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RESUMO

As oleoresinas de Copaifera multijuga sdo predominantemente encontradas na regido
Norte do Brasil, com ocorréncia no Amazonas. Sao usadas no consumo in natura € em
formulagdes farmacéuticas, devido ao seu potencial anti-inflamatério; também sao
utilizadas como matéria-prima nas industrias de cosméticos e perfumes, para obten¢do do
seu Oleo essencial e do [-cariofileno. Neste estudo, duas metodologias foram
desenvolvidas utilizando a cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(CCDAE), com o proposito de contribuir para o aprimoramento do controle de qualidade
dos 6leos de copaiba de forma simples, rapida e acessivel. Para amenizar a grande
problematica na esterificagdo dessas oleoresinas, também propds-se uma metodologia de
esterificacdo in situ, empregando o reagente trimetilsilildiazometano (TMSD) e
comparou-se com as metodologias usuais. A autenticidade dos 6leos de copaiba foi
confirmada por cromatografia em fase gasosa (CG-EM), que ¢ a técnica classica usada
para analises de 6leos de copaiba. As analises em CG-EM possibilitaram a identificacdo
de 44 constituintes, com predomindncia dos sesquiterpenos (86,21% - 96,26%). O -
cariofileno foi o constituinte majoritario em 9 dos 10 6leos analisados (24,87% - 70,67%)
e o trans-a-bergamoteno foi o majoritario em apenas 1 6leo (37,64%). A quantificagdo
do PB-cariofileno e do seu 6xido mostrou uma grande variagdo entre os espécimes, € a
concentracio do B-cariofileno variou de 31,7 pgmL! a 886 pgmL! e do 6xido de
cariofileno variou de 4,0 pg.mL™! a 27,2 pg.mL!. O Fator de Retencio Relativo (Rf;)
possibilitou a rapida identificagdo dos principais marcadores quimicos dos oOleos de
copaiba, sem a necessidade do isolamento dos constituintes ou da esterificacao dos 6leos,
que ¢ uma condicao necessaria para a identificagdo dos diterpenos por CG. O método
desenvolvido foi aplicado em trés oleos de C. multijuga e seus principais marcadores
quimicos foram identificados satisfatoriamente. A CCDAE também mostrou-se adequada
na deteccao de adulterantes nos 6leos dessa espécie. As adulteracdes com dleos vegetais
mostraram maior sensibilidade na CCDAE e apresentaram menor limite de detec¢do
visual (2,3%), ao contrario das adulteracdes com o6leo diesel que foram detectadas apenas
a partir de 23%. As adulteragdes foram confirmadas por CCDAE-EM e andlises
quimiométricas de HCA, PCA e PLS-DA. Quanto as metodologias de esterificacdo, todas
causaram algum tipo de dano aos 6leos de copaiba, algumas promoveram a degradagao e
oxidagdo dos constituintes e outras, a formagdo de artefatos; porém, todas as
metodologias mostraram-se ineficientes na esterificagdo dos diterpenos; a esterificacao
com acido sulfurico foi a que mais se aproximou do perfil esperado para um o6leo de
copaiba auténtico, contudo, o nimero de diterpenos observado, ainda foi inferior ao
esperado. A esterificacdo com TMSD mostrou-se adequada aos 6leos de copaiba,
promovendo a completa esterificagdo dos diterpenos em curto tempo reacional, com
nimero reduzidos de etapas e quantidades minima da amostra. Todas as metodologias
propostas mostraram-se adequadas aos Oleos de copaiba e podem contribuir
satisfatoriamente para o aprimoramento do controle de qualidade dessas oleoresinas, de
forma simples, rapida e acessivel.

Palavras - chave: oleoresina, autenticidade, cromatografia, esterificagao.



ABSTRACT

Copaifera multijuga oleoresins are predominantly found in the northern region of Brazil,
occurring in the Amazon biome. They are used in natura consumption and in
pharmaceutical formulations, due to their anti-inflammatory potential; being used as a
raw material in the cosmetics and perfume industries as well, to obtain their essential oil
and P-caryophyllene. In this study, two methodologies were developed using high
performance thin layer chromatography (HPTLC), with the purpose of contributing to the
improvement of the quality control of copaiba oils in a simple, fast and accessible way.
The esterification of these oleoresins faces some obstacles, which ones were attenuated
with an in situ esterification methodology proposed, using the reagent
trimethylsilyldiazomethane (TMSD) and comparing it with the current and usual
methodologies. The authenticity of copaiba oils was confirmed by gas chromatography —
mass spectrometry (GC-MS), which is the most classic technique used for analysis of
copaiba oils. The GC-MS analysis led up to the identification of 44 constituents, with a
predominance of sesquiterpenes (86.21% - 96.26%). B-caryophyllene was the major
constituent in 9 of the 10 oils analyzed (24.87% - 70.67%) and trans-a-bergamotene was
the major constituent in only 1 oil (37.64%). The quantification of B-caryophyllene and
its oxide showed a great variation among the specimens, and the concentration of -
caryophyllene ranged from 31.7 pg.mL"! to 886 ug.mL™! and of caryophyllene oxide
varied from 4.0 pg.mL! to 27.2 pg.mL!. The Relative Response Factor (Rfr) was
essential to quickly identify the main chemical markers of copaiba oils, without the need
to isolate the constituents or esterify the oils, which is a necessary condition for the
identification of diterpenes by GC. The developed method was applied to three C.
multijuga oils and their main chemical markers were satisfactorily identified. The HPTLC
also proved to be adequate in the detection of adulterants in the oils of this species.
Adulterations with vegetable oils showed greater sensitivity in HPTLC and had a lower
limit of visual detection (2.3%), unlike adulterations with diesel oil, which were detected
only above 23%. The adulterations were confirmed by HPTLC-MS and chemometric
analysis of HCA, PCA and PLS-DA. Regarding to the esterification methodologies, all
of them caused some sort of damage to copaiba oils, some promoted the degradation and
oxidation of the constituents and others, the formation of artifacts; however, all
methodologies proved to be inefficient in the esterification of diterpenes; the
esterification with sulfuric acid was the closest to the expected profile for an authentic
copaiba oil, except by the number of diterpenes observed that was lower than expected.
The esterification with TMSD proved to be adequate for copaiba oils, promoting the
complete esterification of the diterpenes in a short reaction time, with a reduced number
of steps and minimum sample amounts. All the proposed methodologies proved to be
suitable for copaiba oils and can contribute satisfactorily to the improvement of the
quality control of these oleoresins, in a great, speedy and accessible way.

Keywords: oleoresin, authenticity, chromatography, esterification.
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1. INTRODUCAO

Os 6leos de copaiba sdo oleoresinas constituidas por terpenos volatei
(Dwyer, 1951). Sao bastante conhecidos por suas propriedades medicinais e por sua
utilizagdo nas industrias de cosméticos e perfumes; sdo usados para curar diversas
enfermidades, mas, sua principal aplicacdo estd relacionada com seu efeito anti-
inflamatorio; sdo utilizados in natura para tratamentos topicos na cicatrizagao de feridas,
e também por via oral, para tratar diversas inflamagdes respiratorias. Nas industrias
farmacéuticas e cosméticas sao empregados na formulagdo de diversos produtos, devido
a suas propriedades antimicrobiana; Nas industrias de perfumes a principal aplicagdo esta
relacionada com o 6leo essencial de copaiba, usado como fixador de fragrancias (Veiga-
Junior e Pinto, 2002). Em outros casos, os 6leos de copaiba sdo utilizados como insumos
farmacéuticos para obtengdo do [-cariofileno, constituinte maioritario em algumas
espécies do género Copaifera; esse sesquiterpeno apresenta forte aroma amadeirado
(Skold et al., 2006), tem muitas atividades biologicas relevantes (Leandro et al., 2012;
Ames-Sibin et al., 2018; Hwang et al., 2020) e estudos t€ém mostrado seu potencial no
sistema endocanabinoide (Irrera et al., 2020; Picciolo et al., 2020).

Os o6leos de Copaifera multijuga sdo particularmente importantes, pois
apresentam caracteristicas de grande interesse para o setor farmacéutico, de cosméticos e
perfumes. Essas oleoresinas tém alta concentracdo do B-cariofileno (20,0 - 70,0%),
elevado teor da fracdo sesquiterpénica (90,0%) e excelentes propriedades anti-
inflamatorias. Além disso, sdo constituidas por um numero reduzido de diterpenos, que
facilita a purificacao do seu 6leo essencial (Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013; De
Lima et al., 2020); ¢ uma espécie bastante investigada em suas propriedades bioldgicas,

devido a alta concentragdo do B-cariofileno e também a presenca do acido copalico,
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diterpeno maioritario (Veiga-Junior e Pinto, 2002; Lima et al., 2003; Veiga-Junior et al.,
2007; Leandro et al. 2012; Da Trindade et al., 2018). E uma espécie abundante no
Amazonas, podendo ocorrer nos estados do Pard e Ronddnia (Norte) e no Mato Grosso
(Centro-Oeste) (Costa, 2020). O Brasil ¢ o maior produtor mundial de 6leos de copaiba e
82,0% de toda sua producdo vem do Amazonas, com uma producdo anual de 135
toneladas (IBGE, 2021).

Os o6leos de copaiba normalmente sdo analisados por cromatografia em fase
gasosa (CG e CG-EM) (Sousa et al., 2011; Xavier-Junior et al., 2017). Apesar da grande
sensibilidade e confiabilidade da CG, cla ¢ uma técnica onerosa, muitas vezes inacessivel
em ambientes com poucos recursos laboratoriais; € no caso especifico dos 6leos de
copaiba, exige a esterificagdo das oleoresinas. Os 6leos de copaiba também podem ser
fracionados por cromatografia em coluna aberta, por meio da fitoquimica classica, e entdao
caracterizados por técnicas espectroscopicas e cromatograficas; essas oleoresinas ainda
podem ser destiladas, para a separacdo dos constituintes volateis e resinosos e
posteriormente caracterizadas. No entanto, todas as formas apresentadas sdo
procedimentos demorados, que envolvem muitas etapas, € no caso da destilagdo, pode
haver comprometimento da integridade dos constituintes.

As metodologias desenvolvidas nesta tese foram baseadas na cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE ou CCDAE), através do fator de retengao
relativo (Rfr) e da deteccdo de adulterantes nos 6leos de copaiba. O fator de retencao
relativo permite a répida detec¢ao dos principais marcadores quimicos dos Oleos de
copaiba, sem a necessidade da purificagdo das fragcdes, do isolamento dos constituintes
ou da esterificagdao das oleoresinas. A CCDAE também ¢ uma técnica sensivel que tem
sido amplamente usada na caracterizagao de muitos produtos naturais (Johnson et al.,
2020; Kaltbach et al., 2020; Osman et al., 2020; Rocamora et al., 2020; Algarni et al.,

2021; Melnyk et al., 2021; Mulaudzi et al., 2021); no caso especifico dos 6leos de
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copaiba, ela permite a obtencdo da impressdo digital fidedigna da oleoresina, sem a
necessidade de qualquer pré-tratamento da amostra. Por outro lado, a esterificacdo dos
Oleos de copaiba, muitas vezes torna-se um grande empecilho, devido ao numero de
etapas envolvidas, a toxicidade e o elevado custo de determinados reagentes de
esterificacdo e principalmente pela ineficiéncia das metodologias. Portanto, propds-se a
utilizagdo de uma metodologia de esterificacdo in sifu para os Oleos de copaiba
(Migowska et al., 2010) e mostrou-se as principais influéncias das metodologias de
esterificagdo normalmente utilizadas (Milinsk, 2008).

A tese consiste na abordagem de quatro aspectos principais: (i) inicialmente foi
realizada a caracterizagdao quimica de dez 6leos de C. multijuga por CG-EM, para avaliar
a autenticidade das oleoresinas e a variagdo quimica entre os espécimes. O segundo
aspecto (ii) consistiu no desenvolvimento do fator de reten¢ao relativo (Rf;) por meio da
CCDAE; o Rfr foi desenvolvido pela relagao dos padrdes terpénicos com o 6xido de
linalol; através dessa relagdo foi possivel identificar os principais marcadores quimicos
dos o6leos de Copaifera multijuga (OCM's), sem a necessidade do isolamento dos
constituintes ou purificacdo das fragdes. O terceiro aspecto da tese (iii) consistiu na
utilizacdo da CCDAE na deteccao de adulterantes nos 6leos de C. multijuga; os dez 6leos
de copaiba foram adulterados com oleos vegetais (soja € milho) e com 6leo diesel nas
propor¢des de 2,3%, 4,5%, 9,0%, 23,0%, 33,0% e posteriormente, analisados por
CCDAE; todas as adulteragdes foram confirmadas por CCDAE-EM e andlises
quimiométricas (PCA, HCA e PLS-DA). A quarta e ultima abordagem da tese (iv)
consistiu na utilizagdo de uma metodologia de esterificacdo in situ, usando o
trimetilsilildiazometano, € na comparagdo desta metodologia com as metodologias de
esterificagdo usuais. De forma geral, esta tese tem o proposito de apresentar metodologias
simples, rapidas e eficientes que possam ser usadas na caracterizacao quimica dos 0leos

de copaiba.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver metodologias cromatograficas e de esterificacdo que possam contribuir para

o controle de qualidade e autenticidade dos 6leos de copaiba (Copaifera sp.).

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Caracterizar os Oleos de C. multijuga por cromatografia em fase gasosa e

quantificar os principais marcadores quimicos;

2.2.2. Desenvolver uma metodologia por cromatografia de camada fina de alta eficiéncia
(CCDAE-UYV) por meio do fator de retengao relativo (Rf;), para caracterizar os principais

marcadores terpénicos dos oleos de C. multijuga;

2.2.3. Desenvolver uma metodologia por CCDAE-UV para detec¢do de adulterantes nos

oleos de C. multijuga;

2.2.4. Confirmar as adulteragdes por cromatografia de camada fina de alta eficiéncia
hifenada a espectrometria de massas (CCDAE-EM) e por anélises quimiométricas (HCA,

PCA e PLS-DA);
2.2.5. Utilizar uma metodologia de esterificagdo in sifu nos 6leos de copaiba e avaliar os

efeitos das metodologias comumente utilizadas na integridade dos constituintes

terpénicos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas gerais do género Copaifera

As arvores do género Copaifera ou copaibeiras, como siao popularmente
conhecidas, sdo nativas de regides tropicais da América Latina e da Africa Ocidental. E
um género relativamente grande, constituido por mais de 70 espécies, que apresentam
muitas caracteristicas em comum. Sao arvores de médio porte com variagdes de altura e
largura, podendo atingir até 40 metros de altura e 4 metros de didmetro (Da Trindade et
al., 2018). O género Copaifera encontra-se amplamente distribuido no territério
brasileiro, com 26 espécies e 8 variedades. A maior diversidade de espécies ¢ relatada na
regido nordeste e posteriormente nas regides Norte, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. As
espécies mais abundantes no nordeste brasileiro sdo C. oblongifolia Mar. Ex Hayne, C.
cearensis Huber ex Ducke e C. martii Hayne, com ocorréncia nos Estados da Babhia,
Ceara, Maranhao e Piaui. Na regido Norte, as espécies de maior ocorréncia sao C.
multijuga, no Amazonas, Para e Rondonia e C. reticulata, também nos Estados do Para,
Rondodnia e Amapa. Embora haja uma certa especificidade em relagao a distribui¢ao das
espécies nas regioes brasileiras, C. langsdosffi apresenta ampla distribui¢do por todo o

Brasil, desde a Amazonia (Norte) até Santa Catarina (Sul) (Costa, 2020).

3.2. Produgdo dos dleos de copaiba (Copaifera sp.)

A principal caracteristica do género Copaifera consiste na produgdo de um o6leo
muito desejado, que apresenta cor, densidade, viscosidade e composi¢ao quimica
especifica, de acordo com sua espécie (Rigamonte-Azevedo et al., 2004). Esses 0leos

foram relatados pela primeira vez, por volta de 1500, como um produto da natureza com
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poder curativo extraordinario. Eram usados para curar um grande nimero de
enfermidades, como feridas e inflamag¢des de diversas naturezas. Seu uso nao era restrito
apenas a suas propriedades medicinais, também eram usados como aromatizantes
(incenso) e repelentes naturais (Fig. 1). Hoje em dia, os 6leos de copaiba sdo bastante
conhecidos e estdo entre os produtos naturais mais utilizados na medicina popular (Veiga-

Junior e Pinto, 2002).

O

</
I

E‘ Oleo essencial de copaiba
L

Anti-inflamatario oral

Composigdo de velas

7

Cicatrizagdo de feridas

Coleta do dleo de copaiba
090 5

Hidratantes Fixador de fragrancias

Sabonetes

Aromatizantes

Figura 1. Esquema com as principais utilizagoes dos 6leos de copaiba (Copaifera sp.).
Fonte: o autor.

Os o6leos de copaiba sao exsudatos obtidos por extracao direta dos troncos das
arvores do género Copaifera. Apesar da producao de oleoresinas ser a principal
caracteristica deste género, nem todas as arvores de copaiba produzem o6leos. A producdo
desses 6leos por arvore pode variar entre 0,3 L e 3,0 L, podendo alcangar uma produgao
maxima de até 30,0 L. A variagdo na produtividade dos 6leos de copaiba ¢ muito grande
e diversos estudos ja foram realizados, a fim de descobrir quais fatores podem influenciar
nessa produtividade.

A producao dos o6leos de copaiba pode variar de acordo com a espécie e também
com as caracteristicas morfologicas numa mesma espécie. Estudos t€m mostrado que as
variacoes morfologicas observadas em Copaifera reticulata tem influenciado na

producdo dessas oleoresinas € também em suas caracteristicas fisico-quimicas, como a
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coloracdo dos oleos. Dependendo das caracteristicas morfologicas, a producdo dessas
oleoresinas pode variar de 0,35 L a 6,17 L. Quatro morfotipos ja foram descritos para C.
reticulata (copaiba preta, copaiba amarela, copaiba branca e copaiba vermelha) e a
copaiba preta mostrou maior produtividade de 6leos em relagdo aos demais morfotipos,
com rendimento médio de 3,84 L por arvore (Rigamonte-Azevedo et al., 2006).

Em Copaifera multijuga o diametro (DAP) das copaibeiras parece exercer
influéncia na produgdo das oleoresinas. Medeiros e Vieira (2008) mostraram que as
arvores de C. multijuga mais robustas, ou seja, aquelas com didmetros dos troncos
maiores (DAP > 41,0 cm) apresentam maior produtividade de 6leos. Sua produtividade ¢
cerca de quatorze vezes superior (4,2 L/arvore) as arvores pequenas, cujo diametro variou
entre 30,0 e 40,0 cm. A infestagdo por cupins também mostrou forte tendéncia na
produtividade dos oleos de Copaifera multijuga, indicando que a producdo dessas
oleoresinas pode estar relacionada ao mecanismo de defesa das copaibeiras. Apesar da
sazonalidade ndo mostrar uma relacdo direta com a producdo dessas oleoresinas, a
infestacdo por cupins € mais propensa a acontecer no periodo de maior precipitagdo, cuja
umidade ¢ mais elevada (Medeiros ¢ Vieira, 2008).

A maior producdo das oleoresinas de Copaifera multijuga em arvores com
grandes didmetros pode estar relacionada com o percentual do cerne das copaibeiras.
Arvores com didmetros pequenos possuem alburno, mas, nio possuem cerne e com o
crescimento radial do tronco, o cerne torna-se cada vez mais espesso (Medeiros et al.,
2018). Estudos mais detalhados mostraram que ndo ha diferencas anatomicas entre
arvores produtivas e ndo produtivas. No entanto, as arvores produtivas apresentam maior
diametro dos vasos e a quantidade de células portadoras de 6leo € superior as arvores
improdutivas. Contudo, o 6leo ¢ armazenado no cerne das copaibeiras, indicando que a
caréncia do cerne pode influenciar diretamente no armazenamento da oleoresina

(Medeiros et al., 2020).
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Muitos fatores ambientais, tal como a cobertura florestal (floresta aberta ¢ floresta
densa), natureza do ambiente edafico (baixio e terra firme) e a textura do solo ja foram
investigadas. Entretanto, cada espécie do género Copaifera tende a responder de uma
forma diferente. Em C. reticulata e C. paupera a cobertura florestal e a natureza do
ambiente edafico ndo apresentaram nenhuma influéncia na produtividade dos o6leos de
copaiba. Embora haja relatos da influéncia positiva desses fatores na produgao de alguns
6leos (Rigamonte-Azevedo et al., 2006).

A textura do solo também parece influenciar na produtividade dos 6leos de C.
multijuga. No Amazonas, a maior produtividade dos 6leos de copaiba dessa espécie foi
observada nas arvores cultivadas em solos argilosos, com rendimentos de 0,23 L por
arvore (Alencar, 1982). Estudos mais recentes t€ém corroborado a maior produtividade
dos 6leos dessa espécie nesse tipo de solo, com rendimentos bem superiores aos ja
relatado. Cinquenta e trés por cento das arvores de C. multijuga cultivadas em solos
argilosos, também no Amazonas, apresentaram alta produtividade de o6leos com

rendimentos de até 7,2 L por arvore (Medeiros e Vieira, 2008).

3.3. Composic¢ao quimica dos 6leos de copaiba (Copaifera sp.)

Os Oleos de copaiba sdo oleoresinas constituidas por substancias volateis e
resinosas. A composicdo volatil dessas oleoresinas ¢ formada predominantemente por
sesquiterpenos e a composi¢ao resinosa, por diterpenos. O teor desses terpenoides pode
variar de acordo com a particularidade de cada espécie. Algumas espécies apresentam
alto teor sesquiterpénico e outras, apresentam alto teor diterpénico. A composicao desses
constituintes também pode variar qualitativamente, quantitativamente e também quanto
ao numero de substancias (Cascon e Gilbert, 2000; Veiga-Junior et al., 2007). Entre os
espécimes, as variagdes quantitativas sdo mais frequentes (Herrero-Jauregui et al., 2011;

Barbosa et al., 2012; Barbosa et 1., 2013; De Oliveira et al., 2017). Algumas caracteristicas
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sdo comuns no género Copaifera, como a presenca do B-cariofileno e do acido copalico;
esses dois constituintes estdo presentes em todos os 6leos de copaiba em concentragdes
variaveis (Leandro et al., 2012).

Os sesquiterpenos sdo os terpenoides mais abundantes nos 6leos de copaiba.
Aproximadamente 110 sesquiterpenos distintos j& foram identificados nesses Oleos
(Leandro et al., 2012). O B-cariofileno, o trans-a-bergamoteno e o -bisaboleno sio os
sesquiterpenos maioritarios em muitos O6leos de copaiba. No entanto, outros
sesquiterpenos, como o -elemeno, a-copaeno e d-cadineno também sao relatados em um
grande nuimero de Oleos, porém, em menor concentracdo (Fig. 2). Embora, os
sesquiterpenos oxigenados, como o a-cadinol, guaiol e bisabolol também sejam relatados
nos oleos de copaiba, a maior parte da composi¢cdo sesquiterpénica ¢ constituida por
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (Veiga-Junior et al., 2007; Bardaji et al., 2016; Da Silva
et al., 2020).

Os diterpenos correspondem a composicdo resinosa dos 6leos de copaiba e
dependendo da espécie, o seu teor pode variar até 68,0 % da composi¢do do O6leo.
Copaifera multijuga ¢ uma das espécies do género Copaifera que apresenta o menor
percentual diterpénico. Mesmo considerando as variacdes na sua composi¢ao quimica,
que na maioria das vezes sao causadas por fatores ambientais, o teor diterpénico nessa
espécie nao ultrapassa 20,0 % da composi¢do do 6leo (Cascon e Gilbert, 2000; Veiga-
Junior et al., 2007; Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013). Por outro lado, C.
guianensis ¢ C. Duckei sdo constituidas maioritariamente por diterpenos, com teores
aproximados de 56,5 % e 68,0 %, respectivamente (Cascon e Gilbert, 2000; Veiga-Junior
et al., 2007). Outras espécies do género, como C. cearensis ¢ C. officinalis (Jacq.) L.
apresentam uma composi¢do intermediaria, em torno de 30,0 % (Veiga-Junior et al.,
2007; Galucio et al., 2016). Cerca de 42 diterpenos distintos ja foram detectados nos 6leos

de copaiba. Os diterpenos acidos sdo os mais abundantes e os acidos copalico, polialtico,
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hardwickiico, clorechinico e caurenoico sdo os diterpenos mais comuns nos 6leos de

copaiba (Cascon e Gilbert, 2000; Veiga-Junior et al., 2007; Galucio et al., 2016).

=

B-cariofileno oxido de cariofileno a-humuleno
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f-bisaboleno a-cubebeno trans-o-bergamoteno

Figura 2. Principais sesquiterpenos identificados nos dleos de copaiba (Copaifera sp.).

As oleoresinas do género Copaifera apresentam uma certa especificidade quanto
a sua composicdo quimica, devido a producdo desigual dos seus constituintes. Alguns
6leos como os de C. multijuga apresentam uma producdo abundante do B-cariofileno
(13,0 % a 70,0 %) e do acido copalico (0,15 % - 11,0 %) (Barbosa et al., 2012; Barbosa
et al.,, 2013; De Lima et al., 2020); outros, como os de C. guianensis e C. Duckei

apresentam alto teor dos acidos polialtico (10,0 % a 28,0 %), hardwickiico (11,0 % a 24,0
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%) e caurenoico (17,0 % a 25,0 %) (Cascon e Gilbert, 2000), ¢ as oleoresinas de C.
reticulata sdo fontes abundantes do trans-o-bergamoteno (21,99 %), do B-bisaboleno
(24,91 %) e também do acido caurenoico (Bardaji et al., 2016).

Essas particularidades se estendem também a outras caracteristicas como cor,
densidade e viscosidade dos 6leos de copaiba. Alguns 6leos sdo mais viscosos e outros
sdo menos, alguns apresentam alta densidade, outros baixa e suas cores podem variar do
amarelo a0 marrom, em tons mais claros a mais escuros (Rigamonte-Azevedo et al.,
2004). Os oleos de copaiba mais viscosos apresentam maior teor de diterpenos em sua
composicao, enquanto que 0s menos viscosos, normalmente apresentam baixo teor desses
constituintes. Os 6leos de copaiba menos viscosos, ou seja, aqueles com caracteristicas
mais liquidas e aromaticas, sdo preferencialmente utilizados pelas industrias de
cosméticos e perfumes, devido ao alto teor sesquiterpénico que apresentam. O teor
sesquiterpénico desses 6leos e a presenca maioritaria de alguns terpenos volateis como o
B-cariofileno, tém favorecido a utilizacdo dessas oleoresinas na formulagdo de muitos
cosméticos. De forma similar, os 6leos mais escuros e viscosos sao preferencialmente
utilizados para fins medicinais (Veiga-Junior e Pinto, 2002).

A composicao volatil dos 6leos de copaiba apresenta aplicagcdes importantes nas
industrias de cosméticos e perfumes, onde sao usados como fixadores de fragrancias e
aromatizantes. Por muitos anos, essa fragao foi extensivamente estudada e foi responsavel
pelas grandes exportagdes no Brasil (Veiga-Junior e Pinto, 2002). Desde as primeiras
utilizacdes dos oleos de copaiba até os dias atuais, tanto a extragdo dessas oleoresinas
quanto a obtencdo da sua fragdo volatil foram aprimoradas ao longo dos anos. Varias
formas de obtencdo da fracdo volatil como a hidrodestilacao (Da Silva et al., 2019), a
destilagao molecular (Galtcio et al., 2016; Ribeiro et al., 2018) e a extragao por headspace

(Dias et al., 2012; Da Silva et al., 2020) ja foram investigadas.
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Embora a composi¢ao volatil seja bastante estudada, a composi¢ao resinosa dos
6leos de copaiba (Fig. 3) também tem sido amplamente investigada. Varios estudos t€ém
sido desenvolvidos a fim de associar a utilizagdo medicinal dos 6leos de copaiba com
seus diterpenos isolados ou até mesmo com misturas menos complexas que o proprio 6leo
(Veiga-Junior et al., 2006; Abrao et al., 2015; Borges et al., 2016; Alves et al., 2017,

Nakamura et al., 2017; Barbosa et al., 2019; Dalenogare et al., 2019).

~
\COZH COH \COZH

AcO

4 “ H ~
A ’ 8,1

acido copalico acetoxi-copalico 4cido agatico

=

cB.H COH COH

4cido poliltico acido hardwickiico acido caurenoico
Figura 3. Estruturas dos principais diterpenos identificados nos 6leos de copaiba (Copaifera sp.).

A oleoresina de C. reticulata e suas fragdes neutra e acida foram investigadas
quanto ao seu efeito antibacteriano. Tanto a oleoresina quanto a fracdo acida e seus
respectivos diterpenos mostraram atividades significativas contra as bactérias gram-
positiva Enterococcus faecium (I1Cso de 4,2 e 4,8 pg/mL) e Staphylococcus aureus (5,3 €
7,2 ug/mL), indicando ser essa a fracao responsavel por tal atividade. Com excecao do
acido agatico, todos os outros diterpenos que constituiam a fracdo acida mostraram-se
ativos contra as duas cepas bacterianas, sendo que os acidos caurenoico (2,3 e 3,4 ug/mL"
1, colavénico (2,2 e 3,0 ng/mL") e (13E) — ent - labda - 7,13 - dien-15 - oico (1,6 € 2,5

ug/mL ') mostraram-se fortemente ativos. Dos seis diterpenos que constituiam a fracdo
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acida, o acido polidltico mostrou-se altamente promissor por apresentar ndo somente
atividade antibacteriana, mas também fungicida contra dermatofitos de Trichophyton.
Esses resultados, associados a muitos outros disponiveis na literatura, justificam a
utilizagdo medicinal dessa oleoresina contra infec¢des da pele e do trato urinério (Barbosa
etal., 2019).

Outras oleoresinas também j& foram avaliadas quanto as suas propriedades
biologicas e de seus compostos isolados. Em C. multijuga os constituintes mais
investigados sdo o 4acido copdlico e seus derivados hidroxilado e acetoxilado. As
atividades antifngicas dessa oleoresina contra as cepas Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes € Microsporum gypseum também ja foram investigadas e
sao atribuidas a presenga do acido copalico, diterpeno maioritario com forte potencial
fungicida (Nakamura et al., 2017). Estudos também indicam que efeito protetor dessa
oleoresina contra carcindogenos do colon pode estar relacionado a esse diterpeno (Alves
et al., 2017). Em C. Duckei o efeito esquistossomicida relatado a sua oleoresina ¢
atribuido ao acido polidltico, que mostrou-se altamente promissor nos ensaios realizados
in vitro (Borges et al., 2016) e o efeito analgésico da oleoresina de C. officinalis foi
atribuido ao acido caurenoico (Dalenogare et al., 2019).

