteepeinos aléem daqueles ja
descritos na revisdo feita por Veiga-Junior & Pi{2002), sendo quatro diterpenos com
esqueletos do tipo caurarentcaura-16-enoentcaura-16-eno-19-agntcaura-16-eno-19-ol
e 19nor-caura-16-eno-¢ol (GRAMOSA, 2001; GRAMOSAet al, 2010); trés diterpenos
com esqueleto do tipo cledorano: acido clerodand8t8ioico (PINTOet al, 2000), acido
Ta-acetdxihardwickiico (SPANEVELLO & VILA, 1994) eafacetoxibacchotricuneatina D
(MONTI et al, 1996); e oito diterpenos com esqueldb tipo labdanoent4-epiagatico
(GRAMOSA et al., 2010), acido 3-hidréxi-copélico (MAHAJAN & FERRER 1971),
acido 3-acetoxi-copdlico (CASCON & GILBERT, 200@), 15-dinorlabdana-8(17)-eno-13-
ona (TINCUSIet al, 2002), (-)-3B-hidroxi-15,16-dinorlabda-8(17)-eno-13-ona (MON@t
al., 1996), (-)-15,16-dinorlabda-8(17)-enf;B3-diol (MONTI et al, 1999) e (-)-1F)-
14,15-dinorlabda-8(17)-eno-3,13-diol (ROMERO, 20BOMEROet al, 2009) e o pauperol
(TINCUSI et al, 2002).

Existem algumas diavidas quanto as estruturas edesses dois ultimos diterpenos.
O entdinorlabdano-(-)-13-(R)-14,15-dinorlabda-8(17)-éh)&3-diol foi isolado a partir de
um Oleo-resina de copaiba comercial (ROMERO, 20BOMERO et al, 2009). Esta

substéancia pode ter sido degradada a partir do &iddréxi-copalico, uma vez que o 6leo-
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resina, sem identificacéo, teria sido expostosnaicées de luz e temperatura que possam ter
levado & perda de parte da cadeia lateral. J& @epaluum éster metilico C35, € uma
substancia produzida pelo acoplamento de um diterpdabdandico e um
alcool sesquiterpénico, dando origem ao éster paljpesolado a partir d€. paupera
(TINCUSI et al, 2002). Assim, esta substancia pode ndo ser aligente encontrada no
Oleo-resina, uma vez que os autores relatam quedtizada esterificacdo com diazometano

antes do isolamento.

17

19 CcLeroDANO 19 18 | ABDANO

19 18 CAURANO

18

Figura 6. Numeracdo e estereoquimica normal dos esqueletepé&tiicos: caurano, clerodano e labdano.
Sistema decalinico representado pelos anéis A e B.

Entre os diterpenos, destacam-se entre os cauras@sidos 1@nt-caurandico e 19-
ent-caurendico; entre os clerodanos: os acidos hardeock7-hidroxi-hardwickiico e 7-

acetoxi-hardwickiico; e entre os labdanos: os &cabpalico, polidltico ent-agatico.

acido 19entcaurenodico acido 19entcaurendico

Figura 7. Principais diterpenos encontrados em 6leos deilcapa
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Continuacao da Figura 7

COH COH

acido hardwickiico acido 7-hidréxi-hardwickiico

_ 4 : )
COH COH
acido copélico acido polialtico acidoentagatico

Figura 7. Principais diterpenos encontrados em 6leos deilcapa

3.5. ATIVIDADE BIOLOGICA

Oleos de espécies deopaiferasem identificacdo, definidas con@ sp (6leos de
copaiba comerciais), sao referenciados na liteaatwomo possuindo atividades
antiinflamatéria (BASILE et al, 1988; VEIGA-JUNIOR et al, 2001), antimicrobiana
(PACHECOet al, 2006), inseticida (RIBA®t al.,2010; KANISet al, 2012; PROPHIR@t
al.,, 2012; PROPHIR@t al, 2012) e de perfusdo da pele (OLIVEIRRal, 2010).

A espécieC. multijugaé caracterizada por ter atividades como: antitaim@iIMA et
al., 2003; GOMESet al. 2008), cicatrizante (WESTPHAEt al, 2007), antimicrobiana
(PACHECO et al, 2006; SANTOSet al, 2008; MENDONCA & ONOFRE, 2009),

antiinflamatéria (VEIGA-JUNIORet al, 2007; GOMESet al. 2010), antinociceptiva
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(GOMES et al. 2007; GOMESet al. 2010) e antileishmanial (SANTOS8t al, 2008).
Algumas indicacfes etnofarmacologicas ja foram iomaidas por estudos farmacoldgicos.
Como os constituintes dos diversos 0Oleos de cops#tza semelhantes, € possivel que
propriedades biolégicas descritas em outras espéejam compartilhadas et multijuga

como mostra a Tabela 3.

Tabela 3.Atividades bioldgicas testadas em diversas espéeiédeos de copaiba.

Espécie Atividade Bioldgica Referéncias
Antiinflamatoria (VEIGA-JUNIORet al, 2007)
C. cearensebluber ex Ducke Antimicrobiana (SANTOSt al, 2008)
Antileishmania (SANTOSt al,, 2008)
Antiproliferativa (CASTRO-E-SILVA JRet al, 2004)
Antiinflamatoria (CARVALHOet al, 2005)
C. duckeDwyer Analgésica (CARVALHCet al, 2005)
Antimutagénica (MAISTRet al, 2005)
Embriotoxicidade (LIMAet al, 2011)

Efeito gastroprotetor em modelo de
i L ) (PAIVA et al, 1998)
Ulcera gastrica experimental em ratos

Antimutagénica (CHEN-CHEM al, 2002)
(PAIVA et al, 2002;
Cicatrizacdo de feridas VIEIRA et al, 2008;

COMELLI-JUNIORet al.,2010)
N L. (PAIVA et al, 2004;
Antiinflamatéria
NOGUEIRA-NETOet al, 2011)

Atenuante de isquemia/
. . . . (PAIVA et al, 2004)
indutor de reperfusao intestinal
C. langsdorffiiDesf. Inseticida (MENDONCAet al,, 2005)
Antioxidante (MACIELet al, 2007)
(OLIVEIRA et al.,2007;
SANTOSet al.,2008;
Antimicrobiana PIERIet al, 2010;
PIERIet al, 2010;
PIERIlet al, 2011)
Antileishmania (SANTOSt al, 2008)
Isquemia e reperfuséo de fragmentos
. ) (SILVA et al, 2009)
cutaneos randomizados
Antitumoral (SANTOS-JUNIORet al, 2010)
Antimicrobiana (SANTO%t al, 2008)

Antileishmania (SANTOSt al,, 2008)

C. lucendDwyer




Continuacado da Tabela 3

Espécie

Atividade Biologica

Referéncias

C. martiiHayne

Antimicrobiana

Antileishmania

(SANTOSt al, 2008)
(SANTOSet al., 2008;
SANTOSet al, 2011)

C. multijugaHayne

Antitumoral
Cicatrizante
Antinociceptiva

Antileishmanial

Antimicrobiana

Antiinflamatéria

(LIMA et al, 2003;
GOMESet al, 2008)
(WESTPHAIlet al.,2007)
(GOMESet al, 2007;
GOMESet al, 2010)
(SANTOSt al, 2008)
(PACHECOet al,, 2006;
SANTOSet al, 2008;
DEUSet al, 2009;

MENDONCA & ONOFRE, 2009;

DEUSet al, 2011)
(BRITO et al.,2005;
VEIGA-JUNIOR et al, 2006;
VEIGA-JUNIOR et al, 2007;
GOMESet al.,2010)

C. officinalis(Jacq.) L.

Antiinflamatéria

Inibicdo de elastase leucocitaria

humana
Anti-isquemia

Antimicrobiana

Antileishmania
Efeito Antitumoral
(Walker 256 carcinoma)

(BAYLAC & RACINE, 2003)
(BAYLAC & RACINE, 2004)

(ARAUJO Jret al, 2005)
(SANTOSet al, 2008;
PIERIet al, 2010;
PIERIet al, 2010;
PIERIet al, 2011;
SANTOSet al, 2012)
(SANTOSt al, 2008)

(BRITO et al, 2010)

C. pauperaHerzog) Dwyer

Antimicrobiana

Antileishmania

(SANTOSt al, 2008)
(KVIST et al, 2006;
SANTOSet al, 2008)

C. reticulataDucke

Cicatrizac&o de feridas

Inseticida

Antiinflamatoria
Antinociceptiva

(BRITO et al, 1998;
BRITO et al,, 1999)
(SILVA et al.,2003;
SILVA et al, 2007;
FERNANDESet al, 2007;
SEOQet al, 2009)
(VEIGA-JUNIOREet al, 2007)
(GOMESt al, 2007)
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Continuacado da Tabela 3
Espécie Atividade Bioldgica Referéncias
(SANTOSet al, 2008;
CORREIAet al.,2008)
(SANTOSet al.,2008;

Antimicrobiana

Antileishmania

C. reticulataDucke SANTOSet al, 2012)
Toxicidade (SACHETTEt al, 2009)
Ansiolitico (CURIOQet al, 2009)

Teratogenicidade e embriotoxicidade (SACHETTIet al, 2011)
(BASILE et al.,1988;
VEIGA-JUNIORet al, 2001)
Antimicrobiana (PACHECGt al, 2006)

(RIBAS et al.,2010;
KANIS et al.,2012;

Antiinflamatéria

C. sp.(6leo comercial)

Inseticida
PROPHIRCet al, 2012a;
PROPHIROQet al, 2012b)
Perfuséo da pele (OLIVEIREL al, 2010)

3.6. VARIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA

O dleo-resina de copaiba apresenta uma grandeblidade ndo somente em sua
producdo, mas também em sua composicdo quimicaGAHUNIOR & PINTO, 2002).
Algumas arvores praticamente ndo exsudam Oleo fazem em quantidade muito pequena
para a coleta. A variacdo na producdo de Oleosaete copaiba ja € conhecida e bastante
relatada na literatura, embora ainda ndo se sailfatares que determinam a producéo desse
0leo. Segundo Alencar (1982), condicdes ambiem@aiso a época de coleta, os locais de
crescimento das arvores e suas caracteristicaB@sn®io responsaveis por parte da variacdo
observada na producao desse oleo-resina. Langerth@8) alerta ainda sobre a influéncia
da luminosidade e a diminuicdo de nitrogénio no,sebbre a producdo dos 6leos-resina de
copaiba. Diversos estudos tentaram relacionar dupém do Oleo-resina de copaiba com
fatores abioticos, como: a época de coleta, dian#etltura do peito (DAP) e o tipo de solo

(ALENCAR, 1982; FERREIRA, 1999; FERREIRA & BRAZ, Q0; LEITE et al, 2001;
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PLOWDEN, 2001; PLOWDEN, 2003; MEDEIROS, 2006; MEBREIS & VIEIRA, 2008),
porém nao ha ainda nenhuma conclusao definitiva.

Alencar (1982) quando estudou a producdo de Olnaale oitenta e duas arvores de
C. multijuga na Reserva Ducke no Amazonas, observou que a @Eoduédia por arvore,
durante as cinco extracdes realizadas, foi supenparvores localizadas em solos argilosos.
Resultados semelhantes foram obtidos por Mede2@36). Além disso, assim como Baima
et al (1999) na regido do Tapajos-Para; como Plowde@l(2Ma Reserva Indigena no Alto
Rio Guama- Para; e como Medeiros (2007) na Redencke-Amazonas, Alencar (1982)
também observou que a producado era maior na épovasa, levantando a hipétese de que a
disponibilidade de agua seria um fator relevantea pm producdo de Oleo-resina. Em
contrapartida, Ferreira & Braz (2001), estudangwooalucdo de sessenta e duas arvores. de
sp, na Floresta Estadual do Antimari-Acre, observaa gs extracdes realizadas no periodo
seco produziram maiores quantidades de oleo-regiimipalmente de arvores localizadas
em ambiente de terra firme. Esse resultado conamaao obtido por Oliveirat al (2006),
que observaram as maiores producdes de dleo-@siDaduckei (entre setembro e outubro
de 2003) eC. reticulata (entre setembro e novembro de 2003) no periodondeor
precipitacdo pluviomeétrica.

Quanto ao DAP, alguns autores ndo consideram esse domo determinante na
producédo de Oleo-resina (FERREIRA & BRAZ, 2001; BCA et al, 2002; RIGAMONTE-
AZEVEDO, 2004; RIGAMONTE-AZEVEDCet al, 2006; BARBOSA, 2007; BARBOSAt
al.,, 2009; MEDEIROS, 2006; MEDEIROS & VIEIRA, 2008).mbora, os resultados
encontrados por Alencar (1982) e Plowden (2001¢rsuegm que a producdo do 6leo aumente
com o DAP até um ponto maximo e que arvores cometi®s entre 45 e 65 cm apresentam

maior producdo média que arvores com diametro nammanaior que esse limite.
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O estudo mais recente sobre a producdo de Oleios-rés copaiba foi realizada na
Reserva Extrativista do Médio Jurua, no Amazonas.akea de estudo foram amostradas
quatro espécies de copaila:guianensisC. multijuga C. pauperae C. piresii. De todas as
espécies estudadasCa multijugaapresentou maior potencial para a producao e resgfe
de 6leo-resina, quando comparado com as outragiespgm estudo. Além disso, a unica
espécie encontrada em dois diferentes tipos destioma area de estudoCaguianensis
apresentou maior producdo na area de floresta deav@lo que em floresta de terra firme,
indicando que a producdo de 6leo-resina possdetada pelo tipo de floresta e hidrologia,
uma vez que ambos os fatores estdo ligados intensente a fertilidade do solo. Ainda
segundo o autor, o DAP ndo apresentou influéncia sgnificancia estatistica para a
producao desses 6leos-resina (NEWT&IM!, 2011).

Resultados obtidos por Medeiros (2006) alertamaaipara outro possivel fator de
influéncia sobre a producédo de Oleos-resina deilbapa ataque de cupins. Segunda ela, a
grande maioria das arvores produtoras de Oleoaesstavam infestadas por cupins. Além
disso, a classe de maior DAP apresentou maior mesiaede arvores infestadas, indicando
que arvores muito grandes tem maior predisposigdataque. E a correlacdo positiva da
producdo com o ataque de cupins, indica que estlugdo pode estar funcionando como um
mecanismo de defesa da planta contra estes agentes.

O oOleo-resina de copaiba também apresenta umaegvamnid¢cdo em sua COmposiGao
guimica, tendo sido identificados mais de cem sesgenos e quarenta diterpenos. Técnicas
antigas, bem como técnicas mais modernas de isotane identificacdo, tais como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)matografia com fluido super-critico com
detector de infravermelho (SFC-FT-IR) e a cromatfigr em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa com colunas cromatografieagase estacionaria quirap- (

ciclodextrina permetilada) tém permitido o conhemito da composicdo quimica desses
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Oleos-resina (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002). Essa q@msicao ja se encontra descrita em
diversos artigos, mas apesar da extensa litersnbee 0s Oleos-resina de copaiba e sua
producao, somente dezessete espéci€ogaiferatém a composicao quimica de seus 6leos-
resina descrita na literatura (GRAMO®Aal, 2010).

N&o s6 os 6leos exsudados do tronco das copailfereas estudados quimicamente.
Langenheim (1990) realizou estudos buscando relacims padrées de variacdo da
composicao dos sesquiterpenos dos 6ledS.daultijuga C. langsdorffij C. officinalise C.
publifora e a encontrada na resina extraida de suas falb&das por técnica de arraste a
vapor. Sao relatadas ainda as composi¢cdes quimasa®leos essenciais das folhasQle
trapezifolia (VEIGA-JUNIOR et al, 2006); dos extratos de folhas, caules, raiZetEN et
al., 2009) e sementes @r officinalis(VEIGA-JUNIOR et al, 2007; LAFONTet al, 2011).

As variacfes na fracdo sesquiterpénica desses s&psnuito grandes, ocorrendo
sazonalmente, numa espécie ou entre espécies (LANGHE/, 1990). Dentro de uma
determinada espécie podem ocorrer variacdes gualigese quantitativas em diferentes niveis
e, apesar da existéncia de um controle genéticexpaessao pode sofrer modificacbes
resultantes da interagdo de processos bioquimfisadpgicos, ecologicos e evolutivos. De
fato, os metabdlitos secundarios representam umeafdne quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto, sua sintese é dndgmente afetada por condigbes
ambientais (KUTCHAN, 2001; GOBBO-NETO & LOPES, 2007

Alguns autores atribuem a variabilidade dessestitoinses a mistura de 6leos de
diferentes espécies botanicas, ou ainda, de espedite idades e locais diferentes; ma
identificacdo das espécies; ou ainda, no caso dess écomerciais, a problemas de
falsificac6es/adulteracbes pela mistura a outrpestide 6leos de menor valor agregado
(VEIGA-JUNIOR, 1997; VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002). afiacdes diurnas (WANG &

LANGENHEIM, 1990), sazonais (ALENCAR, 1982; MACED& LANGENHEIM, 1989;
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MACEDO & LANGENHEIM, 1989; RIGAMONTE-AZEVEDO, 2004BIAVATTI et al,
2006; MEDEIROS, 2006; BARBOSA, 2007; ZOGH®#&i al, 2007; LAMEIRA et al, 2009),

de DAP (ALENCAR, 1982; PLOWDEN, 2001; RIGAMONTE-AXEDO, 2004;
MEDEIROS, 2006; BARBOSA, 2007) e do tipo do sold ENCAR, 1982; NASCIMENTO

& LANGENHEIM, 1986; PLOWDEN, 2001; RIGAMONTE-AZEVED, 2004;
MEDEIROS, 2006; BARBOSA, 2007; HERRERO-JAUREGHt al, 2011) ja foram
extensamente relatadas. Embora essa variacdo pa&regeis sensivel a fatores bidticos, tais
como injarias provocadas por insetos e fungos (LANGEIM et al, 1986; MACEDO &
LANGENHEIM, 1989; LANGENHEIM, 2003), luminosidadenutrientes (LANGENHEIM,
1990), também tém sido descritos como possivesseiaide influéncia sobre essa variacdo na
composicao quimica. Inclusive, alguns estudos na télacionado a sintese de compostos
secundarios como consequéncia de ataques fungitesbesoria de insetos (LITVAK &
MONSON, 1998; PHILLIPS & CROTEAU, 1999; LANGENHEIN2003).

Normalmente, as publicagbes ndo discriminam a espécopaiferaque esta sendo
estudada, algumas vezes nem fazem referéncia tificdgdo botanica; a falta de definicdo
sobre o local e a época da coleta do Oleo-resinaimaa relatos de espécies que ndo sao
endémicas da regido de estudo, dificultam a parlkgéd da composicdo quimica desses
oleos, comprometendo seu controle de qualidadeseqgoentemente a qualidade do produto
a que dardo origem. Além disso, a maioria dos estudalizados tém se restringido a
caracterizar quimicamente o 6leo-resina e pouchgles tem se preocupado em estudar as
causas da variacdo na composicdo quimica desse Oleo

Como produto florestal primério, a exploragdo deodlle copaiba apresenta algumas
caracteristicas originarias de seu manejo que vafinig em ultima instancia, as
possibilidades de aplica¢cfes industriais e, partastabelecer o seu padréo de qualidade para

o mercado. A principal delas refere-se a eventuatuna de Oleos de espécies botanicas
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variadas, ou ainda de espécimes de idades e ldeiatos. Este fato € sobremaneira
agravado pela dificuldade de se proceder a difexeic morfolégica entre as espécies, e
mesmo pela dificuldade pratica em se obter os érd@oais das espécies, dado o curto
periodo em que ocorrem e a altura das arvores (OAS& GILBERT, 2000; VEIGA-
JUNIOR & PINTO, 2002).

Nas ultimas décadas, o aumento da exploracéo @lest@ela industria de cosméticos,
perfumes e fitoterapicos tem impulsionado o seuéroim. Porém, seu uso crescente por
grande faixa da populacéo brasileira ndo vem sawsdmpanhado do controle de qualidade
dessas matérias-primas vegetais, e muitas vezeasuseraticidade € duvidosa. Os problemas
de ma identificacdo das espécies, de falsificacdaltea de padronizacdo do 6leo, tem
dificultado seu emprego comercial, gerando um gramatrave econémico (CLA¥t al,

2000).

