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RESUMO

SILVA, J. J. M. Estudo quimico e desenvolvimento de métodos analiticos validados em
cromatografia para analise de oleorresinas e extratos de folhas de espécies de Copaifera.
2017. 192f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

As copaiferas fazem parte de um importante género de plantas que produzem um exsudato
denominado como oleorresina, que € constituido por uma mistura de sesquiterpenos e
diterpenos acidos. A medicina popular utiliza a oleorresina de diferentes espécies de Copaifera
com diversas indicacdes, tais como: agdo anti-inflamatoria, antimicrobiana, cicatrizante,
antitumoral, entre outras. Desta forma, numerosos pesquisadores tém investigado a composi¢do
quimica e as atividades bioldgicas e toxicoldgicas deste produto natural, a fim de reconhecer 0s
beneficios e a seguranca deste produto. Todavia, estudos da composi¢do quimica e das
atividades bioldgicas dos constituintes das folhas séo escassos. Assim, neste projeto buscou-se
investigar a composicdo quimica de diferentes extratos de folhas e de oleorresinas de copaiferas
coletadas na flora brasileira, bem como produtos comerciais (6leo de copaiba) propondo e
aplicando métodos analiticos em cromatografia para determinagéo dos principais constituintes
das amostras. Dez amostras de folhas e oleorresinas auténticas de diferentes espécies foram
coletadas no norte e sudeste do Brasil (C. langsdorffi Desf., C. duckei Dwyer, C. reticulata
Ducke, C. multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C. pubiflora Benth, C. lucens Dwyer,
C. oblogifolia Mart, C. trapezifolia Hayne, e Copaifera sp.) e mais seis amostras comerciais
foram adquiridas. Os compostos volateis foram separados da oleorresina bruta utilizando-se o
aparelho de Clevenger. Os padrdes cromatograficos foram isolados utilizando-se diferemntes
modalidades cromatograficas. As oleorresinas de C. multijulga e C. langsdorffii apresentaram
0s maiores teores de 6leo volatil das amostras com 92 e 72%, respectivamente. Trés diterpenos
foram isolados da oleorresina de C. duckei: os acidos ent-poliltico, ent-diidroagatico e ent-
agatico-15-metil éster. Uma anélise qualitativa foi otimizada usando microextracdo em fase
solida seguido de analise em CG-EM, a qual revelou a presenca em comum do a-copaeno, /-
elemeno, fS-cariofileno e a-bergamoteno em todas as amostras de oleorresina analisadas. Dois
métodos analiticos utilizando CLUE-EM/EM e CG-DIC foram desenvolvidos, otimizados e
validados para anélise de nove diterpenos acidos e quatro sesquiterpenos, 0s quais apresentaram
adequada seletividade/especificidade, faixa de trabalho, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, precisao e exatiddo. Todavia, em ambos os métodos ha necessidade de controle
rigoroso das condi¢Bes analiticas dos sistemas cromatograficos. Os resultados obtidos
aplicando os dois métodos indicaram a presenca frequente do S-cariofileno e dos acidos ent-
copalico e ent-caurenoico como as substancias mais encontradas em oleorresinas de copaiferas
auténticas e comerciais. A analise qualitativa empregando CLUE-EM indicou a presenca dos
acidos di-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico (AGQ-8), 5°,5”’-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico
(AGQ-9), 5°,57°,5>’-tri-O-metil-3,4,5-tri-O-galoilquinico (AGQ-16), afzelina e quercitrina nos
extratos das folhas de nove amostras de copaiferas. Os métodos analiticos desenvolvidos sdo
confidveis para as andlises dos componentes fixos e volateis e os resultados obtidos neste
trabalho confirmam a variabilidade da composicdo quimica das oleorresinas desse género
vegetal.

Palavras-chave: Copaifera, métodos analiticos, cromatografia liquida e gasosa validacéo.



ABSTRACT

SILVA, J. J. M. Chemical study and development of analyical methods validated in
chromatography for analysis of oleoresins and leaf extracts of the Copaifera species. 2017.
192f. Thesis (Doutorado). School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — University of
Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 2017.

Copaifera plants are part of an important genus that produces an exsudate called oleoresin,
which consists of a mixture of sesquiterpenes and acid diterpenes. Folk medicine uses the
oleoresin of different Copaifera species for different health problems, such as: anti-
inflammatory, antimicrobial, wound healing and antitumor, among others. Thus, numerous
researchers have investigated the chemical composition, biological and toxicological activities
of this natural product in order to recognize its benefits and safety. However, investigation of
chemical composition and biological activities of leaf contituents are scarce. In this project we
aimed to investigate the chemical composition of different leaf extracts and Copaifera
oleoresins collected in the Brazilian flora and acquired in the market (copaiba oil) by proposing
and applying chromatographic analytical methods to determine their main constituents. Ten
samples of leaves and authentic oleoresins of different species were collected in northern and
southeastern parts of Brazil (C. langsdorffi Desf., C. duckei Dwyer, C. reticulata Ducke, C.
multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C. pubiflora Benth, C. lucens Dwyer, C.
oblogifolia Mart, C. trapezifolia Hayne, e Copaifera sp.) and six commercial samples were
purchased. The volatile fraction of the crude oleoresin was obtained by using Clevenger
apparatus, and the chromatographic standards were isolated by using different chromatographic
techniques. The oleoresins of C. langsdorffii and C. multijuga displayed the highest volatile oil
contents. Three diterpenes were isolated from C. duckei oleoresin: ent-polialthic, ent-
dihydroagathic and ent-agathic-15-metil ester acids. A qualitative analysis was optimized using
solid phase micro-extraction followed by GC-MS analysis, which revealed the presence of a-
copaene, S-elemene, S-caryophyllene and a-bergamotene in all investigated oleoresins. Two
analytical methods using UPLC-MS/MS and GC-FID were developed, optimized and validated
for the analysis of nine acid diterpenes and four sesquiterpenes, which gave adequate
selectivity/specificity, range, limit of detection, limit of quantification, precision and accuracy.
However, in both methods there is a need for rigorous control of the analytical conditions. The
results generated by the two methods indicated the frequent presence of f-caryophyllene, ent-
copalic and ent-kaurenoic acids as the compounds frequently found in authentic and
commercial Copaifera oleoresins. Qualitative analysis of leaf extracts using UPLC-MS/MS
indicated the presence of 5°,5’’-di-O-methyl-3,5-di-O-galloylquinic acid (GQA-8), 5°,5”’-di-
O-methyl-4,5-di-O-galloylquinic  acid  (GQA-9), 5°,5,5°’-tri-O-methyl-3,4,5-tri-O-
galloylquinic acid (GQA-16), afzelin and quercetrin in all studied species. The analytical
developed methods are reliable for the analyses of both fixed and volatile compounds of the
oleoresins. The obtained results confirm the variability among the composition of the Copaifera
oleoresins.

Keywords: Copaifera, analytical methods, liquid and gas chromatography, validation.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela populacdo como alternativa para tratamento de
diversas doencas tem sido relatado ha milhares de anos. No entanto, a busca por componentes
ativos presentes em plantas medicinais iniciou no século passado, levando assim a concepcao

do primeiro medicamento com as caracteristicas que conhecemos hoje (DUTRA et al., 2016).

As observacgdes populares sobre o uso e a eficacia das plantas medicinais contribuem
de forma relevante para a divulgacéo das propriedades terapéuticas dos vegetais, sendo estas
prescritas e administradas com frequéncia pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de em
muitos casos nao haver a identificacdo completa dos seus constituintes quimicos. Desta forma,
usuarios de plantas medicinais de todo mundo mantém em voga a pratica do consumo de plantas
(fitoterapicos), tornando validas as informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas
durante séculos (MACIEL et al., 2002; DUTRA et al., 2016).

As plantas conhecidas popularmente como: copaiba, copaibeiras, copaiferas, pau
d’6leo, entre outras denominagdes, pertencem ao género Copaifera (Fabaceae -
Caesalpinioideae), o qual tem ocorréncia na Africa, nas Américas Central e do Sul, e
provavelmente, na Asia; sendo 28 espécies descritas somente no Brasil (MARTINS-DA-
SILVA, PEREIRA e LIMA, 2008; LEANDRO et al., 2012; LEMOS, et al., 2015). As arvores
desse género apresentam grande importancia social, econémica e medicinal em virtude da
producdo de um exsudato extraido do tronco sendo constituido de uma mistura de &cidos
resinosos e substancias volateis (mistura de diterpenos acidos e sesquiterpenos,
respectivamente), denominado de oleorresina, que possui composicao variavel em funcdo de
fatores bidticos e abidticos (PLOWDEN, 2003; LEANDRO et al., 2012).

A oleorresina é empregada na medicina popular com as mais diversas indicacdes
terapéuticas, tais como: cicatrizante, anti-inflamatério, antimicrobiano, antitumoral,
gastroprotetor, entre outras. Em virtude dessas propriedades, este produto natural vem sendo
foco de numerosas investigacGes cientificas, principalmente no que tange 0 a composicao
quimica, os efeitos medicinais e/ou toxicolégicos (TAPPIN et al., 2004; MARTINS-DA-
SILVA, PEREIRA; LIMA, 2008; LEANDRO et al., 2012; LEMOS, et al., 2015).

No contexto do estudo quimico, diversas técnicas vém sendo aplicadas para
caracterizar a composicao e determinar as quantidades de seus constituintes, auxiliando desta
forma no reconhecimento das substancias ativas das oleorresinas. Entre as técnicas

classicamente utilizadas para anélise desse produto destacam-se a cromatografia liquida em
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coluna cléssica, cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (SOUSA et
al., 2011; BALDISSERA et al. 2014); porém o desenvolvimento de métodos analiticos para o

estudo da composicdo quimica de oleorresinas de Copaifera sdo poucos.

Embora diversos estudos tenham demonstrado a necessidade de garantir seguranca aos
produtos de origem vegetal, a aplicacdo e validacdo de métodos analiticos para matérias-primas
advindas de plantas sdo escassos na literatura, incluindo as oleorresinas de copaiferas (BARA
et al., 2006). Para tanto, a validacdo deve atender os seguintes parametros: especificidade,
linearidade, faixa de trabalho, precisdo, sensibilidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e exatiddo, conforme preconiza a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA), o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade Industrial e 6rgéos
internacionais a exemplo da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a
Organizacdo Internacional para Padronizagdo (ISO) e a Conferéncia Internacional em
Harmonizacéao (ICH), entre outras agéncias (BRASIL, 2003; PASCHOAL et al., 2008; KRUVE
etal., 2015).

Desta forma, no presente trabalho propds-se desenvolver, aperfeicoar e validar
diferentes métodos cromatograficos acoplados a diferentes detectores visando indicar as
diferencas de composicdo quimica em amostras de oleorresinas auténticas coletadas no
territério brasileiro, bem como de produtos comercializados (6leo de Copaiba) de forma

simples, rapida e direta.

Destaca-se que a pesente tese é parte integrante do desenvolvimento do Projeto
Tematico da FAPESP “Valida¢do quimica e farmacoldgica de extratos e principios ativos de
especies de Copaifera”, Processo n® 2011/13630-7, sob coordenacédo do Prof. Dr. Jairo Kenupp

Bastos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PRODUTOS NATURAIS

Conceitualmente, produtos naturais sdo definidos como um grupo diversificado de
compostos derivados de fontes naturais, as quais podem ser plantas, fungos, bactérias,
organismos marinhos e insetos. Essas importantes fontes de substancias biologicamente ativas
vém sendo exploradas por civilizacbes como provedoras de compostos utilizadas no tratamento
de diversas doencas. Atualmente, uma porcentagem significativa de farmacos em uso clinico
ou em investigagdo sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica planejada
a partir de produtos de origem natural (BARREIRO e BOLZANI, 2009; LAHLAU, 2013; XEI
etal., 2015).

Entre todas as fontes naturais, o reino vegetal destaca-se como 0 mais importante
fornecedor de substancias naturais com comprovadas atividades biologicas empregadas para
fins medicinais. A utilizacdo de plantas ou substancias extraidas delas como alternativa na
terapia de muitas doencas tem sido uma pratica comum a milénios para atender as necessidades
basicas de cuidados de salde, sendo estes vegetais prescritos e administrados com frequéncia
pelos efeitos terapéuticos que produzem, apesar de em muitos casos ndo haver a identificacdo
precisa e completa dos seus constituintes quimicos (SILVA e FERNANDES-JUNIOR, 2010;
SINGH, 2015).

Para atender a crescente demanda de novas terapias, as companhias farmacéuticas tém
extraido com frequéncia de plantas substancias ativas utilizadas na producdo de diferentes
farmacos, a exemplo de laxantes, anticoagulantes, antimalaricos, antineoplasicos,
antimicrobianos, entre outras indicagdes. Podem-se citar como principios ativos de
medicamentos comercializados o paclitaxel (Taxol®), vincristina (Oncovin®) e morfina
(Dimorf®) isolados de Taxus baccata, Catharanthus roseus e Papaver somniferum,
respectivamente (SINGH, 2015).