A maior parte das atividades bioldgicas dos Oleos de copaiba pode estar
relacionada a esses diterpenos, visto que, muitos deles ja foram investigados isoladamente
e comprovado seu potencial biologico. Todavia, a acdo combinada dos varios
constituintes que compdem os 6leos de copaiba pode contribuir positivamente, como ¢ o
caso da maior parte das oleoresinas, mas também, pode ter efeito contrario, com a redugao
das atividades biologicas. Os 6leos de C. langsdorffi mostraram-se inativos quanto as suas
propriedades antiproliferativas e antibacteriana, no entanto, o acido copalico, isolado

dessa mesma oleoresina mostrou-se fortemente ativo (Abrao et al., 2015).
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Além dos oleos de copaiba apresentarem um grande numero de aplicacdes
medicinais comprovadas cientificamente, eles também funcionam como matéria-prima
para obtencdo de terpenos bioativos (Vargas et al., 2015). Os diterpenos relatados nos
0leos de copaiba apresentam esqueletos cauranos, clerodanos e labdanos, os dois tltimos
correspondem a maior parte dos diterpenos ja relatados (Fig. 4). Essa especificidade na
produgdo dos diterpenos possibilita a formac¢ao de um grande nimero de diterpenos com
caracteristicas estruturais proximas (Veiga-Junior e Pinto, 2002). Nesse sentido, com
pequenas modificacdes estruturais ¢ possivel potencializar muitas das atividades
biologicas ja relatadas para esses diterpenos e investir na descoberta de novas atividades
biologicas. Essas modificagdes incluem desde a inser¢ao de novos grupos funcionais a

simples substituicao de alguns grupos (De Souza et al., 2019; Cigek et al., 2020).

\
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Figura 4. Esqueletos dos principais diterpenos identificados nos 6leos de copaiba (Copaifera sp.).

3.4. Adulteracao dos 6leos de copaiba (Copaifera sp.)

Os diterpenos de copaiba, assim como alguns sesquiterpenos, podem atuar como
marcadores quimicos no controle de qualidade e na autenticidade de muitas oleoresinas
do género Copaifera. O monitoramento desses marcadores auxilia no processo de
caracterizacdo e identificagdo das espécies desse género, visto que cada oleoresina
apresenta uma impressao digital especifica de cada espécie. A autenticidade dos dleos de
copaiba envolve uma série de fatores que vao desde os cuidados basicos no momento da
coleta até o armazenamento adequado nas prateleiras das farmacias e feiras. As primeiras

adversidades dos 6leos de copaiba ja comegam no momento da coleta, quando sem muita
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compreensdo, oleoresinas de varias espécies diferentes do género Copaifera sao
misturadas (Veiga-Junior, Patitucci e Pinto, 1997; Veiga-Junior e Pinto, 2002). Na
maioria das vezes a distingdo entre as oleoresinas ¢ realizada com base nas caracteristicas
fisico-quimicas dos 6leos ou até mesmo nas caracteristicas morfologicas das copaibeiras.
Hoje sabemos que esses critérios sdo insuficientes para classificacdo e definicdo das
oleoresinas deste género, visto que ha variagdes morfoldgicas nas copaibeiras de uma
mesma espécie e também hé variagdes na cor, densidade e viscosidade do 6leo entre as
diferentes espécies do género Copaifera (Rigamonte-Azevedo et al., 2006).

A pratica da adulteragdo dos 6leos de copaiba vem sendo relatada desde o inicio
do século XX, quando essas oleoresinas eram misturadas a outros 6leos de menor valor
agregado, visando maior rentabilidade, como os 6leos de Calophyllum brasiliense e das
espécies do género Dipterocarpus (balsamo de gurjum), que, de forma similar aos 6leos
de copaiba, sdo obtidos dos troncos das arvores de suas espécies e também apresentam
aroma amadeirado (Veiga-Junior e Pinto, 2002). Atualmente, a adulteragao mais comum
dos 6leos de copaiba consiste na adicdo de dleos vegetais comestiveis, como 6leos de
soja. Esses oleos adulterantes apresentam cor, densidade e viscosidade parecidos aos
0leos de copaiba e por isso, sao facilmente despercebidos (Veiga-Junior e Pinto, 2005).

A deteccao das adulteragdes nos 6leos de copaiba tem sido realizada com éxito
através da cromatografia em fase gasosa (CG-DIC e CG-EM) (Veiga-Junior, Patitucci e
Pinto, 1997; Veiga-Junior e Pinto, 2005). Além dos méritos que j& sao conhecidos, como
arapidez em suas analises e a alta reprodutibilidade e sensibilidade, a técnica fornece uma
impressao digital fidedigna dos odleos de copaiba, proporcionando a detec¢do dos
sesquiterpenos e diterpenos numa Unica analise (Patitucci et al., 1995). Além dessas
vantagens, a CG permite a detec¢ao das adulteragdes mais comuns nos 6leos de copaiba

que sdo as adulteracdes com Oleos vegetais e minerais (Veiga-Junior e Pinto, 2005).
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Essas adulteracdes sdo detectadas por CG pela mudanga no perfil cromatografico
dos oleos de copaiba e pela presenca de ions caracteristicos dos 6leos adulterantes. As
adulteracdes com Oleos vegetais sdo caracterizadas pela reducdo do nimero de picos na
regido sesquiterpénica e pela presenca de picos de acidos graxos na regido diterpénica.
Por outro lado, as adulteracdes com oOleos minerais sdo percebidas pela abundante
presenca de picos de hidrocarbonetos lineares na regido central do cromatograma (Veiga-
Junior e Pinto, 2005). As misturas entre 6leos de varias espécies do género Copaifera
também podem ser detectadas por cromatografia em fase gasosa. O aumento do nimero
de picos de forma exacerbada no perfil cromatografico dessas oleoresinas, seja na regiao
sesquiterpénica ou diterpénica ¢ o principal indicativo (Veiga-Junior, Patitucci e Pinto,
1997).

Técnicas mais simples, como a espectroscopia no infravermelho proximo,
também tém sido relatadas na detec¢do da pureza e autenticidade dos 6leos de copaiba.
Moreira e colaboradores (2018) descrevem a utilizacdo de um espectrofotometro portatil
como método alternativo para analises in loco da pureza dos Oleos de Copaifera
langsdorffi. Outras metodologias comuns em andlises de 0leos vegetais, como indice de
acidez, também sdo comumente usadas nas analises de 6leos de copaiba como parametro
de autenticidade do 6leo. Entretanto, apesar do baixo custo e de ndo exigir grandes
estruturas laboratoriais, o indice de acidez ndo considera a grande variagdo na composi¢ao
quimica que existe entre as oleoresinas das espécies do género Copaifera (Vasconcelos e

Godinho, 2002).

3.5. Oleoresinas de Copaifera multijuga

As oleoresinas de C. multijuga sdo conhecidas pela alta concentracdo do [-
cariofileno e pelo elevado teor da sua composicao sesquiterpénica. Cerca de 90,0% da

composicao dessas oleoresinas sdo constituidas por terpenos volateis com caracteristicas
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aromaticas. Esses Oleos apresentam forte aroma amadeirado (Skold et al., 2006) devido
ao alto teor do B-cariofileno, cuja concentragdo relativa pode atingir até¢ 70,0% da
composicao do 6leo. Sua composi¢do resinosa ¢ constituida por um nimero reduzido de
diterpenos, com predominancia do 4cido copalico (Cascon e Gilbert, 2000; Veiga-Junior
e Pinto, 2007; Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013; De Lima et al., 2020).

Os o6leos de C. multijuga também apresentam variagdes na sua composi¢ao
quimica. Devido ao forte efeito anti-inflamatdrio dessas oleoresinas, varios estudos foram
desenvolvidos a fim de investigar essas variagdes. A concentracdo do B-cariofileno pode
variar de 5,08% a 64,04% nos 6leos dessa espécie. O 6xido de cariofileno, também ¢
comumente relatado e sua concentragao relativa pode variar de 0,20% a 36,43% (Cascon
e Gilbert, 2000; Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013; De Lima et al., 2020); e ainda,
alguns 6leos de C. multijuga podem apresentar uma composi¢ao maioritaria do trans-o-
bergamoteno e do germacreno D. A composicao quimica dos oleos dessa espécie tende a
variar com a composi¢ao do solo. Oleoresinas originadas de arvores cultivadas em solos
arenosos tendem a apresentar uma composi¢ao quimica mais complexa (maior nimero
de constituintes terpénicos) que aquelas cultivadas em solos argilosos (Barbosa et al.,
2012).

Mesmo as oleoresinas de uma mesma espécie coletadas sob as mesmas condigoes,
como sazonalidade, tipo de solo e didmetro a altura do peito, tendem a apresentar variagao
na sua composi¢cdo quimica. A variagdo dos constituintes terpénicos entre os espécimes
de C. multijuga ¢é relativamente grande. O niimero de sesquiterpenos pode variar de 17 a
39 e de 2 a 10 para os diterpenos. Além das variagdes qualitativas, as variagdes
quantitativas também sao pronunciadas. Mas, de forma geral e simplista, os 6leos de C.
multijuga podem apresentam trés perfis principais de composi¢do quimica. O mais
comum e recorrente, ¢ a oleoresina com alta concentracao do B-cariofileno, com teor

superior a 50,0 % da composicao do 6leo. Mas também ¢ possivel encontrar aquelas cujo
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teor do B-cariofileno € inferior a 50,0%. Por outro lado, também ¢ possivel encontrar dleos
de C. multijuga em que a composicao principal ¢ constituida pelo 6xido de cariofileno
(Barbosa et al., 2013). Embora haja relatos que mostrem a presenca auténtica desse
sesquiterpeno oxigenado nos 6leos de copaiba (Cascon e Gilbert, 2000; De Lima et al.,
2020), alguns estudos sugerem sua presenga como produto da oxidacdo do B-cariofileno
(Barbosa et al., 2012; Leandro et al., 2012).

Ainda que o B-cariofileno seja o principal constituinte terpénico dos 6leos de C.
multijuga, outros sesquiterpenos como o a-copaeno, o-humuleno, a e B-selineno, B-
bisaboleno, 6-cadineno, a e d-cadinol, a-santalol e germacreno B e D também foram
relatados nos dleos dessa espécie (Veiga-Junior e Pinto, 2002; Sant’Anna et al., 2007;
Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013; De Lima et al., 2020). Esses constituintes
terpénicos sdo particularmente importantes devido suas aplicagdes nas industrias de
cosméticos, perfumes e farmacéutica (Veiga-Junior e Pinto, 2002). O B-cariofileno,
especificamente, apresenta excelentes propriedades emolientes, ¢ de facil absor¢ao na
pele, ¢ um excelente fixador de fragrancias; e ainda apresenta atividades anti-
inflamatoéria, antibacteriana, antifingica, entre muitas outras (Fernandes et al., 2007;
Leandro et al., 2012; Ames-Sibin et al., 2018).

Tendo em vista a alta concentragao desse sesquiterpeno, a maior parte dos estudos
sobre os 0leos de C. multijuga associam seu uso medicinal ao B-cariofileno (Veiga-Junior
et al., 2007). Outras investigagdes visam a desenvolver o potencial farmacologico dessas
oleoresinas com preparacao de nanoemulsdes e complexagao com ciclodextrinas (Dias et
al., 2014; Lucca et al., 2015; Pinheiro et al., 2017). O desenvolvimento de nanoemulsodes
com Oleos dessa espécie tem contribuido para o aumento da capacidade de absor¢ao na
pele, potencializando os efeitos anti-inflamatorios dos 6leos de C. multijuga (Lucca et al.,
2015). De forma andloga, a complexacdo dessas oleoresinas com [-ciclodextrinas

também tem sido relatada como alternativa para melhorar a estabilidade e solubilidade
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aquosa dos dleos de C. multijuga, melhorando sua biodisponibilidade oral (Pinheiro et

al., 2017).

3.6. Caracteriza¢ao Quimica dos 6leos de copaiba

A cromatografia em fase gasosa (CG) ¢é a técnica cldssica utilizada para
caracterizacdo quimica dos 6leos de copaiba (Cascon e Gilbert, 2000; Veiga-Junior e
Pinto, 2005; Veiga-Junior et al., 2007; De Lima et al., 2020). A rapida deteccao da CG
associada a alta eficiéncia das colunas capilares permite que misturas complexas, como
os Oleos de copaiba, sejam analisadas numa tnica andlise, em curto periodo de tempo
(Patitucci et al., 1995). As analises dos 6leos de copaiba normalmente sdo realizadas por
cromatografia em fase gasosa com detector de chamas (CG-DIC) e por cromatografia em
fase gasosa com detector de massas (CG-EM) (Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013,
Xavier-Junior et al., 2017).

A CG-DIC e a CG-EM sao técnicas cromatograficas complementares que
fornecem informacdes quantitativas e qualitativas a respeito do analito. Tendo em vista
que grande parte dos compostos organicos € constituido por carbono e hidrogénio, a CG-
DIC atende satisfatoriamente a deteccdo e quantificacio de um grande numero de
substancias (Bonato, 2006). A variedade de fontes de ionizagdo também permite que a
espectrometria de massas seja aplicada a um grande numero de analitos; quando acoplada
a cromatografia a gas, ela fornece informagdes especificas sobre a massa molecular e os
principais fragmentos de ions dos constituintes analisados; além disso, a EM fornece
informagdes relevante sobre a pureza de um determinado composto (Do Nascimento et
al., 2018). Entretanto, apesar de todas as vantagens que a CG oferece, a esterificagdo dos
6leos de copaiba, que ¢ uma condig¢do necessaria para analise dessas oleoresinas por CG,
parece ser uma grande limitacdo. As dificuldades incluem a ineficiéncia das rea¢des de

esterificacdo, o numero de etapas envolvidas, que na maioria das vezes sdo muitas, a
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qualidade do produto formado, que geralmente envolve a degradagdo dos constituintes
terpénicos, formagdo de artefatos, e o alto custo dos reagentes de esterificacdo (Bonato,
2006).

Como alternativa simples e barata, os 6leos de copaiba tém sido destilados para
separagdo da fracdo volatil da resinosa, dispensando a derivatizagdo. Dessa forma, os
constituintes volateis dos oleos de copaiba sdo analisados por cromatografia em fase
gasosa (CG-DIC/CG-EM) (Sousa et al., 2011) e os constituintes resinosos, remanescentes
do processo de destilacdo, na maioria das vezes sdo analisados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (Bardaji et al., 2016; Da Silva et al., 2017; Carneiro et al.,
2018). No entanto, a destilacdo das oleoresinas pode levar a perda dos constituintes por
evaporacao, € também, por outros processos envolvidos na destilagao do 6leo; além de
possiveis oxidagdes, que contribuem para o aumento do percentual dos constituintes
oxigenados (Veiga-Junior e Pinto, 2002).

Embora haja relatos sobre a destilacdo dos 6leos de copaiba, estudos indicam a
baixa eficiéncia na hidrodestilacdo desses oleos (Xavier-Junior et al., 2017). Outra
alternativa que também tem sido relatada, porém, ndo tdo acessivel quanto a
hidrodestilacdo, ¢ a destilagdo molecular (Galucio et al., 2016; Ribeiro et al., 2018) ¢ a
extracao por headspace, combinada com a CG (Da Silva et al., 2019). As duas técnicas
de extracdo sdo direcionadas para obtencdo e/ou purificagdo da fracdo volatil; sdo
realizadas com tempo de extragdo e quantidade de oleoresinas bem reduzida em relacao
a hidrodestilagdo, e em condigdes muito mais brandas (Da Silva et al., 2020).

Os oleos de copaiba in natura também podem ser analisados integralmente por
cromatografia liquida de alta eficiéncia; quando analisados por CLAE nao necessitam da
etapa da esterificacdo, mas, devido sua composic¢ao diterpénica, demandam de tempos
longos de analises (Souza et al., 2012). Alternativamente, podem ser destilados ou

fracionados; porém, envolvem muitas etapas desde a purificagdo das fracdes ou
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isolamento dos constituintes até as analises em CLAE (Carneiro et al., 2018), ao contrario

da CG (Patitucci et al., 1995).

3.6.1. Cromatografia em fase gasosa

A CG ¢ uma técnica analitica bastante utilizada devido ao seu alto poder de
resolugdo e sensibilidade. Com o advento das colunas capilares, em 1958, e sua hifenagcao
com a espectrometria de massas (CG-EM), a CG se estendeu a muitos outros
seguimentos, além da quimica de produtos naturais. E uma técnica altamente sensivel
com detec¢do de 0,20 nanogramas e por isso ndo necessita de grandes quantidades da
amostra. O funcionamento basico de um cromatografo a gis consiste em trés etapas
principais, que correspondem a: (i) injecdo da amostra, (ii) separacao e (iii) detec¢do dos
constituintes (Fig. 5). Para tanto, alguns critérios como a volatilidade e estabilidade
térmica dos constituintes devem ser considerados (Harris, 2012).

A injecdo da amostra pode ocorrer de forma manual ou automatizada e no caso
das inje¢des em CG-DIC e CG-EM sao realizadas com controle de temperatura. O sistema
de injecdo € constituido pela seringa de inje¢do, septo e liner. A amostra ¢ introduzida no
sistema cromatografico pelo injetor, que permite que haja divisdo de fluxo do analito. O
divisor de fluxo (split e splitless) permite que amostras de baixa concentragdo ou em
quantidades tragos sejam analisadas com eficiéncia pela CG. O injetor deve ser
previamente aquecido a uma temperatura superior ao ponto de ebuli¢cao dos constituintes,
de forma que favorega sua volatilizacdo e os introduza na coluna cromatografica. O
controle da temperatura deve ser ajustado conforme as caracteristicas de cada amostra,
no entanto, temperaturas excessivamente altas podem levar a decomposi¢do dos
constituintes. Devido a alta sensibilidade da CG, grandes volumes da amostra pode
interferir na qualidade dos cromatogramas, gerando picos largos e assimétricos (Do

Nascimento et al., 2018).
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Figura 5. Componentes principais do cromatografo a gas.
Fonte: o autor.

A separagdo dos constituintes ¢ realizada na coluna cromatografica, que consiste
em tubos inertes contendo a fase estacionaria. Com o aprimoramento da cromatografia a
gas, as colunas recheadas foram substituidas gradativamente por colunas capilares; essas
colunas consistem em tubos muito finos (0,10 a 0,75 mm) em relagdo as colunas
recheadas, t€m maior comprimento (10 a 100 metros) e sdo revestidas internamente por
um filme fino contendo a fase estaciondria. A reducao no didmetro das colunas capilares
e o aumento do seu comprimento tém contribuido para andlises mais eficientes em
amostras complexas em tempo reduzido de andlise. As colunas capilares diferem entre si
quanto as suas dimensdes (comprimento, didmetro interno e espessura do filme) e quanto
as suas estruturas internas. As mais comuns, sdo as colunas capilares com parede
recoberta, que t€m a parede interna do capilar revestida por um filme da fase estacionaria
liquida (0,1 a 5 um); também estao disponiveis colunas capilares em que o revestimento
interno possui uma camada de um adsorvente, que sdao particulas soélidas; esses
adsorventes podem ou nao estar envolvidos pelo filme liquido da fase estacionaria; as
primeiras sao chamadas de colunas capilares com suporte recoberto, por apresentarem
um filme da fase estacionaria sobre a camada do adsorvente; quando a coluna capilar ¢
revestida internamente apenas pelo adsorvente sao chamadas de colunas capilares com

camada porosa (Bonato, 2006).
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A escolha da fase estacionaria liquida depende das caracteristicas estruturais do
analito, colunas com revestimento interno apolar (ex.: 100% de dimetilpolisiloxano) sdao
mais indicadas para caracterizagdo de analitos apolares e revestimentos polares (ex.:
polietilenoglicol) para constituintes polares (Harris, 2012). Outra caracteristica que deve
ser considerada na selecdo da fase estacionaria consiste em sua estabilidade fisica e
quimica, que influencia diretamente no bom funcionamento da coluna; esses aspectos sao
importantes porque a estabilidade fisica proporciona maior aderéncia do filme liquido no
suporte, evitando danificacdo e perda de fase por volatilizacdo, devido as altas vazdes do
gés de arraste. A estabilidade quimica proporciona maior resisténcia do filme liquido em
altas temperaturas, evitando decomposicao da fase (Bonato, 2006).

Os detectores mais usados na CG sao o detector de ionizagdo de chamas (DIC) e
o detector de massas (EM). O detector de ionizagao de chamas ¢ bastante popular devido
aos seus niveis de detecgdo (2 pg/s) e resposta quase universal, uma vez que detecta a
maioria dos compostos organicos. O principio da ionizagdo de chamas consiste na queima
do analito e na formagdo e detec¢do de ions. Apds a injecdo da amostra e separagao dos
constituintes na coluna cromatografica, com o auxilio do gés de arraste, os constituintes
sao levados até o detector, onde sdo queimados numa chama, alimentada por gas
hidrogénio (fonte de ignicdo) e oxigénio (comburente); a queima das moléculas leva a
formacdo dos ions, que sdo coletados por um eletrodo e registrados, na forma de um
cromatograma. O detector de ionizagdo de chamas ¢ sensivel ao fluxo da massa que passa
por ele num determinado tempo, e sua resposta € proporcional ao nimero de atomos de
carbono e hidrogénio na molécula; a qualidade da chama também pode interferir na
deteccao dos ions (Bonato, 2006; Harris, 2012).

A espectrometria de massas (EM) ¢ uma técnica analitica que tem ganhado muita
repercussao por sua grande aplicabilidade; sua combinag¢ao com técnicas cromatograficas

como a CCD, CLAE e CG tem contribuido consideravelmente para sua expansdo e
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caracterizacdo de um grande numeros de constituintes (polares e apolares). Quando
combinada com a cromatografia a gas (CG-EM), a EM confirma a identidade dos
constituintes separados por CG, através dos seus principais fragmentos de ions; além
disso, fornece informacdes relevantes sobre a pureza do analito, sendo bastante usada no
monitoramento da autenticidade e adulteracdes de muitos produtos comerciais (Do
Nascimento et al., 2018). A detec¢do na CG-EM consiste em trés etapas que envolve a
fonte de ionizagdo, o analisador e a detec¢do dos ions; os constituintes separados na
coluna cromatografica sdo introduzidos no espectrometro de massas, com o auxilio do
gés de arraste, e passam pela fonte de ionizacgao, onde sdo ionizados.

A ionizagdo por impacto de elétrons € mais comum na CG-EM; nesse tipo de
ionizacao os constituintes da amostra sao bombardeados na fase gas com um feixe de
elétrons de alta energia (70 eV) produzindo um cétion radical, que corresponde ao ion
molecular; a energia excedente promove a fragmentacao do ion molecular, gerando o
espectro de massas especifico de cada composto (Silverstein et al., 2010). Os ions
formados sdo transferidos para o analisador de massas, onde sao separados conforme seus
valores de massa/carga (m/z); os ions separados sao detectados e registrados na forma de

espectros de massas (Skoog et al., 2006).

3.6.2. Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE)

A cromatografia em camada fina de alto desempenho (CCDAE ou CCDAE) ¢
uma técnica analitica emergente que surgiu nas Ultimas décadas; ela consiste na forma
aprimorada da cromatografia em camada delgada (CCD ou TLC) e apresenta uma série
de vantagens em relacdo a CCD. A CCDAE tem sido usada na obten¢do de impressdes
digitais de extratos (Pedan et al., 2018; Ebrahimi-Najafabadi et al., 2019; Johnson et al.,
2020; Mulaudizi et al., 2021), produtos comerciais (Frommenwiler et al., 2019) e 6leos

essenciais (Rocamora et al., 2020); ¢ amplamente empregada na detec¢do (Liu et al.,
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2020), quantificacdo (Alqgarni et al., 2021; Kaltbach et al., 2020) e monitoramento de
marcadores quimicos em diferentes matrizes como chas (Melnyk et al., 2021),
leguminosas (Sallam et al., 2021) e extratos vegetais (Mulaudzi et al., 2021). Também
tem sido empregada na autenticagdo de produtos como agafrao (Amirvarese et al., 2020)
e Ginkgo biloba (Frommenwiler et al., 2019); outras aplicagdes que também t€m sido
relatadas consistem no monitoramento de substancias bioativas, através da bioautografia
(Osman et al., 2020; Rocamora et al., 2020) e no monitoramento de muitos processos de
extracao (Makowicz et al., 2018; Rouhani, 2019).

A principal diferenga entre a CCDAE e a CCD consiste nas caracteristicas de suas
placas cromatograficas; as placas de CCDAE sdo empacotadas com silica gel 60 com
tamanhos de particulas menores que as placas de CCD; portanto, sdo mais compactas ¢
finas, e por isso, apresentam maior resolu¢ao de deteccdo que as placas de CCD; outras
vantagens consistem no maior numero de amostras analisadas em menor tempo e na
reprodutibilidade das separagdes. As etapas envolvidas no processo de caracterizagao das
amostras sao as mesmas da CCD e consistem na preparacao e aplicagdo do analito e na
eluicdo e deteccao dos constituintes (Fig. 6); entretanto, na CCDAE essas etapas podem
ser parcialmente ou totalmente automatizadas, contribuindo pra uma maior

reprodutibilidade da separagao.
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Figura 6. Ilustragdo das etapas para obtengcdo dos cromatogramas por CCDAE com aplicagdo
semiautomatica.

Legenda: A = Aplicacdo semiautomatica da amostra; B = Eluicdo manual dos constituintes; C = Detector
ultravioleta e Fotodocumentacdo dos cromatogramas; D = Revela¢ao quimica; E = Fotodocumentagao.

A espectrometria de massas (EM) tem sido empregada como técnica
complementar a CCDAE. A hifena¢do dessas duas técnicas (CCDAE-EM) tem
potencializado consideravelmente a utilizacdo da CCDAE na caracterizagdo de produtos
naturais. A obtencao dos espectros de massas das substancias in loco, sem a necessidade
de purificacdo ou isolamento, ¢ uma das principais vantagens da CCDAE-EM; além
disso, considerando a disponibilidade das fases estacionarias, (polar, apolar, CCD,
CCDAE e EM), e as interfaces disponiveis para o acoplamento com a EM, um grande
numero de substancias pode ser analisada com eficiéncia pela CCDAE-EM (Zhang et al.,
2020).

A introducgdo do analito no espectrometro de massas pode ser feita por eluicao ou
por dessor¢do; no caso da eluicdo, os processos de aplicacdo, eluigdo, raspagem,
purificacdo e concentragdo do constituinte de interesse sdo feitos manualmente e o analito
¢ introduzido no espectrometro de massas na fase liquida; no caso da dessor¢do, apos o
processo de separagdo na placa cromatografica, o analito de interesse ¢ vaporizado

diretamente da camada de silica e transferido para o espectrometro de massas (Fig. 7).
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Figura 7. Ilustrag@o das etapas para obteng@o dos espectros de massas por CCDAE-EM.

Legenda: A = Aplicacdo da amostra; B = Elui¢ao dos constituintes; C = Extra¢do do analito de interesse
Da placa de CCDAE na interface do CCD-MS; D = Espectrometro de massas hifenado a interface do CCD-
EM; E = Espectro de massas obtido da mancha de interesse.
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4. MATERIAIS E METODOS

Na Figura 8 ¢ apresentado o fluxograma do delineamento experimental dos
diferentes passos executados no projeto. Os 6leos de C. multijuga inicialmente foram
esterificados e analisados por cromatografia em fase gasosa, para confirmacdo de suas
autenticidades e para avaliar a variagdo na composi¢do quimica entre os 10 espécimes;
devido a importancia do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno nos 6leos de copaiba,
esses dois sesquiterpenos foram quantificados e as suas concentragdes foram expressas
em mg.mL!. Apds a confirmagio da autenticidade dos 10 6leos de C. multijuga, utilizou-
se a CCDAE como técnica alternativa para analises dos 6leos de copaiba. Dois métodos
foram propostos; o primeiro consiste na rapida deteccdo dos principais marcadores
terpénicos, por meio do desenvolvimento do fator de retengao relativo (Rfr); e o segundo
consiste na detec¢@o de adulterantes nos 6leos de C. multijuga.

Para o desenvolvimento do Rfr foram utilizados 8 padrdes terpénicos (2
sesquiterpenos ¢ 6 dacidos diterpénicos (previamente isolados e caracterizados no
laboratério) e 1 padrao comercial de referéncia, o 6xido de linalol; o desenvolvimento do
Rfr envolveu duas etapas principais, a primeira consistiu na otimiza¢do das condigdes
cromatograficas e na caracterizagdo quimica dos padrdes terpénicos por CCDAE e
CCDAE-EM; a segunda etapa consistiu no desenvolvimento da curva analitica da mistura
dos padrdes terpénicos em funcdo do 6xido de linalol, que ¢ nossa referéncia no estudo;
e por fim foi estabelecido uma relacdo entre cada padrio terpénico e o 6xido de linalol
(varios outros padrdes foram analisados mas o 6xido de linalol foi o que apresentou os
melhores resultados quanto a pureza, forma de eluigdo e fator de retencdo diferente das
regides de sesquiterpeno e diterpenos. Estes resultados preliminares de escolha do padrao

ndo serdo mostrados). Para deteccdo dos adulterantes, os oleos de C. multijuga foram
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adulterados com 6leos de soja, milho e diesel em diferentes propor¢des percentuais (v/v)
e analisados por CCDAE; as adulteragdes foram confirmadas por CCDAE-EM e andlises
quimiométricas (HCA, PCA e PLS-DA).

