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RESUMO

SOUSA, J. P. B. Copaifera langsdorffii: estudo fitoquimico, validacdo de métodos
cromatograficos e andlise sazonal. 2011. 179 p. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2011.

Copaibas referem-se as grandes arvores que crescem, principalmente, nos estados do
Amazonas, Par4, Ceara e no norte do Brasil. Copaifera langsdorffii pode ser encontrada em
praticamente todas as regifes do Brasil. Amostras de Oleorresina, especialmente aquelas
obtidas da C. langsdorffii, ttm sido utilizadas na medicina popular como anti-inflamatério,
antiséptico urinario e cicatrizante. Além disso, o0 extrato hidroalcodlico das folhas desta
arvore despertou a atencdo do nosso grupo por apresentar propriedades antilitiasicas.
Portanto, os objetivos do presente trabalho foram: investigar a composicao quimica de
amostras de C. langsdorffii; desenvolver e validar métodos cromatograficos capazes de
guantificar os principais componentes presentes nas amostras de C. langsdorffii e avaliar a
influéncia da sazonalidade no perfil quimico dos extratos hidroalcodlicos da espécie. Para os
estudos fitoquimicos foram utilizados os processos de maceragdo e percolagdo para
obtencéo dos extratos. Extratos brutos e respectivas fragbes foram analisados e fracionados
por técnicas cromatograficas em camada delgada e em colunas de silica gel. Os compostos
promissores foram purificados por CCDP e CLAE na escala semipreparativa. As estruturas
quimicas destes compostos foram elucidadas por RMN de *H e **C. O método analitico para
avaliar o extrato hidroalcodlico foi desenvolvido por CLAE/UV-DAD. Neste sentido, foi
desenvolvido protocolo para preparacédo da amostra, no qual envolve agitacdo, temperatura
e a utilizacdo de solugcdo etandlica a 70% como solvente extrator. Na analise sazonal,
aliquotas das folhas da espécie foram coletadas mensalmente durante 14 meses. CG/EM e
CG-DIC foram utilizadas para identificacdo e desenvolvimento de método, considerando os
principais compostos volateis presentes no 6leo e nas folhas. Para tanto, aparelho tipo
Clevenger foi utilizado para obtengcdo destes volateis. Na investigacdo fitoquimica 13
compostos foram isolados e identificados e 12 sesquiterpenos foram identificados. Dentre os
volateis destacam-se a-copaeno, B-cariofileno, a-humuleno e 6xido de cariofileno. O acido
caurenodico foi isolado do Oleorresina e dos extratos das folhas, flores e frutos da C.
langsdorffii. O acido copalico e seus derivados foram obtidos do fracionamento com o
Oleorresina. O fracionamento dos extratos obtidos das folhas, flores e frutos também
resultou no isolamento dos acidos ent-labda-7,13-dien-15-6ico e 2-hidréxi-ent-labda-7,13-
dien-15-6icos. Dois flavondis, 3-O-a-ramnopiranosil-quercetina e 3-O-a-ramnopiranosil-
canferol foram isolados dos extratos hidroalcodlicos das folhas da espécie. O éter 2-
hidréxifenilvinil etilico foi isolado do extrato dos frutos. A partir da reacdo de derivatizacédo
com algumas amostras obtiveram-se o caurenoato de metila, 2-hidréxi-ent-labda-7,13-dien-
15-oato de metila e o 4-metdxi-cinamoato de etila. O método por CLAE permitiu a
quantificacdo de cinco flavondis: rutina, 3-O-a-ramnopiranosil-quercetina, 3-O-a-
ramnopiranosil-canferol, quercetina e canferol. Este método apresentou recuperagdo média
de 97%. As analises qualitativas sazonais dos extratos hidroalcodlicos das folhas indicaram
a presenca de 3-O-a-ramnopiranosil-quercetina, 3-O-a-ramnopiranosil-canferol durante todo
periodo de estudo. Nas andlises quantitativas, estes dois flavonois apresentaram teores
médios de 1,8 e 1,0%, respectivamente. O método desenvolvido por CG-DIC detectou e
quantificou a-copaeno, B-cariofileno, a-humuleno em d6leo de copaiba e no 6leo essencial
das folhas. Para ambos os métodos validados, os parametros de seletividade, LOD, LOQ,
exatidao, precisdo e robustez apresentaram resultados satisfatérios. De modo geral, as
composi¢des quimicas das amostras estudadas sao semelhantes. Os métodos validados
podem ser utilizados como ferramentas analiticas no controle de qualidade do 6leo de
copaiba, extratos e derivados.

Palavras-chave: Copifera langsdorffii, CLAE, CG, éleorresina, fitoquimica.



ABSTRACT

SOUSA, J. P. B. Copaifera langsdorffii: phytochemical study, chromatographic method
validation and seasonality role. 2011. 179 p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeiréo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Copaiba refers to large trees that grow mainly in the states of Amazonas, Para, Ceara and
northern Brazil. Copaifera langsdorffii can be found in almost all regions of Brazil. Samples of
its oilrresin, especially one obtained from C. langsdorffii have been used in folk medicine as
anti-inflammatory, antiseptic, urinary antiseptic and wound healing. In addition, the
hydroalcoholic leaves extract of this tree has drawn the attention of our research group
because of its antilitiasic properties. Therefore, the goals of this work were: to investigate the
chemical profile of samples of C. langsdorffii; to develop and validate chromatographic
methods capable of quantifying the main components present in the samples of C.
langsdorffii; to evaluate the influence of seasonality in the chemical profile of the ethanolic
extracts of this species. For preparation of the extracts maceration and percolation were
used. Crude extracts and fractions were analyzed and fractionated by thin layer
chromatography and silica gel column chromatography. Promising compounds were purified
by HPLC and preparative TLC. The chemical structures of the isolated compounds were
elucidated by *H NMR and **C. The method for the analysis of the hydroalcoholic extract was
developed by HPLC/UV-DAD. Also, a protocol for sample preparation was also developed,
including shaking, temperature and ethanol 70% as solvent extractor. For the seasonal
analysis, aliquots from the leaves of trees were collected monthly for 14 months. GC/MS and
GC-FID was used to identify and develop the method, considering the main volatile
compounds present in the oil and leaves. For both, Clevenger type apparatus was used to
obtain these volatiles. The phytochemical study led to the isolation and identification of 13
compounds. Also, 12 sesquiterpenes were identified, including a-copaene, B-caryophyllene,
a-humulene and caryophyllene oxide. Kaurenoic acid was isolated from oilrresin and from
the extracts of leaves, flowers and fruits of C. langsdorffii. Copalic acid and its derivatives
were obtained by fractionation of the oilrresin. Fractionation of extracts from leaves, flowers
and fruits also resulted in the isolation of ent-labda-7,13-dien-15-oic acid and 2-hydroxy-ent-
labda-7,13-dien-15-oic acid. Two flavonols, 3-O-a-rhamnopyranosyl-quercetin and 3-O-a-
rhamnopyranosyl-kaempferol were isolated from the hydroalcoholic extracts of the leaves of
this species. The 2-hidroxyphenylvinyl ethyl ether was isolated from the extract of the fruits.
The some fraction was derivatized furnishing methyl kaurenoate, methyl 2-hydroxy-ent-
labda-7,13-dien-15-oate and the 4-methoxy-ethyl cinamoate. The developed HPLC method
allowed the quantification of five flavonols: rutin, 3-O-a-rhamnopyranosyl-quercetin, 3-O-a-
rhamnopyranosyl-kaempferol, quercetin and kaempferol. This method showed average
recovery of 97%. The qualitative analysis of seasonal variation in the hydroalcoholic extracts
of leaves indicated the presence of 3-O-a-rhamnopyranosyl-quercetin and 3-O-a-
rhamnopyranosyl-kaempferol throughout the studied period. Regarding the quantitative
analysis, these two flavonols showed average levels of 1.8 and 1% respectively. The method
developed by GC-FID detected and quantified a-copaene, B-caryophyllene, a-humulene in
copaiba oil and leaves essential. For both validated methods, the parameters of selectivity,
LOD, LOQ, accuracy, precision and robustness showed satisfactory results. In general, the
chemical compositions of the studied samples are similar. The developed validated methods
can be used as analytical tools for the quality control of copaiba oil, its extracts and products.

Keywords: Copaifera langsdorffii; HPLC, GC, oilrresin, phytochemistry.



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:
Figura 18:
Figura 19:
Figura 20:

Figura 21:

LISTA DE FIGURAS

A coloracéo verde ilustra os locais onde género Copaifera € encontrado.......... 5

Numeracdo e estereoquimica comuns aos esqueletos diterpénicos:

caurano, clerodano € 1abdano .........oovuiieiiei i 6
Sesquiterpenos e diterpenos comuns ao Oleorresina da copaiba...................... 8
Coléteres nas folhas de C. langsdorffii ..........cccoovviiiiiiiiiii e, 10
Amostras de Oleorresina em tubos com capacidade de 10 mL...........cccc......... 11

Resumo gréfico com destaque para as etapas desenvolvidas com a espécie
=T 0= 1] (8 o [ TSP 12

Cromatografia em coluna classica para o fracionamento do extrato das

O S e 22
Purificacdo de compostos POr CCDP.........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiee 23
Coluna com Sephadex® LH 20 durante a realizacdo do fracionamento da

21 0101 = RSP UPPTRPPI 26
Cromatografo de fase lHQUIda............eeeeiieiiiiiiiiiiie e 26
Perfis cromatograficos analiticos apresentando a separagdo dos

componentesS CL 10 €@ CL 1d.. ..o et e e eeas 28

: Ao lado esquerdo esquema demonstrando os recipientes. Ao lado direito

Diazald Kit — Sigma AldriCh............iiii e 31

Em destaque apresenta-se a C. langsdorffii ao lado do Laboratério de
FarmMaCOgNOSIA.........ooeiiiiiee e e e e e e e e e et e e e 42

Em destaque apresenta-se a C. langsdorffii nas proximidades do Lago no
Campus da USP, FFCLRP .......iiii it e e 42

Perfil cromatografico da fracdo aquosa por CLAE em 257 NM...........cccevveeeee.. 45

Composto polar purificado eluindo-se com fase mdvel consistindo de 95%

de agua e 5% metanol, sob gradiente linear.............cccooeevvviiiiiieeeeniiiiiieeeenn 46
Distintas fases estacionérias na purificagdo de polares..........cccccevvvvvvvveveennnen. 47
Exemplo representativo do isolamento de CL Y .....ooooviiiiiiiiiiii e, 47
ASPECLO fISICO AE CL Y ..ttt 48
Espectro de RMN de 'H obtido de CL Y (DMSO-dg/400 MHZ)...........c..cocu....... 48

Espectro de RMN de **C obtido de CL Y (DMSO-d¢/100 MHZ) ........c.c.oc.......... 49



Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:
Figura 25:
Figura 26:
Figura 27:
Figura 28:
Figura 29:
Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:
Figura 33:
Figura 34:
Figura 35:

Figura 36:

Figura 37:

Figura 38:

Figura 39:

Figura 40:
Figura 41:
Figura 42:
Figura 43:
Figura 44:

Figura 45:

(A) Perfil cromatografico dos volateis das folhas de C. langsdorffii por CG —
DIC; (B) Substancias avaliadas para escolha do padrédo interno: (C) Perfil
destes volateis com adic80 de a: TMB ..........uuuuuumummimiimiiiiiiiiiiiiinennnn.. 51

(A) Perfil cromatografico dos padrbes de hidrocarbonetos. (B) Perfil da
amostra obtida das folhas de copaiba. (C) Co-injecdo, amostra com adi¢do

dos padrdes de hidrocarbonetos ...........uvviiiiiiiiiiiecce e 52
Estruturas quimicas dos constituintes identificados por CG/EM ...................... 54
Perfis cromatogréaficos comparativos de amostras de C. langsdorffii ............... 55
Composicao quimica da fraG8o 1 — CLV......ccuiiiiiiiiieeiieiiiiieeee e 56
Sesquiterpeno e diterpenos isolados e identificados do 6leorresina................. 58
Componentes isolados do extrato obtido dos frutos ............ccccceeeeiiiieeiieiiiinnnnn. 60
Andlise por CCDC dos extratos das flores e frutos...........ccccccevvvvvvivviiiiecienenn, 61
Composicao quimica do extrato obtido das flores............cccccvvveviviiiiiiniinninnnnnn. 61

Andlise por CCDC das SFragbes obtidas do fracionamento descrito no

ST 0 [ 1] 3 = U PSPPI 62
Compostos isolados da fracdo em acetato de etila obtida das folhas .............. 63
Acido caurendico obtido da C. 1angSAOrffii...........cc.cccviveeiieeriereee e, 64
Andlise por CCDC visando obtencdo de CL X........cccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 65
Perfis por CCDC, demonstrando o antes e depois da derivatizagéo................ 66

Andlise por CCDC das fra¢des obtidas durante o processo de purificagdo da
AMOSHra deriVatiZada ...........cuvvuiiie e 67

Derivados metilados obtidos das partes aéreas da C. langsdorffii ................... 68

Perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico obtidos das folhas de C.

[AaNGSAOITTii €M 257 NIM ... ebeeneeeneene 80
Perfis cromatograficos dos compostos avaliados para a escolha dos

Padrdes INtErN0 € SECUNUAIIO ......uuvrereeeereeeeeeeeeeeeeeeneneeenennnnenennnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnns 82
Estruturas quimicas: benzofenona (pi) e piperonal (PS) ......cccvvvvvvvevieiieieieennnnnn. 82
Estruturas quimicas dos flavondis envolvidos na validagdo do método ........... 83
Perfil cromatogréfico dos flavonoéis estudados neste método (257 nm) ........... 84
Perfis cromatograficos das amostras em 257 NM .........oooviiiiieeeeeicieiiieee e, 86
Estudo de linearidade para ruting ............ccoieeeiiiiiiine e 88
Estudo de linearidade para QUErCItIiNG ..............eeiiiieeiiieiiicie e 89



Figura 46:
Figura 47:
Figura 48:
Figura 49:
Figura 50:

Figura 51:

Figura 52:

Figura 53:

Figura 54:
Figura 55:
Figura 56:
Figura 57:
Figura 58:
Figura 59:

Figura 60:

Figura 61:
Figura 62:

Figura 63:

Figura 64:
Figura 65:

Figura 66:

Figura 67:

Figura 68:

Estudo de linearidade para 3-O-a-ramnopiranosil-canferol................cccceeeee... 90
Estudo de linearidade para QUEICELING ...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeee 91
Estudo de linearidade para canferol ...........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiee 92
Estudo de linearidade para benzofenona (Pi) ......cccocovvvveeiiiiiiiieieeccceee e, 93
Estudo de linearidade para piperonal (PS) ......ccuvvvviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 94

Curvas analiticas em triplicatas para estimativa dos limites de deteccéo e
(0 18 =g 1] o¥= Lo Lo LSRR 96

Curvas analiticas em triplicatas para estimativa dos limites de deteccdo e
(o [UE=T a1 1] o= Tox- To 1 97

Curvas analiticas em triplicatas para estimativa dos limites de deteccdo e
QUANTITICAIGEO ... 98

Matriz esgotada apés ser submetida a extracdo com aparelho de Soxhlet.... 103

Efeitos dados pelo CV (%) para QUErCItING ..........cocvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 110
Efeitos dados pelo CV (%) para 3-O-a-ramnopiranosil-canferal..................... 110
Ramos com flores da C. 1angSdorffii ... 112
Destaque para as flores da espécie em estudo ............coevvvvvevviiiiiiiiiiiiieennnn, 113
Fruto maduro da C. 1angsdorffii ........cccooeeiiiiiiiiiii e, 114
Em Unico ramo é possivel observar, frutos verde, seco e fruto se abrindo,

[IDErando @ SEMENTE ........cooiiiiiiiii e 114
Destacam-se as sementes retiradas dos frutoS .............ceeeeiiiiiiiiiiiiiiieennne 115
Perfil cromatogréafico do extrato hidroalcodlico das flores ............ccccceeeeee. 116

Perfis cromatogréficos dos extratos hidroalcodlicos das folhas de C.

langsdorffii obtidos para 0 estudo sazonal.............ccooveiiiiiiiiiiii 119
Andlises quantitativas para quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-canferol ....... 120
Perfil cromatografico por CG-DIC dos compostos padres.............ccevvveeeeee.. 125

Perfil cromatografico por CG-DIC de trés fragbes volateis obtidas do éleo de

[o0] o F- 1] o - VPRSPPI 126
Curvas analiticas de todos 0s compostos em analiSe..............eevveevrrivnrnnnnnnnns 129
Curvas analiticas utilizadas na determinacdo de LOD € LOQ............cceevvenes 130



Vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Rendimentos obtidos de cada fracéo por processo de particdo...............cceeeveenes 25
Tabela 2: Fatores e niveis investigados no teste de robustez considerando CLAE.............. 39
Tabela 3: Fatores e niveis investigados no teste de robustez considerando CG-DIC.......... 39
Tabela 4: Planejamento fatorial para onze fatores e doze experimentos..............cceeeeevvennnes 40
Tabela 5: Planejamento fatorial para sete fatores e oito experimentos...........ccccceeeveeeeereenes 40
Tabela 6: Dados utilizados para a identificagcdo dos componentes volateis......................... 53
Tabela 7: Dados de **C para o0 sesquiterpeno e diterpen0S ..........c.ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenn. 72
Tabela 8: Dados de ®C para flAVONGIS .............ceoueeeeoeeee e, 76
Tabela 9: Dados de **C para 4-metdxi-cinamoato de etila e éter 2-hidroxifenilvinil etilico ... 78
Tabela 10: Respostas que compdem a seletividade do MEtodo........cceeeeeeviiiiiiiiiiieieeeeeeeinn, 85
Tabela 11: ParGmetros das curvas analitiCas..............ueveeiiiiiiiiiiiiieeee e 95
Tabela 12: Estimativas de LOD e LOQ para 0S PadrOeS .........cuuvvvieeeriiiiieiiieiiiiiieiieieieeeeeeeen 99
Tabela 13: RepetiDIlidade. ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 100
Tabela 14: Precisé@o intermediaria realizada No 1° did...........c.oooeuviiiiiiieiiiiiiiieeeee e 101
Tabela 15: Precisd@o intermediéria realizada N0 2° di@...........coooiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieecee e 102
Tabela 16: Determinacdo da recuperacéo e exatidao para rutina ...........cccccvvvvieeieeeneeennnns 104
Tabela 17: Determinacdo da recuperagao e exatidao para quUercitrina...............cceeeveeeeee.. 105
Tabela 18: Determinacdo da recuperacéo e exatidao para 3-O-a-ramnopiranosil-canferol 106
Tabela 19: Determinacdo da recuperacéo e exatidao para o canferol...................ccevveenns 107
Tabela 20: Determinacdo da recuperacédo e exatidao para quercetina...........ccccceveeeeeeennes 108
Tabela 21: Respostas que comp&em a seletividade do método (N =5).......cccvvvvvvvvveeennnnn. 125
Tabela 22: Pardmetros das curvas analitica dos compostos em estudo (N =3) ............ 127
Tabela 23: Limites operacionais de detecc¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ) (n = 3) .......... 131
Table 24: Precisdo, recuperagao e exatidao do Metodo ...........ccevvvvvvevvieiiiiiieiiiiiieieeeeeeeee, 132
Table 25: CV (%) obtidos para o teste de robustez do método cromatogréfico (n = 3)...... 134

Tabela 26: Quantificacdo dos sesquiterpenos em distintos 6leos de copaiba disponiveis

comercialmente (n = 3) 135



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

AcOEt — acetato de etila

CCDC - cromatografia em camada delgada comparativa
CCDP - cromatografia em camada delgada preparativa
CG - cromatografia de fase gasosa

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia
CLV - cromatografia liquida a vacuo

CN - grupo ciano

C-ram — 3-O-a-ramnopiranosil-canferol

CV - coeficiente de variagéo

0 - deslocamento quimico (em ppm)

DAD - detector com arranjo de diodos

DCM - diclorometano

d — dubleto

dd — duplo dubleto

DIC — detector de ionizacdo de chamas

DMSO - dimetilsulfoxido

DP — desvio padréo

EM — espectrometria de massas

EtOH: Etanol

Hex - hexano

HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HMQC — Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
IR — indice de retencédo

J — constante de acoplamento (em Hz)

m — multipleto

MeCN — acetonitrila

MeOH — metanol

mM — concentragdo em milli-molar

PA — para analise

pi — padréo interno

ppm — partes por milhdo

ps — padrao secundario

Q-ram — quercitrina

RMN de **C — Ressonancia magnética nuclear de **C
RMN de 'H — Ressonancia magnética nuclear de *H
rpm — rotagdes por minuto

SFracéo — subfracéo

s —singleto

t — tripleto

TMB - 1,2,4,5-tetrametilbenzeno

TR — tempo de retencéo

UV — ultravioleta

vii



SUMARIO

ST U1 1 T o SO TP UPPPPPR [
Y o 1= - T SR ii
(TS = W0 Lo e [ U1 = TP iii
LiStA A TADEIAS ... Vi
Lista de Simbolos € abreviaturas..........oooeeeeeeee e vii
LANTRODUGAO ..ottt ettt e ettt e e ee et e st e et e et e etesteereestestesresaeaaeas 1
I O] oISy o [T = o [T RN Y (o = LU 1
1.2 Aspectos sobre 0 género CoPaIfEra L.........cooooeeeeeiieeeeeeeeeeeeee e 4
1.3 0 010 U8 COP@AIDA. ... ueeeeeeiie ettt e e e e a s 6
1.4 Copaifera langsdorffii DEST.........oouiiiiii e 9
2. OBUIETIVOS ... 13
3. MATERIAL E METODOS ......ootiite ittt ettt ettt te e teeteatesteanaeeaeetearaaneaneas 14
IO R 0o g To =11 (o Lo [T =TI PP PP PP PPPPPPPPPPPP 14
3.2 Amostras de Copaifera [angSaortfii ...........evvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie 15
I I = 10 1S3 o £ U1 (0 1 PP PPPPPPPP 16
3.3 Metodologias para caracterizagbes quimicas de amostras da C. langsdofffii................. 17
TR TR 0] 1=Yo (=Yo7 Y- R SRTTR 17
3.3.2 Avaliag8o d0os COMPOSLOS VOIALEIS. ........cvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 18
3.3.3 Extratos brutos dos frutos € floreS..........cevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 20
3.3.4 EXtrato bruto das fOINAS ........uuii i 23
3.3.5 Metilagcdo de amostras com reagente diazoOmetano ............ccevvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 31
3.4 Desenvolvimento dos métodos de analise € extragan.............ceuvvvveveeeeieiiieiiiiiiiiiiiieeeee, 32
3.4.1 Métodos de extracado e analise dos extratos hidroalcodlicos das folhas...................... 32
3.4.2 Métodos de obtencéo e analise dos 6le0s €SSENCIAIS ...........ccvvvvvveveviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 33
3.5 Caracteristicas de desempenho para validacdo dos métodos cromatograficos ............. 34
3.6 Metodologias para avaliar a sazonalidade de compostos fiX0S ............ccoevvviiiieieeenniiinn, 41
4. RESULTADOS E DISCUSSOES........oo ettt et 44
I = LTS T = | PP 44
4.2 Volateis da C. langsdorffii: rendimento, analise e identificagao .............ccceeeveeeeeniiinnnne. 49
4.3 Sesquiterpeno e diterpenos obtidos do 6leorresina da C. langsdorffii.............ccevvvenen... 57
4.4 Caracterizacdes quimicas dos extratos dos frutos, flores e folhas da C. langsdorffii...... 59
4.4.1 Elucidagéo estrutural dos compostos purifiCadoS..........ccvvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeee 68
4.5 Validagdo do método por CLAE/UV-DAD ........cccuiiiiiiiiieeieiiieeeee e 79
4.6 Influéncia da SAzoNaldAdE. ...........ceeviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 111
4.7 Validagdo de Método POr CG-DIC........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 122
4.8 CONSIAErAGOES fIN@US.....eiviiiiiiiiiiiiiiiiiiei ittt ettt ettt e et 136
5. CONCLUSOES .....oiuiitiictieetee ettt ettt ettt ettt esenis 139
B. REFERENCIAS .....cooitieteeeeeeeeee oottt ettt et et e et e e te e e e e eteeteeteerteeeerearnannanes 141

AP ENDICES ... oo e 151



SOUSA, J.P.B. Introdugdo 1

1. Introdugdo

1.1 Consideracgdes iniciais

A comunidade cientifica mundial esta fortemente presente na descoberta de produtos
naturais biologicamente ativos. Excelentes pesquisas demonstram que as plantas
medicinais, na sua forma in natura, como tinturas ou extratos, apresentam potenciais
terapéuticos para o desenvolvimento de novos produtos (KINGHORN; BALUNAS, 2005;
NEWMAN; GRAGG, 2007). Neste sentido, grande parte da populagdo do mundo confia no
poder destas espécies vegetais como 0 primeiro recurso para cuidar da saude (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2002). As etapas e requerimentos para descoberta,
desenvolvimento e comercializagdo destes produtos estdo amplamente descritos na
literatura (McCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007). Historicamente, os produtos
naturais sdo considerados como excelentes fornecedores de principios ativos para beneficio
da saude, sendo que mais de 90% das classes terapéuticas derivam de protétipos naturais
(NEWMAN; GRAGG, 2007). Portanto, o continuo estudo da composicdo quimica de
matérias-primas naturais visando a proposicdo de novos principios ativos é condicdo
essencial para o desenvolvimento de novos medicamentos.

No ambito das investigacbes fitoquimicas, merecem destaque a cromatografia, a
espectrometria e a espectroscopia (PHILLIPSON, 2007). Ha& pelo menos 20 anos, 0sS
diferentes aparelhos de analise vém sendo produzidos com novas tecnologias, tornando as
técnicas analiticas mais sofisticadas. Por exemplo, a partir dos conceitos da ressonancia
magnética nuclear — RMN foi possivel o desenvolvimento de técnicas como a correlacédo
espectroscopica entre prétons hidrogénios e correlacao espectroscépica entre hidrogénios e
carbonos, as quais contribuem com mais eficiéncia para o entendimento sobre as
conectividades entre prétons vizinhos e entre ligagdes de 'H e **C (CLARIDGE, 1999). Em

conjunto ao crescente desenvolvimento tecnoldgico foram sedimentadas as aplicacdes por
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cromatografia de fase liquida de alta eficiéncia — CLAE, acoplada com diferentes detectores:
ultravioleta com arranjo de diodo — UV-DAD, espectrometria de massas — EM e ressonancia
magnética nuclear — RMN, obtendo-se, por meio destas modalidades, compostos puros e
informacg0®es sobre as estruturas quimicas com maior rapidez e eficiéncia (BOHLIN; BRUHN,
1999; de RIJKE et al., 2006). Além destas, a cromatografia de fase gasosa com detector de
ionizagdo de chama, CG-DIC e acoplada a espectrometria de massas, CG/EM, ja h&a algum
tempo sao consideradas a primeira escolha para analise se substancias volateis
(MERFORT, 2002; BAKKALI et al.,, 2008). As cromatografias contracorrente de alta
velocidade HSCCC e liquida de alta pressdo UPLC ganham espaco na proposta de
separacdes de compostos com grau de pureza adequado e em melhores quantidades
(MARSTON, 2007; PAULI; SAMUEL; FRIESEN, 2008). A ionizacdo por electrospray e 0 uso
de diferentes analisadores contribuem na proposicdo dos perfis de fragmentacdes de
diferentes compostos (KORFMACHER, 2005). Somados a estes fatores, os programas de
computador também ganharam importancia especial. As analises vém sendo adquiridas
com melhores informac¢des (DENG; SANYAL, 2006). Por isso, as estruturas quimicas
puderam ser propostas com maiores niveis de confiancga, ja que a atribuicdo de sinais e a
obtencdo de dados ficaram mais precisas (FULLBECK et al.,, 2006). As bibliotecas
eletrbnicas de espectros também ficaram mais rdpidas e com maior capacidade de
armazenamento, possibilitando a realizagdo de estudos comparativos com mais coeréncia,
utilizando estruturas quimicas parciais ou completas (de RIJKE et al., 2006; DENG,;
SANYAL, 2006).