3.7. PADRONIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA

Apesar de ser amplamente comercializado, o Oleoogaiba ndo possui henhuma
metodologia propria de controle de qualidade gastatsua pureza e sua agao farmacoldgica
preconizada (VEIGA-JUNIOR, 1997). A falta de parfime efetivos para caracterizar e
consequentemente realizar o controle de qualidad#ed de copaiba, aliada a variabilidade
natural inerente a esta matéria-prima e a cresdemt@nda do mercado, podem comprometer
a autenticidade e a efetividade dos produtos cdoteste 6leo, além de gerar um grande
entrave econdmico para a regido (BIAVATéilal, 2006).

Segundo Cascon & Gilbert (2000), é necessario amtha& variabilidade da
composicao quimica inter e intra-especifica dagéasp deCopaiferapara so depois, utilizar

0 Oleo-resina como matéria prima para medicamestoesmeéticos. Segundo Langenheim
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(2003), a variacdo na composicado quimica do olsimaedeCopaiferapode influenciar a
acao farmacoldgica e a toxidez dos produtos quilivamn em suas composicdes, podendo
comprometer o controle de qualidade. Um produta panercado de fitomedicamentos, com
base no Oleo de copaiba, portanto, deve garargpradutibilidade da eficacia dentro do lote
utilizado industrialmente.

Como atualmente a industria ndo pode prescindimaéeria-prima devidamente
qualificada para sua utilizagdo como insumo noslytas comercializados, é fundamental o
estabelecimento de técnicas que permitam um rigocoatrole da qualidade. E importante
proceder a normatizacdo quimica para os produtosatuticos formulados com o6leo de
copaiba, sempre na tentativa de relacionar assdisatividades farmacologicas do oleo de
copaiba com sua constituicdo quimica (TAPRiNal, 2004). Ja existe, por exemplo,
evidéncia da correlacdo entre a atividade antimdl@ria com os Oleos que apresentam
maiores teores de acidos diterpénicos (FERNANBES, 1992). Analogamente, as fracbes
ricas em hidrocarbonetos sesquiterpénicos tambémeg@itadas como importantes no efeito
antiinflamatdério, no entanto com provaveis efegmgrgicos (VEIGA-JUNIORet al, 2001).

Alguns trabalhos analiticos tém sido realizadoséudo técnicas para o controle de
qualidade e a padronizacdo de Oleos de copaibasaramke suas variagbes naturais.
Vasconcelos & Godinho (2002), propuseram um méttitldométrico simples para
padronizacdo do 6leo de copaiba. Esta técnicaaissena determinacdo dos indices de
acidez e de éster por titulagcdo. No entanto, ematografia em fase gasosa é a técnica mais
empregada. As metodologias utilizadas atualmenteragn que um Oleo-resina tem
caracteristicas proprias que sdo bastante difereletéleos fixos e 6leos essenciais.

Veiga-Junioret al (1997) desenvolveram uma metodologia que usavamatografia
em fase gasosa como ferramenta basica de anaiseo gontrole de qualidade dos 6leos de

copaiba. O grande numero de diterpenos encontrdopresenca de acidos carboxilicos
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lineares (G4 a Gg) nos Oleos comerciais analisados levaram os autmdncluir que esses
resultados se deviam possivelmente a mistura @eediies 6leos de copaiba auténticos e a
adulteracéo por 6leo de soja.

Biavatti et al (2006) investigaram diferentes metodologias degeg@o das amostras
para a analise por cromatografia em fase gasosap:cfracionamento com silica gel
impregnada com hidroxido de sodio (KOH), metilag&eta com diazometano e por meio de
transesterificacdo com hidroxido de sédio em mét@OH/MeOH). Como resultado, alguns
compostos como o acido hardwickiico e o cariofiledetectados na analise das amostras
metiladas por diazometano, ndo foram detectadoanddise das amostras metiladas por
KOH/MeOH. Sugerindo que a metodologia de transdisgegdo com KOH/MeOH apesar de
ser rapida e de baixo custo, ndo € eficiente paracidos diterpénicos como a metilagcao por
diazometano do ponto de vista reacional, ou quapaale extracao na transesterificacao leva
a perda de substancias. Comparativamente, testanagi@ a metodologia proposta por
Vasconcelos & Godinho (2002) com 6leos auténticosommerciais, e concluiram que o
método acessivel do ponto de vista econdmico, @nduresultados equivocados
contradizendo a concluséo dos autores, que o artgeaficiente.

Tappinet al (2004) também estabeleceram um método para a paagén quimica
quantitativa do 6leo de copaiba, por intermédioaianalizacdo externa em cromatografia em
fase gasosa com deteccéo por ionizagdo em cham®(C)Gusando drans<{-)-cariofileno e
0 acido copalico como padrdes de referéncia. Enquaascon & Gilbert (2000) propuseram
padronizacdo quantitativa e qualitativa por cromatha em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM).

Pelo fato de esses Oleos serem amplamente utiizadon fins medicinais e
cosméticos, a padronizagdo dos Oleo€dpaiferatem extrema importancia, ja que é através

desta informacdo que conseguimos avaliar a suadeird qualidade. Deve-se enxergar a
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padronizacdo como uma ferramenta que trara beoefide custo, melhor utilizacdo e
principalmente definicdo da qualidade destes Ol€msn a padronizacdo dos Oleos, toda a
cadeia produtiva se beneficiara, desde as comussdzatentes que se sustentam atraves deste
extrativismo vegetal até as empresas que irdo @imlizar estes Oleos, ja que o valor
agregado desta matéria prima aumentara. Além dissa@leos terdo maior aceitacdo mundial,
pois os mais diversificados testes poderdo seodepidos. Com isso, a comercializacao
destes dleos torna-se uma realidade, gerando umcimpositivo na economia, através da
criacdo de muitos empregos diretos e indiretos paestado, aléem de um grande avanco

cientifico.

3.8. CROMATOGRAFIA

A cromatografia € um método fisico-quimico de seg@n. Ela esta fundamentada na
migracédo diferencial dos componentes de uma mjstu& ocorre devido a interagdes, entre
duas fases imisciveis: a fase movel e a fase estaG. A grande variedade de combinacgdes
entre fases moveis e estacionarias a torna um&aéertremamente versatil e de grande
aplicacdo (DEGANEt al, 1998).

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser adgmarutilizando-se a técnica
denominada “cromatografia em fase gasosa”. A sefarhaseia-se na diferente distribuicéo
de substéncias da amostra entre uma fase estaai¢sdiida ou liquida) e uma fase movel
(gasosa). A amostra, por meio de um sistema deéiojeé introduzida em uma coluna
contendo a fase estacionaria. O uso de temperatoragnientes no local de injecao da
amostra e na coluna possibilita a vaporizacdo desshstancias que, de acordo com suas

propriedades e as da fase estacionaria, sdo retiddsmpos determinados e chegam a saida



36

da coluna em tempos diferentes. O uso de um detademuado na saida da coluna torna
possivel a quantificacdo dessas substancias (BONAUTb).

A cromatografia em fase gasosa é uma técnica corpada®r de resolucédo excelente,
tornando possivel, muitas vezes, a analise de reghde substancias de uma mesma amostra.
O uso bastante acentuado de cromatografia em és®sa se deve também aos baixos limites
de deteccdo que podem ser conseguidos. Essa cataedaz com que haja necessidade de
pequenas quantidades de amostras, 0 que, em cass, € um fator critico e que limita a
utilizacdo de outras técnicas (LANCAS, 1993; DEGAAI, 1998).

Por outro lado, a cromatografia em fase gasosaeqe certos inconvenientes. Essa
técnica pode ser empregada na andlise de substamtfeis e termicamente estaveis; caso
contrario, ha necessidade de se formar um dericado essas caracteristicas, 0 que nem
sempre é viavel. A andlise cromatografica isoladaené rapida, podendo ser efetuada em
minutos. No entanto, na maioria das vezes ha nedeeesde etapas de preparacdo da amostra,
antes que ela possa ser analisada, para que ndonbajferéncias durante a andlise e
contaminag&o da coluna cromatogréfica. As vezeéapaeale preparacio da amostra € longa e
complexa, aumentando muito o tempo e o custo dsarfBONATO, 2006).

E importante salientar ainda que a cromatografiafasa gasosa é excelente como
técnica quantitativa, mas ndo € uma técnica qtiaéitaficiente, necessitando, muitas vezes,

de técnicas auxiliares para a identificacdo sedasasubstancias presentes na amostra.

3.8.1.CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A

DETECTOR DE IONIZACAO DE CHAMA (CG-DIC)

O detector de ionizacdo em chama (DIC) é bastpopular em aplicacdes de

cromatografia em fase gasosa devido aos seus rdeedetectabilidade e resposta quase
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universal. Neste tipo de detector, o efluente daneoé dirigido para uma pequena chama de
ar/hidrogénio, o gas de arraste chega ao deteatoraechama produzida pela combustdo do
ar e hidrogénio, presentes no detector, queimanigacalgumas das moléculas presentes,
gerando uma corrente da ordem de*48. Quando moléculas da amostra presente no gas de
arraste chegam ao detector, elas sdo queimaddmmeacocorrendo a formacao de ions, que
sdo coletados por um eletrodo (BONATO, 2006). Péota a deteccdo envolve o
monitoramento da corrente produzida pela coletaageportadores de carga. A maioria dos
compostos organicos produz ions e elétrons quainolizpdos a temperatura de uma chama
ar/hidrogénio (SKOOGt al, 2005).

A ionizacdo de compostos de carbono na chama é maregso ainda pouco
compreendido, embora tenha sido observado que oenmoirde ions produzidos é
grosseiramente proporcional ao numero de atomasut®noreduzidosna chama. Uma vez
gue o detector de ionizacdo em chama responderaerawle atomos de carbono que entram
no detector por unidade de tempo, ele é um disposstensivel a massam vez da
concentracdo. Em consequéncia, esse detector ajareseantagem de que a alteragdo da
vazéo da fase movel exerce um efeito pequeno sobta resposta (SKOO& al, 2005;
BONATO, 2006).

Grupos funcionais como carbonila, alcool, halogémnie aminicos produzem poucos
ou nenhum ion na chama. Além disso, o detectoséngivel para gases ndo combustiveis
como HO, CQ, SO e NQ. Essas propriedades tornam o detector de ionizaagdohama
muito mais Util para a analise de amostras organiogluindo aquelas contaminadas com
6xidos de nitrogénio e enxofre. O detector de a¢hp exibe uma sensibilidade alta (£1@
s7), larga faixa linear de resposta (YL@ baixo ruido. Geralmente é robusto e facil de se
usar. Uma desvantagem do detector de ionizacdohaimmec € que ele destroi a amostra

durante a etapa de combustdo (DEGAN&AI, 1998; SKOOGet al, 2005).
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3.8.2.CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A

ESPECTROMETRO DE MASSAS (CG-EM)

Um dos detectores mais poderosos para a cromdtogeai fase gasosa € o
espectrometro de massas. A combinacdo da cromB#ogrgas e a espectrometria de massas
€ conhecida como CG-EM. Um espectrometro de maseds a razdo massa/carg#zj de
ions que sao produzidos pela amostra. A maioriaialss produzidos apresenta uma carga
unitaria ¢ =1), de forma que a maioria dos espectrometris adssas refere-se a medida de
massa dos ions quando, na verdade, a razdo magaaécgue € medida (SKOO& al,
2005).

As moléculas da amostra entram no espectrometnoadeas pelo sistema de entrada.
No caso de um CG, a amostra esta na forma de eapentrada deve ser interfaceada entre a
pressdo atmosférica do sistema de CG e a baixadpred0® a 10% do sistema do
espectrémetro de massas por meio de um sistemdecage vacuo, necessario para manter
a pressao baixa. No espectrometro de massas, asulasl da amostra entram em uma fonte
de ionizacdo que ioniza a amostra. As fontes dzagéo para a espectrometria de massas
moleculares sdo energéticas o suficiente para guabrligacbes quimicas das moléculas da
amostra, mas nao suficientemente energéticas ga@mghor as moléculas da amostra em
seus atomos constituintes (DEGAg&tlal, 1998; BONATO, 2006).

As fontes de ionizacdo em CG-EM produzem fragmem®sguais podem também ser
ionizados. Portanto, os ions das moléculas da amaEnominados ions moleculares, ions de
fragmentos e moléculas nao-ionizadas, saem da fatéonizacdo. As moléculas nao-
carregadas e os fragmentos sdo normalmente exdrdédfonte de ions através de bombas de
vacuo empregadas para produzir o ambiente de bai@asdo. A proxima secdo do

espectrdmetro de massas € o estagio analisadoral@aalor serve para selecionar os ions de
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acordo com seus valoregz. Os ions separados sédo entdo detectados e upgrafitendo a
intensidade do sinal gerado pelo wersus iz € produzido pelo sistema de dados (SKOOG

et al, 2005).

3.8.3.CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA BIDIMENSIONAL

ABRANGENTE (CG x CG)

O objetivo de novas tecnologias para cromatografiafase gasosa € viabilizar a
separacao, identificacdo e quantificacdo rapidasmémor numero de constituintes em
misturas complexas, usando equipamentos simplesobeistos (DESTY, 1965). A
cromatografia gasosa bidimensional abrangente é dessas novas tecnologias, sendo
caracterizada pela utilizacdo sequencial de duas&® cromatograficas, uma convencional e
a outra curta (do tipo de coluna usada pdsstGC’), de forma que todo o efluente da
primeira coluna, ou uma parte representativa domoe® seja conduzido para a segunda
através de um modulador (MARRIOTT & SHELLIE, 200Q)sistema de modulagéo entre as
duas colunas causa uma compressao da banda croffiabogue elui da primeira coluna, e
esta banda é direcionada para a coluna curta,ro@fque a separacdo na segunda coluna é
extremamente rapida. Os periodos de modulacdo deeerajustados a fim de que sejam
compativeis com o tempo de separacdo na segunalaacwohinimizando o alargamento da
banda comprimida. Desta forma, a sensibilidadeggifgiativamente incrementada (relacéo
sinal/ruido aproximadamente 10 vezes maior) e @uedo aumenta de forma expressiva, se
comparada a cromatografia gasosa monodimensionatombinacdo de duas colunas
cromatograficas com mecanismos de separacdo o#isgentre si leva a um significativo
aumento de seletividade. Tais caracteristicas ftoreata técnica extremamente Util para

analise de amostras complexas, ou amostras queeapgm outras caracteristicas que limitam
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sua caracterizacdo por cromatografia monodimensiamano no caso das separacdes
enantioméricas (DALLUGEt al, 2003; MARRIOTT & SHELLIE, 2002).

Assim, a grande vantagem da cromatografia bidineasifrente a cromatografia
monodimensional é a capacidade de separacdo deramdegnumero de compostos, até

mesmo em amostras complexas, como 6leos-resinapdéba.

3.9. DERIVATIZACAO

Quando as substancias a serem analisadas por ografeét em fase gasosa ndo sao
volateis e termicamente estaveis, particularmemtecaso de substancias de alta massa
molecular e/ou contendo grupos funcionais fortemepblares, ha necessidade de
derivatizacdo. Essa consiste em transformar subatide interesse em um derivado com
caracteristicas adequadas para ser analisada @uoatografia em fase gasosa, reduzindo a
adsorcao de solutos no suporte e superficie da@z@unelhorar a separacdo dos compostos.
A derivacdo também pode ser usada para a introdigdpupos especificos, no sentido de
aumentar a detectabilidade da substancia. A magdiz de hidroxilas e carboxilas € uma das
reacOes de derivatizacbes mais comuns, visando raamea volatilidade e diminuir a
polaridade e com ela, a adsor¢cdo melhorando augEsn(BONATO, 2006).

O desenvolvimento de diferentes métodos utilizacatalisadores acidos ou basicos
para a reacao de esterificacdo possibilita escalheele que melhor se enquadra ao tipo de
amostra em que se deseja trabalhar, como tambénreaossos disponiveis de cada
laboratorio. Para isso tornam-se necessario conlespeito dos tipos de catalisadores, as
reacdes, 0 tempo envolvido e as possiveis perdasppapiciar uma avaliacdo coerente dos

resultados obtidos (MILINSK, 2007).
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Entre os métodos de derivacéo, os reagentes maigcdos sao o trimetilsilil (TMS)

e o0 diazometano. A reacdo com trimetilsilii (TMS)aémais usada, pois € praticamente
universal, reagindo com todos o0s protons ativagaesaveis por dar carater polar aos grupos
funcionais. Enquanto o diazometano, um gas amaredatremamente toxico e altamente
explosivo, € um reagente muito Util na metilacadadeos carboxilicos e acidos fosfonicos,
permitindo obter ésteres metilicos (BONATO, 2006t MSK, 2007).

Os reagentes mais comumente utilizados na esémdfic via catalise basica sdo
hidroxido de sédio (NaOH) ou potassio (KOH) em meta metoxido de sédio (NaOGH
em metanol (CETINKAYA & KARAOSMANOGLU, 2004). Os nados de
transesterificacdo empregando estes reagentes &hdos e podem ser realizados a
temperatura ambiente, em um intervalo curto de tefiPpLINSK et al.2008).

Dentro dos métodos envolvendo catalise acida, agereges mais empregados Sao
trifluoreto de boro em metanol (BMeOH), acido sulfarico em metanol {600,/MeOH) e
acido cloridrico em metanol (HCI/MeOH). Na litenatu existe uma variedade de
metodologias envolvendo estes reagentes, em pmerths utilizando uma Unica etapa,
como também procedimentos em duas etapas (desmwitus etapa de saponificacdo, seguido
de esterificacdo) e 0 uso de aquecimento. Embopdaamente utilizado, o BFfem metanol é
extremamente téxico (MEHE& al., 206).

Para a analise de 6leos de copaiba por técnicaodmtografia em fase gasosa uma
etapa preliminar de derivatizacdo é essencialtaifisacdo dos acidos terpénicos. Tendo em
vista a diversidade de técnicas de obtencdo deesstie acidos terpénicos, que podem

ocasionar uma variagdo na composi¢ao sesquitegp@ogcoleos de copaiba.
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3.10. ANALISE ESTATISTICA

A quimiometria € a ciéncia relacionada a medidadizadas em um sistema ou
processo quimico, obtendo informacgdes sobre o @stadsistema através da aplicacado de
métodos matematicos ou estatisticos. Os meétodaistisbs multivariados consideram as
amostras e as variaveis em seu conjunto, permigxttair informacées complementares que
a andlise univariada ndo consegue evidenciar. Usnathgetivos na utilizacdo da analise
multivariada € reduzir a representacdo dimensioltesl dados, organizando-os em uma
estrutura que facilita a visualizacéo de todo guao de dados (MOITA NETO & MOITA,
1998).

No contexto da aplicacdo em problemas quimicoss estétodos estatisticos séo
denominados métodos quimiomeétricos. A importanaagdimiometria para os laboratérios
modernos de quimica cresceu com a capacidade simsnrentos analiticos de produzirem
conjuntos de dados cada vez maiores e mais congppiexom a evolucdo dos computadores
que permitem trata-los agilmente (CORREIA & FERRAEJIR007). Assim, aplicacdes de
PCA em problemas de quimica sdo cada vez mais cresupodem ser encontradas
facilmente na literatura.

As técnicas de analise multivariada mais conhecdasas analises de agrupamento
hierarquico (HCA) e a anélise de componentes graisi (PCA). A PCA e a HCA séo
metodologias exploratérias que visam evidenciaiaiidades ou diferencas entre amostras
em um determinado conjunto de dados. Desse mod@ntese perfeitamente aplicaveis em
experimentos com um grande nimero de variaveis FTED & FERREIRA, 2006;
FERREIRAet al, 1999).