A ultima etapa da tese teve por objetivo dar suporte as analises realizadas por CG,
através da utilizacdo de uma metodologia de esterificagdo rapida e eficiente para os 6leos
de copaiba. Para a esterificacdo dos Oleos foram utilizadas quatro metodologias,
comumente empregadas na esterificacdo de produtos naturais, e comparadas com uma
esterificacdo in situ, realizada com TMSD; para avaliar a influéncia das metodologias de
esterificacdo em Oleos de copaiba com diferentes teores de acidos diterpénicos, foram
utilizadas duas oleoresinas: 1 obtida de C. multijuga (baixo teor diterpénico) e 1 obtida
de C. reticulata (alto teor diterp€nico); apos a realizacdo de todas as esterificagdes, os
0leos de copaiba foram analisados por CCDAE e CG-EM. No fluxograma a seguir (Fig.
8) ¢ apresentado o resumo dos procedimentos experimentais realizados e nas sessoes 4.1

a 4.6 sao apresentados com mais detalhes.
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Figura 8. Delineamento Experimental.
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4.1. Coleta das oleoresinas

Dez (10) oleoresinas de 10 espécimes diferentes de Copaifera multijuga foram
coletadas nos meses de junho, julho e agosto de 2012, na Reserva Florestal Adolpho
Ducke, no municipio de Manaus, Amazonas, Brasil (28° 57 43’ S, 59° 55° 38”” W). As
oleoresinas foram obtidas por extragdo direta de dez (10) arvores de C. multijuga (SisGen:
A09F694), através de incisdes no tronco com broca manual de metal. A coloragao dos
Oleos variou de amarelo bem suave (quase incolor) ao amarelo mais intenso (Fig. 9) e
visualmente observou-se uma certa variagdo na viscosidade das oleoresinas coletadas.
Apos a coleta, as oleoresinas foram acondicionadas em frascos de vidro ambar e

armazenadas em geladeira, protegidas da luz e calor.

Figura 9. Oleos de Copaifera multijuga (OCM) coletados na Reserva Florestal Adolpho Ducke.

4.2. Quantificacdo do B-cariofileno e 6xido de cariofileno em dleos de Copaifera

multijuga Hayne por cromatografia em fase gasosa (CG-EM)

4.2.1. Derivatizacao dos 6leos de copaiba

As oleoresinas de C. multijuga foram derivatizadas com o objetivo de converter
os acidos diterpénicos em ésteres correspondentes. A esterificagdo foi realizada utilizando
o trimetilsilildiazometano (TMSD), que ¢ um reagente de esterificagao comercial, pronto
para uso e disponivel numa solugao em hexano 2,0 molar (Sigma Aldrich). As oleoresinas

foram esterificadas por uma reagdo in situ, de acordo com a metodologia descrita por
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Migowska e colaboradores (2010) com pequenas modificagdes. Adicionou-se 220 puL de
uma solucdo de metanol a 10% em acetona em 1,0 mg da oleoresina de C. multijuga.
Agitou-se por 30 segundos em agitador de tubos (Prolab) e em seguida, adicionou-se 30
uL do reagente de esterificacdo (TMSD). Apos a adigdo do reagente de esterificagdo as
amostras ficaram em repouso por 20 minutos, em seguida foram avolumadas para 1,0 mL

com diclorometano e injetadas no cromatografo em fase gasosa.

4.2.2. Anélises por CG-EM

As andlises de CG foram realizadas no Laboratorio de cromatografia a gas
(LABCG) da Central Analitica da UFAM (CAM/UFAM) em CG-EM, Thermo
Scientific), equipado com auto-amostrador TriPlus RSH e coluna capilar (Tr-5; 30 m x
0.25 mm ID x 0.25 um). As amostras foram inseridas no sistema cromatografico (1 pL)
por meio de injetor a 250 °C, com taxa de divisdo 1:50 e vazao de 2 mL/min, utilizando
hélio ultrapuro como gas de arraste e detector a 250 °C. As condigdes de temperatura do
forno foram baseadas numa rampa que inicia em 90 °C até 160 °C (2,5 °C/min.) e de 160
°C a 290 °C (10,0 °C/min.) com uma isoterma final de 3 minutos. As amostras foram

ionizadas por impacto de elétrons com energia de 70 eV e varredura de 40 a 600 uma.

4.2.3. Caracterizagdo quimica das oleoresinas de C. multijuga por CG

A 1identifica¢do dos constituintes volateis (Sesquiterpenos) dos oleos de copaiba
foi realizada por comparacao dos indices de retencdo (IR) obtidos experimentalmente e
comparados com os IR teodricos (Adams, 2007). A identidade dos constituintes foi
confirmada pela comparagdo dos espectros de massas obtidos experimentalmente com
aqueles disponiveis na biblioteca Wiley §*. edicao e pela co-inje¢ao de padrdes auténticos.

Cada substancia presente nos 6leos de copaiba foi representada em termos percentuais,
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onde a area de cada substancia foi dividida pela area total de todos os constituintes que

compdem o cromatograma e multiplicado por cem.

4.2.4. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pelo desenvolvimento das curvas analiticas
de padrdes comerciais auténticos do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno (pureza
>80,0%). As curvas analiticas foram preparadas em diferentes concentragdes, por
dilui¢do da solugdo mie (1,0 mg.mL") em diclorometano (P.A.) e as concentragdes foram
selecionadas com base no teor do B-cariofileno e do seu 6xido nos 10 6leos de C.
multijuga. As solu¢des foram preparadas em duplicatas nas concentracdes de 0,130;
0,212; 0,285; 0,420; 0,619 mg.mL™! para o B-cariofileno e 0,031; 0,046; 0,077; 0,094;
0,216 mg.mL"! para o oxido de cariofileno. Todas as solugdes foram analisadas por
cromatografia em fase gasosa e a linearidade foi avaliada pela resposta do sistema de

deteccao em func¢do da concentragdo do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno.

4.2.5. Repetibilidade intra-corrida

A repetibilidade intra-corrida para o B-cariofileno e o 6xido de cariofileno foi
realizada em duplicata com intervalo de 24 horas, no mesmo equipamento, em dias
consecutivos. As andlises foram realizadas nas mesmas condi¢cdes analiticas ¢
cromatograficas e os resultados foram expressos pelo coeficiente de variancia e exatidao,

calculados segundo o0 DOQ-CGCRE-008, baseado na equagao 1.

Exatidio = (média da concentragdo experimental /concentragdo tedrica) x 100 (1)
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4.2.6. Limite de deteccao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

Os LD e LQ foram determinados com base na curva analitica desenvolvida para
o B-cariofileno e o 6xido de cariofileno por regressao linear e calculados a partir das
equagoes (2 e 3) sugeridas pelo DOQ-CGCRE-008.
LD = 3,3x % )
Onde, s = desvio padrdo do menor nivel da curva analitica; b= coeficiente angular.
LQ = 10xs/b 3)

Onde, s = desvio padrdo do menor nivel da curva analitica; b= coeficiente angular.

4.2.7. Quantificacdo do B-cariofileno e 6xido de cariofileno nos 6leos de C. multijuga

As 10 oleoresinas de C. multijuga foram analisadas em triplicata na concentragao
de 1,0 mg.mL!. A quantificacdo do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno foi realizada
pela equagdo da reta de regressao de cada padrio e expressas em valores médios, seguido

do desvio padrdo das réplicas.

4.3. Caracterizacdo de marcadores quimicos nos 6leos de copaiba (Copaifera sp.)

utilizando Fator de Retencao Relativo (Rfr) por CCDAE-UV e CCDAE-EM.
4.3.1. Reagentes

Os padrdes de acidos diterpénicos utilizados neste experimento foram isolados de
6leos de copaiba (Copaifera sp.) e caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear
(‘H e '3C) em trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa; os padrdes
de B-cariofileno (>80%), 6xido de cariofileno (>95%) e 6xido de linalol (> 97%) foram
adquiridos comercialmente da Sigma Aldrich. Como fase mével no sistema de CCDAE-

UV utilizou-se hexano e acetato de acetila, grau P.A. (TEDIA) e para solubilizar os
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padrdes utilizou-se uma mistura de diclorometano e acetato de etila (1:1), grau P.A.
(TEDIA). Como fase movel/solvente de extragdo para as andlises no CCDAE-EM
utilizou-se um sistema constituido por metanol/acido férmico 0,1%, onde o metanol foi

de grau cromatografico (MERCK) e o acido formico P.A. (98% - 100%).

4.3.2. Caracterizacao quimica dos padrdes terpénicos por CCDAE-UV

As analises em CCDAE-UV foram realizadas no laboratério de Quimica de
Biomoléculas da Amazdnia, da Universidade Federal do Amazonas (QBiomA-Ufam). As
solugdes padrio do 6xido de cariofileno (100 pg.mL™") e dos 4cidos copalico (250 pg.mL
1, hidroxi-copalico (100 pg.mL™), acetoxi-copalico (100 png.mL"), agatico (100 pg.mL"
1, hardwickiico (100 pg.mL™), polialtico (250 pg.mL™") foram preparadas em acetato de
etila (P.A.), a partir da solugdo estoque de cada marcador terpénico (1,0 mg.mL™); a
concentracdo de cada padrao foi selecionada de acordo com sua sensibilidade na placa
cromatografica. A separacao dos constituintes foi realizada utilizando um sistema de
CCDAE-UYV equipado com aplicador de amostras semiautomatico (CAMAG Linomat 3),
software integrado Win-CATS versao 1.4.3 e visualizador de placas. As analises foram
realizadas em placas de CCDAE-UV, de aluminio e pré-revestidas com gel de silica
60F254 (10,0 x 5,0 cm, Merck, Alemanha); as placas cromatograficas foram pré-lavadas
com metanol, secas e ativadas em estufa de ar quente a 100 °C por 5 min. Aliquotas de
10 uL de cada padrao (nas concentragdes descritas anteriormente) foram carregadas como
bandas de 6 mm nas placas de CCDAE-UV, com um dispositivo de aplicacao
semiautomatico (CAMAG Linomat 3) com uma seringa de 500 uLL (Hamilton, Bonaduz,
Suica). As posigdes de aplicacao foram definidas a 11 mm dos lados (esquerdo e direito)
e 5 mm das extremidades inferior e superior da placa. A fase movel foi preparada no

momento da eluicdo, com 10 minutos de saturagdo da cuba (12 cm x 12 cm) e foi
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constituida por uma mistura bindria de hexano/acetato de etila (30%). Apds a aplicagdo
dos padrdes, as placas foram eluidas, reveladas na luz ultravioleta (254 nm e 366 nm), em
vanilina sulfarica e em etanol sulfurico. Posteriormente, foram secas usando ar quente e
fotodocumentadas no TLC-visualizer 2 (CAMAG) conforme ilustrado de forma sucinta

na figura 10.

o —
e e o e e s i

-

Figura 10. Ilustragdo das analises em CCDAE-UV.
Legenda: A = Aplicagdo da amostra; B = Eluicdo dos constituintes; C = fotodocumentagdo das placas.
4.3.3. Caracterizagdo quimica dos padrdes terpénicos por CCDAE-EM (CCDAE-EM)
As andlises cromatograficas por CCDAE-EM foram realizadas no Instituto Militar
de Engenharia (IME), em colaboracdo com o Centro Tecnologico do Exército (CTEX),
no Instituto de Defesa Quimica, Bioldgica, Radiologica e Nuclear (IDQBRN). As analises
dos padrdes terpénicos foram realizadas nas concentragdes de 10, 40, 100 ¢ 1000 pg.mL"
!, nas mesmas condi¢des cromatograficas das analises de CCDAE-UV (Seg¢do 4.3.2.). Os
espectros de massas foram obtidos no modo de ionizagdo negativo e positivo, utilizando
a fonte electrospray (ESI) com energias de ionizagdo de 5, 70 € 100 eV. As analises foram
realizadas no CCDAE-EM (CAMAG) interface 2 hifenado a um espectrometro de massas
(EM) triplo quadrupolo (Agilent, modelo 6410), conforme ilustrado na figura 11. Os
dados foram adquiridos em modo de varredura com amplitude de massa entre m/z 40 e

700 Da. Exceto a energia de ionizacao, os parametros da fonte foram os mesmos para as
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analises de todos os padrdes - temperatura da fonte: 300 °C, gas nebulizador: 15 psi, gas

de secagem (N2): 6 L min ~! e voltagem capilar: 4 kV.

Figura 11. Ilustracdo das analises em CCDAE-EM.

Legenda: A = Eluicdo dos constituintes da amostra; B = Extracdo e transferéncia dos constituintes para o
espectrometro de massas; C = Ampliagdo da extra¢do dos constituintes.

Para aquisicdo dos dados e andlises subsequentes utilizou-se o software
MassHunter Qualitative Analisys B.06.00. Os padrdes terpénicos foram aplicados nas
placas de CCDAE, nas concentragdes discriminadas anteriormente (Secdo 4.3.2.), eluidos
em hexano:acetato de etila 30,0% e por dessorcdo cada padrido foi inserido ao

espectrometro de massas, conforme mostrado na figura 11.

4.3.4. Fator de retengao Relativo (Rfr)

O Rf relativo foi obtido pelo desenvolvimento da curva analitica do 6xido de
linalol em 7 concentragdes distintas: 40, 70, 100, 250, 500, 750 e 1000 g mL"!, plotados
na mesma placa com uma mistura dos padrdes terpénicos (100 pg mL™!"). Foram realizadas
19 réplicas da curva analitica em quatro dias distintos sob as mesmas condigdes
instrumentais e cromatograficas. As analises cromatograficas foram realizadas num

equipamento de CCDAE-UV (CCDAE-UV) equipado com aplicador de amostras
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semiautomatico, conforme descrito anteriormente (Se¢do 4.3.2.). Os cromatogramas
foram obtidos em cromatoplaca de CCDAE-UV (11,0 cm x 6,0 cm - 5,0 cm de corrida
cromatografica) com comprimento de banda de 6,0 mm, base inferior de 5,0 mm (0,5 cm)
e tempo de saturacdo da cuba de 20,0 minutos. 10 pL da mistura dos padrdes terpénicos
e do o6xido de linalol (em cada uma das concentracdes descritas acima) foram aplicados
numa cromatoplaca de CCDAE-UV (de aluminio, pré-revestida com gel de silica 60F254
- Merck, Alemanha), previamente lavada em metanol e ativada em estufa por 5 minutos
(100,0 °C). Em seguida os padrdes foram eluidos em hexano/acetato de etila (30%) e
revelados em etanol sulfurico, sob aquecimento (70 a 90,0 °C gradativamente) por 7
minutos em chapa aquecedora. Apds a revelagdo dos constituintes e a fotodocumentacdo
dos cromatogramas, os fatores de retencao relativos foram obtidos pela razao entre o Rf
de cada padrdo terpénico e o Rf do 6xido de linalol nas diferentes concentragdes

avaliadas.

4.3.5. Analises estatisticas

O tratamento estatistico dos dados foi realizado usando o software R. Os graficos
dos espectros de massas foram obtidos usando a fun¢do PlotSpec no modo
ionization="ESI" do pacote InterpretMSSpectrum do R. Para construcdo e analise do
ajuste das curvas analiticas utilizou-se as seguintes fungdes: Im (Linear Model) a qual
forneceu a reta de regressao do Rf de cada biomarcador terpénico em funcdo da
concentracdo do linalol; bptest (teste de Breusch Pagam para homogeneidade dos
residuos) a qual avaliou se a variacdo do Rf de cada marcador pode ser considerada
constante em cada nivel de concentragio (40, 70, 100, 250, 500, 750 e 1000 pg.mL™); e
qqPlot (teste para normalidade dos residuos) a qual ¢ essencial para verificar se os

resultados do ajuste das curvas analiticas sdo confiaveis.
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4.4. CCDAE Fingerprinting: deteccio de adulterantes em oOleos de copaiba
(Copaifera multijuga Hayne) e confirmacdo por CCDAE-EM e analises

quimiométricas.

4.4.1. Reagentes

Os adulterantes utilizados foram o6leos de soja (SOYA), da BUNGE, milho
(LIZA), da CARGILL e o6leo diesel (B S10). Os o6leos vegetais foram adquiridos
comercialmente no ano de 2018, e o dleo diesel foi fornecido pelo Laboratorio de
Pesquisas e Ensaios de Combustiveis (LAPEC) da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM), no ano de 2018. Os solventes utilizados para as analises em CCDAE e CCDAE-
EM foram todos grau P.A. (TEDIA), exceto o metanol, usado no sistema de transferéncia

para o massas, que foi grau cromatografico (MERCK).

4.4.2. Adulteracao dos o6leos de C. multijuga

Os 10 oleos de C. multijuga foram adulterados individualmente com 6leos de soja,
milho e diesel em diferentes proporgdes. O teor dos 6leos adulterantes nos oleos de
copaiba foi selecionado a partir de estudos preliminares, realizados para avaliar a
sensibilidade de cada adulterante nos 6leos de copaiba; nessa fase de otimizagao das
condicoes das adulteracoes, foram considerados o teor dos 6leos adulterantes nos 6leos
de copaiba e a variacdo na composicao quimica entre os espécimes de C. multijuga.
Vérias combinagdes entre cada adulterante e os 6leos de copaiba foram realizadas e
monitoradas por CCD; por fim, o menor percentual de adulteragdo para os 6leos vegetais
foram perceptiveis com 2,3% de adulteracao e para o 6leo diesel a partir de 4,5%; a ideia
principal ¢ mostrar que pequenos percentuais de adulteragdes podem ser detectados pela
CCDAE; nesse sentido as adulteragdes foram realizadas com 2,3, 4,5, 9,0, 23,0 ¢ 33,0%

de dleos vegetais e a partir de 4,5% de 6leo diesel. As adulteragdes foram realizadas em
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microescala, com volumes de 25 pL da oleoresina de C. multijuga e os 6leos adulterantes
variaram entre 0,6 pL (2,30%) a 12,5 uL (33,0%), conforme mostrado no quadro 1. Apos
a obtencdo das misturas, os 6leos adulterados foram homogeneizados em agitador de
tubos por 3 minutos e analisados por CCDAE-UV e armazenados para a realizagdo das

analises em CCDAE-EM.

Percentual dos

adulterantes Oleo de soja Oleo de milho Oleo diesel
(%)
2,3 25 pl(oleoresina) + 0,6 pL(soja) 25 pL(oleoresina) + 0,6 pL(milho) -
4,5 25 uL(oleoresina) + 1,2 ul(soja) 25 uL(oleoresina) + 1,2 ul(milho) 25 pL(oleoresina) + 1,2 ul(diesel)
9,0 25 uL(oleoresina) + 2,5uL(soja) 25 uL(oleoresina) + 2,5uL(milho) 25 pL(oleoresina) + 2,5uL(diesel)
23,0 25 puL(oleoresina) + 7,5uL(soja) 25 uL(oleoresina) + 7,5uL(milho) 25 ul(oleoresina) + 7,5uL(diesel)
33,0 25 pl(oleoresina) + 12,5 pL(soja) 25 pl(oleoresina) + 12,5 pul(milho) 25 puL(oleoresina) + 12,5 pL(diesel)

Quadro. 1. Dados de composicdo das adulteragdes dos 6leos de C. multijuga com 6leos de soja, milho e
diesel.

4.4.3. Analises em CCDAE-UV

Os 6leos de C. multijuga auténticos e adulterados foram aplicados (1,0 mg.mL™)
numa placa cromatografica e analisados por CCDAE-UV para caracterizagdo das
manchas dos oOleos adulterantes. Os oOleos auténticos foram solubilizados em
diclorometano e os Oleos adulterados foram solubilizados numa mistura de
hexano:diclorometano (60,0%) para solubilizacdo total dos constituintes mais apolares
dos 6leos adulterantes. A separacao cromatografica foi realizada num sistema de CCDAE-
UV equipado com software integrado Win-CATS versao 1.4.3 e visualizador de placas.
As analises foram realizadas em placas de CCDAE-UV de aluminio, pré-revestidas com
silica gel 60F254 (8 cm x 6,5 cm e 18 cm x 6,5 cm, Merck, Alemanha), pré-lavadas com
metanol, secas e ativadas em estufa de ar quente em 100,0 °C durante 5 min. Aliquotas
de 10 pL de cada amostra foram aplicadas em bandas de 6 mm nas placas de CCDAE,

com dispositivo de aplicagcdo semiautomatico (CAMAG Linomat 3) com seringa de 500
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uL (Hamilton, Bonaduz, Suiga). As posi¢des das aplicagdo foram definidas a 10 mm das
laterais (esquerda e direita), 10 mm da base inferior ¢ 5 mm da base superior da placa
cromatografica. A fase movel foi preparada no momento da eluigdo, com 10 minutos de
saturagdo da cuba e constituida por uma mistura binaria de hexano:acetato de etila (30%).
Ap0s a aplicacdo das amostras, as placas foram eluidas, reveladas na luz ultravioleta (254
nm e 366 nm), em vanilina sulfirica e em etanol sulfurico; posteriormente, foram secas
com ar quente e fotodocumentadas no TLC-VISUALIZER 2 (CAMAG) para

caracterizagdo dos Rf’s.

4.4.4. Analises em CCDAE-EM

As analises em CCDAE-EM foram realizadas na concentracdo de 1,0 mg.mL™,
nas mesmas condi¢des cromatograficas das andlises CCDAE-UYV, exceto a pré-lavagem
das placas, que foi realizada em sistema composto por MeOH: agua (3: 1). Os espectros
de massa foram obtidos no modo de ionizag¢do positivo e negativo, utilizando a fonte
electrospray (ESI) a 30, 50, 70 e 100 eV. As andlises foram realizadas na interface
CCDAE-EM (CAMAG) 2 hifenizada para um espectrometro de massa triplo quadrupolo
(EM) (Agilent, modelo 6410). Os resultados foram adquiridos em modo de varredura com
amplitude de massa entre m/z 40 e m/z 1000 Da. Os parametros da fonte foram os mesmos
para a analise de todas as amostras, conforme descrito a seguir: temperatura da fonte: 300
°C, gas do nebulizador: 15 psi, gas de secagem (N?): 6 L min™! e tensdo capilar: 4 kV. Para
aquisicdo dos espectros e analises subsequentes, o software MassHunter Qualitative
Analyzes B.06.00 foi utilizado. Os 6leos auténticos e adulterados foram aplicadas nas
placas de CCDAE (1,0 mg.mL™), eluidas em hexano: acetato de etila 30,0% e por

dessorcdo, cada amostra foi inserida no espectrometro de massa
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4.4.5. Analises Estatisticas

Os espectros de massas obtidos dos 0leos de copaiba auténticos e adulterados por
meio da CCDAE-EM passaram por uma fase de pré-processamento, que consistiu na
subtragdo espectral do branco (Background Subtraction), descrito por Brian (2021). As
adulteragdes foram confirmadas por meio de métodos estatisticos multivariados de HCA,
PCA e PLS-DA (Pérez e Tenenhaus, 2003; Hair-Junior et al., 2005; Ferreira, 2015), a
partir dos espectros de massas obtidos nos diferentes niveis de adulteracdo avaliados
(baixo, médio e alto) e também dos espectros dos oOleos auténticos. Na andlise
multivariada, esses dados sdo estruturados em forma de uma matriz X, constituida com
as massas ou abundancias dos varios ions observados nos espectros dos diversos perfis
das espécies de interesse (copaibas auténticas, copaibas adulteradas e 6leos adulterantes).
Cada espectro nos fornece a abundancia de cada ion que representa um vetor (linhas da
matriz), enquanto o indicador da espécie de interesse ¢ representado por um vetor y.
Assim a representagdo do modelo estatistico para andlise ¢ y = X + E. Onde X ¢
decomposta no produto CP, com C representando o efeito das espécies, P ¢ a matriz de
pesos (ou coeficientes) que quantifica a importancia dos fons em cada espécie ¢ E ¢ a
matriz de erros (ruidos). Apos a organizacao dos espectros, aplicaram-se as técnicas de
HCA, PCA e PLS-DA através das fungdes FactoMineR e DiscrMiner do software R (Le
and Husson, 2008). A analise hierarquica de cluster (HCA) consiste no agrupamento das
espécies por similaridade baseada na distancia euclidiana entre os espectros e sao
representados graficamente por um dendrograma (diagrama de arvore). A andlise de
componentes principais (PCA) projeta os espectros das espécies em um novo sistema de
coordenadas, permitindo observar visualmente as diferencas e possiveis relacdes entre os
espectros de cada espécie. Finalmente, visando a detec¢do de um padrdo espectral para as

amostras de C. multijuga foi empregada a andlise discriminante por minimos quadrados
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parciais (Partial Least Squares Discriminant Analysis - PLS-DA) que consiste na

classifica¢do do espectro da amostra em auténtico ou adulterado.

4.5. Esterificacao dos dleos de copaiba (Copaifera sp.)

Os o6leos de copaiba foram esterificados utilizando quatro metodologias, que
foram inicialmente desenvolvidas para a esterificacdo de acidos graxos (Milinsk et al.,
2011), mas, algumas vezes, também sdo usadas na esterificagdo dos oleos de copaiba. As
metodologias utilizadas neste experimento foram realizadas na presenca dos acidos
cloridrico (HCl), sulfurico (H2SOj4) e trifluoreto de boro (BF3). Para avaliar a eficacia das
metodologias de esterificacdo nos 6leos de copaiba, foram utilizadas duas oleoresinas de
espécies distintas, com diferentes teores de acidos diterpénicos (C. multijuga e C.
reticulata). Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com Milinsk e

colaboradores (2011), com algumas adaptagdes conforme resumido na figura 12.

4.5.1. Métodos de esterificacao utilizados

4.5.1.1. Método de esterificagdo proposto por Metcalfe, Schmitz e Pelka (1966) (MET)

Em um tubo de ensaio, cerca de 75,0 mg da oleoresina foi solubilizada em 2,0 mL
de uma solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 M em metanol; em seguida a mistura
foi aquecida a 100 °C por 5 minutos em banho-maria, para solubilizagao total da amostra;
apods o tempo de aquecimento e a mistura atingir a temperatura ambiente, adicionaram-se
2,5 mL da solugdo de BF3 a 12,0% em metanol e em seguida a mistura foi aquecida
novamente em banho-maria por mais 2 minutos a 100 °C (rea¢do exotérmica). Apos
alcancar a temperatura ambiente, adicionou-se 2,5 mL de uma solugdo saturada de cloreto
de sodio (NaCl). Em seguida, a mistura foi particionada com 5,0 mL de hexano por 4

vezes, totalizando 20,0 mL de solvente. A fragdao hexanica foi coletada em um frasco de
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vidro pesado e os rendimentos foram calculados apds a evaporacao natural do solvente;
posteriormente os 6leos esterificados foram armazenados na geladeira até a realizacdo

das andlises cromatograficas por CCD e CG.

4.5.1.2. M¢étodo de esterificacao proposto por Joseph e Ackman (1992) (JAC)

Em um tubo de ensaio, cerca de 25,0 mg da oleoresina foi solubilizada em 1,5 mL
de uma solu¢ao de NaOH 0,5 M em metanol; em seguida foi aquecida a 100 °C por 5,0
minutos em banho-maria, para solubilizagdo total dos constituintes; apds atingir a
temperatura ambiente, adicionou-se 2,0 mL da solu¢do de BF3 a 12,0% em metanol e em
seguida a mistura aquecida novamente por mais 30,0 minutos a 100 °C (reagdo
exotérmica). Apos o tempo de aquecimento, o tubo de ensaio foi resfriado rapidamente
em agua corrente e posteriormente adicionou-se 1 mL de hexano (agitou-se lentamente
por 30 segundos) e em seguida adicionou-se 5,0 mL da solugdo saturada de NaCl (agitou-
se novamente por 30 segundos); em seguida, a amostra esterificada foi levada ao
refrigerador por 30 minutos para melhor separacdo das fases; a fase hexanica foi coletada
e a amostra esterificada foi particionada com mais 1 mL de hexano por mais duas vezes.
Todas as fases hexanicas foram coletadas em um frasco tnico pesado e os rendimentos
foram calculados apos a evaporacdo natural do solvente; posteriormente os Oleos
esterificados foram armazenados na geladeira até a realizagdo das andlises

cromatograficas por CCD e CG.

4.5.1.3. Método de esterificagdo proposto por Jham, Teles e Campos (1982) (JHA)

Em um tubo de ensaio, cerca de 50 puL da oleoresina foi solubilizada em 1,0 mL
de uma solugdo de hidréxido de potassio (KOH) 0,5 M em metanol; em seguida foi

aquecida a 100 °C por 5 minutos em banho-maria, para solubilizagdo total dos
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constituintes; apos atingir a temperatura ambiente, adicionou-se 400 puL da solugdo de
HCI em metanol aquoso (4:1 v/v) e em seguida a mistura aquecida novamente por mais
15 minutos a 100 °C (reagdo exotérmica). Apds alcangar a temperatura ambiente
novamente, adicionou-se 2,0 mL de dgua destilada, agitou-se lentamente e a amostra
esterificada foi particionada com 3 mL de éter de petrdleo por duas vezes; o sobrenadante
foi coletado em frasco de vidro pesado e os rendimentos foram calculados apods a
evaporag¢ao natural do solvente; posteriormente os 6leos esterificados foram armazenados

na geladeira até a realizagdo das andlises cromatograficas por CCD e CG.

4.5.1.4. M¢étodo de esterificacao proposto por Hartman e Lago (1973) (HLA)

Em um balao de fundo redondo, cerca de 125,0 mg da oleoresina foi solubilizada
em 2,5 mL de uma solugdo de NaOH 0,5 M em metanol; em seguida a mistura foi
aquecida sob refluxo por 5 minutos, para solubilizagdo total da amostra; apos atingir a
temperatura ambiente, adicionou-se 7,5 mL do reagente de esterificacdo, que foi
preparado utilizando 2,0 g de cloreto de amodnio solubilizados em 60,0 mL de metanol e
pela adicao de 3,0 mL de H>SO4; em seguida a mistura foi aquecida novamente por mais
3,0 minutos, sob refluxo. Apds o tempo de aquecimento e a mistura alcancar a
temperatura ambiente, a amostra esterificada foi transferida para um funil de separacgdo e
adicionou-se 25,0 mL de hexano (agitou-se bem) e 50,0 mL de dgua destilada (agitou-se
bem), agitou-se bem, ¢ apdés 10 minutos de descanso houve a separagdo das fases;
descartou-se a fase aquosa e adicionou-se 25,0 mL de 4gua destilada novamente, agitou-
se bem e apos 10 minutos de descanso houve a separacdo das fases; coletou-se a fase
organica em um frasco de vidro pesado e os rendimentos foram calculados apds a
evaporag¢ao natural do solvente; posteriormente os 6leos esterificados foram armazenados

na geladeira até a realizagdo das andlises cromatograficas por CCD e CG.
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4.5.1.5. M¢étodo de esterificacao proposto por Migowska e colaboradores (2010)

Adicionou-se 1,0 mg da oleoresina em um vial de 2 mL e solubilizou-se em 220,0
pL de uma solucdo de metanol em acetona 10,0%. Apos a solubilizagdo da amostra,
adicionou-se 30,0 puL do reagente de esterificacao (TMSD — 2,0 M em hexano); ap6s 20,0
minutos de tempo reacional, adicionou-se 750 uLL de hexano e as amostras foram injetadas

no cromatografo gasoso.