A producdo de medicamentos requer o desenvolvimento de métodos analiticos que
ostentem o tripé seguranca, eficacia e qualidade (CALIXTO, 2005). Neste sentido, o controle
de qualidade e a padronizacdo de produtos naturais, especialmente plantas, séo
importantes para estudar a influéncia da sazonalidade, selecionar a melhor populacdo para
o cultivo, determinar a melhor época de colheita, desenvolver processos de extracdo e
formulacdo, analisar o produto final, bem como monitorar a qualidade destes produtos

durante os ensaios pré-clinico e clinico. Depois do desenvolvimento de um novo
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procedimento analitico e da sua implementacdo no sistema de controle de qualidade, a
validacdo do método é requerida para garantir a credibilidade das medicGes quimicas
(FEINBERG, 2007). Neste contexto, as técnicas cromatograficas de alta resolugcdo com
fases liquida ou gasosa e eletroforese capilar tém sido extensivamente utilizadas em
quimica analitica por apresentar vantagens como alta eficiéncia e rapidez (RIBANI et al.,
2004).

Por meio de uma rapida e simples pergunta, em qualquer biblioteca eletrénica
(Science Direct; Pub Med; Scirus) é possivel definir a palavra validagdo considerando a
literatura analitica. Taverniers, De Loose e Van Bockstaele (2004), destacaram o amplo uso
desta palavra e divulgaram as diversas interpretacdes sugeridas por diferentes
pesquisadores. Contudo, o termo validagdo em sua forma mais integra significa ato ou efeito
de validar, dar validade, tornar legitimo ou legal. Visa a diminuir ou controlar os fatores que
levam a impreciséo e inexatiddo de um resultado obtido.

Durante o desenvolvimento de qualquer procedimento analitico o conhecimento
sobre sua confiabilidade deve ser requerido. Portanto, é necessario que cada procedimento
seja validado visando demonstrar 6tima adequabilidade para o propésito exigido (SHABIR,
2003). O processo de validacdo o qual, normalmente € requerido pelas agéncias nacionais e
internacionais, (GOWICK, 2009) é uma fase essencial para direcionar o uso diario do
método e tem como objetivo principal fornecer produtos com alta credibilidade e com
elevada aceitacdo comercial. Assim, a validagdo de um método, normalmente é realizada
pela avaliacdo do desempenho analitico, o qual pode ser determinado pelos seguintes
parametros: seletividade, linearidade, precisédo, exatidao, limite de deteccado, limite de
gquantificacdo e robustez. Estes parametros de validacdo tém sido definidos por diferentes
grupos de pesquisas (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; RIBANI; COLLINS; BOTTOLI,
2007) e comités e/ou agéncias nacionais e internacionais como: ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria), INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial), IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), FDA

(Food and Drug Administration), ICH (International Conference on Harmonization); 1SO
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(International Organization for Standardization) e AOAC (Association of Official Analytical
Chemistry) (ROZET et al.,, 2007). Dentro do ambito geral de metrologia quimica, estas

agéncias e/ou comités definem, praticamente, todos os critérios de validacéo.

1.2 Aspectos sobre o género Copaifera L.

O Brasil é bastante conhecido pela exuberancia e a variedade de suas plantas
tropicais. Ao longo dos tempos, muitas destas espécies vém sendo utilizadas pela
populacdo nativa como remédios naturais visando a cura e ou tratamento de distintas
doencas. Neste ambito, o género Copaifera L. possui importancia inestimavel.

Inicialmente, quanto a classificacao botanica, o género Copaifera pertence a familia
Leguminosae Juss. e subfamilia Caesalpinoideae Kunth. Importante explicar que as
Leguminosas eram denominadas, anteriormente por Faba. Considerando a nomenclatura
boténica atual, Fabaceae Lindley da lugar a Leguminosae Juss. Todavia, a classificacdo
referindo-se apenas como Fabaceae ainda pode ser encontrada em alguns livros e
publicacbes (JUDD et al., 1999; SANTOS et al., 2008a).

As plantas deste género sao conhecidas popularmente como “copaiba ou
copaibeiras”. A origem do nome copaiba pode ser atribuida ao tupi cupa-yba, “arvore de
depdsito”, ou que tem jazida em alusao ao 6leo que guarda em seu interior. As copaibeiras
séo arvores de crescimento lento, alcangam de 5 a 40 metros de altura, podendo viver até
400 anos. O tronco é aspero, de coloracdo escura, medindo de 0,4 a 4 metros de diametro.
As folhas séo alternadas, pecioladas e penuladas. Os frutos contém uma semente ovoide
envolvido por um arilo abundante e colorido. As flores sdo pequenas, apétalas,
hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares (VAN DEN BERG, 1982; PIO CORREA,
1984)

As copaibas sdo arvores nativas da regido tropical da América Latina e também da
Africa Ocidental. Na América Latina s&o encontradas espécies na regido que se estende do

México ao norte da Argentina (VEIGA JR; PINTO, 2002). Conforme a ultima edi¢do do Index
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Kewensis (1996) o género Copaifera possui 72 espécies. No Brasil sdo encontradas
facilmente nas regibes Amazodnica e Centro-oeste. Entre as espécies mais abundantes,
destacam-se: C. officinalis L., C. guianensis Desf., C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne,
C. confertiflora Bth, C. langsdorffii Desf., C. coriacea Mart. e C. cearensis Huber ex Ducke
(ANDRADE; FERRAZ; VEIGA JR, 2000). Na Africa Ocidental as espécies: C. convertifolia,
C. demeusii, C. coleosperma, C. conjugata, C. hymenaefolia, C. chodatiana e C. fissicuspis
sdo notadamente conhecidas (VEIGA JR; PINTO, 2002). Na figura 1 ilustra-se o
mapeamento das localidades onde as espécies do género Copaifera sdo encontradas.
Quimicamente, o género Copaifera destaca-se por apresentar uma enorme
diversidade de metabdlitos secundarios. Estudos realizados, especialmente com o 6leo de
copaibeiras, revelam em grande maioria a presenca de sesquiterpenos e diterpenos
(BRAGA, 1998; MORIM et al., 1986; PINTO et al., 1996). Dentre os diterpenos ja descritos
na literatura, todos pertencem aos esqueletos caurano, clerodano e labdano (Figura 2).

(CASCON; GILBERT, 2000).

América Latina

Africa

Figura 1: A coloracéo verde ilustra os locais onde género Copaifera é encontrado.
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Clerodano

Caurano

Figura 2: Numeragdo e estereoquimica comuns aos esqueletos
diterpénicos: caurano, clerodano e labdano. Sistema decalinico
representado pelos anéis A e B.

1.3 O 6leo de copaiba

O 6leo copaiba pode ser encontrado em mercados populares sendo conhecido por
diferentes denominagfes, como: Copahyba, Copaibarana, Copalba, Copaibo, Copal,
Maram, Marimari e Balsamo dos Jesuitas (RODRIGUES, 1989). Contudo, a designacao
correta para o 6leo da copaiba é a de éleorresina, por ser um exsudato constituido por seiva
formada por acidos resinosos e compostos volateis (BRUNETON, 1987, VEIGA JR et al.,
2007). Visando o melhor contexto geral, as variacfes Oleorresina ou 6leo de copaiba seréo
admitidas no presente trabalho.

Dentre os produtos naturais que se destacam no pais, o 6leo de copaiba tem uma
grande representacdo social e econémica, especialmente na regido Amazodnica onde é
amplamente utilizado (VALDEVITE, 2007). Historicamente, o uso deste 6Oleo ja era bastante
difundido entre os indios quando os primeiros exploradores portugueses chegaram ao
Brasil. Acredita-se que sua primeira descricdo como cicatrizante e anti-inflamatéria data a

época do descobrimento (RAMOS, 2006). A utilizacdo deste Oleorresina se perpetua até os
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dias atuais. Na regido Amazodnica seu uso € tdo extenso que a copaiba se destaca como a
planta medicinal mais empregada e conhecida pela populacdo. Em 1982 a producao de 6leo
de copaiba na Amazénia brasileira foi estimada em 200 ton/ano (ALENCAR, 1982).
Pesquisa divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica revelou que este valor
vem aumentado, atingindo em 2002 cerca de 400 toneladas (RAMOS, 2006). Este 6leo é
intensamente aplicado nas industrias de perfumes e cosméticos, como lo¢des capilares,
fixador, cremes, sabonetes, entre outros, sendo utilizado também na indUstria de vernizes e
tintas (VEIGA JR; PINTO, 2002). Esta importancia se reflete quanto ao nimero de patentes
relacionadas a copaiba nas areas de cosméticos e perfumaria (LION CORPORATION,
2000; AVEDA CORPORATION, 2000; KOSE CORPORATION; TANABE SEITAKU CORP
LTDA, 2001; KAO CORPORATION, 2002), sendo algumas referentes a produtos para
repeléncia e sanitarios (RIFUSE:KK, 2001; HAYASE; RIFUSE; SUZUKI, 2002 e 2004) e
outras com fins na terapéutica (GEROLANO; GIMENES, 1988 e HARGER, 2002).

Os estudos cientificos atuais a partir do 6leo de copaiba apresentam como base
fundamental seu extensivo uso na medicina tradicional. Por isso, este O6leorresina ja foi
submetido a diferentes ensaios experimentais apresentando atividades anti-inflamatoria,
antimicrobiana, cicatrizante e contra o parasita Leishmania amazonensis. Também
apresentou propriedades anticancerigena, antisséptica urinaria e de repeléncia contra
insetos. Além destas atividades, este 6leo também foi avaliado para os tratamentos da
bronquite, da Ulcera e de doencas da pele (GILBERT et al., 1999; TINCUSI et al., 2002;
LIMA et al., 2003; PAIVA, et al., 2004a e 2004b; ARAUJO-JR et al., 2005; BRITO et al.,
2005; CARVALHO et al., 2005; VEIGA JR, et al., 2006; GOMES, et al., 2007; SANTOS, et
al., 2008a e 2008b).

Quimicamente, o Oleorresina extraido das espécies C. officinalis L, C. reticulata
Ducke, C. multijuga Hayne, C. langsdorffii Desf., e C. cearensis Huber ex Ducke sdo os mais
estudados na atualidade (VALDEVITE, 2007). O 6leo de copaiba apresenta fracdo volatil
rica em sesquiterpenos e fracdo constituida por compostos fixos predominantemente

diterpénicos. O conteddo destas classes de componentes pode variar principalmente
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levando em conta os fatores bibticos externos como ataques provocados por insetos e
fungos (RAMOS, 2006). Todavia, na literatura corrente ja foram divulgados 72
sesquiterpenos e 27 diterpenos (VALDEVITE, 2007). Dentre 0s principais sesquiterpenos
destacam-se o B-cariofileno, a-humuleno, a-copaeno, bergamoteno e -cadineno. J& com
relacdo aos diterpenos, o acido copalico, acido hardwickiico, acido caurendico e &cido
colavénico sdo os mais representativos (ROMERO, 2007). Na figura 3 apresentam-se as

estruturas quimicas destes compostos.

a-Copaeno B-Cariofileno a-Humuleno
AN
Bergamoteno 5-Cadineno
|
|
\ \§

Acido copélico

X

Acido hardwickiico

CO.H

Acido caurendico

Acido colavénico

Figura 3: Sesquiterpenos e diterpenos comuns ao Oleorresina da copaiba.
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1.4 Copaifera langsdorffii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf. (Leguninaceae-Caesalpinioideae) é uma arvore que pode
ser encontrada em praticamente todo o Brasil, mas especialmente nos estados do
Amazonas, Pard e Ceara (PAIVA et al., 2002). Esta espécie € polinizada no periodo diurno,
com grande participacdo de Trigona sp e Apis mellifera. A biologia de suas sementes foi
estudada por diversos pesquisadores que abordaram desde sua morfologia e anatomia,
passando pela sua conservacdo e maturacdo (EIRA et al., 1992), até a germinacdo
(BARBOSA; AGUIAR; SANTOS, 1992). Sua identificacdo botanica é dificil, sendo realizada,
na maioria das vezes, segundo as caracteristicas de suas flores (VEIGA JR; PINTO, 2002).
Recentemente, em trabalho divulgado na literatura, foi explicado a ocorréncia e aspectos
estruturais e funcionais de coléteres nas folhas de C. langsdorffii (PAIVA, 2009). Coléteres
sdo tricomas especiais que produzem uma espécie de secrecdo ou mucilagem. Estes
tricomas possuem a funcdo de proteger as folhas jovens de fatores como baixa umidade
relativa ou altos niveis de radiacdo solar (DICKISON, 2000). Segundo Paiva, (2009) os
coléteres em C. langsdorffii sdo longos, levemente sinuosos, detectados na face adaxial de
suas folhas e medem de 400 a 800 ym de comprimento com didmetro na faixa de 100 a 150
pm (Figura 4). As secreg¢des produzidas por este tricomas tendem sequencialmente a
desidratar, cristalizar e retornar ao seu estado de mucilagem inicial dependendo das
condigbes do ambiente. Este mecanismo, certamente, € um dos meios de protecdo das

folhas desta espécie (PAIVA, 2009).
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Figura 4: olétere ns flhas de C. langsdorffii. A: in natura; B:

iniciando o processo de secrecdo e C: secretando a mucilagem (PAIVA,
2009).

A exemplo de outros 6leos obtidos de diferentes espécies de copaiba, o dleorresina
extraido de C. langsdorffii (Figuras 5 e 6) também é considerado, na sua forma in natura, um
valioso remédio na medicina popular, sendo utilizado como anti-inflamatério e agente anti-
infeccioso pulmonar (PAIVA et al., 1998). Estudos sobre as atividades biol6gicas em animais
com o Oleo desta espécie apresentaram atividades protetoras de colite aguda e de danos do
intestino (PAIVA et al.,, 2004a e 2004b). O acido caurendico isolado do 6leo de C.
langsdorffii também foi avaliado sob distintos ensaios bioldgicos apresentando potenciais
anti-inflamaté6rio e citotéxico inibindo o crescimento de células cancerosas (COSTA-
LOTUFO et al., 2002; PAIVA et al., 2003).

Quanto a composicdo quimica, a presenca da cumarina umbeliferona nos extratos
etéreos das sementes de C. langsdorffii foi descrita pela primeira vez por Mors e Monteiro
(1959). Nos estudos realizados por Lima-Neto, Gramosa e Silveira (2008), a partir destas
sementes, a umbeliferona juntamente com o acido caurendico, &cido poliatico e o
nivenolideo foram isolados e identificados. Nestas sementes também foram identificados
amiléides xiloglucanicos (BUCKERIDGE et al.,, 1992) e a presenca de polissacarideos
(FRANCO et al.,1996). A fracdo obtida em cloroférmio destas sementes foi estudada
apresentando em seu contetdo majoritario 11 diferentes acidos graxos, destacando-se 0s

acidos palmitico e oléico (LIMA-NETO; GRAMOSA; SILVEIRA, 2008). Pesquisas da quimica
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e farmacologia dos 6leos essenciais dos frutos e das cascas dos frutos de C. langsdorffii ja
foram divulgadas (GRAMOSA; BRIGIDO; SILVEIRA, 2001; GRAMOSA; SILVEIRA, 2005).
Nestas pesquisas, 0s principais constituintes foram: y-muuroleno, B-cariofileno e 6xido de

cariofileno.

Aliquota de oleorresina em
processo de cristalizacao

Oleorresina in natura da
C. langsdorffii

Cristais de acido caurenoico

Figura 5: Amostras de 6leorresina em tubos com capacidade de 10 mL.
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Diterpenos

-

Oleorresina

Frutos

™

Flores

Introdugdo 12

Folhas

COMPOSICAO QUIMICA

no Campus USP

Sesquiterpenos

CG-DIC e CG/EM

Flavonois

CLAE/UV-DAD

VALIDACAO DE METODO CROMATOGRAFICO

ANALISE SAZONAL

Figura 6: Resumo grafico com destaque para as etapas desenvolvidas com a espécie em

estudo.
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2. Objetivos

Copaifera langsdorffii apresenta alto potencial medicinal e econémico para o

desenvolvimento de novos produtos. Portanto, no presente trabalho objetivam-se:

e Investigar a composicao quimica de amostras de C. langsdorffii, visando enriquecer e

contribuir para o conhecimento da quimica desse género;

e Desenvolver e validar métodos cromatogréficos capazes de quantificar, com

exatidao, os principais componentes presentes nas amostras de C. langsdorffii;

e Avaliar a influéncia da sazonalidade no perfil quimico dos extratos hidroalcodlicos da

espécie.
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3. Material e Métodos

3.1 Conceitos gerais

O material vegetal foi seco em estufa de ar quente e circulante (modelo 170 N°
370/82 Soc. Fabre LTDA) e transformado em p6 com auxilio de moinho de facas.

O grau de pureza dos solventes utilizados (Hx: hexano, AcOEt: acetato de etila,
CHCI;: cloroférmio, DCM: diclorometano, MeOH: metanol, e EtOH: etanol) variou de acordo
com cada finalidade. Nas extracdes, particdes liquido-liquido e sistemas cromatograficos
basicos, foram utilizados solventes de grau P.A., das marcas Merck, Synth e Fisher
Scientific e grau técnico, previamente submetido a destilacao fracionada.

Quanto as separacfes por cromatografia de fases liquida (CLAE) ou gasosa (CG)
utilizaram-se solventes grau cromatografico (J. T. Baker, Fisher Scientific e Tedia) e agua
deionizada Milli-Q. Quando necessério, estes solventes foram filtrados através de
membrana (0,45 uym) e desgaseificados durante 10 min. sob vacuo e ultra-som.

As caracteristicas das fases estacionarias, as quais foram utilizadas nos processos

cromatogréficos variaram de acordo com a separagéo desejada:

- Para cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) utilizou-se silica gel 60
GFas4, cOm espessura de 0,25 mm. Na cromatografia de camada delgada preparativa
(CCDP) também foi usado silica gel 60 GF,s, com espessura de 0,5 mm;

- Na cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizou-se silica gel 60 H, empregando-se
colunas de vidro contendo placas sinterizadas de diferentes alturas e diametros,
variando-se estes parametros de acordo com a quantidade de amostra a ser
fracionada;

- Para cromatografia em coluna classica foram utilizados dois tipos de fases

estacionarias: silica gel 70-230 mesh na separacdo de compostos ndo polares e/ou
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média polaridade; Sephadex® LH 20 na separacdo de compostos polares. Para

tanto, foram utilizadas colunas de vidro diferenciando-se na altura e diametro,

respeitando-se a quantidade da amostra.

Os perfis cromatogréficos obtidos por meio de CCDC foram visualizados com o0 uso
de agente revelador como solu¢cédo de anisaldeido sulfurico e/ou irradiacdo no UV (254 e
366nm).

Os espectros de RMN de 'H e C foram registrados utilizando-se espectrdmetros
das marcas Brucker — Avance DRX 400 e/ou Varian — Mercury 400BB. Estes equipamentos
operaram em 400 e 100 MHz para obtencdo de RMN de 'H e °C, respectivamente. Para
obtencdo destes espectros, todas as amostras foram dissolvidas em solventes da marca

Aldrich.

3.2 Amostras de Copaifera langsdorffii

Amostra de 6leorresina da C. langsdorffii foi coletada por integrantes da Empresa
Apis Flora na regido de Ribeirdo Preto-SP. O procedimento para esta coleta seguiu 0s
principais parametros descritos por Medeiros e Vieira (2008). Para tanto, em uma arvore da
espécie, com diametro acima de 30 cm, foi feito uma perfuracao utilizando um perfurador
manual (trado) medindo 1,2 m de comprimento e 2 cm de didmetro. Esta perfuracao foi feita
cerca de 1 m do solo no centro da arvore. Durante a perfuracdo, no momento em que o
trado atingiu o centro interior do tronco, coletaram-se cerca de 100 mL da amostra. Logo em
seguida o orificio foi vedado adequadamente utilizando-se um tampao de madeira.

Os frutos e flores da espécie em estudo foram coletados na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP — USP), mais precisamente de uma &rvore
localizada ao lado do Laboratério de Farmacognosia desta instituicdo. Neste procedimento
frutos e flores foram coletados na forma in natura pesando cerca de 400 e 600 g,

respectivamente.
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As folhas desta espécie foram coletadas em trés distintas localidades: Ao lado do
Laboratério de Farmacognosia (FCFRP — USP), na regido da Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras (FFCLRP — USP) e na regido de Sorocaba — SP. Estas folhas foram
separadas de ramos e galhos, submetidas a secagem utilizando-se estufa de ar quente e
circulante a 40°C e, em seguida, foram submetidas & moagem em moinho de facas,
previamente esterilizado. As quantidades destas folhas secas, logo apds a moagem, foram
cerca de 2, 2 e 5 kg, respectivamente.

As exsicatas foram devidamente identificadas pelo Prof. Dr. Milton Groppo
(Departamento de Biologia — FFCLRP), e depositadas no herbario da Faculdade de Filosofia

Ciéncias e Letras sob o codigo SPFR 10120.

3.2.1 Extratos brutos

Uma aliquota de 3,1 kg do p6 obtido ap6s moagem das folhas coletadas na regiao de
Sorocaba - SP foi submetido & maceracdo em solugdo hidroalcoodlica 70% seguida de
percolacdo, por trés vezes, a cada 72 horas. As soluc¢des hidroalcoodlicas obtidas foram
filtradas, transferidas progressivamente para baldes de fundo redondo e concentradas sob
pressédo reduzida com auxilio de rotaevaporador e banho de aquecimento funcionando com
temperatura de 60 = 10 °C. O extrato resultante foi transferido para frasco previamente
pesado e a diferenga gravimétrica foi calculada obtendo-se 520 g, o equivalente a 16,8% de
rendimento, do extrato bruto das folhas de C. langsdorffii. Seguindo esta mesma
metodologia de extragdo, os extratos das folhas as quais foram coletadas na FCFRP e
FFCLRP também foram preparados. Para cada um destes, a partir de aliquotas de 1 kg do
p6é das folhas foram obtidas as solu¢cdes hidroalcodlicas. Estas solucdes foram
concentradas, resultando em rendimentos de 15% (150 g) e 18% (180 g) para amostras da
FCFRP e FFCLRP, respectivamente.

Quanto aos frutos, estes foram secos e submetidos a moagem semelhantemente as

folhas. Logo em seguida, cerca de 300 g do pé resultante foram macerados em solucdo
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hidroalcodlica 95%. Visando melhorar o processo extrativo, esta amostra foi colocada em
aparelho ultra-som e a cada 60 minutos a solucao hidroalcoélica (500 mL) foi renovada, num
total de quatro vezes. As tinturas obtidas foram reunidas e concentradas por meio de
rotaevaporador. Ao final desta extracdo, obteveram-se cerca de 20 g de extrato bruto,
equivalentes a 7% de rendimento.

Considerando a flores, cerca de 500 g desta amostra in natura foram submetidas ao
mesmo processo extrativo descrito para os frutos. Ao final deste processo, obtiveram 30 g

de extrato bruto, equivalentes a 6% de rendimento.

3.3 Metodologias para caracterizagcfes quimicas de amostras da C. langsdorffii

3.3.1 Oleorresina

A caracterizacdo quimica desta amostra foi realizada em colaboragcao com a equipe
do Nucleo de Pesquisa da Universidade de Franca, sendo o coordenador principal, o Prof.
Dr. Sérgio R. Ambrésio. Para tanto, cerca de 20 g (~ 23 mL) de 6leorresina foi submetido a
cromatografia liquida a vacuo - CLV (PELLETIER; CHOKSHI; DESAI, 1986), utilizando-se
como fase modvel os solventes hexano e acetato de etila. Por meio deste procedimento
foram obtidas seis fracbes de 500 mL cada. A primeira fracdo foi obtida com 100 % de
hexano. Nas fracdes 2 a 5 foram adicionadas aliquotas de 20, 40, 60 e 80 % de acetato de
etila, respectivamente. A fracdo 6 foi obtida com 100 % de acetato de etila. A fracdo 1 foi
caracterizada por cromatografia de fase gasosa acoplada a detector de ionizacdo de chama
(CG-DIC) e espectrometria de massas (CG/EM). Logo apoés secagem da fracdo 2, esta foi
purificada por cromatografia em coluna usando-se como fase mével hexano:AcOEt:éter na
proporcdo de 75:10:15 % resultando na obteng¢édo do composto CL 1. A fracdo 3 (1,0 g) foi
fracionada por cromatografia em coluna usando-se a mistura de 70% de hexano e 30% de
acetato de etila como fase mdvel. Por meio deste procedimento foram purificados os

componentes CL 2 e CL 3. As frag0es 4 e 5 foram novamente fracionadas por CLV, usando-
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se mesma fase movel e propor¢cdes da CLV anteriormente descrita. As subfracbes
resultantes, (4.1-4.5 e 5.1-5.5), foram purificadas por cromatografias em coluna e em
camada delgada preparativa. Por meio destes fracionamentos os compostos CL 4, CL 5 e

CL 6 foram isolados. Esta metodologia foi descrita na integra por Souza et al., (2011).

3.3.2 Avaliacao dos compostos voléteis

Inicialmente, para obtencdo dos dados de rendimento, folhas frescas de C.
langsdorffii, coletadas na FCFRP, foram cortadas em duas ou trés partes com o auxilio de
uma tesoura. Em seguida, 300 g deste material foram transferidos para baldo de fundo
redondo com capacidade para 2 L. A este balédo foi adicionado 1 L de agua destilada e, logo
depois, este sistema foi submetido a hidrodestilacdo por 6 h utilizando-se aparelho tipo
Clevenger (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). O rendimento dos volateis presentes no
Oleorresina desta espécie também foi calculado. Para tanto, utilizou-se 0 mesmo método de
hidrodestilacdo por 2 h usando-se 20 g (~ 23 mL) de Oleorresina em 500 mL de &gua
destilada, acondicionados em baléo de fundo redondo com capacidade de 1 L.

Apb6s a obtencao dos 6leos volateis das folhas e do 6éleorresina, 100 uL de cada
amostra foram dissolvidos, separadamente, em 5 mL de hexano. Em seguida,
acrescentaram-se 200 uL da solucdo de 1,2,4,5 - tetrametilbenzeno TMB (~ 10 mg/mL),
utilizado como padréo interno. Desta fracdo organica, 1 uL foi analisado por cromatografia
de fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) e com espectrometria de
massas (CG/EM).