A andlise de componentes principais (PCA) encasdraertamente entre as mais

importantes ferramentas da analise multivariadelusive por constituir a base onde se
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fundamentam a maioria dos outros métodos multidasade analise de dados. Como uma
ferramenta de analise exploratoria a PCA permielae a existéncia ou ndo de amostras
andbmalas, de relacbes entre as variaveis medidds eelacbes ou agrupamentos entre
amostras, separando a informacao importante dadedte e aleatéria. A PCA projeta dados
n-dimensionais em um espaco de menor dimenséo jawasanformacdes contidas no espaco
de dimenséo sdo comprimidas por combinacdes lineares daswesiariginais a um espago
geralmente de ordem 2 ou 3. A PCA é um método exjdino porque auxilia na elaboragéo
de hipéteses gerais a partir dos dados coletadtRAlLet al, 2010).

A andlise de agrupamento hierarquico (HCA) é untgsso hierarquico no qual, em
cada passo a matriz de dados é diminuida em umandéun, pela reunido de pares
semelhantes, até a reunido de todos os pontos efimiom grupo. O objetivo da HCA é
exibir os dados em um espaco bidimensional de maaeénfatizar os seus agrupamentos e
padrbes naturais. A distancia entre os pontos (@asosu variaveis) reflete a similaridade de
suas propriedades, sendo Util para determinar elsanta entre amostras. O método
relaciona as amostras de forma que as mais seneshsio agrupadas entre si. Os resultados
sdo apresentados na forma de um dendrograma queaagmostras ou variaveis em fungéo

da similaridade.
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4. METODOLOGIA

4.1. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de Oleo-resina @epaifera multijugaHayne foram coletadas por Raquel
da Silva Medeiros, entre novembro de 2004 e noverdr2005, na Reserva Florestal Ducke,
Manaus-AM, em época seca e chuvosa, usando coténagide selecéo:

= Arvores com diametro a altura do peito (DAPYue 30 cm. Segundo a literatura esta
medida de diametro é ideal para a extracdo dorémna (ALENCAR, 1982; LEITE

et al, 2001);

= Arvores intactas, ou seja, sem perfuracdes angsripara extracdo do 6leo-resina
(arvores ocas foram descartadas);

= Durante a coleta foram observadas a existéncigioua injarias mecanicas na casca
da arvore, o tipo de solo onde as arvores se eavanm e se havia infestacdo por

cupins.

4.2. EXTRACAO DO OLEO-RESINA

O método de extracdo do Oleo-resina adotado foiesmm descrito por Alencar
(1982), com trado metalico, porém, seguindo asmecalacdes de Leitd al (2001).

No processo de extracdo do Oleo-resina foram aditiz: trado metalico de % de
polegada, cano de PVC de % polegada com 20 cm meritoento, feito rosca nas duas
extremidades do cano, tampa de PVC de %2 polegfidaveda rosca.

Com o trado metalico foi feita uma perfuracdo nstduda arvore a uma altura de

aproximadamente 1m do solo. Ao atingir o centrdudte, o trado foi retirado e o Oleo-resina
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contido na arvore foi coletado. Apés o cessar @oasento do 6leo-resina foi introduzido o
cano de PVC hermeticamente fechado com tampa de fe¢lkando assim o orificio aberto
no fuste da arvore. O torno foi cortado rente astefuimpedindo a entrada de agentes
causadores de doencas. As amostras de 6leo-resama €oletadas em recipientes plasticos e
envolvidas por papel aluminio para evitar a oxidacausada pela luz. O volume de dleo-
resina foi quantificado em laboratério, com auxiie proveta graduada e armazenados em

frascos ambar.

4.3. ANALISES CROMATOGRAFICAS

Os Oleos foram esterificados com solucdo de diatmmeem éter, diluidos em
diclorometano e as solucdes obtidas foram subnse@idanalise por cromatografia em fase
gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-pP#ta a analise quantitativa e
determinacdo dos indices de retencdo, e por crgnaditn em fase gasosa acoplada a

espectrémetro de massas (CG-EM), para a obtengaespectros de massas.

4.3.1.DERIVATIZACAO DAS AMOSTRAS COM

DIAZOMETANO EM ETER ETILICO

Para o preparo do diazometano, foram dissolvidag 2le sal de Diazald (N-metil-N-
nitroso-4-toluenosulfonamida) em 30 mL de éteicetilno baldo reacional. A esta mistura foi
adicionada uma solucéo de 400 g de KOH dissohetiod0 mL de etanol. Apds 5 minutos, a
solucéo etérica de diazometano foi destilada eauntdeem éter etilico. As amostras a serem
derivatizadas foram dissolvidas em éter etilicasoducédo de diazometano foi adicionada as

amostras até que nao fosse mais observada a evaledd (VEIGA-JUNIOR, 1997).
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4.3.2.CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A

DETECTOR DE IONIZACAO DE CHAMA (CG-DIC)

Os 6leos foram analisados em cromatégrafo em fasesg modelo CP 3800 da
Variar® com detector por ionizacdo de chama (DIC), 120 ¥.ahdlises foram realizadas
com coluna Chrompack CP-Sil 5 CB (100% dimetilmlaxano), com medidas de 15,0 m x
0,25 mm x 0,25 um, sendo utilizado como gas des@sade hélio (He) em fluxo de 2,0
mL/min. A injecdo em modo split 1:10 foi realizactam injetor a 270 °C. A temperatura do
detector foi de 300 °C e o forno foi programadd.@e °C a 150 °C a 3 °C/min, 150 °C a 280
°C a 8 °C/min, seguido de isoterma de 280 °C pmir com tempo de corrida de 31, 25
minutos. Foram co-injetados padrbes de hidrocatberimeares (&-C,,) e dep-cariofileno

(pureza> 98,5% - Sigma-Aldrich).

4.3.3.CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Apés a analise por CG-DIC, os 6leos foram analisaglm cromatografo em fase
gasosa modelo QP-2010 da Shim&dzom detector por espectrometria de massas (CG-EM).
As andlises foram realizadas com coluna VF-1MS aldayf’, com medidas de 15,0 m x 0,25
mm x 0,25 pm. As condi¢cdes da analise foram as meartilizadas por CG-DIC. Para a

deteccéo foi aplicada a técnica de impacto eletcdai70 eV.
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4.3.4.\DENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES

A determinacao da composicao quimica dos Oleo®plailoa foi realizada através dos
dados de indice de retencao, obtidos por CG-DHbseespectros de massas, obtidos por CG-
EM. Os indices de retencdo foram calculados utiiaa Equacéo de van der Dool-Kratz,
relacionando os tempos de retencdo das subst@meissntes nos 6leos de copaiba com os
tempos de retencdo de hidrocarbonetos linearee (s@modloga de &£C,,) que foram co-
injetados com a amostra. Os indices de retenc&oespectros de massas foram comparados
com os dados da espectroteca Wiley 7.0 fornecitia $leimadzfi, da literatura (ADAMS,

2007) e de padrdes de diterpenos isolados antesmdem

4.3.5.CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA BIDIMENSIONAL

ABRANGENTE (CGxCG)

As andlises por CGxCG foram realizadas em unemstCG x CG-EMTdV Pegasus
4D (Leco, St. Joseph, MI, EUA), composto de um @atmgrafo a gas Agilent 6890 GC (Palo
Alto, CA, EUA) equipado com um forno secundariore modulador de 2 estagios com 2
jatos cada, ou seja, 2 jatos quentes e 2 frios egpactrometro de massas por tempo de voo
(TOF) Pegasus lll (Leco, St. Joseph, MI, EUA). Aliaigdo e o processamento dos dados
foram realizados com o software ChromaTOF vers@dl4&CO Corp., St. Josephs, Ml). O
conjunto de colunas capilares para as analisesst®nke uma coluna DB-5 ms (Agilent, Palo
Alto, CA, EUA), 5%-fenil-95%-metilsiloxano (30 m 8,25 mm x 25um) na primeira
dimensdo '0) e uma BPX-50 (SGE, Ringwood, VIC, Australia), ¥%&®enil-50%-
metilsiloxano (1,3 m x 0,1 mm x 0dm) na segunda dimens&®D). A segunda coluna é

conectada ao detector por meio de um capilar {@ztom x 0,25 mm). As colunas e o capilar
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vazio sdo conectados por mini-unides (SGE Ringwodl;, Australia, P/N 073550)
utilizando anilhas de SilTite (SGE Ringwood, VIQy&ralia, P/N 073550P/N 073470).

As condicdes de programacdo do CG pardDainjecdo de 1ulL em 280°C com
divisdo de fluxo 1:50. O fluxo de hélio (gas deaate) é de 1,0 mL/min. A programacao de
temperatura para o forno primario com a coltbdoi de 40 °C por 1 min, com rampa de 30
°C/min até 140 °C, depois com 2 °C/min até 220/°Programacao de temperatura paba
foi de 20 °C acima da programacéao do primeiro foenobora a temperatura maxima atingida
tenha sido de 240 °C. O tempo de modulacdo foi degh com 1,5 s de jato quente. A
temperatura do modulador foi mantida a 40 °C adm@rogramacédo da primeira coluna. A
linha de transferéncia foi mantida em 280 °C. O EMToi operado no modo impacto de
elétrons (70 eV) e foram coletadas a razdo masga/¢a/2 55-550. A temperatura da fonte
ibnica foi de 230 °C, o detector foi operado a 155@ a taxa de aquisicdo foi de 100

espectros/s.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram auto-escalonados como fdar@eé-processamento antes de
serem submetidos aos métodos de analise estatistidivariada, HCA (Analise de
Agrupamentos Hierarquicos) e PCA (Analise de Coreptes Principais). O método
utilizado na HCA foi o método Ward e como métricBiatancia Euclidiana. Para ambas as

analises foi utilizado o software livre R. 2.14.0
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4.5. ESTERIFICACAO

Para a comparacado da eficiéncia e aplicabilidadedidfierentes métodos de obtencao
dos ésteres terpénicos presentes nos oleos ddapfmam selecionados trés 6leos (M09-C1,
M13-C1 e M43-C1) com diferentes perfis cromatog@sie cinco metodologias: sendo trés
metodologias empregando trifluoreto de boro em ntéBFR/MeOH), uma empregando
acido sulfarico em metanol (8O/MeOH) e uma empregando acido cloridrico em metanol

(HCI/MeOH). As esterificacOes foram realizadas eaplitata.

4.5.1.METODOS DE ESTERIFICACAO DE CATALISE ACIDA

EMPREGANDO TRIFLUORETO DE BORO EM METANOL

4.5.1.1. METODO DESCRITO POR METCALFE et al., 1966

(MET)

Foram pesadas aproximadamente 150 mg de O6leo-resaticionados 4,0 mL de
solucdo de NaOH 0,50 mol/L em metanol. A mistwiaafjuecida em banho de agua a 100
°C durante 5 minutos. Foram adicionados a mistu@ant, de solucdo metandlica de 8F
(12%), que foi aquecida por mais 2 minutos. Apdssfriamento, foram adicionados 5,0 mL
de solucéo de cloreto de sédio saturada. A mistur@ansferida para um funil de separacdo
juntamente com 20,0 mL de hexano. Agitou-se o fuigibrosamente por 1 minuto, que em
seguida foi deixado em repouso para a separacdastss A fase aquosa foi entdo descartada
e a fase etérea foi filtrada em papel filtro e ¢farida para um baldo, onde o solvente foi

evaporado em banho de agua 460
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4.5.1.2. METODO DESCRITO POR BANNON et al., 1982

(BAN)

Foram pesadas aproximadamente 150 mg de Oleo-resadicionados 5,0 mL de
solucéo de KOH 0,50 mol/L em metanol. A misturadquecida sob refluxo por 3 minutos.
Foram adicionados a mistura 5,0 mL de solucdo mktande Bl (14%), e a mistura foi
aquecida novamente sob refluxo por mais 3 min#tpés o resfriamento, foram adicionados
3,0 mL de hexano e 15,0 mL de solucéo de cloretsode saturada. A mistura foi agitada
vigorosamente por 15 segundos e apdés a separacéofades, foram coletados
aproximadamente 2,51L da fase superior que foram posteriormente ingetacho

cromatografo a gas.

4.5.1.3. METODO DESCRITO POR JOSEPH & ACKMAN,

1992 (JAC)

Foram pesadas aproximadamente 25 mg de O6leo-resiadicionados 1,5 mL de
solugcdo de NaOH 0,50 mol/L em metanol. A mistuiatpiecida em banho de agua a 400
por 5 minutos e em seguida resfriada a temperaiutdiente. Foram adicionados a mistura
2,0 mL de solugdo metandlica desBE2%), que foi aguecida novamente em banho deagua
100 °C por mais 30 minutos. O tubo de ensaio foi redfriam fluxo de agua corrente a
temperatura ambiente. Foram adicionados 1 mL darttex o tubo de ensaio foi agitado
vigorosamente por 30 segundos. Em seguida foraoaddos 5,0 mL de solugéo de cloreto
de sddio saturada. A amostra esterificada foi levadjeladeira e deixada em repouso para
melhor separacdo das fases. A fase superior fetadd. E foi adicionado mais 1,0 mL de

hexano ao tubo, que foi novamente agitado, para rs@paracdo de fases. A nova fase
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sobrenadante foi coletada e adicionada a fracaetada anteriormente. Depois de

concentrada em rota-evaporador, a amostra foi posteente injetada no cromatografo a gas.

4.5.2.METODO DE ESTERIFICACAO DE CATALISE ACIDA

EMPREGANDO ACIDO SULFURICO EM METANOL

4.5.2.1. METODO DESCRITO POR HARTMAN & LAGO,

1973 (HLA)

Foram pesadas aproximadamente 250 mg de Oleo-resadicionados 5,0 mL de
solugéo de NaOH 0,50 mol/L em metanol. A mistuiaatpuecida sob refluxo por 5 minutos.
Foram adicionados a mistura 15,0 mL do reagentestierificacdo (preparado a partir da
mistura de 2,0 g de cloreto de amdénio, 60,0 mL dgtanol e 3,0 mL de acido sulfarico
concentrado, aquecida por aproximadamente 15 nsjpudomistura foi aquecida em refluxo
por mais 3 minutos e, em seguida, foi transfer@a pm funil de separacéo juntamente com
25,0 mL de hexano e 50,0 mL de 4gua deionizadas Agiiacdo e separacdo das fases, a fase
aquosa foi descartada. Foram adicionados maisn2b @e agua deionizada a fase organica e,
apos agitacdo e separacdo das fases, a fase &gjudesscartada. A fase organica foi coletada,
e a amostra foi concentrada em evaporador rotaflgcésteres metilicos foram solubilizados

em hexano, que foram posteriormente injetados oatdgrafo a gas.
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4.5.3.METODO DE ESTERIFICACAO DE CATALISE ACIDA

EMPREGANDO ACIDO CLORIDRICO EM METANOL

4.5.3.1. METODO DESCRITO POR JHAM et al., 1982. (JHA)

Foram transferidos para um tubo de ensaioubOde Oleo-resina, ao qual foi
adicionado 1,0 mL de uma solucdo de KOH 0,50 mehimetanol. A mistura foi aquecida
em banho a 108C por 5 minutos. Apds o aquecimento, foram adaitms 40QuL de HCI
em metanol aquoso (4:1 v/v). A mistura foi novareemuecida em banho a 1% por 15
minutos. Apdés o resfriamento do tubo, foram adiatos 2,0 mL de 4gua deionizada e 3,0
mL de éter de petrdleo e a mistura foi agitada. dBrenadante foi coletado e foram
adicionados 3,0 mL de hexano ao tubo, que foi nevdenagitado, e a fracdo coletada foi
adicionada a fracdo anterior. A fase organica éosascom sulfato de sédio e o solvente foi

evaporado para posterior injecdo no cromatograf@sa
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. COLETA DAS AMOSTRAS E DADOS DE DAP, TIPO DE

SOLO E INFESTACAO POR CUPINS

O processo de extracdo, utilizando trado metalicoeiceu o 6leo-resina de copaiba

em quantidades variadas. No total, quarenta eatr@sstras de Oleos-resina de copaiba foram

coletadas de trinta e trés arvores diferentesewntrés amostras na primeira coleta (época

seca), realizada em novembro de 2004; doze amastraggunda coleta (época chuvosa),

realizada em maio de 2005 e oito amostras na tarceieta (época seca), realizada em

novembro de 2005.

Durante a coleta também foram observados e redfstra

O diametro a altura do peito (DAP) de cada arviveze arvores possuiam DAP entre
30 e 40 cm, outras treze arvores possuiam DAP dftre 50 cm, cinco arvores
possuiam DAP entre 50 e 60 cm e apenas duas apassgsiam DAP maior que 60
cm;

O tipo de solo onde as &rvores se encontravamtricids e trés arvores, dezessete
arvores estao localizadas em solos argilosos geargila> 60%), onze arvores estao
localizadas em solos arenosos (teor de argila <),38%penas cinco arvores estéao
localizadas em solos considerados areno-argild% € teor de argila < 60%). A
classificacéo dos tipos de solo foi feita com base teores de argila das amostras de
solo coletadas, que foram submetidas a analisesligraétricas, através do método de
decantacao;

A presenca de infestacdo por cupins: das trintaég drvores, apenas oito ndo

apresentavam infestag&o por cupins.



56

A Tabela 4 apresenta os dados de DAP, teor diaatigio de solo e infestacdo por

cupins, para cada arvore fornecedora das amo&réleas de copaiba coletados.

Tabela 4.Dados de DAP, infestacdo por cupins, teor de aggiipo de solo para cada matriz fornecedora das
amostras de 6leos de copaiba.

Matriz DAP Infestacéo g g
, : Teor de argila Tipo de solo
(&rvore) (cm) por Cupim
MO1 31,7 Com 30,56 argilo-arenoso
MO02 34,4 Com 29,68 arenoso
MO03 35,8 Com 20,95 arenoso
MO04 42,0 Sem 83,69 argiloso
MO5 68,8 com 85,15 argiloso
MO7 53,3 com 82,99 argiloso
MO8 36,0 sem 84,14 argiloso
M09 34,7 com 82,65 argiloso
M10 47,3 com 85,94 argiloso
M12 37,9 sem 24,61 arenoso
M13 52,8 com 79,00 argiloso
M14 38,8 com 77,99 argiloso
M16 41,0 sem 78,26 argiloso
M17 30,6 com 17,93 arenoso
M18 44,8 com 34,69 argilo-arenoso
M20 61,4 com 76,08 argiloso
M21 46,3 com 77,83 argiloso
M23 41,0 com 80,72 argiloso
M25 43,3 com 67,58 argiloso
M27 32,0 com 68,00 argiloso
M28 35,1 com 2,59 arenoso
M29 37,2 com 43,63 argilo-arenoso
M30 36,6 sem 82,38 argiloso
M31 41,8 com 19,66 arenoso
M32 53,7 com 63,64 argiloso
M35 33,5 sem 1,67 arenoso
M36 42,6 com 26,91 arenoso
M39 40,7 com 16,04 arenoso
M40 50,0 com 55,09 argilo-arenoso
M42 48,5 sem 13,89 arenoso
M43 50,8 com 2,34 arenoso
M44 40,4 sem 59,11 argilo-arenoso

M45 46,9 com 60,67 argiloso
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5.2. COMPOSICAO QUIMICA

5.2.1.PRIMEIRA COLETA (C1)

Na primeira coleta realizada em novembro de 20pddg seca) foram coletadas vinte
e trés amostras: das quais doze amostras sdo Enoesnde arvores localizadas em solos
argilosos, oito amostras sao provenientes de &wJooalizadas em solos arenosos e apenas
trés amostras sao provenientes de arvores locaizad solos areno-argilosos. Apenas quatro
das vinte e trés amostras nao apresentavam indestagr cupins.

A proposta de identificacdo, a quantificacdo retate os respectivos indices de
retencdo (IR) para os constituintes quimicos do-gdsina deC. multijugaHayne coletados
em novembro de 2004, sdo apresentados a segiiapeta 5 (Pagina 58).

Foram identificados trinta e cinco compostos, cueesponderam a 70,42% a 97,92%
do conteudo total dos 6leos. A composicdo quimasadeos deC. multijugarevelou uma
proporcéao elevada de sesquiterpenos (88,55% a%@3,Estes resultados estdo de acordo
com resultados ja publicados em que Cascon & Gi(B800) encontraram teores de 79,7% e
97,3% para a fracdo sesquiterpénica em duas ame@sit@nticas de oleos @e multijuga O
mesmo resultado foi encontrado por Medeiros (20@@)pbeém em amostras auténticasCde
multijuga com teores médios de 96,3% para amostras cotetadperiodo seco e 96,9% para
amostras coletadas no periodo chuvoso. Veiga-Jwtial (2007) encontrou 85,5% de
sesquiterpenos em Oleos-resina da mesma especie.