Estima-se que cerca de 30% dos medicamentos disponiveis sdo derivados a partir de
fontes naturais. Em algumas areas, tais como a oncologia, a quantidade de medicamentos
derivados de plantas atinge 60% (DUTRA et al., 2016), demonstrando a importancia das plantas

dentro dos segmentos de tratamento e cuidados a saude.

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, a qual é estimada em
aproximadamente 20% do namero total de seres vivos do planeta (BARREIRO e BOLZANI,
2009; DUTRA et al., 2016). Atualmente, essa rica biodiversidade é reconhecida como uma
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importante fonte de substancias derivadas de plantas, animais e micro-organismos que Sao
objeto de pesquisa em distintas areas do conhecimento, com destaque na prospeccao de
substancias com atividade terapéutica (LIMA et al., 2010). Todavia, apesar da abundante
biodiversidade brasileira e o grande interesse da populacdo no uso da medicina tradicional,
atualmente o mercado de fitoterapicos no Brasil ainda € modesto, representando menos de 5%
do mercado mundial, o qual movimentou US$ 28 bilhdes em 2014 (DUTRA et al., 2016),

demonstrando o grande potencial na prospecc¢éo e desenvolvimento de fitoterapicos no Brasil.

E importante notar que embora haja inimeros beneficios na utilizagio de drogas
vegetais no tratamento de enfermidades, a seguranca do uso de plantas no tratamento de
enfermidades depende de regulacdo por 6rgdos governamentais competentes. No Brasil, 0
Ministério da Salde estabeleceu a primeira legislacdo para avaliar a seguranca, qualidade e
eficdcia dos medicamentos a base de plantas comercializadas. Este regulamento proposto
baseou-se em recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e nas legislacdes
alemads e francesas que regulam o mercado de medicamentos a base de plantas em tais paises
(DUTRA et al., 2016), onde a determinacdo da(a) substancia(s) ativa(s) compreende uma das

mais importantes etapas de regulagédo para o uso.

Somado ao aprofundamento dos estudos fitoquimicos e de investigacdo de atividade
bioldgica, faz-se necessario a integracdo dos dados publicados até 0 momento para cada espécie
vegetal, com o objetivo de reunir tais informacdes em trabalhos que possibilitardo informar ao
meio cientifico quais plantas necessitam de maiores estudos, bem como divulgar 0s possiveis
efeitos toxicoldgicos, forma de uso, doses e atividades farmacoldgicas comprovadas nas plantas
medicinais (VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008).

2.2 Copaiferas

As espécies vegetais popularmente conhecidas como copaiba, copaibeiras, copaiferas,
pau d’Oleo, entre outras descricbes fazem parte do género Copaifera (Fabaceae-
Caesalpinoiodidaeae) (BORGES et al., 2016), o qual encontra-se distribuido nas Américas
Central (4 espécies) e do Sul (37 espécies, sendo 28 espécies presentes no territdrio brasileiro)
e regido oeste da Africa (4 espécies), resultando em mais de 45 espécies descritas (MARTINS-
DA-SILVA, PEREIRA e LIMA, 2008; HERRERO-JAUREGUI et al., 2011; NASCIMENTO

et al., 2012). Todavia, ha divergéncia sobre a possivel presenca desse género no continente
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asiatico (Figura 1), sendo este um dos fatores que gera divergéncia a respeito do nimero exato
de espécies que compde o género (MARTINS-DA-SILVA, PEREIRA, 2008).

Figura 1. Distribuicdo global do género Copaifera, adaptado de MARTINS-DA-
SILVA, PEREIRA e LIMA (2008) e NASCIMENTO et al. (2012).

No Brasil, 0 género Copaifera esta bem documentado em todas as regides geograficas
(MARTINS-DA-SILVA, PEREIRA e LIMA, 2008; FLORA DO BRASIL 2020, 2016) e sua
distribuicdo mais ampla varia da regido mais seca do Cerrado até a floresta tropical densa e
mista, indicando uma relativa plasticidade na adaptacdo do género a diferentes habitats
(KLAUBERG et al., 2014). Dentre as mais de vinte espéecies encontradas no territorio
brasileiro, as mais abundantes sdo: C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. officinalis L,
C. cearensis Huber ex Ducke, C. guianensis Desf, C. confertiflora, C. langsdorffii Desf, C.
coriacea Mart e C. duckei Dwyer (LEANDRO et al., 2012).

As copaiferas (Figura 2) apresentam-se como um grupo vegetal morfologicamente
distinto, sendo que podem ser arbustos ou arvores que atingem até 40 m de altura, podendo
viver até 400 anos (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002; MARTINS-DA-SILVA, PEREIRA,
2008). Os individuos adultos, de modo geral, apresentam as seguintes caracteristicas
morfologicas: tronco aspero, com coloracdo variavel, medindo de 0,4 a 4,0 m de didmetro,
folhas alternadas, pecioladas e penuladas; os frutos sdo escuros e com uma semente em forma
ovoide; e as flores sdo pequenas e arranjadas em paniculos axilares (VEIGA-JUNIOR e PINTO,
2002, MARTINS-DA-SILVA, PEREIRA e LIMA, 2008).
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Figura 2. Copaifera: A) arvore de C.multijuga (Manacapuru-
AM), B) caracteristica morfoldgica (Fonte: LVDP, 2017) e C)
extracdo manual de oleorresina.

Segundo Klauberg et al. (2014), algumas espécies de Copaifera possuem valiosa
importancia econdmica devido a dois produtos: a madeira e um exsudato proveniente do tronco.
O primeiro foi por muito tempo explorado, principalmente pela inddstria moveleira, mas
também em menor escala pela industria civil e naval (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002); muito
embora a exploragdo desse produto vem diminuido ao longo das Gltimas décadas devido a
fatores como: a existéncia de outras espécies de arvores que sao economicamente mais viaveis
para a exploracdo da madeira e a proibicdo em alguns estados da federacdo da derrubada de
copaiferas (KLAUBERG et al., 2014). O segundo e mais importante produto desse género é
popularmente conhecido como “6leo de copaiba”, embora tecnicamente definido como
oleorresina (Figura 3), o qual se trata de um exsudato liquido com coloracdo (incolor ou do
amarelo ao castanho) e viscosidade variavel, constituido de uma mistura de acidos resinosos e
substéncias volateis (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002, GALUCIO et al., 2016).

Atualmente, a oleorresina das copaifera é extraida de forma artesanal ndo agressiva e
sustentavel por comunidades indigenas ou tradicionais, através de uma incisdo com trado a
aproximadamente 1,0 m de altura do solo no tronco da arvore, formando um orificio que atinge
0s canais axiais onde é depositada a oleorresina e por onde escoa 0 exsudato até um recipiente
coletor. Ao término da coleta, a abertura do tronco é vedada com tampao de argila, madeira ou

conexdo hidraulica apropriada para impedir a perda do exsudato e a infestacdo da planta por
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micro-organismos ou insetos (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002; BARBOSA, YOSHIDA e
SCULDELLER, 2009; LAMEIRA et al., 2009; KLAUBERG et al., 2014).

Figura 3. Oleorresinas de diferentes espécies de copaiferas coletadas no
territorio brasileito

Apesar do seu grande impacto no comércio extrativista, a producdo dessa materia
prima é variavel, pois fatores como: variedade de espécies, tamanho das éareas de exploracao,
densidade populacional das espécies nas areas de coleta, porte dos individuos e fatores sazonais
e ambientais impactam decisivamente na exploracao racional deste produto (PLOWDEN, 2003;
KLAUBERG et al., 2014). Estatisticas oficiais indicam que a produgéo entre 2010 e 2015 de
oleorresina foi superior a 1300 toneladas (Figura 4), sendo os estados do Amazonas, Para e
Rondbnia, nesta ordem, os maiores produtores (LAMEIRA et al., 2009; KLAUBERG et al.,
2014; IBGE, 2016). Desta forma, os presentes dados que atestam a grande importancia desta

Commodity dentro do seguimento de extrativismo vegetal no Brasil.

Investigacdes a respeito da composicdo quimica de oleorresinas de copaiferas datam
do século XIX (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002). Quimicamente a oleorresina de Copaifera
é um produto do metabolismo secundéario e constituido majoritariamente por uma mistura de
sesquiterpenos e diterpenos acidos (LEANDRO et al., 2012; ABRAO et al., 2015; GALUCIO
etal., 2016).
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Figura 4. Producdo de oleorresina de Copaifera entre os anos de 1990 a 2015 (Fonte:
IBGE, 2016).
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Os sesquiterpenos sao as substancias que compdem a fracao volatil e que conferem o
aroma caracteristico das oleorresinas de copaiferas (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002,
LEANDRO et al., 2012). A composi¢do quimica da fracdo volatil da oleorresina apesar de ser
formada majoritariamente por uma classe de substancia, a mesma é varidvel, uma vez que
diferencas entre as espécies e fatores ambientais podem influenciar qualitativamente e

quantitativamente na sua composicao (LEANDRO et al., 2012).

A literatura reporta mais de 70 diferentes sesquiterpenos descritos para a amostras de
oleorresinas de copaiferas, sendo 0s sesquiterpenos f-bisaboleto, J-cadineno, y-cadineno,
cariofileno, p-cariofileno, cipreno, a-copaeno, a-cubebeno, p-elemeno, a-humoleno, f-
humoleno, y-muuroleno, éxido de cariofileno, a-salineno e f-salineno as substancias volateis
mais descritas (Figura 5) (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002, LEANDRO et al., 2012), embora
muitas citacbes ndo diferenciem isdbmeros, mas apenas descrevem com 0S nomes genéricos, a
exemplo do cadineno, descrito somente como cadineno e/ou como a-cadineno, J-cadineno e y-
cadineno (VEIGA-JUNIOR e PINTO, 2002; LEANDRO et al., 2012).
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Figura 5. Principais sesquiterpenos encontrados em oleorresinas de copaiferas; onde: j-
bisaboleno (S1), J-cardineno (S2), y-cardineno (S3), g-cariofileno (S4), a-copaeno (S5),
a-cubebeno (S6), p-elemeno (S7), a-humuleno (S8), p-humuleno (S9), y-muuruleno
(S10), oxido de cariofileno (S11), a-salineno (S12), S-salineno (S13), a-bergamoteno

(S14) e a-cardinol (S15).
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Leandro et al. (2012) destacam que a fracdo volatil possui grande valor comercial

agregado, chegando a ser centenas de vezes superior aos valores das oleorresinas brutas.

A respeito da composicdo quimica da fracdo resinosa das oleorresinas de copaiferas,
reporta-se, comumente, a presenca de acidos diterpénicos com esqueletos dos tipos caurano,
labdano e clerodano, sendo os &cidos copalico, poliéltico, hardwico e caurendico (Figura 6),

bem como os derivados desse Ultimo, as substancias mais descritas (SOUZA et al., 2010;
LEANDRO et al., 2012).

Figura 6. Principais diterpenos encontrados em oleorresinas de copaiferas; onde: &cido
caurenoico (AD-1), acido agatico (AD-2), acido copalico (AD-3), &cido hardwiicko (AD-4)
e 4cido polialtico (AD-5).

COOH

AD-1 AD-2 AD-3

COOH

AD-4 AD-5

As variagdes na composicdo quimica das oleorresinas de copaiferas sdo grandes.
Muitas publicacdes atribuem essa variabilidade a fatores como: diferencas metabdlicas entre
individuos de mesma ou diferentes espécies botanicas, sazonalidade, idade, tipo de solo, porte
do vegetal, entre outros fatores. E importante frisar que embora a diferenca de composicio
pareca ser mais sensivel a fatores bidticos, como lesbes causadas por insetos e fungos, fatores
ambientais como luz e nutrientes também pode contribuir como possiveis condi¢cdes que

influenciam na variagdo da composicdo quimica das oleorresinas (BARBOSA et al., 2012).
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Outro fator ndo ligado a biossintese dos terpenoides das oleorresinas de copaiferas mas
que pode interferir na sua composicao, ¢ a adulteragdo que muitas vezes esse produto pode
sofrer ao longo da sua cadeia produtiva, uma vez que seu processo de obtencédo é artesanal e
ndo continuo, unido a crescente demanda do mercado. Existem, entdo, dois modos cléssicos de
adulteracdo de oleorresinas: [1] adicdo de dleo vegetal ou mineral, ou [2] adi¢do de outro leo
vegetal com caracteristicas fisico-quimicas semelhante as das oleorresinas auténticas, mas que
pertencem a outro género ou familia. Ressalta-se, que a mistura de oleorresinas de Copaifera
de difererentes espécies ndo é considerado adulteracdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (BARBOSA, YOSHIDA e SCUDELLER, 2009).