Pagina | 68



Oleoresinas

|

Figura 12. Fluxograma das metodologias utilizadas para a esterificagcdo dos 6leos de C. multijuga e C. reticulata.
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5. Resullados ¢ Discusodo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificacdo do B-cariofileno e 6xido de cariofileno nos odleos de copaiba de

Copaifera multijuga Hayne por cromatografia em fase gasosa (CG - EM)

Os primeiros resultados da tese sdo descritos nesta se¢do, na qual serd apresentada
a caracterizacao quimica dos OCM's por CG-EM e a quantificagdo do B-cariofileno e do
seu oxido. As analises de CG-EM foram realizadas para confirmar a autenticidade das
oleoresinas por meio dos perfis cromatograficos e da composi¢do quimica obtida. A
quantificagdo dos marcadores quimicos foi realizada pelo desenvolvimento de curvas
analiticas e os principais parametros do método, como como a linearidade, limite de
detec¢do (LD), limite de quantificagdo (LQ) e a repetibilidade, foram avaliados e s@o

apresentados nesta se¢ao.

5.1.1. Caracterizagdo quimica dos Oleos de copaiba de Copaifera multijuga por

cromatografia em fase gasosa (CG-EM)

Os dez espécimes de Copaifera multijuga usados para a quantificacdo do B-
cariofileno e do 6xido de cariofileno apresentaram cores diferentes, variando de amarelo
claro, quase incolor, ao amarelo intenso (Fig. 13). De forma similar, também observou-
se uma certa diferenca na viscosidade dos o6leos, alguns apresentaram aspectos mais
espessos e outros mais liquidos; visualmente os mais escuros eram mais consistentes € 0s

mais claros apresentavam-se menos viscosos.

Figura 13. Oleos de C. multijuga utilizados para a quantificagdo do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno.
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Os OCM's foram esterificados com trimetilsilildiazometano (TMSD) utilizando
uma metodologia de derivatizagdo in situ, que consiste na rapida esterificagdo dos dleos
com uma quantidade minima da oleoresina (Se¢ao 4.2.1). Apds a esterificagdo, os OCM's
foram analisados por GC-EM em condi¢des cromatograficas definidas de acordo com as
caracteristicas das oleoresinas, com tempo de analise de 42 minutos. Os cromatogramas
obtidos mostraram perfis cromatograficos e composicdo quimica de dleos de copaiba
auténticos. As duas regides de elui¢do que caracterizam os Oleos de copaiba foram
observadas satisfatoriamente em todos os 6leos analisados (Fig. 14). A primeira regido
corresponde a elui¢do dos sesquiterpenos, detectados nos primeiros 25 minutos de anélise
e a segunda regido corresponde aos diterpenos, eluidos entre 35 e 40 minutos (Fig. 14).
Algumas diferencas qualitativas foram observadas entre os 10 OCM's analisados. Porém,
mesmo com essas pequenas variacdes foi possivel observar um perfil de composi¢ao
quimica especifico para os Oleos dessa espécie, constituido predominantemente por
sesquiterpenos e minoritariamente por diterpenos.

As causas das variagdes qualitativas entre os espécimes de C. multijuga ja foram
investigadas por alguns autores. As caracteristicas do solo parecem exercer algum tipo de
influéncia na composi¢do quimica dos oleos dessa espécie; oleoresinas coletadas de
copaibeiras cultivadas em solos arenosos tendem a apresentar uma composi¢ao quimica
mais complexa (com maior numero de constituintes) que aquelas de solos argilosos;
outros fatores, como o didmetro das arvores e a sazonalidade também j& foram
investigadas, mas, ndo apresentaram nenhum efeito relevante sobre a composi¢ao
quimica dos OCM's (Barbosa et al., 2012). Considerando que nossas oleoresinas foram
coletadas na mesma época do ano e em solos de caracteristicas similares, as variagdes
observadas podem estar relacionadas as caracteristicas genéticas da propria planta,

conforme relatado por Barbosa e colaboradores (2013).
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Figura 14. Cromatogramas dos 6leos de C. multijuga obtidos por CG-EM (sobrepostos).
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Os perfis cromatograficos obtidos estdo em concordancia com a literatura, que
relata uma composicdo quimica predominante de sesquiterpenos com a presenca
maioritaria do B-cariofileno (t. = 14,00) e do acido copalico (t. = 36,59) (Fig. 14) (Veiga-
Junior et al., 1997; Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013). Os sesquiterpenos
representaram a maior parte da composi¢ao quimica dos oleos analisados, com teor
variando de 86,21% a 96,26%; e os diterpenos representaram a composi¢ao minoritaria,
variando de 0,34% a 6,27% (Tabela 1).

O alto teor sesquiterpénico tem sido um dos principais atrativos dos OCM's, pois
essas oleoresinas sdo fontes de sesquiterpenos importantes, principalmente do -
cariofileno; o baixo teor diterpénico nos OCM's facilita a purificacao da sua fragdo volatil
e também do B-cariofileno; contudo, os poucos diterpenos que compdem os dleos dessa
espécie contribuem juntamente com o [-cariofileno para o grande potencial anti-
inflamatério dos OCM's (Veiga-Junior et al., 2007; Gomes et al., 2010; Alves et al., 2017;
Ames-Sibin et al., 2018).

A extensa utilizacdo dessas oleoresinas como anti-inflamatério natural tem
contribuido para o desenvolvimento de novas pesquisas, visando a explorar esse potencial
através de formulacdes farmacéuticas por meio de micro e nanoemulsdes a base dos
OCM's (Lucca et al., 2015; Pinheiro et al., 2017; Neves et al., 2018). Além disso, o baixo
numero de diterpenos nos oleos dessa espécie facilita a obtengao e o isolamento dos seus

principais diterpenos, como o acido copalico e o acetoxi copalico (Fig. 14).
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Tabela 1. Composi¢do quimica dos 10 OCM's analisados por CG-EM.

Constituintes IR Teor (%)
C8 C20 C27 C29 C30 C33 C41 C44 C11 Ci14
a-cubebeno 1348 0,68 0,57 0,38 0,24 1,01 042 041 022 0,55 0,42
a-Ilangeno 1373 - - 0,26 - - - - - - -
a-copaeno 1374 15,59 10,39 9,81 0,24 21,47 7,74 5,13 522 12,89 9,60
B-cubebeno 1387 1,27 0,39 - 0,18 0,59 - 0,39 - 0,12
B-elemeno 1389 0,16 0,25 5,12 045 2,99 0,35 - 0,05 2,84 1,21
Cipereno 1398 0,10 0,18 0,29 - - - - - - 0,40
B-cariofileno 1417 44,14 32,73 33,32 55,73 27,45 46,41 70,67 32,41 34,83 24,87
B-copaeno 1430 - 0,31 - 0,41 - - - - - -
o-trans-bergamoteno 1432 - 2,52 - - - 0,38 - 37,64 11,98 -
v-elemeno 1434 - - 8,26 - 5,43 - - - 1,41 0,75
B-humuleno 1436 - 0,20 - - - - - - - 0,28
(Z)-B-farneseno 1440 - - - - - - - 1,33 - -
o-humuleno 1452 5,81 4,43 447 7,14 3,62 6,67 9,68 449 483 3,67
(E)-p-farneseno 1454 - - - - - - 0,45 - -
Allo-aromadendreno 1458 0,69 0,55 0,34 - 0,95 0,36 - - - 0,44
Amorpha-4,7(11)-dieno 1479 249 3,66 1,63 3,07 1,54 223 1,64 3,02 2,15 0,89
Germacreno D 1480 16,33 14,38 12,55 10,54 11,76 18,38 0,44 - 4,52 3,70
0-Selineno 1492 - - - - - - - - - 0,26
v-Amorfeno 1495 - 0,06 - - - - - - - -
Biciclogermacreno 1500 1,39 0,18 - - - 2,62 0,35 - - -
o-muuroleno 1500 0,47 1,21 0,66 1,11 0,71 0,71 0,26 - 0,95 0,32
B-bisaboleno 1505 - - - - - - - 449 1,37 -
y-cadineno 1513 0,31 1,07 0,62 0,76 0,72 0,59 - - 1,01 0,32
(Z)-y-bisaboleno 1514 - - - - - - - 0,38 - -
d-cadineno 1522 - 6,74 348 283 7,01 333 1,43 247 3,83 2,66
Zonareno 1528 - - 0,37 - 0,64 - - - - -
o-cadineno 1537 - 0,19 - 0,10 - - - - - -
Germacreno B 1559 - - 10,04 - 6,69 - - - 3,82 0,90
Alcool cariofilenil 1570 - 0,65 - - - - - - - 0,58
Espatulenol 1577 - - - - - 0,17 - - - -
Oxido de cariofileno 1582 0,06 0,13 1,06 521 0,08 1,11 0,25 193 4,66 0,20
Ledol 1596 0,17 - - - - - - - - -
Rosifoliol 1600 - - - - - - - - - -
Junenol 1618 - 10,96 - - - - - - - 23,55
1-epi-cubenol 1627 - 0,25 - - - - - - - -
epi-a-muurolol 1640 0,32 2,01 0,89 1,60 1,08 0,78 - - 1,12 0,63
(Torreiol) a-muurolol 1644 0,82 1,11 0,53 1,15 0,43 0,99 047 1,01 0,55 -
a-cadinol 1652 0,22 1,04 1,00 1,86 - 0,78 - - 1,30 -
Selin-11-en-4-a-ol 1658 - - - - 0,95 - - - - 1,43
Eudesm-7(11)-en-4-ol 1700 - - - - 0,33 - - - - 9,01
acido copalico 2,05 085 035 0,19 1,67 1,7 4,13 0,60 1,53 0,96
acido 11-hidroxi-copalico - 0,09 - - - - - - - 0,32
acido agatico 0,37 0,17 0,04 0,01 0,07 033 0,70 0,23 - 0,37
acido 11-acetoxi-copalico 1,72 0,20 0,74 0,04 1,21 191 1,44 040 0,92 0,99
Sesquiterpenos 8943 80,01 91,60 82,8 91,99 90,78 90,01 92,56 86,98 50,81
Hidrocarbonetos
Sesquiterpenos Oxigenados 1,69 16,25 3,48 9,82 2,87 3,83 0,72 294 7,63 3540
Sesquiterpenos Totais 91,12 96,26 95,08 92,62 94,86 94,61 90,73 95,5 94,61 86,21
Diterpenos 4,14 1,31 1,13 0,34 295 394 6,227 1,23 245 2,64
Total Identificados 95,26 97,57 96,21 92,96 97,81 98,55 97,00 96,73 97,06 88,85
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A composi¢do quimica obtida para os OCM's também apresentou um perfil de
composicdo de 6leos de copaiba auténticos. Cerca de 44 constituintes distintos, em
diferentes concentragdes, foram identificados nos 6leos dessa espécie (Tabela 1); além do
B-cariofileno e do acido copdlico, outros terpenos que também caracterizam essas
oleoresinas foram identificados. O a-cubebeno, a-copaeno, o-humuleno, 6xido de
cariofileno e o 4cido acetoxi copalico foram identificados em todos os 6leos analisados;
outros terpenos, como o germacreno D, a-muuroleno e d-cadineno foram identificados na
maior parte dos Oleos. As andlises quimicas realizadas por CG confirmaram a
autenticidade dos OCM's pela obteng¢ao dos perfis cromatograficos auténticos (Fig. 14) e
pela caracterizacdo dos seus constituintes (Tabela 1).

O B-cariofileno foi o constituinte maioritario em 9 dos 10 6leos analisados; o teor
desse sesquiterpeno variou de 24,87% a 70,67% e o 6xido de cariofileno nao ultrapassou
a 6,0% da composicdo dos dleos, com teor de 0,13% a 5,21%. A identificagdo do f-
cariofileno e do 6xido de cariofileno foi realizada pela comparagdo do IR obtido
experimentalmente com o IR teérico (Adams, 2007) e pela comparacao dos EM obtidos
para cada substiancia com os EM da biblioteca do equipamento (Wiley 8. edi¢do); a
identidade dos constituintes também foi confirmada pela co-inje¢do de padrdes
sesquiterpénicos auténticos do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno.

Mesmo com toda complexidade da composi¢do sesquiterpénica dos OCM's, o
método cromatografico desenvolvido mostrou uma boa separagao entre o 3-cariofileno e
os demais terpenos que compdem os OCM's (Fig. 15). Por outro lado, devido ao baixo
teor do 6xido de cariofileno em alguns dos OCM's, verificou-se uma baixa eficiéncia
(picos largos) em alguns dos 6leos analisados (Anexo 1); porém, os EM’s do B-cariofileno
e do oxido de cariofileno mantiveram-se constantes por toda a regido do pico,

demonstrando o grau de pureza na separagdo entre os constituintes dos 6leos.
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Figura 15. Sobreposicdo dos cromatogramas dos OCM's na regido de eluicdo do B-cariofileno (A); Expansdo da regido A (B).
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5.1.2. Linearidade

A linearidade do método desenvolvido para a quantificacao dos 2 sesquiterpenos
nos OCM's foi avaliada pelo desenvolvimento das curvas analiticas de cada padrao,
conforme descrito na secdo 4.2.4. As concentragdes foram determinadas a partir do teor
do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno nas andlises semi-quantitativas dos OCM's
(secdo 5.1.1.); e as relagdes lineares foram baseadas na resposta analitica em fungdo da
concentragdo de cada analito. As curvas analiticas do P-cariofileno e do oxido de
cariofileno demonstraram um comportamento linear com coeficiente de correlagdo (R?)
igual a2 0,9917 e 0,9913 respectivamente (Fig. 16). A faixa linear para o B-cariofileno foi
de 0,130 mg.mL" a 0,619 mg.mL"!, enquanto que para o 6xido de cariofileno a faixa

linear variou de 0,031 mg.mL"' a 0,216 mg.mL"".
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Figura 16. Curvas analiticas do -cariofileno (A) e o 6xido de cariofileno (B).
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5.1.3. Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificagdao (LQ)

Os LD e LQ foram calculados com base no desenvolvimento das curvas analiticas
do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno. Os resultados obtidos experimentalmente para
os LD e LQ foram de 0,0089 mg.mL"! e 0,0165 mg.mL"! para o B-cariofileno e de 0,0137
mg.mL"' e 0,0280 mg.mL! para o 6xido de cariofileno, respectivamente. Xavier-Junior e
colaboradores (2017) desenvolveram e validaram uma metodologia para quantificagao
desses dois sesquiterpenos por cromatografia em fase gasosa; os valores de LD e LQ
obtidos foram de 0,01195 mg.mL™"! e 0,03985 mg.mL"! para o B-cariofileno e de 0,00822
mg.mL"! e 0,02740 mg.mL 'para o 6xido de cariofileno, respectivamente. Os valores de
LD e LQ obtidos em nossos experimentos foram mais baixos, mostrando alta
sensibilidade da CG nas analises desses sesquiterpenos € uma boa adequagdo do método
desenvolvido. Borges e colaboradores (2013) desenvolveram uma metodologia para
quantifica¢do do B-cariofileno por HPLC e os LD e LQ obtidos foram de 0,119 pg.mL!
e 0,398 pg.mL!. Apesar dos LD e LQ serem muito bons, a faixa linear utilizada foi

limitada ao intervalo de 5,0 pg.mL"' a 11,0 pg.mL".

5.1.4. Repetibilidade intra-corrida

ApOs a obtencdo das curvas analiticas avaliou-se a repetibilidade intra-corrida
para o B-cariofileno. A repetibilidade foi obtida baseada nos coeficientes de variagdo
(CV) do B-cariofileno para trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta), realizados
em duplicata com intervalo de 24 horas, no mesmo equipamento. Os resultados foram
expressos pelo coeficiente de variagcdo e exatidao, calculados segundo o DOQ-CGCRE-
008 para determinar a precisao da analise e avaliar o nivel de confiabilidade do método.

O CV obtido esta dentro dos critérios sugeridos pela ANVISA, uma vez que o mesmo foi
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abaixo de 5% com exatiddo (E) de = 15%, sugerindo uma boa repetibilidade para o

experimento (Tabela 2).

Tabela 2. Valores calculados para avaliar a repetibilidade intra-corrida (concentragdes em mg.mL™).

Conc. Teorica Média Conc. exp. Média area (%) D.P C.V

0,13 0,10 80,77 2,45 3,03
0,28 0,30 84,55 3,88 4,58
0,62 0,61 90,41 3,81 4,22

Legenda: D. P. = Desvio padrao; C.V. = Coeficiente de varia¢do; E = Exatidao.

5.1.5. Quantificacdo do B-cariofileno e 6xido de cariofileno nos 6leos de C. multijuga.

O método desenvolvido foi aplicado nos 6leos de copaiba para a quantifica¢ao do
[-cariofileno e do oxido de cariofileno. Os 10 OCM's foram analisados por CG-EM em
triplicata e as concentragdes do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno foram calculadas
pela equacdo da reta de regressdo de cada um dos sesquiterpenos. Os valores médios da
concentragdo do B-cariofileno e do seu 6xido sdo apresentados na tabela 3, juntamente
com seus respectivos DP e CV, obtidos para cada um dos OCM's analisados.

A concentragio do B-cariofileno variou de 0,317 mg.mL™"! a 0,886 mg.mL™! nos
OCM's analisados (Tabela 3). Os CV obtidos foram inferiores a 5,0%, mostrando
pequenas variagdes entre as réplicas e concordancia entre os resultados; sugerindo uma
boa adequacao do método para a quantifica¢ao do B-cariofileno. A concentragao do 6xido
de cariofileno variou de 0,004 mg.mL'1 a 0,272 mg.mL'l. Entretanto, os CV obtidos na
quantificacdo desse sesquiterpeno oxigenado mostraram grandes variacdes entre as
réplicas, sugerindo que melhorias no método devem ser realizadas. As maiores
concentragdes do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno foram observadas nas amostras

C41 e C29, respectivamente. A quantificagdo do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno
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obtida em cada OCM esta em concordancia com as analises semi-quantitativas iniciais
descritas na se¢do 5.1.1. (Tabela 1) e confirmam a grande variagao desses sesquiterpenos
nos OCM's, principalmente do B-cariofileno.

Em alguns casos, a autenticidade dos 6leos de copaiba ¢ monitorada pela presenga
do B-cariofileno (Boaroto et al., 2017; De Assis et al., 2019). No entanto, considerando a
variagdo desse sesquiterpeno nos OCM's, procedimentos dessa natureza tornam-se
inviaveis, pelo fato de alguns 6leos de copaiba apresentarem teores baixissimo do -

cariofileno, como ¢ o caso de alguns espécimes de C. reticulata.

Tabela 3. Quantificagdo do B-cariofileno e 6xido de cariofileno nos 6leos de C. multijuga.

Amostras Concentracio média CV %) Concentracio média CV (%)
B-cariofileno (mg.mL™") O. de cariofileno (mg.mL™")

Co8 0,535+ 0,024 4,557 0,008 +0,0010 12,122
C20 0,401 +£0,017 4,294 0,007 + 0,0007 10,657
C27 0,415+0,010 2,301 0,051 +£0,0019 3,808
C29 0,674 £ 0,024 3,616 0,272 +£0,0187 6,889
C30 0,345 + 0,009 2,626 0,004 + 0,0003 8,319
C33 0,584 +£0,013 2,224 0,057 +0,0082 14,314
C41 0,886 + 0,027 3,015 0,016 +£0,0010 5,976
C44 0,403 £0,010 2,370 0,124 + 0,0046 3,694
C11 0,441 £ 0,005 1,084 0,196 + 0,0285 14,561
C14 0,317 £ 0,001 0,448 0,009 + 0,0005 5,000

Apesar da alta concentragdo do [B-cariofileno na maior parte dos OCM's, a
variacdo na concentracdo desse sesquiterpeno ¢ grande, e dificulta a obtencao de um

padrao para a composi¢ao quimica dessas oleoresinas. Desse modo, ainda ndo existe uma
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analise Unica e exclusiva que responda a autenticidade desses 6leos; contudo, a CG
fornece um conjunto de informagdes, como o perfil cromatografico e a caracterizagdo
quimica dos constituintes do 6leo, que nos permite inferir essa autenticidade. Embora haja
uma grande variacdo na concentragdo do B-cariofileno nos OCM's, essas oleoresinas
ainda sdo uma fonte promissora desse sesquiterpeno.

Quanto ao 6xido de cariofileno, estudos mais detalhados sdo necessarios para
avaliar sua concentragdo nos oOleos dessa espécie, ja que alguns autores sugerem sua
presenga como consequéncia da degradacdo do [-cariofileno. No entanto, nossos
resultados indicam a presenca genuina do 6xido de cariofileno nos OCM's, visto que
foram identificados e quantificados em todos os Oleos analisados em baixas
concentracoes.

A deteccao e quantificacdo de varios constituintes dos 6leos de copaiba t€m sido
descritas na literatura, porém, envolvendo outras espécies do género Copaifera e outras
técnicas, como a HPLC (Sousa et al., 2011; Souza et al., 2012; Borges et al., 2013; Da
Silva et al., 2017; Carneiro et al., 2018). No entanto, as andlises realizadas por HPLC
demandam longos tempos de andlise, devido as caracteristicas dos 6leos de copaiba;
alternativamente essas oleoresinas tém sido destiladas e posteriormente analisadas por
HPLC. Entretanto, quando se trata do controle de qualidade dos 6leos de copaiba ou da
autenticidade dessas oleoresinas, a destilacdo ndo ¢ a melhor escolha; a separacdo dos
constituintes volateis e ndo volateis por meio da destilagdo ocorre de maneira ineficiente,
levando a resultados incompletos; adicionalmente, as altas temperaturas e o longo tempo
de extracdo utilizado na destilacdo do 6leo, pode contribuir para a degradacdo dos
constituintes e formagao de artefatos.

Os OCM's sdo bastante estudados quanto a sua composi¢do qualitativa e semi-

quantitativas de seus constituintes (Veiga-Junior et al., 1997; Biavatti et al., 2006;
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Sant’Anna et al., 2007; Barbosa et al., 2009; Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013;
Da Silva et al., 2017; Carneiro et al., 2018) e principalmente quanto ao seu potencial anti-
inflamatoério (Dias et al., 2012; Lucca et al., 2015; Pinheiro et al., 2017; Neves et al.,
2018). Porém, os resultados obtidos neste experimento correspondem aos primeiros
relatos da quantificacdo do B-cariofileno e do o6xido de cariofileno nos 6leos de C.

multijuga por cromatografia em fase gasosa.

5.2. Caracterizacao de marcadores quimicos nos 6leos de copaiba (Copaifera sp.)

utilizando Fator de Retencio Relativo (Rfr) por CCDAE e CCDAE-EM.

Nesta secdo ¢ apresentado o desenvolvimento do fator de retengao relativo (Rfr),
que consiste numa metodologia simples que pode ser usada na rapida identificagdo dos
principais marcadores quimicos dos OCM's, sem a necessidade do isolamento ou pré-
tratamento da oleoresina. As principais etapas envolvidas no desenvolvimento do Rfr
também sdo apresentadas nesta se¢do e consistem na otimizagdo das condigdes
cromatograficas, na caracterizagdo quimica dos padrdes terpénicos por CCDAE e
CCDAE-EM, no desenvolvimento das curvas analiticas e na aplicacao do Rfr nos 6leos
de copaiba.

A busca pela caracterizagao e controle de qualidade dos oleos de copaiba
empregando técnicas mais simples, rapidas e baratas que aquelas publicadas
recentemente, visou a eliminar o maior impeditivo da cromatografia a gas: analisar a
oleoresina sem precisar de derivatizagao e mesmo na auséncia de padrdes auténticos para
comparacao, em especial os diterpenos. A aquisi¢ao de padrdoes muitas vezes consiste em
um dos maiores obstaculos, primeiramente pela limitacdo de recursos financeiros, € no
caso especifico dos 6leos de copaiba, sdo necessarios varios padroes sesquiterpénicos;

para a caracterizagdo dos diterpenos, a situagdo se torna ainda mais complexa, pois a
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obtencdo de padrdes diterpénicos s6 € possivel através do seu isolamento, que
corresponde a processos demorados e dispendiosos.

De posse de alguns padrdes terpénicos, resultado de investigacdes anteriores,
realizadas com os 6leos de copaiba pelo grupo de pesquisa, desenvolveu-se uma mistura
de padrdes terpénicos em condigdes cromatograficas favoraveis a boa separacdo e
deteccao por CCDAE-UV. O fator de reten¢do (Rf) de cada padrdo terpénico foi
relacionado com o Rf de um “padrdo comercial”, nossa referéncia. Entre dezenas de
moléculas facilmente acessiveis comercialmente, buscou-se “uma” com caracteristicas
quimicas adequadas, que ndo estivesse presente originalmente nos 6leos de copaiba e que
eluisse em regido diferente dos principais marcadores quimicos dos OCM's, evitando
sobreposi¢oes. Devido a algumas co-eluigdes, e consequentemente, similaridades nos

Rf’s, os padroes terpénicos também foram caracterizados por CCDAE-EM.

5.2.1. Caracterizagao quimica dos padrdes terpénicos por CCDAE-UV

Os padrdes terpénicos utilizados na mistura de padroes foram escolhidos baseados
em sua ocorréncia nos OCM's e em sua disponibilidade em nosso laboratorio. Foram
utilizados 08 (oito) padrdes terpénicos sendo dois (02) sesquiterpenos e seis (06) acidos
diterpénicos. Os padrdes sesquiterpénicos foram adquiridos comercialmente e os padroes
diterpénicos foram isolados de 6leos de copaiba (Copaifera sp.) em projetos anteriores

(secao 4.3.1.).

Todos os padrdoes foram analisados individualmente por CCDAE-UV, para a
caracterizacao de seus fatores de retencao (Rf), e posteriormente numa mistura, contendo
todos os padrdes. Inicialmente foi realizado um estudo minucioso para definir as melhores
condicdes de separacdo e eluicdo de cada padrado. Eles foram analisados individualmente

em diferentes concentracdes, volume de aplicagdo, sistemas de elui¢do e revelagdo;
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diversos sistemas de eluentes foram testados, como solventes simples, misturas binarias
e terndrias, bem como varios sistemas de visualizacdo; apds a obtengdo das melhores
condi¢cdes de separagdo, todos os padrdes terpénicos foram reunidos, formando a mistura
de padrdes.

A melhor resolug@o do cromatograma contendo a mistura dos padrdes terpénicos
foi alcangada quando 10 uL dessa mistura foi aplicada na cromatoplaca de CCDAE (Fig.
17); a mistura foi constituida pelos padrdes de 4cidos hidroxi-copalico, acetoxi-copalico,
agatico, hardwickiico e 6xido de cariofileno, na concentracio de 100 ug mL™! e pelos
4cidos copalico e poliltico, na concentragdo de 250 pg mL'. A composigdo da fase
moével que apresentou a melhor separacdo entre os padrdes foi constituida por
hexano:acetato de etila 30%; e a melhor visualizagdo das manchas foi alcancada com a
revelagdo em etanol sulftrico a 10%, seguido de aquecimento por 5 minutos (80 °C) e
visualizac¢do na luz ultravioleta com comprimento de onda 366 nm.

As andlises iniciais dos padrdes incluiram o B-cariofileno e o acido caurenoico.
Entretanto, dificuldades na obtencdo do acido caurenoico e sua coeluicdo com o acido
copdlico nas andlises em CCDAE dificultaram sua utilizagdo. Alguns empecilhos na
detec¢do do B-cariofileno nas condigdes ja estabelecidas e a limitagdo de massa dos acidos
copalico e hardwickiico inviabilizaram a utilizac¢do do B-cariofileno na mistura de
padrdes. Entretanto, a caracterizacdo do Rfr desse sesquiterpeno foi realizada
satisfatoriamente, conforme observado na se¢ao 5.2.3.

Os acidos hardwickiico (Rf = 0,40) e polialtico (Rf = 0,39) apresentaram Rf’s
muito proximos (Fig. 17). No entanto, as similaridades entre eles ndo representaram
nenhum empecilho na caracterizacdo dos OCM's; pois, de acordo com a literatura, existe
baixissima chance do &cido poliltico ser detectado nos dleos dessa espécie; ao contrario

do hardwickiico, que ja foi detectado, mesmo em pequenas concentragdes (Biavatti et al.,
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2006); entdo, no caso especifico desses dois diterpenos, podemos direcionar nossa
aten¢do para o acido hardwickiico. Por outro lado, a presenca do polialtico na mistura de
padrdes poderia auxiliar na detecgdo desse marcador em oleoresinas de outras espécies
do género Copaifera. Contudo, todos os padrdes terpénicos foram caracterizados por
CCDAE-EM (se¢do 5.2.2) e no caso particular desses dois diterpenos, foi possivel
distingui-los, por meio de seus principais fragmentos. A mistura de padrdes desenvolvida
pode ser utilizada como referéncia de comparacdo, para rdpida caracterizacdo desses
marcadores terpénicos em outros OCM's, ja que os principais terpenos dessa espécie estao

bem representados nessa mistura, até entdo nao relatada.

Rf: 0,40 Rf: 0,39

+

Mix (padrdes) O. cariofileno copalico hardwickiico polialtico AcO-copalico Agatico OH-copalico

Figura 17. Perfil cromatografico dos principais biomarcadores terpénicos detectados em 6leos de copaiba
(Copaifera sp.) por CCDAE.

5.2.2. Caracterizacdo quimica dos padrdes terpénicos por CCDAE-EM

Fatores de retengdo e revelagdes empregando reagentes (ou comprimentos de
onda) especificos eram as poucas ferramentas disponiveis para detectar substancias
utilizando a cromatografia em camada delgada, com resultados frageis quando o assunto

¢ a confirmagao da identidade da molécula. A possibilidade de extrair substancias da
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placa cromatografica e injetar diretamente no espectrometro de massas em sistema
automatizado e o aumento da resolugdo propiciado pelas placas de CCDAE mudou essa
concep¢do de técnica muito preliminar de separacdo para uma nova técnica de
identificagdo em misturas complexas.

Os padrdes terpénicos foram caracterizados inicialmente por CCDAE-EM em
diferentes condi¢des de concentragdo (10, 40, 100 e 1000 pg.mL™') e energias de
ionizagdo (5, 70 e 100 eV) com o propodsito de se obter o melhor perfil espectrométrico
para cada padrao terpénico. Os padrdes sesquiterpénicos foram caracterizados no modo
positivo de ionizagdo e os padrdes diterpénicos, no modo negativo. Contudo, os melhores
espectros de massas foram obtidos na concentracio de 40 pg.mL™! para os padrdes
diterpénicos e de 100 ug mL! para os padrdes sesquiterpénicos, todos com energia de
ionizagdo de 5 eV.