Os compostos a-amorfeno, a-copaeno, a-humuleno, B-cariofileno, Oxido de
cariofileno, acido copalico e o acido pinifolicordon detectados em todas as vinte e trés
amostras analisadas. Estes constituintes sdo cameinuentificados no géner@opaiferg

embora as proporcdes possam ser diferentes, nedeles sdo exclusivos desse género



Tabela 5.Percentual relativo dos constituintes dos 6leoswadeCopaifera multijugaHayne coletados em novembro de 2004 (12 coletaceégeca).

COMPOSTO IR MO01-C1 M03-C1 MO04-C1 MO08-C1 MO09-C1 M10-C1 M13-Cl1 M14-C1 M17-C1 M18-C1 M20-C1 M21-C1 M25-C1 M27-C1 M28-C1 M31-Cl M32-C1 M36-C1 M39-C1 M42-C1 M43-C1 M44-C1 M45-C1l
8-elemeno 1335 - 0,35 - - - - 0,73 - - 0,89 - 0,88 1,55 - - - 1,52 - 1,48 0,29 1,56 - 1,63
a-cubebeno 1345 1,17 - 0,68 0,62 0,75 0,99 0,80 0,96 - - 0,60 - 0,32 0,73 - 0,56 0,22 0,22 - 1,00 - - 0,20
a-ilangeno 1373 - - - - - - - - - 0,32 - - 0,26 0,10 - 0,28 - 0,35 - - - - -
a-copaeno 1374 13,52 8,50 11,92 13,13 12,67 14,87 10,47 11,17 2,51 3,85 8,06 7,16 3,60 6,24 11,27 6,47 3,72 2,03 4,39 13,05 6,04 4,00 2,42
B-elemeno 1389 - 3,92 - - - - 2,58 - 1,00 2,22 - 8,56 4,32 1,28 - - 4,63 0,70 7,45 - 5,31 - 4,76
a-gurjuneno 1409 0,25 - 0,17 - - 0,22 - 0,37 - 0,46 - - 0,41 0,19 - - 0,20 0,18 - - - - -
B-cariofileno 1417 40,81 10,58 62,70 42,00 13,14 55,46 18,91 61,53 15,38 35,79 27,93 5,08 40,03 32,41 12,68 47,48 32,34 60,10 14,53 31,70 16,00 18,62 25,88
trans-u-bergamoteno 1432 0,27 - - - - - - 0,55 - - 3,09 - 0,16 0,22 - - - 7,10 - 0,28 20,93 32,78 -
y-elemeno 1434 - 0,63 - - - - 1,08 - - - - 1,40 - - - - 1,22 - 1,82 - - - 1,70
a-humuleno 1452 5,63 2,43 8,69 5,74 2,73 7,74 2,80 8,25 3,30 516 ,224 1,37 5,78 4,56 2,89 6,80 4,54 8,70 2,93 442 093, 3,38 3,51
allo-aromadendreno 1458 1,01 - - - 0,87 1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - -
oa-curcumeno 1479 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,78 - - 0,61 0,87 -
a-amorfeno 1483 2,90 2,80 1,54 2,71 2,34 2,52 3,41 1,47 2,08 2,09 ,004 2,29 1,66 4,61 3,26 3,62 1,73 1,30 3,30 4,02 0,90 2,90 1,95
germacreno D 1484 12,81 - 2,50 18,86 - 1,72 10,84 1,30 - 10,60 13,29 - 7,66 16,65 - 13,13 18,74 - - 17,83 - - 29,23
B-selineno 1489 0,15 - 0,12 - - - - - - 1,41 - - 0,55 0,16 - - - - - - - - 0,36
a-muuroleno 1500 2,87 1,16 - - 0,77 1,35 2,68 0,81 0,30 2,10 2,93 1,50 1,32 3,30 0,64 2,60 1,02 0,43 1,74 3,41 0,59 0,42 -
biciclogermacreno 1500 - - 1,09 2,86 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 35
y-cadineno 1513 0,88 0,91 - - 0,61 0,14 1,78 0,22 - 1,34 1,30 - 0,71 1,69 - - 0,37 - 1,29 1,14 0,51 - 0,60
8-cadineno 1522 4,79 - 2,58 2,77 - 3,71 6,34 2,57 - 4,04 4,94 - 92,1 5,39 - 2,26 1,48 0,68 - 5,81 0,72 0,56 2,10
trans-cadina-1,4-dieno 1533 - - - - - - 0,29 - - - 0,36 - - - - - - - - 0,25 - - 0,12
selina-3,7(11)-dieno 1545 - - - - - 0,29 1,36 - - 2,40 - - - - - - 0,29 - - - - - 0,78
germacreno B 1559 - - - - - - 3,20 - - 7,28 - - 8,87 - - - 13,60 - 1,34 - 2,84 - 12,53
palustrol 1567 - - - - - 0,38 - - - 0,29 - - - - - - - - - 0,13 - - -
spatulenol 1577 - 0,72 - - 1,19 - - - - - - - - - 1,00 0,81 - - 0,50 - - 0,38 -
oxido de cariofileno 1582 0,75 32,47 0,25 0,30 31,52 0,33 0,21 0,41 44,33 0,41 0,56 36,43 2,57 0,60 30,93 0,57 0,92 1,28 25,75 0,75 11,72 9,51 0,58
globulol 1590 0,13 - - - - - - - - - 0,07 - - 0,22 - - - - - 0,18 - - -
viridiflorol 1592 0,28 - 0,10 - - - - - - - 0,26 - - 0,41 - - - - - 0,40 - - 0,09
rosifoliol 1600 - - - - - - - - - - 0,15 - - - - - - - - - - - -
ledol 1602 0,35 - 0,20 0,37 - 0,29 0,17 - 0,34 - 0,15 - 0,33 0,36 3,93 0,70 0,24 0,24 - 0,35 1,92 1,82 -
torreyol 1644 1,22 1,28 0,73 1,13 1,51 1,93 0,71 0,48 1,56 1,79 - - 1,62 1,57 1,19 1,63 0,50 - - - 0,70 1,78 -
a-cadinol 1652 1,48 2,30 0,26 - 1,46 0,52 2,74 0,29 0,32 3,65 1,75 2,27 2,26 2,29 0,95 0,72 0,75 - 2,93 2,17 1,64 0,52 1,80
acido copalico 2,15 3,46 1,13 1,99 3,10 2,78 3,10 5,17 2,43 299 891 1,66 1,21 4,28 0,92 2,52 2,74 3,31 2,68 0,72 2,92 1,47 0,56
acido $-hidroxi-copélico 0,21 0,79 0,12 0,16 0,18 0,17 0,40 - 0,65 1,50 0,41 - 0,14 0,31 - 0,41 1,14 0,52 0,52 0,21 2,16 0,96 0,98
acido P-acetdxi-copalico 0,52 0,46 0,14 - - 0,22 1,19 - 0,23 1,08 0,37 - 0,30 0,55 - 0,18 0,45 0,32 0,39 0,30 0,30 0,38 0,30
acido pinifélico 1,25 4,73 1,78 2,49 3,31 1,29 2,01 1,81 2,01 2,59 0,75 3,04 2,30 2,55 0,76 1,48 4,79 1,45 3,48 1,93 1,50 1,80 1,13
TOTAL 95,40 77,49 96,70 95,13 76,15 97,92 77,80 97,36 6,447 94,25 77,08 71,64 90,12 90,67 70,42 92,22  597,1 89,69 76,52 90,34 81,96 82,15 95,56

*Composto majoritario
*Detectado com teor superior a 10,00%
*Detectado com teor inferior a 1,00%
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(CASCON & GILBERT, 2000).

O B-cariofileno, considerado um marcador da fracaqueesrpénica dos Oleos de
copaiba, foi o sesquiterpeno majoritario em quatamostras (M01-C1, M04-C1, M08-C1,
M10-C1, M13-C1, M14-C1, M18-C1, M20-C1, M25-C1, MZ4, M31-C1, M32-C1, M36-
Cl e M42-C1) das vinte e trés amostras analisa#as,teor variou de 5,08% a 62,70%.
Resultado que também ja foi descrito por Cascon ike@ (2000), Limaet al (2003),
Sant’Annaet al (2007), Veiga-Junioet al (2007), Barbosa (2007) e Romero (2007) para
Oleos de copaiba d& multijuga

Além disso, oB-cariofileno também ja foi descrito como constitaimajoritario em
Oleos-resina de&. langsdorffiicoletados no Ceara (GRAMOSA & SILVEIRA, 2005); em
Oleos-resina d€. cearensisoletados em Itaborai, no Rio de Janeiro (VEIGA-IDRIet al.,
2007); em Oleos-resina @& reticulatacoletados em Belém, no Para (VEIGA-JUNIGRal,
2007); coletados nos municipios de CurionopolisRaa e Mazagao, no Amapa (ZOGHBI
al., 2009); coletados no municipio de Moju, no ParAI{EIRA et al, 2006; SACHETTEt
al., 2011); e coletados no municipio de Belterra, tamino Para (HERRERO-JAUREG#!
al., 2011); em o6leos-resina @e duckeicoletados no municipio de Moju, no Para (LAMEIRA
et al, 2009); em Oleos-resina @e pubifloracoletados em Boa Vista, em Roraima (ZOGHBI
et al, 2009); em Oleos essenciais das folhasCddrapezifolia coletados em S&o Paulo
(VEIGA-JUNIOR et al, 2006); e ainda em 06leos essenciais do pericéopfas e galhos de
C. langsdorffiicoletados em Lavras, em Minas Gerais (Do Nascimetrdb, 2012).

O 6xido de cariofileno foi 0 majoritario em seis@stras (M03-C1, M09-C1, M17-
C1, M21-C1, M28-C1 e M39-C1) das vinte e trés anmagstinalisadas, seu teor variou de
0,21% a 44,33%. Resultado que também ja foi despdt Barbosa (2007) e Romero (2007)
em amostras de Oleos-resina@amultijugacoletados em Manaus, no Amazonas; e em 6leos-

resina deC. guianensigoletados no Amapa (CASCON & GILBERT, 2000), tthbano qual
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0S autores constataram que este sesquiterpencspoden produto natural do éleo-resina de
copaiba e ndo um artefato advindo da oxidacdo desid armazenamento, como ja tinha
descrito anteriormente. Neste estudo o oxido defdano foi o constituinte majoritario, com
teor de 19% em Oleo-resina @eguianensisecém extraido. Este sesquiterpeno também foi o
constituinte majoritario em Oleos essenciais dasasmde frutos, das cascas das raizes, da
madeira de tronco e da madeira das raiz&3. de@ngsdorffiicoletados no Ceara (GRAMOSA

& SILVEIRA, 2005); e em Oleos essenciais das folte€. langsdorffiicoletados em Lavras,

em Minas Gerais (Do Nascimergbal, 2012).

O trans-a-bergamoteno detectado em apenas nove amostramntag trés amostras
analisadas, foi 0 majoritario em apenas duas aa®o@it43-C1 e M11-C1), seu teor variou de
0,16% a 32,78%. Resultado que também ja foi desgoit Zoghbiet al (2009) para amostras
deC. reticulatacoletadas nos municipios de Almeirim e BeltermaPara.

O germacreno D, importante precursor de muitosobatbonetos sesquiterpénicos,
como cadinenos e muurolenos (BULOW & KONIG, 200f), detectado em quatorze
amostras das vinte e trés amostras analisadasyrajgeter sido 0 majoritario em apenas uma
amostra (M45-C1). Seus teores variaram de 1,30%28%. O germacreno D j4 havia sido
detectado como constituinte majoritario por Barb@8#7) em duas amostras@emultijuga
coletadas no periodo chuvoso em Manaus, sendoifidgtd aqui como constituinte
majoritario em uma amostra coletada no periodo,ssegerindo que seu teor ndo esteja
relacionado com a estacdo de coleta do 6leo deibmp@iambém foi detectado como o
constituinte majoritario em 6leos essenciais dea®le galhos dé. langsdorffiicoletados em
Lavras, em Minas Gerais (Do Nascimeatal, 2012).

Geralmente o germacreno D ocorre em plantas sinedtaente com 6-cadineno
(BULOW & KONIG, 2000), fato que foi observado nestabalho: das vinte e trés amostras

analisadas quatorze apresentaram germacrend-&dineno simultaneamente, seis amostras
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nao apresentaram nenhum dos dois constituintesraajrés amostras continh&rmadineno
com a auséncia de germacreno D.

O a-copaeno, comumente descrito como um dos princgmastituintes dos oOleos de
copaiba, independente da espécie, foi detectadimdss as amostras. Embora, tenha sido o
constituinte secundario ou terciario em nove araestias vinte e trés amostras analisadas,
nao foi majoritario em nenhuma amostra.aopaeno ja foi descrito como constituinte
majoritario em oOleos-resina d&. pauperacoletadas em Xapuri, no Acre (ZOGHBI al,
2009),C. piresiicoletadas em Machadinho d’Oeste, em Rondoénia (ZBI@&tal., 2009) eC.
martii coletadas no municipio de Moju, no Para (OLIVEIRAal, 2006); foi identificado
ainda como constituinte majoritario dos oleos esdaenobtido por hidrodestilacdo do 6leos-
resina deC. martii coletados no municipio de Moju, no P&Z&GHBI et al, 2007).

O B-bisaboleno, descrito frequentemente como um dogipais constituintes dos
Oleos de copaiba, ndo foi detectado em nenhumardastras analisadas neste trabalho.
Embora ja tenha sido descrito como constituinteornitajio em amostras de 0Oleos-res®a
duckeicoletadas no Amapéa e no Para (CASCON & GILBERDO20coletadas no municipio
de Caxiuand, no Pard (CARVALHG@t al, 2005) e coletadas no municipio de Moju, no Para
(OLIVEIRA et al, 2006; LAMEIRAEt al, 2009); também ja foi detectado como constituinte
majoritario em Oleos-resina d€. reticulata coletadas nos municipios de Curionépolis
(ZOGHBI et al, 2009) e Belterra, ambos no Pard (ZOGHBlal, 2009; HERRERO-
JAUREGUIet al, 2011).

Entre os diterpenos identificados, o acido copalidescrito na literatura como
marcador quimico dos 6leos das copaibeiras (BIAVAET al, 2006), foi detectado como o
constituinte majoritdrio em doze amostras das vnteés amostras analisadas. Seus teores
variaram entre 0,56% e 5,17%. Ja o acido pinifoliftd detectado como constituinte

majoritario nas outras onze amostras das vinteég amostras analisadas. Seus teores
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variaram entre 0,75% e 4,79%. O acidshsdroxi-copalico foi detectado em vinte amostras
das vinte e trés amostras analisadas. Enquant@o 3:acetdxi-copalico foi detectado em
dezoito amostras das vinte e trés amostras anadisad

Os teores dos constituintes identificados nas aassfresultados das analises
cromatograficas) de 6leo-resina de copaiba coestitum conjunto de dados multivariados
que foram submetidos as Analises de Agrupamentesaidjuicos (HCA) e Analises de
Componentes Principais (PCA), para a classificad@® vinte e trés amostras da primeira
coleta. O pré-processamento dos dados foi realigadoormalizacdo por log com o objetivo
de reduzir a influéncia de variacdes indesejadesepites no conjunto de dados.

Com base nos teores de cada composto presenteniteidos por CG-DIC e CG-EM,
construiu-se uma matriz de dados (23 linhas x 3fnes): sendo as 23 linhas
correspondentes as amostras e 35 colunas correspgesdaos teores dos constituintes
identificados nas amostras. A similaridade entramagstras foi calculada a partir da distancia
Euclidiana no espago das variaveis, usando o météaa. A HCA foi realizada com a
finalidade de verificar semelhancas na composi¢éimiga entre as amostras analisadas.

O resultado da HCA foi representado na forma degréfico bidimensional chamado
dendograma (Figura 8, na pagina 63), através dopmquaie-se observar o agrupamento entre
as amostras em dois clusters (grupos) distint@ssificando as vinte e trés amostras da

primeira coleta.
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Figura 8. Dendrograma correspondente a classificacdo das eittts amostras de 6leos-resina de cop&iba (
multijuga), coletadas em novembro de 2004 (12 coleta).

O cluster I, foi dividido em dois sub-clusters. Gb<luster 1A inclui duas amostras
(M43-C1 e M44-C1) que apresentaranransa-bergamoten@omo constituinte majoritario

e teve seu teor variando entre 20,93% e 32,78%.

Sample Information

Sample Name : M44-Cl
Sample ID : M44-C1
Data File : C\GCMSsolution\Data\Project \UFAM\A gosto\M44-C1.qgd
Method File . C\GCMSsolution\Data\Project1\Copaiba.qgm
‘ Chromatogram (All TIC)]
22,675,719
/ tranSa-bergamoteno
B-cariofileno

oxido de cariofileno , L
acido pinifélico

acido copélico\ \

1

=
=

FT o P i T T T T T T T T T
10.0 20.0 270
min
Figura 9. Cromatograma representativo das amostras do saetecllA, referente as amostras da 12 coleta
(novembro de 2004).
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No sub-cluster IB, que inclui seis amostras (M03-®1D9-C1, M17-C1, M21-C1,
M28-C1 e M39-C1), o oxido de cariofileno foi o cthnte majoritario, seus teores variaram

entre 25,75% e 44,33%.

Sample Information
Sample Name T M17-C1
Sample ID : M17-Cl
DataFile + CAGCMSsolution\Data\Project \UFAM\Agosto\M17-C1.qgd
Method File : CAGCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
45,840,042
= Oxido de cariofileno
B-cariofileno . acido pinifélico
N acido copalico \
T @k' S
; i i E———
10.0 20.0 27.0

min
Figura 10. Cromatograma representativo das amostras do setecllB, referente as amostras da 12 coleta
(novembro de 2004).

Todas as amostras do cluster Il apresentarafixcariofileno como componente
majoritario, mesmo assim este grupo foi subdivido dois sub-clusters. O sub-cluster IIA,
inclui quatro amostras (M04-C1, M10-C1, M14-C1 e@31) que apresentaram teorefide

cariofileno variando entre 55,46% e 62,70%.
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Sample Information

Sample Name : M04-C1
Sample ID : M04-C1
Data File : C:\GCMSsolution\Data\Project NUFAM\Agosto\M04-C1.qgd
Method File : C:\GCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
105,776,870

B-cariofileno

a-Copaeno

2

/ o-humuleno

acido copalico

acido pinifélico

O i — T
T s T = T T
10.0 20.0 27.0

Figura 11. Cromatograma representativo das amostras do sateclilA, referente as amostras da 12 coleta
(novembro de 2004).

Enquanto o sub-cluster IIB, que inclui onze amas(id18-C1, M25-C1, M31-C1,
MO01-C1, M08-C1, M32-C1, M45-C1, M13-C1, M42-C1, MZI1 e M27-C1), os teores fle

cariofileno variaram entre 18,91% e 47,48%.

Sample Information

Sample Name : M31-Cl
Sample [D : M31-Cl
Data File : C\GCMSsolution\Data\Project \UF AM\Agosto\M31-C1.qgd
Method File : CAGCMSsolution\Data\Project1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
33,074,878

B-cariofileno

7

germacreno D acido pinifélico

a-humuleno i acido copalico \
™« & =
4 A% ] .
v & S
10.0 20.0 27.0
min

Figura 12. Cromatograma representativo das amostras do saetecllB, referente as amostras da 12 coleta
(novembro de 2004).
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A andlise dos componentes principais (PCA) foiizedla através das combinacdes
lineares das quatro variaveis originais seleciosigiiaariofileno, éxido de cariofileno, acido
copalico e acido pinifdlico, para as vinte e trésatras analisadas. Estas variaveis foram
selecionadas devido a sua frequéncia - ja que fatatactadas em todas as amostras
analisadas - e a sua importancia - ja que todasceliespondem a constituintes detectados
como majoritarios nas fracdes sesquiterpénicaegpdihica. O arranjo matricial para a analise
de componentes principais consistiu de 23 linhaggspondentes as amostras e 4 colunas,
correspondentes as variaveis selecionadas. A PQ#rou a distribuicdo das amostras e a
importancia das variaveis. O resultado da PCA épresentado na forma de gréaficos de
scorese deloading (Figuras 13a e 13b, respectivamente), isto €, &acgs da distribuicao

das amostras em funcdo da importancia das variaveis
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Figura 13. Gréaficos de ajcorese b)loadingspara Dim 1 versus Dim 2, correspondente a claas#fic das
vinte e trés amostras de 6leos-resina de cop@ibaltijugg, coletadas em novembro de 2004 (12 coleta).