Assim, devido a essa variavel e complexa composi¢ao quimica, inimeros trabalhos
cientificos tém reportado as propriedades bioldgicas das diferentes espécies do género
Copaifera, baseados inicialmente no seu uso tradicional (LEANDRO et al., 2012). Amostras
de oleorresinas ou substancias isoladas de diferentes espécies ja apresentaram comprovada
atividade biolégica em ensaios in vitro e in vivo, podendo-se citar as a¢des: antimicrobiana,
antiviral, anti-helmintica, anti-inflamatéria, gastroprotetora, cicatrizante, antitumoral,
antinociceptiva, anestésica, entre outras (LEANDRO et al., 2012; ZIMMERMAM-FRANCO
etal., 2013; VARGAS et al., 2015; LEMOS et al., 2016).

Somado as investigacdes de atividades bioldgicas citadas anteriormente, inimeros
estudos tém sido conduzidos com o intuito de reconhecer a seguranga e possiveis efeitos toxicos
que esse produto natural pode apresentar. Ainda sob a 6tica toxicoldgica, até a presente data, as
publicacOes a respeito da seguranca da aplicacdo terapéutica das oleorresinas ndo descrevem
significativos riscos em sua utilizacdo. Todavia, alguns trabalhos apontam efeitos toxicos
dependente da dose administrada, em modelos animais, atribuidos a algumas oleorresinas ou
terpenos isolados, que comumente sdo descritos na composigéo destas oleorresinas, tornando
entdo imperativamente necessarios estudos toxicolégicos adicionais em toda nova
aplicabilidade desejada para esse produto (MAISTRO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2006;
SACHETTI, et al., 2009; LEANDRO et al., 2012).

O foco das pesquisas relacionadas ao género Copaifera sejam relacionados a
composicdo quimica e as propriedades biologicas das oleorresinas, € importante citar que a
composicao quimica e atividades bioldgicas dos componentes das folhas tém ganhado destaque,
a exemplo dos trabalhos de investigagdo quimica do o6leo volétil e extratos de folhas de C.
langsdorffi realizados por Oliveiraetal. (2017) e Motta et al. (2017), respectivamente, tornando

um novo produto a ser explorado.
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2.3 TERPENOIDES
2.3.1 Consideracgoes Gerais

Terpenoides compreendem um amplo e diversificado grupo de produtos naturais com
mais de 50.000 compostos descritos, que podem ser encontrados em plantas, bactérias, fungos,
algas, insetos e alguns animais (CHEN et al., 2009, DEWICK, 2009, GONZALEZ-BURGOS
e GOMEZ-SERRANILLOS, 2012), sendo que nas plantas desempenham um importante papel
nas interagfes plantas-insetos, plantas-patdégenos e plantas-plantas (CHENG et al, 2007).
Quimicamente suas estruturas basicas derivam de unidades do 2-metil-1,3-butadieno (Figura
7), conhecido como isopreno (Cs) n (BREITMAIER, 2006, DEWICK, 2009).

Figura 7. Estrutura quimica basica do isopreno.

F

2-metil-1,3-butadieno

Na natureza, os terpenoides ocorrem predominantemente sob a forma de
hidrocarbonetos, alcoois e seus heterosideos, éteres, ésteres, aldeidos, cetonas e &cidos
carboxilicos (BREITMAIER, 2006). O numero de unidades isoprénicas determina a

classificacdo dos terpenos em distintas classes, conforme pode ser observado na Tabela 1.

No reino vegetal, os terpenoides séo sintetizados em diferentes tecidos vegetais por meio
de duas vias metabdlicas independentes, localizadas em compartimentos intracelulares
separados: a do acido mevalénico (MVA) ou difosfato de metileritrol (MEP), as quais utilizam
como precursores isopentanil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP). IPP e DMAPP
sdo na pratica as unidades ativas do isopreno (CHENG et al, 2007, DEWICK, 2009,
GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

O aparato enzimatico das vias do MVA e MEP estdo localizadas no citosol e cloroplasto,
respectivamente. Usualmente descreve-se que 0s sesqueterpenos, triterpenos e esteroides sao

formados na via do MVA, enquanto que monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos sdo
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sintetizados na via do MEP conforme pode

existindo excecoes.

Tabela 1. Classificacdo dos terpenoides.

ser observado na Figura 8 (DEWICK, 2009);

N° unidades de N° de atomos de Estrutura basica
Nome .
Isopreno Carbono (linear)
Hemiterpenos (CsHs) 1 5 N
Monoterpenos (CsHs). 2 10 AN~
Sesquiterpenos (CsHs)s 3 15 4WW
Diterpenos (CsHs)a 4 20 %N%\/
Sesterterpenos (CsHs)s 5 25 )\%N%\%
Triterpenos (CsHs)s 6 30 )\%N%\%
Tetraterpenos (CsHs)s 8 40 )\%N?\%
Poliisoprenos (CsHs), >8 >40 )\%N%\%

Fonte: Dados adaptados de Sell (2003), Breitmaier (2006) e Deiwck (2009).

No citosol, a unidade ativa do isopeno é derivada da via do acido mevaldnico, a qual

inicia com condensac0es de unidades de acetil-Coa; diferentemente do que ocorre nos plastidios

em que a unidade isoprénica é formada a partir do piruvato e gliceraldeido 3-fosfato. Entretanto,
a via independente MVVA deriva do metileritritol fosfato (MEP) (CHENG et al, 2007, DEWICK,

2009).
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Figura 8. Esquema bésico da biossintese dos terpenoides, adaptado de

Deiwck (2009).
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E importante citar que trabalhos de investigacdo da biossintese desses compostos

indicam que animas e fungos carecem da via do MEP, utilizando exclusivamente a via do MVA,

sendo que plantas e algumas bactérias apresentam as duas vias metabolicas (DEWICK, 2009).

Dentro do contexto do presente trabalho, destacam-se as classes dos mono-, sesqui- e

diterpenoides.

2.3.2 Monoterpenos (Cio)

Os monoterpenos sao substancias formadas a partir de combinac6es de DMAPP e IPP

que dao origem ao difosfato de geranila (GPP) ou seus isdmeros. O GPP pode sofre acédo de

diferentes ciclases originando sistemas aciclicos e ciclicos (DEWICK, 2009).
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A diversidade estrutural dos monoterpenos € extensa, tendo sua categorizacdo em mais
de trinta diferentes tipos estruturais, sendo os mais frequentes: o mircano aciclico, 0 mentano
monociclico e os biciclicos pinano, bornano, fenchano, caranos, turjanos (ROBBERS,
SPEEDIE e TYLER, 1997; DEWICK, 2009).

As caracteristicas fundamentais dessas substancias sdo a volatilidade e o odor intenso,
sendo esses componentes comuns em plantas que apresentam fragrancia e aroma, fazendo assim
parte da constituicdo de 6leos volateis. H4 exemplo de monoterpenos em drogas vegetais,
podem-se citar: canfora, cineol, mentol e timol que sdo encontrados respectivamente em
Cinnamomum camphora, Eucalyptus globus, Mentha arventis e thimus vulgaris (ROBBERS,
SPEEDIE e TYLER, 1997).

2.3.3 Sesquiterpenos (Cis)

Os sesquiterpenos compreendem a maior classe entre todos os terpenoides. S&o
substancias formadas a partir de trés unidades de isopreno por meio da adi¢cdo de uma unidade
de IPP ao difosfato de geranila resultando na formacéo do difosfato de farnesila (FPP) ou seus
isbmeros, o qual é precursor fundamental de todos os sesquiterpenos. O FPP formado pode dar
origem a sistemas aciclicos ou ciclicos, com esses ultimos podendo ser mono-, bi- ou triciclios
(DEWICK, 2009).

Essa classe de terpenoides apresenta caracteristicas quimicas semelhantes as
monoterpenos. Contudo sdo menos volateis e também podem fazer parte da composicéo de
muitos 6leos volateis naturais (DEWICK, 2009).

Como exemplos de sesquiterpenos em drogas vegetais, podem-se citar: a-bisabolol
(Matricaria chamomilla), zingiberene (Zingiber officinale), p-cariofileno (Cinnamomim
zeylanicum) e o a-cadineno (Juniperus communis) (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997).

2.3.4 Diterpenos (Ca)

Os diterpenoides compreendem um grande grupo de compostos com vinte atomos de
carbonos que sdo sintetizados a partir da adi¢do de IPP a uma unidade de FPP gerando difosfato
de geranilgeraniol (GGPP) de modo analogo como ocorre com terpenoides que possuem 10 ou
15 carbonos. Sdo substancias que de modo geral sdo ciclicas com cinco anéis, havendo

descrigdo de poucas substancias aciclicas (DEWICK, 2009).
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Os diterpenoides sdo compostos ndo volateis que de modo geral estdo na forma de
acidos organicos, geralmente sélidos opticamente ativos, que podem existir tanto na forma
normal (série normal) quanto na estereoquimica antipodal, denominada como série “ent”
(DEWICK, 2009; ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997).

Os compostos forskolin, ginkgolido A, paclitaxel e o &cido caurenoico sdo exemplos
de diterpenos isolados das espéecies Coleus forskohlii (Poir.) Brig., Ginkgo biloba Linné, Taxus
bevifolia Nutt e Copaifera lagsdorffii Desf., respectivamente (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER,
1997; LEANDRO et al., 2012).

Os terpenoides apresentam diversas atividades biologicas na natureza. Nas plantas,
apresentam respostas diretas e indiretas a fatores bioticos e abioticos (CHENG et al., 2007).
Tais metabolitos apresentam papel importante como protetor contra estresse térmico, atragéo
de polinizadores, protecdo contra patdgenos e herbivoros, transportadores de elétrons,
reguladores de crescimento e desenvolvimento, participam da glicosilacdo de proteinas ou

como elemento de membranas, entre outras fun¢ées (THOLL, 2015).

As observacOes dessas multiplas fungdes nas plantas tornaram os terpenoides objeto
de utilizacdo na terapéutica de diversas doencas por comunidades tradicionais, tornando-se
também foco de investigacGes cientificas sobre seus potenciais efeitos bioldgicos e
toxicoldgicos (CAVALCANTI et al., 2006; GARDNER, PANTER e STEGELMEIER, 2010;
KANDI et al., 2015).

Desta forma, a diversidade de estruturas quimicas e funcdes biolégicas dos terpenoides
provocou maior interesse em seu uso comercial. Os terpenoides sdo considerados Uteis na
prevencdo e terapia de inimeras doencas, incluindo céncer, e também com comprovadas
propriedades medicinais, tais como: antimicrobianas, antifingicas, antiparasitas, antivirais,
antialergénicas, antiespasmaodicas, anti-hiperglicémicas, anti-inflamatorias e
imunomoduladoras, entre outras (PADUCH et al., 2007). Todavia, efeitos adversos/toxicos sao
também atribuidos a essa classe de produtos naturais ou derivados destes, os quais ja foram
reportados, tonando importante sua avaliacdo sobre todos 0s aspectos de seguranca para sua

utilizacdo como alternativa terapéutica em animais e no ser humano (KANDI et al., 2015).



. . )
Revisao @/é/i{;{/}’dﬁ‘(u 40

2.4 METODOS ANALITICOS E VALIDACAO

Os métodos analiticos sdo ferramentas da Quimica Analitica que tém por objetivo a
identificacdo, separacdo e quantificacdo de componentes quimicos de materiais naturais e
artificiais, sendo que a natureza dos métodos analiticos podem ser: gravimétricos, volumétricos,
eletroquimicos, espectroscopicos, cromatografico, hifenado ou variado (PATHURI et al., 2013;
SKOOG et al., 2014; CHAUHAN, MITTU e CHAUHAN, 2015). As medidas analiticas
resultantes dessas ferramentas desempenham um papel fundamental em muitas areas da
quimica, bioguimica, medicina, biologia, geologia, fisica, entre outras areas (SKOOG et al.,
2014).

A selecdo do método analitico é baseada em distintas consideracdes, tais como:
propriedades quimicas do analito de interesse e da matriz que o contem, concentracdo, tempo e
custo do procedimento (viabilidade), tipo de afericdo (qualitativa e/ou quantitativa), a
quantidade de amostras a analisar, etc (CHAUHAN, MITTU e CHAUHAN, 2015).

Um procedimento analitico a ser utilizado deve testar caracteristicas definidas da
substancia de interesse em relacdo aos critérios de aceitacdo estabelecidos para essa
caracteristica. Desta forma, no desenvolvimento de um novo método analitico, a escolha da
instrumentacdo analitica e da metodologia deve basear-se nas exigéncias e finalidade
pretendida, assim como em experiéncias anteriores por parte do(s) analista(s) (SKOOG et al.,
2014; CHAUHAN, MITTU e CHAUHAN, 2015).