As andlises destes constituintes foram realizadas por CG-DIC da marca Hewelett
Packard, modelo 6890N plus, equipado com injetor operando no modo split (50:1). Para as
andlises foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5 (5 % fenil-metil-siloxano)
(comprimento: 30 m, diametro interno: 0,32 mm, filme liquido: 0,25 um). O hidrogénio foi

usado como gas de arraste. A programacao de temperatura, a qual foi utilizada para o forno,
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foi determinada da seguinte forma: iniciou-se com escala de 100 — 140 °C elevando-se a
temperatura com proporcdo de 10°C/min; na sequéncia a temperatura foi de 140 - 180 °C
com 2,8°C/min, mantendo-se 180°C por 1 minuto e, em seguida, esta foi de 180 - 280 °C
com 20°C/min, assegurando-se 280°C por 1 min, finalizando a analise com o tempo de 25
minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram de 240°C e 290°C, respectivamente.
A caracterizacdo dos principais componentes das fracdes volateis foi realizada por
CG/EM. Para assegurar a identificacdo dos compostos, foram determinados os indices de
retencdo. Estudos comparativos também foram feitos levando-se em consideragéo o banco
de dados da biblioteca Wiley e trabalhos divulgados na literatura. O aparelho utilizado foi um
cromatégrafo de fase gasosa da marca Shimadzu — QP 2010 equipado com injetor
automatico AOC — 20Si operando no modo split (50:1), acoplado com um detector seletivo
de massas. A aquisi¢cdo dos resultados foi realizada com o auxilio do sistema de dados
Shimadzu e biblioteca de espectro de massas Wiley 7.0. Para as analises foi utilizada uma
coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O hidrogénio foi usado
como gas de arraste e 0s espectros de massas foram obtidos no modo impacto eletrénico a
70 eV, com escala de massas variando entre 40-500 m/z. A temperatura do injetor foi de
240 °C e a programacéo de aquecimento para o forno foi a mesma descrita para o CG-DIC.
Os indices de reteng&o dos principais volateis foram determinados utilizando CG-DIC
e CG/EM de acordo com o seguinte procedimento: Injetou-se 1 uL de cada amostra
obtendo-se os tempos de retencdo para cada componente. Em seguida, injetou-se 1 uL de
solucdo de série homologa de hidrocarbonetos (Cg a Cys), utilizando as mesmas condigbes
cromatogréficas obtendo-se os tempos de retencdo para cada hidrocarboneto. Logo apds,
foi efetuada a co-injecdo de 1 uL de cada amostra juntamente com 1 uL da solucéo de
hidrocarbonetos. Calcularam-se os indices de retencdo por meio da equacao divulgada por

Clement, (1990).
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3.3.3 Extratos brutos dos frutos e flores.

A caracterizacdo quimica dos extratos dos frutos e flores foi realizada no National
Center for Natural Products Research, University of Mississippi, Oxford, MS, USA, sob a
co-orientacdo do Prof. Dr. Dhammika Nanayakkara. Em geral, esta caracterizacdo pode ser
representada por cromatografia em colunas classicas, desenvolvimento de diferentes fases
moveis, andlises por CCDC, purificagdo de compostos por CCDP e andlises
espectroscopicas por RMN de *H e **C.

Destaca-se que a metodologia de trabalho, considerando os fracionamentos por
cromatografia em coluna e silica de fase normal, foi sempre por meio do desenvolvimento
de uma fase mével inicial. Ao longo do procedimento cromatografico a polaridade desta fase
era gradualmente aumentada até atingir o ponto de limpeza da coluna. Normalmente, estas
fases moveis visavam eluir os compostos de interesse de uma forma lenta, tornando o
processo mais seletivo e eficiente. Logo apés a eluicdo destes compostos, aumentava-se a
polaridade finalizando o procedimento. A escolha dos solventes e das respectivas
proporcdes foi sempre respeitando os perfis cromatograficos das amostras obtidos por
CCDC.

No esquema 1 é apresentado um resumo dos fracionamentos mais promissores
considerando o extrato bruto dos frutos. Para tanto, cerca de 3 g desta amostra foram
fracionados por meio de coluna cromatogréfica utilizando-se fase movel inicial composta por
hexano:AcOEt na proporcdo de 98:2 %. Neste procedimento coletaram-se 20 fracdes. A
fracdo N° 4 foi purificada em outra coluna cromatografica resultando no isolamento do
composto CL 1. De modo geral, para a fragdo de N° 5 foram realizados procedimentos
semelhantes aos descritos para a N° 4, obtendo-se os compostos CL 7 e CL 8. Por meio de
CCDC, as fragcbes 12, 13 e 14 foram reunidas e purificadas, resultando no isolamento do

componente CL 9.
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Esquema 1: Fracionamento do extrato bruto obtido dos frutos.

Cromatografia em coluna classica:
Extrato —> 3 cm de didmetro interno; 50 cm
obtido dos de comprimento; 150 g de silica N
frutos 3 g P g Fracbes N° 12, 13
HX:ACOEL, 98:2 % e 14 foram o ACOE
reunidas; 300 mg : :
80:20 %

20 Fracdes, coletando-

-t

se 300 mL de cada. cepe Cromatografia em coluna classica:
' o l 4; 500 mg de comprimento; 10 g de silica
Cromatografia em coluna classica: Fracao N°5; 400 mg l

2,5 cm de diametro interno; 40 cm

de comprimento; 20 g de silica

CCDC

l

Hx:AcOEt, 95:5 %l

50 Fragdes, coletando-
se 50 mL de cada.

Cromatografia em coluna classica:
2,5 cm de diametro interno; 40 cm
de comprimento; 10 g de silica

Fragcbes N°3 -5
foram reunidas

Cristalizagdo com

hexano

Componente CL 1
purificado, 40 mg

CCDC ‘

N°9 - 15
reunidas

l Precipitando-se
sélido branco

l

67 Fracdes, coletando- | CCDC
se 50 mL de cada. ‘
N° 19 - 30

reunidas; 30 mg

Hx:éter:CHCls,

CCDP
70:10:20 %

Componente CL 7
purificado, 7 mg

Componente CL 8
purificado, 2 mg

60 Fracdes, coletando-
se 30 mL de cada.

ccDC l

N° 9 - 25
reunidas; 50 mg

CCDP

éter:CHCl3:Hx,
50:10:40 %

Componente CL 9
purificado, 20 mg
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Quanto ao fracionamento do extrato das flores, este foi bastante semelhante ao
descrito para os frutos. O fracionamento inicial foi realizado a partir de 6 g desta amostra
para 70 g de silica de fase normal em coluna cromatografica medindo 5 cm de didametro
interno, 30 cm de altura. A fase modvel inicial foi composta por Hx:acetona, 95:5 %.
Coletaram-se 300 fracbes de 50 mL cada. Estas fragcbes foram agrupadas conforme
similaridade por CCDC. As subfracbes promissoras foram novamente fracionadas e os
compostos foram purificados por CCDP. Os compostos CL 1 (20 mg), CL 7 (10 mg), CL 9
(12 mg) e CL 10 (5 mg) foram isolados e identificados. Na figura 7 apresenta-se a fase
inicial deste fracionamento e na figura 8 € mostrado exemplo representativo de purificacédo

de compostos por CCDP.

Figura 7: Cromatografia em coluna classica para o fracionamento do
extrato das flores.
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Figura 8: Purificacdo de compostos por CCDP.

3.3.4 Extrato bruto das folhas

No Laboratério de Farmacognosia — FCFRP, o trabalho com o extrato das folhas foi
iniciado com amostra obtida das folhas coletadas na regido de Sorocaba-SP.

Inicialmente, este extrato foi submetido a partico com solventes organicos com a
finalidade de separarem-se seus grupos de constituintes. Para tanto, 100 g deste extrato
foram solubilizados em 1000 mL de metanol-agua (90:10 %). Em seguida, esta amostra foi
transferida para funil de separagédo e particionada trés vezes com 400 mL de hexano. A
fracdo hexanica resultante foi transferida para baldo de fundo redondo, no qual foi
concentrada sob pressdo reduzida a 45°C com auxilio de rotaevaporador. Depois de
concentrada, esta fracdo foi transferida para frasco previamente pesado e a diferenca
gravimétrica foi calculada. A solucdo hidrometandlica restante foi rotaevaporada com o
objetivo de eliminar o metanol. Em seguida, a solugdo aquosa remanescente foram
adicionados 600 mL de agua destilada e realizou-se 0 mesmo procedimento de particdo

descrito para a fracdo hexanica, porém utilizando-se os solventes diclorometano e acetato
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de etila em sequéncia. O processo de particdo liquido-liquido do extrato estd4 resumido no

esquema 2 e os dados de rendimento de cada fracdo sdo mostrados na tabela 1.

Esquema 2: Procedimento de parti¢cdo liquido-liquido do extrato bruto das folhas.

Extrato bruto

1) Suspensdo em metanol-agua 90:10 %
2) Particdo com hexano

1) Frag&o hexanica Frag&o hidrometanolicca

1) Evaporagdo do metanol
2) Adicao de dgua destilada
3) Particdo com DCM

2) Fracao diclorometanica

Fracdo aquosa

1) Particdo com acetato de etila

3) Fracdo em acetato de etila 4) Fracdo aquosa

Submetida a secagem por
rotaevaporador

Fracdes liofilizadas
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Tabela 1: Rendimentos obtidos de cada fracdo por processo de particao.

Extrato bruto =100 g

Nome das fracoes Quantidade obtida g Rendimento %
Hexanica 4,0 4,0
Diclorometanica 2,0 2,0
Acetato de etila 34,0 34,0
Aquosa 55,0 55,0

Depois de realizado trabalho piloto, no qual envolveu a avaliacdo do extrato bruto e
suas respectivas fragbes (Tabela 1) sob distintas técnicas cromatograficas usando-se
diferentes modos de deteccéo, a fragcao obtida com acetato de etila foi fracionada.

Para tanto, cerca de 5 g desta fracdo foram solubilizadas em 50 mL de metanol P. A.
com auxilio de aparelho ultra-som. Logo na sequéncia, esta amostra foi centrifugada sob
rotacdo de 7000 rpm, com auxilio de centrifuga da marca Eppendorf. Em seguida, o
sobrenadante resultante deste procedimento foi filtrado através de filtro analitico (0,45 um).
Depois de centrifugada e filtrada, toda a amostra remanescente foi aplicada no topo da
Sephadex® LH 20, a qual estava empacotada, na proporcdo de 1 g:100 g, (relacdo
amostra:fase estacionaria), em coluna de vidro medindo 3,5 cm de didmetro interno por 120
cm de altura. Esta coluna (Figura 9) estava montada e instalada no Laborat6rio de Quimica
Orgénica — FCFPR. Durante este procedimento coletaram-se 159 fra¢des, sendo 155 com
volume de 25 mL e 4 com volume de 500 mL usando-se metanol como fase movel. Por meio
de CCDC, as fracdes 45 a 120 foram reunidas resultando em cerca de 800 mg de um sélido,
na forma de po, de coloragdo amarela. Posteriormente, esta amostra foi purificada por

CLAE.
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Figura 9: Coluna com Sephadex® LH 20 durante a realizacdo do
fracionamento da amostra.

Figura 10: Cromatografo de fase liquida (Laboratério de QO da FCFRP-
USP).
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Para tanto, foi utilizado cromatdgrafo marca Shimadzu composto por duas bombas
Shimadzu LC-6A, detector espectrofotométrico UV/VIS Shimadzu SPD-6AV, sistema
controlador SCL-10Avp, conectado a um computador com software Shimadzu Class-VP
versdo 5.02 e injetor automatico SIL-10ADvp. Utilizou-se coluna cromatografica
semipreparativa de fase reversa CLC-ODS — Shimadzu, 20 mm x 250 mm, didmetro das
particulas 5 um e pré-coluna de fase reversa Cig fabricada pela mesma companhia. Como
fase movel foi utilizada dgua na fase A e metanol na fase B, sob vazdo de 6 mL / min. e um
gradiente iniciando-se com 20 — 60 % de fase B (0 — 15 min.), mantendo-se 60 % de fase B
até 25 minutos, elevando-se de 60 — 100 % de B (25 — 35 min.), permanecendo 100 % de
fase B até 37 minutos, além de outros 8 min. para retorno as condi¢ées iniciais e re-
equilibrio da coluna. Este aparelho (Figura 10) estava instalado no Laboratério de Quimica
Organica da FCFRP-USP e foi gentilmente disponibilizado pelo Prof. Dr. Norberto Peporine

Lopes. A figura 11 exemplifica-se a purificagdo dos compostos CL 10 e CL 11.
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Perfil analitico do sélido amarelo apds reunides por CCDC
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Figura 11: Perfis cromatogréficos analiticos apresentando a separacdo dos componentes
CL10eCL 11.
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Amostra do extrato das folhas, coletadas no campus da FFCLRP, foi fracionada na
University of Mississippi. Para isso, 100 g deste extrato foi particionado seguindo a mesma
metodologia demonstrada no esquema 2. Logo em seguida, uma aliquota de 10 g da fracéo
obtida em acetato de etila foi submetida & cromatografia em coluna classica (Esquema 3).
Por meio deste procedimento foram obtidas nove fracdes. Estas fracdes foram agrupadas
considerando-se os perfis por CCDC, resultando em 5 subfragbes (SFracdo). Cada uma
destas subfragfes foi purificada por meio de outras colunas classicas, utilizando-se CCDP e
metodologias de cristalizagdo com solventes. Considerando todos os procedimentos
apresentados no esquema 3, a partir SFracdo 1 foram isolados os compostos CL 1, CL 2 e
CL 12. A SFragéo 2 foi purificada resultando no componente CL 9. O componente CL X foi
obtido da SFragéo 3. Ja os compostos CL 10, CL 11 foram isolados da SFragéo 4.

O isolamento do componente CL Y foi realizado por meio de dois procedimentos. No
primeiro, a partir de 1,5 g da SFragao 5 foi realizado cromatografia em coluna utilizando-se
como fase estacionéria Sephadex LH 20, coletando-se amostras de 50 mL cada (Esquema
3). Ap6s agrupamento destas amostras, o resultado foi a obtengéo de 3 fragdes. As analises
por CCDC indicaram a fracdo 3 como promissora. Esta fragdo, pesando cerca de 600 mg,
foi submetida ao mesmo procedimento de separagdo utilizando-se Sephadex LH 20
coletando-se as fragbes em tubos de ensaio com capacidade de 10 mL. As analises por

CCDC indicaram a reunido das fragbes 21 a 27, resultando na obtenc&o de CL Y.
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Esquema 3: Fracionamento da fragcdo obtida com acetato de etila das folhas coletadas na FFCLRP, Campus da USP.

Cromatografia em coluna classica:
6,5 cm de diametro interno; 40 cm
de comprimento; 195 g de silica
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Coletando-se 2 L
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3.3.5 Metilacdo de amostras com reagente diazometano

Inicialmente, o reagente diazometano foi preparado. Para tanto foi utilizado Diazald
Kit — Sigma Aldrich. Seguindo o manual deste kit duas solugbes foram preparadas
separadamente: em um frasco com capacidade para 100 mL foram misturados 25 mL de
etanol 95% e 10 mL de solucao aquosa contendo 5 g de hidréxido de potassio (solugdo 1); a
solucéo 2 foi obtida solubilizando-se 21,5 g de N-metil -N-nitroso-p-toluenosulfonamida em
200 mL de éter etilico. Conforme a figura 12, a solugédo 1 foi colocada no recipiente 2. A
solucdo 2 foi transferida para o recipiente 1. No recipiente 3 foram colocados cerca de 30
mL de éter. O recipiente 3 foi resfriando abaixo de 0 °C utilizando-se gelo. O recipiente 2 foi
aquecido a 65 °C. Iniciou-se o gotejamento da solucdo 2 ao recipiente 2 durante 25 minutos.
Procedeu-se a destilagdo durante 25 minutos. Finalizou-se o gotejamento utilizando-se toda
solugdo 2. Em seguida, adicionou-se, lentamente, 40 mL de éter ao recipiente 2 e continuou-

se a destilacdo por cerca de mais 10 min. Ao final deste procedimento, cerca de 100 mL de

solucéo etérea contendo 3 g de diazomentano foram obtidos no recipiente 3.

Figura 7125: Ao lado esquerdo equerﬁé demonstrando os recipientes: 1 = funil de sepaa(;éo
de 250 mL, 2 = baldo de 500 mL e 3 = baldo de 250 mL. Ao lado direito Diazald Kit — Sigma
Aldrich.
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Posteriormente a obtengéo do reagente de diazomentano, fragbes promissoras e o
composto CL 1, resultantes dos fracionamentos dos extratos brutos dos frutos, flores e
folhas, foram derivatizados. Para tanto, cerca de 5 mL deste reagente foram adicionados as
fracbes e composto com auxilio de pipeta graduada. Estas fracbes estavam secas com
aspectos resinosas, acondicionadas em tubo de ensaio com capacidade para 10 mL. O
composto CL 1 apresenta aspecto fisico ha forma de cristais, 0 qual estava armazenado no
mesmo tipo de tubo. O fim da reacao foi observado quando a emisséo de bolhas, liberacdo
do géas nitrogénio, foi cessada, apds 5 min. da adicdo do reagente. Estas fragbes foram
secas a temperatura ambiente e analisadas por CCDC. As fracfes que apresentaram
composi¢cdo quimica similares foram reunidas. Logo em seguida, estas amostras foram
fracionadas seguindo procedimentos semelhantes aos descritos para fragdo N° 5 (Esquema
1). Por meio destes fracionamentos foram obtidos os derivados metilados CL 1M (20 mg),

CL 9M (25 mg) e CL 13 (7 mg).

3.4 Desenvolvimento dos métodos de andlise e extracdo

3.4.1 Métodos de extracdo e analise dos extratos hidroalcoodlicos das folhas

Inicialmente, as amostras de cada localidade em estudo (FCFRP - USP, FFCLRP -
USP e Sorocaba-SP) foram submetidas & moagem em moinho de facas comum e com o
auxilio de um tamis o tamanho da particula foi padronizado em 35 mesh. Uma porcdo
homogénea de 500 mg de cada localidade foi separada para extracdo com utilizagdo de
padronizacdo interna. O padrdo interno selecionado foi a benzofenona. Para tanto,
transferiram-se os 500 mg do material vegetal para frasco do tipo Erlenmeyer de 50 mL de
capacidade e adicionaram-se 20 mL de solucdo hidroalcodlica na propor¢cdo de 7:3
contendo 50 ug de benzofenona (pi)/mL. As amostras foram mantidas em agitador mecénico
do tipo shaker a 40°C, por 60 minutos e a 150 rpm. Apés este periodo, o material foi filtrado

em papel de filtro comum, obtendo-se o extrato hidroalcodlico de C. langsdorffii. Em
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seguida, 1 mL deste extrato foi filtrado através de filtro analitico Millex-LCR-PTFE (0,45 um x
13 mm) e transferido para frasco apropriado para injetor automatico (1 mL). Prosseguindo,
uma aliquota de 10 uL de cada amostra foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Para isso, foi utilizado um cromatégrafo de fase liquida de alta eficiéncia da
marca Shimadzu, equipado com controlador SCL-10Avp, equipado com trés bombas LC-
10AD, detector de arranjo de diodos modelo SPD - M10Avp, injetor automatico (SIL-
10ADvp) e sistema controlador computadorizado com software Shimadzu Class-VP versao
5.02. Também foram utilizadas duas colunas monoliticas (Onyx™ 100 X 4,6 mm — Cyg
Phenomenex) interligadas em série protegidas por pré-coluna do mesmo material. Como
fase mavel foi utilizada agua na fase A e acetonitrila (MeCN) na fase B, sob vazdo de 1 mL /
min. e um gradiente desenvolvido da seguinte forma: iniciando-se de 5 — 6 % de fase B em 1
min., 6 — 8 % de B (1 —2 min.), 8 — 10 % de B (2 — 5 min.), 10 — 15 % de B (5 — 12 min.),
mantendo-se 15 % de fase B até 22 minutos, elevando-se de 15 — 25 % de B (22 — 27 min.),
permanecendo 25 % de fase B até 35 minutos, aumentando-se de 25 — 40 % de B (35 — 39
min.), mantendo-se 40 % de fase B até 42 minutos, elevando-se de 40 — 100 % de B (42 —
47 min.), permanecendo 100 % de fase B por 1 minuto, além de outros 13 min. para retorno
as condicdes iniciais e re-equilibrio da coluna. Todos os perfis cromatogréaficos por CLAE

foram obtidos na absorcdo de 257 nm.

3.4.2 Métodos de obtencdo e analise dos 6leos essenciais

Visando desenvolver e validar método cromatogréafico para os volateis obtidos do
Oleorresina, os métodos de obtencédo e analise foram otimizados.

Amostras de diferentes fornecedores foram estudadas. As amostras de Oleorresina
foram fornecidas pelas Empresas Apis Flora Industria e Comércio - LTDA e Santos Flora
Comércio de Ervas — LTDA. As amostras provenientes da Empresa Vid Amazon - LTDA
foram adquiridas no mercado local e por isso foram analisados diferentes lotes de

fabricacéo.
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Os padrdes comerciais, com teor de pureza 2 95 %, utilizados na validacédo foram
comprados da Empresa Sigma-Aldrich.

A obtencdo da fracdo volatil a partir do Oleorresina foi desenvolvida da seguinte
forma: em um baldo de fundo redondo com capacidade para 1L foram colocados em
conjunto 250 mL de 4gua destilada e 2 mL de Oleorresina. Este sistema foi submetido a
hidrodestilacdo por 30 min utilizando-se aparelho tipo Clevenger. Logo ap0s este periodo
0,5 mL da fracdo volatil foi obtida. Em seguida, 100 yL deste 6leo foram dissolvidos em 20
mL de hexano contendo 400 pg/mL de 1, 2, 4, 5-tetrametilbenzeno (TMB), o qual foi
selecionado como padrdo interno. Prosseguindo, 1 puL desta amostra foi analisada por
cromatografia de fase gasosa. Para as andlises foi usado o mesmo cromatégrafo descrito no
item 3.3.2 (Hewelett Packard; CG-DIC) com a mesma coluna (HP-5; 5 % fenil-metil-
siloxano), operando no modo split (80:1). O hidrogénio foi usado como gas de arraste com 2
mL/min. A programacgéo de temperatura, a qual foi utilizada para o forno, foi otimizada da
seguinte forma: iniciou-se com escala de 100 - 140 °C elevando-se a temperatura com
proporgdo de 10°C/min; na sequéncia a temperatura foi de 140 - 180 °C com 2,5°C/min. Em
seguida, esta foi de 180 - 200 °C com 20°C/min, finalizando a analise com o tempo de 21

minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram de 240°C e 280°C, respectivamente.

3.5 Caracteristicas de desempenho para validagcdo dos métodos cromatogréficos

No presente trabalho estdo descritos dois métodos cromatograficos. Um deles foi
desenvolvido por CLAE visando assegurar a qualidade de compostos fixos presentes no
extrato hidroalcodlico das folhas da planta em estudo. O outro foi elaborado por CG e tem
como objetivo garantir a qualidade de compostos volateis presentes na mesma espécie.
Para ambos os métodos, procurou-se respeitar as principais normas descritas pela ANVISA
(2003), INMETRO (2003), ICH (1996), além de referéncias como Thompson, Ellison, Wood

(2002), Feinberg, (2007) e Ribani, Collins, Bottoli (2007). Assim, as caracteristicas de
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desempenho avaliadas foram: seletividade, linearidade, limites operacionais de deteccéo
(LOD) e quantificacao (LOQ), preciséo, recuperacdo, exatidao e robustez.

Considerando todas estas caracteristicas, para ambos os métodos foram obtidas
diferentes respostas tais como: area do pico, tempo de retencdo, altura do pico, fator de
separacao a, largura de base do pico (Wb) ou width, concentracdo do componente e nimero
de pratos tedricos (N). De forma geral, todas estas respostas foram avaliadas com base nos

seus respectivos coeficientes de variagdo CV (%), o qual é dado pela equacao:

CV (%) = (S/X).100
Em que, CV %: corresponde ao coeficiente de variacdo, S: é a estimativa
do desvio padrdo e X: € a média das medidas em replicatas.

A seletividade tanto para os compostos fixos como para os volateis foi dada pelo
estudo comparativo entre perfis cromatogréaficos de padrées auténticos em relacdo aqueles
obtidos para as amostras, além da avaliagdo das respostas: fator de separagéo a, largura de
base do pico e nUmero de pratos tedricos. Além disso, considerando os compostos fixos
também foi feita a comparacao dos espectros de UV envolvendo os padrdes e amostras.

A linearidade foi avaliada por meio da elaboracédo de curvas analiticas dos padrées
cromatograficos. Estas curvas foram obtidas a partir de diluicbes seriadas de solu¢cdes-mae
de cada padrao, com os valores expressos em pg/mL, considerando os compostos fixos e
mM considerando os volateis. As faixas lineares dinamicas de cada padrdo cromatografico
foram calculadas pelas respostas relativas fornecidas pelo sinal do detector, neste caso,
area do pico dividido pelas respectivas concentragbes. Para tanto, graficos foram
construidos com as repostas relativas no eixo das ordenadas e as concentracdes
correspondentes em escala logaritmica no eixo das abscissas para cada padrdo. Foram
desenhadas faixas paralelas em cada grafico, as quais correspondem as variacdes de £ 5 %
(volateis) e £ 10 % (fixos), conforme descrito por Augusto, Valente e Riedo (2003).
Respeitando os resultados encontrados, na determinacdo das faixas dindmicas de cada

composto, foram reconstruidas curvas analiticas obedecendo tais faixas, relacionando area
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do pico no eixo das ordenadas versus suas respectivas concentracbes no eixo das
abscissas. As analises estatisticas dos dados foram obtidas pelo método de regressao linear
por minimos quadrados e expressa pela equacdo de primeira ordem y = ax + b, em que, y:
corresponde a resposta medida (area do pico), x: concentracdo (ug/mL ou mM), a:
corresponde ao coeficiente angular, dado pela inclinacdo da reta e b: corresponde ao
coeficiente linear, dado pelo ponto de interse¢édo da reta com o eixo das ordenadas. Além
disso, o coeficiente de correlagéo, r, também foi calculado.

Os LOD e LOQ foram determinados por procedimentos semelhantes ao processo de
linearidade. Para isso, foram elaboradas curvas analiticas com o componente de interesse
respeitando a faixa dindmica de trabalho proxima ao limite de deteccdo. Apos a elaboracao
destas curvas, obteve-se a regressao linear por minimos quadrados, a qual foi expressa
pela equacao de primeira ordem (y = ax + b), determinando-se, entdo, a estimativa do
desvio padrdo do coeficiente linear e a média do coeficiente angular. Em seguida, estes
dados foram aplicados as seguintes equacdes: LOD = 3,3.(s/S) e LOQ = 10.(s/S), obtendo-
se os limites de deteccdo e quantificagdo, respectivamente. Nestas equacdes, s € a
estimativa do desvio padréo do coeficiente linear e S é a média do coeficiente angular.

A precisdo foi avaliada de duas formas: repetibilidade ou precisdo intra-ensaio e
intermediaria ou inter-ensaio. As repostas obtidas foram: area do pico, tempo de retencéo e
altura do pico. A repetibilidade foi avaliada conforme ao grau de concordancia entre os
resultados de medicdes sucessivas de no minimo seis amostras. Tais medi¢cdes foram
efetuadas sob as mesmas condic6es cromatograficas e procedimentos de extracdo, Unico
local e equipamento, realizando repeticbes em curto espaco de tempo. A precisdo
intermediaria seguiu 0s mesmos parametros da repetibilidade, porém esta foi realizada em
dias consecutivos.

Em geral o estudo de recuperacdo de um método é realizado em funcédo de obter
duas principais informacfes: 12 saber o quanto do componente de interesse € possivel de
recuperar depois de efetuado, por exemplo, 0 método de extracao; 22 calcular a exatidao do

método, a qual pode ser dada pelo calculo do erro relativo entre os valores teoricos e reais
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obtidos ao final do processo. O estudo de recuperagdo apresentado neste trabalho foi
realizado com a fortificacdo de uma dada matriz, elaborando-se um total de 15
experimentos, dividido em trés niveis de concentracdo, os quais foram analisados em
triplicata.

A matriz, considerando os compostos fixos, foi elaborada da seguinte maneira:
cerca de 100 g das folhas pulverizadas de C. langsdorffii foram submetidas a extracéo
exaustiva com auxilio de aparelho de Soxhlet (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). Logo
depois, o material vegetal foi seco em estufa de ar quente e circulante (45°C) e o tamanho
da particula foi padronizado em 35 mesh. Em seguida, procederam-se os métodos de
extracdo e analise conforme descrito no item 3.4.1. Desta forma foi possivel avaliar se o
material vegetal estava esgotado corretamente.

Prosseguindo com o estudo de recuperacdo dos fixos, em 15 frascos tipo
Erlenmeyer de 50 mL de capacidade, pesaram-se 500 mg da planta seca e esgotada
(matriz). Estes frascos foram divididos em trés grupos, compostos por 5 replicatas.