Na Figura 13a é apresentado o grafico desoresde Dim 1 (com 48,68% da

variancia)versusDim 2 (com 31,48% da variancia), representando@e,tlas informacdes
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totais. Nesta figura é possivel notar que Dim lase@s 0leos com maiores teorespede
cariofileno, em valores descoresnegativos, dos 0leos com maiores teores de Ox&o d
cariofileno, em valores descoregpositivos. Enquanto € possivel notar que Dim 2 rsepsa
O0leos com maiores teores de acido copalico e apididdlico, em valores deescores
positivos, dos 6leos com menores teores de acidalico e acido pinifélico, em valores de
escoresiegativos.

Uma inspecao no gréafico dasadings Figura 13b, confirma que a separacao entre as
amostras em Dim 1 é determinada, essencialmentes parametros dp-cariofileno (com
loadingsnegativos) e oxido de cariofileno (cdoadingspositivos). Assim, por exemplo, 0s
Oleos com maiores teores @ecariofileno encontram-se mais a esquerda no grafiss
escores (Figura 13a), enquanto os Oleos com maiores tedeesdxido de cariofileno
encontram-se mais a direita no grafico desoreqFigura 13a). Enquanto Dim 2 mostra que
a separacdo entre as amostras é determinada, iabeente, pelos parametros de acido
copdlico e acido pinifélico. As amostras com maioteores de acido copalico e acido
pinifélico (com loadings positivos) se separam das amostras com menones tde acido
copalico e acido pinifélico (conbadings negativos). Assim, por exemplo, os 6leos com
maiores teores de acido copalico e acido piniféicoontram-se nos quadrantes superiores do
gréfico dosescoreqFigura 13a), enquanto os 6leos com menores telerésido copalico e
acido pinifélico encontram-se quadrantes inferioregrafico dogscoreqFigura 13a).

Embora os sesquiterpenos e diterpenos ocorram eampuoporcdo similar em todos
os O6leos, como ja& registrado na literatura, forabseovadas diferencas quantitativas e
qualitativas nos perfis cromatograficos. (CASCONGELBERT, 2000; VEIGA-JUNIOR &
PINTO 2002; ZOGHBIet al.,2009; HERRERO-JAUREGU#t al, 2011).A quantidade de
sesquiterpenos detectados variou entre quatorzeta € nove sesquiterpenos; enquanto o

namero de diterpenos detectados ficou entre ddezealiterpenos. Segundo Janzen (1974), a
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variabilidade encontrada na fracdo sesquiterpgmicke ser influenciada pelo tipo de solo
onde a arvore cresce. Ele sugere que os solossaembres em nutrientes, promovem uma
maior quantidade de metabolitos secundarios, enpam@gao com solos argilosos, que sao

ricos em nutrientes.

5.2.2.SEGUNDA COLETA (C2)

Na segunda coleta realizada em maio de 2005 (épnoasa) foram coletadas doze
amostras, das quais sete amostras sao proveniengagores localizadas em solos argilosos,
quatro amostras sdo provenientes de arvores ladakzem solos arenosos e uma amostra é
proveniente de uma arvore localizada em solo aaegiteso. Apenas uma amostra das doze
amostras nao apresentavam infestacdes por cupins.

A proposta de identificacdo, a quantificacdo retate os respectivos indices de
retencao (IR) para os constituintes quimicos do-tdsina deC. multijugaHayne coletados
em maio de 2005, sdo apresentados na Tabela G\§FGR)I.

Foram identificados trinta e cinco compostos, cueesponderam a 74,54% a 98,16%
do conteudo total dos o6leos. Assim como as amoskaaprimeira coleta, a composicao
quimica dos 6leos d€. multijugada segunda coleta revelaram uma proporcao eledada
sesquiterpenos (65,50% a 96,50%), embora a variagdvacdo sesquiterpénica da coleta
anterior tenha sido menor. Estes resultados tandsifio de acordo com os resultados ja
encontrados par@. multijugapor Cascon & Gilbert (2000), Medeiros (2006), Baid¢2007)

e Veiga-Junioet al (2007).

Os compostos a-copaeno, a-humuleno, a-amorfeno, B-cariofileno, Oxido de

cariofileno, acido copalico e o acido pinifolicordon novamente detectados em todas as

amostras analisadas.



Tabela 6.Percentual relativo dos constituintes dos 6leosraedeCopaifera multijugaHayne coletados em maio de 2005 (22 coleta - épfupensa).

COMPOSTO IR MO05-C2 MOQ7-C2 M09-C2 M10-C2 M12-C2 M14-C2 M21-C2 M27-C2 M31-C2 M36-C2 M40-C2 M43-C2
d-elemeno 1335 1,43 - - - - - - - - - - 1,25
a-cubebeno 1345 0,53 0,55 0,87 0,97 0,36 0,93 0,68 0,82 - - 0,41 -
a-ilangeno 1373 0,31 - - - - - 0,10 - - - - -
a-copaeno 1374 3,44 3,56 15,04 14,11 5,06 11,38 5,65 11,11 6,68 2,00 3,48 5,51
B-elemeno 1389 3,27 1,19 - - - - 1,15 - - 0,67 - 6,10
a-gurjuneno 1409 - - - 0,20 0,44 - 0,18 0,13 - 0,18 0,23 -
B-cariofileno 1417 35,09 10,28 34,99 50,41 61,43 64,04 29,82 52,66 20,79 60,58 67,94 7,58
trans-u-bergamoteno 1432 - 0,48 - - 9,71 0,59 0,22 7,51 - 6,17 0,26 19,77
y-elemeno 1434 2,45 - - - - - - - - - - -
a-humuleno 1452 4,81 2,10 5,29 7,05 8,50 8,56 4,27 - 4,00 8,89 9,37 1,99
allo-aromadendreno 1458 - - 1,03 - - - - - - - - -
a-curcumeno 1479 - - - - - - - 0,23 - 1,10 - 0,62
a-amorfeno 1483 3,44 2,18 2,52 2,51 1,28 1,56 448 721 4,05 1,39 2,05 1,01
germacreno D 1484 - 0,40 3,12 1,58 1,81 1,45 15,86 2,21 - 1,13 1,85 -
B-selineno 1489 0,41 - - - - - 0,20 - - - 0,11 0,31
a-muuroleno 1500 2,56 0,58 1,00 1,29 - 0,81 3,17 0,89 0,77 0,44 - 0,85
biciclogermacreno 1500 - - - - 0,93 - - - - - 1,06 -
y-cadineno 1513 1,72 - - 0,14 - 0,16 1,57 0,37 0,89 - - -
d-cadineno 1522 - 0,60 1,69 3,56 1,66 2,59 5,01 2,77 - 0,82 1,04 -
trans-cadina-1,4-dieno 1533 - - - - - - 0,16 - - - - -
selina-3,7(11)-dieno 1545 1,42 - - - - - - - - - - -
germacreno B 1559 531 - - - - - - - - - - 0,52
palustrol 1567 0,11 - - - - - - - - - - -
spatulenol 1577 - 1,74 1,19 - - - - - 2,09 - - -
oxido de cariofileno 1582 - 24,91 10,01 0,93 0,57 0,20 0,28 0,54 29,15 0,38 0,33 19,91
globulol 1590 - - 0,12 0,10 - - 0,22 - - - - -
viridiflorol 1592 - - - 0,41 - - 0,38 - - - - -
rosifoliol 1600 - - - - - - 0,12 - - - - -
ledol 1602 - 3,37 1,70 0,39 - - 0,21 0,19 4,26 0,21 0,17 3,48
torreyol 1644 - 0,73 1,58 1,93 0,56 0,28 1,61 - 2,42 0,70 0,95 1,33
a-cadinol 1652 2,63 1,02 1,45 0,50 - - 2,10 0,18 0,96 0,16 0,09 1,59
acido copalico 2,42 15,04 3,42 5,66 1,38 4,30 7,09 2,89 4,87 2,46 2,72 2,48
acido P-hidréxi-copalico 0,17 - 0,51 1,07 - - 0,97 0,24 1,44 0,29 0,98 1,15
acido P-acetodxi-copalico 0,45 4,20 0,51 0,70 - - 0,95 0,37 - 0,20 0,76 0,26
4cido pinifélico 2,57 15,26 3,16 2,47 1,87 1,31 4,22 2,04 2,92 1,03 3,46 0,77
TOTAL 74,54 88,19 89,20 95,98 95,56 98,16 90,67 86,87 5,298 88,80 97,26 76,48

*Composto majoritario

*Detectado com teor superior a 10,00%

*Detectado com teor inferior a 1,00%
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O B-cariofileno foi novamente detectado como 0 sesqueno majoritario em nove
amostras (M05-C2, M09-C2, M10-C2, M12-C2, M14-C22MC2, M27-C2, M36-C2 e
M40-C2) das doze amostras analisadas. Seus tearn@sam de 7,58% a 67,94%, como ja
fora descrito anteriormente para amostrasCdenultijuga(CASCON & GILBERT , 2000;
LIMA et al, 2003; BARBOSA , 2007; SANT'ANNZet al, 2007; VEIGA-JUNIORet al,
2007; ROMERO, 2007). Sendo o constituinte secuadérn uma unica amostra (M31-C2).

Ja o oxido de cariofileno, foi detectado como ostituinte majoritario em trés
amostras (M07-C2, M31-C2 e M43-C2) das doze anmstnalisadas. Seus teores variaram
de 0,20% a 29,15%, como também ja fora descrita garostras d€. multijuga(CASCON
& GILBERT, 2000; BARBOSA, 2007; ROMERO, 2007). Send constituinte terciario em
uma amostra (M09-C2).

O transa-bergamoteno detectado em apenas oito amostrasdaees amostras
analisadas, ndo se apresentou como constituinteithep em nenhuma das amostras. Seus
teores variaram entre 0,22% e 19,77%. Sendo oitongt secundario em uma amostra
(M43-C2) com teor de 19,77%, na qual apresentou $emelhante ao do constituinte
majoritario desta amostra, o 6xido de cariofilet®,91%).

O germacreno D foi detectado em nove amostras aies amostras analisadas. Seus
teores variaram de 0,40% a 15,86%, mas este segmnbd ndo se apresentou como
constituinte majoritario em nenhuma das amostesies o constituinte secundario em uma
amostra (M21-C2). Nas nove amostras em que foictiete o germacreno D ocorreu
simultaneamente comdcadineno, como ja fora descrito @BULOW & KONIG, (2000).

Entre os diterpenos identificados, o acido copdkco acido pinifdlico foram
novamente os diterpenos majoritarios, em oito etrquamostras, das doze amostras
analisadas, respectivamente. Os teores do aciddicopariaram entre 1,38% e 15,04%. Os

teores do &cido pinifélico variaram entre 0,7795828%. Os acidos diterpénicoB-Bidroxi-
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copalico e B-acetdxi-copalico foram detectados simultaneamemi®ito amostras (M05-C2,
MQ09-C2, M10-C2, M21-C2, M27-C2, M36-C2, M40-C2 e-@2) das doze amostras
analisadas. Das quatro amostras restantes, o 3gidinlroxi-copalico foi detectado em uma
amostra (M31-C2); o acidg33acetoxi-copalico em outra amostra (M07-C2); e darasstras
(M12-C2 e M14-C2) ndo apresentaram nem o acpi@oxi-copalico e nem o acidgf33
acetoxi-copalico.

Novamente, os teores dos constituintes identifisadas amostras (resultados das
analises cromatograficas) de O6leo-resina de copedimstituem um conjunto de dados
multivariados que foram submetidos as analises@& &l PCA, para a classificacdo das doze
amostras da primeira coleta. Novamente, o pré-psaceento dos dados foi realizado por
normalizacdo por log com o objetivo de reduzir 8uéncia de variacbes indesejadas
presentes no conjunto de dados.

Com base nos teores de cada composto presenteniteidos por CG-DIC e CG-EM,
construiu-se uma matriz de dados (12 linhas x 3fnes): sendo as 12 linhas
correspondentes as amostras e 35 colunas correspgesdaos teores dos constituintes
identificados nas amostras. A similaridade entramsstras foi novamente calculada a partir
da distancia Euclidiana no espaco das variavedsdesso método Ward.

O resultado da HCA esta representado no dendog(kigara 14, na pagina 72),
através do qual pode-se observar o agrupamen® a&ntimostras em dois clusters (grupos)

distintos, classificando as doze amostras da segtoldta.
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Figura 14. Dendrograma correspondente a classificacdo das alowstras de 6leos-resina de copaiBa (
multijuga), coletadas em maio de 2005 (22 coleta).

Todas as amostras do cluster | apresentarafircariofilieno como constituinte
majoritario, mesmo assim este grupo foi subdivido dois sub-clusters. O sub-cluster IA,

inclui duas amostras (M10-C2 e M27-C2) que apresant teores dp-cariofileno variando

entre 50,41% e 52,66%.

Sample Information

Sample Name : M10-C2
Sample ID : M10-C2
Data File

: C:\GCMSsolution\Data\Project \UF AM\Agosto\M 10-C2.qgd
Method File : CAGCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm

Chromatogram (All TIC)]

52,344,830

/ B-cariofileno

a-copaeno

‘ ~. o~ a-humuleno acido Copénco\amdo pinifélico
‘ ) \
‘ 34 ' L##’-#’
T i i B : R i i
10.0 20.0 27.0

min
Figura 15. Cromatograma representativo das amostras do satecllA, referente as amostras da 22 coleta
(maio de 2005).
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Enquanto no sub-cluster IB, que inclui quatro anagsfM12-C2, M14-C2, M36-C2 e

M40-C2), os teores decariofileno variaram entre 60,58% e 67,94%.

Sample Information

Sample Name : M40-C2
Sample ID 1 M40-C2
Data File : CAGCMSsolution\Data\Project \UF AM\Agosto\M40-C2.qgd
Method File : C:\GCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
192,442,944
i 2
l B-cariofileno
|
| /
|
|
i
|
1
|
|
a-humuleno acido pinifélico
| A acido copélico\ \
i . R &
| 3 g 7 7 b ! ﬂ\%&:
i i i j T = ' L e
10.0 20.0 27.0
min

Figura 16. Cromatograma representativo das amostras do setecllB, referente as amostras da 22 coleta
(maio de 2005).

O cluster Il tambénioi dividido em dois sub-clusters. O sub-clustek lhclui trés
amostras (M05-C2, M09-C2 e M21-C2) que também aptasam op-cariofileno como
constituinte majoritario, mas neste caso seus$e@earam entre 29,82% e 35,09%. No sub-
cluster IIB, que também inclui trés amostras (M@-M31-C2 e M43-C2), o oxido de
cariofileno foi a substancia majoritaria. Seusesorariaram entre 19,91% e 29,15%.

De todas as amostras da segunda coleta, a amd3tr&CR®I(Figura 19, na pagina 75)
se mostrou quantitativamente diferente das derpais,foi a que apresentou maiores teores
dos acidos copalico e pinifolico, com teores retsi iguais a 15,04% e 15,26%,

respectivamente.



Sample Information

Sample Name : M05-C2
Sample ID 1 M05-C2
Data File : C:\GCMSsolution\Data\Project \UFAM\Agosto\M05-C2.qgd
Method File : C:\GCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
48,447,664
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Figura 17. Cromatograma representativo das amostras do sateclUA, referente as amostras da 22 coleta

(maio de 2005).

Sample Information
Sample Name » M31-C2
Sample [D | M31-C2
Data File : C:\GCMSsolutiomData\Project \UFAM\Agosto\M31-C2.qgd
Method File : C:\GCMSsolution\Data\Project1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
14,122,226
2.4
= 6xido de cariofileno
-cariofileno . o
B acido pinifélico
| acido copélico
= 8
a-copaeno
]
T ¥ L T — ¥ T T oy T T — T et | T
10.0 20.0 27.0
min

Figura 18. Cromatograma representativo das amostras do satecllB, referente as amostras da 22 coleta

(maio de 2005).
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Sample Information

Sample Name : M07-C2
Sample ID : M07-C2
Data File : C:\GCMSsolution\Data\Project \UF AM\Agosto\M07-C2.qgd
Method File : C:\GCMSsolution\Data\Project1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
116,023,040
]
: 7 acido pinifélico
| oxido de cariofileno < Aci Ali
acido copalico
| ™~ p S~ 5
i
|
i B-cariofileno N ‘
| a
| 17 = - '
| +
’ s T E=it T . 1 J R,
20.0 30.0 320
min

Figura 19. Cromatograma da amostra M07-C2, referente as amsadér 22 coleta (maio de 2005).

A andlise dos componentes principais (PCA) foiizedla através das combinacdes
lineares das quatro variaveis originais seleciosigiiaariofileno, éxido de cariofileno, acido
copalico e éacido pinifélico, para as doze amostaslisadas. Estas variaveis foram
novamente selecionadas devido a sua importancieqaéncia nas fracdes sesquiterpénica e
diterpénica. O arranjo matricial para a analisecdmponentes principais consistiu de 12
linhas, correspondentes as amostras e 4 colunasspondentes as variaveis selecionadas. A
PCA mostrou a distribuicdo das amostras e a impodéaas variaveis. O resultado da PCA
foi representado na forma de graficos seores e de loading (Figuras 20a e 20b,
respectivamente), isto é, os graficos da distrimigas amostras em funcao da importancia

das variaveis.
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Figura 20. Graficos de ajcorese b)loadingspara Dim 1 versus Dim 2, correspondente a classific das doze
amostras de 6leos-resina de copathanfultijugg, coletadas em maio de 2005 (22 coleta).

Na Figura 20a é apresentado o grafico desoresde Dim 1 (com 70,84% da
variancia)versusDim 2 (com 22,49% da variancia), representando33,8as informacdes
totais. Nesta figura é possivel notar que Dim lase@s 0leos com maiores teorespde
cariofileno, em valores descoresnegativos, dos 0leos com maiores teores de Ox&o d
cariofileno, em valores descoregpositivos. Enquanto € possivel notar que Dim 2 rsepsa
O0leos com maiores teores de acido copalico e apididdlico, em valores desscores
positivos, dos 6leos com menores teores de acidalico e acido pinifélico, em valores de
escoresegativos.

Uma inspecao no gréafico dasadings Figura 20b, confirma que a separacao entre as
amostras em Dim 1 é determinada, essencialmentes parametros dp-cariofileno (com
loadingsnegativos) e oxido de cariofileno (cdoadingspositivos). Assim, por exemplo, 0s
O0leos com maiores teores @ecariofileno encontram-se mais a esquerda no grafios
escores (Figura 20a), enquanto os Oleos com maiores tedeesdxido de cariofileno
encontram-se mais a direita no grafico desoreqFigura 20a). Enquanto Dim 2 mostra que

a separacdo entre as amostras é determinada, iabeente, pelos parametros de acido
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copalico e acido pinifélico. As amostras com maoteores de acido copalico e acido
pinifélico (com loadings positivos) se separam das amostras com menones tde acido
copalico e acido pinifélico (conbadings negativos). Assim, por exemplo, os 6leos com
maiores teores de acido copalico e acido piniféicoontram-se nos quadrantes superiores do
gréfico dosescoreqFigura 20a), enquanto os 6leos com menores teleréeido copalico e
acido pinifélico encontram-se quadrantes inferioregrafico dogscoregFigura 20a).

Também é possivel perceber no graficdodelingsa diferenca entre a amostra M0O7-
C2 e as demais. Essa amostra se encontra comsvdiEgscoregpositivos em Dim 1 e Dim
2. Em Dim 1 osescorespositivos separam as amostras com maiores teerexido de
cariofileno, em Dim 2 ogscoregositivos separam as amostras com maiores teerasidio
copalico e pinifolico, como mostra a Figura 20b.