Toda a investigacdo por meio de métodos analiticos de amostra possui suas proprias
caracteristicas, que variam de analito a analito, e deve respeitar o contexto de sua aplicacdo e
sua finalidade. Contudo algumas etapas em comum fazem parte de qualquer procedimento
propostos, sendo estas (FDA, 1994; RUIZ-ANGEL et al., 2014, CHAUHAN, MITTU e
CHAUHAN, 2015; FDA, 2015):

A. Caracterizacdo do padréo analitico (composto de interesse);
Requisitos do método;

Fundamentacdo literéria (pesquisa de literatura cientifica);
Sele¢do do método;

Configuracao do instrumento e estudos preliminares;
Otimizacao dos parametros instrumentais;

Documentacéo requerida do método;

T G Mmoo o

Avaliacéo do desenvolvimento do método;
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I. Determinacdo da recuperacao de percentual da amostra testada; e

J. Demonstracédo de analise quantitativa.

E importante salientar que em procedimentos de Quimica Analitica, a verificacdo da
confiabilidade da anélise proposta é conferida por meio do processo de validacdo (PATHURI
etal., 2013; PATIL et al., 2014).

A validacdo de um método analitico trata-se de um conjunto de procedimentos
definidos e executados que tem por objetivo demonstrar que o método proposto é adequado
para a finalidade na qual foi elaborado e que é capaz de assegurar a confiabilidade dos
resultados obtidos, através da sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade. E
importante destacar que este procedimento deve seguir um plano que inclui escopo,
caracteristica de performance e limites de aceitacdo (GARCIA et al, 2011; NAZ et al., 2014).

O processo de validagdo de um determinado método inicia antes dos testes
laboratoriais e prossegue apos o0 desenvolvimento do mesmo. A validade de um procedimento
especifico deve ser comprovada por meio de experimentos laboratoriais usando amostras ou
compostos-padrdo que sdo semelhantes a amostras desconhecidas analisadas rotineiramente. O
planejamento e a execucdo devem seguir um protocolo previamente definido e de preferéncia
escrito em um formato de instrucéo passo a passo. ldealmente, o protocolo de validacdo deve
ser escrito seguindo uma compreensdao completa das capacidades do método e do uso
pretendido (RUIZ-ANGEL et al., 2014). Portanto, a validac&o verifica se 0 método é adequado
para ser usado como ferramenta de controle de qualidade e para suporte de pesquisa (PERIS-
VICENTE, ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).

O processo de validagédo pode ser complexo e demorado, sendo dependente do objetivo
proposto e das condigdes gerais de execugdo. Em termos gerais, a performance do método é
segmentado nas seguintes etapas: definicdo do escopo do método (tipo de amostra e analito,
equipamentos e local de aplicacdo), definicdo dos critérios de validacdo (parametros de
aceitacdo e critérios de aceitacdo), testes de performance (desenvolvimento de casos-teste e
testes para parametros de desempenho) e testes de rotina do método (procedimentos
operacionais padrdo — POP, testes de adequac¢do do sistema e controle analitico de qualidade)
(GARCIA et al, 2011; RUIZ-ANGEL et al., 2014).

A validacdo propriamente dita consiste na determinacdo de parametros de qualidade
bem definidos, os quais sdo: seletividade, especificidade, curva analitica, linearidade, faixa de

calibracéo, precisdo, exatiddo, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez. Somado
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a estes outros critérios como contaminacao cruzada, simplicidade, tempo de anélise, preco por

analise, seguranca para equipe de laboratério e impacto ambiental devem também ser
considerados (PERIS-VICENTE, ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015). As
principais caracteristicas de desempenho do processo de validagdo sdo conceituadas a seguir
(PASCHOAL etal., 2008; SOBRINHO et al., 2008; NAZ et al., 2014; KRUVE et al., 2015ab):

a.

Seletividade: é a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na

presenca de componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente
ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como outros compostos de

propriedades similares que possam estar, porventura, presentes.

Linearidade: corresponde a capacidade do méetodo em fornecer resultados diretamente

proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa
de aplicacéo, ou seja, significa uma correlacgdo linear proporcional entre o sinal de resposta
da medicdo analitica e a concentracdo do composto em estudo.

Faixa de trabalho: Corresponde o intervalo entre a concentra¢cdo minima e maxima de cada

composto de interesse, onde é possivel correlacionar proporcionalmente o sinal medido e
a concentracao real da substancia de interesse.

Limite de deteccdo (LOD): Trata-se da menor concentracdo da substancia em exame que

pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificavel.

Limite de Quantificacdo (LOQ): representa a menor concentragao da substancia em exame

que pode ser medida.

Precisdo: Trata-se da dispersao de resultados entre aferi¢cbes independentes e repetidas de

uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢Ges definidas. A
precisdo pode ser avaliada pelo: desvio padréo absoluto (o), intervalo de confianga da

média ou coeficiente de variacdo/desvio padrao relativo (CV ou DPR).

Exatiddo: Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados

em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.

Robustez: Esta figura de mérito avalia a sensibilidade que o método apresenta em face de

pequenas variagbes propositalmente realizadas, a fim de definir o grau de controle sobre

0s procedimentos operacionais do método proposto.

Diversas agéncias reguladoras, comités e pesquisadores tém publicado revisdes e

relatdrios técnicos sobre estratégias de validacdo, garantia de qualidade e objetivos regulatérios
em diversas areas do conhecimento (PERIS-VICENTE, ESTEVE-ROMERO e CARDA-
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BROCH, 2015). E importante salientar, que os procedimentos que envolvem recomendacdes
técnicas para o desenvolvimento do processo de validacdo sdo preconizados por agéncias
reguladores em diversos paises. No Brasil, existem duas agéncias que disponibilizam guias para
0 procedimento de validacdo de métodos analiticos e também verificam as competéncias
laboratoriais para tal finalidade, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial) (RIBANI
et al., 2004). Em ambito internacional, podem ser citados: AOAC (Associacdo Oficial de
Quimicos Agricolas), CEN (Comité Europeu de Normalizacdo da Comissdo Europeia), EMA
(Agéncia Europeia de Medicamentos), FAO (Organizacdao Alimentar e Agricola), FDA (Food
and Drug Administration), ICH (Conferéncia Internacional de Harmonizacdo), ILAC
(Cooperacdo Internacional de Acreditacdo de Laboratorio), ISO (Organizacédo Internacional de
Normalizacdo), IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), OMS (Organizagédo
Mundial da Saude), e outras agéncias (PASCHOAL et al., 2008; PERIS-VICENTE, ESTEVE-
ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).

E importante citar, que no contexto em que o presente trabalho esta inserido, poucas
publicacdes tém investigado a composicao quimica de oleorresinas de Copaiferas através de
ferramentas analiticas validadas; podendo ser mencionados os trabalhos de Souza et al. (2011),
que validou um método de cromatografia em fase gasosa acopada a detector de ionizacao de
chamas (CG-DIC) para investigacdo de quatro sesquiterpenos em oléo volatil extraido de
oleorresina de C. langsdorffii, e 0 de Motta et al. (2017) que validou um método empregrado
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a detector de ultravioleta/Visivel (CLAE-
UV/Vis) para analise de acidos acidos galoilquinicos e flavonoides em estudo de composicédo
quimica e sazonalidade de substancias extraidas das folhas de C. langsdorffii. Ndo havendo,
portanto, métodos analiticos validados que investiguem, por exemplo, a composicao da fracdo
resinosa, bem como a investigacdo ao mesmo tempo de oleorresinas de diferentes espécies

desse importante género de plantas.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a composi¢cdo quimica das oleorresinas e das folhas de espécies de Copaifera, a
fim de determinar os principais constituintes quimicos desse género, propondo métodos
analiticos para a identificagdo e quantificagdo das principais substancias presentes em

espécies desse género de plantas.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar coleta de amostras de folhas e oleorresinas de diferentes espécies do género
Copaifera distribuidas no territorio brasileiro.

e Isolar e identificar/elucidar substancias presentes na oleorresina Copaifera duckei para
complementacédo do banco de padrdes (isolados) vinculado ao Projeto Tematico.

e Desenvolver e validar método analitico por cromatografia liquida (CL) e cromatografia
gasosa (CG), visando a andlise qualitativa/quantitativa de sesquiterpenos e diterpenos de
oleorresinas das espécies de Copaifeira coletadas e amostras comerciais.

e Realizar analise qualitativa de extratos de folhas das espécies de Copaifeira coletadas
utilizando CLUE-EM.
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4 MATERIAL E METODOS
41 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Autorizacao para estudo das espécies

Inicialmente, no desenvolvimento do Projeto Tematico intitulado “Validagdo quimica-
farmacoldgica de extratos e principios ativos de espécies de Copaifera”, ao qual esta Tese esta
vinculada, por meio do Coordenador Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos e do pesquisador Prof. Dr.
Hervé Rogez, foram solicitadas autorizagdes para acesso ao patrimdnio genético com fins de
pesquisa cientifica através do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), e para a coleta e o transporte do material vegetal por meio do Ministério do Meio
Ambiente (MMA-SISBIO-ICMBIo-IBAMA). Ambos os pedidos foram deferidos conforme
documentos de nimeros 010225/2014-5 e 35143 (ANEXQOS | e I1), respectivamente.

Tais autorizagOes permitiram que todas as etapas de execucgdo do referido Projeto
Tematico, assim como o presente trabalho, fossem realizadas dentro dos preceitos legais

vigentes no Brasil.

4.1.2 Coleta do material vegetal

Apos as aquisicOes das autorizacbes emitidas pelos 6rgaos competentes eu, juntamente
com outros colaboradores, realizei as coletas de espécies de Copaifera distribuidas ao longo do

territorio brasileiro.

Inicialmente, foram feitas consultas na literatura cientifica, websites especializados,
assim como nas cole¢des bioldgicas do Laboratério de Botanica da EMBRAPA — Amazénia
Oriental e do Herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, ambos na cidade de Belém-PA, para
a selecdo das possiveis localidades de coletas aonde seria possivel adquirir diferentes de
espécies de Copaifera. Na Tabela 2 estdo resumidamente apresentados dados integrados das
regibes mapeadas que poderiam ser visitadas dentro desse Projeto de pesquisa (MARTINS-
DA-SILVA, PEREIRA e LIMA, 2008; FORA DO BRASIL 2020, 2016).

E importante esclarecer que foi priorizada a coleta das espécies que possuiam
descricdo de producéo de oleorresina, uma vez que as oleorresinas foram os objetos de estudo

do Projeto Tematico.
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Também foram levados em consideracdo 0s seguintes pontos: custo e logistica para o
acesso as localidades, contratagdo do técnico de coleta (mateiro) e auxiliares de coleta com

conhecimento da flora local, estrutura para coletar e meios de conservacdo do material vegetal

até o envio para os laboratorios.

Tabela 2. Distribuicéo das principais espécies de Copaifera no territorio brasileiro.

4 Espécie Forma Dominio Distribuicao geografica no Brasil**
P evolutiva* fitogeografico Regido Estados
1 C. arenicola Ducke. Arvore Caatinga e Cerrado Nordeste BA, CE, PE e RN
2  C.coriacea Mart. Arvore Caatinga e Cerrado Nordeste BA e PI
3 C. depilis Dwyer. Arbusto Cerrado Nordeste e Centro-Oeste BAeMT
i Amazlnia, Norte. Nordeste e PA, TO, BA, CE,
4 C. duckei Dwyer. Arvore Cerrado e Mata éudeste MT, MA, PB, PI
Atlantica eRJ
5 C. elliptica Mart. Arbusto Cerrado Centro-Oeste GOeMT
6 C. glycycicarpa Ducke. Arvore Amaz6nia Norte e Centro-Oeste AM, IID\;?T ROe
7  C. guyanensis Desf. Arvore Amaz6nia Norte AM e AP
< Amazonas, Norte, Nordeste, Centro- AC, AM, PA,
8 C. langsdorffi Desf. Arvore Caatinga, Cerrado Oeéte Su desté e Sul BA, GO, MS,
e Mata Atlantica ! MG, SP, PR e RS
9  C. lucens Dwyer. Arvore Mata Atléantica Nordeste e Sudeste BA, ES’S'\PAG’ RJ
10 C. luetzelburgii Harms. Arbusto Cerrado Norte, Nordeste e TO, BA,Ple GO
Centro-Oeste
11 C. magnifolia Dweyr. Arbusto Cerrado Nordeste e Centro-Oeste BAeMT
12 C. majorina Dweyr. Arvore Mata Atléantica Nordeste BA
13 C. malmei Harms. Arbusto Cerrado Centro-Oeste GOeMT
TO, BA, MA,
14 C. marginata Benth. Arbusto Cerrado Norte, Nordeste, Centro- GO, MT, MS e
Oeste, Sudeste MG
15 C. martii Hayne. Arvore Amazoma, Norte e Nordeste PA, TO, CE, MA
Caatinga e Cerrado ePl
. < A Norte, Nordeste e AM, AC, PA,
16 C. multijulga Hayne. Arvore Amazbnia Centro-Oeste RO, BA ¢ MT
17 C. nana Rizzini. Arbusto Cerrado Centro-Oeste GOeMT
PA. RO, TO, BA,
18 C. oblongifolia Mart. Arvore Cerrado Norte, Nordeste e MA, PI, DF, GO,
Centro-Oeste, Sudeste
MT e MG
19 C. paupera (Herzog) Dwyer. Arvore Amaz6nia Norte AC
20 C. piresii Ducke. Arvore Amaz6nia Norte e Centro-Oeste PA, AI\'>I/|T ROe
21 C. pubiflora Benth. Arvore Amazbdnia Norte RO
22 C. reticulata Ducke. Arvore Amazbnia Norte e Centro-Oeste AM, IPvlp'\r RRe
23 C. sabulicola Arvore Cerrado Nordeste e Sudeste BA e MG
- < - BA, PE, MG, RJ,
24 C. trapezifolia Hayne. Arvore Mata Atléntica Nordeste, Sudeste e Sul SP.PRe SC

Onde: *forma de vida predominante na fase adulta do vegetal; **ocorréncias confirmadas na literatura e no banco
de dados da Flora do Brasil 2020 (2016).
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Em seguida ao levantamento da distribuicdo geografica das espécies do género
Copaifera no Brasil, os pesquisadores Prof. Dr. Jairo Bastos, Prof. Dr. Hervé Rogez, Prof. Dr.
Rodrigo Veneziani, Prof. Dr. Sério Ambrdsio, doutorandos Marivane Lemos e Jonas
Mangabeira, mestrando Erick Motta e o técnico Mario Ogasawara visitaram cidades das regides
norte, centro-oeste e sudeste do Brasil (Figura 9); tendo como objetivo a coleta de folhas e

oleorresinas do maior nimero possivel de espécies do género.