No grupo 1 adicionaram-se 2 mL de solucdo etandlica do padréo 3-O-a-
ramnopiranosil-quercetina (quercitrina) na concentragédo de 3,22 mg/mL Esta concentracao
foi chamada de Nivel 1. No grupo 2 adicionou-se 1 mL desta solugédo padréo, Nivel 2. No
grupo 3 adicionou-se 0,5 mL da mesma solucéo, Nivel 3.

A homogeneizacéao e incorporacdo do padrdo de quercitrina na matriz foram obtidas
apos evaporacgdo do etanol a temperatura ambiente. A seguir adicionaram-se 20 mL de uma
solucdo de benzofenona (~ 49 pg/mL) em etanol-agua (7:3) e procedeu-se a extracao
utilizando-se a metodologia descrita no item 3.4.1. Terminado o processo de extracdo, a
amostra foi filtrada e aliquotas de 5 mL foram transferidas para tubos de ensaio contendo 1
mL de solug&o de piperonal (2,9 mg/mL) usado como padrdo secundario. Logo em seguida,
estas amostras foram analisadas por CLAE (item 3.4.1). Ao final de todo o processo as
concentracdes finais (valores tedricos) de quercitrina foram: 67,08 pg/mL (nivel 3), 134,16
pug/mL (nivel 2) e 268,33 pg/mL (nivel 1). As concentragdes finais do padrdo interno foram

cerca de 40 ug/mL e a concentracéo final do padréo secundéario foi 483 pg/mL.
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Este mesmo procedimento foi realizado com todos 0s outros compostos de interesse,
mas com solucdo padrao inicial em diferentes concentracdes: rutina em 2,39 mg/mL,
3-0O-a-ramnopiranosil-canferol em 2,0 mg/mL, quercetina em 4,27 mg/mL e canferol em 2,07
mg/mL. Os célculos da exatiddo podem ser expressos em funcdo da porcentagem do erro

relativo, por meio da seguinte equacao:

Exatidao (% erro) = [(valor teérico — valor real)/valor real].100

Quanto a recuperacdo dos volateis, a matriz selecionada foi hexano, grau
cromatogréfico.

Considerando o B-cariofileno, pesaram-se separadamente, aliquotas de 68 mg (Nivel
1), 26 mg (Nivel 2) e 13 mg (Nivel 3), em frascos com capacidade para 25 mL. Logo em
seguida, estas aliquotas foram dissolvidas com 20 mL de solugdo hexanica de padréo
interno, TMB, na concentracdo de 400 ug/mL. Posteriormente, aliquotas de 2 mL de cada
nivel de concentragcédo foram submetidas a hidrodestilacdo em quintuplicata seguindo o item
3.4.2. Ao final destes procedimentos, 1 mL de cada replicata foi coletado e transferido para
tubos de ensaio contento 500 pL de solug&o hexanica de octadecano (ps; 2,2 mg/mL). Em
seguida, cada replicata foi analisada trés vezes por CG-DIC (item 3.4.2). Ao final de todo
processo, os valores tedricos de B-cariofileno foram 11,09, 4,30 e 2,10 mM. Os valore finais
para os padrdes interno e secundario foram 2,0 e 3,0 mM, respectivamente. Este mesmo
procedimento foi realizado com o0s outros dois sesquiterpenos em estudo. Os valores
tedricos para o a-copaeno foram de 2,20, 1,10 e 0,45 mM. J& os tedricos para 0 a-humuleno
foram de 3,40, 1,70 e 0,70 mM. O erro relativo foi dado pela equacdo da exatiddo
anteriormente descrita.

A robustez dos métodos cromatograficos de fases liquida (CLAE) e gasosa (CG) e
de extracdo dos compostos fixos foi realizada seguindo o planejamento fatorial proposto por
Plackett — Burman, o qual foi descrito por Heyden et al., (2001). Na tabela 2 apresentam-se

os fatores, limites, niveis e 0 método nominal considerando a cromatografia de fase liquida e
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o método de extracdo dos fixos. Na tabela 3 apresentam-se 0os mesmos parametros

levando-se em conta a CG-DIC.

Tabela 2: Fatores e niveis investigados no teste de robustez considerando CLAE.

Limite  Nivel (-1) Nivel (+1) Nominal

Fatores

A Quantidade de amostra (mg) + 20 480 520 500
B Tempo de extragdo (minutos) +10 50 70 60
C Temperatura de extracao (°C) +5 35 45 40
D Rotacao (rpm) 5 145 155 150
E Particula (mesh) +5 30 40 35
F Solvente extrator (mL) +5 15 25 20
G Vazéo (mL/min) +0,1 0,9 11

H Fase mével inicial (%) +1 4 6 5

| Fase movel intermediéria (%) +1 39 41 40
J Comprimento de ondas (hm) +1 256 258 257
K Volume injetado (pL) +1 9 11 10

Tabela 3: Fatores e niveis investigados no teste de robustez considerando CG-DIC.

Limite  Nivel (-1) Nivel (+1) Nominal

Fatores

A Temperatura do injetor °C +5.0 235 245 240
B Temperatura do detector °C +5.0 275 285 280
C Split (divisor de amostra) +2.0 78 82 80
D Vazéao de géas H, (mL/min) 0.2 1.8 2.2 2.0
E Temperatura inicial do forno °C +5.0 95 105 100
F Temperatura final do forno °C +5.0 195 205 200
G Vazéo de gas N, (mL/min) +3.0 42 48 45

Neste estudo de robustez, para os compostos fixos, foram selecionados onze
fatores, portanto, 12 experimentos foram realizados (HEYDEN, et al., 2001; Tabela 4). J&

com relacdo aos volateis sete fatores e 8 experimentos foram efetuados (Tabela 5).
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Tabela 4: Planejamento fatorial para onze fatores e doze experimentos.

Fatores A B C D E F G H I J K Respostas

Experimentos
1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 Y1
2 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 Y2
3 +1 -1 41 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 Y3
4 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 Y4
5 -1 -1+ -1 +1 41 -1 41 +1 +1 -1 Ys
6 -1 -1 -1+ -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 Ve
7 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 Y7
8 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 Vs
9 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 Yo
10 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 Y10
11 +1 -1+ +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 Y11
12 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 Y12

As letras correspondem aos fatores da tabela 2.

Tabela 5: Planejamento fatorial para sete fatores e oito experimentos, CG-DIC.

Fatores A B C D E F G Respostas
Experimentos
1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 V1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 V2
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 Y3
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 Vs
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 Vs
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 Ve
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 y7
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 Vs

As letras correspondem aos fatores da tabela 3.

Considerando as tabelas 4 e 5, notam-se que cada experimento deve ser realizado
seguindo os niveis (- 1) e (+ 1) ja pré-determinado para cada um dos fatores (Tabelas 2 e
3). Ao final de cada experimento obtém-se uma resposta y. As respostas selecionadas

foram: &rea do pico, tempo de retenc¢do, altura do pico e concentragdo do componente de
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interesse. Obtendo-se, por exemplo, as doze respostas calculam-se o efeito estimado para

cada fator levando-se em conta as respostas selecionadas. Para tal, utiliza-se a equacao:

Ex=2y(*)-2y()
N/2 N/2

E = efeito estimado da resposta X (selecionada). Em que X pode
ser a &rea ou tempo de retencao ou altura ou concentracao;

Z y(+) = somatoria das respostas no nivel positivo;

2 y(-) = somatéria das respostas no nivel negativo;

N = namero de experimentos do desenho experimental.

Visando melhorar a interpretacéo do efeito estimado, o qual foi obtido pela equacédo
anterior, pode-se converter este pelo coeficiente de variacdo (CV %) da seguinte forma:
utiliza-se a equacado CV (%) = (S/X).100, na qual, S: é o efeito estimado e X: € a média das

respostas y, considerando as diferentes respostas e fatores.

3.6 Metodologias para avaliar a sazonalidade de compostos fixos

As folhas de C. langsdorffii para avaliacdo sazonal foram coletadas de uma arvore
localizada ao lado do Laboratério de Farmacognosia da FCFRP-USP (Figura 13). As coletas
destas amostras foram iniciadas em 20 de fevereiro de 2009 e finalizadas em 20 de marco
de 2010. Ao longo deste periodo, geralmente todo dia 20 de cada més, uma aliquota
pesando cerca de 20 g das folhas deste individuo foram coletadas e submetidas & secagem.
Posteriormente, os extratos hidroalcodlicos destas amostras foram obtidos e analisados,
como descrito no item 3.4.1. Esta C. langsdorffii mede cerca de 10 m de altura e seu tronco
base mede cerca de 50 cm de didametro. Uma foto representativa desta arvore pode ser vista
na Figura 6. Adicionalmente, na figura 14 é apresentada a localiza¢do da C. langsdorffii na
FFCLRP Campus da USP, da qual também foram coletadas folhas, visando principalmente

a realizacdo dos estudos fitoquimicos.
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Figura 13. Em destaque apresenta-se a C. langsdorffii ao lado do Laboratério de
Farmacognosia.
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Figura 14. Em destaque apresenta-se a C. langsdorffii nas proximidades do Lago
no Campus da USP, FFCLRP.
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As andlises qualitativas dos extratos hidroalcodlicos foram realizadas com base nos
perfis cromatograficos obtidos por CLAE/UV-DAD. Para tanto, os perfis cromatogréficos das
amostras foram comparados com os perfis de padrdes auténticos. A quantificacdo dos
principais compostos foi dada por curvas analiticas, as quais foram elaboradas com os
devidos padrbes cromatograficos. Além disso, para minimizar eventuais erros de

quantificagéo foi utilizada padronizagao interna.
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4. Resultados e Discussoes

| - FITOQUIMICA

4.1 Fase inicial

A proposicao inicial durante o estudo fitoquimico foi o isolamento e a identificagéo de
padrBes cromatograficos, a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Copaifera
langsdorffii, para serem utilizados na validagdo de método analitico. Por isso, este extrato
foi, preliminarmente, analisado por cromatografia sob diferentes meios de deteccdo. No
entanto, naquele momento estas analises ndo foram suficientemente esclarecedoras. Assim,
uma aliquota deste extrato hidroalcodlico bruto foi submetido ao fracionamento por
cromatografia em coluna classica. Por meio deste fracionamento os resultados obtidos
também nédo foram adequados. Desta forma, optou-se em separar este extrato bruto em
fracdes por particdo liquido-liquido (Esquema 2). Depois deste procedimento dois fatores
despertaram atencédo: na fragdo obtida em acetato de etila foi possivel observar presenca de
dois componentes, aparentemente majoritarios; o rendimento da fracdo aquosa foi cerca de
50% do total. Diante destas informagfes, a primeira alternativa foi a purificacdo dos
compostos presentes na fracdo em acetato. Diferentes metodologias para tal fracionamento
foram utilizadas, porém a mais promissora, naquele momento, foi utilizando fase
estacionaria Sephadex® LH 20 seguida de cromatografia liquida - CLAE com detector UV.
Por meio destes procedimentos, os componentes CL 10 e CL 11 foram isolados.
Posteriormente, em estudo comparativo por CLAE, os compostos CL 10 e 11 foram
detectados no extrato hidroalcodlico da espécie em estudo na forma de dois picos

majoritarios. Estes compostos foram identificados por técnicas espectroscépicas.
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A investigacao inicial da fracdo aquosa foi feita por CLAE/UV. Diferentes parametros
cromatogréficos foram desenvolvidos e avaliados obtendo-se o perfil cromatografico

apresentado na figura 15.
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Figura 15: Perfil cromatogréafico da fragdo aquosa por CLAE em 257 nm.

Na figura 15 nota-se a presenca de pelo menos 17 picos. Por isso, naquele
momento, a purificacdo da fracdo aquosa liofilizada passou a ser o objetivo principal do
trabalho. Diferentes meios de separacdo foram utilizados, incluindo cromatografia liquida a
vacuo, colunas classicas e/ou tipo flash empacotadas com silica de fase reversa C;g e
Sephadex. Além disso, as subfracfes obtidas dos procedimentos em coluna foram
purificadas por CLAE no modo preparativo. No entanto, sempre depois de, aparentemente,
obter um componente com pureza adequada, este era novamente analisado por CLAE na
forma analitica em que se detectava a presenca de impurezas significativas. Na figura 16
apresenta-se um exemplo de composto polar purificado, porém néo identificado. Em um
dado momento, a partir de amostras polares bem purificadas foram realizadas analises
espectroscopicas, visando pelo menos sugerir a classe destes compostos. Entretanto, os

resultados nao foram condizentes.
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Figura 16: Composto polar purificado eluindo-se com fase madvel
consistindo de 95% de agua e 5% metanol, sob gradiente linear.

Dentre os trabalhos realizados na University of Mississippi, novas tentativas foram
feitas visando a obtencdo de compostos polares. Para tanto, metodologias de fracionamento
(Esquema 3) similares aquelas usadas no Laboratério de Farmacognosia — USP foram
repetidas. Além disso, diferentes sistemas de solventes, bem como fases estacionarias de
distintas composic6es como fase normal, polimérica, C;g e celulose foram avaliadas. Por
meio destes procedimentos, o0 componente denominado CL Y foi purificado. Na figura 17 é
mostrado o processo de analise por meio de diferentes fases estacionarias. Nas figuras 18 e
19 apresentam-se a purificacdo de CL Y e seu aspecto fisico, respectivamente. Depois de
obter o composto CL Y seco e purificado, este foi analisado por métodos espectroscopicos —
RMN de 'H e C. Mantendo-se a linha de raciocinio, estes espectros estdo apresentados
nas figuras 20 e 21. No entanto, os proximos espectros serao apresentados em apéndices.
Na avaliacdo destes espectros nao foi possivel sugerir a elucidacdo estrutural de CL Y.
Considerando todos os procedimentos com os polares surgiram algumas hipoteses como,
por exemplo, a presenca de compostos minoritarios capazes de serem detectados por UV,
porém dificeis de serem purificados. Outras sugestfes foram com relacdo a presenca de
acucares, taninos, eventualmente degradaveis, peptideos e/ou aminoacidos. O fato é que

até o momento nédo foi possivel sugerir a estrutura quimica destes compostos.
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FracOGes ap6s 22 Sephadex — | Reunido das fragées

Figura 18: Exemplo representativo do isolamento de CL Y. Fase movel =
butanol:acido acético:agua 40:10:50 %.
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Figura 19: Apecto fisicode CL Y.
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Figura 20: Espectro de RMN de 'H obtido de CL Y (DMSO-dg/400
MHz).
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Figura 21: Espectro de RMN de **C obtido de CL Y (DMSO-ds/100
MHz).

4.2 Voléteis da C. langsdorffii: rendimento, andlise e identificagéo.

Quanto aos estudos sobre rendimento, os 6leos essenciais presentes nas folhas de
C. langsdorffii foram extraidos por hidrodestilagdo por 6 h. No entanto, apés 4 h de
destilacdo foi observado, no coletor graduado do aparelho tipo Clevenger, a formacéao de
camada de 6leo correspondente a 0,5 mL. Este procedimento de hidrodestilagdo foi mantido
por mais 2 h e o volume de 6leo essencial ndo mostrou alteracao significativa. A partir deste
ponto, considerou-se o término deste procedimento. Tendo em vista que o material de
partida foram 300 g de folhas frescas, o rendimento do 6leo essencial das folhas de C.
langsdorffii foi correspondente a 0,2%. Por meio deste resultado verificou-se que 4 h de
destilacdo equivalem ao periodo suficiente para obtencdo destes constituintes volateis. O
rendimento da fracdo volatil obtida a partir do 6leorresina da espécie também foi calculado.
Apos 1 h de hidrodestilacdo foram obtidos cerca de 2 mL destes volateis. Este periodo foi

estendido por mais 1 h. Ao término deste, foram medidos aproximadamente 7 mL desta
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fracdo volatil in natura. Considerando que a matéria-prima inicial foi correspondente a 23 mL
de dleorresina, o rendimento destes volateis foi equivalente a 30%.

Objetivando-se ao estudo quimico comparativo, as fraces volateis a partir das folhas
e do Oleorresina foram analisadas por cromatografia de fase gasosa com detector de
ionizacdo de chama - CG-DIC. O uso de padronizacdo interna nesta modalidade
cromatogréfica € bastante coerente, pois neste caso as interferéncias sofridas pelo padréo e
amostra serdo as mesmas, 0 que pode minimizar eventuais erros. Assim, para a escolha do
padrdo interno, foram testados alguns compostos objetivando-se encontrar aquele que
atendesse aos requisitos basicos, ou seja, elevado grau de pureza, composi¢do quimica
semelhante a amostra em questdo, eluicdo em tempo de retencdo diferente dos
componentes da amostra, baixo custo e disponibilidade no mercado. Desse modo o padréao
interno mais adequado foi o 1,2,4,5-tetrametilbenzeno - TMB, o qual aparece nho
cromatograma com o tempo de retencao de 2,7 minutos. Nas figuras 22A-C apresentam-se
o perfil dos volateis das folhas, destacando-se a resolucao e a separa¢do dos componentes,
o perfil das substancias que foram avaliadas para a escolha do padréo interno e o perfil
destes volateis com a adi¢cdo de TMB, respectivamente.

Logo depois de estabelecidas as condi¢cdes analiticas por CG-DIC e a escolha da
padronizacdo interna, aliquotas das fracdes volateis foram submetidas a andlise de
identificacdo por cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
CG/EM, usando-se as mesmas condi¢Bes. A CG/EM ¢é utilizada especialmente para auxiliar
a confirmacdo e ou identificacdo de componentes que também sejam volateis e ou
termicamente estaveis. Esta técnica permite como a CG-DIC, a separacgdo dos constituintes
e ainda fornece um espectro de massas para cada pico. Por meio da analise destes
espectros sugere-se 0 peso molecular dos compostos de interesse. Além disso, ha a
possibilidade de comparar os dados obtidos da espectrometria de massas em relagéo
agueles disponiveis nas bibliotecas eletrénicas de compostos, bem como aqueles citados na

literatura.
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Figura 22: (A) Perfil éromatogréfico doms volateis das follFlas de C. Iangsdgrfﬁi por CG-DIC;
(B) Substéancias avaliadas para escolha do padrdo interno: a: TMB,; b: piperonal,
c: veratraldeido; d: trimetéxibenzeno; e: benzofenona. (C) Perfil destes volateis com
adicdo de a: TMB (TR = 2,7 min).

Outro procedimento importante refere-se a determinacdo dos indices de retencdo
para cada componente em analise. Estes indices relacionam o tempo de retengdo dos
compostos ao tempo de retengdo de uma série homdloga de hidrocarbonetos. Tais indices
permitem uma melhor avaliacdo dos dados obtidos, além de possibilitarem também a
realizacdo de estudos comparativos entre diferentes laboratérios, com tabelas citadas na
literatura e com bibliotecas eletrénicas. A Figura 23A mostra-se o perfil cromatogréafico dos
padroes de hidrocarbonetos. Logo em seguida analisou-se a amostra (Figura 23B). Por
conseguinte obteve-se o perfil resultante da co-injecdo, a qual se refere a andlise da
amostra acrescentada dos padrdes (Figura 23C). Estes dados foram obtidos por CG-DIC e

CG/EM considerando as mesmas amostras e metodologias.



SOUSA, J.P.B. Resultados e Discussées 52

FID1A, (OLEOESSF\PADHC1.D)

-] 2| 13 (A)
SR 4 6
a00 5 17
250 4 16
8 14 15

150 3 7 9

ﬁ j\ 10 11 12 13

pES—1" i 1 L

~FIDTA, (OLEOESSFOFAMEAD) = 0 15 20 mir]

pA
(B)
]

: MALALMM L

~FIDIA, (OLEOESSFICONACLD) 2 10 15 20 m

(©)

350 6

300 1

250 a 8

- 9

527 TSRV} J\JLM b M A | A ! M * J_L

Figura 23: (A) Perfil Sromatogréfico dog padrdes de hidrgcarbonetos: a ntjmeragéo delal7
representa os padrées de Cg a C,s, respectivamente. (B) Perfil da amostra obtida das folhas
de copaiba. (C) Co-inje¢do, amostra com adi¢cdo dos padrbes de hidrocarbonetos. Os trés
perfis foram obtidos por CG-DIC. a: padréo interno - TMB.

Por meio dos dados obtidos pelas co-inje¢des, aplicados a equacao descrita por
Clement (1990) foi possivel a determinacdo dos indices de retencdo utilizando ambas as
técnicas CG-DIC e CG/EM. Os espectros de massas forneceram os pesos moleculares e o
perfil de fragmentacéo de cada componente. Desta forma, por meio de estudo comparativo
detalhado envolvendo os dados obtidos em relacdo aqueles disponiveis na biblioteca Wiley
e referéncias bibliograficas (Tabela 6) foi possivel identificar um total de 12 constituintes
volateis: a-cubebeno, a-copaeno, S-elemeno, p-cariofileno, a-bergamoteno, a-humuleno,
germacreno D, biciclogermacreno, o&-cadineno, germacreno B, globulol e a-cadinol. Na
tabela 6 sdo apresentados os tempos e indices de retencdo calculados por CG-DIC, dados
que correspondem aos disponiveis na literatura, indice de retengéo calculado por CG/EM e
a porcentagem relativa dos volateis presentes no 6leo das folhas de copaiba. Na figura 24

estdo as formulas estruturais de todos os componentes identificados.
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Tabela 6: Dados utilizados para a identificacdo dos componentes volateis.

Componente Tr-DIC* IR-DIC* IR; TC; Ref IR-EM" IR; TC; Ref. (%)Rel.

a-Cubebeno 4,978 1356 1351; DB-5;1 1343  1345; DB-5; 3 0,1

a-Copaeno 5,362 1387 1389; HP-1;2 1372 1376;DB-5;1 0,63
B-Elemeno 5,757 1413 1395; DB-5;3 1386 1391;DB-5;7 1,63
B-Cariofileno 6,041 1430 1428; DB-5; 3 1416  1418;DB-5;1 9,77
a-Bergamoteno 6,168 1438 1436; DB-5; 1 1430 1431, EC-1,8 0,70
a-Humuleno 6,577 1463 1457; DB-5;4 1450 1454;DB-5;1 1,20
Germacreno D 7,074 1494 1499; DB-5;5 1476  1480; DB-5;1 38,75
Biciclogermacreno 7,332 1507 1516; F-sot; 6 1490 1494; DB-5; 7 8,58
6-Cadineno 7,781 1529 1530; DB-5;5 1514 1524;DB-5;1 4,04
Germacreno B 8,527 1564  1560; DB-5;5 1553  1556; DB-5;9 6,03
Globulol 9,095 1590 1583; DB-5;4 1579 1576;DB-5;1 1,59
a-Cadinol 10,718 1658  1653; DB-5;1 1651 1653;DB-5;1 6,51

* Tempos e indices de retencdes utilizando-se detector de ionizacdo de chama e coluna
HP-5. * indice de retencdo por espectrometria de massas com coluna DB-5. IR; TC; Ref. =
indice de retencéo, tipo de coluna utilizada e referéncias encontradas na literatura. (%)
Relativo obtido por CG/EM. (1 — ADAMS, 2001; 2 — CHUNG; EISERICH; SHIBAMOTO,
1993; 3 — CHOI, 2003; 4 — QUEIROGA et al., 2008; 5 — HOGNADOTTIR; ROUSEFF, 2003;
6 — JIROVETZ et al.,, 2002; 7 — TELLEZ et al., 1999; 8 — SZAFRANEK et al., 2005 e
9 — PINO et al., 2005).

Visando demonstrar o efeito comparativo da composicdo quimica destes
constituintes, foi realizada uma analise do 6leorresina in natura. Assim, na figura 25A-C séo
apresentados os perfis cromatograficos do Oleorresina e de seus volateis e do Oleo
essencial das folhas, respectivamente. Estes perfis foram apresentados de forma expandida
enfatizando a boa separagdo dos componentes. Além disso, nota-se que o método
cromatografico, embora ainda ndo tenha sido validado, foi reprodutivel e permite analisar
amostras obtidas de diferentes matrizes sem nenhuma modificacdo dos parametros

cromatogréficos estabelecidos.
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Figura 24: Estruturas quimicas dos constituintes identificados por CG/EM.

Quanto a composicao quimica, de um modo geral todos os volateis identificados sédo
comuns e podem estar presentes em outras amostras de 6leos essenciais obtidas de
diferentes espécies vegetais. Qualitativamente, avaliando-se os perfis cromatograficos da
figura 25 observa-se que a composicdo quimica do 6leorresina é bastante semelhante aos
seus volateis, destacando-se o B-cariofileno (Figura 25A-B). O perfil do 6leo essencial das
folhas (Figura 25C) apresentou similaridade com os outros perfis considerando o0s
componentes de numeracgédo de 2 a 7, porém mostrou ser diferente por também apresentar a
presenca de no minimo mais cinco constituintes. Destes, o germacreno D e

biciclogermacreno também se apresentam como majoritarios.
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Figura 25: Pezrfis cromatégréficos corsnparativos :je amostrag de C. Ianl:gsdorffii. (Am\')
Oleorresina in natura; (B) fracdo volatil do oleorresina; (C) 6leo essencial das folhas
frescas. 1. a-cubebeno; 2: a-copaeno; 3: B-elemeno; 4: B-cariofileno;
5. a-bergamoteno; 6: a-humuleno; 7: &-cadineno 8: Germacreno D;
9: Biciclogermacreno; 10: Germacreno B; 11: Globulol; 12: a-cadinol e a: TMB.

Quanto a porcentagem relativa, os compostos identificados na amostra de
Oleorresina equivalem a aproximadamente 80% do conteldo desta amostra. O S-cariofileno
foi o de maior destagque correspondendo a 42%, seguido por a-copaeno (17%),
a-bergamoteno (9%), a-humuleno (6%) e &-cadineno com cerca de 6%. Ja os constituintes
volateis do Oleorresina correspondem a cerca de 90% de seu conteddo, em que
B-cariofileno, a-copaeno, a-bergamoteno e a-humuleno apresentaram percentuais relativos
de 76,3%, 5,2%, 1,7% e 8,7%, respectivamente. Os constituintes identificados no 6leo
essencial das folhas sédo correspondentes a aproximadamente 80% de seu total e o
percentual relativo de cada um deles esta apresentado na tabela 6. Destes, destaca-se o

germacreno D (39%) e, na sequéncia, o B-cariofileno (9,8%), biciclogermacreno (8,6%),

a-cadinol (6,5%) e germacreno B (6%). E importante ressaltar que durante o0s
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procedimentos com o0s volateis, aliquotas dos respectivos hidrolatos também foram
analisadas nédo apresentando henhum componente promissor.

Conforme mencionado nas metodologias de caracterizacdo do Oleorresina, a fracdo
1 foi analisada por CG-DIC e CG/EM. Nota-se que nesta amostra também foram detectados

0S compostos volateis comuns a espécie em estudo (Figura 26).
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Figura 26: Composicdo quimica da fracdo 1 — CLV. Destaca-se a purificacdo de 6xido
de cariofileno ao longo do processo de fracionamento. Os nimeros seguem a figura 25.
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4.3 Sesquiterpeno e diterpenos obtidos do 6leorresina da C. langsdorffii.