Para a caracterizagdo dos ions moleculares observados nos espectros obtidos por
CCDAE-EM, utilizaram-se como referéncia as extensivas tabelas de identificagdo de ions
moleculares observadas em ESI (Tong et al., 1999). Os ions detectados nos espectros
contém informagdes de ions moleculares desprotonados/protonados, fragmentos dos
padrdes terpénicos, ions moleculares adutos e artefatos envolvendo ions da fase movel.
Na tabela 4 ¢ apresentado um resumo dos principais fragmentos de ions observados nos
espectros obtidos de cada padrao terpénico e os espectros de massas sdo apresentados nas
figuras 18 e 19.

A formagdo de adutos foi a principal caracteristica observada nos espectros
obtidos por CCDAE-EM. Com exce¢do do acido hardwickiico, todos os padrdes
terpénicos foram detectados na forma de adutos, com 100% de abundancia relativa. O
acido copalico [M+ Na — 2H]", e seus derivados hidroxilado na posicao 3 (hidroxi-

copalico) [M + Na — H>OJ, acetilado na posi¢do 3 (acetoxi-copalico) [M + Na — H —
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CO2CH3]" e carboxilado na posi¢do 19 (agéatico) [M + Na — 2H]™ foram detectados na
forma de adutos de s6dio (100%). Fragmentos comuns como os ions m/z 99 ([CsH702]")
e m/z 219 ([C14H1902]") foram observados nos espectros de todos os diterpenos desse
grupo, correspondendo a fragmentos especificos dos diterpenos de esqueleto labdanos
(Aguiar et al., 2018). Outras caracteristicas comuns como perdas de moléculas de agua
também foram observadas, assim como a formacao de adutos de cloro [M + CI] ¢ acido
formico (m/z 265) nos acidos copalico [M + FA - CoHs — C4Hs — H]™ e hidroxi-copalico
[M + FA - CoHs — C4H3O — HJ.

O espectro de massas do acido hardwickiico foi caracterizado por fragmentos
especificos da sua estrutura, como os ions m/z 175 (100%) e m/z 271 (38,5%) € em menor
intensidade, pela formagao dos ions m/z 317 e m/z 353, caracteristicos de adutos do
solvente [M + FA —H - COz] e potassio [M + K —2H]". O ion mais abundante no espectro
de massas do acido polidltico corresponde a formagdo de aduto do formiato de sddio,
seguido da descarboxilagdo do anel labdanico [M + NaFA - CO; — HJ. Outra
caracteristica relevante ¢ a presenca do ion fragmento m/z 175 comum entre os acidos
polialtico e hardwickiico, que possivelmente corresponde a descarboxilacdo da molécula,
seguida da perda do anel furano [M — H - CO2 — CsHsO], condizente com suas estruturas.
Adicionalmente, o 4cido polialtico foi o nico dos &cidos diterpénicos detectado na forma

desprotonada, mesmo em baixa intensidade.
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Tabela 4. Resumo dos principais fragmentos de ions dos padroes terpénicos obtidos por CCDAE-EM.

Padrao Terpénico fon Detectado ~ Abundéncia fons e fragmentos
(PM) (m/z) (%) (Sugestoes)
Acido copalico (304) 325 100,00 [M + Na-2H]
339 71,70 [M + CI]
265 57,34 [M + FA - C;Hs — C4Hg— HT
99 20,70 [M-C15H24-H]'
Acido hidréxi-copalico (320) 325 100,00 [M + Na — H,OJ
265 39,35 [M + FA - C;Hs — C4HsO - HJ
355 16,35 M+ CIJ
99 8,34 [M-C15H240-H]'
Acido acetéxi-copalico (362) 325 100,00 [M +Na—-H - CO,CHsJ
249 39,59 [M-CsHsO,-H]
217 21,97 [M-H - H20 — CsH12]
99 14,54 [M-CnHzaOz-H]'
Acido agatico (334) 355 100,00 [M + Na - 2H]
327 76,61 [M+K-2H-CO,]
99 62,25 [M-C;5H2,0,-H]
315 34,84 [M-H - H,O7
Acido polialtico (316) 339 100,00 [M + NaFA - CO, - HJ
297 38,01 [M-H - H,O7
175 26,19 [M —H - CO; - CsHsOJ
315 21,12 [M-HJ
Acido hardwickiico (316) 175 100,00 [M —H - CO; - CsHsOJ
271 38,52 [M—-H-COyJ
317 30,07 [M+FA-H-CO,]
353 24,70 [M+K-2HT
[- cariofileno (204) 167 100,00 [CioHis]" + CH;OH
149 52,04 [CuHi7]"
103 49,03 M+ 2H
135 18,75 [CioHis]"
Oxido cariofileno (220) 167 100,00 [CioHis]" + CH;OH
149 52,04 [CuHi7]"
135 15,14 [CioHis]"
221 12,95 [M +H]*
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Diferentemente dos demais padrdes terpénicos, o B-cariofileno e seu 6xido foram
caracterizados na fonte ESI positiva. Os ions m/z 167, m/z 149 e m/z 135 foram detectados
nos espectros de ambos padrdes sesquiterpénicos, mostrando similaridades estruturais
pelos perfis obtidos por CCDAE-EM. O ion m/z 167 foi detectado na forma de aduto do
solvente ([CioHis]" + CH30H) com 100% de abundéncia relativa em ambos os espectros.
Os ions m/z 103 € m/z 221 correspondem a forma protonada do B-cariofileno [M + 2H]"
e do seu 6xido [M + H]," com abundancia relativa de 49,0% e 12,9%, respectivamente.
Fragmentos comuns ao cariofileno e ao 6xido de cariofileno como os ions m/z 149
([CiiHi7]") € m/z 135 ([CioHis]") foram detectados nos espectros de massas obtidos € ja
relatados na literatura, confirmando a autenticidades desses biomarcadores

sesquiterpénicos (Kim et al., 2009).
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Figura 18. Espectros de massas dos acidos copalico, hidroxi-copalico, acetoxi-copalico e agatico, obtidos por CCDAE-EM.
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Figura 19. Espectros de massas dos acidos polialtico e hardwickiico e dos sesquiterpenos B-cariofileno e 6xido de cariofileno obtidos por CCDAE-EM.
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Adicionalmente, ions como m/z 45, m/z 62, m/z 89, m/z 113 e m/z 159,
provavelmente originados do solvente de transferéncia para o massas ou dos aditivos
utilizados na fase movel ou até mesmo da placa cromatografica foram observados nos
espectros de massas. Esses ions sdo fortemente influenciados pelas caracteristicas dos
solventes utilizados, seja na pré-lavagem da placa, no sistema de elui¢dao dos constituintes
ou na transferéncia da amostra para o EM (Crotti et al., 2006; Holcapek et al., 2010;
Trotzmuller et al., 2011; Morlock et al., 2014). Embora tenha sido observada a formagao
de clusters e artefatos, os espectros de massas de cada padrao terpénico foi caracterizado
satisfatoriamente, confirmando suas autenticidades. Os principais ions foram detectados
na forma de ions quase molecular, adutos e fragmentos especificos de cada molécula e

comparados com a literatura.

5.2.3. Fator de retencdo relativo (Rfr)

Entre diversos padrdes de flavonoides, esterois, acidos graxos e terpenos que
foram analisados com relagao ao seu fator de retengao em condi¢des proximas aquela que
permitiu a observacao dos principais marcadores quimicos dos oOleos de copaiba
(resultados nao apresentados), o 6xido de linalol foi a substancia que se mostrou mais
adequada em termos de polaridade e repetibilidade das analises. Varios padroes
comerciais foram experimentados para o desenvolvimento do fator de retengao relativo
(Rfr). Entre os padroes empregados, alguns foram descartados por sua baixa polaridade e
outros por coeluirem com os padrdes terpénicos presentes na mistura de padrdes. O
benzoato de benzila e o caempferol sao alguns dos padrdes comerciais que foram testados
para o desenvolvimento das curvas analiticas na fase inicial; o benzoato de benzila
apresentou uma Otima banda de separacdo e também pouca interacdo com a fase

estacionaria, no entanto, apresentou Rf muito préoximo ao do 6xido de cariofileno,
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gerando sobreposicao das manchas; além disso, apresentou baixa absor¢do na detecg¢ao
no ultravioleta, inviabilizando sua utilizagdo como padrido de referéncia no
desenvolvimento do Rfr. Por outro lado, a alta polaridade do caempferol contribuiu para
interagdes mais fortes com a fase estaciondria levando ao grande espalhamento da
mancha, mesmo nas condigdes ja otimizadas; além disso, sua alta polaridade também
contribuiu para sua sobreposicdo com o 4cido hidroxi-copélico, na regido inferior da
cromatoplaca. O 6xido de linalol, um &lcool monoterpénico, tem polaridade intermediaria
entre o benzoato de benzila e o caempferol e apesar de apresentar um pouco de interagao
com a fase estacionaria, ndo coeluiu com nenhum padrio da mistura de padrdes
terpénicos; e portanto, foi o padrdo de referéncia selecionado para o desenvolvimento do
Rfr. Estabelecendo o fator de retencao do 6xido de linalol, o fator de retengdo relativo de
cada padrdo terpénico foi obtido dividindo seu valor de Rf pelo Rf do 6xido de linalol
(Fig. 20). Assim, as substancias que eluem mais no sistema cromatografico otimizado,
mais apolares, e que eluiram mais que o 6xido de linalol, possuem fator de retencdo
relativo a ele maiores que 1. Isso ocorreu para o B-cariofileno e seu 6xido. O fator de
retencao relativo do proprio o6xido de linalol deve ser 1,00. J& os acidos carboxilicos
diterpénicos, mais polares que o padrdo e que ficaram mais retidos, eluiram menos, todos

com Rf menor, tiveram Rfr menores que 1.
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Figura 20. Ilustragdo pratica da aplicacdo do fator de retencao relativo (Rft).

O experimento foi conduzido pelo desenvolvimento da curva analitica de cada
padrao terpénico em relagao ao 6xido de linalol. A selecao das concentragdes do 6xido
de linalol para o desenvolvimento das curvas analiticas foi baseado em estudos
preliminares, que incluiram o desenvolvimento de 9 placas feitas no CCDAE em 7
concentracoes distintas. As concentragdes foram selecionadas com base na sua detecgao
na cromatoplaca e de forma a abranger um amplo intervalo de aplicagdo (40 a 1000 pg
mL'). As curvas analiticas foram obtidas pelo desenvolvimento de 10 placas
cromatograficas obtidas no CCDAE, sob as mesmas condigdes cromatograficas e
instrumentais em 6 concentragdes (40, 70, 100, 250, 750,1000 pg.mL™"), gerando um total
de 60 medigdes do Rfr para cada padrao terpénico.

Na figura 21, sdo apresentadas as curvas analiticas da obtencdo do Rfr dos padroes
terpénicos em fun¢do da concentragdo do 6xido de linalol, juntamente com seus limites
de predigdo. As curvas analiticas foram obtidas através de uma regressao linear em fungao
do logaritmo neperiano (Ln) do 6xido de linalol, cuja expressao matematica ¢ descrita por

Y(x) =a+b*Ln(x). Equagao (1)
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Em que, Y(x) representa o Rf; do padrdo terpénico e x a concentragao do 6xido de
linalol. Para cada curva, o coeficiente de explicagdo, R?, obtido foi sempre maior que
99%, indicando que a variagdo na concentracdo do 6xido de linalol é suficiente para
explicar a variacdo no Rfr dos biomarcadores. Em valores absolutos, o coeficiente de
correlacdo, r, foi maior que 0,996, sugerindo uma excelente relagdo log-linear. A
significancia da regressdo mostrou-se forte (valor p < 0,01) para todos os padrdes
terpénicos. A homocedasticidade dos residuos e a auséncia de outliers (Anexos 3-4)
também foram verificados, respectivamente, através do teste de Breush-Pagan e da

analise dos residuos padronizados, evidenciando um bom ajuste da equagao (1).
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Figura 21. Curvas analiticas dos padrdes terpénicos para obtengdo do Rfr.
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Na tabela 5 s@o apresentados o fator de retencdo relativo médio (Rftmedio)), 0
desvio padrdo (s) e a variagdo percentual (CV) na faixa de massa avaliada para cada
padrio terpénico utilizado (40 pg/mL - 750 pg.mL!); assim como o coeficiente de
explicagdo da curva, R%, o coeficiente de correlagdo associado e os pardmetros (a, b)

estimados para a curva analitica de cada padrao terpénico.

Tabela 5. Dados de Rf relativo, variagdo percentual, pardmetros da curva analitica e coeficiente de
explicacdo para os biomarcadores terpénicos.

Padrdo terpénico Rfr+s CV (%) a b r R?

B-cariofileno 1,658 0,015 0,892  1,7229  -0,0123  -0,9983  0,9968
Oxido Cariofileno 1,437+0,016 1,134 1,5087 -0,0133  -0,9965  0,9931
Copalico 0,867+0,019 1,158 09112 -0,0082  -0.9965 0,9930
Polialtico 0,698 £0,008 1,162  0,7337  -0,0066 -0.9962  0,9929
Acetoxi-Copalico 0,532+0,006 1,165 0,5586 -0,0051 -0,9964  0,9928
Agatico 0,323 + 0,004 1,194  0,3400 -0,0032  -0,9969  0,9942

Hidroxi-Copalico 0,181 + 0,002 1,165 0,1907  -0,0017  -0.9967  0,9934

Como resultado das curvas analiticas, sdo apresentados na tabela 6 os limites de
predicdo do Rfr obtido para cada padrao terpénico, de acordo com a concentragdo do
oxido de linalol. A concentragao do 6xido de linalol foi restrita a uma faixa de massa de
50 a 750 pg.mL"!, que normalmente atende as necessidades laboratoriais. A ampla faixa
de massa utilizada possibilita a identificacao desses marcadores quimicos nos OCM's em
diferentes disponibilidade do padrdo auténtico de oxido de linalol; sendo possivel a
obtencdo do Rfr mesmo quando ha baixa disponibilidade do padrdo de referéncia (50
nug.mL!). O Rfr surge também como alternativa para amenizar influencias ambientais,
como a umidade relativa do ar, que afeta diretamente o Rf dos constituintes; portanto,
mesmo que haja variagdes no Rf da substancia, o Rfr obtido serd proporcional a essas

variagoes também.
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Tabela 6. Dados de limites de predi¢do do Rfr para identificagdo de biomarcadores terpénicos em 6leos de copaiba (Copaifera sp.) de acordo com a concentragdo do 6xido de

linalol.

Concentracao
png.mL-!

B3-cariofileno

Oxido
Cariofileno

Acido
copalico

Acido
hardwickiico

Acido

acetoxi-copalico

Acido
agatico

Acido
hidroxi-copalico

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750

[1,671 - 1,678]
[1,663 - 1,669]
[1,658 - 1,664]
[1,655 - 1,661]
[1.652 - 1.658]
[1,650 - 1,656]
[1,648 - 1,654]
[1,646 - 1,652]
[1,645 - 1,651]
[1,643 - 1,650]
[1,642 - 1,649]
[1,641 - 1,648]
[1,640 - 1,647]
[1,639 - 1,646]
[1,638 - 1,645]

[1,451 - 1,462]
[1,442 - 1,452]
[1,437 - 1,447]
[1,433 - 1,443]
[1,430 - 1,440]
[1,428 - 1,438]
[1,426 - 1,436]
[1,424 - 1,434]
[1,422 - 1,432]
[1,421 - 1,431]
[1,420 - 1,430]
[1,418 - 1,429]
[1,417 - 1,428]
[1,416 - 1,427]
[1,415 - 1,426]

[0,876 - 0,882]
[0,870 - 0,877]
[0,867 - 0,873]
[0,865 - 0,871]
[0,863 - 0,869]
[0,861 - 0,868]
[0,860 - 0,866]
[0,859 - 0,865]
[0,858 - 0,864]
[0,857 - 0,863]
[0,856 - 0,863]
[0,856 - 0,862]
[0,855 - 0,861]
[0,854 - 0,861]
[0,854 - 0,860]

[0,705 - 0,711]
[0,701 - 0,706]
[0,698 - 0,703]
[0,696 - 0,701]
[0,695 - 0,700]
[0,693 - 0,699]
[0,692 - 0,698]
[0,691 - 0,697]
[0,691 - 0,696]
[0,690 - 0,695]
[0,689 - 0,695]
[0,689 - 0,694]
[0,688 - 0,694]
[0,688 - 0,693]
[0,687 - 0,693]

[0,537 - 0,541]
[0,533 - 0,537]
[0,531 - 0,535]
[0,530 - 0,534]
[0,529 - 0,533]
[0,528 - 0,532]
[0,527 - 0,531]
[0,526 - 0,530]
[0,526 - 0,530]
[0,525 - 0,529]
[0,525 - 0,529]
[0,524 - 0,528]
[0,524 - 0,528]
[0,523 - 0,528]
[0,523 - 0,527]

[0,326 - 0,329]
[0,324 - 0,327]
[0,323 - 0,325]
[0,322 - 0,324]
[0,321 - 0,324]
[0,321 - 0,23]

[0,320 - 0,323]
[0,320 - 0,322]
[0,320 - 0,322]
[0,319 - 0,322]
[0,319 - 0,321]
[0,319 - 0,321]
[0,318 - 0,321]
[0,318 - 0,320]
[0,318 - 0,320]

[0,183 - 0,185]
[0,182 - 0,183]
[0,181 - 0,183]
[0,181 - 0,182]
[0,181 - 0,182]
[0,180 - 0,181]
[0,180 - 0,181]
[0,180 - 0,181]
[0,179 - 0,181]
[0,179 - 0,181]
[0,179 - 0,180]
[0,179 - 0,180]
[0,179 - 0,180]
[0,179 - 0,180]
[0,179 - 0,180]
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5.2.4. Aplicagdo do Fator de retencdo relativo (Rfr) nos 6leos de C. multijuga

A metodologia desenvolvida para a rapida identificacdo dos principais marcadores
quimicos, por meio do fator de retencao relativo (Rfr) foi aplicada a trés espécimes de
6leos de Copaifera multijuga (Fig. 22). Os 6leos de copaiba (1,0 mg.mL™) e o 6xido de
linalol (100 pg.mL') foram aplicados (10 pL) nas placas de CCDAE sob as mesmas
condi¢des cromatograficas para a caracterizacdo de seus Rf’s. O B-cariofileno [Rfr =
(0,78/0,47 = 1,659)], o 6xido de cariofileno [Rfr = (0,68/0,47 = 1,447)], o acido copalico
[Rfr = (0,41/0,47 = 0,872)] e o acetoxi-copalico [Rfr = (0,25/0,47 = 0,532)] foram
identificados satisfatoriamente através do Rfr (Fig. 22). Os resultados obtidos para os
valores do Rfr de cada marcador nas oleoresinas foram comparados com os limites de

predicio a 95% de confianga, disponiveis na tabela 6, a 100 pg.mL"! do 6xido de linalol.

..Rt 078 RfE078 Rf078

‘Rt 0.68 TR 0,68 TRF 068
& 2 ¥

=

Rf. 0,47
Rf: 0.41 Rf:041 RfEO41 <+
¥ & ¥

Rf-025 RiE025 Rf:025

- + ¥

Cop.1 Cop.2 Cop.3 Q. linalol

Figura 22. Identificagdo dos principais marcadores terpénicos dos 6leos de C. multijuga pelo Rfr.
Legenda: B-cariofileno (Rf = 0,78); 6xido de cariofileno (Rf = 0,68); 4cido copalico (Rf = 0,41); acetoxi-

copalico (Rf = 0,25); dleos de C. multijuga (Cop 1; Cop 2 e Cop.3); o oxido de linalol foi usado na
concentra¢do de 100 pg.mL.

A principal caracteristica dos 6leos de C. multijuga ¢ a presenga maioritaria do f3-
cariofileno (Rf = 0,78) e do acido copalico (Rf = 0,41); além do B-cariofileno, seu 6xido

(Rf = 0,68) também ¢ comumente relatado em concentragdes variaveis (Barbosa et al.,

Pagina | 99



2012; Barbosa et al., 2013). O 4cido copalico € o principal diterpeno detectado nos o6leos
de C. multijuga. Entretanto, seus derivados, os acidos acetdxi-copalico (Rf = 0,25) e
hidroxi-copalico, sdo também frequentemente relatados nos 6leos dessa espécie (De Lima
et al., 2020). O Rfr permitiu a caracterizagdo e identificacdo desses marcadores quimicos
com éxito, mostrando a relevante aplicagdo do Rfr nos OCM's por CCDAE. A
metodologia desenvolvida mostrou-se uma excelente alternativa para a caracterizagao dos
principais marcadores quimicos dos OCM's, principalmente dos acidos diterpénicos, que
sdo obtidos por isolamento em bancada e usualmente ndo estdo disponiveis
comercialmente. Além disso, a utilizagdo do Rfr dispensa a derivatizagdo das oleoresinas,
que ¢ uma etapa obrigatdria nas analises por cromatografia em fase gasosa, possibilitando
a rapida caracterizacdo desses marcadores. Nao obstante, o Rfr pode ser aplicado a outras
oleoresinas do género Copaifera para caracterizacdo de alguns de seus principais

marcadores terpénicos.

5.3. CCDAE Fingerprinting: deteccio de adulterantes em oOleos de copaiba
(Copaifera multijuga Hayne) e confirmacio por CCDAE-EM e Anailises

quimiométricas.

A ampla utilizagdo dos 6leos de copaiba na medicina popular e o grande potencial
desses 6leos nas industrias farmacéutica e de cosméticos t€ém estimulado a pratica da
adulteracdo, visando a maior rentabilidade dos 6leos de copaiba. As adulteragdes mais
comuns sdo aquelas realizadas com 6leos vegetais comestiveis, como os 6leos de soja;
esses Oleos apresentam cor e viscosidade parecidos com os 6leos de copaiba e por isso,
sdo facilmente despercebidos visivelmente. Normalmente, a deteccdo das adulteracdes
nos Oleos de copaiba sdo realizadas por cromatografia em fase gasosa, mas, seu alto custo

de aquisi¢ao e manutencao tém restringido sua utilizagdo em muitos laboratdrios.
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Nesta secdo, sera apresentado a utilizagdo da CCDAE como técnica alternativa
para a detec¢do de adulterantes nos OCM's. Para tanto, foram realizadas algumas
simulagdes de processos de adulteragdes com 6leos vegetais (soja e milho) e dleo diesel;
essas simulagdes foram realizadas em microescala e em baixos percentuais dos 6leos
adulterantes, para avaliar a sensibilidade da CCDAE quanto aos 6leos adulterantes. As
adulteracdes dos OCM's foram detectadas por CCDAE-UV, confirmadas por CCDAE-

EM e analises quimiométricas.

5.3.1. Caracterizacao dos OCM's auténticos e adulterados por CCD.

Os 10 (dez) oleos auténticos de C. multijuga foram analisados inicialmente por
CCD nas mesmas condigdes cromatograficas desenvolvidas para os padrdes terpénicos
na se¢do 5.2.1; o volume de aplicagdo e a concentracdo dos OCM's foram otimizados
nesta etapa e o melhor perfil cromatografico foi obtido quando 10 pL da oleoresina,
solubilizada em 1 mL de diclorometano, foram aplicados na cromatoplaca na
concentragdo de 1,0 mg.mL!. Os constituintes quimicos foram detectados visualmente
por absor¢ao no ultravioleta (254 nm e 366 nm) e pela utilizagdo de reveladores quimicos
(vanilina sulfurica e etanol sulfurico). As condigdes cromatograficas desenvolvidas para
a separacao dos padrdes terpénicos na se¢ao 5.2.1 foram aplicadas satisfatoriamente nos
10 OCM's e apresentaram boa separagao dos seus constituintes.

Os cromatogramas obtidos por CCD mostraram as duas regides que caracterizam
os Oleos de copaiba (Fig. 23). Os sesquiterpenos foram eluidos na regido superior da
placa, enquanto que os diterpenos, constituintes mais polares dos 6leos de copaiba,
eluiram na regido inferior da cromatoplaca, com valores de Rf inferiores a 0,5. Os perfis
cromatograficos obtidos por CCD estdo de acordo com os perfis obtidos por CG-EM

apresentados na se¢do 5.1.1 (Fig. 14); Algumas diferengas qualitativas foram observadas
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entre os espécimes e também nas intensidades das manchas, sugerindo a ocorréncia de
possiveis variagdes quantitativas dos constituintes. No entanto, apesar dessas
observagdes, os principais marcadores quimicos dos OCM's, representados pelos Rf’s
0,82, 0,69, 0,50 e 0,24 foram observados em todos os Oleos analisados; essas
caracteristicas comuns aos 10 espécimes mostram que existe um padrdo de composi¢cdo

quimica nos OCM's, mesmo que seja numa analise exploratéria como na CCD.

Figura 23. Cromatograma dos 10 6leos de C. multijuga obtidos por CCD. Revelagdo a 366 nm
(esquerda) e a luz visivel (direita).

Os oleos adulterantes também foram analisados por CCD nas mesmas condigdes
cromatograficas aplicadas aos 6leos de copaiba (Fig. 24). Por se tratarem de Oleos
vegetais, os Oleos de soja e milho apresentaram o mesmo perfil cromatografico, ao
contrario do 6leo diesel, que apresentou um perfil distinto. Os perfis obtidos para os 6leos
de soja e milho foram tipicos de o6leos graxos, com deteccdo de quatro manchas; a
principal delas foi detectada na regido apolar do cromatograma (Rf [Soja] = 0,79 e Rf
[Milho] = 0,80). De acordo com a composi¢ao quimica relatada para esses 6leos vegetais,
essas manchas podem estar relacionadas a triacilglicerideos, que sdo os constituintes
predominantes nesses 6leos. As outras trés manchas foram detectadas na regido mais
polar do cromatograma (Rf’s = 0,45; 0,53; 0,59) e possivelmente estdo relacionadas aos

acidos graxos, constituintes minoritario dos 6leos vegetais (Tonin et al. 2018).
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A analise do 6leo diesel mostrou trés manchas principais (Fig. 24), duas delas na
regido apolar do cromatograma (Rf’s = 0,74 e 0,81) e a outra na regido mais polar (Rf =
0,53), também presente nos oleos vegetais. O perfil cromatografico obtido para o 6leo
diesel parece estar de acordo com a literatura que relata uma composi¢do de
hidrocarbonetos lineares, ésteres etilicos graxos e alguns compostos mais oxidados (Faria
et al. 2007; Rocha et al. 2008).

Apoés a caracterizacdo dos Rf’s dos principais constituintes dos dleos de C.
multijuga e dos 6leos adulterantes, deu-se inicio as simulagdes das adulteragcdes dos

OCM's, conforme descrito na se¢do seguinte.

Rf: 0,78 Rf: 0,79 Rf: 0,81
$ o
\}.

Rf: 0,59 Rf: 0,58
£

RF- 0,79 RF: 0.80 ge ¢ 70

‘ * AJr;Qf: 0,73

+

Rf: 0,59
+Rf 0.53 Rf: 0,53

Rf: 0,45 RF 045
+ +

Figura 24. Perfil cromatografico dos 6leos adulterantes obtidos por CCD.

Legenda: S = 6leo de soja; M = 6leo de milho; D = 6leo diesel; (A) = detecgdo em etanol sulfurico; (B) =
detec¢do em vanilina sulfurica.

5.3.2. Caracterizacao quimica dos OCM's auténticos e adulterados por CCDAE.

As adulteracdes dos OCM's com os 6leos de soja e milho foram realizadas nas
mesmas propor¢des, e variaram de 2,3% a 33,0% dos 6leos adulterantes (v/v); e as
adulteracdes com o Oleo diesel foram feitas a partir de 4,5%. Os percentuais das

adulteragdes foram selecionados experimentalmente, baseados na sensibilidade de cada
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adulterante na mistura com os Oleos de copaiba, por meio da CCD. Os estudos
experimentais para selecao dos percentuais das adulteracdes foram realizados em OCM's
com caracteristicas quimicas distintas, de forma a incluir tanto aqueles 6leos que contém
muitos sesquiterpenos, quanto aqueles que apresentam pouco sesquiterpenos. Apds a
defini¢do dos percentuais das adulteracdes, os 10 OCM's foram adulterados com os dleos
de soja, milho e diesel, nas condigdes pré-estabelecidas, e analisados por CCDAE para
deteccao das adulteragdes.

Os constituintes quimicos dos OCM's adulterados foram detectados por meio de
reveladores fisicos (U. V. 254 nm e U. V. 366 nm) e quimicos (vanilina e EtOH sulfurico)
e comparados com 6leos auténticos de C. multijuga e também com os 6leos adulterantes.
Os cromatogramas dos OCM's adulterados obtidos por CCDAE sao apresentados em
anexo (Anexos 5-13) com todos os niveis de adulteragdes. A percep¢do das adulteracdes
variou bastante entre os 60leos adulterados. Além da sensibilidade dos 6leos adulterantes
no CCDAE, a variagdo na composi¢do quimica dos OCM's influenciou diretamente na
detec¢do visual das adulteragdes; em alguns 6leos as adulteragdes foram facilmente
observadas, principalmente naqueles, cujo teor dos sesquiterpenos foram baixos; isto
porque ¢ na regido de eluicdo dos sesquiterpenos que as principais manchas que
caracterizam as adulteragdes sao observadas. Por outro lado, a detecgdo das adulteragoes
nos OCM's com alto teor sesquiterpénico foi um tanto dificultada, devido a forte presenca
de alguns sesquiterpenos; que por sua vez se sobrepdem fortemente sobre a mancha do
adulterante. No entanto, a utilizagdo dos dois reveladores quimicos (vanilina e etanol
sulfurico) deram suporte a essas detec¢des, auxiliando na confirmagdo das adulteragdes
duvidosas.