Figura 9. Locais pré-selecionados para coleta das espécies do género Copaifera,
onde: (A) Cajuru-SP e Ribeirdo Preto-SP, (B) Pirajuba-MG (C) Rio de Janeiro-RJ,
(D) Sdo Miguel Arcanjo-SP, (E) Nova Ubiratd-MT, (F) Belém-PA, (G) Brasil
Novo-PA, (H) Belterra-PA, (I) Manacapuru-AM, (J) Mucajai-RR e (K) Xapuri-AC.
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Os procedimentos de coleta do material vegetal foram realizados do seguinte modo:

As partes aéreas foram coletadas através de podas de galhos. Em seguida, as folhas
foram selecionadas, higienizadas em agua potavel e corrente, e refrigeradas ou congeladas.
Posteriormente, o material vegetal foi seco em estufa com circulagdo forgada de ar da marca
Fabbe (Séo Paulo-SP, Brasil) modelo 170 a 45°C e moido em moinho de facas SL 20 Solab
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(Piracicaba-SP, Brasil) previamente higienizado, acondicionados em sacos plasticos de

poliestireno de baixa densidade e mantido a -20°C.

As oleorresinas foram coletadas de modo tradicional, perfurando, com auxilio de um
trado de 2", as arvores a 1 m do solo e até o centro do tronco. Nesta perfuracdo foi inserido um
cano de aco inox ou um funil de coleta, por onde escorreu a oleorresina até o frasco coletor. As
oleorresinas coletadas foram filtradas com filtro sintético de 120 um, acondicionadas em

frascos de vidro &mbar e mantidas sob refrigeracéo.

Ressalta-se que para as amostras coletadas na regido amazonica, as etapas de preparo
do material vegetal descritas nos dois paragrafos anteriores foram realizadas nas instalacdes do
Centro de Valorizacdo Agroalimentar de Compostos Bioativos da Amazénia da Universidade
Federal do Pard (CVACBA-UFPA), sob superviso do Prof. Dr. Herve Rogez.

O material coletado (oleorresinas e folhas) foi enviado para o Laboratorio de
Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto USP (FCFRP-USP)

para o desenvolvimento do Projeto Tematico e das demais etapas de trabalho desta tese.

Por fim, todos os individuos coletados tiveram suas exsicatas montadas em campo e
enviadas para identificacdo taxondmica nas seguintes instituicdes: Laboratdrio de boténica da
Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecudria (EMBRAPA - Amazbonia Oriental),
Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo (Herbéario SPFR - FFCLRP) ou Herbario do Jardim Botéanico do Rio
de Janeiro (JBRJ), onde cada espécie identificada recebeu um numero de registro igual a de
exemplares existente nos respectivos herbarios. Os pesquisadores Dr?. Regina Celia Viana
Martins da Silva e MSc. Silvane Tavares Rodrigues (EMBRAPA), Dr. Milton Groppo Junior
(Herbario SPFR) ou Haroldo Cavalcante de Lima (JBRJ) foram os profissionais responsaveis

pela identificacdo taxondmica.

4.2 ESTUDO DAS OLEORRESINAS

4.2.1 Hidrodestilacdo das oleorresinas

A fracdo volatil (6leo volatil) das diferentes oleorresinas foi obtida por meio do
processo de hidrodestilagdo, utilizando aparelho do tipo Clevenger de acordo com método
descrito em Métodos de Controle de Qualidade de Plantas Medicinais (WHO, 2013), com

adaptacoes.
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Aproximadamente 50 g de cada oleorresina foram transferidas para um baldo de fundo
redondo contendo 500 mL de agua destilada, o qual foi acoplado ao aparelho de Clavenger e
ao condensador. O tempo de destilacdo foi de aproximadamente 12 horas ou até recuperacéo
total do 6leo volatil no hidrolato. O hidrolato resultante foi centrifugado a 3000 rpm por 5 min,
separado da agua residual, acondicionado em frasco ambar de 30mL e pesados.

O rendimento de fracdo volatil em relacdo a cada oleorresina foi calculado por meio

da Equacédo 1:

m ~
Fracdo Volatil (%) = (m—F") x 100 Equagdo (1)
OR

Onde: mgy € mgg correspondem a massa da fracdo volatil extraida e a massa de oleorresina,

respectivamente, utilizada no processo de hidrodestilagéo.

A mistura de resina e adgua que ficou no baldo sofreu particdo liquido:liquido com
100 mL (3x) acetato de etila destilado. A fracao organica foi separada, filtrada na presenca de
sulfato de sddio anidro e concentrada com auxilio de evaporar rotativo da marca Fisatom (S&o
Paulo-SP, Brasil), e por fim pesadas para o célculo de rendimento. A fracdo resinosa foi
disponibilizada para ensaios de atividade biolégica realizados por outros membros do Projeto

Tematico.

4.2.2 Fracionamento das oleorresinas de Copaifera

O Nucleo de Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia da Universidade de Franca ficou
responsavel pelo isolamento dos componentes das oleorresinas de copaiferas. Todavia, foi
necessario o auxilio nesta etapa para assegurar o fornecimento de substancias para o presente
trabalho e demais estudos do nosso grupo de pesquisa, tendo em vista o grande volume de

trabalhos desenvolvidos no Projeto Tematico.

Em virtude do volume coletado, a oleorresina da espécie C. duckei Dwyer (ORCd) foi
selecionada para as etapas de fracionamento e isolamento de metabdlitos secundarios utilizando
cromatografia em fase liquida empregando-se coluna de vidro (coluna classica) com dimensGes

8,5 cm de diametro e 150 cm de altura, a qual empacotada com 400 g de silica gel 60H (60-
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230 mesh) Sigma-Aldrich (Steinhein, Alemanha), utilizando mistura de hexanos como veiculo

de empacotamento da fase estacionaria.

Em uma capsula de porcelana, 51,2 g de ORCd foram solubilizados em 50 mL acetato
de etila, seguido de adi¢do de 50 g de silica gel 60H e homogeneizados. A mistura foi aquecida
em placa de aquecimento para a remocdo do solvente e a silica seca incorporada com amostra
foi aplicada no topo da coluna cromatografica empacotada. Por fim, acima da silica incorporada
com a amostra foi colocada uma porc¢éo de algoddo, a fim de se evitar suspencdo da amostra de

ORCd durante a adi¢do da fase movel (sistema de solventes).

O fracionamento de ORCd foi realizado conforme a sequéncia de eluicdo descrito na
Tabela 3. Todas as fracfes obtidas ao fim do processo foram concentradas com auxilio de
evaporador rotativo e suas respectivas massas resutantes foram aferidas para posterior calculo

de rendimento.

Tabela 3. Sistema de solventes utilizados no fracionamento da oleorresina de Copaifera duckei (ORCd).

Sistema de solvente* Fracoes Volume (mL)**

hexanos ORCd-1 500

hexanos : acetato de etila (9:1) ORCd-2 500
hexanos : acetato de etila (4:1) ORCd-3 500
hexanos : acetato de etila (7:3) ORCd-4 500
hexanos : acetato de etila (3:2) ORCd-5 500
hexanos : acetato de etila (1:1) ORCd-6 500
hexanos : acetato de etila (2:3) ORCd-7 500
hexanos : acetato de etila (3:7) ORCd-8 500
hexanos : acetato de etila (1:4) ORCd-9 500
hexanos : acetato de etila (1:9) ORCd-10 500
acetato de etila ORCd-11 500
metanol ORCd-12 500

Onde:*entre parénteses estdo descritas as proporcdes aplicadas no fracionamento, ** o volume aplicado aplicado
trés vezes na coluna cromatografica.

As fracGes obtidas foram analisadas em sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em modo analitico acoplado a detector de aerossol carregado (CORONA
CAD) em fase reversa composto por: cromatografo de fase liquida Waters (Milford-MA, EUA)
com bomba binaria modelo 1525, pré-coluna e coluna Phenomenex Kinetex Biphenyl (100 mm
X 4,6 mm x 2,6 um) e detector CORONA CAD Thermo (Waltham-MA, EUA). A fase movel
foi composta por agua acidificada a 0,1% (v/v) com acido férmico (Solugdo A) e acetonitrila
adicionada com 3% (v/v) de éter metil terc-butilico (Solucdo B). O gradiente de eluicdo
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empregado foi de 60 a 100% em 30 min, com vazéo de 0,5 mL.min™ a 25°C e volume de injecdo

de 20 pL. Todo sistema foi controlado por meio do software Empower 3.

O detector CORONA CAD foi selecionado uma vez que as substancias a serem
investigadas sdo da classe dos terpenos (diterpenos), que ndo possuem grupo croméforo; ndo
sendo, entdo, indicado o emprego do detector de ultravioleta/visivel. O CORONA CAD é um
detector de aerossol que tem como caracristica principal a deteccdo de substancias que sao
capazes de ioizar por meio ionizacdo quimica e que possuem pressao de vapor superior aos

solventes que compde a fase movel.

Solucdes na concentragdo 1 mg.mL* de cada fracdo foram preparadas, em acetonitrila,

filtradas em membrana de 0,45 um e injetada automaticamente no sistema cromatografico.

4.2.3 Isolamento de constituintes das oleorresinas de Copaifera

As fracGes oriundas do processo de fracionamento (item 4.2.2) com perfil promissor

foram selecionadas para o processo de isolamento dos principais constituintes quimicos.

Diferentes técnicas de separacdo foram empregadas para o isolamento das substancias

contidas na oleorresina, tais como:

a. Cromatografia em fase liquida em coluna de vidro classica com maior proporc¢éo de fase
estacionaria em relacdo a amostra aplicada (1:100 amotra:silica). A fase estacionaria utilizada
foi silica-gel 60 H ou com menor tamanho de particula e fase movel composta de
hexanos:acetato de etila em proporgdes de menor grandeza na mistura, por exemplo 2:98 ou
5:95; sendo coletado sub-fragdes em frasco de ampicilina de aproximada de 12 mL. A pesar da
simplificacdo do perfil das fracGes, ndo foi possivel isolar com pureza aceitavel
(> 90%)nenhum componete da oleorresina estudada.

b. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCD) em placa de vidro 20 cm x 20 cm
empregando fase movel com composicdo de hexanos:acetato de etila:acido:formico
(91,5:8:0,5), a qual foi previamente definido em teste com CCD analitica. A revelacédo foi
realizada em uma faixa lateral delimitada com iodo sublimado, anilina sulfirica ou anisaldeido;
em ambos o0s casos, 0s reveladores ndo destacaram os locais nas placas cromatograficas onde
se encontravam as substancias presentes nas fracdes, logo ndo permitiu isolamento das
substancias de interesse.

C. Cromatografia em camada delgada centrifuga utilizando o equipamento Chromatotron.

Aproximadamente 200 mg diluidos em acetato de etila foram aplicados no centro do disco
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cromatografico com 4 mm de espessura e diametro do disco de 30 cm. O fluxo utilizado de fase
movel foi de aproximadamente 2 mL.min" e a composta por hexanos:acetato de etila:acido
férmico (91,5:8:0,5); fracBes de 12 mL foram coletadas e analisadas em CCD analitica. Assim
como natécnica de CCD preparativa, ndo foi possivel separar satisfatoriamente os componentes
quimicos das fracdes testadas; e.

d. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em modo semipreparativa acoplado a detector
de arranjo de diodo (CLAE-DAD); sendo esta técnica capaz de auxiliar nessa etapa do trabalho
de modo satisfatorio. A andlise do perfil cromatografico de cada uma das frages obtidas foi
comparada com a amostra de ORCd bruta para a selecao das fragdes que continham substancias

de interesse a serem isoladas.