Novamente foram observadas diferencas quantitatevaqualitativas nos perfis
cromatograficos (CASCON & GILBERT, 2000; VEIGA-JUBDIR & PINTO 2002; ZOGHBI
et al.,2009; HERRERO-JAUREGUt al, 2011). A quantidade de sesquiterpenos detectados
variou entre quatorze e quarenta e um sesquitespermuanto o numero de diterpenos

detectados ficou entre dois e dez diterpenos.

5.2.3.TERCEIRA COLETA (C3)

Na terceira coleta, realizada em novembro de 2@poca seca) foram coletadas
apenas oito amostras: cinco amostras sao provesiatd arvores localizadas em solos
argilosos, duas amostras sao provenientes de arlagalizadas em solos arenosos e uma
amostra é proveniente de uma arvore localizada @m a&eno-argiloso. Trés das oito

amostras nao apresentavam infestacdes por cupins.
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A proposta de identificacdo, a quantificacdo nedate 0s respectivos indices de

retencao (IR) para os constituintes quimicos do-gdsina deC. multijugaHayne coletados
em maio de 2005, sdo apresentados abaixo, na Talle&gina 79).
Foram identificados somente trinta e trés composfos correspondem a 76,76% a 94,82%
do conteudo total dos 6leos. Os sesquiterpatiosaromadendreno e spatulenol, detectados
em amostras da primeira e segunda coletas, nam fdentificados nas amostras da terceira
coleta.

Assim como as amostras da primeira e segunda caetamposicdo quimica dos
Oleos deC. multijugarevelou uma proporcao elevada de sesquiterpe2g38% a 97,76%),
estando de acordo com os resultados ja encontpadta€. multijugapor Cascon & Gilbert
(2000), Medeiros (2006), Barbosa (2007) e Veigaarhet al (2007).

Os compostos-copaenop-humuleno,a-amorfeno,p-cariofileno, acido copalico e o
acido pinifélico foram detectados nas oito amostiaglisadas. Mas o 6xido de cariofileno
presente em todas as amostras da primeira e segotata, s6 esteve presente em cinco
amostras das oito amostras da terceira coleta.

O B-cariofileno foi novamente detectado como o sesquino majoritario em seis
amostras (M02-C3, M16-C3, M20-C3, M29-C3, M30-C3M85-C3) das oito amostras
analisadas. Seus teores variaram de 6,11% a 52¢®B8A6, ja fora descrito anteriormente para
amostras d€. multijuga(CASCON & GILBERT , 2000; LIMAet al, 2003; BARBOSA,
2007; SANT'ANNA et al, 2007; VEIGA-JUNIORet al, 2007; ROMERO, 2007). Sendo o
constituinte secundério nas duas amostras restmassC3 e M27-C3).

Ja o Oxido de cariofileno, foi detectado como ostituinte majoritario em duas
amostras (M23-C3 e M27-C3) das cinco amostras enfajudetectado. Seus teores variaram
de 0,20% a 49,50%, como também j4 fora descrita @arostras d€. multijuga(CASCON

& GILBERT, 2000; BARBOSA, 2007; ROMERO, 2007).



Tabela 7.Percentual relativo dos constituintes dos 6leoswadeCopaifera multijugaHayne coletados em novembro de 2005 (32 coletaceégeca).

COMPOSTO IR M02-C3 M16-C3 M20-C3 M23-C3 M27-C3 M29-C3 M30-C3 M35-C3
d-elemeno 1335 - - - - - - 1,45 1,54
a-cubebeno 1345 0,31 0,54 0,62 0,71 - 0,28 1,04 0,20
a-ilangeno 1373 - - - - - - 0,28 0,35
a-copaeno 1374 3,65 5,62 8,11 1361 7,37 3,97 17,42 2,74
B-elemeno 1389 1,08 - - - 1,13 1,24 3,95 3,37
a-gurjuneno 1409 - - 0,27 - - - - 0,23
B-cariofileno 1417 52,35 35,06 28,21 6,11 10,86 43,55 23,49 37,38
trans-u-bergamoteno 1432 0,18 1,93 3,13 24,13 5,64 - - -
y-elemeno 1434 - - - - - - 1,79 2,14
a-humuleno 1452 7,35 4,76 4,21 1,61 2,49 6,12 3,35 ,275
a-curcumeno 1479 - - - 1,08 0,25 - - -
a-amorfeno 1483 2,69 3,36 4,03 2,09 1,81 2,97 2,07 ,322
germacreno D 1484 10,81 27,29 13,26 - 0,36 19,46 11,17 11,82
B-selineno 1489 - - - - - 0,17 0,50 0,74
a-muuroleno 1500 2,21 - 287 0,63 0,38 3,10 1,78 1,86
biciclogermacreno 1500 - 3,48 - - - - - -
y-cadineno 1513 0,63 0,80 1,27 - - 0,90 0,72 0,85
d-cadineno 1522 3,04 2,94 5,01 - - 3,22 5,22 3,09
trans-cadina-1,4-dieno 1533 - - 0,30 - - 0,11 0,20 0,21
selina-3,7(11)-dieno 1545 - - - - - - 0,57 0,98
germacreno B 1559 - - - - - - 7,73 8,07
palustrol 1567 - - - 0,37 - - 0,16 -
oxido de cariofileno 1582 1,28 - - 24,29 49,50 0,79 - 0,20
globulol 1590 0,14 - 0,07 - - 0,25 - -
viridiflorol 1592 0,36 - 0,28 - - 0,48 - -
rosifoliol 1600 - - 0,16 - - - - -
ledol 1602 0,22 - 0,18 3,97 0,20 0,36 0,14 -
torreyol 1644 1,25 1,16 - 1,08 1,63 1,26 - -
a-cadinol 1652 1,85 - 1,80 1,04 0,73 2,69 1,77 2,30
acido copalico 1,73 3,23 1,67 1,30 2,55 0,80 3,05 1,68
acido $-hidroxi-copalico 0,57 1,00 0,30 - 0,32 0,45 0,19 0,53
acido P-acetodxi-copalico 0,37 0,54 0,35 - - 0,36 0,47 0,48
4cido pinifélico 2,75 2,88 0,66 0,94 0,70 1,14 3,55 2,12
TOTAL 94,82 94,59 76,76 82,96 85,92 93,67 92,06 90,47

*Composto majoritario

*Detectado com teor superior a 10,00%
*Detectado com teor inferior a 1,00%
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O transa-bergamoteno detectado em apenas cinco amostrasitasamostras
analisadas, ndo se apresentou como constituinteithep em nenhuma das amostras. Seus
teores variaram entre 0,18% e 24,13%. Sendo o itongt secundario em uma unica
amostra (M23-C3) com teor de 24,13%, na qual aptesdeor semelhante ao do constituinte
majoritario desta amostra, o 0xido de cariofiled,29%).

O germacreno D foi detectado em sete amostras ittasmostras analisadas. Seus
teores variaram de 0,36% a 27,29%, mas este segpnb ndo se apresentou como
constituinte majoritario em nenhuma das amostrasd& o constituinte secundario em cinco
amostras (M02-C3, M16-C3 M20-C3, M29-C3 e M35-C3) eonstituinte terciario em uma
Gnica amostra (M30-C3). Nas sete amostras em dudetectado o germacreno D ocorreu
simultaneamente com&cadineno, como ja fora descrito @JLOW & KONIG, (2000) e
apenas uma continldacadineno na auséncia do germacreno D.

Entre os diterpenos identificados, o acido copakco acido pinifolico foram
novamente os diterpenos majoritarios em quatro essada. Os teores do acido copdlico
variaram entre 0,80% e 3,23%. Os teores de acidfblico variaram entre 0,66% e 3,55%. O
acidos diterpénicos [3nhidroxi-copalico e B-acetoxi-copdlico foram detectados
simultaneamente em seis amostras (M02-C3, M16-C&)-G8, M29-C3, M30-C3 e M35-
C3) das oito amostras analisadas. Das duas amosstastes, o acidgahidroxi-copalico foi
detectado em uma amostra (M27-C3) e a amostra MR2Ba0 apresentou nem o aciddp 3
hidréxi-copalico e nem o acid@dcetoxi-copalico.

Novamente, os teores dos constituintes identifisadas amostras (resultados das
analises cromatograficas) de 6leo-resina de copedflmstituem um conjunto de dados
multivariados que foram submetidos as analises@a &l PCA, para a classificacdo das oito

amostras da terceira coleta. O pré-processamestaatios foi realizado por normalizacédo
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por log com o objetivo de reduzir a influéncia @eiacdes indesejadas presentes no conjunto
de dados.

Com base nos teores de cada composto presenteniteidos por CG-DIC e CG-EM,
construiu-se uma matriz de dados (8 linhas x 36nad): sendo as 8 linhas correspondentes
as amostras e 35 colunas correspondentes aos wusesonstituintes identificados nas
amostras. A similaridade entre as amostras foi mewée calculada a partir da distancia
Euclidiana no espaco das variaveis, usando o méttaid.

O resultado da HCA esta representado no dendogfimpara 21), através do qual
pode-se observar o agrupamento entre as amostradoss clusters (grupos) distintos,

classificando as oito amostras da terceira coleta.
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Figura 21. Dendrograma correspondente a classificacdo dasamimstras de 6leos-resina de copaiBa (
multijugad), coletadas em novembro de 2005 (32 coleta).

As duas amostras do cluster | (M23-C3 e M27-C3)esgmtaram o Oxido de

cariofileno como constituinte majoritario.
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Sample Information

Sample Mame M27-C3
Sampie 1D M27-C3
Cnea File CHFCMSsolution DaiProsect UF AMAZosioM2 -Clged
Method File CAGCMSsalution Data'Propect | \Copaita ggm
Chromatogram (Al TIC )] = il
2EATT. 484
T 7 6xido de cariofileno
-cariofileno L. s
P o . éacido pinifélica
'\ J acido copalico /\
a—copaene\'\ - ] |
I . _______‘L_____?A._ﬁ_ﬂ.-

3 : o
¥ T
i

T ]
1. 0.0 270

Figura 22. Cromatograma representativo das amostras do sateclly referente as amostras da 32 coleta
(novembro de 2005).

Todas as amostras do cluster Il apresentarafrcariofileno como constituinte

majoritario, mesmo assim este grupo foi subdivido dois sub-clusters. O sub-cluster lIA

inclui duas amostras (M20-C3 e M30-C3) que apresant op-cariofileno como constituinte

majoritario, com teores variando entre 23,49% 219,

Sample Information
Sample Name : M30-C3
Sample ID : M30-C3 ?
Data File : CAGCMSsolution\Data\Project \UF AM\A gosto\M30-C3.qgd
Method File : C:\GCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
37,237,144

7 B-cariofileno

a—copaenq—\

T

7 germacreno D

" germacrenoB .- acido pinifélic
57 acido copalico P g

P
o

= 5

Rl bl s e :
R ! e :

10.0 20.0 27.0
min

Figura 23. Cromatograma representativo das amostras do satecllA, referente as amostras da 32 coleta
(novembro de 2005).



83

No sub-cluster 1IB, que inclui quatro amostras (MD2, M16-C3, M29-C3 e M35-
C3) que também apresentararfi-oariofileno como constituinte majoritario, mas teesaso

seus teores variaram entre 35,06% e 52,35%.

Sample Information

Sample Name 1 M02-C3
Sample [D : M02-C3
Data File : C:\GCMSsolution\Data\Project 1\UF AM\Agosto\M02-C3.qgd
Method File : C\GCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
65,482,506

: B-cariofilen T
| A

germacreno D

A - . 4cido pinifélicd
m—humulenoR acido copalico y\
10.0 20.0 27.0

min
Figura 24. Cromatograma representativo das amostras do satecllB, referente as amostras da 32 coleta
(novembro de 2005).

A analise dos componentes principais (PCA) foiizadla através das combinactes
lineares das quatro variaveis originais seleciosigttaariofileno, 6xido de cariofileno, acido
copdlico e &cido pinifélico, para as doze amostiaslisadas. Estas variaveis foram
novamente selecionadas devido a sua importancegaeéncia nas fragdes sesquiterpénica e
diterpénica. O arranjo matricial para a analiseaaponentes principais consistiu de 8 linhas,
correspondentes as amostras e 4 colunas, corresgends variaveis selecionadas. A PCA
mostrou a distribuicdo das amostras e a importasesavariaveis. O resultado da PCA foi
representado na forma de graficos deores e de loading (Figuras 25a e 25b,
respectivamente), isto é, os graficos da distrimigas amostras em funcao da importancia

das variaveis.
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Na Figura 25a é apresentado o grafico desoresde Dim 1 (com 53,89% da
variancia)versusDim 2 (com 35,64% da variancia), representando38,8as informacdes
totais. Nesta figura é possivel notar que Dim lase@s 0leos com maiores teorespde
cariofileno, em valores descorespositivos, dos 0leos com maiores teores de Oxielo d
cariofileno, em valores descoresnegativos. Enquanto € possivel notar que Dim 2raepa
O0leos com maiores teores de acido copalico e apididdlico, em valores deescores

positivos, dos 6leos com menores teores de acidalico e acido pinifélico, em valores de

escoresnegativos.
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Figura 25. Gréficos de ajcorese b)loadingspara Dim 1 versus Dim 2, correspondente a clasg#ic das oito
amostras de 6leos-resina de copathanfultijugg, coletadas em novembro de 2005 (32 coleta).

Uma inspecao no gréafico dasadings Figura 25b, confirma que a separacao entre as
amostras em Dim 1 é determinada, essencialmentes parametros dp-cariofileno (com
loadingspositivos) e 6xido de cariofileno (colmadingsnegativos). Assim, por exemplo, 0s
0leos com maiores teores fleariofileno encontram-se mais a direita no graflogsescores
(Figura 25a), enquanto os 6leos com maiores tadgedxido de cariofileno encontram-se

mais a esquerda no grafico descoregFigura 25a). Enquanto Dim 2 mostra que a separaca
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entre as amostras € determinada, essencialmefds,g@@ametros de acido copalico e acido
pinifolico. As amostras com maiores teores de aadpalico e acido pinifélico (com
loadings positivos) se separam das amostras com menones tde acido copalico e acido
pinifélico (com loadings negativos). Assim, por exemplo, os 6leos com resideores de
acido copalico e acido pinifélico encontram-se ijogdrantes superiores do grafico dos
escores(Figura 25a), enquanto os 0leos com menores tetweacido copalico e acido
pinifélico encontram-se quadrantes inferiores radigo dosescoreqFigura 25a).

Também é possivel perceber no graficdodelingsa diferenca entre a amostra M23-
C3 e M27-C3: ambas possuem o 6xido de cariofilemmmac constituinte majoritario, no
entanto a amostra M27-C3 aparece em Dim 2 taadings positivos enquanto a amostra
M23-C3 aparece em Dim 2 comoadings negativos, isso porque o teor de Oxido de
cariofileno em M27-C3 é correspondente ao dobrtedodesse sesquiterpeno em M23-C3.

Novamente foram observadas diferencas quantitatevaqualitativas nos perfis
cromatograficos (CASCON & GILBERT, 2000; VEIGA-JUBIR & PINTO 2002; ZOGHBI
et al.,2009; HERRERO-JAUREGUit al, 2011). A quantidade de sesquiterpenos detectados
variou entre dezessete e quarenta e dois ses@uites;penquanto o numero de diterpenos

detectados ficou entre dois e sete diterpenos.

5.2.4.COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA

ANALISE DAS TRES COLETAS

A fim de comparar o padrao de distribuicdo de taksmostras com a distribuicéo
das amostras por coleta, foram realizadas novasesmale HCA e PCA. Os teores dos
constituintes identificados nas amostras (resuftadis analises cromatogréficas) de Oleo-

resina de copaiba constituem um conjunto de daddsvariados que foram novamente
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submetidos as analises de HCA e PCA, para a dtaggib das quarenta e trés. O pre-
processamento dos dados foi realizado por norngalizpor log com o objetivo de reduzir a
influéncia de variacdes indesejadas presentesmjardo de dados.

Com base nos teores de cada composto presenteniteidos por CG-DIC e CG-EM,
construiu-se uma matriz de dados (43 linhas x 3fnes): sendo as 43 linhas
correspondentes as amostras e 35 colunas correspgesdaos teores dos constituintes
identificados nas amostras. A similaridade entramagstras foi calculada a partir da distancia
Euclidiana no espaco das variaveis, usando o méféaa. A HCA foi realizada com a
finalidade de verificar semelhancas na composicéimiga entre as amostras analisadas.

O resultado da HCA esta representado no dendog(kmgara 26, na pagina 87),
através do qual pode-se observar o agrupament® a&namostras em dois clusters (grupos)
distintos, classificando as quarenta e trés ansstra

O cluster I, foi dividido em dois sub-clusters. @b<luster IA inclui quatro amostras
(M23-C3, M43-C1, M43-C2 e M44-C1) das quarentaés amostras analisadas. As amostras
M23-C3 e M43-C2, que possuem o Oxido de cariofileamo constituinte majoritario e as
amostras M43-C1 e M44-C1l, que possuentransa-bergamoteno como constituinte
majoritario. O teor de Oxido de cariofileno nas atres deste cluster varia entre 9,51% a
24,29%. Enquanto os teorestdins-a-bergamoteno varia entre 20,93% e 32,78%. Embora as
amostras M23-C3 e M43-C2 possuam o0 6xido de chaimficomo constituinte majoritario,
0s teores dé&rans-a-bergamoteno nessas duas amostras (24,13% e 19858éctivamente)
se comparam aos teorestiEns-a-bergamoteno nas amostras M43-C1 e M44-C1 (20,93% e
32,78%, respectivamente), o que caracteriza a bamgd entre elas e parece ser o fator que

as reline em um mesmo cluster.
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No sub-cluster IB, que inclui nove amostras (M03-®D7-C2, M09-C1, M17-C1,
M21-C1, M27-C3, M28-C1, M31-C2 e M39-C1) das qusaentrés amostras analisadas, que
possuem o Oxido de cariofileno como constituintgonitario. O teor de 6xido de cariofileno
nas amostras deste cluster varia entre 24,91%668%90 que caracteriza a semelhanga entre
elas e parece ser o fator que as reine em um nuhgster.

O cluster IlI, foi dividido em dois sub-clusters: sob-cluster 1IA que inclui dez
amostras (M03-C1, M07-C2, M09-C1, M17-C1, M21-C12™MC3, M28-C1, M31-C2 e
M39-C1) das quarenta e trés amostras analisadas,pgasuem g3-cariofileno como
consituinte majoritario. O teor decariofileno nesse cluster variou entre 50,41% O4%.
Enquanto o sub-cluster IIB inclui as vinte amostestantes (M01-C1, M02-C3, M05-C2,
M08-C1, M09-C2, M13-C1, M16-C3, M18-C1, M20-C1, M&XB, M25-C1, M21-C2, M27-
C1, M29-C3, M30-C3, M31-C1, M32-C1, M35-C3, M42-@1M45-C1). Todas, exceto a
amostra M45-C1, possuem facariofileno como constituinte majoritario, com re® que
variaram entre 18,91% e 52,35%. A amostra M45-@&sar de apresentar o germacreno D
como constituinte majoritario (29,23%), possui teerp-cariofileno (25,88%) comparavel
aos teores dé-cariofileno das outras amostras no mesmo clusteque caracteriza a
semelhanca entre elas e parece ser o fator qe€éi@s em um mesmo cluster.