A composicdo quimica do dleorresina da copaiba esta amplamente divulgada na
literatura (ROMERO, 2007; VEIGA JR; PINTO, 2002). Durante o estudo quimico
comparativo com as fracdes volateis foi observado o elevado potencial destes compostos
para o desenvolvimento e validacdo de métodos cromatograficos. Neste ambito, de um lado
haveria a possibilidade em validar método para garantir a qualidade dos volateis. Por outro
lado, poderia sugerir método para assegurar a quantificacdo de sesquiterpenos e
diterpenos. Para tanto, os principais diterpenos teriam que ser isolados e identificados.
Neste contexto, o trabalho em conjunto com o Prof. Dr. Sérgio - UNIFRAN foi efetivamente
produtivo. No laboratorio da Universidade de Franca foram isolados cerca de 10 diterpenos.
Ao longo destes procedimentos, amostras e fragbes ricas nestes compostos foram
fornecidas e monitoradas analiticamente por CG-DIC, CG/EM e RMN. Durante estas
andlises observou-se que trés sesquiterpenos, o a-copaeno, B-cariofileno e a-humuleno se
destacavam como majoritarios. Por isso, 0s padrdes sintéticos destes trés compostos foram
adquiridos. Desta forma, considerando diterpenos e sesquiterpenos foi feito trabalho
alternativo com relagdo a atividade antimicrobiana. Neste trabalho, o &cido copalico
demonstrou ser o diterpeno mais ativo contra bactérias cariogénicas (SOUZA et al., 2011).
Na figura 27 apresentam-se as estruturas quimicas representativas deste trabalho.

O diterpeno &cido copdlico é considerado um dos marcadores quimicos do
Oleorresina de todas as espécies do género Copaifera (VEIGA JR et al., 2007).
Considerando os dados de préton 'H para este acido é possivel verificar os deslocamentos
em 6 5,66, 4,48 e 4,84 atribuidos aos hidrogénios H-14, H-17a e H-17b respectivamente.
Estes hidrogénios sdo caracteristicos de diterpenos do tipo labdano comumente
encontrados no O6leorresina de plantas do género Copaifera (VEIGA JR; PINTO, 2002;

TAPPIN et al., 2004; VEIGA JR et al, 2007).
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Figura 27: Sesquiterpeno e diterpenos isolados e identificados do 6leorresina.
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Continuando a avaliagédo do acido copalico observam-se também deslocamentos em
6 0,68, 0,79, 0,86 e 2,16, os quais foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios dos
grupos metilicos H-20, H-19, H-18 e H-16. Na figura 27 apresentam-se trés derivados do
acido copalico: os acidos 3-acetdxi-copalico, agéatico e 3-hidroxi-copalico. Por isso, estes
trés diterpenos apresentam deslocamentos semelhantes considerando os hidrogénios H-14,
H-17a e H-17b. Quanto ao &acido 3-acetoxi-copdlico pode-se observar a presenca do
grupamento —OCOCH; ligado ao C-3, o qual foi atribuido confiavelmente de acordo com
Ohsaki et al., (1994). Ja com relagdo ao acido agatico, a principal diferenga pode ser
observada pelos dados de carbono apresentando os carbonos carbonilicos com
deslocamentos em 6 172,8 e 184,0, os quais foram atribuidos aos carbonos C-15 e C-19
(ZDERO; BOHLMANN; KING, 1991). Considerando-se o acido 3-hidrdxi-copalico, o
deslocamento em 6 3,26 atribuido ao hidrogénio H-3 e a presenca de um carbono
carbindlico C-3 (6 79,0) contribuem a caracterizacao deste acido (ROMERO; BAPTISTELLA;
IMAMURA, 2009). As discussdes quanto ao 6xido de carifileno e acido caurendico serdo

apresentadas no proximo item.

4.4 Caracterizagdes quimicas dos extratos dos frutos, flores e folhas da C. langsdorffii

Do fracionamento do extrato dos frutos foram isolados os diterpenos CL 1: acido
caurendico, CL 7: acido ent-labda-7,13-dien-15-6ico, e o CL 9: acido 2-hidroxi-ent-labda-
7,13-dien-15-6ico. Neste extrato também foi encontrado o componente CL 8: éter
2-hidréxifenilvinil etilico (Figura 28). Durante a purificagdo desta amostra foi observada a
presenca de volateis comuns ao género Copaifera (Figura 24). Finalizado o trabalho com o
extrato dos frutos, o extrato obtido das flores foi analisado por CCDC. Durante estas
analises foi obsevado que a composicdo quimica do extrato das flores era bastante
semelhante aquela definida para o extrato dos frutos (Figura 29). No entanto, para eliminar

maiores duvidas a purificacdo do extato das flores também foi realizada. Na figura 30 séo
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apresentadas as estruturas quimicas dos compostos isolados das flores. Comparando as
composi¢cdes quimicas dos extratos obtido de frutos e flores notam-se dois diferenciais: o
derivado éter foi isolado somente dos frutos; no extrato das flores foi encontrado o

componente CL 10: 3-O-a-ramnopiranosil-quercetina (quercitrina).

CL 7: Acido ent-labda-7,13-dien-15-6ico

CL 1: Acido caurendico

o3

SIS

. H

18 7 ~, H
7 18 %,
COOH %,
19 19 4

CL 9: Acido 2-hidréxi-ent-labda-7,13-dien-15-6ico

CL 8: Eter 2-hidréxifenilvinil etilico

HO

-|I||||II8

Figura 28: Componentes isolados do extrato obtido dos frutos.
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Figura 29: Analise por CCDC dos extratos das flores e frutos Fase mével =
Hx:AcOEt, 85:15 %.
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Figura 30: Composicdo quimica do extrato obtido das flores.
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Quanto a fragédo obtida em acetato de etila do extrato das folhas, esta foi fracionada
duas vezes. O primeiro fracionamento foi realizado no Laboratério de Farmacognosia a
partir de folhas coletadas na regido de Sorocaba-SP. O segundo foi feito na University of
Mississippi com folhas coletadas na FFCLRP, Campus da USP. Por meio do segundo
fracionamento foram obtidas cinco SFragbes (Esquema 3). Estas SFrac¢des foram

analisadas por CCDC, possibilitando a sugestdo dos grupos de compostos (Figura 31).

Figura 31: Andlise por CCDC das SFracdes obtidas do fracionamento
descrito no esquema 3. Fase mével SFracdes 1 - 3 = Hx:AcOEt, 85:15 %.
Fase movel SFracfes 4 e 5 = AcCOEt:MeOH, 95:5 %.

Este segundo fracionamento foi bastante significativo no que diz respeito as
seguintes informacgdes: a SFracdo 1 consiste basicamente de Oleorresina in natura com
elevados teores de acido caurendico; a SFracdo 2 apresenta diterpeno do tipo labdano, o
qgual também foi encontrado nos extratos das flores e frutos; nas purificacdes anteriores
somente as SFracfes 4 e 5 foram encontradas. Portanto, com base nestas informagfes
pode-se afirmar que nos extratos das folhas, flores e frutos de C. langsdorffii € possivel
detectar sesquiterpenos e diterpenos comuns ao o6leorresina da espécie, além de flavonois e

compostos polares.
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A purificacdo da SFracdo 1 resultou no isolamento dos compostos CL 1: &cido
caurendico, CL 2: 6xido de cariofileno e CL 12: caurenol. A partir da SFragdo 2 foi obtido o
CL 9: &cido 2-hidréxi-ent-labda-7,13-dien-15-6ico. J& a purificagdo da SFragéo 4 resultou na

obtencdo dos flavondis CL 10: quercitrina e CL 11: 3-O-a-ramnopiranosil-canferol (Figura

32).
CL 2: Oxido de cariofileno CL 1: Acido caurendico
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CL 10: R = OH: Quercitrina

CL 11: R = H: 3-O-a-ramnopiranosil-canferol

Figura 32: Compostos isolados da fragdo em acetato de etila obtida das folhas.
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Destaca-se que o acido caurendico ja foi obtido de diferentes espécies de copaiba
levando em conta o fracionamento do 6éleorresina (VEIGA JR; PINTO, 2002). O isolamento
deste diterpeno também j& foi descrito a partir de outras plantas, como por exemplo,
Viguiera (DA COSTA; VICHNEWSKI; HERZ, 1996). Por isso, este derivado caurano é
composto alvo em diferentes estudos, nos quais demonstram seu potencial anti-inflamatério,
antiespasmadico, dentre outros (AMBROSIO et. al., 2004 e 2006). No presente trabalho este
acido foi encontrado em todas as amostras estudadas. A partir do fracionamento das folhas
(Esquema 3) foi possivel isolar 680 mg deste diterpeno na forma de cristais, indicando um
grau de pureza bastante elevado. Portanto, em estudos futuros, relacionado a alguma
atividade biolégica a partir de amostras de C. langsdorffii, certamente este acido devera ser
considerado substancia fundamental a ser avaliada. A figura 33 apresenta-se este

componente obtido das amostras em estudo.

Flores

Figura 33: Acido caurenéico obtido d C. Iagsdorfﬁi.
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Quanto ao componente CL X, este ndo apresentava absor¢cao na luz UVjs4z66, POrém
consistia de média polaridade, jA que o mesmo era bem soluvel em acetato de etila. Por
isso, a SFracdo 3 (Figura 31) foi submetida a purificagdo conforme descrito no esquema 3.
Depois do procedimento em coluna classica, foi possivel obter este componente
aparentemente com pureza adequada considerando a reunido entre as fragbes 79 a 85

(Figura 34).

Figura 34: Analise por CCDC visando obtencdo de CL X. Fase mdvel =
AcOEt:Hx, 95:5 %.

Logo depois da reunido destas fracbes e apds secagem efetiva da amostra foi
efetuada as analises por RMN do préton *H e 3C. Intrigantemente, na anélise de RMN de
3C foi observada a presenca de dois compostos bastante similares. Por isso, novas
separacdes por meio de CCDP foram realizadas a partir desta amostra ja purificada.
Novamente, na andlise de *C foram observados pelo menos 40 sinais considerando a
presenca de dois compostos. Durante estas analises surgiu a possibilidade de CL X ser

parecido com o esterdide sitosterol. Estudo comparativo por CCDC envolvendo estes dois



SOUSA, J.P.B. Resultados e Discussbes 66

compostos foi realizado resultando em tempos de retencdo bastante diferentes. Portanto,
nao foi possivel sugerir esta estrutura.

Na tentativa de isolar compostos diferentes e/ou melhorar o perfil de separagédo de
alguns componentes, amostras obtidas dos fracionamentos dos extratos dos frutos, flores e
folhas juntamente com o &acido caurendico foram metiladas por meio de reagédo de

derivatizacéo utilizando-se reagente diazometano (Figura 35).

12345678 87123456

Figura 35: Perfis por CCDC, demonstrando o antes e depois da
derivatizacdo. N° 1 e 7: fracBes obtidas dos frutos; N° 2, 3 e 4: amostras
proveniente das flores; N° 5 e 6: fragBes resultante das folhas e N° 8:
acido caurendico. Fase movel = Hx:AcOEt, 90:10 %.

Logo apo6s a derivatizacdo (Figura 35), observou-se que nas fracbes 2 a 4, 6 e 7 foi
possivel detectar um componente em comum. Optou-se por reunir estas frag6es excluindo-
se a fracdo 6, ja que nesta também foi detectado outros compostos menos polares, 0s quais
poderiam dificultar a purificacdo do composto de interesse. Apds esta reunido a amostra

resultante foi purificada (Figura 36).
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Fracées diferentes FracGes reunidas, 11 a 15

Figura 36: Analise por CCDC das fracGes obtidas durante o processo de
purificacdo da amostra derivatizada. Fase moével = Hx:AcOEt, 90:10 %.

Conforme pode ser visto na figura 36, a reunido das fragbes 11 a 15 resultou na
obtencdo de CLM 9: 2-hidroxi-ent-labda-7,13-dien-15-oato de metila com bom teor de
pureza. Além disso, nesta figura também podem ser observadas duas fracdes que
apresentavam perfis cromatogréaficos com tempos de retencao diferentes do composto de
interesse. Estas duas fracbes foram reunidas obtendo-se entdo o componente CL 13:
4-metoéxi-cinamoato de etila. A derivatizacdo do acido caurendico resultou na obtencédo de
seu derivado metilado CL 1M: caurenoato de metila. Na figura 37 sdo apresentadas estas

trés estruturas quimicas.
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HO

SOl
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Figura 37: Derivados metilados obtidos das partes aéreas da C. langsdorffii.

4.4.1 Elucidagéo estrutural dos compostos purificados.
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O espectro de RMN de *H obtido para o sesquiterpeno 6xido de cariofileno apresenta

dois sinais em & 4,82 e 4,94, integrados para 1H cada, os quais sdo referentes aos

hidrogénios da ligacao dupla exociclica, localizada entre os carbonos C-8 e C-13. Verifica-se
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também nesse espectro a presenca de trés sinais (s, 3 H cada) em 61,17, 0,97 e 0,95 que
foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios dos grupos metilicos H-12, H-15 e H-14.
No espectro de RMN de **C destaca-se a presenca dos carbonos olefinicos C-8 e C-13 em
o 151,72 e 112,84, além dos carbonos C-5 e C-4 em ¢ 63,63 e 59,69 atribuidos aos

carbonos ligados ao grupamento epoéxido.

Acido ent-caur-16-en-19-6ico (caurendico)
RMN de 'H (Apéndice 3)

RMN de **C (Apéndices 4 e 5)

Tabela 7: Atribuices de *C

Dados em concordancia com Batista et al., (2007).
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Quanto ao espectro do préton *H para o acido caurendico, este apresenta diferentes
sinais na regido de 60,97 a 6 2,20, indicando pouca oxigenac¢ao e/ou insaturacdo. Pode-se
observar nesse espectro a presenca de dois s em 6 4,82 e 4,76, integrados para 1H cada,
0s quais foram atribuidos aos dois hidrogénios da ligacdo dupla exociclica localizada entre
os carbonos C-16 e C-17. Neste espectro ha presenca de um s em ¢ 2,65 (1H) referente ao
hidrogénio H-13. Além destes sinais, observam-se dois singletos em 6 1,26 e 0,97,
integrados para 3H cada, se referindo aos grupos metilicos H-18 e H-20. Ja com relacao aos
dados de RMN *3C pode-se observar a presenca de 20 sinais, destacando-se o carbono da
carboxila em & 185,47, o carbono quaternério C-16 do tipo sp2 em ¢ 156,34 e o carbono

metilénico C-17 em 6 103,55.
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ent-Caur-16-en-19-ol (caurenol)

RMN de 'H (Apéndice 6)

RMN de **C (Apéndices 7)

Tabela 7: Atribuicdes de *C

Dados em concordancia com Batista et al., (2007).
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Os espectros de RMN 'H e *C com relagéo ao diterpeno caurenol sdo bastante
semelhantes aos espectros do acido caurendico. Quanto ao espectro de 'H, as principais
diferengas séo as presencas de dois sinais d em 63,77 e 3,47 e J = 12,0 Hz, os quais foram
atribuidos aos prétons hidrometilénicos H-19. Considerando os dados de **C, verifica-se a

presenca de C-19 carbindlico em 665,56 ao invés da presenca do grupamento acido.

Acido ent-labda-7,13-dien-15-6ico (CL 7)

RMN de 'H (Apéndice 8)

RMN de **C (Apéndices 9)

Tabela 7: Atribuices de *C

Dados em concordancia com Xiang et al., (2004).
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Na analise do diterpeno &cido ent-labda-7,13-dien-15-6ico observaram-se 0s sinais
(s, 3 Hcada) em 62,20, 1,70, 0,88, 0,86 e 0,76 correspondentes aos grupos metilicos H-16,
H-17, H-19, H-18 e H-20, respectivamente. Na regido de hidrogénios olefinicos observaram-
se dois singletos em ¢ 5,71 atribuido ao H-14 e 6 5,42 referindo-se ao H-7 da ligacdo dupla
endociclica. A caracterizacdo desta ligacdo dupla endociclica pode ser reforcada pela
presenca dos carbonos quaternario C-8 do tipo sp? em & 135,08 e metilénico C-7 em &

123,31. No espectro de *C ha também outro carbono quaternario sp® o C-13 em 5 164,06 e
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outro metilénico C-14 em 6 115,65, referindo-se a ligacdo dupla entre C-13 e C-14. A

presenca do grupo carboxilico pode ser visualizada em 6 172,63 referente ao C-15.

Acido 2-hidroxi-ent-labda-7,13-dien-15-6ico (CL 9)
RMN de 'H (Apéndice 10)

RMN de **C (Apéndices 11)

HMQC (Apéndice 12)

HMBC (Apéndice 13)

Tabela 7: Atribuicdes de *C

HO
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Dados em concordancia com Jefferies, Knox e

IR H
2,
2,

7,
19//, Scaf (1974).

Considerando estudo comparativo entre as estruturas quimicas dos acidos 2-hidroxi-
ent-labda-7,13-dien-15-6ico e CL 7 nota-se que a principal diferenca pode ser visualizada
presenca do grupo hidroxilico ligado ao carbono C-2. Por isso, no espectro de RMN de 'H
obtido para o 2-hidroxi-ent-labda-7,13-dien-15-6ico observa-se um sinal s 6 4,23 referindo-se
hidrogénio carbindlico H-2. No espectro de **C verifica-se a presenca de C-2 carbinélico em
0 68,37. Na analise do espectro HMQC verifica-se a correlagdo de H-2 com C-2. Ja
considerando o espectro HMBC nota-se a correlacdo entre os hidrogénios da metila H-20 e
o C-2 carbindlico. Estes dados em conjunto sugerem o grupamento OH ligado ao C-2.

Os diterpenos CL 7 e CL 9 sédo semelhantes ao acido eperuico, o qual foi relatado
por Djerassi e Marshall (1957). Por isso, em alguns casos estes compostos sdo dados como
derivados eperuanos (ROMERO 2007). Os dados de **C para o diterpeno CL 7: &cido ent-
labda-7,13-dien-15-6ico foram divulgados por Xiang, et al., (2004) a partir da espécie Isodon
scoparius, mencionada por estes autores como erva rara da China. Quanto ao diterpeno
CL9: acido 2-hidroxi-ent-labda-7,13-dien-15-6ico, este foi identificado por espectrometria de
massas, com ionizacdo entre 10 e 70 eV, a partir de amostras de Dodonaea spp.
(JEFFERIES; KNOX; SCAF, 1974). Considerando amostras de C. langsdorffii, ainda ndo

foram encontrados dados sobre elucidacéo estrutural para estes dois diterpenos.
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Tabela 7: Dados de **C para o sesquiterpeno e diterpenos.

3¢ CL?2 CL1 CL 12 CL7 CL9

c-1 50,72 41,22 40,49 39,67 43,80
c-2 27,18 19,61 18,31 19,28 68,37
C-3 39,12 38,28 35,64 42,74 44,74
C-4 59,69 44,28 39,67 33,48 32,55
C-5 63,63 57,59 56,85 50,59 49,59
C-6 29,77 22,34 20,49 24,30 24,72
C-7 29,97 41,80 41,65 123,31 123,25
c-8 151,72 44,74 44,19 135,08 134,56
C-9 48,69 55,63 56,22 54,89 55,16
C-10 39,72 40,22 39,24 37,34 36,57
c-11 33,95 18,95 18,22 25,80 25,77
C-12 16,97 33,62 33,19 44,15 47,02
C-13 112,84 44,36 43,99 164,06 163,18
C-14 21,60 40,18 38,68 115,65 115,60
c-15 30,16 49,48 49,08 172,63 171,74
C-16 e 156,34 155,91 19,83 19,55
C-17 e 103,55 102,97 22,70 23,98
C-18 e 29,49 27,09 33,66 34,14
Cc-19 e 185,47 65,56 22,37 22,45
C-20 e 16,10 18,12 14,07 16,10

CL 2: 6xido de cariofileno; CL 1: acido caurendico; CL 12: caurenol; CL 7: ent-labda-7,13-
dien-15-0ico; CL 9: 2-hidroxi-ent-labda-7,13-dien-15-6ico. (100 MHz, CDCIs).
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3-0O-a-ramnopiranosil-quercetina
RMN de 'H (Apéndice 14)

RMN de **C (Apéndices 15)
HMQC (Apéndice 16)

EM (Apéndice 17)

Tabela 8: Atribuicdes de *C

Referéncias citadas no texto.

Considerando os estudos sobre a 3-O-a-ramnopiranosil-quercetina (quercitrina), no
espectro de 'H foram visualizados sinais entre 6 e 8 ppm correspondentes a presenca de
pelo menos dois anéis aromaticos. Segundo resultados divulgados na literatura (ASEN;
HOROWITZ, 1977; MARKHAM et al.,, 1978; AGRAWAL, 1989), levando-se em conta a
classe dos flavondides, os dois dubletos em 66,2 (d, J = 2,0, 1H) e 6,4 (d, J = 2,0, 1H)
sugerem hidrogénios arométicos, H-6 e H-8, do anel A, considerando hidroxilas em C-5 e
C-7.Jaos sinaisem 66,9 (d,J=8,4Hz),5§7,3(dd,J=19€e8,4Hz)e 67,34 (d,J=1,9 Hz)
sdo relativos ao anel B. Estes valores de J sdo condizentes com acoplamento entre
hidrogénios em meta e orto. Por isso, a substituicdo do anel B poderia ser 3'/4’ ou 2'/4’. No
entanto, os valores dos deslocamentos quimicos destes hidrogénios, associados aos sinais
de carbonos em 6 146,7 (C-3’) e 158,9 (C-4’), indicam a substituicdo do tipo catecol no anel
B. No espectro de RMN **C foi possivel observar os sinais em § 150,2 (C-2), 136,6 (C-3) e
180 (C-4). Estes deslocamentos quimicos sdo importantes, pois 0s mesmos, quando
comparados com a literatura (6 140 — 151; 134 — 140; 166 — 180 para C-2, C-3 e C-4,
respectivamente, AGRAWAL, 1989), sdo condizentes com o anel C de flavondis. Estes
dados em conjunto, indicam as presencas de anel A substituido em C-5 e C-7, grupo catecol

como anel B e deslocamentos quimicos tipicos de flavondis referentes ao anel C. No
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espectro de RMN *C notam-se 21 sinais de carbonos. Além disso, ainda ha outros sinais a
serem atribuidos com relagéo ao espectro 'H. Assim, o sinal em § 5,35, referente ao H-1”,
foi correlacionado com o carbono em 6 103,9, na analise espectroscopica por HMQC,
informacgdo que sugere a presenca de um O-glicosideo. Somando-se este dado aos seis
carbonos observados para o acUcar, propde-se que este seja um pirano (hexose). O dubleto
em 60,94 com J de 4 Hz, integrando para trés hidrogénios e correlacionado com o carbono
em ¢ 18 no HMQC, contribui para afirmar a presenga um grupo metilico, H-6”. J& os sinais
em ¢ 3,7 para H-3” e 4,2 referindo-se ao H-2”, contribuem a unidade glicosidica. Devido ao
solvente utilizado, CD3OD, os sinais com relagdo ao H-4” e H-5" podem ser correlacionados
na andlise do mapa de contornos HMQC. Geralmente, para esta unidade glicosidica, o sinal
para H-4” apresenta-se como um tripleto com J em torno de 9 Hz, o qual é caracteristico de
acoplamento trans-diaxial e confirma H-5” e H-3” em axial. J4 o duplo dubleto em 63,7 (J =
4 e 8 Hz), relativo ao H-3”, demonstra acoplamentos entre hidrogénios em axial e equatorial
(NAKABAYASHY et al., 2009; HIROSE et al., 2010; RAWAT et al., 2010). Adicionalmente,
na andlise por espectrometria de massas, a quercitrina apresentou ion molecular
desprotonado de m/z 447,0957 [M-H] com erro em aproximadamente 2 ppm, para a formula
molecular C,;H1904;". Na fragmentacéo desse ion foi possivel a observacdo do pico em m/z

301, o qual corresponde ao ion molecular, quando se analisa somente o flavonol quercetina.
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3-0O-a-ramnopiranosil-canferol
RMN de 'H (Apéndice 18)
RMN de **C (Apéndices 19)
EM (Apéndice 20)

Tabela 8: Atribuicdes de *C

Referéncias citadas no texto

Quanto ao 3-O-a-ramnopiranosil-canferol, este se diferencia da quercitrina por ndo
existir o grupamento OH ligado ao C-3'. Assim, no espectro de RMN de 'H podem ser
observados sinais que compdem ao anel A (65,4 e 5,6), ambos representados por dubletos
e constante em 2 Hz, o que sugere acoplamento em meta envolvendo o H-6 e H-8, existindo
a substituicdo em C-5 e C-7. Os dubletos em 66 e 6,9 com J de 8,8 sdo pertencentes aos
hidrgénios do anel B e indicam a substituicdo para, ja que esses sinais integraram para dois
hidrogénios cada e apresentaram J caracteristico de acoplamento orto. Assim, atribuiu-se o
sinal em 6 6,9 para H-2’/H-6’ e os outros sinais, mais blindados, para H-3'/H-5’, ja que o
grupo hidroxilico em C-4’ configura um efeito mesomérico doador de elétrons, causando
protecdo em orto. Os carbonos visualizados em § 156 e 133 foram importantes, pois estes
sdo condizentes com o0s deslocamentos de C-2 e C-3, tipicos de flavondis (AGRAWAL,
1989). Ja os deslocamentos quimicos dos carbonos em 6 93 e 98 sdo peculiares de C-8 e
C-6 quando ha oxigenacao em C-5 e C-7. Dentre os outros sinais que podem ser
observados no espectro de RMN de 'H destacam-se o singleto em & 4,4 referindo-se ao H-
1” indicando a presenca de um O-glicosideo e o dubleto com deslocamento préximo de 0,1
integrando para trés hidrogénios demonstrando a presenca de um grupo metilico H-6”. No
espectro de carbono h& o deslocamento em §17, o qual certamente esta correlacionado aos
hidrogénios deste grupo metilico, além dos outros seis carbonos referentes ao acucar

(AGRAWAL, 1989; HIROSE et al., 2010; RAWAT et al., 2010). J4 o espectro de massas
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para o 3-O-a-ramnopiranosil-canferol, apresentou ion molecular desprotonado de m/z
431,0968 [M-H] com erro proximo de 4 ppm, para a formula molecular C,;H190:0. Na
fragmentacao desse ion foi possivel a observacédo do pico em m/z 285, o qual corresponde
ao ion molecular, quando se analisa somente o canferol. Todos 0s espectros de massas

considerando os compostos de interesse estdo em fase de obtencao.

Tabela 8: Dados de **C para flavondis.

e 3-0O-a-ramnopiranosil-quercetina 3-0O-a-ramnopiranosil-canferol
100 MHz, CD;0D 100 MHz, DMSO-de
C-2 158,90 157,06
C-3 136,59 134,79
C-4 179,97 178,32
C-5 163,64 161,85
C-6 100,13 99,28
C-7 166,22 164,78
C-8 95,03 94,31
C-9 159,63 157,82
C-10 106,22 104,69
c-1r 123,17 121,06
Cc-2’ 116,70 131,18
cC-3 146,73 115,95
c-4 150,18 160,56
C-5 117,25 115,95
c-6’ 123,29 131,18
c-1” 103,88 102,34
c-2” 72,36 70,87
Cc-3” 72,44 71,20
Cc-4” 73,57 71,65
C-5” 72,23 70,63

C-6” 17,98 18,03
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4-Metoxi-cinamoato de etila

RMN de 'H (Apéndice 21)

RMN de **C (Apéndices 22)

Tabela 9: Atribuices de **C

Dados em concordancia com Huang,
Chen e Tsai (2010).

O espectro de RMN de 'H considerando o 4-metoxi-cinamoato de etila apresenta
dois sinais dubletos, integrados para dois hidrogénios cada, em ¢ 7,49 e 6,91 (J = 8),
relacionando respectivamente os hidrogénios H-2/6 e H-3/5. Estes dados evidenciam a
presenca de anel aroméatico disubstituido. Neste espectro ha também dois dubletos,
integrados para um hidrogénio cada, em 6 7,67, H-7 e 6,33, H-8 (J = 16). Além destes,
existe um sinal em ¢ 4,25 relativo ao H-1’ e os sinais em 6 3,83 H-3' e 61,35 H-2’, 0s quais
demonstram a presenca grupos metoxilico e metilico, respectivamente. No espectro de
RMN **C verifica-se a existéncia de 10 sinais, dos quais o sinal em & 114,80 refere-se ao C-
3 e ao C-5 e aquele em §130,17 atribui-se aos C-2 e ao C-6.