A etapa de isolamento das substancias das fracGes foi realizada em sistema semi-
preparativo CLAE-UV/Vis equipado com cromatdgrafo liquido Shimadzu (Quioto, Japao) com
bomba binéria modelo LC-6AD, degaseificador modelo DGU-20As, pré-coluna (10 mm x
10 mm x 4 um) e coluna (250 mm x 10 mm x 4 um) Synergi Polar RP Phenomenex (Torrance-
CA, EUA), detector UV/Vis modelo SPD-20A Shimadzu com monitoramento a 205 nm e
coletor automatico modelo FCR-10A. A fase mével empregada foi composta por agua ultrapura
(Solugéo A) e acetonitrila (Solucdo B) Merck (Darmstadt, Alemanha) ambas acidificadas com
acido formico a 0,1% (v/v). O gradiente de eluicdo empregado foi de 60 a 100% da solucdo B
em 30 min com vazdo de 7 mL.min a 25°C e volume de injecdo de 100 pL. Todo sistema foi

controlado por meio do software LCsolution Shimadzu.

As fracbes selecionadas para o isolamento foram diluidas em acetonitrila na
concentracéo de aproximadamente 200 mg.mL%, filtradas em membrana de 0,45 pum e injetadas
manualmente no sistema cromatografico. Cada componente eluido da coluna foi recolhido
separadamente em tubos de ensaio. As subfragdes foram concentradas em evaporador rotativo
modelo R-210 (com chiller modelo F-105 e bomba de vacuo modelo V-700) de marca Buchi

(Flawil, Suica) e por fim massas foram aferidas.

4.2.4 Purificagdo dos compostos isolados por cristalizacao

Utilizando baldo de fundo redondo de 50 mL, cada substancia isolada foi solubilizada
em volume suficiente de acetona grau cromatorafico para solubilizacdo total da amostra,
seguida de adicdo de hexanos grau cromatorafico em pequenas quantidades até turvacdo da

solucdo. A solucdo foi aquecida a 40°C até solubilizacdo total do material suspenso. O baldo
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contendo a solucéo foi tampado e mantido a temperatura ambiente até a formacéo dos cristais.
Por fim, o sobrenadante foi removido e 0s cristais recuperados, secos e tiveram suas massas

pesadas.

4.2.5 ldentificacdo estrutural das substancias isoladas

As estruturas quimicas das substancias isoladas e purificadas da oleorresina de C.
duckei foram identificadas por meio da técnicas de espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) realizadas no Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP).

Foram realizados experimentos de RMN unidimensional de 'H e *3C e bidimensional
por meio das técnicas de Heteronuclear Single-Quantum Correlation (HSQC) e Heteronuclear
Multiple-Bond Correlation (HMBC) para identificacdo estrutural dos isolados; sendo os
experimentos realizados em espectrometro Bruker (Billurica, MA, EUA) modelo Avance
DRXs00 operando 500 MHz para *H e 125 MHz para 3C e DEPT 135.

A massa utilizada nos experimentos foi de aproximedamente 10 mg de cada substancia
isolada e o solvente utilizado foi cloroférmio deuterado (CDCls) Cambridge Isotope
Laboratories (Tewksbury, MA, EUA).

Os espectros gerados foram tratados com auxilio do software Metrenova versao 6.2.0

Mestre Lab Research.

4.2.6 Andlise das oleorresinas por CG-EM

Os componentes volateis das oleorresinas de Copaifera foram captados utilizando
fibra de micro extracdo em fase sélida (MEFS, do inglés Solid Phase Micro Extraction - SPME)
e analisados individualmente por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM) no laboratério de espectrometria de massas do
Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto

(FFCLRP-USP), de acordo com metodologia descrita por Adams (2007) com adaptagdes.

As melhores condi¢cBes de extracdo dos componentes volateis das amostras das
oleorresinas foram definidas através de experimento estatistico empregando o design do tipo
Box-Benhken (FERREIRA et al., 2015; D’AGOSTINO et al., 2015) para os seguintes fatores
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independentes: tempo de equilibrio da amostra nas condigdes de extragédo antes da extragao (teq)
em 5, 10 ou 15 min; tempo de extracdo (text) em 15, 30 ou 45 min; e temperatura de extragédo
da amostra (T) a 40, 50 ou 60°C. O total de 15 experimentos (Tabela 4), incluindo triplicata no
ponto central, foram realizados aleatoriamente e as respostas consideradas foram nimero de
picos (sinais cromatograficos) e area total dos picos dos cromatogramas em cada experimento
realizado (D’AGOSTINO et al., 2015).

Tabela 4. Planejamento experimental do tipo Box-Benhken para um sistema de trés varidveis empregado na
analise dos componentes volateis por MEFS-CG-EM das oleorresinas.

Desenho cubico do planejamento experimental Box-Behnken empregado
(E.8)

: L
(E2) : (E..é) ”
(E-lﬂ)QI @ (E.12)
! 1C)
TCOpA E9 : @(E.11)
i (E.7)
(Bl >~~~ - E P
P
2 (E3)
ES5
’,/;1 t,;(min) -
t,, (min)

Experimentos teq (Min) text (Min) T (°C)
E.1 -1 (5) 0 (30) -1 (40)
E.2 -1 (5) 0 (30) 1 (60)
E.3 1 (15) 0 (30) -1 (40)
E4 1(15) 0 (30) 1 (60)
E5 0 (10) -1 (15) -1 (40)
E.6 0 (10) -1 (15) 1 (60)
E.7 0 (10) 1 (45) -1 (40)
ES 0 (10) 1 (45) 1 (60)
E.9 -1 (5) -1 (15) 0 (50)
E.10 1 (15) -1 (15) 0 (50)
E.11 -1 (5) 1 (45) 0 (50)
E.12 1 (15) 1 (45) 0 (50)

C 0 (10) 0 (30) 0 (50)
C 0 (10) 0 (30) 0 (50)
C 0 (10) 0 (30) 0 (50)

Entre parénteses estdo descritos os valores reais utilizados nos experimentos para cada um dos fatores.

Inicialmente foram testadas fibras MEFS dos tipos polidimetilsiloxano — PDMS
(100 um x 1,0 cm), carboxen-polidimetilsiloxano — CAR-PDMS (75um x 1,0cm) e

polidimetilsiloxano-divinibenzeno — PDMS-DVB (65 pum x 1,0 cm) todas da marca Supleco
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Inc. (Bellefonte-PA, EUA) nas condi¢cdes do ponto central do design experimental Box-
Banhken (teg = 10 min, texx = 30 min e T = 50°C), para a escolha da melhor fibra extratora dos
compostos volateis das amostras de oleorresinas. A amostra testada foi constituida de uma
mistura (Pool) de cada oleorresina auténtica adquirida em campo. Cem miligramas do Pool
foram transferidos para um frasco de 4 mL com tampa contendo septo de teflon e mantidos nas
condicdes do ponto central experimental e sob agitagdo constante (400 rpm). Todas as fibras
testadas foram previamente condicionadas antes do uso seguindo recomendac6es do fabricante

até que ndo houvesse mais sinais cromatograficos apds o condicionamento das fibras.

Em seguida, cada fibra foi inserida manualmente no injetor do cromatégrafo de fase
gasosa para dessorcdo térmica dos compostos volateis por um periodo padronizado de 3 min e
transferéncia para o sistema cromatografico equipado com: cromatdgrafo de fase gasosa
Shimadzu modelo GC-2010 (Tokyo, Japéo), coluna RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Restek Corporation (Bellefonte-PA, USA), acoplado a um espectrometro de massas equipado
com uma fonte de ionizacao por elétrons e um analisador de massas do tipo quadrupolo GCMS-
Q P2010 Plus Shimadzu. A injecdo foi realizada no modo Split na razdo de 1:100. O gas Hélio
(99,999%) foi utilizado como gas de arraste na vazéo de 1 mL.min%. A programagéo da rampa
de temperatura da coluna foi: 60°C a 300°C com taxa de 3°C.min, sendo 250°C a temperatura

do injetor e detector.

Ap0s a definigdo do tipo de fibra e das melhores condigdes experimentais empregando
a microextracdo em fase solida; aproximadamente 100 mg de cada oleorresina, auténticas e
amostras comerciais, foram analisadas separadamente nas condi¢des cromatograficas descritas

anteriormente.

A aquisicéo e tratamento dos resultados experimentais foram realizadas por meio do
programas GC Solution (Kyoto, Japdo) e Microsoft Excel (Albuquerque-NM, EUA). A
identificacdo dos compostos volateis foi feita por comparagdes dos espectros de massas
existentes nas bibliotecas expectrais Flavors and Fragrances of Natural and Synthetic
Compounds (FFNSC), Wiley Library, National Institute of Standards and Technology (NIST
Webbook), com o indice de retencdo calculado (Equacdo 2) experimentalmente utilizando
mistura de serie homologa de hidrocarbonetos de C8-C40 (misturas de C8-C20 e C21-C40,
Sigma-Aldrich) (CLEMENT, 1990) e comparacdo com os valores de indice de retencao
descritos na literatura disponivel online no National Institute of Standards and Technology —
NIST e The Pherobase. Os resultados foram expressos em porcentagem relativa de cada

substancia em relacéo a area total do cromatograma de cada amostra.
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R = 100 X Log(try — tren—1)
Log(trcn - trcn—1)

+ 100 X C,,_4 Equagéo (2)

Onde: trx € o tempo de retencdo do analito de interesse, tren € 0 tempo de retencdo do
hidrocarboneto com maior tempo, tren.1 € 0 tempo de retencdo do hidrocarboneto com menor
tempo, Cn € 0 nimero de carbono do hidrocarboneto com maior tempo, e Cn.1 € 0 nUmero de

carbono do hidrocarboneto com menor tempo.

4.2.7 Anélise das fracdes volateis por CG-EM

As fracBes volateis obtidas na hidrodestilacdo (secdo 4.2.1) das oleorresinas das
especies de Copaifera foram analisadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM) no laboratorio de espectrometria de massas da FFCLRP-

USP, de acordo com metodologia descrita por Adams (2007) com adaptacdes.

O volume de 1 pL de fracdo volatil de cada oleorresina (50 pg.mL™') em acetato de
etila grau cromatografico Sigma-Aldrich foi analisado em cromatografo de fase gasosa modelo
GC-2010 equipado com injetor automatico AOC-20i ambos da marca Shimadzu, coluna
cromatografica RTX-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) Restek (Bellefonte-PA, USA),
acoplado a um espectrdmetro de massas equipado com uma fonte de ionizacdo por elétrons e
um analisador de massas triplo quadrupolo (GCMS-Q P2010 Plus Shimadzu). A injecao foi
realizada no modo Split na razdo de 1:70. O gas Hélio (99,999%) foi utilizado como gas de
arraste na vazdo de 1 mL.min’. A programacédo da rampa de temperatura da coluna foi da
seguinte forma: 60°C a 300°C com taxa de 3°C.min, sendo 250°C a temperatura do injetor e

detector.

Os resultados experimentais foram tratados conforme a andlise das fragdes volateis

descrita na segéo 4.2.6.
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4.2.8 Desenvolvimento do método CLUE-EM/EM para analise de diterpenos em

oleorresinas de Copaifera

O desenvolvimento do método analitico utilizando cromatografo em fase liquida de
ultra eficiéncia acoplado a espectrdmetro de massas (CLUE-EM) teve por objetivo fornecer
uma ferramenta analitica para identificar e quantificar diterpenos acidos presentes em diferentes

oleorresinas coletadas e comercializadas no Brasil.

Nove &cidos diterpénicos (Figura 10) foram isolados de diferentes oleorresinas e
utilizados para desenvolvimento do método, sendo eles: [1] 4cido ent-caur-16-en-18-0ico
(&cido ent-caurenoico), [2] é&cido ent-15,16-epoxi-3,13(16),14-clerodatrieno (acido ent-
hardwiicko), [3] acido ent-15,16-epoxi-8(17),13(16),14-labdatrien-19-6ico (&cido ent-
polialtico), [4] acido ent-8(17),labden-15,19-didico (&cido ent-diidroagatico), [5] acido ent-
8(17),13-labdadien-15-6ico (acido ent-copalico), [6] &cido ent-34 hidroxi-labda-8(17),13-dien-
15-6ico (acido ent-3p-hidroxi copalico), [7] acido ent-8(17),labden-15,19-didico (acido ent-
agatico), [8] acido ent-8(17),13-labdadien-15,19-didico-15-metil éster (&4cido ent-agatico-15-
metil éster), e [9] &cido ent-34-acetoxi-labda-8(17),13-dien-15-6ico (acido ent-3p-acetoxi
copélico). Ressalta-se que os compostos 3, 4 e 8 foram adquiridos segundo descrigdo nas se¢es
4.2.3 e 4.2.4; e as demais substancias presentes nas outras oleorresinas coletadas foram
gentilmente fornecidas pela equipe dos Professores Dr. Sérgio Ricardo Ambrdsio e Dr.
Vladimir Constantino Gomes Heleno da Universidade de Franca (UNIFRAN).