A analise dos componentes principais (PCA) foiizadla através das combinacdes
lineares das quatro variaveis originais seleciosigttaariofileno, 6xido de cariofileno, acido
copdlico e acido pinifélico, para as quarenta & amostras analisadas. Estas variaveis foram
novamente selecionadas devido a sua importancegaeéncia nas fragbes sesquiterpénica e
diterpénica. O arranjo matricial para a analisecomponentes principais consistiu de 43
linhas, correspondentes as amostras e 4 colunasspondentes as variaveis selecionadas. A
PCA mostrou a distribuicdo das amostras e a impae&as variaveis. O resultado da PCA

foi representado na forma de graficos sleores e de loading (Figuras 27a e 27b,
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respectivamente), isto é, os graficos da distrimigas amostras em funcdo da importancia

das variaveis.
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Figura 27. Gréficos de ajcorese b)loadingspara Dim 1 versus Dim 2, correspondente a clasgfic das
quarenta e trés amostras de 6leos-resina de cq@aibaultijugg.
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Na Figura 27a é apresentado o grafico desoresde Dim 1 (com 51,91% da
variancia)versusDim 2 (com 36,80% da variancia), representando188,das informagdes
totais. Nesta figura é possivel notar que Dim lasems 6leos com maiores teorespde
cariofileno, em valores descoresnegativos, dos 6leos com maiores teores de Ox&lo d
cariofileno, em valores descoregyositivos. Enquanto é possivel notar que Dim 2 rsepa
6leos com maiores teores de acido copalico e apidifdlico, em valores desscores
positivos, dos 6leos com menores teores de acidalico e acido pinifélico, em valores de
escoresiegativos.

Uma inspec¢éo no grafico déadings Figura 27b, confirma que a separagéo entre as
amostras em Dim 1 é determinada, essencialmerites parametros dp-cariofileno (com
loadingsnegativos) e 6xido de cariofileno (cdoadingspositivos). Assim, por exemplo, 0s

0leos com maiores teores @lecariofileno encontram-se mais a esquerda no gralms
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escores (Figura 27a), enquanto os Oleos com maiores tedeesoxido de cariofileno
encontram-se mais a direita no grafico desoreqFigura 27a). Enquanto Dim 2 mostra que
a separacdo entre as amostras é determinada, iabeente, pelos parametros de acido
copalico e acido pinifélico. As amostras com maoteores de acido copalico e acido
pinifélico (com loadings positivos) se separam das amostras com menones tde acido
copalico e acido pinifélico (conbadings negativos). Assim, por exemplo, os 6leos com
maiores teores de acido copalico e acido piniféicoontram-se nos quadrantes superiores do
gréfico dosescoreqFigura 27a), enquanto os 0leos com menores teleréeido copalico e
acido pinifélico encontram-se quadrantes inferiones grafico dosescores(Figura 27a).
Também é possivel confirmar no graficoloedingsa diferenca entre a amostra M07-C2 e as
demais, justificada pelos altos teores dos acidpalio e pinifdlico.

Assim, podemos afirmar que o padrdo da composigéuica organica das amostras
de Copaifera multijugacoletadas na Reserva Ducke entre novembro de 2@6¢esnbro de
2005, caracterizam-se pela presenca e abundan@izaleofileno em 67,44% das amostras
analisadas, enquanto seu o6xido foi o constituirdgoritario em 25,58% das amostras, como
ja fora descrito para 6leos dessa mesma espéci®OMN & GILBERT, 2000; BARBOSA,
2007; ROMERO, 2007). E embora as fragOes sesqgéitegs e diterpénicas tenham ocorrido
em uma proporc¢édo similar em todos os 6leos, foramfircnadas as diferencas quantitativas e
gualitativas nos perfis (CASCON & GILBERT, 2000; MA-JUNIOR & PINTO 2002;
ZOGHBI et al., 2009; HERRERO-JAUREGUEt al, 2011).No entanto, os fatores que as
influenciam ainda é desconhecido. Sabe-se queiacéiarna produc¢do e/ou acumulo desses
metabodlitos secundarios pode ser afetada por vafaieres como sazonalidade,
disponibilidade hidrica, temperatura, ataque dégeatos, entre outros (LANGENHEI &t
al., 1986; CASCON & GILBERT, 2000; VEIGA-JUNIOR & PINT, 2002; TAPPINet al.,

2004; BIAVATTI et al, 2006; MEDEIROS, 2006; BARBOSA, 2007).
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5.3. AVALIACAO DOS FATORES DE INFLUENCIA SOBRE A

VARIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA

5.3.1.SAZONALIDADE

Para o estudo da influéncia da sazonalidade foransideradas apenas dezesseis
amostras das quarergdrés amostras de 6leo de copaiba analisadass j@sge tipo de estudo
deve ser conduzido a partir da comparacdo de asoetiundas da mesma arvore. Das
dezesseis amostras de copaiba, oito amostras fmigtadas em época seca (novembro de
2004) e oito amostras foram em época chuvosa (deakD05).

A proposta de identificacdo, a quantificacdo retate os respectivos indices de
retencdo (IR) para os constituintes quimicos daesbeis amostras de Oleo-resinaGie
multijugaHayne sédo apresentados a seguir, na Tabela §16PRji.

Foram identificadogrinta e cinco constituintes, contabilizando entg64 a 97,92%
dos constituintes presentes nas amosBasompostos-copaenog-humulenoa-amorfeno,
B-cariofileno, 6xido de cariofileno, acido copalieoo acido pinifélico foram novamente
detectados em todas as amostras analisadas.

O B-cariofileno foi novamente detectado como o sesquiterpeno n@jorem onze
amostras das dezesseis amostras consideradasaniostras coletadas em época sBtEf
C1, M14-C1, M27-C1, M31-C1, M36-GE seis amostras coletadas em época chui3e: (
C2, M10-C2, M14-C2, M21-C2, M27-C2 e M36-C2)

O oxido de cariofilendoi detectado como o0 sesquiterpeno majorit@m quatro
amostras das dezesseis amostras consideradasdosisas coletadas em época seca (M09-
C1 e M21-C1) e duas amostras coletadas em épovasah(M31-C2 e M43-C2). Enquanto o

trans-a-bergamoteno, detectado em nove amostras das dezassostras consideradas foi



Tabela 8.Percentual relativo dos constituintes dos 6leoswaadas dezesseis amostragCdpaifera multijugaHayne coletados em novembro de 2004 (época sewajoede 2005 (época chuvosa).

COMPOSTO IR M09-C1 MO09-C2 M10-C1 M10-C2 M14-C1 M14-C2  M21-C1 M21-C2 M27-C1 M27-C2 M31-C1  M31-C2 M36-C1 M36-C2 M43-C1 M43-C2
d-elemeno 1335 - - - - - - 0,88 - - - - - - - 1,56 1,25
a-cubebeno 1345 0,75 0,87 0,99 0,97 0,96 0,93 - 0,68 0,73 0,82 0,56 - 0,22 - - -
a-ilangeno 1373 - - - - - - - 0,10 0,10 - 0,28 - 0,35 - - -
a-copaeno 1374 12,67 15,04 14,87 14,11 11,17 11,38 7,16 5,65 6,24 11,11 6,47 6,68 2,03 2,00 6,04 5,51
B-elemeno 1389 - - - - - - 8,56 1,15 1,28 - - - 0,70 0,67 5,31 6,10
a-gurjuneno 1409 - - 0,22 0,20 0,37 - - 0,18 0,19 0,13 - - 0,18 0,18 - -
B-cariofileno 1417 13,14 34,99 55,46 50,41 61,53 64,04 5,08 29,82 32,41 52,66 47,48 20,79 60,10 60,58 16,00 7,58
trans-u-bergamoteno 1432 - - - - 0,55 0,59 - 0,22 0,22 7,51 - - 7,10 6,17 20,93 19,77
y-elemeno 1434 - - - - - - 1,40 - - - - - - - - -
a-humuleno 1452 2,73 5,29 7,74 7,05 8,25 8,56 1,37 274 4,56 - 6,80 4,00 8,70 8,89 3,09 1,99
allo-aromadendreno 1458 0,87 1,03 1,00 - - - - - - - - - - - - -
a-curcumeno 1479 - - - - - - - - - 0,23 - - 0,78 1,10 0,61 0,62
a-amorfeno 1483 2,34 2,52 2,52 2,51 1,47 1,56 229 ,484 4,61 1,72 3,62 4,05 1,30 1,39 0,90 1,01
germacreno D 1484 - 3,12 1,72 1,58 1,30 1,45 - 15,86 16,65 2,21 13,13 - - 1,13 - -
B-selineno 1489 - - - - - - - 0,20 0,16 - - - - - - 0,31
a-muuroleno 1500 0,77 1,00 1,35 1,29 0,81 0,81 1,50 3,17 3,30 0,89 2,60 0,77 0,43 0,44 0,59 0,85
biciclogermacreno 1500 - - - - - - - - - - - - - - - -
y-cadineno 1513 0,61 - 0,14 0,14 0,22 0,16 - 1,57 1,69 0,37 - 0,89 - - 0,51 -
d-cadineno 1522 - 1,69 3,71 3,56 2,57 2,59 - 5,01 395, 2,77 2,26 - 0,68 0,82 0,72 -
trans-cadina-1,4-dieno 1533 - - - - - - - 0,16 - - - - - - - -
selina-3,7(11)-dieno 1545 - - 0,29 - - - - - - - - - - - - -
germacreno B 1559 - - - - - - - - - - - - - - 284 0,52
palustrol 1567 - - 0,38 - - - - - - - - - - - - -
spatulenol 1577 1,19 1,19 - - - - - - - - 0,81 2,09 - - - -
oxido de cariofileno 1582 31,52 10,01 0,33 0,93 0,41 0,20 36,43 0,28 0,60 0,54 0,57 29,15 1,28 0,38 11,72 19,91
globulol 1590 - 0,12 - 0,10 - - - 0,22 0,22 - - - - - - -
viridiflorol 1592 - - - 0,41 - - - 0,38 0,41 - - - - - - -
rosifoliol 1600 - - - - - - - 0,12 - - - - - - - -
ledol 1602 - 1,70 0,29 0,39 - - - 0,21 0,36 0,19 0,70 4,26 0,24 0,21 1,92 3,48
torreyol 1644 1,51 1,58 1,93 1,93 0,48 0,28 - 1,61 1,57 - 1,63 2,42 - 0,70 0,70 1,33
a-cadinol 1652 1,46 1,45 0,52 0,50 0,29 - 2,27 2,10 2,29 0,18 0,72 0,96 - 0,16 1,64 1,59
acido copalico 3,10 3,42 2,78 5,66 5,17 4,30 1,66 7,09 4,28 289 522 4,87 3,31 2,46 2,92 2,48
acido P-hidréxi-copalico 0,18 0,51 0,17 1,07 - - - 0,97 0,31 0,24 0,41 1,44 0,52 0,29 2,16 1,15
acido P-acetodxi-copalico - 0,51 0,22 0,70 - - - 0,95 0,55 0,37 0,18 - 0,32 0,20 0,30 0,26
4cido pinifélico 3,31 3,16 1,29 2,47 1,81 1,31 3,04 4,22 2,55 204 481 2,92 1,45 1,03 1,50 0,77
TOTAL 76,15 89,20 97,92 95,98 97,36 98,16 71,64 90,67 0,6/ 86,87 92,22 85,29 89,69 88,80 81,96 76,48

*Composto majoritario

*Detectado com teor superior a 10,00%

*Detectado com teor inferior a 1,00%
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detectado como constituinte majoritario em umaaiaimostra (M43-C1) coletada em época
seca.

Embora nem todos os contituintes das amostras rtergido identificados, devido
principalmente a falta de espectros de massas temtlira para comparacdo com 0sS
constituintes da fracdo de sesquiterpenos oxigenddeses 0Oleos, ndo foram observadas
relacbes entre aumento/diminuicdo ou ausénciafpgasalos teores dos constituintes
majoritarios ou de quaisquer outros constituintes a época de coleta. Ja que a proporcao de
amostras confi-cariofileno e seu 6xido como constituinte majorit@m ambas as épocas de
coleta foi equivalente. Mesmo assim a analise @oispcromatograficos desses 0Oleos-resina
revelou a existéncia de variacOgsantitativas e qualitativagjue foi avaliada por HCA e
PCA.

Desta vez, os teores dos constituintes identifisadas amostras (resultados das
analises cromatograficas) de oleo-resina de copathdados de DAP e os teores de argila
(tipo de solo) constituem o conjunto de dados wailiados que foram submetidos as analises
de HCA e PCA, para a classificacdo das dezesse@istean. Novamente, 0 pré-processamento
dos dados foi realizado por normalizacdo por log coobjetivo de reduzir a influéncia de
variagOes indesejadas presentes no conjunto des.dado

Com os valores obtidos, construiu-se uma matridatos (16 linhas x 37 colunas):
sendo as 16 linhas correspondentes as amostragillBtas correspondentes aos teores dos
constituintes identificados nas amostras, uma eolorrespondente aos dados de DAP’s e
uma coluna correspondente aos teores de argila ¢@ssificam os tipos de solo). A
similaridade entre as amostras foi novamente cadeub partir da distancia Euclidiana no
espaco das variaveis, usando o método Ward.

O resultado da HCA esta representado no dendog(kigara 28, na pagina 94),

através do qual pode-se observar o agrupamen® a&ntimostras em dois clusters (grupos)
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distintos, classificando as dezesseis amostraser@bse que os clusters | e Il correspondem

as arvores localizadasm solos arenosos e argilosaosspectivamenteque revelaram

diferentes perfis cromatograficos.
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Figurae 28.Dendrograma correspondente a classificacdo dasszeamostras de 6leos-resina de cop&ba (
multijuga), coletadas em novembro de 2004 (12 coleta) e deaR005 (22 coleta).

O Cluster | foi dividido em dois sub-clusters. Qu&ter IA inclui trés amostras: duas
amostras coletadas no periodo seco (M31-C1 e M3&Qina amostra coletada no periodo
chuvoso (M36-C2) que apresentaratfircariofileno como componente majoritario e teve seu
teor variando entre 47,48% e 60,58%. No Clustemglie também inclui trés amostras: uma
amostra coletada no periodo seco (M43-Cl) que tve&answu-bergamoteno como
constituinte majoritario (20,93%) e duas amostrstadas no periodo chuvoso (M31-C2 e

M43-C2), nas quais o 6xido de cariofileno foi o stitminte majoritario e teve seu teor

variando entre 19,91% e 29,15%.
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Sample Information

Sample Name : M43-Cl
Sample ID I M43:Cl
Data File : CAGCMSsolution\Data\Project NUF AM\AgostotM43-Cl.qgd
Methed File 1 CAGCM Ssolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC)]
11,434,915

. / trans-a-bergamoteno
B-cariofileno

\ / oxido de cariofileno

g
. _ acido pinifolico
B-elemeno acido copéllco\

o -copaenov‘\\

Figura 29. Perfil cromatografico das amostras do clustevdalizadas em solos arenosos.

O Cluster 1l foi subdividido em dois sub-clustdis, e 11B. O Cluster IIA inclui duas
amostras coletadas no periodo seco (M09-C1 e MJ31-@le apresentaram o o6xido de
cariofileno como constituinte majoritario, com te®rvariando entre 31,52 e 36,43%. O
cluster 1IB, inclui oito amostras: trés amostraketamas no periodo seco (M10-C12, M14-C1
e M27-C1) e cinco amostras coletadas no periodeosiou(M09-C2, M10-C2, M14-C2,
M21-C2 e M27-C2) que apresentaranp-gariofileno como componente majoritario, com
teor variando entre 29,82 e 64,04%.

Observou-se que os clusters | e Il correspondeaméstras provenientes de arvores
localizadas em solos arenosos e argilosos, regpesinte. De modo geral, as amostras do
Cluster I, de solos arenosos (Figura 29) apresentanaiores variagdes quantitativas e
qualitativas nos perfis cromatograficos (perfis ncatograficos mais complexos), quando
comparados as amostras do Cluster Il, de solowsogi (Figura 30). Segundo Jazen (2004),
0s solos arenosos, pobres em nutrientes, proparciarma maior producdo de metabdlitos

secundérios em comparagdo com solos argilosos, s§oe mais ricos em nutrientes.
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Sugerindo, portanto, uma possivel influéncia doo tige solo onde as arvores se

desenvolveram sobre a composi¢cado quimica desses 6le

Sample Information

Sample Name 1 M10-C1
Sample [D : M10-C1
Data File : C:\GCMSsolution\Data\Project \UFAM\Agosto\M 10-C1.qgd
Method File : C:\GCMSsolution\Data\Project 1\Copaiba.qgm
Chromatogram (All TIC))
43,287,852
o X B -cariofileno
o -copaeno L. . acido pinifolico
\ acido copallco\
A -

Figura 30. Perfil cromatografico das amostras do Clustdodtalizadas em solos argilosos.

Quanto a fracdo diterpénica, no cluster | foranectatlos de quatro a oito substancias,
tendo sido identificados apenas quatro diterpeAdsl% a 9,75% da composi¢cao quimica).
No cluster I, foram detectados de dois a cincostuirias, tendo sido identificados apenas
quatro diterpenos (4,46 a 13,92%). Em ambos osogr@s acidos copalico e pinifdlico,
detectados em todas as amostras analisadas, faaditeoppenos majoritarios na fracéo
diterpénica.

Para a PCA foi realizada combinacfes lineares n&® wariaveis selecionada:
cariofileno, oxido de cariofileno, acido copaliéwido pinifdlico e do teor de argila, ja que o
mesmo se mostrou relevante na HCA. Foram entadasbtis graficos decorese deloading
(Figuras 31a e 31b, na pagina 97), isto €, osagsifila distribuicdo das amostras em funcéo

da importancia das variaveis.
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Figura 31. Gréficos de ajcorese b)loadingspara Dim 1 versus Dim 2, correspondente a classfic das
dezesseis amostras de 6leos-resina de copailmau(tijugg, coletadas em novembro de 2004 (12 coleta) e maio
de 2005 (22 coleta).

Na Figura 3la é apresentado o grafico desoresde Dim 1 (com 42,29% da
variancia)versusDim 2 (com 38,11% da variancia), representando@,das informacdes
totais. Nesta figura é possivel notar que Dim Jaseps 6leos com maiores teores de oOxido
de cariofileno, em valores descoresnegativos dos 0leos com maiores teorespéde
cariofileno, em valores descoregpositivos. Enquanto o Dim 2 separa 0s 0leos prevees
de arvores localizadas em solos arenosos, em salbeescores negativos, dos oOleos
provenientes de arvores localizadas em solos aag)@m valores d&orespositivos.

A inspecdo no grafico daeadings (Figura 31b) mostra que a separacdo entre as
amostras em PC1 é determinada, essencialmente, palametros de 6xido de cariofileno
(com loadings negativos) eB-cariofileno (com loadings positivos). Assim, os 6leos com
maiores teores de 6xido de cariofileno encontraqmmais a esquerda no grafico dsores
(Figura 31a), enquanto os Oleos com maiores tadedscariofileno encontram-se mais a
direita. Enquanto Dim 2 mostra que a separagdoe ear amostras é determinada,
essencialmente, pelos parametros de acido copdliéoido pinifélico. As amostras com

maiores teores de acido copalico e acido pinifé{cam loadingspositivos) se separam das
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amostras com menores teores de acido copalicade pmiifélico (comloadingsnegativos).
Assim, por exemplo, os 6leos com maiores teoresai@o copalico e acido pinifélico
encontram-se nos quadrantes superiores do grafisestores(Figura 31a), enquanto 0s
O0leos com menores teores de acido copdlico e umi®lico encontram-se quadrantes
inferiores no grafico dosscoreqFigura 31a).

Embora tenha sido observada variacées quantitaigasilitativas entre as amostras, a
fracdo sesquiterpénica esteve entre 84,83% e 95¢ad@omposicdo desses o6leos, como ja
descrito por Cascon & Gilbert (2000), Medeiros @0®Barbosa (2007) e Romero (2007)
para a mesma espécie. Vale destacar que importeeriegsdes nos teores dos constituintes
principais foram encontradas, principalmente facariofileno (5,08% a 64,04%) que teve o
maior percentual em um 6leo de copaiba coletadenam/2005 de uma arvore localizada
solo argiloso. O oOxido de cariofileno que teve oiangercentual em novembro/2004
(amostra de arvore localizada em solo arendsm)s-oa-bergamoteno (0,22% a 20,93%), que
teve o maior percentual em novembro/2004 (amosti@ebre localizada em solo arenoso).