Destaca-se que o 4-metoxi-cinamoato de etila foi obtido pela reacéo de derivatizacéo
com agente diazometano. Por isso, na amostra in natura certamente devera existir o
4-hidréxi-cinamoato de etila. O caurenoato de metila e o 2-hidroxi-ent-labda-7,13-dien-15-
oato de metila também foram obtidos pela mesma metodologia de derivatizacdo. Para estes
dois diterpenos metilados foram observados os sinais intensos do grupo metoxilico em torno

de 6 3,65, considerando o espectro de RMN de H.



SOUSA, J.P.B. Resultados e Discussées 78

Eter 2-hidroxifenilvinil etilico
RMN de 'H (Apéndices 23 e 24)
RMN de **C (Apéndices 25)
Tabela 9: Atribuicdes de *C

Referéncia citada no texto.

Considerando a proposta para este derivado éter, é possivel observar no espectro de
RMN de *H o sinal do grupo metilico H-2’ em 51,26 e um duplo dubleto em §3,51 (J = 4 e 8)
integrando para dois hidrogénios relativos ao H-1'. Neste espectro verificam-se também dois
dubletos, integrados para um hidrogénio cada, em 6 7,73, H-8 e 6,45, H-7 (J = 8). Quanto
aos sinais do anel aromatico, estes parecem com dubletos. Na regido entre 6 7,27 e 7,36
sugere-se a presenca de H-4 e H-5. J& naquela entre 6 7,49 e 7,57 propde-se 0s
hidrogénios H-3 e H-6. Avaliando o espectro de *C notam-se 10 sinais destacando-se
agueles em o6 154,26, 66,07 e 15,46 relativos aos carbonos C-2, C-1" e C-2,
respectivamente. Na comparacdo com a literatura, levando-se em conta estruturas

semelhantes, estes dados estdo em concordancia (CANUTO, 2007).

Tabela 9: Dados de "*C para 4-metoxi-cinamoato de etila e éter 2-hidroxifenilvinil etilico.

’C 4-Metoxi-cinamoato de etila Eter 2-hidréxifenilvinil etilico
100 MHz, CDCl, 100 MHz, CDCl,
C-1 127,70 119,03
C-2 130,17 154,26
C-3 114,80 117,13
C-4 161,91 132,05
C-5 114,80 124,59
C-6 130,17 128,06
C-7 114,82 116,93
C-8 116,19 143,65
C-9 6781 e
c-1r 60,74 66,07
C-2 14,85 15,46

C-3 5584 e
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Il - VALIDACAO POR CLAE

4.5 Validacdo do método por CLAE/UV-DAD

Quanto a preparacdo da amostra, o estudo comparativo envolvendo o tempo de
extracdo e a proporgdo do solvente extrator foi conduzido utilizando agitador mecéanico tipo
shaker. Neste estudo foi utilizada solucdo hidroalcodlica como solvente extrator nas
proporcbes de 50%, 70% e 95% com o tempo de extracdo de 60 minutos. Este
procedimento também foi realizado com solug&o hidroalcodlica 50% durante 90 minutos de
extracdo. A melhor condi¢do de extracdo, para quantificar os principais flavonois presentes
nas folhas de C. langsdorffii, foi atingida com o uso da solug&o hidroalcodlica 70% por um
periodo de extracdo de 60 minutos. Esta solucdo, etanol-agua, funcionou muito bem para
extrair os compostos de interesse, € amplamente utilizada na industria farmacéutica e
bastante segura, considerando o trabalho em rotina e 0 meio-ambiente. Por estes motivos, 0
etanol foi selecionado. Visando facilitar a manipulacdo, diminuir eventuais erros de
pesagens durante o uso rotineiro, bem como definir uma aliquota representativa do material
vegetal, a quantidade da amostra foi estabelecida em 500 mg. A extracdo do material
vegetal foi realizada sob temperatura de 40°C. Esta temperatura demonstrou ser suficiente
para extracdo dos principais flavondis em estudo. Todavia, temperatura igual ou menor que
30°C consistiram em resultados inadequados. Adicionalmente, utilizando equipamento tipo
shaker sob as condi¢bes descritas para a preparacdo da amostra, é possivel obter pelo
menos 20 amostras por hora, fator bastante interessante durante os procedimentos de
controle de qualidade.

Ao longo do desenvolvimento do método cromatogréfico, foram avaliadas diferentes
fases moveis envolvendo distintos percentuais de metanol, acetonitrila, agua, acido acético
e acido trifluoracético sob diferentes gradientes ou na forma isocrética. Colunas

cromatogréficas fabricadas por distintas empresas e com fases estacionarias diferenciadas
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também foram avaliadas. As principais fases estacionarias envolvidas nestes testes foram:
fases reversas Cig, C;5 monolitica, CN, C,, e Taxsil®. Considerando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector UV/Vis, parametros como vazdo da fase mével, comprimento
de onda, volume de amostra injetada e variagcdes entre 0 modo automatico e manual, foram
estudados. Todos estes fatores foram avaliados e otimizados em conjunto para se obter a
separacao dos principais compostos com boa eficiéncia. Desta forma, a melhor separacéo e
resolucéo dos picos capaz de quantificar os principais componentes presentes nas folhas de
C. langsdorffii foram obtidas com as condi¢Bes descritas no item 3.4.1 com o tempo de
andlise de 60 minutos. O perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico, in natura, da

amostra em estudo é apresentado na figura 38.
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Figura 38: Perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico obtidos das folhas de
C. langsdorffii em 257 nm, coletada na FCFRP no Campus da USP.
1: quercitrina (Q-ram) e 2: 3-O-a-ramnopiranosil-canferol (C-ram).

Neste perfil (Figura 38) nota-se que logo depois da eluicdo do ultimo derivado
flavonbéides com tempo de retencdo em aproximadamente 34 minutos ha um periodo de
tempo relativamente elevado até atingir o fim da anélise em 60 min. Seguindo uma escala
de prioridades, este periodo foi mantido pelos seguintes motivos: 1° elevar-se o percentual
de acetonitrila na fase mével até que este atingisse 100%, visando a limpeza e a

preservacdo da fase estacionaria; 2° acomodacdo do padrdo interno selecionado e 3°
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separacdo dos flavondides adicionados ao método. Importante ressaltar que outras
possibilidades com relacdo a composicao da fase mével visando diminuir o tempo de analise
foram colocadas em teste. Nestes, mesmo nado considerando exatamente as trés prioridades
mencionadas, o tempo minimo de analise ficou em torno de 47 minutos. Portando, tendo em
vista a 6tima separacao dos flavondides em questdo e o aumento da qualidade do método
assegurando as prioridades descritas, o tempo de eluicdo em 60 minutos foi mantido.

A escolha dos padrbes interno e secundario foi realizada aleatoriamente com a
analise dos padrdes disponiveis no Laboratério de Farmacognosia - USP. Para isso, foram
levados em conta padrdes com estruturas quimicas semelhantes aos compostos da amostra
em estudo, com tempos de retencdo adequados ao método, disponiveis comercialmente no
mercado, com estabilidade reconhecida e de baixo custo. Assim, os padrdes avaliados
foram: os acidos cafeico, cumarico, ferulico, cinamico e salicilico, 7-hidréxicumarina,
cumarina, veratraldeido, diaminobenzaldeido, piperonal, benzofenona, galangina e
naringina. Por meio da andlise destes, considerando as caracteristicas descritas, os padroes
benzofenona e piperonal foram selecionados como interno (pi) e secundario (ps),
respectivamente. Na figura 39 apresentam-se os perfis cromatogréaficos da maioria destes
padrbes, destacando a benzofenona e o piperonal. Na figura 40 destacam-se as estruturas
quimicas do pi e ps.

Um fato relevante foi que o veratraldeido apresentou caracteristicas bastante
aceitaveis para ser escolhido como padréo interno. De forma geral, este padrao atendeu aos
parametros considerados para a escolha da padronizacdo interna, além de existir um
intervalo de tempo adequado durante a analise, o qual reforcaria o uso deste. No entanto,
em analise do perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico das flores da C. langsdorffii,
utilizando-se a mesma metodologia de analise e extracao, foi detectado um componente, 0
qual apresentava o mesmo tempo de retencdo deste aldeido. Como o método deve ser
capaz de avaliar inequivocadamente o extrato hidroalcodlico e seus derivados, optou-se

pelo uso da benzofenona. Similarmente ao veratraldeido, a galangina também poderia ser



SOUSA, J.P.B. Resultados e Discussées 82

utilizada na padronizacdo interna, porém comercialmente, cada 25 mg deste flavonodide

equivale a aproximadamente R$ 400,00, o que inviabilizou a sua escolha.
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Figura 39: Perfis cromatograficos dos compostos avaliados para a escolha dos
padrBes interno e secundario. 1: acido salicilico, 2: acido cafeico, 3: acido
cumarico, 4: &cido ferulico, 5: 7-hidréxicumarina, 6: veratraldeido,

7: piperonal (selecionado como padrdo secundario), 8: naringina,
9: cumarina, 10: diaminobenzaldeido, 11: galangina e 12: benzofenona

(escolhida como padrdo interno). O acido cindmico apresentou tempo de
retencdo praticamente igual ao da cumarina.
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Figura 40: Estruturas quimicas: benzofenona (pi) e piperonal (ps).
A numeracdo segue a figura 39.
Neste método cromatografico foram adicionados seguintes padrdes: rutina,
quercetina e canferol (todos da marca Sigma-Aldrich com pureza > 98 %). Estes trés

flavondides juntamente com os outros dois majoritarios, quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-
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canferol, isolados das folhas de C. langsdorffii fazem parte da classe dos flavonois. Por
estarem agrupados nesta classe, estes fendlicos sdo originarios da mesma via biossintética
e, por isso, eles possuem estruturas quimicas similares e uma base te6rica comum. Rutina,
qguercetina, quercitrina, 3-O-a-ramnopiranosil-canferol e canferol s&o amplamente
distribuidos no reino vegetal e reconhecidos mundialmente pelos efeitos benéficos a saude
tais como antioxidante, anti-inflamatorio, dentre outros (PYRZYNSKA; BIESAGA, 2009). Na
literatura atual & bastante comum encontrar métodos validados para quantificacdo destes
flavonaéis a partir de diferentes fontes vegetais (LEUCUTA et al., 2005; GAO et al., 2008). No
entanto, ainda ndo conseguimos encontrar método validado a partir das folhas de C.
langsdorffii. O género Copaifera possui 72 espécies distribuidas em regifes tropicais da
América Latina, sendo que 16 destas, sdo somente encontradas no Brasil. Entre as
espécies mais abundantes, destacam-se: C. officinalis L., C. guianensis Desf., C. reticulata
Ducke, C. multijuga Hayne, C. confertiflora Bth, C. langsdorffii Desf., C. coriacea Mart. e C.
cearensis Huber ex Ducke. De modo geral, o conhecimento da composi¢cdo quimica das
partes aéreas do género Copaifera ainda é insipiente. Por isso, a chance em detectar
constituintes comuns a classe dos flavondis € aumentada, tendo em vista os flavondis
isolados das folhas de C. langsdorffii. Assim, no método cromatografico apresentado no
presente trabalho constam a rutina, quercetina, canferol, quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-

canferol (Figura 41).

Em que:

1 - R =OH; R’ =rutinosideos: Rutina
2 - R=0H; R’ =ramnosideo: Q-ram
3-R =H; R’ =ramnosideo: C-ram

4 - R=0H; R’ = OH: Quercetina

5- R =H; R’ = H: Canferol

Figura 41: Estruturas quimicas dos flavondis envolvidos na validacdo do método.
Q-ram = quercitrina e C-ram = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol.
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A seletividade foi determinada pela comparacdo do perfil cromatografico dos
padrées em relacdo ao perfil obtido das amostras. Além disso, foi realizado estudo
comparativo entre os tempos de retencdo e espectros de UV, considerando estes dois
perfis. Visando ampliar os estudos de seletividade, o perfil cromatografico dos padrdes
(Figura 42) foi analisado em triplicata e parametros como o fator de separacao a, largura de
base do pico (width) e niumero de pratos tedricos (N) foram determinados e avaliados
conforme seus respectivos coeficientes de variacdo (CV %). Estes parametros fornecem
uma medida da seletividade da fase liquida com relagdo aos compostos em estudo, bem
como determina a eficiéncia da coluna cromatografica. De modo geral, fator de separacao a
variando entre 1,1 a 1,5 denota 6tima separagcado entre 0s componentes e nimero de pratos
tedricos (N) acima de 2000 para cromatografia de fase liquida indicam excelente eficiéncia
da coluna. Quanto ao coeficiente de variacdo, considerando determinacdes na escala
macro, com amostras de baixa para média complexidade, valores até 5 % sdo aceitaveis. Ja
para amostras de alta complexidade, determinadas na escala micro ou tragcos estes valores
podem atingir até 20 %. Adicionalmente, em amostras que envolvem a quantificagcdo de
componentes em fluidos biol6gicos valores de coeficientes de variagcdo podem ser

adequados até proximos de 50 % (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).
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Figura 42: Perfil cromatogréfico dos flavondis estudados neste método (257
nm). 1: rutina, 2: quercitrina, 3: 3-O-a-ramnopiranosil-canferol, 4: quercetina,
5: canferol e pi = padréo interno: benzofenona.
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Na tabela 10 apresentam-se os valores que compdem a seletividade deste método.
Considerando todos os flavondis juntamente com o padrdo interno, nota-se que 0S
resultados sdo aceitaveis, jA que os coeficientes de variagcbes foram menores que 10%.
Estes dados em conjunto com todos os aspectos envolvidos na seletividade indicam que a
adicdo de rutina, quercetina e canferol ao método foi adequada néo interferindo com a
quantificagcdo da quercitrina e do 3-O-a-ramnopiranosil-canferol. Por outro lado, a adigcédo
destes padrbes permitiu a realizagdo das caracteristicas de desempenho com melhores
niveis de seguranca, ja que estes também poderiam ser considerados padrbes de

referéncia, o que aumentou a qualidade das andlises no desenvolvimento do método.

Tabela 10: Respostas que compdem a seletividade do método.

o CV (%) N CV (%) Wb CV (%)
Rutina 1,24+0,009 0,72 7837 £ 1170 747 1,16+0,08 7,21
Q-ram 1,24+0,009 0,72  54334+5647 520 055+0,03 5,28
C-ram 1,10+0,0007 0,07  53951+3707 6,87 059+0,04 6,89
Quercetina 1,17+0,003 0,21  20536+2840 6,91 1,11+008 7,04
Canferol 1,13+0,003 0,26  100045+9924 4,96 0,57 +0,03 5,09

Benzofenona 1,13 +0,0009 0,08 228971+32828 7,17 0,42+0,03 7,59

a = fator de separacao (o), Wb = largura de base do pico (width) e N = nimero de pratos
tedricos. Q-ram = quercitrina e C-ram = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol.

Finalizando o estudo de seletividade, amostras de diferentes localidades foram
avaliadas com a adicdo do padrdo interno (Figura 43). Considerando que estas foram
analisadas no minimo em triplicata, qualitativamente observa-se que ha a presenca de
diferentes compostos polares minoritarios nos 20 minutos iniciais. Em seguida, a linha de
base estabiliza-se e, a partir de 30 minutos séo detectados os flavonois majoritarios. Este
padrdo de separacgdo foi observado na obtencdo de todas as andlises realizadas durante o

processo de validacao.
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Figura 43: Perfis cromatograficos das amostras em 257 nm. A — FCFRP-USP;
B - FFCLRP-USP; C - Regido de Sorocaba — SP. 2: quercitrina,
3: 3-O-a-ramnopiranosil-canferol e pi: benzofenona.
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A linearidade, considerando todos os flavondis e padrbes interno e secundario foi
determinada pela elaboracdo de curvas analiticas. Inicialmente, a partir de diluicbes
seriadas com aliquotas de cada componente, foram plotadas curvas obedecendo a relacao
area do pico versus concentracdo. Nestas curvas todos os pontos referentes as diferentes
concentracdes foram considerados, pois o objetivo foi utiliza-las para verificar quais
concentracBes estavam dentro da faixa linear de trabalho. Os célculos das faixas lineares,
utilizando as curvas analiticas com todos os pontos foram dados pela elaboragéo de gréaficos
atendendo a relacdo resposta relativa (area do pico pela respectiva concentragédo) versus a
escala logaritmica de cada concentragdo. Por meio da andlise destes graficos
determinaram-se as faixas lineares de cada componente. Depois de definidas tais faixas,
novas curvas analiticas foram plotadas excluindo-se as concentracdes que estavam acima e
abaixo do erro relativo de + 10 %. Nas figuras 44 a 50 sdo apresentadas todas as curvas
analiticas que fazem parte da linearidade do método.

Na tabela 11 apresentam-se as faixas calculadas e lineares de trabalho, bem como o
coeficiente de correlagdo r com respectivos coeficientes de variagdo para cada um dos
compostos em questdo. Todos os coeficientes de correlagdo apresentaram valores acima de
0,99 e CV (%) abaixo de 1. Além disso, as faixas lineares atendem a variacdo aceitavel

entre 80 e 120 %.
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Figura 44: Estudo de linearidade para rutina. A — curva com todos 0s pontos;
B — determinacgdo da faixa linear de trabalho; C — curva analitica obedecendo
a faixa de trabalho.
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Tabela 11: Parametros das curvas analiticas.

Componente FCT+10% FLD (png/mL) r+DP CV (%)
Rutina 5676 20,5-410 0,9979 + 0,0015 0,16
Q-ram 23105 23,44 - 1000 0,9992 + 0,0009 0,09
C-ram 20195 22,97 — 980 0,9993 + 0,0017 0,17
Quercetina 33037 21,2 -424 0,9988 + 0,0001 0,01
Canferol 27232 40,32 — 860 0,9990 + 0,0019 0,19
Benzofenona 43590 10,32 — 220 0,9996 + 0,0002 0,02
Piperonal 8460 104 — 780 0,9994 + 0,0002 0,02

FCT = faixa calculada de trabalho, FLD = faixa linear dindmica, r = coeficiente de correlagéo,
DP = desvio padrdo, CV = coeficiente de variacdo. Q-ram = quercitrina e
C-ram = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol

Os limites operacionais de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados
por meio da elaboragdo de curvas analiticas (Figuras 51 - 53) semelhantemente ao
processo de linearidade. Dentre as distintas maneiras para a determinacdo destes
parametros, o método com base em parametros da curva analitica é o mais adequado por
permitir a aplicacdo de andlises estatisticas. Por isso, 0 mesmo apresenta resultados mais
confidveis. Os paradmetros das curvas analiticas resultaram na estimativa do tamanho da
amostra que pode ser detectada e quantificada. Assim, na tabela 12 apresentam-se estes
resultados considerando todos os padrdes. Nota-se que os valores de deteccéo (0,02 — 1,70
pug/mL) e quantificacdo (0,07 — 5,11 pg/mL) foram baixos. Os coeficientes de correlagéo r
variaram entre 0,9961 a 0,9990. Os coeficientes de variacdo, calculados a partir dos limites
de quantificacdo, oscilaram entre 0,10 a 5,24%. Por uma questdo de melhor formatacéo, as

curvas do padrdo secundério ndo foram apresentadas.
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guantificacédo. A: quercitrina e B: 3-O-a-ramnopiranosil-canferol.
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Tabela 12: Estimativas de LOD e LOQ para os padroes.

Componente FLD (ug/mL) a b r LOD LOQ CV (%)*
Rutina 2,60 — 20,50 568 -904 0,9961 1,10 3,34 5,24
Q-ram 0,40 - 5,86 1649 -637 0,9985 0,32 0,96 2,73
C-ram 0,45 -5,75 1447 -365 0,9981 0,02 0,07 0,90
Quercetina 1,44 - 11,25 2181 -2837  0,9975 0,25 0,75 2,55
Canferol 0,80 - 5,04 1505 -265 0,9980 0,03 0,10 1,52
Benzofenona 2,80-44,80 48982 -163200 0,9990 0,15 0,44 0,10
Piperonal 6,50 — 52,0 1380 -3903  0,9982 1,70 5,11 1,07

FLD = faixa linear dindmica, r = coeficiente de correlagdo. Q-ram = quercitrina e
C-ram = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol. y = ax + b, em que, y: corresponde a area do pico,
X: concentragdo em p/mL, a: coeficiente angular e b: coeficiente linear. LOD e LOQ dados
em p/mL. CV (%)*: coeficiente de variagdo considerando os valores de LOQ.

A precisdo intra-ensaio ou repetibilidade foi dada pela avaliagdo de seis amostras
preparadas no mesmo dia, pelo mesmo analista sob as mesmas condigdes instrumentais,
cromatogréficas e de extracdo. J& a precisdo inter-ensaio ou intermediaria seguiu 0s
mesmos parametros utilizados na determinacdo da repetibilidade, porém foi realizada em
dias diferentes.

As respostas avaliadas nestes procedimentos foram tempo de retencgéo, area e altura
dos picos. Nota-se que os coeficientes encontrados (Tabelas 13 - 15) para cada
componente estdo abaixo de 5%, tanto para repetibilidade quanto para precisdo

intermediaria, considerando as diferentes respostas.
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Tabela 13: Repetibilidade

Experimentos TR CV (%) AREA CV (%) ALTURA CV (%)
Q-ram
1 31,7+0,033 0,103 8273746 £81792 0,99 1052593 +6701 0,64
2 31,7+0,004 0,013 9008365 +19844 0,22 1126217 +1102 0,10
3 31,8+0,021 0,067 8985344 + 34413 0,38 1136331+ 10131 0,89
4 31,8 +0,004 0,013 8606457 +31442 0,37 1086640 + 2545 0,23
5 31,8+ 0,005 0,016 8632314 +26482 0,31 1098375+ 12456 1,13
6 31,9+0,022 0,069 8894459 +46506 0,52 1132236+ 1030 0,09
C-ram
1 33,8+ 0,030 0,090 4384547 +£33236 0,76 593389 +5279 0,89
2 33,9+0,001 0,002 4825737 +£19377 0,40 636683 +2612 0,41
3 33,9+0,013 0,038 4795872 +41194 0,86 636059 + 5293 0,83
4 33,9+0,004 0,013 4568250 +11353 0,25 606391 + 1460 0,24
5 33,9+0,019 0,056 4564262 +16589 0,36 605238 + 2992 0,49
6 33,9+0,024 0,071 4715019 + 14423 0,31 625556 + 708 0,11
Benzofenona
1 50,3+0,017 0,034 2007694 +9354 0,47 375114 + 3449 0,92
2 50,3+0,012 0,024 2133211+3740 0,18 394760 + 202 0,05
3 50,3+ 0,001 0,001 2156814 + 37855 1,76 389955 + 6187 1,59
4 50,3+ 0,001 0,001 2049641 +26975 1,32 386817 +15182 3,92
5 50,3+ 0,014 0,029 2070452 +6547 0,32 384937 £ 1825 0,47
6 50,3+ 0,001 0,001 2103227 +5440 0,26 388386 + 10685 2,75

Q-ram = quercitrina e C-ram = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol. TR: tempo de retencéo.
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Tabela 14: Precisao intermediaria realizada no 1° dia.
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Experimentos TR CV (%) AREA CV (%) ALTURA CV (%)
Q-ram
1 32,1+0,580 1,80 8664048 +167477 1,93 1101527 +6577 0,60
2 31,8 +0,045 0,142 8819794 +121298 1,38 1122606 +14991 1,34
3 31,9+0,019 0,060 9142208 +123205 1,35 1154973 +8496 0,74
4 31,9+0,012 0,036 882177698075 1,11 1124182 +13256 1,18
5 31,9+0,005 0,014 8826829 +23208 0,26 1124892+ 1965 0,17
6 31,9+0,019 0,059 9261026 +19416 0,21 1178026 +8430 0,72
C-ram
1 33,9+0,014 0,040 4515350+ 79722 1,77 601092 + 7794 1,30
2 33,9+0,039 0,114 4648903 + 75078 1,61 622045+11732 1,89
3 33,9+0,024 0,069 4803763 +65122 1,36 633777 +7026 1,11
4 33,9+0,005 0,015 4626755 +55433 1,20 612531 + 7776 1,27
5 34,0+ 0,006 0,017 4633528 +£10419 0,22 611252 + 502 0,08
6 34,0+ 0,017 0,050 4858837 +12863 0,26 638992 + 5229 0,82
Benzofenona
1 50,4 £ 0,004 0,007 2351540+ 93350 3,97 408196 + 14192 3,48
2 50,4 £ 0,002 0,004 2323888 +96294 4,14 414366 + 15047 3,63
3 50,4+ 0,004 0,008 2269605+ 11997 0,53 406955 + 2502 0,61
4 50,4+ 0,021 0,041 2381529 +50939 2,14 419011 + 1102 0,26
5 50,4+ 0,012 0,024 2366534 +21206 0,90 413603 = 7647 1,85
6 50,4+ 0,001 0,002 2296746 +£42148 1,84 410660 = 6272 1,53

Q-ram = quercitrina e C-ram = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol. TR: tempo de retencao.
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Tabela 15: Precisao intermediaria realizada no 2° dia.
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Experimentos TR CV (%) AREA CV (%) ALTURA CV (%)
Q-ram
1 32,0+ 0,008 0,024 8695193 +17758 0,20 1111610+ 5452 0,49
2 32,0+ 0,007 0,022 8513627 +32038 0,38 1090314 +11177 1,03
3 31,9+0,004 0,011 9146937 +5438 0,06 1175058 +2988 0,25
4 31,9+0,001 0,004 8669523 +57048 0,66 1116117 +7473 0,67
5 31,9+0,003 0,009 8844026 +8312 0,09 1125646 +7591 0,67
6 31,9+0,005 0,016 9115721 +43578 0,48 1162208 +1484 0,13
7 31,9+0,031 0,098 8365734 +218375 2,61 1078879 +20136 1,87
8 31,9+0,004 0,011 8999483 +43776 0,49 1151898 +1886 0,16
C-ram
1 34,0+ 0,023 0,069 4566168 +8945 0,20 598835 + 849 0,14
2 34,0+ 0,005 0,015 4471701 +29364 0,66 583855 + 7309 1,25
3 34,0+ 0,003 0,008 4847434 +4933 0,10 634058 + 1100 0,17
4 34,0+ 0,004 0,010 4564501 + 30199 0,66 598150 + 6803 1,14
5 34,0+ 0,004 0,010 4667333+12092 0,26 609199 +5526 0,91
6 34,0+ 0,005 0,015 4810994 + 25557 0,53 631651 +2211 0,35
7 33,9+ 0,030 0,087 4375549 + 121522 2,78 582162 +15001 2,58
8 34,0+ 0,005 0,015 4743263 £16649 0,35 627309 + 3776 0,60
Benzofenona
1 50,4+ 0,006 0,013 2279580+ 71778 3,15 408518 +10124 2,48
2 50,3+ 0,052 0,103 2329987 +493 0,02 414532 +1620 0,39
3 50,4 +£ 0,002 0,004 2373674 +£62276 2,62 421797 £11894 2,82
4 50,4+ 0,015 0,029 2225381 +41960 1,89 388974 + 606 0,16
5 50,4+ 0,001 0,001 2244090 15502 0,69 388847 + 427 0,11
6 50,3+ 0,054 0,107 2250905 + 25140 1,12 391921 + 3920 1,00
7 50,4 £ 0,029 0,058 2304783 +36136 1,60 411525+5872 1,40
8 50,4 +£ 0,008 0,017 2234735+ 28731 1,30 388910 + 517 0,10

Q-ram = quercitrina e C-ram = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol. TR: tempo de retencéo.