A influéncia da composicdo quimica na detec¢do das adulteragdes com o6leos

vegetais pode ser observada no quadro 2, onde ¢ apresentado o resumo dos limites de
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detec¢do visual (LDv) de cada adulterante nos 6leos de copaiba. Os LD foram obtidos a

partir de observagdes visuais que descaracterizaram o perfil auténtico dos OCM's; pois

dessa forma ¢ possivel inferir as adulteragcdes sem a presenca de um o6leo de referéncia. O

LDv das adulteracdes realizadas com 6leo de soja variou bastante, desde o menor valor

possivel (2,3%) ao maximo avaliado (33,0%). Mesmo com todas as varia¢des observadas

na deteccdo das adulteragdes com o 6leo de soja, 6 dos 10 6leos analisados tiveram suas

adulteracdes detectadas abaixo de 9,0% e 4 deles com deteccao de 23,0%, em pelo menos

um dos reveladores utilizados.

Percentual de adulteracao nos dleos
Oleoresinas | Detec¢do de C. multijuga (%)
Soja Milho Diesel
Cc27 Rev. 1 23,0 23,0 33,0
Rev. 2 23,0 23,0 -
C20 Rev. 1 33,0 23,0 33,0
Rev. 2 4,5 4,5 -
C8 Rev. 1 9,0 23,0 23,0
Rev. 2 23 23 -
C29 Rev. 1 23 - 23,0
Rev. 2 23 23,0 -
C33 Rev. 1 4,5 - 23,0
Rev. 2 4,5 9,0 33,0
C41 Rev. 1 23,0 23,0 -
Rev. 2 23,0 33,0 -
C14 Rev. 1 23,0 33,0 23,0
Rev. 2 9,0 9,0 -
C11 Rev. 1 9,0 33,0 -
Rev. 2 33,0 - -
C44 Rev. 1 23,0 23,0 -
Rev. 2 23,0 33,0 33,0

Quadro. 2. Limite de detec¢do visual (LD) dos adulterantes nos 6leos de C. multijuga.
Legenda: Rev. 1 = vanilina sulfurica; Rev. 2 = Etanol sulfurico.
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As adulteragdes com o6leo diesel foram caracterizadas pela presenca de duas
manchas; a principal delas, mais facil de se observar e também mais intensa, elui numa
regido extremamente favoravel a sua detec¢do, pois ndo se sobrepde a nenhuma mancha
dos OCM's. No entanto, apesar dessas caracteristicas dos trés adulterantes estudados, o
6leo diesel mostrou menor sensibilidade ao CCDAE e por isso apresentou maior LDv; as
adulteracdes dos OCM's realizadas com 6leo diesel foram detectadas apenas com 23,0 e
33,0% do 6leo adulterante; e em alguns casos (2 OCM's), a complexa composi¢do
quimica dos OCM's inviabilizaram a detec¢@o das adulteragcdes com oleo diesel.

No entanto, considerando que as adulteragdes mais comuns sdo aquelas realizadas
com o6leos comestiveis de soja, e que mesmo com as variagdes na composi¢ao quimica
dos OCM's, a maior parte das adulteragdes com soja foi detectada abaixo de 9,0%, a
CCDAE mostrou-se uma técnica apropriada para rapida detec¢do de adulterantes nos
6leos dessa espécie. Contudo, as dilui¢des dos 6leos de copaiba com Oleos de vegetais
comestiveis ndo ocorrem apenas com 10, 20 ou 30% do adulterante, e sim com
quantidades bem superiores as estudadas nesta tese. Portanto, nossos resultados
proporcionaram a rapida deteccdo visual das principais adulteragdes que ocorrem nos
OCM's, de forma simples e barata, quando comparadas a técnicas mais onerosas, como a
CG.

Além disso, as analises foram realizadas com pequenas quantidades da amostra
(1,0 mg), ao contrario de outras técnicas, como o indice de acidez e de éster (Vasconcelos
e Godinho, 2002), indice de refracdo (Barbosa et al. 2009) e até mesmo a espectroscopia
de infravermelho (Moreira e Braga, 2017; Moreira e Braga, 2021) que sdo empregadas
para avaliar a pureza dos Oleos de copaiba. Outra vantagem consiste no fato dessas
analises serem realizadas sem nenhum tipo de pré-tratamento da amostra, como as

esterificacdes dos OCM's, que sdo necessarias para analises em CG. Embora, a complexa
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composicdo quimica de alguns OCM's tenha dificultado a deteccdo de algumas
adulteracdes com o6leo diesel, as adulteragcdes com 6leo de soja foram todas detectadas
satisfatoriamente. A CCDAE mostrou ser uma técnica Util na répida detec¢do das
adulteragdes, principalmente com 6leo de soja; mesmo nos OCM's de composi¢do mais
complexa, a deteccdo dessas adulteracdes foram 3 vezes mais sensiveis que na CCD; e
nos 6leos de composi¢do mais simples as deteccdes foram 10 vezes mais sensiveis

(Barbosa et al. 2009).

5.3.3. Caracterizagdo das adulteracdes por cromatografia em camada fina de alta

eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CCDAE-EM).

As analises em CCDAE-EM foram realizadas em dois OCM's com perfis
cromatograficos distintos e escolha dos 6leos foi baseada nos perfis obtidos por CCDAE.
O primeiro deles apresentou um perfil com poucas manchas (copaiba 8 - C8), tanto na
regido sesquiterpénica (regido superior da placa) quanto na regido diterpénica (regido
inferior da placa). O segundo 6leo (copaiba 20 - C20) apresentou um grande numero de
manchas distribuidas por toda a regido da placa cromatografica, com tons fortes e intensos
na regido de elui¢do dos sesquiterpenos (Fig. 25).

Os 6leos selecionados foram analisados por CCDAE-EM em apenas trés dos cinco
percentuais de adulteracdo avaliados; esses percentuais corresponderam ao nivel mais
baixo de adulteracdo (A) e aos niveis médio (B) e alto (C) (Fig. 25). Nas adulteragdes
com Oleos de soja, os niveis selecionados para as andlises em CCDAE-EM foram de 2,3%
(A), 9,0% (B) e 33,0% (C); e nas adulteracdes com 6leo diesel foram de 4,5% (A), 23,0%
(B) e 33,0% (C). Os percentuais selecionados para cada adulterante foram diferentes
porque foram baseados na sensibilidade de cada adulterante na CCDAE.

Os cromatogramas dos OCM's que foram analisados por CCDAE-EM sao

apresentados na figura 25. Em cada cromatograma ¢ apresentado o 6leo de copaiba
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auténtico, na la. aplicagdo, seguido de suas adulteragcdes com os 6leos de soja, milho,
diesel, ¢ uma mistura dos Oleos adulterantes. Embora as adulteragdes com os trés
adulterantes sejam apresentadas nesses cromatogramas, apenas as adulteragcdes com 6leos
de soja e diesel foram analisadas por CCDAE-EM.

Apobs a aplicagdo dos OCM's na placa de CCDAE e apds a eluicdo dos
constituintes, as manchas que caracterizaram as adulteracdes foram extraidas diretamente
da placa cromatografica e transferidas para o espectrometro de massa para aquisi¢do dos
espectros, conforme ilustrado na figura 7. Os espectros de massas foram obtidos em varias
energias de ionizagdo (30, 50, 70 e 100 eV), na fonte ESI e também no modo de ionizagdo
positivo e negativo, afim de obter a melhor caracterizagdo dos adulterantes nos OCM's.
As melhores condi¢des de ionizacdo foram alcangadas, no modo positivo com energia de
100 eV, na concentragio de 1,0 mg.mL"!. As manchas que caracterizaram as adulteracdes
foram analisadas individualmente por CCDAE-EM e seus espectros de massas foram

comparados com os espectros das manchas correspondentes nos OCM's auténticos

(Anexos 14-17).

C8 SoA SoB SoC MA Mi-B M-C DiA DB DiC  MixA MixB MixC Brance

C20 SoA SoB SoC Mi-A MiB M-C DA DB Di-C Mi-A MixB MxC  Branco C20 SoA SoB SoC M-A MiB MiC DA DiB DiC MixA M8 MixC  Branco

Figura 25. Cromatogramas dos OCM's selecionados para analise em CCDAE-EM. Revelagdo a 366 nm
(esquerda) e a luz visivel (direita).

Para cada 6leo de copaiba foram obtidos 27 espectros de massas. As adulteragdes
realizadas com o6leo de soja foram caracterizadas pela presenca de 4 manchas, que

geraram 4 espectros de massas, que foram avaliados em 3 niveis de adulteragao (A, B e

Pagina | 108



C); portanto, as adulteragcdes com 6leo de soja geraram 12 espectros. As adulteragdes com
Oleo diesel foram caracterizadas pela presenca de 3 manchas, que também foram
avaliadas em 3 niveis de adulteragdo (A, B e C) e geraram um total de 9 espectros de
massas. Todas as manchas que caracterizaram as adulteragcdes foram comparadas
respectivamente com o d0leo auténtico de C. multijuga, portanto, cada 6leo auténtico gerou
6 espectros de massas. Entdo, para os 2 OCM's avaliados foram obtidos 24 espectros de
massas das adulteracdes com 6leo de soja, 18 espectros das adulteracdes com 6leo diesel
e 12 espectros dos 2 OCM's auténticos, gerando um total de 54 espectros de massas, todos
obtidos na faixa de massa de m/z 40 - 1000.

Os espectros de massas obtidos geraram uma matriz X com 54 linhas e 960
colunas, a qual foi inicialmente analisada por Analise de Componentes Principais (PCA)
e Analise Hierarquica de Cluster (HCA) (Hair-Junior et al., 2005). Cada linha da matriz
representa um espectro de massas de um dos Rf’s avaliados (OCM's auténticos e
adulterados) e as colunas representam a abundancia dos ions observados nos espectros de
cada Rf. Essa matriz foi decomposta em trés partes, X = CP’ + E. Onde C ¢ chamada
matriz dos escores da componente, P ¢ a matriz de pesos (ou coeficientes) e E ¢ a matriz
de erros (ruidos). As matrizes “C” e “P” sdo estimadas (por Regressdo) de forma a
minimizar os erros “E” (minimizar a influéncia do ruido) e, por isso, o método ¢ chamado
algumas vezes de PCR (Regressdao por Componentes Principais). Nessa representagao
matricial, os escores fornecem a composi¢cdo das PC’s em relacdo as amostras (espectro
de massas dos Rf’s), enquanto os pesos (coeficientes) fornecem essa mesma composi¢ao
em relagdo aos ions observados nos espectros; € o estudo conjunto de escores e pesos
permite avaliar a influéncia de cada ion em cada espectro de massas dos Rfs.

Na figura 26, ¢ apresentado o mapa de scores dos espectros de massas de cada Rf,

obtido pela analise das duas primeiras componentes principias (Dim 1 e Dim 2); essas
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componentes explicam 25,11% de toda variagdo gerada pela abundancia de ions nos
espectros. Para formagao dos clusters foi utilizado como varidvel de similaridade o peso
do ion na PC e sua presenca no espectro. O mapa de escores fornece evidéncias da
formacao de 4 clusters, que foram confirmados pela anélise hierarquica de cluster (HCA)
(Fig. 27). O cluster 1 foi constituido por todas as copaibas C8 adulteradas com dleos de
soja e com Oleo diesel; o cluster 2 foi formado por todos os scores das duas copaibas
auténticas (C8 e C20) e os clusters 3 e 4 foram constituidos pelos 6leos da copaiba C20
adulterados com 6leo diesel e com soja, respectivamente.

Pelo mapa de scores ¢ possivel observar que ha diferengas entre os OCM's
auténticos e adulterados; também percebemos que existe uma certa influéncia da
composicdo quimica dos OCM's na deteccdo das adulteracdes. As adulteracdes da
copaiba C20 foram agrupadas em 2 clusters: o primeiro deles foi caracterizado
predominantemente pelas adulteragdes com o6leo diesel (Cluster 3) e o segundo, pelas
adulteracdes com 6leo de soja (Cluster 4). Um dos escores das adulteracdes com soja
(C20S0ARI, no cluster 4) mostrou alguma similaridade com as copaibas auténticas
(cluster 2); essas observacdes estdo em consondncia com os perfis cromatograficos
apresentados na figura 25, em que a deteccdo da adulteragdo com 6leo de soja (So), no
nivel mais baixo (A) do Rfl foi imperceptivel visivelmente, mostrando similaridade com
0 Oleo auténtico. Similarmente, um score das adultera¢des com o 6leo soja (C20SoCR4)
foi classificado no cluster das adulteragoes com 6leo diesel (cluster 3), mostrando fortes
similaridades entre os dois clusters, provavelmente devido aos ions de acidos graxos
presentes nesses dois adulterantes. Por outro lado, as adulteracdes da copaiba C8 foram
classificadas todas no mesmo cluster, mostrando predominancia dos ions dos OCM's, ao
contrario do observado na copaiba C20. Os diferentes comportamentos dos 2 OCM's

analisados evidenciam a influéncia da composi¢do quimica dos 6leos dessa espécie na
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detecgdo das adulteracdes e essas observagdes corroboram com o mapa de scores em que
a PCl1 foi representada pela copaiba C20 adulterada com 6leo de soja e a PC2 pela copaiba

C20 adulterada com oleo diesel.
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Figura 26. Mapa dos scores das duas primeiras componentes principais dos espectros de massas obtidos por CCDAE-EM dos OCM's auténticos e adulterados.
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Figura 27. Dendograma obtido pela Analise Hierarquica de Cluster (HCA) dos espectros de massas obtidos por CCDAE-EM dos OCM's auténticos e adulterados.

Pagina | 113



Na figura 28 ¢ apresentada a densidade de probabilidade dos pesos
positivos em relacdo aos ions observados nos espectros de massas, de acordo com
os clusters formados na HCA. Em A ¢ apresentada a densidade de probabilidade
dos pesos dos ions das copaibas auténticas (C20 e C8); em B, da copaiba C20
adulterada com dleo diesel (C20d), em C, da copaiba C20 adulterada com dleo de
soja (C20s) e em D, ¢ apresentada a densidade dos pesos da copaiba C8 adulterada
com o6leo de soja e também com o6leo diesel (C8sd). Cada um desses grupos
apresentou uma caracteristica especifica quanto a densidade do peso de seus ions,
que permitiram diferencid-los uns dos outros. Resumidamente, as copaibas
auténticas (C8 e C20) apresentaram maior densidade na regido de massa de m/z
200-300; o grupo da C20s apresentou maior densidade a partir de m/z 700; as C20d
mostraram maior densidade do peso de seus ions na regido de m/z 500-700; por
fim, as C8sd apresentaram maior densidade na regido de m/z 100-500, com
destaque no intervalo de m/z 300-400.

A densidade dos pesos dos ions das copaibas puras (C8 e C20), apresentou
um perfil esperado para um OCM auténtico. A maior densidade dos ions ¢
esperada na regido inicial do espectro (m/z 200-300), devido a presenga dos
sesquiterpenos e dos diterpenos; os sesquiterpenos mais comuns nos OCM's
apresentam uma faixa de massa de m/z 204, m/z 220 e m/z 222, a exemplo o [3-
cariofileno, 6xido de cariofileno e a-cadinol. Por outro lado, os diterpenos mais
comuns nos oleos dessa espécie apresentam uma faixa de massa entre m/z 300 e
m/z 400. Como a maior parte da composicao quimica dos OCM's ¢ constituida por
sesquiterpenos, ¢ esperado que a maior densidade dos pesos dos ions seja
observada na regido inicial do espectro, entre m/z 200 e m/z 250, conforme

observado na figura 28. Devido a composi¢ao minoritaria dos diterpenos nos 6leos
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dessa espécie, ¢ esperado um decréscimo na densidade de ions na regido de
ionizagao desses constituintes (m/z 300 - 400).

O grupo da C20s (C) foi caracterizado pela brusca redugdo na densidade
de ions na regido inicial do espectro e pelo aumento acentuado na regido acima de
m/z 700. Essas observacdes estdo em consondncia com o0s poucos relatos
disponiveis na literatura, que descrevem um comportamento similar para outros
6leos de copaiba adulterados com o6leos vegetais (Veiga-Junior e Pinto, 2005). A
baixa densidade de ions na regido inicial do espectro pode estar relacionada com
a reducdo dos sesquiterpenos devido a sua solubilidade nos triacilglicerdis
(TAG’s), que sdo os constituintes maioritario dos 6leos de soja. Os TAG’s sdo
constituintes apolares que apresentam longas cadeias carbdnicas e alto peso
molecular; normalmente apresentam massas moleculares a partir de m/z 800, e
espera-se que seus principais fragmentos sejam observados na regido final do
espectro de massas.

O grupo da C20d (B) também apresentou redu¢do na densidade de ions na
regido inicial do espectro, porém, menos pronunciada que nas adultera¢gdes com
6leo de soja; a maior densidade dos pesos dos ions foi observada na regido central
do espectro com destaque na regido de m/z 500-700. O perfil obtido para essas
adulteragdes estd em consonancia com a composi¢cdo do 6leo adulterante, que ¢é
constituido maioritariamente por hidrocarbonetos lineares e pequenas quantidades
de TAG’s; essas observagdes também corroboram com Veiga-Junior e Pinto
(2005) que relataram a redugdo da regido sesquiterpénica de 6leos de copaiba

quando adulterados com 6leo diesel.
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Figura 28. Densidade dos pesos positivos dos ions dos EM de acordo com os clusters formados na HCA.

Legenda: A = copaibas auténticas; B = copaiba C20 adulterada com 6leo diesel (C20d); C = copaiba C20 adulterada com 6leo de soja (C20s); D = copaiba C8 adulterada com
oleos de soja e diesel (C8sd).
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O grupo da C8sd apresentou um perfil diferente das outras adulteragdes (C20s e
C20d). Todos os 6leos adulterados da copaiba C8 foram classificados nesse grupo,
mostrando predominancia dos ions dos OCM's em relacdo aos ions dos 6leos adulterantes.
Foi observada uma leve reducdo na densidade de ions na regido inicial do espectro (m/z
100-300) e um aumento na regido de m/z 300-500, em relagdo aos 6leos auténticos. O
perfil dessas adulteragdes mostrou grande densidade de ions na regido central do espectro
(m/z 100-600), caracterizando a presenca dos hidrocarbonetos lineares presentes
maioritariamente no 6leo diesel e alguns poucos ions dos TAG’s, provenientes da soja,
na regido final do espectro.

O grafico da densidade dos pesos dos ions (Fig. 28) mostra as regides mais
importantes na formacdo de cada grupo. Dessa forma, os ions mais importantes na
formag¢ao do grupo das copaibas auténticas foram principalmente aqueles relacionados
aos sesquiterpenos (m/z 200-300), que neste caso, correspondem aos ions mais
abundantes; para a formag¢ao do grupo das C20s os ions mais importantes, ou seja, aqueles
com maior peso, foram os ions dos Tag’s, presentes na regido final do espectro (a partir
de m/z 800); para a formagao do grupo C20d os ions com maiores pesos foram aqueles
presentes na regido de m/z 500-700, relacionados aos hidrocarbonetos lineares do 6leo
diesel; por fim, apesar do peso relevante de varios ions dos OCM's, os ions mais
importantes na formagao do grupo C8sd foram relacionados aos 6leos adulterantes.

E importante destacar que os ions de maior abundancia em um espectro de massas
ndo sdo necessariamente os mais importantes para classificacdo ou discriminac¢do dos
grupos; a formacdo dos grupos pode ser baseada tanto na abundancia quanto na
especificidade dos ions, aos quais foi atribuido um peso (P), conforme sua importancia

na classificacdo. Nesse sentido, o ion mais importante também pode ser um ion de baixa
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intensidade e, se ndo fosse através dos pesos (coeficientes da regressdo), poderia passar
despercebido durante a analise visual dos espectros de massas.

No quadro 3 sdo apresentados alguns dos fons com maior peso na formacao e
discrimina¢do dos grupos. Para os OCM's auténticos os ions com maior peso foram
aqueles, possivelmente relacionados ao P-cariofileno; mas, também, outros ions
relacionados aos principais diterpenos, como os acidos copalico, agatico e acetoxi-
copalico, também apresentaram pesos relevantes. Embora varios ions relacionados aos
terpenoides de copaiba tenham apresentados pesos relevantes no grupo das C20s, os
maiores pesos foram atribuidos aos ions de grande massa molecular, possivelmente
relacionados aos TAG’s e seus principais fragmentos de DAG’s e MAG’s. Mesmo que
alguns ions dos dleos de copaiba também tenham apresentado pesos relevantes, os ions

mais importantes na formacdo do grupo C20d foram relacionados a possiveis fragmentos de

hidrocarbonetos lineares (m/z 550, 564, 632, 646), DAG’s (m/z 551) de TAG’s (m/z 881).
Conforme observado no grafico da densidade dos pesos (Fig. 28), o grupo C8sd apresentou maior
similaridade com os 6leos auténticos em relagdo aos grupos das C20s e das C20d, ¢ os principais
ions responsaveis pela formagao desse grupo foram relacionados aos OCM's auténticos e aos
oleos adulterantes, conforme observado no quadro 3. Os ions de maior peso apresentados no
quadro 3 estdo em consonancia com o grafico de densidade dos pesos (Fig. 28) que destaca as
principais regides de massa que caracterizaram cada grupo e justificam a formacao classificacao

dos grupos apresentados na PCA e na HCA.
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Constituintes | Copaiba auténtica C8sd C20d C20s
84 [M + H + 2Na]
B-cariofileno 187 [M + H-H20] | 91 [M + 3Na] 125 [M + 2Na] 227 [M + Na]
431 [2M + Na] 132; 168; 109 158
136; 170; 176
O. cariofileno 81 [M+2H+ Na] | 442 [2M + H] 442 [2M + H] 122 [M + H + Na]
464 [2M + Na] 254 [M + CH30H + H]
288 [M + H -H20]
Copalico 305 [M + H] - - 327 [M + Na]
610 [2M + H]
Agético 692 [2M + Na] 335 [M + H] - 190 [M + 2Na]
357 [M + Na]
Aco-copalico 121 [M+3H] 385[M + Na] | 193 [M + H + Na] 193 [M + H + Na]
363 [M + H]
MAG’s - - - 312; 340
DAG’s - 519; 531; 557 551 595 (LnLn)
833 [M + H]/ PPO
835 [M + H]/ PPS
859 [M + H]/ POO
TAG’s - 745; 764;831 | 881 [M + H]/OLL 889 [M + H]/SSO
(PLP) 901 [M +Na]/LLL
901 [M + Na] / LnLO
924 [M + Na] / ALL
787;
Hidrocarbonetos - - 550; 564; -
lineares 632; 646

Quadro. 3. Ions mais importantes para o agrupamento dos espectros de massas dos Rf’s e uma possivel
identificagdo para eles com base na literatura.
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Ap0s a andlise exploratoria da HCA e PCA, utilizou-se a andlise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA, veja secdo 4.4.5) para verificar se a CCDAE-EM
pode ser aplicada adequadamente para deteccao de adulteracdo em OCM's. A PLS-DA ¢
uma variante da PLS-R (Pérez-Enciso e Tenenhaus, 2003) que ¢ usada quando a variavel
de interesse ¢ categdrica, neste caso, para discriminacdo entre Oleos auténticos e
adulterados; também, ¢ especialmente adequada para lidar com modelos que tém muitos
mais preditores (ions) do que observagdes (amostras de espectros). Baseado nos
resultados indicados pela HCA e PCA, elaborou-se incialmente um modelo PLS-DA com
4 classes (C, C8sd, C20d, C20s) e variou-se o numero de componentes principais,
comecando com 2 componentes até minimizar a taxa de erro de classificacdo, prevista
pelo processo de validagdo cruzada por leave-one-out (LOO).

O quadro 4, chamado de matriz de confusdo, apresenta as taxas de erros da PLS-
DA com 2 e 4 componentes principais. Observa-se que com 2 componentes a taxa de erro
¢ de 9,26%, com 5 classificagdes indevidas, entre elas, uma copaiba adulterada
(*C8 SoA RI1) classificada como auténtica. Embora ndo mostrada no quadro 4, ainda
na fase de calibragdo do modelo, a taxa de erro obtida com 3 componentes foi 7,4% e
para 4 componentes a taxa de erro foi zerada independente do nivel da adulteracdo e do

Oleo adulterante.

Amostras C C8sd | C20d | C20s C C8sd | C20d | C20s
C 10 *2 0 0 12 0 0 0
C8sd 1* 20 0 0 0 21 0 0
C20d 0 0 7 *2 0 0 9 0
C20s 0 0 0 12 0 0 0 12

Ncomp =2, taxa de erro = 9,26 % Ncomp = 4, taxa de erro = 0,0 %.

Quadro. 4. Taxa de classifica¢ao para o PLS-DA com 2 e 4 componentes principais (Ncomp).
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A partir disso, foi proposto um modelo de PLS-DA com apenas 3 classes
(copaibas auténticas — C; copaibas adulteradas com o6leo de soja — Cs e copaibas
adulteradas com 6leo diesel — Cd) e 4 componentes principais; para este modelo foi obtido
100% de classificagdo correta para os OCM's auténticos e apenas 1 copaiba adulterada
com O6leo diesel foi classificada no grupo das copaibas adulteradas com o6leo de soja; mas,
do ponto de vista pratico ndo altera a discriminacdo correta dos 6leos auténticos. Para
estas 3 classes a taxa de erro foi zerada com 5 componentes.

A analise em PLS-DA nao mostrou diferengas entre os OCM's auténticos;
também ndo diferenciou se um ou outro 6leo de copaiba esta adulterado com 6leo de soja
ou com diesel; entretanto, separou adequadamente os dleos adulterados com soja e
também aqueles adulterados com 6leo diesel dos 6leos auténticos. Esses resultados estdo
de acordo com os perfis obtidos por CCDAE-UV, que embora tenham sido observado
diferengas visuais entre os 2 OCM's na detec¢do em etanol sulftrico (Fig. 25), elas foram
similares na detec¢do em vanilina, apresentando pouca influéncia na detec¢do das
adulteracdes. Essas diferencas visuais podem estar relacionadas ao teor dos
sesquiterpenos oxigenados, ja que as diferengas mais expressivas sdo relacionadas a esses
sesquiterpenos (Tabela 1).

O grafico de classificagdo por PLS-DA (Fig. 29) mostrou a classificacdo de todas
as classes avaliadas, distinguindo os OCM's auténticos dos 6leos adulterados com soja e
também com o6leo diesel; ¢ importante observar que mesmo nos baixos percentuais de
adulteracdes (2,3 % para as adulteracdes com soja), a discriminacdo entre os grupos foi
realizada satisfatoriamente, demonstrando a viabilidade da CCDAE-EM na deteccao de
adultera¢des dos OCM's com 6leos de soja e diesel. Deste modo, as analises em CCDAE-
EM confirmaram a potencial utilizagdo da CCDAE-UV na detec¢@o desses adulterantes

em Oleos de C. multijuga.
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Figura 29. Classificagdo dos OCM's auténticos e adulterados por PLS-DA.
Legenda: C = copaibas auténticas; Cd = copaibas adulteradas com 6leo diesel; Cs = copaibas adulteradas com 6leo de soja.
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5.4. Esterificacao dos dleos de copaiba (Copaifera sp.)

A esterificagdo dos 0leos de copaiba ¢ uma etapa necessaria para analises em CG,
pois ela possibilita a detecgdo e caracterizagdo dos constituintes mais polares, como os
acidos diterpénicos. Diversas metodologias de esterificagdo estdo disponiveis na
literatura, no entanto, nem todas sdo adequadas aos 6leos de copaiba. As mais comuns
sao realizadas em meio acido, na presenga dos acidos sulfurico, cloridrico e trifluoreto de
boro (Millinsk et al., 2008). Também ha varios relatos que descrevem a esterificagao dos
Oleos de copaiba com diazometano, no entanto, ¢ um reagente toxico, potencialmente
explosivo e necessita de um longo periodo de preparacao. Apesar dos riscos envolvidos,
o numero de publicacdes envolvendo a esterificagdo de o6leos de copaiba com
diazometano mostra sua eficiéncia (Braga et al., 1998; Pinto et al., 2000; Tappin et al.,
2004; Veiga-Junior e Pinto, 2005; Biavatti et al., 2006; Veiga-Junior et al., 2007; Barbosa
etal., 2012). Por conta de sua explosividade, o Sal de Diazald, reagente para a preparagao
do reagente diazometano, parou de ser comercializado mundialmente, o que impediu que
esse reagente continuasse a ser empregado em esterificagcdes, mesmo em micro-escala,

Por décadas, a esterificagdo dessas oleoresinas representou um dos maiores
obstaculos nas analises por cromatografia a gés, que ¢ a técnica classica usada no controle
de qualidade e autenticidade dos Oleos de copaiba. Isto porque, normalmente, as
esterificagdes correspondem a reagdes que envolvem reagentes nocivos a saude,
associados a varias etapas e baixa reprodutibilidade. Por esta razdo, a destilagcdo tornou-
se uma etapa “comum’ na separagao dos constituintes volateis e ndo volateis dos 6leos
de copaiba (Sousa et al., 2011; Carneiro et al., 2018). Por sua grande acessibilidade, a
hidrodestilacdo estd entre as técnicas de destilagdo mais usadas, porém, ndo proporciona

uma separacao eficiente (Xavier-Junior et al., 2017). Mesmo sendo bastante descrita nas
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analises de oOleos de copaiba, a hidrodestilagio pode comprometer a integridade dos
constituintes por degradagdo e/ou oxidacdo, devido ao longo tempo de extragdo (Veiga-
Junior e Pinto, 2002). Outras formas de separagdo, como a destilacdo molecular (Galucio
et al., 2016; Ribeiro et al., 2018) e a extragdo dos terpenoides volateis por headspace
também sdo relatadas para os 6leos de copaiba (Da Silva et al., 2020).

Diante do exposto, nesta se¢do sera apresentada uma comparagdo das principais
metodologias de esterificagdo empregadas nos 6leos de copaiba. Os 6leos esterificados
foram analisados por CG-EM e seus cromatogramas foram comparados com uma
metodologia de esterificagdo in situ, realizada com TMSD. Para avaliar a influéncia das
metodologias de esterificagdo na integridade dos constituintes, utilizamos 2 6leos de
copaiba de duas espécies diferentes: 01 (um) oleo de C. multijuga (OCM), que apresenta
no maximo 10% de acidos diterpénicos em sua composi¢do ¢ 01 (um) dleo de C.

reticulata (OCR), que tem em média 50,0% de acidos.

5.4.1. Rendimentos

Os dois o6leos de copaiba (OCM e OCR) foram derivatizados em triplicata,
utilizando quatro metodologias de esterificacao por meio de catélise acida (H>SO4, HCI
e duas com BF3). Os maiores rendimentos foram obtidos para os 0leos de Copaifera
reticulata (OCR), exceto nas esterificacdes realizadas com HCI (Quadro 5). Como essas
oleoresinas apresentam maior teor diterpénico, ja era esperado que os maiores
rendimentos fossem atribuidos a elas.