A seguir séo descritas as etapas do desenvolvimento do referido método, destacando
que os parametros de verificacdo do método proposto foram balizados através de instrucdes e
procedimentos contidos em guias de validacdo de procedimentos analiticos de agéncias
reguladores nacionais e internacionais, bem como a literatura cientifica apropriada (BRASIL,
2003; ICH, 2005; KRUVE et al., 2015a,b).



&

(&7 .. Y7
Materiais ¢ WMetodes 60

Figura 10. Estrutura quimica dos nove &cidos diterpénicos utilizados para desenvolver o método
CLUE-EM/EM.

COOH

1 - 4cido ent-caurenoico 2 - acido ent-hardwiicko 3 - acido ent-polialtico

5 - acido ent-copalico
(R1(a)=H, R2=CH; R3=COOH)
6 - 4cido ent-3B-hidroxi copalico
(R1(a)=OH R2=CH, R3=COOH)
7 - acido ent-agatico
(R1(a)=H, R2=COOH R3=COOH)

8 - 4cido ent-agatico-15-metil éster
(R1(a)=H, R2=COOH R3=COOCH,)
9 - acido ent-3B-acetoxi copalico
(R1(a) = CH,COO R2=CH; R3=COOH)

COOH

4 - 4cido ent-diidroagatico

4.2.8.1 Condicdes Cromatograficas

As substancias isoladas e as oleorresinas foram analisadas em sistema Acquity CLUE
acoplado ao espectrometro de massas tandem quadrupolo Xevo® TQ-S ambos da marca Waters
(Milford, MS, USA), equipado com fonte de ionizacdo Z-spray operando em modo negativo de
analise, pré-coluna (5 x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna analitica (100 x 4,6 mm, 2,7 um) Ascentis®
Express C18 da marca Sulpeco (Bellefonte, PA, USA).

Os parametros de operacdo utilizados na fonte de ionizacao Z-spray foram: voltagem do
capilar = -2,5 kV, temperatura da fonte Z-spray = 150°C, temperatura de dessolvatacdo do gas
N2 = 350°C, e vazdo do gas de dessolvatacdo = 600 L.h"%; sendo o sistema controlado através
do software MassLynx (versdo 4.1).

A fase movel foi composta por agua ultrapura com 0,1% (v/v) de &cido formico (Solucao
A), metanol Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha) com 0,1% (v/v) de NH4sOH (Solucéo B)
e acetonitrila Merck Millipore com 0,1% (v/v) de &cido formico (Solugdo C). O modo de
eluicdo foi em gradiente conforme Tabela 5, com vazdo de 0,5 mL.min, volume de injecéo de

10 uL, temperatura de 40°C e o tempo total do desenvolvimento cromatografico de 12 min.
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Tabela 5. Gradiente da fase mdvel estabelecido para anélise cromatografica.

Tempo (min) Vaz&o (mL.min™?) Solugéo A Solucéo B Solucéo C
0:00 0,50 40,0 55,0 5,0
5:00 0,50 5,0 92,0 3,0
12:00 0,50 5,0 92,0 3,0

13:00* 0,50 40,0 55,0 5,0
18:00* 0,50 40,0 55,0 5,0

Onde: *Tempo de condicionamento do sistema cromatografico para novas injecoes.

As respostas do sistema foram obtidas por meio de experimentos no sistema CLUE-
EM/EM realizados nos modos single ion reaction (SIR) e multiple reation monitoring (MRM)
por dissociacdo induzida por colisdo (colision induced dissociation — CID) e utilizando argbnio
como gas de colisdo para os ions precursores de interesse. As energias de colisdo e as voltagens

do cone foram otimizadas a fim de obter a melhor sensibilidade para cada diterpeno cido de

interesse, sendo os resultaos dos experimentos sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros do espectrometro de massas para analise de nove diterpenos.

Massa lon Voltagem  Energia de
. tr Modo 2
Analito (min) nominal EM Precursor Canal do cone coliséo
(u) (m/z) V) (eV)

Acido ent- 8,82 302,2 SIR 301 301 08 -
caurenolico
Acido ent- 7,26 3162  MRM 315 315> 271 50 20
hardwiicko
Acido ent-polialtico 7,30 316,2 MRM 315 315 > 205 45 35
Acido ent- 663 3362 MRM 335 335 > 317 40 25
diidroagatico
Acido ent-copalico 7,90 304,2 SIR 303 303 82 -
Acido ent-34- 679 3202  MRM 319 310> 217 50 25
hidroxi-copalico
Acido ent-agatico 6,52 334,4 MRM 333 333> 273 40 25
Acido ent-agatico- 5 g 3482  MRM 347 347 > 273 50 25
15-metil-éster
Acido ent-3f- 720 3622  MRM 361 361 > 319 50 20
acetoxi-copalico

PI 241 1941  MRM 193 193 > 134 50 15

Onde: tr é o tempo de retencdo, EM é o espectrOmetro de massa, e PI é o padréo interno (&cido ferulico).
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4.2.8.2 Curvas analiticas

Foram preparadas solugdes na concentracdo de 1 mg.mL de cada diterpeno e a partir
destas produziu-se uma mistura com as nove substancias (Pool) em diferentes concentracdes,
que dependeram da sensibilidade dos mesmos as condic¢des analiticas propostas. O Pool sofreu
diluicbes de modo que as solugdes resultantes apresentavam concentragdes equidistantes. Por
fim, cada solucdo diluida gerada, pontos da curva analitica, foi acrescida de padréo interno

(P1), o &cido fertlico, na concentragéo de 0,25 pg.mL™.

As curvas analiticas foram descritas correlacionando a concentragdo de cada ponto
(nivel de concentracdo) com sua respectiva resposta analitica, que foi a razdo entre a area da
substancia de interesse no determinado ponto da curva pela area do padrdo interno. As curvas
seguiram o modelo de equacdo linear (Equacdo 3). Os dados experimentais foram coletados,
tratados e analisados utilizando os programas MassLynx (versdo 4.1), Target Lynx (versédo 4.1),
Microsoft Excel (versdo 2013) e Statistica (versao 13).

y=ax+b Equagéo (3)

Onde: y foi a resposta, a coeficiente angular (inclinagdo), x concentragdo em microgramas por
mililitros (ug.mL™) e b o coeficiente linear (interseccéo).

4.2.8.3 Preparo das amostras

As amostras analisadas foram oleorresinas auténticas de C. langsdorffi Desf., C. duckei
Dwyer, C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C. pubiflora
Benth, C. trapezifolia Hayne, C. oblongifolia Mart, C. lucens Dwyer e Copaifera sp. coletada
na cidade de Belterra-PA, bem como seis amostras de oleorresinas comercializadas no mercado
brasileiro, codificadas de C-1 a C-VI.

Solucdes de 1 mg.mL?' de cada oleorresina foram preparadas em metanol grau
cromatografico. Em seguida, as solucdes foram diluidas para as concentracdes de 10, 100 e
250 pg.mL™1, as quais foram filtradas com membrana de 0,22 um de porosidade, adicionadas
com padréo interno na concentragéo de 0,25 pg.mL™* e acondicionadas em frascos de 1,5 mL

(vial) sob refrigeragéo até o momento das inje¢Ges no sistema cromatografico.
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4.2.8.4 Parametros de verificagdo do método CLUE-EM/EM

O método desenvolvido CLUE-EM/EM para identificacdo e quantificacdo de nove
acidos diterpenos em oleorresinas das espécies de Copaifera teve a sua confiabilidade
verificada por meio dos seguintes parametros recomendados por guias de validacdo de métodos
analiticos de agéncias nacionais e internacionais (ANVISA, 2003; ICH, 2005; FDA, 2015;
KRUVE et al., 2015a,b):

4.2.8.4.1 Especificidade/Seletividade

A seletividade do método foi verificada definindo-se os parametros operacionais do
espectrometro de massas por meio dos experimentos de EM no modo SIR e de EM/EM no
modo MRM, sendo ambos realizados em modo de ionizac¢ao negativo.

Solucdes de trabalho na concentragdo de 100 ng.mL* de cada uma das substancias
investigadas foram injetadas separadamente nas condi¢cdes cromatograficas descritas no item
4.2.8.1. Os parametros de operagédo do espectrometro de massas foram: voltagem do cone de
ionizacdo, razdo massa carga (m/z) das substancias ionizadas, energia de colisdo para 0 modo
MRM e m/z dos ions precursor e produto para os distintos canais de monitoramento; como
sendo os fatores que permitiram o diagnostico dos diferentes acidos diterpenos pesquisados nas
amostras de oleorresinas de espécies Copaifera. Os dados utilizados para o diagnéstico e

identificacdo das nove substancias estdo descritos na Tabela 6 (pagina 61).

4.2.8.4.2 Linearidade

A linearidade do método para cada substancia foi verificada por meio das curvas
analiticas construidas a partir de diferentes niveis de concentracdo, que dependeram da
sensibilidade de cada substancia as condi¢des analiticas propostas; sendo cada nivel de
concentragdo da curva analisado em triplicada em trés dias consecutivos. As curvas seguiram o
modelo de equacdo linear conforme descrito no item 4.2.8.2 e sem 0 uso de fator de

peso/ponderacdo para as respostas analiticas.

E importante salientar que para melhor ajuste das equacbes matematicas para as
distintas substancias foi necessario, em alguns casos, a remocao de algumas replicatas ou niveis
de concentracdo das curvas. Contudo, todas as curvas analiticas apresentaram nimero de pontos

igual ou superior a seis (n > 6).
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As medidas de avaliacdo da linearidade foram: o coeficiente de correlacéo (r) e o valor
percentual dos residuos das repeticdes nos pontos para cada curva, sendo este ultimo estimado
com auxilio dos programas computacionais Microsoft Excel (versdo 2013) e Statistica (versao
13). (KRUVE et al., 2015).

4.2.8.4.3 Faixa de trabalho

A faixa linear de trabalho adotada para todas as substancias investigadas compreendeu
o intervalo de concentracdo entre o limite de quantificacdo e o nivel de maior concentragéo ou

limite superior de quantificacdo das curvas analiticas construidas.

4.2.8.4.4 Limite de deteccdo (LOD)

O limite de deteccdo (LOD) foi estimado por meio dos dados obtidos nas curvas
analiticas de cada uma das substancias estudadas, uma vez que ndo se realizou aferi¢cfes dos
analitos até o menor nivel de concentracdo detectavel nas condicdes analiticas empregadas.
Desta forma, os LOD foram calculados por meio da seguinte Equacédo (4) descrita por ICH,
(2005) e KRUVE et al. (2015a).

IDD=33X% Equagao (4)

Onde: s é o desvio padrédo do coeficiente linear (intersecdo da curva), e b € a média dos valores

do coeficiente angular (inclinagdo) de trés repeticbes das curva analiticas.

4.2.8.4.5 Limite de quantificacéo (LOQ)

Os menores niveis de concentracdo quantificaveis dos analitos foram estimados
também a partir dos dados obtidos nas curvas analiticas e calculados por meio da Equacéo 5
(ICH, 2005; KRUVE et al., 2015a).
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S

b

LOQ =10 x Equacéo (5)

Onde: s é o desvio padrao do coeficiente linear (intersecdo da curva), e b é a média dos valores

do coeficiente angular (inclinacéo) de trés repeticdes das curva analiticas.

4.2.8.4.6 Precisao

Esta figura de mérito foi estimada em termos de repetitividade (precisao intra-dias) e
precisdo intermediaria (precisdo inter-dias). Para tanto, foram adotados trés niveis de
concentracdo das curvas analiticas, denominados de niveis baixo, médio e alto, os quais foram
definidos individualmente para cada substancia em estudo e analisados no sistema CLUE-EM

com cinco repeticdes em trés dias consecutivos.

As precisdes intra-dias e inter-dias foram expressas individualmente para cada ponto
de controle (nivel de concentracdo) por meio do desvio padréo relativo [DPR (%)], segundo a
Equacédo 6 (PACHOAL et al., 2008; KRUVE et al., 2015b).

DPR (%) = (;—?) x 100 Equagéo (6)

Onde: s é o desvio padrdo e X a média dos valores experimentais das repeticdes em cada nivel

de concentracéo.