SOUSA, J.P.B. Resultados e Discussdes 103

A recuperacao do método foi realizada com a fortificacdo de matriz de C. langsdorffii
previamente esgotada com o auxilio de aparelho de Soxhlet. Na figura 54 mostra-se o perfil
cromatogréfico desta matriz apds ser totalmente esgotada. O procedimento de recuperacao
permite avaliar o quanto do composto € possivel recuperar durante o processo analitico,
possibilitando os célculos para a determinagédo da exatiddo do método. Estes calculos sédo
dados pelo o percentual de erro relativo entre os valores reais e tedéricos das concentracdes

de cada composto em questao.

20— 20

T
1] 0 0 30 40 50 1]
hfinutes

Figura 54: Matriz esgotada apOs ser submetida a extracdo com aparelho de
Soxhlet.

Na avaliacdo dos resultados da tabela 16, observa-se que o método de extracado
empregado € capaz de recuperar rutina em valores entre 80 a 99 %, com CV menores que
5% e erro relativo menor que 20%. Os intervalos aceitaveis de recuperagdo geralmente
estdo entre 70 a 120%, com exatiddo (erro) de até + 20% (RIBANI et al., 2004). Os
percentuais de recuperacdo para quercitrina, 3-O-a-ramnopiranosil-canferol e canferol,
foram bastante semelhantes, em média de 99% com erros relativos menores que
1% (Tabelas 17 - 19). Quanto a quercetina os valores de recuperacao variaram entre 96 a

111% com exatidado oscilando na faixa de 4 a 11% (Tabela 20).
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Tabela 16: Determinacdo da recuperacdo e exatidao para rutina.
Experimentos Area + DP CV (%) VR Erro (%) Rec. (%) = DP CV (%)

Conc. Nivel 1 VT =199,16 pyg/mL

1 1766583 + 13246 0,75 199,67  -0,17 99,83+ 0,70 0,70
2 1662176 £5251 0,32 199,91  -0,04 99,96 + 0,47 0,47
3 1670892 + 3343 0,20 193,32  -3,34 96,66 + 0,56 0,58
4 1680348 + 14275 0,85 198,24  -0,88 99,12 + 0,28 0,29
5 1728940 + 22469 1,30 201,48 0,74 100,74 + 0,65 0,65
Média total 1701788 +11717 0,68 198,52  -0,74 99,26 + 0,53 0,54
Conc. Nivel 2 VT = 99,58 ug/mL
1 553450 £ 9966 1,80 97,55 -2,45 97,55 + 0,89 0,91
2 599470 £5841 0,97 100,55 0,55 100,55 + 0,89 0,88
3 556853 + 10997 1,97 98,70 -1,30 98,70 + 1,70 1,72
4 620012 + 11061 1,78 100,58 0,58 100,58 + 1,52 1,52
5 673896 + 12431 1,84 101,33 1,33 101,33+ 0,93 0,92
Média total 600736 = 10059 1,68 99,74 -0,26 99,74 + 1,19 1,19
Conc. Nivel 3 VT =49,79 ug/mL
1 140844 + 1566 1,11 38,98  -22,03 77,97 + 0,53 0,68
2 133014 + 6032 4,53 37,43 -25,13 74,87 + 2,73 3,64
3 139105 + 3144 2,26 40,10 -19,81 80,19+ 1,11 1,39
4 160262 + 2922 1,82 42,83 -14,34 85,66 + 0,44 0,52
5 158525 + 3442 2,17 42,89 -14,21 85,79 + 1,50 1,75
Média total 146350 + 3421 2,38 40,45 -19,10 80,90 + 1,26 1,59

Rec.: recuperacdo; VT: valor tedrico; VR: valor real (ug/mL); DP: desvio padrdo; CV:
coeficiente de variacéo
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Tabela 17: Determinacdo da recuperacdo e exatiddo para quercitrina.
Experimentos Area + DP CV (%) VR Erro (%) Rec. (%) = DP CV (%)

Conc. Nivel 1 VT = 268,33 pyg/mL

1 6376831 + 19634 0,31 269,82 0,56 100,56 + 0,23 0,22
2 6006013 + 23482 0,39 270,42 0,78 100,78 £ 0,34 0,33
3 6013051 + 25818 0,43 260,35 -2,97 97,03 + 0,03 0,04
4 6085682 + 55376 0,91 268,75 0,15 100,15+ 0,17 0,17
5 6196557 +£ 79982 1,29 270,38 0,76 100,76 + 0,30 0,30
Média total 6135627 +40858 0,67 267,94 -0,14 99,86 + 0,21 0,21
Conc. Nivel 2 VT =134,16 ug/mL
1 2805330 + 32145 1,15 129,78  -3,27 96,73 + 0,25 0,26
2 3108834 +33970 1,09 136,96 2,08 102,08 £ 0,24 0,23
3 2930222 £ 51529 1,76 136,25 1,56 101,56 + 0,25 0,25
4 3188837 + 18870 0,59 135,90 1,30 101,30 + 0,15 0,14
5 3321178 £ 24412 0,74 131,37 -2,08 97,92 + 0,19 0,20
Média total 3070880 + 32185 1,06 134,05 -0,08 99,92 + 0,22 0,22
Conc. Nivel 3 VT =67,08 ug/mL
1 1319846 + 7982 0,60 66,80 -0,42 99,58 + 0,70 0,70
2 1290352 + 14752 1,14 65,69 -2,07 97,93+ 1,15 1,17
3 1240952 + 3542 0,29 65,96 -1,67 98,33+ 0,39 0,39
4 1331048 + 18788 1,41 66,67 -0,60 99,40 + 0,23 0,23
5 1327571 £ 6749 0,51 67,32 0,36 100,36 + 1,04 1,03
Média total 1301954 + 10363 0,79 66,49 -0,88 99,12 + 0,70 0,71

Rec.: recuperacdo; VT: valor tedrico; VR: valor real (ug/mL); DP: desvio padrédo; CV:
coeficiente de variacéo
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Tabela 18: Determinacdo da recuperacédo e exatidao para 3-O-a-ramnopiranosil-canferol.

Experimentos Area + DP CV (%) VR Erro (%) Rec. (%) = DP CV (%)
Conc. Nivel 1 VT = 166,66 ug/mL
1 3289697 + 12774 0,39 166,68 0,01 100,01 £ 0,31 0,31
2 3093548 + 14094 0,46 166,79 0,08 100,08 + 0,43 0,43
3 3177436 + 12390 0,39 164,73  -1,16 98,84 + 0,05 0,05
4 3143996 + 32266 1,03 166,25 -0,24 99,76 + 0,05 0,05
5 3227893 + 45265 1,40 168,60 1,16 101,16 + 0,31 0,30
Média total 3186514 + 23358 0,73 166,61  -0,03 99,97 + 0,23 0,23
Conc. Nivel 2 VT = 83,33 ug/mL
1 1388424 + 16138 1,16 83,71 0,45 100,45 + 0,29 0,29
2 1457873 £ 15414 1,06 83,80 0,56 100,56 + 0,29 0,29
3 1376120 + 27509 2,00 83,50 0,20 100,20 + 0,46 0,46
4 1499695 + 8053 0,54 83,40 0,09 100,09 + 0,09 0,09
5 1567567 + 12864 0,82 81,01 -2,79 97,21 + 0,07 0,07
Média total 1457936 £ 15996 1,12 83,08 -0,30 99,70 £ 0,24 0,24
Conc. Nivel 3 VT =41,66 ug/mL
1 575744 + 1355 0,24 41,85 0,45 100,45+ 0,43 0,43
2 530512 + 6442 1,21 39,20 -5,91 94,09 + 1,17 1,24
3 543099 + 1164 0,21 41,49 -0,42 99,58 + 0,40 0,40
4 596342 + 8928 1,50 42,74 2,60 102,60 + 0,34 0,33
5 592143 £+ 3680 0,62 42,95 3,10 103,10 £ 0,94 0,91
Média total 567568 + 4314 0,76 41,64 -0,04 99,96 + 0,66 0,67

Rec.:

coeficiente de variacéo

recuperacao; VT: valor teédrico; VR: valor real (ug/mL); DP: desvio padrao; CV:



SOUSA, J.P.B.

Resultados e Discussdes 107

Tabela 19: Determinacdo da recuperacdo e exatidao para o canferol.

Experimentos Area + DP CV (%) VR Erro (%) Rec. (%) = DP CV (%)
Conc. Nivel 1 VT =172,5 ug/mL
1 3942367 + 12706 0,32 172,76 0,15 100,15 + 0,28 0,28
2 3761011 £13289 0,35 175,44 1,70 101,70 £ 0,47 0,46
3 3834750 + 14868 0,39 171,87  -0,36 99,64 + 0,07 0,07
4 3811434 + 33772 0,89 174,34 1,07 101,07 £ 0,20 0,20
5 3854292 + 53162 1,38 174,21 0,99 100,99 + 0,19 0,19
Média total 3840771 + 25559 0,67 173,73 0,71 100,71 £ 0,24 0,24
Conc. Nivel 2 VT = 86,25 ug/mL
1 1663592 + 22659 1,36 83,42 -3,28 96,72 + 0,49 0,51
2 1798758 + 19740 1,10 86,13 -0,14 99,86 + 0,17 0,17
3 1703610 + 21503 1,26 86,10 -0,18 99,82 + 0,35 0,35
4 1900577 + 7077 0,37 88,11 2,16 102,16 + 0,31 0,31
5 1974718 + 14307 0,72 84,76 -1,73 98,27 + 0,29 0,29
Média total 1808251 + 17057 0,96 85,70 -0,63 99,37 £ 0,32 0,32
Conc. Nivel 3 VT =43,12 ug/mL
1 676791 £ 2697 0,40 42,20 -2,14 97,86 £ 0,14 0,14
2 657540 £ 8572 1,30 41,07 -4,76 95,24 + 1,58 1,66
3 651241 +1987 0,31 42,67 -1,04 98,96 + 0,62 0,62
4 709047 £ 7265 1,02 43,96 1,95 101,95 + 0,58 0,57
5 694339 £ 6723 0,97 43,56 1,01 101,01 +1,41 1,39
Médiatotal 677791 +5449 0,80 42,69 -0,99 99,01 + 0,87 0,88

Rec.:

coeficiente de variacéo

recuperacao; VT: valor teédrico; VR: valor real (ug/mL); DP: desvio padrao; CV:
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Tabela 20: Determinacdo da recuperacdo e exatidao para quercetina.
Experimentos Area + DP CV(®») VR Erro (%) Rec. (%) = DP CV (%)

Conc. Nivel 1 VT = 355,83 pyg/mL

1 9928086 + 88988 0,90 393,54 10,54 110,54 £ 0,33 0,29
2 10275572 + 196155 1,91 394,20 10,73 110,73 £ 0,08 0,07
3 12059850 + 55693 0,46 396,92 11,49 111,49+ 0,24 0,22
4 10622932 + 72799 0,69 397,75 11,73 111,73 +0,20 0,18
5 10449252 + 245621 2,35 395,97 11,23 111,23 +0,71 0,63

Média total 10667138 + 131851 1,26 395,68 11,14 111,14+ 0,31 0,28
Conc. Nivel 2 VT = 177,91 ug/mL

1 4127905 + 75598 1,83 176,46 -0,87 99,13+ 0,18 0,19
2 4563613 + 68630 1,50 189,73 6,59 106,59 + 0,03 0,03
3 4669076 + 41045 0,88 189,74 6,60 106,60 + 0,08 0,07
4 4776860 + 98097 2,05 187,47 5,32 105,32 + 0,49 0,47
5 4670236 £ 150789 3,23 188,60 5,96 105,96 + 0,89 0,84
Média total 4561538 +86832 1,90 186,40 4,72 104,72 + 0,33 0,32
Conc. Nivel 3 VT = 88,95 ug/mL
1 1755959 + 46028 2,62 84,03 -5,58 94,42 + 1,38 1,46
2 1975208 + 10843 0,55 86,21 -3,13 96,87 + 0,40 0,41
3 1888172 + 38344 2,03 86,08 -3,28 96,72 + 0,46 0,48
4 1794094 + 30326 1,69 85,26 -4,20 95,80 + 0,19 0,20
5 1884651 + 128067 6,80 85,74 -3,67 96,33+ 0,76 0,78
Média total 1859616 + 50721 2,74 85,46 -3,97 96,03 + 0,64 0,67

Rec.: recuperagdo; VT: valor teorico; VR: valor real (ug/mL); DP: desvio padrédo; CV:
coeficiente de variacéo

Utilizando-se o piperonal como padrdo secundario foi possivel avaliar a recuperagéo
da benzofenona, a qual foi em média de 76% com erro relativo em torno de 23% e CV
variando ente 5 a 9%. Embora os valores obtidos para recuperacéo do padrédo interno sejam
aceitaveis, nota-se que tais valores estdo proximos ao limite de 70% enquanto que a
recuperacdo média para os flavondis foi de 97%. Possivelmente, o padrdo interno,
benzofenona, deve ter interagido mais acentuadamente com a matriz utilizada. Por isso,

deve ter ocorrido a perda relativamente pronunciada deste componente durante a
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elaboracdo do processo. Todavia a recuperacdo do padrdo interno pode ser considerada
satisfatéria para a proposicdo do trabalho. Por outro lado, a 6tima recuperacdo dos
flavondis, pode ser atribuida, ndo somente ao método de extracdo como um todo, mas
também a proporcao do solvente extrator (etanol 70%), a qual mostrou ser bastante seletiva
para extrair este grupo de flavonais.

O teste de robustez visa examinar fontes potencialmente passiveis de variacdes por
meio da avaliagdo de uma ou um conjunto de respostas inerentes ao meétodo. Para
examinar estas fontes, um namero de fatores, os quais estéo inseridos ao procedimento de
validacdo séo selecionados e variagBes relativamente leves sdo deliberadas. De forma
geral, determinar estas variagfes significa definir a perspectiva de uma dada oscilagédo
quando o método € executado em instrumentos de outras marcas ou transferido para outro
laboratério. Seguindo a metodologia descrita no parametro robustez 12 experimentos foram
realizados. Para estes, as respostas area do pico, tempo de retencdo, altura do pico e
concentracdo do componente foram obtidas. Posteriormente, os efeitos, dados pelo CV%,
de cada uma das respostas foram calculados para todos os fatores (Figuras 55 e 56).

Avaliando os valores obtidos nas respostas estudadas para quercitrina e 3-O-a-
ramnopiranosil-canferol (Figuras 55 e 56), nota-se que os fatores quantidade de amostra (A),
vazdo da fase movel (G), comprimento de onda (J) e volume injetado (K) apresentaram CV
entre 10 e 20%. Considerando os desenho experimental e o nimero de variaveis envolvidas,
estes valores podem ser considerados aceitaveis dentro da faixa limite de no maximo 20%
(RIBANI, et al., 2004). Por outro lado, o fator solvente extrator (F) apresentou variacdes entre
50 e 60%. Portanto, a quantidade do solvente extrator sob nenhuma hipétese pode ser
alterada, levando em conta a obtencdo de resultados adequados na execucdo de todo o
procedimento validado. Na avaliacdo do conjunto de resultados obtidos durante o processo
de extracdo e andlise por CLAE, mantendo-se a quantidade do solvente extrator, este

método pode ser considerado robusto.
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Figura 55: Efeitos dados pelo CV (%) para quercitrina. S1 = area do
pico; S2 = tempo de retencdo; S3 = altura do pico e S4 = concentragéo
(Mg/mL). A: quantidade de amostra (mg); B: tempo de extragdo
(minutos); C: temperatura de extracdo (°C); D: rotagdo (rpm); E:
particula (mesh); F: solvente extrator (mL); G: vazdo (mL/min); H: fase
mével inicial (%); I: fase movel intermediaria (%); J: comprimento de
ondas (nm) e K: volume injetado (uL).
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Figura 56: Efeitos dados pelo CV (%) para 3-O-a-ramnopiranosil-
canferol. S1 = area do pico; S2 = tempo de retencdo; S3 = altura do
pico e S4 = concentragdo (ug/mL). Os fatores (A — K) seguem a figura
55.
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Il = ANALISE DA SAZONALIDADE

4.6 Influéncia da sazonalidade

Na avaliacdo quimica da C. langsdorffii, foram identificados e/ou purificados
sesquiterpenos, diterpenos e derivados fendlicos. Considerando os extratos hidroalcodlico e
a cromatografia liquida de alta eficiéncia com UV-DAD, dois flavonéis, quercitrina e 3-O-a-
ramnopiranosil-canferol, se destacaram como compostos majoritarios. Ao longo dos estudos
fitoquimicos em conjunto com a validagdo de método analitico, foi observado que uma das
formas de assegurar a qualidade destes extratos era a proposicdo de método
cromatogréfico para quantificar estes flavonois. Para o desenvolvimento e validagdo deste
método, além de quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-canferol, os flavonais, rutina, quercetina
e canferol, também foram considerados como padrdes. Contudo, duas questbes foram
relevantes:

» Estes flavondis estariam presentes nestas amostras em qualquer época do ano?
» Como seria o perfil qualitativo e quantitativo destes compostos em um dado periodo
de tempo?

Neste sentido, ndo somente levando em conta estas questdes, mas também
considerando a aplicabilidade do método validado, o estudo sazonal foi proposto.

Sabe-se que a variabilidade quimica das plantas é enorme, ja que as rotas
biossintéticas responsaveis pela producao de metabdlitos secundarios no vegetal sdo
sensiveis a diversos fatores, como variacdes climaticas, fatores ambientais e, especialmente
interagdo com insetos e predadores. O conhecimento das varia¢cdes quimicas € de grande
importancia para a qualidade e o preparo das espécies medicinais de interesse terapéutico

e/ou industrial, sendo Uutil para a extracdo e isolamento de principios ativos desejados ou
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para a determinacdo da interrupcdo da colheita em épocas de producdo de metabdlitos
téxicos (BAUER; TITTEL, 1996).

Certamente, neste estudo de sazonalidade, néo foi possivel avaliar todos os fatores
gue influenciam a producdo dos metabdlitos da C. langsdorffii. Este estudo iniciou-se em
fevereiro do ano de 2009. Estas amostras foram coletadas durante 14 meses consecutivos,
finalizando a amostragem marco de 2010. Ao longo deste periodo, observou-se que a época
de floracdo da espécie ocorreu entre a 2° quinzena de janeiro e 1° quinzena de fevereiro. As

figuras 57 e 58 apresentam ramos da C. langsdorffii florido e flores, respectivamente.

Figura 57: Ramos com flores da C. langsdorffii.
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Continuando as observacdes, durante a floracdo notou-se a intensa visita de
diferentes insetos incluindo a presenca de Apis mellifera. Posteriormente, entre 2° quinzena
de agosto e 1° quinzena de setembro foi observado a presenca de frutos. Em algumas
partes da planta coletaram-se frutos maduros (Figura 59), em outras partes verificou-se a
presenca de frutos verdes. Em alguns casos foi possivel observar frutos verde, seco (ap0s o
amadurecimento) e frutos se abrindo e liberando as sementes (Figuras 60 e 61). Faltando
cerca de sete dias para finalizar o més de setembro, notou-se a queda de folhas
aparentemente velhas. No més de outubro esta queda intensificou, porém foi observado um
leve crescimento de folhas jovens. Ja a partir da 2° quinzena de novembro o crescimento de
folhas jovens foi visualmente aumentado. Levando em conta estas observacdes pode-se

sugerir que a renovacao foliar ocorre entre setembro e novembro.
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Figura 59: Fruto maduro da C. langsdorffii.
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Figura 60: Em anico ramo € possivel observar, frutos verde, seco e fruto se
abrindo, liberando a semente.
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Figura 61: Destacam-se as sementes retiradas dos frutos.

Considerando a figura 61, nota-se que as sementes in natura séo recobertas por
uma espécie de resina de coloragdo laranja. O extrato hidroalcodlico desta resina foi
analisado seguindo o método. Considerando deteccdo por UV-DAD, nesta andlise ndo foi
possivel observar compostos promissores. Na analise do extrato obtidos dos frutos também
ndo foi observado a presencga de flavondis, considerando a técnica analitica CLAE/UV-DAD.
Por outro lado, no extrato hidroalcodlico obtido das flores (Figura, 62) detectou-se quercitrina
como majoritario usando-se a mesma técnica de andlise. Embora na avaliagdo geral da
espécie existam algumas varia¢des considerando o isolamento de diferente compostos, com
base na fitoquimica, método analitico e estudo sazonal, a quercitrina somente nao sera
detectada no Oleorresina da C. langsdorffii. Nas outras matrizes derivadas desta planta
havera a possibilidade em detectar este flavonol.

Quanto as andlises qualitativas sazonais, a cada més aliquotas das folhas foram
submetidas ao método de analise. Estas andlises foram realizadas em triplicata ao longo do
periodo de estudo. Na figura 63 apresentam-se todos os cromatogramas obtidos para

sazonalidade.
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Figura 62: Perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico das flores.
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Figura 63: Perfis cromatogréaficos dos extratos hidroalcodlicos das folhas de C. langsdorffii obtidos para o estudo sazonal. Tempo de retengéo
em 32 min. = quercitrina; em 34 min. = 3-O-a-ramnopiranosil-canferol; em 50 min. = benzofenona, pi.
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Nota-se na figura 63 que os perfis qualitativos das amostras analisadas sao bastante
semelhantes, sendo que nos cinco minutos iniciais é possivel detectar um pico,
relativamente instavel, ndo identificado, com caracteristica polar. Logo em seguida
detectam-se compostos polares, aparentemente minoritarios, e a partir dos 30 minutos os
flavonéis de interesse séo detectados. Este padrdo de detecc¢ao foi observado durante os 14
meses de analise.

Todos os cromatogramas foram apresentados, ndo somente para esclarecer
confiavelmente os perfis qualitativos destes extratos, mas também para avaliar a
aplicabilidade do método. Neste sentido, apds todo o processo de validacéo, este método foi
aplicado 42 vezes em distintos periodos de tempo. Nota-se que os perfis cromatogréaficos
foram reprodutiveis, sendo possivel detectar e/ou quantificar fidedignamente os flavonois de
interesse. Este fato reforca a qualidade dos parédmetros desempenho estudado na
validacao.

Quanto as andlises quantitativas, estas foram realizadas por meio de curvas
analiticas dos compostos padrées. Na figura 64 apresentam-se os perfis quantitativos para

quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-canferol durante o periodo de avaliacdo sazonal.

—&— Q-ram
—&— C_ram

2,5

%

1.5 1

60/A3)
goewW
60/1qe
goftew
goun|
go/n[
gojobe
60798
60AN0
GOMAOU
60/Z8p
oluef
01/h8)
0l/lew

Figura 64: Andlises quantitativas para quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-
canferol.
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Avaliando-se a figura 64, nota-se que o teor de quercitrina em marco de 2009 foi de
2,5% e em julho cerca de 1%. O teor médio para este flavonol, considerando os 14 meses,
foi de 1,8%. Observa-se que o percentual de quercitrina variou ao longo do periodo de
anadlise, mas esta variagdo sempre ficou na faixa de 1 a 2,5%. Quanto ao 3-O-a-
ramnopiranosil-canferol, este ndo apresentou variacdes significativas com teor médio de 1%
no mesmo periodo. Adicionalmente, relacionando as andlises qualitativas e quantitativas,
verifica-se que nos meses de abril, julho e dezembro, os teores de quercitrina e 3-O-a-
ramnopiranosil-canferol sdo bastante semelhantes com média de 1%. Este fato também
pode ser observado na andlise qualitativa dos cromatogramas da figura 63, em que a
intensidade de absor¢do dos picos (MAU) correspondentes a estes compostos sdo bem
similares. Isto se deve a variacdo da quercitrina, j& que o 3-O-a-ramnopiranosil-canferol
mostrou-se mais estavel ao longo das analises sazonais. Depois de 12 meses de avaliacao,
a quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-canferol parecem manter os mesmos niveis médios de
1,8 e 1%, respectivamente. Dados que podem ser observados entre os meses de fevereiro e
marco de 2010.

Quercitrina e 3-O-a-ramnopiranosil-canferol podem ser encontrados em diferentes
comestiveis, extratos de prépolis e em outras fontes vegetais (ZHANG et al., 2008; KANG et
al., 2009). Por isso, estes flavonois sdo compostos alvos em diversos estudos (SMITH et al.,
2006; JIANG et al., 2009). Neste estudo sazonal foi possivel demonstrar que estes dois
flavondis podem ser detectados nas folhas de C. langsdorffii em qualquer época do ano,
bem como os mesmos apresentam teores relativamente bons, considerando o metabolismo
vegetal. Certamente, a pesquisa com a C. langsdorffii resultara na proposi¢cao de técnicas
de cultivo visando a obtencdo de biomassa em larga escala. Portanto, esta avaliacdo
sazonal pode ser considerada um ponto de partida para a elaboragdo de novos trabalhos,
visando enriquecer o conhecimento do género para, futuramente, sugerir a fabricacdo de
novos produtos. Todas as fotos foram obtidas pelos autores do presente trabalho, sendo
algumas auxiliadas pelo fotégrafo profissional Céassio, FCFRP-USP, para quem ja

registramos nossos agradecimentos.
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IV — VALIDAGCAO POR CG

4.7 Validacdo de método por CG-DIC

No projeto inicial, um dos objetivos foi o estudo quimico comparativo envolvendo as
fracBes volateis obtidas das folhas e do 6éleorresina da Copaifera langsdorffii. Neste estudo,
metodologias para andlise e identificagdo dos principais compostos foram definidas. Durante
a execucdao destas metodologias duas informacdes despertaram interesse: a quantidade da
fracdo volatil obtida do 6leorresina foi bastante expressiva; trés sesquiterpenos, a-copaeno,
B-cariofileno e a-humuleno foram detectados em todas as amostras analisadas.

Sabe-se que o B-cariofileno se destaca como majoritario presente no 6leorresina
extraido do tronco de copaibas (PINTO et al., 2000). Este volatil também pode ser detectado
em outros 6leos obtidos de Piper nigrum L. (Piperaceae) (POLITEO; JUKI; MILO, 2006) e
Baccharis spp. (Asteraceae) (MASSIGNANI et al., 2009). Uma variedade de atividades
biol6gicas, incluindo anticancer (Di SOTTO et al., 2010), anti-inflamatéria (YOUNG et al.,
2007) e antioxidante (KA et al.,, 2005) tém sido relatada para este sesquiterpeno.
a-Copaeno, B-cariofileno e a-humuleno também sdo compostos alvos em distintos estudos,
ja que estes apresentam potencial anti-inflamatério (FERNANDES et al., 2007), antialérgico
(PASSOS et al., 2007), antimicrobiano e inseticida (KOTAN et al., 2008).

A cromatografia de fase gasosa com detector por ionizacdo de chama (CG-DIC) e/ou
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) séo técnicas extensivamente utilizadas na
caracterizacao de volateis devido as propriedades de rapidez e alta eficiéncia (MERFORT,
2002). Recentemente, método validado por CG-DIC demonstrou a quantificacdo de E-B-
farneseno e B-cariofileno a partir de formulagéo de liberacdo controlada (HEUSKIN et al.,
2010). O oleo extraido das sementes de C. langsdorffii foi caracterizado por CG-DIC
(STUPP et al., 2008). Veiga Jr et al. (2007) relatou a presenca destes trés sesquiterpenos

(Figura 24) no Oleorresina de trés diferentes espécies: Copaifera multijuga, Copaifera
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cearensis e Copaifera reticulata. Estes autores demonstraram que o S-cariofileno foi o
composto majoritario seguido pelo a-humuleno e a-copaeno, com diferentes quantidades
para cada amostra. Portanto, considerando estes parametros, uma proposta de validacéo de
método cromatogréfico, para quantificar a-copaeno, B-cariofileno e a-humuleno, a partir de
amostras disponiveis comercialmente foi adicionalmente estabelecida ao presente trabalho.

Importante ressaltar que o padréo de andlise, levando em conta a validagdo para os
sesquiterpenos e suas diferentes variaveis, foi similar ao descrito para os flavonais,
considerando o numero de replicatas, estudos de linearidade e deteccdo, dentre os outros
parametros de desempenho. Por isso, optou-se por ocultar alguns termos e/ou dados,
evitando-se a repeticdo de informagdes.