Os melhores rendimentos médios € os menores coeficientes de variacdo (C.V.)
foram obtidos nas esterificagdes realizadas com acido sulfirico (H2SO4). Nos OCM's, os
menores rendimentos foram observados nas esterificagdes realizadas com BF3 (BF3/JAC

e BF3/MET); neste caso, os baixos rendimentos podem estar relacionados tanto ao
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reagente de esterificacdo utilizado (BF3/Metanol) quanto as etapas envolvidas nos
procedimentos experimentais. Essas observacdes estdo em consonancia com os C.V.
obtidos nestas metodologias; no caso especifico das esterificacdes realizadas com
BF3/MET o alto C.V. obtido tanto na esterificagdo dos OCM's (16,89%) quanto dos
OCR’s (25,32%) pode estar relacionado especificamente com a filtragdo simples,
realizada nesta metodologia. Nesses casos, o que se esta avaliando ¢ a repetibilidade do
método. O rendimento em si, na verdade, deveria ser maior que 100% (com a adigdo da
metila as carboxilas), os valores menores indicam o quanto do material submetido a
esterificacdo foi recuperado.

Os procedimentos experimentais das esterificacdes dos OCM's realizados com
HCI também parecem ter exercido algum tipo de influéncia no rendimento das
esterificacdes. O alto C.V. obtido (12,41%) mostra a baixa reprodutibilidade nesta
metodologia, que pode ser facilmente compreendida pelas diversas etapas envolvidas;
neste caso particular, a quantidade da oleoresina usada na esterificagdo (50uL) parece ser
a principal causadora desta variagdo, ja que envolve outros fatores como o manuseio
adequado e calibracdo da pipeta.

Essas metodologias sdo simples, acessiveis e faceis de serem realizadas, porém,
envolvem vérias etapas que dependem exclusivamente do analista. Outros fatores como
a calibracdo de equipamentos de pequeno porte, como balangas e pipetas, também
dificultam a reprodutibilidade do experimento. Embora se tenha utilizado a mesma
balanca, pipetas, vidrarias e reagentes, ndo foi possivel obter uma boa reproducdo entre
as réplicas. Para avaliar a eficiéncia das metodologias de esterificagdo utilizadas e a
influéncia dessas metodologias na composi¢do quimica dos 6leos de copaiba, todas as
esterificacdes foram analisadas por CCDAE e posteriormente por cromatografia a gas

acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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Metodologias Massa da oleoresina Massa obtida Rendimento Rendimento médio DP C.V. (%)
(mg) (mg) (%) (%)

M; =18,10 M;=11,70 R1= 64,64

HCI1 M, =21,90 M, =17,80 R>= 81,28 71,23 8,84 12,41
M3 =21,10 M3 = 14,30 R3=67,77
M; = 125,10 M; =114,50 R:1=91,53

H2S04 M = 125,30 M, = 115,00 R>=91,78 90,45 2,09 2,31
OCM M; = 125,50 M3 =110,50 R3= 88,05
M = 25,60 M; =13,60 R;=153,13

BF3 (JAC) M; = 25,30 M, = 13,30 R>=52,57 54,65 3,14 5,75
M3 =25,40 M; = 14,80 R3=158,27
M =75,30 M; = 34,60 Ri1=45,95

BF3 (MET) M, =75,10 M: =44,80 R>=159,65 56,66 9,57 16,89
Ms = 75,80 M3 = 48,80 R3=64,38
M; = 28,20 M; = 20,40 Ri1=72,34

HCI1 M; = 28,60 M, = 18,80 R>= 65,73 68,83 3,32 4,83
M3 =22,80 M3 = 15,60 R3;=68,42
M; =125,10 M; =122,30 R1=97,76

H2S04 M, = 125,20 M, =117,00 R>=93,45 95,90 2,21 2,31
OCR M3 =125,20 M; = 120,80 R3=96,49
M; = 25,20 M; =20,70 Ri1=282,14

BF3 (JAC) M: = 25,00 M, =21,10 R>= 84,40 79,90 5,95 7,45
M; = 25,70 M3 = 18,80 R;=73,15
M =75,50 M; =43,20 R1=57,22

BF3; (MET) M; =75,00 M, =71,00 R>=94,67 80,65 20,42 25,32
M; =75,50 M; = 68,00 R3=90,07

Quadro. 5. Rendimentos das reagdes de esterificacao.
OCM = Oleo de Copaifera multijuga; OCR = Oleo de Copaifera reticulata; R = Réplica 1; Rz = Réplica 2; Rs = Réplica 3; DP = Desvio padrao; C.V. = Coeficiente de

variacao.
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5.4.2. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE-UV)

Os oleos de copaiba esterificados (OCM e OCR) com as 4 metodologias foram
analisados por CCDAE e seus perfis cromatograficos sdo apresentados na figura 30. Na
figura 30A e 30B sao apresentadas as triplicatas das esterifica¢des realizadas com HCl e
sao comparadas com 1 OCM e com 1 OCR brutos; em A ¢ apresentado a deteccao dos
constituintes em etanol sulfurico e em B, em vanilina sulfrica. Algumas mudangas foram
observadas no perfil dos 6leos esterificados, sugerindo que algum tipo de reacdo possa
ter ocorrido em ambos os 6leos; nos OCM's houve uma visivel mudanca de Rf de um
possivel diterpeno de 0,27 para 0,43 (Fig. 30A); ainda nos OCM's, o sesquiterpeno de Rf
= 0,69, possivelmente o 6xido de cariofileno (substancia roxa) teve aumento no valor do
seu Rf (Fig. 30B) apds a esterificacdo, indicando que algum tipo de reacdo possa ter
ocorrido em sua estrutura; com excecao dessas observagdes, toda a regido sesquiterpénica
e diterpénica dos 6leos dessa espécie apresentaram rastros esbranquigados, indicando
possiveis oxidagdo ou degradagao dos constituintes.

Quanto aos OCR’s pequenas mudancgas foram observadas na regido mais polar do
cromatograma, sugerindo que ao menos esterificagdes parciais possam ter ocorrido (Fig.
30A e 30B); quanto aos seus constituintes acidos maioritarios (Rf = 0,46), nenhuma
modificagao foi observada no seu Rf apos a esterificacdo, indicando a ineficiéncia desta
metodologia quanto a esses diterpenos; ainda nos d6leos dessa espécie, observou-se uma
alteracdo no Rf de um possivel diterpeno, na regido menos polar do cromatograma, de
0,46 para 0,56, sugerindo que alguma reagdo possa ter ocorrido; de forma similar aos
OCM's, a composi¢cdo sesquiterpénica dos OCR’s parece ter sido afetada pela
esterificacdo com HCI, ja que algum tipo de modificacio ocorreu com o6xido de

cariofileno (0,69) (Fig. 30A).
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Nas figuras 30C e 30D sao apresentadas as esterificacdes realizadas com H2SOa.
Surpreendentemente, essas esterificagdes parecem ter sido mais eficiente e ter causado
menos danos aos oOleos de copaiba que as esterificacdes realizadas com HCI. Pelos
cromatogramas apresentados nas figuras 30C e 30D essas esterificagdes parecem ter
apresentado melhor desempenho nos OCM's que nos OCR’s. Um numero maior de
manchas foi observado na regido acida dos OCM's (0,06; 0,09; 0,31;0,40) e as manchas
da regido sesquiterpénica parecem ndo sofrer tanta influéncia, ja que aquelas relacionadas
ao B-cariofileno e ao seu 6xido permaneceram com o mesmo Rf apds a esterificagao;
embora haja indicativo de que algumas esterificagcdes possam ter ocorrido parcialmente,
como ¢ o caso da mancha de Rf = 0,25. Por outro lado, poucas mudangas foram
observadas no perfis dos OCR’s; apenas 1 mancha na regido mais polar do cromatograma
foi observada (Rf = 0,19), sendo esta, o unico indicativo de uma possivel esterificagao;
quanto aos diterpenos maioritarios (Rf = 0,42), nenhum indicativo de esterificagdo foi
observado; de forma similar aos OCM's, pouca influéncia foi exercida sobre a
composicdo sesquiterpénica. Apesar do melhor desempenho desta metodologia em
relagdo a esterificagdo da esterificacdo anterior, ainda ha indicios de que alguma
degradagdo possa ter ocorrido, como € o caso do desaparecimento da mancha de Rf =
0,61 nos OCM's.

As duas metodologias de esterificacdo realizadas com BF; (BF3/JAC e BF3/MET)
causaram efeitos diferentes nos 6leos analisados (Fig. 30F a 30H). Tanto os OCM's
quanto os OCR’s parece ter apresentado melhor desempenho nas esterificagdes realizadas
com BF3/MET; embora haja indicativos de que alguma esterificagcdo possa ter ocorrido
quando os 6leos foram esterificados com BF3/JAC. O aumento do nlimero de manchas na
regido polar do cromatograma ¢ o principal indicador da ocorréncia de possiveis

esterificacdes (Fig. 30G e 30H). Por outro lado, os sesquiterpenos apresentaram
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caracteristicas de oxidacdo, principalmente nos OCM's que sdo constituidos por muitos
sesquiterpenos. Apesar dos beneficios desta metodologia, ela ndo foi suficiente para
esterificar o alto teor diterpénico dos OCR’s, porém, alguma esterificagdo parece ter

ocorrido.

Rf: 0,69
&

Rf: 0,42

Rf: 0,40 - “ ‘ .
*RF: 0,31 . '
+Rf: 0,25
* R
+

Rf: 0,06 +Rf: 0,09
+‘

R2 R3 OCR R1 R2 R3

Figura 30. Cromatogramas dos 6leos de copaiba esterificados (OCM e OCR) obtidos por CCDAE.
Legenda: esterificagdes com HCI (A e B); esterificagdes com H>SO4 (C e D); esterificacdes com BF3/JAC

(E e F); esterificagdes com BF3/MET (G e H); detecgdo em etanol sulfurico (A, C, E ¢ G) ¢ em vanilina
sulfurica (B, D, F e H).
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Essas metodologias de esterificacdo, que utilizam catalise dcida com os 4cidos
cloridrico, sulfturico e trifluoreto de boro sdo as mais relatadas na literatura. Sao
metodologias que apresentam baixo custo e dispdem de reagentes acessiveis, viabilizando
sua utilizagdo na maioria dos laboratorios. No entanto, pelos perfis cromatograficos
obtidos, todas as metodologias utilizadas (HCI, H>SO4 e BF3) foram ineficazes na
esterificacdo dos 4cidos diterpénicos e comprometeram a composic¢ao auténtica dos 6leos

de copaiba, por meio de oxidagdo, degradacdo e talvez, até¢ formacdo de artefatos.

5.4.3. Analises dos Oleos esterificados por Cromatografia em fase gasosa hifenada a

Espectrometria de Massas (GC-EM)

5.4.3.1. Esterificacdo dos 6leos de copaiba (OCM e OCR) com Trimetilsilildiazometano
(TMSD)

Os 6leos de copaiba (OCM e OCR) derivatizados com TMSD foram analisados
por CG-EM para confirmar a eficiéncia das esterificagdes e avaliar o efeito desta
metodologia na composicao quimica dos 6leos. Os cromatogramas dos dleos de copaiba
esterificados com TMSD sdo apresentados na figura 31. Diferentes perfis
cromatograficos foram obtidos para os dois 6leos analisados. O OCM mostrou uma
composi¢ao predominante de sesquiterpenos (91,26%), tendo como principal constituinte
0 P-cariofileno, um hidrocarboneto sesquiterpénico responsavel por 37,82% da sua
composi¢ao quimica (Fig. 31A). O OCR apresentou uma composi¢ao sesquiterpénica
minoritaria (41,26%) em relagdo ao OCM. A maior parte da composicdo do OCR foi
constituida por um numero diversificado de diterpenos (48,19%), com predominancia do
acido daniélico (26,94%), eluido em 37,03 minutos (Fig. 31B).

As esterificagdes realizadas com TMSD permitiram a identificagdo de 97,95% da

composicdo quimica do OCM e 85,46% da composicdo do OCR. O [-cariofileno
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(37,82%), a-copaeno (8,42%), a-humuleno (6,49%) e o copalato de metila (2,59%) foram
os principais constituintes detectados no OCM. No OCR os principais constituintes
detectados foram os sesquiterpenos trans-o-bergamoteno (13,69%), [-bisaboleno
(11,39%) e os ésteres dos acidos daniélico (26,94%), pinifolico (9,33%) e cativico

(5,80%).
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Figura 31. Cromatogramas obtidos por CG-EM dos OCM (A) e OCR (B) esterificados com TMSD.

Os perfis cromatograficos obtidos por CG-EM mostram uma composi¢ao quimica

auténtica, isenta de oxidag¢do e/ou degradagdo dos constituintes. As esterificacoes
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realizadas com TMSD sao reacdes in situ que envolvem apenas duas etapas: a pesagem
da oleoresina e a adi¢do do reagente de esterificacdo. Sdo reagdes que permitem que a
esterificacdo seja realizada na hora da analise cromatografica, evitando processos
oxidativos e/ou degradativos decorrentes da derivatizagdo. A principal vantagem desta
metodologia consiste no nimero reduzido de etapas, que diminui significativamente as
perdas de massa, no tempo reacional (20 minutos) e na quantidade minima de amostra
(1,0 mg). O trimetilsilildiazometano (TMSD) € o substituto comercial do diazometano,
porém, diferentemente do diazometano, ndo necessita de preparacdo, pois ¢ um reagente

disponivel comercialmente pronto para uso.

5.4.3.2. Comparagdo das metodologias de esterificacao dos oleos de Copaifera multijuga

(OCM)

Os OCM's esterificados com HCI, H>SO4 e BF3 (BF3/JAC e BF3/MET) foram
analisados por CG-EM e comparados com as esterificagdes realizadas com TMSD. Os
perfis cromatograficos da regido sesquiterpénica dos OCM's analisados sao apresentados
nas figuras 32 e 33. Na figura 32 ¢ apresentada uma comparagdo das esterificagdes
realizadas com H>SO4 (Fig. 32B), HCI (Fig. 32C) e TMSD (Fig. 32A) e na figura 33, uma
comparacao das esterificacoes realizadas com BF3 (Fig. 33B e Fig. 33C) e TMSD (Fig.
33A). As quatro metodologias utilizadas apresentaram perfis cromatograficos bem
diferentes do esperado para um OCM auténtico. A esterificagao realizada com H>SO4 foi
a metodologia que mais se aproximou do perfil auténtico esperado. No entanto, ainda
assim, um grande nimero de picos nao identificados foi detectado na regido de elui¢ao
dos sesquiterpenos oxigenados (16 a 22 minutos).

A maior parte da composi¢ao quimica desse 6leo de C. multijuga ¢ constituida por
sesquiterpenos, € por essa razao, eles foram fortemente afetados durante as esterificagdes;

cerca de 78,0% da sua composicdo quimica ¢ relacionada aos hidrocarbonetos
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sesquiterpénicos e apenas 14,0% sdo relacionados aos sesquiterpenos oxigenados. Apds
as esterificagdes com HCI, H2SO4 e BF3 houve um decréscimo no niimero de picos na
regido de eluicdo dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos € um aumento acentuado de picos
na regido de eluicdo dos sesquiterpenos oxigenados, indicando possiveis oxidacdo e
degradacdo dos sesquiterpenos. Essas observagdes estdo em consonancia com o baixo
percentual dos constituintes identificados em cada metodologia, em virtude de sua
complexidade.

A esterificacdo realizada na presenga do H>SO4 permitiu a identificagcdo de
43,23% da composicao quimica do OCM, que correspondeu a 23 constituintes terpénicos,
dos quais, 22 foram sesquiterpenos e 01 diterpeno acido. A esterificagdo realizada com
HCI permitiu a identificagdo de 08 sesquiterpenos e nenhum diterpeno. As duas
metodologias realizadas com BF3 apresentaram resultados distintos entre si. Enquanto a
esterificacdo realizada com BF3/MET permitiu a identificacdo de 06 sesquiterpenos e 02
diterpenos acidos, a esterificacdo realizada com BF3/JAC permitiu a identificagdo de
apenas de 01 constituinte, um sesquiterpeno oxigenado.

Além do aumento do nimero de picos na regido de elui¢do dos sesquiterpenos
oxigenados, outras caracteristicas também sustentam a ideia da oxidagdo e da degradagdo
dos constituintes. O B-cariofileno (tr = 11,36 minutos) ¢ o constituinte maioritario dos
OCM's, e ele so6 foi detectado nas esterificagdes realizadas com H>SOs4 e ainda, numa
concentragdo bem inferior ao esperado, com uma reducdo de 23,0% em relacdo a
esterificacdo com TMSD; nas esterificagdes realizadas com HCI e BF3 nenhum resquicio

desse sesquiterpeno foi observado, evidenciando a total degradagdo desse sesquiterpeno.
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Figura 32. Cromatogramas obtidos por CG-EM (regido sesquiterpénica) dos OCM's esterificados com
TMSD (A), H2SO4 (B) e HCI (C).
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Apesar de ndo ter sido observado nenhum aumento no teor do oOxido de
cariofileno, outros indicativos, como o aumento no teor do cariofilenol nas esterificagcdes
realizadas com BF; e a presenca do 4,8-B-epoxido-cariofilano na esterificagdo com HCI
reforcam a ideia da provavel oxidagdo do P-cariofileno e possivelmente de outros
sesquiterpenos também. Houve um aumento no teor do cariofilenol de 0,19% na
esterificacdo com TMSD para 1,79% na esterificacdo com BF3/MET e para 10,09% na
esterificacdo com BF3/JAC e cerca de 1,68% da composicdo do OCM foi constituida pelo
4,8-B-epodxido-cariofilano, um sesquiterpeno oxigenado que ndo faz parte da composi¢ao
auténtica dos OCM's.

Além das caracteristicas observadas na regido sesquiterpénica dos OCM's, as
metodologias utilizadas mostraram-se ineficientes quanto a esterificagdo dos acidos
diterpénicos (Fig. 34). A esterificacdo realizada com TMSD permitiu a identifica¢do de
5 4cidos diterpénicos, enquanto que as metodologias realizadas com BF3/MET e H2SO4
possibilitaram a identificacdo de 2 e 1 diterpenos, respectivamente. Embora, essas
metodologias tenham possibilitado a identificacio desses diterpenos, eles foram
detectados em concentragdes inferiores ao observado na esterificagdo com TMSD. O
copalato de metila (tr = 36,39), identificado tanto na esterificacdo com H2SO4 (Fig. 34B)
quanto na esterificacdo com BF3/MET (Fig. 34D), apresentou uma redugao de 2,59% para

0,15% e 1,86% respectivamente.
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Figura 33. Cromatogramas obtidos por CG-EM (regido sesquiterpénica) dos OCM's esterificados com

TMSD (A), BFyMET (B) e BF5/JAC (C).
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Nas condi¢des realizadas, as demais metodologias (HCI e BF3/JAC) mostraram-
se inadequadas para a esterificagdo dos diterpenos dos OCM's, visto que a formagao de
nenhum éster foi observada. No entanto, varias caracteristicas de esterificagdes parciais
foram observadas na metodologia realizada com BF3/JAC. O espectro de massas (EM)
do pico eluido em 36, 41 minutos apresentou alguns fragmentos (m/z 81, m/z 95, m/z 137
e m/z 303) do copalato de metila (tr = 36,39), principal diterpeno dos OCM's, sugerindo
a possivel esterificacdo parcial desse diterpeno. Comportamento similar foi observado
para os EM dos picos eluidos em 38,54 minutos (m/z 135, m/z 207), 39,29 minutos (m/z
121) e 39,45 minutos (m/z 114, m/z 135 e m/z 147) que apresentaram alguns fragmentos

dos ésteres dos acidos pinifolico (tr =38,21), agatico e 11-OH-copalico respectivamente.
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Figura 34. Cromatogramas obtidos por CG-EM (regido diterpénica) dos OCM's esterificados com TMSD (A), H.SO4 (B), HCI (C), BFs/MET (D) e BF3/JAC (E).
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5.4.3.3. Comparacao das metodologias de esterificagcdo dos 6leos de Copaifera reticulata

(OCR)

Os perfis cromatograficos obtidos para os OCR’s também mostraram a influéncia
das diferentes metodologias de esterificagdo na composi¢do quimica dos o6leos de
copaiba. Nas figuras 35 e 36 sdo apresentados os cromatogramas das esterificacdes dos
OCR’s, realizadas com as 4 metodologias (HCI, H.SO4 e BF; [BF3/JAC e BF3/MET]) e
também com TMSD, para fins comparativos. Os cromatogramas obtidos também
mostraram perfis cromatograficos bem diferentes do esperado para 6leos de copaiba
auténticos; algumas metodologias, como a esterificacao realizada com HCI (Fig. 35C) e
com BF3/MET (Fig. 36C) apresentaram um grande ntimero de picos por toda a regido do
cromatograma; no outro extremo, a esterificacao realizada com BF3/JAC (Fig. 36B),
quase nao apresentou picos na regido inicial, que corresponde a eluigdo dos
sesquiterpenos (8 e 24 minutos), descaracterizando totalmente o perfil esperado. Contudo,
a metodologia que mais se aproximou do perfil auténtico esperado para os Oleos de
copaiba, foi a esterificacdo realizada com H>SO4 (Fig. 35B).

Embora os 2 6leos de copaiba analisados (OCM e OCR) tenham composi¢ao
quimica diferente, por se tratarem de espécies distintas, o efeito das metodologias de
esterificacdo foi similar em ambos os o6leos e possivelmente causaram oxidacdo e
degradacdo de alguns constituintes também. Ainda que o teor sesquiterpénico dos OCR’s
seja inferior ao observado para os OCM's, ¢ evidente a influéncia das metodologias de
esterificacdo na composi¢ao sesquiterpénica. O aumento do nimero de picos na regido de
eluicdo dos sesquiterpenos oxigenados (16-24 minutos) e também na regido intermediaria
dos cromatogramas (24 e 34 minutos) mostrou caracteristicas de possiveis degradacdes
dos sesquiterpenos, principalmente nas esterificagdes realizadas com HCI (Fig. 35C) e

BF3/MET (Fig. 36C).
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Figura 35. Cromatogramas obtidos por CG-EM dos OCR esterificados com TMSD (A), H,SO4 (B) e HCI
(©).
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Figura 36. Cromatogramas obtidos por CG-EM dos OCR esterificados com TMSD (A), BFs/MET (B) e
BF3/JAC (C).
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Os sesquiterpenos dos OCR’s também foram afetados com a utilizacdo dessas
metodologias. O trans-a-bergamoteno (tr = 12,0) e o B-bisaboleno (tr = 14,78), que sdo
o0s sesquiterpenos maioritarios do 6leo, foram detectados somente na esterificagdo com
H>S04. Contudo, uma quantidade reduzida do B-bisaboleno foi detectada na esterificacao
com HCl No entanto, nenhum resquicio desses sesquiterpenos foi detectado nas
esterificacdes com BF3;, refor¢cando a ideia da ocorréncia de possiveis degradacdo ou
oxidacdo dos sesquiterpenos. Apesar da esterificagdo com HCI apresentar um grande
nimero de picos na regido sesquiterpénica, as esterificacdes realizadas com BF3/JAC
foram mais agressivas aos sesquiterpenos, no sentido de que nenhum sesquiterpeno foi
identificado nesta metodologia, alterando completamente o perfil cromatografico
esperado para os 6leos de copaiba.

O namero dos constituintes identificados foi inferior ao esperado. Enquanto a
esterificacdo com TMSD permitiu a identificagdo de 29 constituintes (89,46%), as
esterificacdes realizadas com H>SO4, HC1 e BF3 (BF3/JAC e BF3/MET) permitiram a
identificacdo de apenas 20 (53,81%), 6 (11,84), 1 (14,63%) e 5 (24,69%) constituintes
respectivamente. O maior nimero de identificagdes foi obtido na esterificagdo realizada
com H2SO4, onde foram identificados 15 sesquiterpenos e 5 diterpenos; essa metodologia
mostrou maior proximidade com o perfil e com a composi¢do esperada para o OCR. O
nimero de identificagdes mostra o comprometimento minimo da integridade dos
constituintes do 6leo, ao contrario das demais metodologias utilizadas. Por outro lado, os
5 tinicos constituintes identificados na esterificagdo com BF3/MET foram diterpenos.

O ntmero de ésteres formado também foi abaixo do esperado; enquanto a
esterificacdo com TMSD permitiu a formagao de 10 ésteres, as esterificagdes com H>SOq,
HCl e BF3 (BF3/JAC e BF3/MET) permitiram a identificagcdo de apenas 5, 3, 1 e 5 ésteres

diterpénicos, respectivamente. O grande nimero de picos observados no cromatograma
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dessas metodologias e o baixo quantitativo dos ésteres formados, mostram a ineficiéncia
dessas metodologias quanto a esterificagdo dos éacidos diterpénicos e principalmente
quanto ao comprometimento da integridade da composic¢ao dos 6leos de copaiba. O éster
metilico do acido daniélico (tr = 37,03 minutos) foi o diterpeno maioritario na
esterificacdo com TMSD, representando 26,94% de toda a composic¢ao do 6leo; todavia,
nenhuma das metodologias utilizadas (H2SO4, HCI1 e BF; (BF3/JAC e BF3/MET)), foi
suficiente para formar este éster. De forma andloga, o eperuato de metila (tr = 35,32
minutos), outro éster diterpénico, foi identificado apenas nas esterificagdes realizadas
com H>SO4 e com BF3/MET; embora nesta tltima metodologia tenham sido observadas
caracteristicas de esterificacdes parciais; o perfil espectrométrico obtido para esse
diterpeno foi idéntico nas duas metodologias (Anexos 18 e 19), indicando a formagao do
eperuato de metila, no entanto, em quantidade inferior ao observado na esterificacdo com

TMSD (Fig. 37).

25 Eperuato de metila
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Figura 37. Cromatogramas expandidos da regido de eluicdo dos diterpenos.
Legenda: A = Esterificagdo com TMSD; B = Esterificagdo com BF3/MET.

Além da ocorréncia de possiveis esterificagdes parciais, o grande numero de picos
ndo identificados e que ndo pertencem a composic¢ao auténtica do 6leo, indicam a possivel
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formagdo de artefatos ou até mesmo subprodutos das reagdes de esterificagdo. A
esterificacdo realizada com BF3/JAC mostrou o pior desempenho no OCR; além de afetar
drasticamente a composic¢ao sesquiterpénica, a maior parte dos picos detectados na regido
de eluicdo dos diterpenos, apresentou indicativos da formacao de artefatos e subprodutos
reacionais. Um nuUmero repetitivo de picos apresentou perfis espectrométricos
semelhantes, sustentando principalmente a ideia da formagdo de artefatos; os picos
eluidos em 33,54, 33,90 e 34,04 minutos apresentaram o mesmo perfis de fragmentac¢ao
com a intensa presen¢a do ion m/z 191; esses trés picos juntos representam 24,64% de
toda composi¢do do OCR, sendo o pico de tr = 33,54 responsavel por 18,57%. De forma
analoga, os picos eluidos em 34,25, 34,34 ¢ 34,45 minutos também apresentaram os
mesmos perfis de fragmentacdo, sendo os ions m/z 80,09, m/z 136,12 e m/z 191,16 os
mais abundantes; e ainda aqueles eluidos em 36,60, 36,80 ¢ 37,10 minutos apresentaram
exatamente os mesmos perfis de fragmentacao (m/z 175,15 e m/z 235,15), representando
11,84% da composicao do OCR. Ainda que haja um grande nimero de picos na regido
de eluicao dos diterpenos (33 a 42 minutos), apenas o éster metilico do acido labdan-15-
oico (tr = 35,56 minutos) foi identificado, representando 14,63% da composi¢ao do 6leo;

todos os demais picos apresentaram indicativos de degradagdo ou formacao de artefatos.

5.4.3.4. Reprodutibilidade das metodologias de esterificagao

Todas as metodologias foram realizadas em triplicata para avaliar a (i) eficiéncia
das esterificacgoes, a (i) influéncia dessas metodologias na composi¢ao quimica dos 6leos
de copaiba e para avaliar sua (ii1) reprodutibilidade. Todos os 6leos esterificados e suas
respectivas réplicas foram analisados por GC-EM e seus cromatogramas com as
principais diferencas sdo apresentadas nas figuras 38 a 41. Todas as metodologias
apresentaram diferencas qualitativas e quantitativas entre suas réplicas, algumas, na
regido sesquiterpénica e outras na regido diterpénica dos 6leos de copaiba. Os perfis
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cromatograficos obtidos para os OCM's esterificados com H2SO4 mostram diferencgas
qualitativas relevantes na regido sesquiterpénica (Fig. 38). A presenca do pico eluido em
17,40 minutos nas réplicas 2 (Fig. 38B) e 3 (Fig. 38C), consiste na principal diferenca

entre as réplicas e mostra a possivel influéncia das diversas etapas envolvidas nas reagdes.
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Figura 38. Cromatogramas obtidos por GC-EM dos OCM's esterificados com H>SO4 (Expansdo da regido
sesquiterpénica).

Legenda: A = Réplica 1; B = Réplica 2; C = Réplica 3.

As esterificagdes realizadas com BF3/MET também apresentaram diferengas entre
suas réplicas. Ao contrario do observado na metodologia anterior (H2SOs), as variagdes
qualitativas foram constatadas na regido diterpénica dos oleos de copaiba (Fig. 39). As
principais diferengas foram observadas na primeira réplica (Fig. 39A) e consiste na
presenca exclusiva dos picos eluidos em 38,27, 39,47 e 39,64 minutos e na auséncia do
pico eluido em 39,15 minutos (Fig. 39B e 39C). O aumento acentuado na concentragao
relativa dos constituintes eluidos em 36,76 e 36,93 minutos, assim como a redu¢ao na
concentracao relativa do pico eluido em 36,38 minutos (Fig. 39B), também estdo entre as

principais caracteristicas observadas para esta réplica.
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Figura 39. Cromatogramas obtidos por GC-EM dos OCM's esterificados com BF3/MET (Expansdo da
regido diterpénica).

Legenda: A = Réplica 1; B =Réplica 2; C = Réplica 3.