A época em que um Oleo é coletado também pode reedas fatores de maior
importancia, visto que a quantidade e, as vezésnasmo a natureza dos constituintes ativos
nao é constante durante o ano (GOBBO-NETO & LORBSY). Medeiros (2006) observou
que no periodo seco os Oleos @emultijugativeram suas fracdes de sesquiterpenos ndo
oxigenados e de acidos diterpénicos levemente dades) enquanto a fracdo de
sesquiterpenos oxigenados foi levemente aumentageemodo chuvoso. No entanto, esses
resultados ndo foram estatisticamente significativBm C. duckei Dwyer, ndo foram
observadas variacdes qualitativas entre os coimséif) mas observaram grandes variagoes
em suas proporgdes. Embora este resultado sejatanfs) uma Unica amostra foi analisada,

ndo sendo permitido considerar essa variacdo compadrdo para essa espécie (CASCON
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& GILBERT, 2000).Recenterante, um estudo feito com oleos@ereticulatando encontrou

relacdo entre composicéo quimica e sazonalidadRRERO-JAUREGUEt al, 2011).

5.3.2.TIPO DE SOLO

A fim de confirmar a influéncia do tipo de solo s®lb padrao de distribuicdo de todas
as amostras, foram realizadas novas analises deeH@®BA. Desta vez, além dos teores dos
constituintes identificados nas amostras (resuftadis analises cromatogréficas) de Oleo-
resina de copaiba, os teores de argila para cadeedambém foram submetidos aos métodos
de HCA e PCA, constituindo o conjunto de dados inarados analisados para a
classificacdo das quarenta e trés amostras.

Novamente, o pré-processamento dos dados foi adalipor normalizacédo por log
com o objetivo de reduzir a influéncia de variaciesesejadas presentes no conjunto de
dados. Com os valores obtidos, construiu-se umazvadg dados (43 linhas x 36 colunas):
sendo as 43 linhas correspondentes as amostragillBtas correspondentes aos teores dos
constituintes identificados nas amostras e umaneotorrespondente aos dados dos teores de
argila (que classificam os tipos de solo). A sindlade entre as amostras foi novamente
calculada a partir da distancia Euclidiana no espas variaveis, usando o método Ward.

O resultado da HCA esta representado no dendogfgipara 32, na pagina 100),
através do qual pode-se observar o agrupameni® an@mostras em dois clusters distintos,
classificando as quarenta e trés amostras anaisada

Para a PCA foi realizada combinacfes lineares deaweis originaig3-cariofileno,
oxido de cariofileno, acido copalico, acido piniédl e do teor de argila, ja que o0 mesmo se

mostrou relevante na HCA. Foram entdo obtidos éfogis descorese deloading (Figuras
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Figura 32. Dendrograma correspondente a classificacdo dasmfaag trés amostras de 6leos-resina de copailmaultijugg.
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33a e 33b), isto €, os gréaficos da distribuicdo alasstras em funcdo da importancia das
variaveis.

Na Figura 33a é apresentado o grafico desoresde Dim 1 (com 41,83% da
variancia)versusDim 2 (com 33,45% da variancia), representando5p4,das informacdes
totais. Nesta figura é possivel notar que Dim lase@s 0leos com maiores teorespde
cariofileno, em valores descoresnegativos dos 6leos com maiores teores de 6xido de
cariofileno em valores descorespositivos. Enquanto o Dim 2 separa 0s 0leos pliensss
de arvores localizadas em solos arenosos, em salbeescores negativos, dos oOleos

provenientes de arvores localizadas em solos aag)@m valores d&orespositivos.
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Figura 33. Gréaficos de ajcorese b)loadingspara Dim 1 versus Dim 2, correspondente class#icagas
quarenta e trés amostras de 6leos-resina de cq@aibaultijugg.

A inspecdo no grafico doeadings (Figura 33b) mostra que a separacdo entre as
amostras em Dim 1 é determinada, essencialmentes parametros dp-cariofileng com
loadings negativos edxido de cariofilenocom loadings positivos. Assim, os 6leos com
maiores teores dg-cariofileno encontram-se mais a esquerda no graficosdoses(Figura
33a), enquanto os Oleos com maiores teoreéxi#o de cariofilenoencontram-se mais a

direita.
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Estudos realizados no Amazonas, c@nmultijugg mostraram haver dependéncia
entre a textura do solo (arenosa ou argilosa)reagupividade de 6leo-resina, onde a producao
foi maior nos solos argilosos que naqueles aren@SKENCAR, 1982). Medeiros (2006),
nao observou relacdo da producdo com o tipo de so&s observou que a fracdo de
sesquiterpenos ndo oxigenados e acidos diterpérsigoslevemente maiores em solos
argilosos, enquanto a fracdo de sesquiterpenogmedps foi maior em solos arenosos. Em
Oleos deC. reticulatafoi observada uma concentracédo significativamemaer detrans-ua-
bergamoteno em amostras de arvores que cresceramsola® argilosos (HERRERO-
JAUREGUI et al, 2011). No entanto, em estudos em folhas de @svadultas deC.
multijuga ndo foram observadas diferencas significativas pneducdo de compostos

sesquiterpénicos em relacéo ao tipo de solo (NAENVO & LANGENHEIM, 1986).

5.3.3.DAP

Quanto ao DAP, existe uma tendéncia de que arvayes maiores DAP’s sejam
cronologicamente mais velhas (PLOWDEN, 2003). Geeate, arvore mais jovens
apresentam maior atividade fisiologica do que @wonais velhas, fato que pode explicar a
maior continuidade da producao de 6leo-resina agolao tempo. Enquanto as arvores que
apresentam maiores DAP’s (DAP40 cm) ja se encontrem em fase reprodutiva, opgde
contribuir para a menor continuidade de producé&sseleleo-resina, uma vez que essas
arvores podem estar deixando de produzir compagiesfuncionariam para a defesa da
planta contra organismos externos para produzipostos necessarios a producéo de flores,
frutos e sementes, como estratégia de perpetuagéspécie (MEDEIROS, 2006).

Plowden (2001) sugeriu que a producéo do 6leo gaiba aumente com o DAP até

um ponto maximo e que arvores com diametros ebte @ cm apresentam maior producao
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média que individuos com diametro maior ou menar.eNtanto, Rigamonte-Azeveat al
(2004), Medeiros (2006), Barbosa (2007) e Herréwoeguiet al (2011) ndo observaram
qualquer relacdo entre o DAP das matrizes e a csiggam quimica de O6leos-resina de
copaiba. No presente trabalhoD&P também n&o mostrou influéncia significativa reoh

composicao quimica desta espécie.

5.3.4.INFESTACAO POR CUPINS

Das trinta e trés arvores selecionadas, vinte @cdanvores apresentavam infestacéo
por cupins. No entanto, a composi¢cdo quimica deesélesina ndo apresentou diferencas

significativas em relacdo a auséncia/presencafdstatao por cupins.

5.4. COMPOSICAO QUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM
FASE GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE

(CGXCG)

Trés amostras ja analisadas (M13-C1, M20-C1 e M#Bgor CG-DIC e CG-EM
foram selecionadas para serem analisadas tambéncrporatografia em fase gasosa
bidimensional abrangente (CGxCG). Dos trinta ecitmmpostos identificados pelas andlises
de CG-DIC e CG-EM, apenas dezoito constituintesfolidentificados por CGxCG nos
Oleos-resina de copaiba, embora tenham sido detsctté 1.326 picos (como na amostra
M43-C1), que confirmam a complexidade da composigéomica dos O6leos-resina de

copaiba.
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Além dos dezoito constituintes ja identificados goG-DIC e CG-EM, foram
identificados por CGXCG: trés hidrocarbonetos sisqpénicos detectados em outros 6leos
de copaiba analisados neste trabalho; treze segumprios (sendo doze hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e um sesquiterpeno oxigenado) rgie haviam sido identificados
anteriormente nos outros 6leos e sete monoterpaméditos em oOleos-resina de copaiba.
Nenhum &cido diterpénico foi identificado nessasstras.

A proposta de identificacdo, a quantificacdo reta@ os respectivos indices de retencéo (IR)
para 0s constituintes quimicos das trés amostraslateresina deC. multijuga Hayne
coletados em novembro de 2004, sdo apresentaddabeda 9. De acordo com a literatura
(DALLUGE et al, 2003), um indice de similaridade maior do qué 8flicam que um
espectro de massas adquirido tenha uma boa condspma com um espectro de massas da
espectroteca. Com excecaoodpineno (indice de similaridade 552) eddelandreno (indice

de similaridade 713), todos os outros 5 monoterpedetectados tiveram indice de

similaridade superior a 800.

Tabela 9.Percentual relativo dos constituintes do 6leo-eesia trés amostras @opaifera multijugaHayne
coletados em novembro de 2004 (época seca) e ad@ipor cromatografia em fase gasosa bidimensional
abrangente.

Constituents Ri(s),1D,2D M13-C1 M20-C1 M43-C1

a-pineno 360, 1.235 t nd nd
d-3-careno 385, 1.270 nd 0,03 nd
ocimeno 385, 1.275 t nd nd
a-felandreno 395, 1.295 t 0,01 nd
Monoterpenos )
B-pineno 405, 1.325 0,05 nd 0,01
trans-B-ocimeno 405, 1.335 nd 0,11 nd
limoneno 410, 1.315 nd nd 0,03
allo-ocimeno 470, 1.435 nd 0,02 nd

*Sesquiterpenos ja identificados por CG-DIC e CG-&il outros éleos de copaiba neste trabalho
*Sesquiterpenos nao identificados anteriormenteJ@sDIC e CG-EM nos outros 6leos de copaiba
*Monoterpenos identificados

*t — constituintes em concetragdo em nivel de saco
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Constituents Ri(s),1D,2D M13-C1 M20-C1 M43-C1
d-elemeno 715, 1.695 0,91 0,10 1,09
a-cubebeno 735,1.710 1,31 0,71 0,75
a-ilangeno 775, 1770 0,36 0,57 0,44
a-copaeno 780, 1.835 3,11 2,41 1,69
B-elemeno 800, 1.790 0,63 Nd 1,40
cipereno 835, 1.895 nd Nd 0,4657
a-gurjuneno 845, 1.850 0,28 1,35 Nd
B-cariofileno 860, 1.950 1,67 3,03 5,20
trans-a-bergamoteno 875, 1.855 0,08 1,39 0,87
y-elemeno 875, 1.895 2,42 Nd 3,77
B-cis-farneseno 880, 1.895 nd 0,82 Nd
aromadendreno 915, 1.960 nd 0,17 0,56
a-humuleno 925, 2.050 0,31 0,88 Nd

_ a-patchoulano 940, 1.995 0,16 Nd Nd
gfggﬁﬁé?géngrgjs allo-aromadendreno 945, 2.000 0,96 Nd Nd
ar-curcumeno 950, 2.040 0,13 Nd 0,12
y-gurjuneno 960, 2.015 0,60 Nd nd
y-muuroleno 960, 2.065 nd 4,36 1,10
germacreno D 971, 2.050 0,94 2,68 Nd
a-selineno 990, 2.080 nd Nd 0,62
a-muuroleno 1000, 2.080 2,42 4,20 1,47
a-farneseno 1005, 2.160 nd 0,60 Nd
B-bisaboleno 1010, 1.985 nd 0,16 Nd
y-cadineno 1020, 2.085 0,41 0,65 Nd
d-cadineno 1045, 2.120 0,52 1,13 Nd
cis-calameneno 1055, 2.255 1,10 1,47 0,36
trans-cadina-1,4-dieno 1075, 2.155 0,46 0,85 Nd
a-calacoreno 1100, 2.365 1,10 0,21 0,17
selina-3,7(11)-dieno 1105, 2.175 0,30 Nd Nd
Oxido de cariofileno 1200, 2.425 0,46 0,22 9,28
ledol 1245, 2.390 0,28 0,21 0,19
Sesquiterpenos Oxigenados torreyol 1315, 2.460 0,38 Nd Nd
a-cadinol 1320, 2.490 1,86 1,91 2,02
a-bisabolol 1415, 2.435 nd Nd 0,14

*Sesquiterpenos ja identificados por CG-DIC e CG-&ifl outros 6leos de copaiba neste trabalho
*Sesquiterpenos ndo identificados anteriormentedg&DIC e CG-EM nos outros 6leos de copaiba
*Monoterpenos identificados

*t — constituintes em concetragdo em nivel de saco

Como ja é descrito na literatura, os sesquiterp@@osos constituintes majoritarios,
embora outras classes como os acidos diterpénipas,ndo puderam ser identificados,

possam estar presentes. Nao hé relatos anteraresa presenca de monoterpenos em 6leos
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Figura 36. Diagrama de cores da amostra M43-C1.
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de copaiba. Mas nos trés 6leos analisados, fortantddos sete monoterpenas B-pineno,
8-3-careno, ocimenallo-ocimeno,trans-p-ocimeno,a-felandreno e limoneno. E embora a
comparacao com espectros de massas desses momatecpen 0s espectros de massas da
literatura tenham confirmado a presenca dessegitcam®s, novas analises sdo necessarias
para eliminar quaisquer davidas a respeito da wrigessas substancias nesses 0leos.
Embora nem todos os constituintes detectados tesidoridentificados, foi possivel
confirmar a diferenca no perfil quimico e cromaédgo dessas trés amostras através do
diagrama de cores (Figuras 34, 35 e 36), onde ssiaghdas as regides dos monoterpenos

(em amarelo) e uma diferenca na fracdo sesquitegoé&m vermelho) das amostras.

5.5. COMPARACAO DE METODOS DE ESTERIFICACAO

ENVOLVENDO CATALISE ACIDA

Trés amostras (M09-C1, M13-C1 e M43-C1) ja analisagor CG-DIC e CG-EM
foram selecionadas para as analises de comparaig@inico métodos de esterificacado
envolvendo catalise é&cida. Trés métodos utilizams/MEOH; um método utiliza
H.SO/MeOH e um método utiliza HCI/MeOH. As analisesafor realizadas em triplicata
para verificar a reprodutibilidade do experimento.

Embora as anélises das cinco metodologias testadham sido reprodutiveis e os
resultados semelhantes entre si, foi possivel percgue as amostras analisadas sofreram
algum tipo de alteracdo em sua composicao quimist, que os perfis cromatograficos das
amostras analisadas para a comparacédo de métodasatise acida se mostraram diferentes
de quando as amostras esterificadas por diazomdtaam analisadas, tanto na fracéo

sesquiterpénica quanto na fracéo diterpénica.
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Figura 37. Cromatograma da amostra M43-Cl
esterificada com diazometano, analisada recentement
para a comparacao das metodologias de esterificacdo

Figura 38. Cromatograma da amostra M43-C1l
esterificada com BfMeOH - Bannon, analisada
recentemente para a comparacdo das metodologias de
esterificacao.

Figura 39. Cromatograma da amostra M43-C1l
esterificada com BVIeOH - Metcalf, analisada
recentemente para a comparacdo das metodologias de
esterificacéo.

Figura 40. Cromatograma da amostra M43-C1l
esterificada com B#fMeOH - Joseph & Ackman
analisada recentemente para a comparacdo das
metodologias de esterificacéo.

Figura 41. Cromatograma da amostra M43-C1
esterificada com 50O/MeOH, analisada recentemente
para a comparacao das metodologias de esterificacao

Figura 42. Cromatograma da amostra M43-C1
esterificada com HCI/MeOH, analisada recentemente
para a comparacao das metodologias de esterificacao
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Quanto a fracao sesquiterpénica, comparando osatognamas referentes as analises
da amostra M43-C1 esterificada com diazometano éeawis metodologias, foi possivel
perceber que todos os métodos, com excecdo do onéésdrito por Hartman & Lago (1973)
— H,SO/MeOH (Figura 48), forneceram maiores teores dgusespenos oxigenados quando
comparados a metodologia de diazometano, sugemu@otenha ocorrido oxidacado dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Resultado camtaér esperado, ja que o acido sulfurico
possui alto poder oxidante. No entanto, a fracérminica obtida na amostra esterificada por
H.SO/MeOH, mostrou que o método néo foi eficiente,ovigtie apenas trés dos seis picos
detectados na amostra esterificada por diazomefimraon detectados. Quanto a fracao
diterpénica foi possivel perceber que apenas adoleigia proposta por Metcadt al (1966) -
BFs/MeOH (Figura 46) foi eficiente na esterificacacs dacidos diterpénicos presentes no
Oleo-resina de copaiba, pois de todos os métodasque mais se aproximou do resultado
obtido nas amostras esterificadas por diazometando sido detectados 7 picos na regido
dos diterpenos, um a mais que na amostra estdafiggor diazometano, em teores
semelhantes. Os outros 4 métodos testados mosteativaparecimento de picos na regido
de diterpenos. Ja era esperado que essas metedoddgtassem os resultados quantitativos
devido a vérios fatores como: conversao incompde®s acidos em seus ésteres metilicos
correspondentes, mudancas na composicdo dos adidaste a esterificacdo, causadas
principalmente pela isomerizagdo na configuracéd® cdeias carbdnicas insaturadas dos
acidos e formacao de artefatos que poderiam emwrga ser identificados como acidos,
comumente relatada em metodologias de esterificded@cido graxos por BMeOH; que
também apresentam como desvantagens o custo elégagm de vida util limitado, além de
ser extremamente téxico. Para um resultado pres&s@m necessarias novas analises
qualitativas e quantitativas, monitoradas por iéfede padrdes internos, ja que a alteragdo na

composicao quimica dos o6leos-resina de copaibakiiziou a identificacdo dos constituintes
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formados apoOs as reacdes de esterificacdo, ja gaeexistem dados de sesquiterpenos

oxigenados na literatura.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As analises de cromatografia em fase gasosa aeoplatktectores de ionizacédo de
chama (CG-DIC) e espectrometria de massas (CG-EMyipram a identificacdo de trinta e
cinco constituintes, sendo: sendo nove hidrocatiosreesquiterpénicos, nove sesquiterpenos
oxigenados e quatro acidos diterpénicos. Enquantanalise por CGXCG permitiu a
identificacdo de outros treze sesquiterpenos ensetmterpenos, inéditos em Oleos-resina de
copaiba.

Das quarenta e trés amostras analisadas, vinte & mwam constituidas
majoritariamente pof-cariofileno, onze eram constituidas majoritariateepor O0xido de
cariofileno, enquanto dransa-bergamoteno e o germacreno D foram os constitlinte
majoritarios em duas e uma amostras, respectivaniésses resultados confirmam os dados
ja descritos na literatura, de que os Oleos-redmaspécie€Copaifera multijugaHayne séo
caracterizados pela presenca majoritari@-dariofileno e seu oxido, que também descarta a
possibilidade de o 6xido de cariofileno ser um fatte produzido por armazenamento
inadequado, embora isso possa ocorrer.

As analises hierarquica por agrupamento e de coempes principais evidenciou a
existéncia de dois grupos distintos formados poosiras com diferentes composicdes
quimicas e perfis cromatograficos. Ambos apresamtammostras que possuiam e
cariofileno ou seu Oxido com constituinte majordgarNo entanto, as amostras foram
agrupadas de acordo com o tipo de solo em querasearfornecedoras das amostras de 6leo-
resina se encontravam no momento da coleta, sdgeuma possivel influéncia do tipo de
solo sobre a composicdo quimica dos O6leos. De ngmtal, as amostras de arvores

provenientes de solos argilosos, pobres em nutgemipresentaram perfis cromatograficos
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mais complexos em comparagado com as amostras aiesuprovenientes de solos arenosos,
rico em nutrientes. Outros fatores analisados, ceempnalidade e DAP, anteriormente
descritos como possiveis influéncias sobre a coiggmsjuimica desses Oleos-resina, néo
mostraram influéncia significativa sobre a comp@siguimica dos 0leos desta espécie.
Quanto aos cinco meétodos de esterificacdo envobveathlise acida testados, apesar
de as analises terem sido reprodutiveis e teremedao resultados semelhantes, as
metodologias ndo se mostraram eficientes. Todasehsdologias testadas, com excecdo de
BFs/MeOH - Jham, apresentaram cromatogramas mais ewoglque as amostras
originalmente esterificadas com diazometano e n@&omigiram a identificacdo dos
constituintes formados. De todas as metodologiasadds neste trabalho, a esterificacdo
utilizando diazometano, apesar de usar reagenietéxde alto custo, ainda é o método mais

eficiente quando aplicado a analise de Oleos daibap
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