Quanto a obtencao da amostra, hidrodestilacao usando aparelho tipo Clevenger é o
método oficial preconizado pela AOAC para obter 6leos volateis (ERTL, 1997). Diversos
pesquisadores usam esta técnica para obtencéo deste volateis a partir de diferentes fontes
vegetais (SILVA et al., 2005). Durante todos os estudos com relagéo ao preparo da amostra,
foi observado que o rendimento de 6leo volatil obtido do 6leorresina variou entre 30 e 40%
da composicdo total do 6leo in natura. Assim, o procedimento de extracdo, utilizando-se
hidrodestilacdo, foi otimizado usando-se aliquota representativa do 6leorresina de copaiba
(2 mL), 250 mL de agua sob destilacdo por 30 minutos. Quatro aparelhos tipo Clevenger
foram ligados em série visando obter as fracGes volateis e suas replicatas com melhores
eficiéncia e rapidez. Os rendimentos das frages volateis obtidas dos 6leos das amostras de
C. langsdorffii, Santos Flora Comércio de Ervas e Vid Amazon Comércio e Industria (lotes N°©
104-08 e N° 107-08) foram medidos resultando em 0,8; 0,7; 0,7 e 0,6 mL, respectivamente.
Estes parametros de rapidez e versatilidade, juntamente com o baixo custo, considerando
todo o procedimento de obtencdo da amostra sdo caracteristicas importantes para as
andlises de rotina do dleorresina de copaiba ou de seus produtos.

B-Cariofileno, a-copaeno, e a-humuleno sdo compostos de baixa polaridade. Por
isso, o0 solvente, hexano foi selecionado como agente diluente. 1, 2, 4, 5-Tetrametilbenzeno

— TMB, octadecano, piperonal, veratraldeido, trimetoxibenzeno e benzofenona foram
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avaliados como possiveis padrdes internos - pi e secundarios - ps. A escolha do TMB como
pi e octadecano como ps atenderam todos o0s requisitos necessarios, apresentando tempos
de retencdo que nao interferem com os compostos da amostra e boa resposta de deteccao.
O ponto de ebuligdo médio dos trés sesquiterpenos em andlise é 145 °C. Assim, as
temperaturas do injetor e detector, bem como o gradiente de temperatura programado para
o forno foram adequadamente desenvolvidos com o propésito de atingir a separagéo 6tima
dos principais compostos em Unica analise. Trés colunas capilares contendo fases
estacionarias apolares: HP-1 empacotada com 100% de dimetilpolisiloxano, HP-5 e DB-5
ambas empacotadas com 5% de fenil-metilsiloxano foram avaliadas. A melhor resolugéo dos
picos, a qual permitiu a quantificagdo dos principais sesquiterpenos nas amostras de
copaiba, foi atingida conforme descrito na metodologia de desempenho com o tempo de
andlise de 21 minutos. E importante ressaltar que o método foi validado usando o aparelho
CG-DIC Agilent Technologies-HP. Visando ampliar o conhecimento sobre a versatilidade
analitica, mantendo-se os mesmo parametros cromatograficos, as amostras em questéo
também foram analisadas utilizando outro aparelho, CG/EM Shimadzu, no qual também
foram obtidos bons resultados de resolucéo e separacdo dos compostos de interesse.

A seletividade do método foi determinada pela comparacao do perfil cromatografico
dos padrdes com aqueles obtidos para as amostras. Levando em conta o perfil
cromatografico dos padrdes, os coeficientes de variacdo (CV%) para o fator de separacéo a,
largura de base do pico e numero de pratos tedricos também foi calculado (Tabela 21).

Estes resultados foram considerados bons ja que o CV méaximo foi de 6,80%.



SOUSA, J.P.B.

Resultados e Discussdes 125

Tabela 21: Respostas que compdem a seletividade do método (n = 5).

a CV (%)

Wb CV (%) N CV (%)

TMB (pi) 1,97 + 0,004
a-Copaeno 1,20 £ 0,001
B-Cariofileno 1,20 + 0,001
a-Humuleno 1,10 + 0,001

Octadecano (ps) 2,25 + 0,013

0,20
0,12
0,12
0,08

0,60

0,02 +£0,0005 2,94 443005+ 26813 6,05
0,03+0,0004 1,38 656321 +21481 3,27
0,03+0,0005 1,59 652877 +21306 3,26
0,03+ 0,0009 2,70 675429 +33039 4,90

0,06 £0,0021 3,35 1012812 +68772 6,80

Fator de separacdo a; numero de pratos tedricos N; width largura de base do pico Wb.
TMB: 1, 2, 4, 5-tetrametilbenzeno

O cromatograma da solucéo de padrdes € apresentado na figura 65. A linha de base

foi atingida na separacédo de todos os compostos, incluindo os padrées interno e secundario.

Os perfis cromatograficos das frag6es volateis das amostras de 6leo de copaiba séo

apresentados nas Figuras 66A-D. Nota-se que a linha de base, considerando a separagéo

dos sesquiterpenos B-cariofileno, a-copaeno, e a-humuleno, também foi atingida. Estes

perfis cromatograficos mostraram boa resolucdo e foram bem reproduzidos uma vez que

estes parametros foram avaliados em pelo menos 300 analises, durante o desenvolvimento

deste método.
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Figura 65: Perfil cromatogréfico por CG-DIC dos compostos padrbes. pi: 1,2,4,5-
tetrametilbenzeno-TMB, 1: a-copaeno, 2: B-cariofileno, 3: a-humuleno, ps: octadecano.
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Figura 66: Perfil cromatografico por CG-DIC de trés fracdes volateis obtidas do 6leo
de copaiba. A: Fracgao volatil da C. langsdorffii; B: Fracao volatil Vid Amazon Comércio
e Industria Lote N° 104-08; C: Amostra Santos Flora Comércio de Ervas e D: Vid
Amazon Comeércio e Industria Lote N° 107-08. pi: 1,2,4,5-tetrametilbenzeno-TMB, 1: a-
copaeno, 2: B-cariofileno, 3: a-humuleno.
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Os resultados listados na tabela 22 demonstram que a resposta de linearidade, para
o0 método desenvolvido, foi adequada para todos os compostos usados como padrdes.
Visando a obtencdo de dados de forma simples, sensivel e reprodutivel, a quantificacdo de
B-cariofileno, a-copaeno, e a-humuleno foi realizada usando-se padronizagéo interna.
Observando-se os dados da tabela 22 nota-se que por meio da faixa linear dinamica
proposta, de 0,10 mM a 18,74 mM, é possivel quantificar todos os compostos em estudo.
Além disso, como pode ser observado na figura 67, os coeficientes de correlacdo r? foram

maiores que 0,999.

Tabela 22: Pardmetros das curvas analitica dos compostos em estudo (n = 3).

FLD (mM) Equacbes r? n

TMB (pi) 0,10 - 9,80 y = 4670247x + 227859 0,9995 12
a-Copaeno 0,15-7,66 y =6790941x + 25593 0,9993 11
B-Cariofileno 0,78 —18,74 y = 6734146x + 1919905 0,9994 8
a-Humuleno 0,13 -6,63 y = 7269075x + 189331 0,9994 11
Octadecano (ps) 0,10 — 10,53 y = 9254815x + 700311 0,9995 9

FLD = faixa linear dindmica, r* = coeficiente de correlacdo. y = ax + b, em que, y:
corresponde a area do pico, x: concentracdo em mM, a: coeficiente angular e b: coeficiente
linear.
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Figura 67: Curvas analiticas de todos o0s compostos em analise,
obedecendo a faixa linear dindmica, as quais foram obtidas pela escala
logaritmica versus resposta relativa. (ver exemplo: método flavondis)

Os

limites operacionais de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram

determinados por meio da elaboracdo de curvas analiticas (Figura 68). A escala linear

dinamica variou entre 0,04 a 1,26 mM e os coeficientes r? oscilaram entre 0,9979 e 0,9995.

Os resultados para LOD e LOQ foram entre 0,003 e 0,091 mM com valores de CV menores

que 10% (Tabela 23). Estes valores permitem sugerir que este método é capaz de

quantificar todos os compostos padrdes, bem como detectar tragos dos sesquiterpenos em

diferentes amostras de 6leorresina de copaiba.
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Figura 68: Curvas analiticas utilizadas na determinacéo de LOD e LOQ.
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Tabela 23: Limites operacionais de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) (n = 3).

Equacdes FLD (mM) r° LOD LOQ CV (%)*n

TMB (pi) y = 4789101x + 5158  0,05- 0,20 0,9993 0,024 0,074 8,82 4
a-Copaeno y = 6692892x + 21309 0,04 —0,15 0,9995 0,009 0,028 6,30 4
B-Cariofileno y = 8543001x - 20571 0,04 - 0,18 0,9979 0,003 0,008 575 5
a-Humuleno y = 8433519x - 65679 0,06 —0,22 0,9992 0,030 0,091 5,33 5

Octadecano (ps) vy =8924838x + 449404 0,07 -1,26 0,9986 0,028 0,085 7,40 5

FLD = faixa linear dindmica, r* = coeficiente de correlacdo. y = ax + b, em que, y:
corresponde a area do pico, x: concentracdo em mM, a: coeficiente angular e b: coeficiente
linear. LOD e LOQ dados em mM. CV (%)*: coeficiente de variacdo considerando os valores
de LOQ.

A andlise de precisdo foi dada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. Para
repetibilidade os valores dos coeficientes de variagdo (CV) para o tempo de retencdo foram
entre 0,06 e 0,10%. Em relacdo a area do pico os resultados foram menores que 6,0%.
Quanto a resposta concentragdo, o CV variou de 4,85 a 5,79%. No parametro precisédo
intermediaria, para as respostas tempo de retencdo, area do pico e concentracao foram
obtidas as seguintes variagbes 0,03-0,04%, 7,47-7,55% e 4,37-5,28%, respectivamente. Os
resultados para analise da precisdo listados na tabela 24 demonstram que o método
desenvolvido atende a concordancia das medi¢c6es de uma mesma amostra sob diferentes

variaveis.
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Table 24: Precisdo, recuperacao e exatiddo do método.

Preciséo (n = 8) TR CV (%) Area do Pico CV (%) Conc. CV (%)
Repetibilidade

a-Copaeno 5,7+ 0,006 0,10 30430458 +1617189 5,29 4,25+0,21 4,95
B-Cariofileno 6,4+0,006 0,09 74339513 2987134 3,97 10,22+ 0,50 4,85
a-Humuleno 7,0+ 0,004 0,06 9798720 +554883 5,64 1,25+0,07 5,79
Intermediaria

a-Copaeno 5,710,002 0,03 28552746 +2140886 7,47 4,16+0,22 5,28
B-Cariofileno 6,4+0,002 0,04 71437916 £5313455 7,50 10,20+0,44 4,37
a-Humuleno 7,0+ 0,003 0,04 9448821 +710535 7,55 1,26+0,06 4,56

Recuperacao e exatidao (n =5).

CT (mM) CR (mM) Rec. (%) £ DP  CV (%) Erro (%)
a-Copaeno
Alta 2,20 1,82+0,13 82,92 + 5,96 7,19 -17,09
Média 1,10 0,91 + 0,03 82,86 + 2,95 3,56 -17,14
Baixa 0,45 0,39 £ 0,02 86,43+ 4,71 5,45 -13,57
B-Cariofileno
Alta 11,09 8,30+0,58 74,71+5.221 6,98 -25,30
Média 4,30 3,40+ 0,11 79,57 + 2,47 3,11 -20,42
Baixa 2,10 1,67 +0,10 79,65 + 4,52 5,68 -20,36
a-Humuleno
Alta 340 3,00+0,28 88,31+8,13 9,21 -11,69
Média 1,70 1,46+0,07 86,15+ 3,88 4,51 -13,85
Baixa 0,70 0,59+0,04 84,47 +5,58 6,60 -15,53
TMB (pi) 2,00 2,24 +0,40 112,40+ 5,40 4,81 12,39

TR = tempo de retencdo; Conc = concentracdo em mM. CT = concentragdo teorica; CR =

concentracao real.
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No que diz respeito aos estudos de recuperacdo e exatiddo, os resultados
apresentados na tabela 24 permitem inferir que por meio da técnica de hidrodestilacao foi
possivel recuperar B-cariofileno, a-copaeno, e a-humuleno na escala de 74 a 88% com
valores de CV menores que 10% e erro relativo entre -11 e -25%. Por isso, os resultados
obtidos para estes dois parametros foram considerados satisfatorios. Adicionalmente,
utilizando-se a padronizacao secundaria, foi possivel determinar a recuperacdo e exatidao
para o pi TMB, as quais foram de 112% com CV de 4,8% e erro relativo de 12%. Os
resultados em conjunto foram adequados a proposi¢cao do método.

No teste de robustez, avaliando os coeficientes de variacdo CV (%) para cada
resposta estudada, considerando pg-cariofileno, a-copaeno, e a-humuleno o fator
temperatura do detector (B) foi sensivel em relagdo as repostas area do pico, altura do pico
e concentracdo com valores médios de 17%. A variavel divisor de amostra (C) apresentou
média de 14% considerando a resposta concentragdo. A vazdo de gas H, (D) e a
temperatura inicial do forno (E) foram suscetiveis quanto a resposta tempo de retencdo com
média de 12% e 14%, respectivamente. Todos os outros valores, avaliando fatores e
respostas ficaram abaixo de 10% (Tabela 25). De um modo geral, levando em conta o
desenho experimental, estes valores podem ser aceitaveis (RIBANI et al., 2004). Por isso o
método pode ser considerado robusto e esta adequado ao uso em diferentes laboratorios.

A legislacdo brasileira sobre medicamentos fitoterapicos exige que os produtos
devam ser padronizados quimicamente e os parametros de eficicia e seguranca para o uso
humano devem apresentar sélida base cientifica (CALIXTO, 2005). Validacdo de método e a
padronizagdo quimica do Oleorresina de copaiba sdo claramente importantes, j& que a
composicao quimica deste 6leo esta relacionada com suas atividades biolégicas (CASCON;

GILBERT, 2000).



SOUSA, J.P.B. Resultados e Discussdes 134

Table 25: CV (%) obtidos para o teste de robustez do método cromatogréfico (n = 3).
Areado Pico TR  Alturado Pico Conc.

a-Copaeno

A Temperatura do injetor °C 3,79 0,36 2,96 0,88
B Temperatura do detector °C 17,76 0,01 16,83 16,58
C Split (divisor de amostra) 7,70 0,36 6,95 14,13
D Vazéo de gés H, (mL/min) 5,17 12,12 9,13 8,94
E Temperatura inicial do forno °C 1,75 15,09 4,89 1,10
F Temperatura final do forno °C 1,95 0,33 1,57 0,47
G Vazéo de gas N, (mL/min) 2,49 0,22 2,17 5,52
B-Cariofileno

A Temperatura do injetor °C 3,70 0,36 2,43 0,83
B Temperatura do detector °C 17,77 0,05 16,21 17,01
C Split (divisor de amostra) 7,94 0,36 7,73 14,73
D Vazéo de gas H, (mL/min) 5,21 12,08 8,92 9,16
E Temperatura inicial do forno °C 2,13 14,09 4,42 1,52
F Temperatura final do forno °C 1,80 0,33 1,67 0,62
G Vazéo de gas N, (mL/min) 2,53 0,21 2,54 5,64
a-Humuleno

A Temperatura do injetor °C 3,77 0,35 2,96 0,87
B Temperatura do detector °C 17,24 0,04 16,95 16,46
C Split (divisor de amostra) 7,92 0,35 6,43 14,65
D Vazéo de gas H, (mL/min) 3,62 11,96 9,37 7,51
E Temperatura inicial do forno °C 3,19 13,45 5,00 2,57
F Temperatura final do forno °C 1,54 0,32 1,40 0,90
G Vazéo de gas N, (mL/min) 2,42 0,21 3,48 5,74

Nesta validagéo, B-cariofileno, a-copaeno, e a-humuleno presentes em amostras de
Oleorresina de copaiba foram determinados usando-se método cromatogréfico por CG-DIC.
Os resultados estéo listados na tabela 26 e cromatogramas representativos destas amostras
sao apresentados na figura 66 A-D.

O conteudo de a-copaeno, p-cariofleno e a-humuleno nas quatro amostras

analisadas foram entre 0,93-4,40 mM, 10,48-19,47 Mm e 1,30-2,56 mM, respectivamente. A
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quantificacdo destes sesquiterpenos também foi realizada a partir do éleorresina in natura e
Oleo essencial obtido das folhas de C. langsdorffii. Nesta quantificacdo novamente o (-
cariofileno se destacou com concentracdes proximas a 16 mM no Odleorresina e 7 mM no
Oleo da folhas (Tabela 26). Todos os parametros de desempenho como seletividade,
linearidade, LOD, LOQ, precisdo, recuperacdo, exatiddo e robustez, avaliados nesta
validacdo apresentaram resultados satisfatorios, permitindo a quantificacdo fidedigna dos

trés sesquiterpenos em distintas amostras de copaiba.

Tabela 26: Quantificacdo dos sesquiterpenos em distintos 6leos de copaiba disponiveis
comercialmente (n = 3).
Amostras a-Copaeno CV (%) B-Cariofileno CV (%) a-Humuleno CV (%)

(mM) (mM) (mM)

1 1,12+0,03 2,69 19,47 + 0,53 2,73 2,56 + 0,07 2,59
2a 424+0,06 1,44 10,48 + 0,17 1,66 1,33+ 0,03 2,62
2b 440+0,05 1,04 10,59 + 0,15 1,46 1,30 £ 0,03 2,09

3 0,93+0,01 1,40 18,47 + 0,33 1,79 2,51 + 0,05 2,03
4 0,82+0,03 3,88 15,74 + 0,70 4,43 2,05+ 0,10 5,06

5 0,55+0,01 1,46 6,37 £ 0,10 1,64 0,86 + 0,02 1,86

1: fragdo volatil obtida do dleorresina da C. langsdorffii;
2: fracdo volatil obtida do Oleorresina comercializado pela Vid Amazon Comércio e Industria

(a: lote N° 104-08; b: lote N° 107-08);

3: frag&o volatil obtida do 6leorresina comercializado pela Santos Flora Comércio de Ervas;
4: 6leorresina in natura da C. langsdorffii;

5: fracado volatil obtida a partir das folhas de C. langsdorffii.

O desenvolvimento de métodos bem validados para analisar amostras de copaiba é
muito importante devido a escassez de métodos validados na literatura. Neste sentido,
Cascon e Gilbert (2000) divulgaram a quantificagéo relativa de terpendides no Oleorresina de
trés espécies de Copaifera utilizando CG/EM. Para tanto, o 6leo in natura foi esterificado

com diazometano e éter, sendo as amostras analisadas diretamente por CG/EM.
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Muito importante ressaltar, que a producdo do Oleo de copaiba superou 500
toneladas em 2008, considerando somente trés estados da regido Amazonica, sendo que o
estado do Amazonas foi responsavel por mais de 90% desta producado (IBGE, 2008). Por
isso, no Brasil este 6leo tem sido comercializado na forma de éleo cru, capsulas, pomadas,
sabonetes, dentre outros produtos. Além disso, estes produtos frequentemente sao
exportados para Inglaterra, Franca, Alemanha e Estados Unidos da América (VEIGA JR;
PINTO, 2002). Portanto, nés consideramos que este método contribuird para assegurar a

gqualidade, ndo somente do 6éleorresina in natura, bem como de seus produtos.

4.8 Consideragdes finais

A nefrolitiase € um distdrbio comum, a qual afeta grande parcela da populacdo. O
impacto econdmico da morbidade decorrente de célculos renais ultrapassa US$ 2 bilhdes
por ano, além do sofrimento que causa aos pacientes. O tratamento geralmente € invasivo e
apresenta diferentes efeitos adversos e alto custo para a sociedade. Além disso, até o
presente, nao ha no mercado medicamentos por via oral que sejam capazes de dissolver 0os
calculos urinérios.

No laboratério de farmacognosia da FCFRP-USP vém sendo desenvolvidas ha cerca
de quatro anos, pesquisas com as partes aéreas de C. langsdorffii para o tratamento da
litiase renal. Neste sentido, Brancalion, (2010) investigou a atividade antilitiasica in vivo do
extrato hidroalcodlico das folhas desta espécie. Nestes estudos foram demonstrados que os
calculos retirados dos animais sem qualquer tratamento apresentavam rigidos e em maior
namero, enquanto aqueles retirados dos animais tratados com o extrato apresentavam-se
com substancial porosidade, quebradicos e em menor nimero (BRANCALION, 2010).

Diante destas informacdes, tornou-se importante investigar a composi¢cado quimica
das partes aéreas da C. langsdorffii. O trabalho foi iniciado pela revisao bibliografica na qual
se demonstrou que o 6leorresina obtido de copaibas € rico em sesquiterpenos e diterpenos

e amplamente utilizado na medicina popular para diferentes fins. Foram encontrados poucos
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estudos relativos as partes aéreas de copaibas. Considerando estes fatores, o
fracionamento do extrato hidroalcodlico das folhas de C. langsdorffii foi realizado, resultando
no isolamento de sesquiterpeno, diterpenos e flavondis. Além disso, neste extrato também
foram detectados compostos volateis comuns ao Oleorresina e uma fragdo rica em
compostos polares. Visando ampliar o conhecimento fitoquimico da espécie, o estudo
comparativo envolvendo as principais matrizes, tais como O6leorresina, fracdes volateis,
extratos obtidos das folhas, flores e frutos, foi proposto. De um modo geral, as composi¢cdes
gquimicas destas amostras foram consideradas semelhantes. Adicionalmente, em analise
preliminar, os extratos das partes aéreas foram avaliados quanto as atividades
antimicrobiana e antiparasitaria (Apéndices 26 - 28). Considerando os resultados destas
atividades, bem como novos estudos sobre a atividade antilitidsica, sugere-se que estas
atividades sejam reavaliadas utilizando-se o0s principais compostos puros divulgados no
presente trabalho.

Ao longo do estudo fitoquimico, por um lado, foi observado que a quantificacao dos
flavono6is majoritarios poderia ser considerada como marcadores da qualidade dos extratos
das folhas, uma vez que estes flavonéis foram detectados nestes extratos durante toda
época do ano conforme descrito nos estudos sazonais. Por isso, 0 método por CLAE foi
desenvolvido e validado. Por outro lado, verificou-se que a quantificacdo de sesquiterpenos
poderia assegurar a qualidade das frac6es volateis e do 6leorresina. Portando, método por
CG também foi desenvolvido e validado. O método validado por CLAE podera ser otimizado
e revalidado considerando a adicdo de novos padrdes. Diterpenos foram encontrados em
todas as amostras estudadas. Portanto, certamente, outra forma de sugerir a avaliagdo da
gualidade destas amostras poderia ser pela proposicdo de método cromatografico, no qual
em Unica andlise seria possivel quantificar, por exemplo, um sesquiterpeno e um derivado
de cada classe, representando os esqueletos diterpénicos dos cauranos, clerodanos e
labdanos.

Logo apds esta validagcdo, amplo estudo sazonal poderia ser efetuado no sentido de

avaliar amostras de, praticamente, todo territério brasileiro. Desta forma, o comportamento



SOUSA, J.P.B. Resultados e Discussoes 138

qualitativo e quantitativo de sesquiterpenos e diterpenos detectados em diferentes espécies
de Copaifera, originarias de diferentes regides brasileiras poderia ser fielmente determinado.
O conjunto destes dados poderia favorecer a proposi¢cao de melhores técnicas de cultivo da
espécie resultando na obtencdo de matéria-prima de melhor qualidade e com manejo
sustentavel. Todas estas caracteristicas funcionando sequecialmente dentro de parametros
aceitaveis aumentariam as chances de se obterem produtos com altos niveis de seguranca
e qualidade. A obtencdo destes produtos, certamente, favoreceria toda a cadeia produtiva,

bem como preservaria a espécie e o meio-ambiente.
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5. Conclusoes

As composi¢des quimicas das amostras de C. langsdorffii, 6leorresina, extratos

obtidos das folhas, flores e frutos, foram investigadas. Por meio desta investigacédo foi

possivel isolar e identificar 13 compostos. Nas andlises das fragdes volateis identificaram-se

12 sesquiterpenos:

a-Copaeno, B-cariofileno, a-humuleno e 6xido de cariofileno podem ser considerados
0s principais compostos volateis presentes no oleorresina. No 6leo essencial das
folhas destacam-se também o &-cadineno, germacreno D; biciclogermacreno;
germacreno B e a-cadinol;

O acido caurenodico demonstrou ser um importante diterpeno, ja que o0 mesmo foi
isolado e identificado a partir de todas as amostras em estudo;

O acido copdlico é considerado marcador quimico no 6leorresina. Nesta amostra, 0s
derivados acidos como 3-acetoOxi-copalico, agatico e 3-hidréxi-copélico, bem como o
caurenol parecem ser recorrentes;

O fracionamento dos extratos obtidos das folhas, flores e frutos também resultou no
isolamento de labdanos: acidos ent-labda-7,13-dien-15-6ico e 2-hidréxi-ent-labda-
7,13-dien-15-6icos; flavonais: 3-0O-a-ramnopiranosil-quercetina e 3-0-a-
ramnopiranosil-canferol e no derivado éter: éter 2-hidréxifenilvinil etilico;

A reacdo de derivatizacdo com reagente diazometano foi eficiente. Por meio desta
reacdo foi possivel melhorar o perfil de separacdo de algumas amostras, obtendo-se
0s seguintes derivados metilados: caurenoato de metila, 2-hidréxi-ent-labda-7,13-
dien-15-oato de metila e o 4-metdxi-cinamoato de etila. Os dois derivados diterpenos
metilados séo resultantes do acido caurendico e 2-hidréxi-ent-labda-7,13-dien-15-
dicos, respectivamente. O derivado metilado 4-metdxi-cinamoato de etila, certamente

confirma a presenca do 4-hidroxi-cinamoato de etila na planta.
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O método por CLAE quantifica, adequadamente, cinco derivados flavonéis, rutina, 3-
O-a-ramnopiranosil-quercetina, 3-O-a-ramnopiranosil-canferol, quercetina e canferol. Este
método apresentou recuperacao média de 97% e escala de linearidade variando entre 10,32
a 1000 pyg/mL. Na avaliagao da seletividade, LOD, LOQ, exatidao, precisédo e robustez os
resultados obtidos foram satisfatorios. Por meio deste método, os extratos hidroalcodlicos
das folhas e de outras partes da planta podem ser qualificados.

Na avaliacdo sazonal da C. langsdorffii, foi possivel observar algumas caracteristicas
como o periodo de florescimento, queda de folhas velhas, crescimento de folhas jovens e a
presenca de frutos e sementes. As andlises qualitativas sazonais dos extratos
hidroalcodlicos indicaram a presenca de 3-O-a-ramnopiranosil-quercetina e 3-O-a-
ramnopiranosil-canferol durante o periodo de fevereiro de 2009 a marco de 2010. Nas
analises quantitativas, considerando o mesmo periodo, estes dois flavondis apresentaram
teores médios de 1,8 e 1,0 %, respectivamente. Durante este periodo de andlise, o método
por CLAE foi aplicado 42 vezes em distintas épocas do ano. Os perfis cromatograficos foram
reprodutiveis, sendo possivel detectar e/ou quantificar fidedignamente os flavonodis de
interesse.

O método desenvolvido por GC-DIC é confiavel para a quantificacdo de a-copaeno,
B-cariofileno, a-humuleno em 6leo de copaiba. Os valores obtidos para os parametros de
validacao tais como: seletividade, linearidade, LOD, LOQ, exatiddo, precisdo e recuperacao
foram aceitaveis. A proposta de teste de robustez permitiu a avaliagdo simultdnea de sete
variaveis para o método cromatografico. Portanto, este método pode ser considerado

adequado para ser utilizado no controle de qualidade de 6leos de copaiba.
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