Pequenas diferencas qualitativas também foram observadas nas metodologias
realizadas na presenca de HCl e de BF3/JAC. Nas esterificagdes realizadas com HCI a
principal diferenga foi observada na regiao diterpénica dos OCM's e consiste na presenca
dos picos eluidos em 34,43, 37,89, 40,67 ¢ 41,90 minutos (Fig. 40). Por outro lado, as
esterificagdes realizadas com BF3/JAC mostraram pequenas diferencas na regido

sesquiterpénica dos OCM's.
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Figura 40. Cromatogramas obtidos por GC-EM dos OCM's esterificados com HCI (Expansdo da regido
diterpénica).

Legenda: A = Réplica 1; B = Réplica 2; C = Réplica 3.

Para os OCR apenas a esterificacdo realizada com BF3/MET apresentou
diferengas qualitativas entre suas réplicas. As principais diferencas foram observadas na
regido de eluicdo entre 20 e 22 minutos e entre 25 e 29 minutos (Fig. 41). Todas as
metodologias utilizadas para a esterificacdo dos 6leos de copaiba (HCI, H2SO4, BF3)
apresentaram variagdes qualitativas relevantes entre suas réplicas. As diferengas
qualitativas relatadas, reforgam a ideia de que apesar dessas metodologias apresentarem
materiais e reagentes acessiveis, elas dispdem de muitas etapas que podem comprometer
a reprodutibilidade do experimento, devido ao aumento pronunciado de erros

sistematicos, assim como a autenticidade dos resultados.
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Figura 41. Cromatogramas obtidos por GC-EM dos OCR's esterificados com BF3/MET (Expansdo da
regido sesquiterpénica).

Legenda: A = Réplica 1; B =Réplica 2; C = Réplica 3.

As diferentes metodologias utilizadas mostraram as principais vantagens da
esterificacao dos dleos de copaiba com TMSD. Todas as metodologias (H2SO4, HCI e
BF3) utilizadas apresentaram algum tipo de influéncia nos dleos de copaiba, seja no
rendimento das reagdes, na integridade dos constituintes ou na esterificacao fidedigna dos
acidos diterpénicos. Apesar dos dois 6leos analisados pertencerem a espécies distintas do
género Copaifera (OCM e OCR), os efeitos observados foram similares em ambos os
oleos.

Os rendimentos mais altos e as menores degradacdes dos constituintes terpénicos
foram observados nas esterificacOes realizadas com H2SO4. O maior niumero de ésteres
formado foi observado nas esterificagdes realizadas com BF3/MET, que permitiu a
identificacao de 2 e 5 ésteres diterpénicos nos OCM e OCR, respectivamente; apesar da
deteccao desses ésteres diterpénicos, eles foram formados numa quantidade abaixo do
esperado para oOleos auténticos. Porém, ¢ importante lembrar que apesar dessa

metodologia proporcionar o maior nimero de ésteres diterpénicos, ela comprometeu
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drasticamente a composicao sesquiterpénica dos 6leos analisados. A esterificagdo com
H>SO4também possibilitou a identificacdo de 5 ésteres diterpénicos no OCR, porém, sem
comprometer tanto a composi¢ao sesquiterpénica, ja que esta metodologia, foi a que mais
se aproximou do perfil auténtico dos 6leos de copaiba.

Os maiores entraves das metodologias de esterificagdo consistem no nimero de
etapas envolvidas, na massa da amostra utilizada, na utilizagao de fortes agentes oxidantes
e nas altas temperaturas. Todos esses fatores influenciam diretamente na integridade dos
constituintes terpénicos dos 6leos de copaiba e na reprodutibilidade das metodologias. As
esterificacdes realizadas com trimetilsilildiazometano sdo reacdes simples e rapidas, que
necessitam de pequenas quantidades da amostra (1,0 mg). Nao geram artefatos e nem a
degradacdo dos terpenoides de copaiba e a perda de massa envolvida no processo €

minima, decorrente apenas da pesagem da amostra.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de metodologias simples e de baixo custo tem sido uma das
principais necessidades dos 6leos de copaiba, tendo em vista suas aplicagdes, que variam
desde seu consumo in natura até formulagoes farmacéuticas ¢ cosméticas. Os resultados
obtidos nesta tese por CG-EM comprovaram a autenticidade dos 6leos de C. multijuga
(OCM's) e mostraram que os Oleos dessa espécie apresentam grandes variagdes
qualitativas e quantitativas na composi¢ao quimica de seus constituintes. O -cariofileno
foi o principal terpenoide dos OCM's e sua concentracdo variou de 0,317 mg.mL" a 0,886
mg.mL!; o 6xido de cariofileno, bastante relatado nas analises qualitativas e semi-
quantitativas dos 6leos de copaiba, também variou de 0,004 mg.mL"'a 0,272 mg.mL. O
método proposto por CG-EM mostrou-se adequado para andlises dos OCM's e para a
quantificagdo do B-cariofileno e do seu oxido.

O desenvolvimento do Fator de Retencao Relativo (Rfr) por meio da CCDAE foi
uma excelente estratégia para caracterizacdo quimica dos OCM's. A principal vantagem
desta metodologia consistiu na rapida identificagdo dos principais marcadores quimicos,
de modo especial os diterpenos, que s6 podem ser obtidos através do seu isolamento e s6
podem ser detectados por CG por meio da sua esterificagio. O método proposto foi
desenvolvido em condi¢gdes que favoregam a identificacdo dos constituintes terpénicos,
mesmo quando houver baixa disponibilidade do padrao de referéncia (6xido de linalol).
O Rfr também surgiu como alternativa para amenizar influencias ambientais, como a
umidade relativa do ar, que afeta diretamente o Rf dos constituintes; nesse sentido, mesmo
que haja variagdes no Rf da substancia, o Rfr obtido serd proporcional a essas variagoes.
O método proposto por meio da CCDAE ¢ confidvel e reprodutivel, e apresentou
coeficientes de variagdo inferiores a 2,0% para cada marcador quimico analisado e uma

boa relacdo log linear. Nao obstante, o método proposto aos OCM's pode ser estendido a
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outras oleoresinas do género Copaifera, para caracterizacdo de alguns de seus principais
marcadores quimicos.

A CCDAE também mostrou-se adequada na deteccdo de adulterantes nos OCM's,
mesmo com as variagdes na sua composi¢ao quimica. As adulteragdes com 6leos vegetais
(soja e milho) foram detectadas com maior facilidade, devido as caracteristicas de suas
manchas e a sua maior sensibilidade na CCDAE. As adulteragdes com oOleos vegetais
foram detectadas a partir de 2,3% e as adulteragdes com 6leo diesel, a partir de 23,0%.
Embora, a complexa composi¢ao quimica de alguns OCM's tenha dificultado a detecgdo
das adulteracdes com 6leo diesel, as adulteragdes com 6leo de soja foram todas detectadas
satisfatoriamente. A CCDAE mostrou-se adequada para deteccdo desses adulterantes;
mesmo nos OCM's de composicdo quimica mais complexa, a deteccdo dessas
adulteracdes foi 3 vezes mais sensivel que aquelas relatadas para a CCD; e nos OCM's de
composic¢ao mais simples, a detec¢do foi 10 vezes mais sensivel. As analises em CCDAE-
EM e quimiométricas (HCA, PCA e PLS-DA) confirmaram a eficiéncia da CCDAE na
detecgdo dessas adulteragdes nos OCM's.

A metodologia de derivatizacdo proposta por meio do reagente de esterifica¢ao
TMSD mostrou-se adequada aos 6leos de copaiba (Copaifera sp.); tanto as oleoresinas
com alto teor diterpénico (C. reticulata) quanto aquelas com baixo teor (C. multijuga)
foram satisfatoriamente esterificadas, sem qualquer indicativo de degradacdo ou
formagao de artefatos. Por outro lado, as metodologias de esterificagao realizadas com os
acidos sulfurico, cloridrico e trifluoreto de boro mostraram varios indicativos de
degradagdo, formacao de artefatos e principalmente da ineficiéncia das esterificagdes dos
acidos diterpénicos. A esterificacdo com &cido sulfurico foi a metodologia que mais se
aproximou do perfil esperado para Oleos de copaiba auténticos; causou menos

comprometimento da composi¢do sesquiterpénica e esterificou uma quantidade razoavel
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de diterpenos. Por outro lado, uma das esterificagdes realizadas com BF3 (BF3/MET) foi
a metodologia que mais comprometeu a integridade dos sesquiterpenos, ao ponto de
nenhum sesquiterpeno ser identificado. A esterificagcdo por meio do TMSD foi proposta
em funcdo da necessidade de metodologias eficientes, que sejam rapidas e faceis, e que
possam atender as analises dos 6leos de copaiba por cromatografia a gas.

Considerando a abundancia dos 6leos de C. multijuga e C. reticulata no norte do
Brasil e principalmente as grandes aplicagdes atribuidas a estas oleoresinas, as
metodologias proposta nesta tese, visam a contribuir para o aprimoramento do controle
de qualidade dos 6leos de copaiba (Copaifera sp.), de forma simples e acessivel; essas
contribui¢des sdo apresentadas na utilizagdo da CCDAE, que ¢ uma técnica mais acessivel
que a CG e também pode ser usada no controle de qualidade dessas oleoresinas; também
pelo Rfr, que permitiu a rapida identificagdo dos principais marcadores quimicos dos

OCM; e por meio de uma metodologia adequada para esterificagdo dos 6leos de copaiba.
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8. ANEXOS
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Anexo 2. Sobreposi¢ao dos cromatogramas dos OCM's na regido de eluicdo do B-
cariofileno (A); Expansao da regido A (s).
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Anexo 3. Grafico de residuos para os acidos hardwickiico, acetoxi-copalico, agatico e
hidroxi-copalico - Homocedasticidade dos residuos (Teste de Breusch — Pagan).
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Anexo 4. Grafico de residuos para o B-cariofileno, 6xido de cariofileno e os acidos
copalico e hardwickiico - Homocedasticidade dos residuos (Teste de Breusch — Pagan).
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Anexo 5. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C27, adulterados com 6leos de soja, milho e
diesel em diferentes proporgdes.
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Anexo 6. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C20, adulterados com 6leos de soja, milho e
diesel em diferentes proporgoes.
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Anexo 7. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C8, adulterados com 6leos de soja, milho e
diesel em diferentes proporgdes
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Anexo 8. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C29, adulterados com 6leos de soja, milho e
diesel em diferentes proporgdes.
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C33  Diesel 4,8% 100% 30,0%  50,0%

Anexo 9. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C33, adulterados com 6leos de soja, milho e

diesel em diferentes proporgdes.
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Anexo 10. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C41, adulterados com 6leos de soja, milho e

diesel em diferentes proporgdes.
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Anexo 11. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C14, adulterados com o6leos de soja, milho
e diesel em diferentes proporgdes.
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Anexo 12. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C11, adulterados com 6leos de soja, milho

e diesel em diferentes proporgdes.
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Anexo 13. Cromatogramas obtidos por CCDAE do 6leo C30, adulterados com 6leos de soja, milho
e diesel em diferentes proporgdes.
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Anexo 14. Espectros de massas obtidos por CCDAE-EM do 6leo de C. multijuga (C8) adulterados com o6leo de soja.
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Anexo 15. Espectros de massas obtidos por CCDAE-EM do 6leo de C. multijuga (C8) adulterados com o6leo diesel.
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Anexo 16. Espectros de massas obtidos por CCDAE-EM dos 6leos de C. multijuga (C20) adulterados com 6leo de soja.
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Anexo 17. Espectros de massas obtidos por CCDAE-EM dos 6leos de C. multijuga (C20) adulterados com 6leo diesel.
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Anexo 18. Espectro de massas do eperuato de metila na esterificagdo com TMSD.
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Anexo 19. Espectro de massas do eperuato de metila na esterificagdo com BF3/MET.
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CHARACTERIZATION AND QUALITY CONTROL OF COPAIBA OILS (Copaifera sp.) BY RELATIVE RETENTION FACTOR
BY HPTLC TO DETECTION OF BIOMARKERS. Copaiba oilresins present medicinal uses that demand the development of
methodologies that could ensure the authenticity and guarantee the species differentiation. The usual way to differentiate the copaiba

oils is analyze the lerpene composition, mainly the diterpenic acids profile. Unlike caryophyllene and its oxide, copaiba dilerpenes

are not commercially available and lab obtention is expensive and time consuming. At this paper. a new methodology is presented
that allows the fast and reliable detection of copaiba biomarkers using HPTLC retention factor relative to an appropriate standard.

Several commercially available substances were analyzed and the monoterpene linalool oxide was chosen. The comparison of relative
retention factors allowed the confirmation of caryophyllene and its oxides and the diterpenic acids copalic, hydroxy-copalic, acetoxy-
copalic, agathic, and hardwickiic. Calibration curve showed strong correlation ( | r ‘ 2 0.9962) with R? = 0.9928.

Keywords: Copaifera multijuga: copaiba: quality control; HPTLC: Amazonia.

INTRODUCAO

Os dleos de copaiba possuem amplo uso nas industrias de cos-
méticos e perfumes devido as suas diversas propriedades bioldgicas.
A denominacio adequada desses 6leos como oleoresinas implica na
abordagem apropriada para sua caracterizagiio quimica, sendo de
fundamental importincia para o desenvolvimento de metodologias
de controle de qualidade confidveis, eficientes e de ficil execucio.'
As oleoresinas de copaiba sdo obtidas diretamente das drvores do
género Copaifera (Fabaceae), sem extragio nem solvente. O dleo
estd presente em diversas estruturas da planta, mesmo nas plantulas.
até nas raizes. Flui por canais lizégenos e esquizégenos, escoa e se
acumula em bolsdes naturais no tronco, formados por alargamentos
destes canais. Quando os bolsdes ficam muito cheios de éleo, como
nas drvores mais antigas, provocam expansdes (barrigas) que podem
rachar o tronco, por onde a copaiba exsuda naturalmente. N#o € raro
encontrar animais se esfregando no tronco dessas drvores para curar
suas feridas. Para obter quantidades maiores que podem alcancar
viérios litros, faz-se um furo no tronco da drvore com um trado, uma
furadeira manual, até alcancar os bolsoes.!

A composigao dos 6leos de copaiba, como de outras oleoresinas
naturais, é de uma mistura de terpenos de variados pesos molecu-
lares. Os mais leves, liquidos 4 temperatura ambiente, solubilizam
os mais pesados, resinosos. No caso da oleoresina de copaiba, os
terpenos leves sdo sesquiterpenos, principalmente o cariofileno e
seus derivados e isémeros, ¢ os pesados sdo dcidos diterpénicos de
esqueletos labdano, clerodano e caurano.' Sio também exemplos de
oleoresinas naturais o incenso, a mirra e o breu (Burseraceae), nas
quais os terpenos leves sio majoritariamente 0s monoterpenos™ e os
pesados siio triterpenos.* J4 as oleoresinas de pinheiros e coniferas
30 conslituidas por monoterpenos (pinenos), cujo produto comercial
éalercbintina,” e os pesados sio dcidos diterpénicos aromalicos, como
os dcidos abiético e pimdrico, formando uma mistura comercialmente
conhecida como colofone.”

*e-mail: valdir.veiga@gmail.com

icdo das oleoresinas € muito pouco comum, compa-
s dos demais 6leos naturais. As oleoresinas de copaiba recebem
diversas denominagdes (populares e também comerciais) de misturas
naturais, como seiva (nutrientes hidrossoliveis), bilsamo (solugées
naturais aquosas ricas em derivados de dcidos benzoico e cinimico)
e ldtex (emulsdes de polimeros naturais com metabdlitos especiais
hidrossoldvels), mas o mais comum € que sejam descrilas como
6leos fixos, que sdo aqueles obtidos por prensagem das sementes e
constituidos majoritariamente por triglicerideos e dcidos graxos livres
(com pequenas quantidades de carotenos, tocoferéis, fosfolipidios e
fito-esterdis).*’ Para os 6leos fixos, as metodologias de controle de
qualidade empregam indices relacionados aos dcidos graxos (lineares,
ndo terpénico: insaturagdes e oxidacdes. Quando os Gleos de
copaiba sio analisados como se fossem 6leos fixos, 0s sesquiterpenos
sdo ignorados e os dcidos diterpénicos acabam sendo titulados-como
se fossem dcidos graxos.'” No outro extremo, quando a oleoresina de
copaiba € confundida com um 6leo essencial (a mistura de substincias
voldteis obtida unicamente por arraste por vapor d dgua), analisa-se
somente os constituintes leves e volateis, os sesquiterpeno; sendo
ignorada a porgiio resinosa da copaiba, podendo representar a perda
de informaciio sobre 70-80% de sua composicio.!!

Ha diversas iniciativas para o controle de qualidade dos éleos
de copaiba, mas poucas se baseiam em sua composigio quimica
completa.” Entre sesquiterpenos e diterpenos, B-cariofileno ¢ o
dcido copdlico correspondem aos marcadores quimicos dos dleos de
copaiba, uma vez que participam da composi¢ao quimica de todos os
Sleos jd descritos.” A anilise somente dos sesquiterpenos € a mais
comum, com duas abordagens usuais: relatar o total de substincias
voldteis (oxidadas ou ndo):'' ou a quantificagio do cariofileno e o
seu 6xido." J4 nas andlises somente dos diterpenos, as estratégias
enfrentam diversos desafios que vao da solubilidade a necessidade de
derivatizacio (eslerificagiio) na cromatografia a gds (GC), a dificul-
dade de eluigiio em tempos curtos em fase reversa em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e, principalmente, de obtencio
de padres.'” Enquanto os sesquiterpenos variam grandemente em
quantidade, os dcidos diterpénicos variam também qualitativamente
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This study investigated how operating conditions in convective drying in fixed bed influences
affects yield and composition of the essential oils of sacaca (Croton cajucara Benth) and alfavaca
(Ocimum micranthum Willd). The cssential oil yiclds were highest (0.48% w/w for sacaca and
4.66% w/w for alfavaca) with 100 g of moist leaves, 0.47 m/s of drying air velocity and 60 °C of
drying air temperature. Low temperatures and low loads of wet material (2.19 mol/L) produced
the highest content of linalool, a major compound of sacaca essential oil. In contrast, high
temperatures and high loads of wet material (8.94 mol/L) produced the highest value of methyl
eugenol, a major compound of Amazonian basil essential oil. These results show that linalool
(present in sacaca essential oils) is more susceptible to drying operating conditions (drying air
lemperature and wel material loading) than methyl eugenol (present in allavaca essential oils).
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INTRODUCTION

Essential oils are volatile and refractive liquids with a
characteristic odor that may be present in several parts of the
plant, including leaves, husks and fruits (Andrade and Gomes,
2000). Some plants contain essential oils that are of interest to
the food and pharmaceutical industries, which may use them
for food flavoring, or as ingredients for cosmetics, perfumes
and drugs (Braga, 2002). Some volatile oils are used directly
as medicine. Esscntial oil-rich plants may also be pulverized
and used as scasoning (star anisc, clove, nutmeg). Crofon
cajucara Benth. (family Euphorbiaceae), also known as
sacaca, is a plant species from the Amazon whose essential oil
contains linalool, which is used as a fixative for fragrances,
and also has anti-inflammatory, analgesic, hypotensive,
vasodilator, antinociceptive and antimicrobial activitics
(Aratjo ef al., 1971; Pcana ef al., 2002; Macicl ef al., 2006).
Ocimum micranthum Willd (Lamiaceae family), commonly

known in the Amazon region and in Brazil as alfavaca, country
alfavaca, wild alfavaca, chicken alfavaca, favaquinha and
Amazonian basil, is an important source of essential oils that
contains phenolic and aromatic antioxidant compounds of
value to the food and pharmaccutical industrics (Pandey ef al.,
2014). A predominant compound of allavaca essential oil is
methyl eugenol, used in the cosmetics industry for soap and
shampoo production, and also as a flavoring agent for jelly,
non-alcoholic drinks, chewing gum and ice creams (Santos,
2011). The drying process stops the enzymatic action that
causes degradation of plant active compounds, and thus is a
processing step in the production of essential oils from the
majority of medicinal, aromatic and seasoning plant species
(Corréa Ir. ef al., 2000; Hewrtwig, 1991). Examples are the
cxlraction of cssential oils from branches and Icaves of long
pepper (Piper hispidinervium C. DC.), where humidity superior
to 30% of wet basis (w.b.) promotes emulsion, hindering the
separation of oil and water and resulting in low oil yield (Maia
and Silva, 1995); or from lemongrass leaves (Cymbopogon
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1

A Brief History of Terpenoids

Milena Campelo Freitas de Lima, Larissa Sousa da Silva,
Larissa Silveira Moreira Wiedemann and Valdir F. da Veiga Jr.
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1.1 Terpenoids: General'Overview

Living beings have developed 'adaptation mechanisms essential for their survival throughout their
evolutionary process. Inthe plant, animal and microorganism species, unique metabolic routes have been
developed with the objective of acting in defence and, consequently, they attribute specific characteristics
to their species. Substances produced by these routes have been designated as secondary metabolites or,
as some authors prefer, special metabolites (Pinto et al. 2002; Simdes et al., 1999).

Terpenes.aré.a‘class of special metabolites, a set of substances capable of acting on behalf of their
producing speeies. The meaning of the term terpene appeared in the nineteenth century, based on studies
carried out with the plant Pistacia terebinthus, whose resin is termed terebinth or tupertin, a name
derived from the German ‘Terpentin’. The word terpene was first used by Kékulé in 1866 as a way
of generalizing substances from this class (Kung and Yang, 1998; Simées et al., 1999). Subsequently
designed as terpenoids (Figure 1.1), the substances from this class have widespread occurrence in the
plant, animal and microbial kingdoms. Their distribution is greater in the plant kingdom, where they are
generally found in resinous and aromatic plants. They vary in type and quantity between parts of plants
such as leaves, bark, twigs, trunk, fruits and seeds. For each part of the plant, the percentage of the com-
position may vary (da Veiga Jr. and Pinto, 2002; Breitmaier, 2000).

These compounds can also be found in animals. although they are not so common. One of the earliest
reports of animal terpenes was in musk oil, obtained from the secretion of the musk deer and beaver.
With the abundant use of these oils by the European peoples, these animals began to be in danger of
extinction. The advancement of studies in the field of the chemistry of natural products made it possible
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Capitulo 6

Destilagio & Evaporador Rotatério

Klenicy Kozumy de Lima Yamaguchi
Milena Campz[o Freitas de Lima

6.1 CONTEXTUALIZACAO

As moléculas estdo constantemente sofrendo colisdes e gerando energias
cinéticas que as permitem alterarem seus estados fisicos. Existem virios fato-
res que influenciam tais fendmenos, como a pressao e a temperatura. O proces-
so em que um liquido possui energia cinética suficiente para superar as forcas
atrativas e transformar-se num gis denomina-se “evaporagio”, e € a base para
as técnicas de destilacdo e evaporacio rotatéria.

Atualmente, esses processos sdo muito utilizados em laboratérios de qui-
mica de Produtos Naturais para a purificagio de solventes e na obtencao de ex-
tratos organicos e 6leos essenciais. Na industria, ¢ uma das principais formas de
fracionamento de petréleo e derivados, utilizada na purificacao de dlcool com-
bustivel de cana-de-acticar e na industria de bebidas, entre muitos outros usos.

Neste capitulo serao apresentados os conceitos e os fundamentos do processo
de destilacao, as diferentes metodologias, os mecanismos de funcionamento e os
equipamentos utilizados. Serdo apresentados os principais solventes que sdo uti-
lizados em um laboratério e os cuidados que sdo necessarios na destilacio destes.

Por definicio, a destilacio é um método utilizado para separacgdo ou puri-
ficacao de liquidos, baseado em seus respectivos pontos de ebulicao e pressdo
de vapor. Seu processo de separacdo ou de purificacdo é explicado pela ideia de
que a matéria é formada por particulas que se movimentam e interagem entre
si. Consiste em dois fenémenos fisicos:

* Vaporizacdo: que é a transformacdo de um liquido em vapor.

* Condensacdo: que € a transformacio de um vapor em liquido.

06-Praticas_de_Laboratério_cap06.indd 71 12/06/19 13:46:16
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Capitulo 12

Derwvatizagao para Cromatografia em Fase Gasosa

Turi ‘Bezerra de Barros

Milena Campelo Freitas de Lima

12.1 CONTEXTUALIZAGAO

A derivatizagdo consiste na modificacéo estrutural de determinadas clas-
ses de substincias, permitindo a mudanca da funcdo organica. Acidos car-
boxilicos, alcodis, aldeidos e cetonas sdo exemplos de fungées orgénicas que
podem ser convertidas a outras classes de metabdlitos, que sejam favordveis a
determinadas andlises quimicas. As caracteristicas estruturais das moléculas
sdo responsdveis por muitas das suas propriedades fisico-quimicas. A solubili-
dade, a polaridade, o ponto de fusdo e ebuli¢io sdo algumas das propriedades
que definem o tipo de caracterizacdo quimica mais adequada para cada analito.

A cromatografia em fase gasosa (CG) corresponde a uma das técnicas
analiticas mais antigas e lteis & caracterizacao quimica de produtos naturais.
Proporciona anélises rapidas, eficientes e reprodutiveis, além de exigir quan-
tidades minimas da amostra, na escala de ppm, para a realizacéo das andlises.
E uma técnica com excelente resolugio e baixo limite de deteccio, permitindo
a identificacdo de dezenas de constituintes numa mesma amostra. E ampla-
mente utilizada para caracterizacdo quimica de moléculas de baixa polaridade
como os Oleos essenciais. Ademais, o processo de derivatizagdo das amostras
permite a utilizacgo desta técnica para a caracterizacdo quimica de diversos
extratos apolares e 6leos fixos, ampliando seu leque de aplicagdes.

As técnicas cromatograficas sio classificadas de acordo com o estado fisico
das fases movel e estaciondria. A fase mével é responsével pelo transporte do
analito, e através de diversas etapas de equilibrio entre amostra, fase mével e
fase estaciondria, ocorre o processo da separacio dos constituintes. Na CG a fase

11/06/19 13:45:48
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Capitulo 13

Preparagao de Amostras e Padroes para Estudos de
Validagao

Milena Campelo F. de Lima
Larissa Sousa da Silva
Nathdlia Lamenfia Lopes

13.1 CONTEXTUALIZACAO

A validacdo de um método analitico consiste em demonstrar a confiabili-
dade que o mesmo possui para um determinado objetivo. Durante o processo
de validacéo, erros relacionados ao analista, a calibracdo de equipamentos, a
contaminacdes e ao preparo da amostra (como erros de pesagem, pipetagem e
paralaxe) podem ser determinados, corrigidos e amenizados. A validacao per-
mite avaliar a confiabilidade de um método desenvolvido para o controle de
qualidade de um analito em questdao. Um método validado possibilita a padro-
nizagao e rastreabilidade de diversos analitos, presentes em extratos vegetais,
6leos essenciais, fitoterdpicos e muitos produtos de relevincia comercial.

Para o desenvolvimento de uma metodologia analitica é necessdrio ter
conhecimento das caracteristicas mais relevantes da amostra, (p. ex.: as clas-
ses quimicas predominantes), para que assim, o método seja ajustado para
cada analito de interesse. As condig¢des que serdo utilizadas durante o método,
como as condicoes cromatograficas, dependem das caracteristicas da amostra
e, principalmente, da natureza do analito que se deseja avaliar.

A selecdo da amostragem corresponde a uma das etapas primordiais no
desenvolvimento de um método analitico, pois todas as etapas subsequentes
serdo baseadas nesta. A amostragem pode ser realizada de vdrias maneiras,
que dependerio das condig¢oes em que as amostras se encontrarem. Podem ser

11/06/19 14:10:07
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(57) Resumo: Amostras de oleo de copaiba
(OCP) das espécies Copaifera reticulata Ducke
e Copaifera multijuga Hayne, bem como de uma
amostra comercial deste dleo, foram veiculadas
(0,5% - 1,0%) em microemuls&o ou
nanoemulséo com caracteristicas SMEDDS e
SNEDDS, respectivamente. Especificamente,
objetivou-se a otimizag¢ao da agdo terapéutica de
OCP na administracéo por via oral e topica
associada, aplicada em processo de reparo
tecidual cutaneo, com ag&o fitoterapica
analgésica, anti-inflamatoria e cicatrizante. Os
bioformulados de OCP foram avaliados via
protocolos experimentais in vivo em feridas
cuténeas e pelo método de analgesia via
inibicdes das contorgdes abdominais induzidas
pelo acido acético, tendo apresentado atividades
anti-inflamatoria, cicatrizante e analgésica
satisfatorias. O efeito antisséptico, que inibe a
proliferagdo de microorganismos, bem como
aplicacOes extensivas na terapéutica
dermatologica e musculoesquelética, também
estdo sendo reivindicadas para os bioformulados
de OCP. Além do uso oral e topico associado, a
liberagdo lenta e controlada de OCP nas
membranas celulares, via administragdo
transdérmica, também é alvo de rei(...)
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(57) Resumo: NANOFORMULAGCAO DESENVOLVIDA A BASE DE OLEC DE COPAIBA PARA USO TOPICO EM PROCESSO
DE CICATRIZAGAC ASSOCIADO COM LASER No presente invento, o éleo de copaiba (OCP) das espécies Copaifera reticulata
Ducke (OCPR), Copaifera multijuga Hayne (OCPM), e de uma amostra comercial, foram veiculadas (faixa preferencial 0,5% -
3,0%) em nanoemulsdo SNEDDS (self-nanoemulsifying drug delivery system), para uso tépico associado com laser, na
terapéutica de reparo tecidual cutaneo. As formulagées SNEDDSOCPR, OCPM ou OCPC (SNEDDS-OCP) foram preparadas
sem co-surfactante, objetivando a reducao de ingredientes carreadores que possam ausar reagoes adversas. SNEDDS-OCP
contém oleo de copaiba em mistura com oleo de girassol (1:1) e um surfactante de uso farmacolodgico (faixa preferencial 7% -
25%), dispersos em meio aquoso neutro. As formulacdes SNEDDS-OCP foram avaliadas em rocedimentos in vivo (Rattus
novergicus albinus) para cicatrizacéo de feridas. Andlises histopatolégicas e imunohistoquimicas foram realizadas apos 7 e 14
dias e mostraram reducédo de neutréfilos e linfocitos, bem como aumento da colagénese, proliferagdo de fibroblastos e maior
espessamento epitelial. Os resultados farmacologicos mostraram resposta antiinflamatéria, cicatrizante e antiséptica, via uso
tépico, bem como efeito antinociceptivo, via administragéo cral. Comparativamente, as formulages SNEDDS-OCP foram mais
eficazes no processo associado com laser, no reparo tecidual cutineo.
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