4.2.8.4.7 Exatidao

A exatiddo do método CLUE-EM/EM desenvolvido foi estimada utilizando o recurso
da adicdo de padrdo conforme sugerido por Ribani et al. (2004), uma vez que ndo havia

amostras de oleorresinas isentas de todos os diterpenos acidos investigados neste trabalho.

Desta forma, realizou-se 0 seguinte experimento para estimativa deste parametro
dentro do contexto apresentado no paragrafo anterior. Inicialmente, foram preparadas solucées

contendo todos os diterpenos &cidos em trés niveis de concentracdes diferentes, que
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dependeram da sensibilidade de cada uma das substancias ao método proposto. Em seguida,
selecionaram-se trés oleorresinas de espécies que em analises prévias apontaram em conjunto
a presenca das nove substancias estudadas, sendo estas C. reticulata, C. multijulga e C.
paupera. Entdo, cada oleorresina foi diluida e acrescida separadamente de solucdo com a
mistura dos diterpenos acidos e mais solucdo de padrdo interno na mesma concentracao dos
pontos das curvas analiticas. Por fim, as oleorresinas fortificadas com cada uma das solugfes
foram entdo analisadas em triplicata nas condi¢cdes metodoldgicas desenvolvidas.

A exatiddo foi mensurada de acordo com a Equacdo 7 e os resultados foram expressos

em porcentagem adotando como referéncia o valor tedrico calculado das respostas analiticas:

RE 5
Exatidao (%) = (ﬁ) x 100 Equacéo (7)

Onde: RE é a resposta experimental e RT é a resposta tedrica calculada a partir das equagoes

das curvas analiticas.

4.2.8.4.8 Robustez

O parametro da robustez do método foi determinado variando os seguintes fatores e
condi¢Oes: temperatura de eluicdo das amostras no sistema cromatografico de 37 a 40°C, e teor

dos aditivos (acido férmico e hidroxido de amonio) das solugdes da fase mdvel de 0,05 a 0,10%.

Para cada condicao foram realizadas analises, em triplicata, com a mistura das nove
substancias de interesse em trés niveis de concentragdes: 0,125, 0,275 e 0,350 pg.mL™* para o
acido ent-caurenoico, 0,625, 1,375 e 1,75 pug.mL* para os acidos ent-copalico e ent-agatico-15-

metil éster, e 1,25, 2,75 e 3,5 pug.mL! para as demais analitos.

As mudangas propostas para os fatores foram avaliadas por meio do tempo de reteng¢do
e das respostas analiticas para cada um dos diterpenos &cidos. Os dados experimentais coletados
foram tratados por meio de analise de variancia ANOVA e teste t com valor de p < 0,05 para
resultados considerados significativos usando o programa Statistica (versdo 13), sendo 0s
resultados apresentados na forma de média das respostas + desvio padrdo com categorizacdo

por letras minusculas para cada resposta.
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4.2.8.5 Aplicacdo do método

Em seguida ao desenvolvimento, otimizacdo e validacdo do método, dezesseis
amostras de oleorresinas de Copaifera, sendo 10 oleorresinas auténticas e seis comerciais,

foram analisadas no sistema CLUE-EM/EM.

Os resultados qualitativos e quantitativos obtidos de todas as amostras foram
analisadas aplicando métodos estatisticos e analise multivariada utilizando o software Statistica
13 (Tulsa-OK, EUA). Para tanto, inicialmente, os resultados de concentracdo de cada analito
em cada amostra de oleorresina foram combinados em uma matriz com 48 casos e normalizados
pelo método de Pareto, conforme recomendagfes descritas por Van den Berg et al. (2006). Por
fim, os dados padronizados foram analisados com Anélise de Componentes Principais (PCA)

para comparagao entre as amostras investigadas.

O objetivo do uso da PCA foi determinar as semelhancas quimicas e o contetido de
diterpenos entre as amostras de oleorresina estudadas. Além disso, os dados experimentais
adquiridos de todas as amostras foram analisados utilizando a analise de variancia unidirecional
(ANOVA), seguido do teste pos-teste de Tukey para determinar diferencas significativas entre

as amostras de oleorresina, sendo valores de p < 0,05 considerados significativos.

4.2.9 Desenvolvimento do método CG-DIC para analise de sesquiterpenos em

oleorresinas de Copaifera

O desenvolvimento do método analitico empregando cromatdgrafo de fase gasosa com
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) para determinacdo de quatro importantes
sesquiterpenos na oleorresina de Copaifera foi uma segunda proposta de ferramenta analitica
para investigacdo desse produto natural, tendo agora como objetivo a investigacdo dos

componentes volateis.

Inicialmente foram adquiridos padrfes analiticos comerciais de g-cariofileno e o-
humuleno da empresa Sigma-Aldrich (Steinhein, Alemanha. Os demais sesquiterpenos, o-
copaeno e p-elemeno (Figura 11), foram gentilmente cedidos pelo mestrando Victor Pena
Ribeiro, uma vez que o mesmo isolou diferentes sesquiterpenos de 6leos volateis extraidos de

oleorresinas de C. multijuga e C. paupera.
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Figura 11. Estrutura quimica dos quatro sesquiterpenos
utilizados para desenvolver 0 método CG-CID.
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As etapas de desenvolvimento do método CG-DIC sdo descritas nas proximas se¢oes,
adotando como referéncias procedimentos analiticos sugeridos por agéncias reguladoras
nacionais e internacionais, bem como a literatura cientifica apropriada (BRASIL, 2003; ICH,
2005).

4.2.9.1 Condicdes cromatogréficas

O desenvolvimento do método CG-DIC e anélise das amostras de oleorresinas de
Copaifera foram realizadas utilizando cromatdgrafo de fase gasosa da Agilent Technologies
(Santa Clara-CA, EUA) modelo 6890N equipado com: injetor manual operado em modo split
com razdo 1:40, coluna capilar HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 um) também de marca Agilent e
detector por ionizagdo em chama. A mistura de gases foi composta por ar sintético, N2 e Ha(g)
e a evolucdo da temperatura foi programada conforme descrito na Tabela 7, sendo a temperatura
do injetor e do detector 250°C e fluxo de fase mdvel de 1 mL.mL. Todo o sistema foi operado
por meio do software HPCORE ChemStation.

O volume de injecdo dos niveis de concentracdo de cada curva analitica e das solugcdes

de amostras foi de 1 pL.
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Tabela 7. Programagao da temperatura utilizada no método CG-DIC.

Taxa (°C.min?) Temperatura (°C) Manutencéo (min) Tempo (min)

- 120 0,00 0,00

3,00 146 1,00 9,67

3,00 149 1,00 11,67

1,00 150 1,00 13,67

3,00 170 0,00 20,34

5,00 205 0,00 27,34

Post run* 300 2,00 29,34

Onde: *Tempo de condicionamento do sistema cromatografico para novas injecoes.

4.2.9.2 Curvas analiticas

Solucdes 5 mg.mL-* em hexanos grau cromatografico Tedia (New York, EUA) de cada
sesquiterpeno foram preparadas. Em seguida, aliquotas de cada uma destas solucdes foram
reunidas (Pool) e diluidas, gerando solucdes nas concentracbes de 100, 200, 300, 400, 500, 600
e 700 pg.mL*?, as quais foram acrescida de 100 pug.mL?! de padrdo interno 1,2,4,5-
tetrametilbenzeno 98% (TMB) Sigma-Aldrich (Steinhein, Alemanha).

As curvas analiticas foram descritas correlacionando a concentracdo de cada ponto
com sua respectiva resposta analitica, que foi a razéo entre a area da substancia de interesse no
determinado ponto da curva pela area do padrdo interno. As curvas seguiram o modelo de
equacdo linear do tipo y = ax + b, onde y foi a resposta analitica (area do analito/area do
TMB), a coeficiente angular (inclinagdo), x concentracdo em micrograma por mililitros
(ug.mLY) e b o coeficiente linear (intersecdo). Os dados experimentais foram coletados,
tratados e analisados utilizando os programas HPCORE ChemStation, Microsoft Excel (verséo
2013) e Statistica (versdo 7.1).

4.2.9.3 Preparo das amostras

Solucdes nas concentragdes de 1, 2 e 3 mg.mL™ de cada oleorresina auténtica ou
comercial foram preparadas em mistura de hexanos:acetato de etila (9:1) grau cromatografico.
Em seguida, as solucgdes foram filtradas com membrana de 0,22 pm de porosidade, adicionadas
com padréo interno na concentragdo de 100 pg.mL* e acondicionadas em frascos de 1,5 mL

(vial) sob refrigeracdo até 0 momento das injecoes.

As amostras analisadas foram oleorresinas de C. langsdorffi Desf., C. duckei Dwyer, C.
reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C. pubiflora Benth, C.

trapezifolia Hayne, C. oblongifolia Mart e Copaifera sp.; além de seis amostras comerciais
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adquiridas no mercado brasileiro. Infelizmente a amostra de oleorresina de C. lucens sofreu
contaminagdo durante o armazenamento, e desta forma foi descartada; ndo sendo avaliada

quanto ao teor a-copaeno e -elemeno, g-cariofileno e a-humuleno.

4.2.9.4 Parametros de validacao

Os parametros de desempenho do método CG-DIC para analise de quatro

sesquiterpenos em oleorresinas das espécies de Copaifera foram os seguintes:

4.2.9.4.1 Seletividade

A seletividade para o metodo CG-DIC desenvolvido foi definida através da
comparacdo do perfil cromatograficos dos quatros padrdes de sesquiterpenos individuamente
com as amostras de oleorresinas, somado a avaliagdo das seguintes respostas: tempo de retencéo
(tr), largura da base (wb), niUmero de pratos tedricos de cada sinal cromatografico (N), fator de
separacdo (a) e resolu¢do cromatografica (Rs), sendo os trés altimos calculados aplicando as
Equacdes 8, 9 e 10, respectivamente (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006; KRUVE et al.,
2015a).

N =16 x (t—r) Equagso (8)
Whp
o= tﬂ Equacéo (9)
tr'1

_ 2 X (trz - trl)

= Equacéo (10)
(Wp1 + Wp2)

S
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4.2.9.4.2 Linearidade

A linearidade para os quatro sesquitepenos foi determinada por meio das curvas
analiticas construidas a partir de diferentes niveis de concentracdo adicionadas do padrédo
interno TMB, onde cada nivel de concentragdo foi injetado em triplicada em trés dias
consecutivos. As curvas seguiram o modelo de equacdo linear conforme descrito na secao

4.2.9.2, e sem 0 uso de fator de peso/ponderacdo para as respostas analiticas.

As medidas de avaliacdo da linearidade foram: o coeficiente de regressao (r) e o valor

percentual dos residuos das repeticdes nos pontos das curvas (KRUVE et al., 2015b).

4.2.9.4.3 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho para o0 método CG-DIC foi definida como a amplitude de
concentracdo entre o limite de quantificagdo e o nivel de maior concentracdo ou limite superior

de quantificacdo das curvas analiticas construidas.

4.2.9.4.4 Limite de detec¢do (LOD)

O limite de detecgéo para cada sesquiterpeno foi calculado a partir dados das curvas
analiticas utilizando a Equacdo 4 (ICH, 2005 e KRUVE et al., 2015a), descrita na secao
4.2.8.4.4,

4.2.9.4.5 Limite de quantificacéo (LOQ)

O limite de quantificacdo (LOQ) para cada analito foi calculado a partir dados das
curvas analiticas empregando a Equacdo 5 (ICH, 2005 e KRUVE et al., 2015a), descrita na
secdo 4.2.8.4.5.

4.29.4.6 Precisao

A precisdo foi estimada atraves da repetitividade (precisdo intra-dias) e precisao
intermediéaria (precisdo inter-dias) entre trés nivel de concentracdo das curvas analiticas: baixo,
médio e alto com 100, 300 e 500 ug.mL* de concentracéo, respectivamente. Cada nivel de

concentragdo foi injetado no CG-DIC em cinco repeti¢Oes por trés dias consecutivos.
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As precisoes intra- e inter-dias foram expressas individualmente para cada ponto (nivel
de concentracdo) por meio do desvio padréo relativo [DPR (%)], de acordo com Equacéo (6)
apresentada na se¢do 4.2.8.4.6 (PACHOAL et al., 2008; KRUVE et al., 2015b).

4.2.9.4.7 Exatidao

A exatiddao do método CG-DIC foi estimada atraves do procedimento de fortificacéo
(adicédo de padrdo interno) de uma amostra contendo mistura de oleorresinas auténticas (Pool)
com trés niveis crescente de concentra¢do da mistura de padrdes de sesquiterpenos, adicionado
também com padréo interno na mesma concentracdo aplicada nos pontos da curva (RIBANI et
al., 2004).

A exatiddo foi mensurada conforme célculos descritos na secao 4.2.8.4.7 (Equacéo 7),
e os resultados foram expressos em porcentagem tomando como referéncia o valor tedrico

calculado das respostas analiticas.

4.2.9.4.8 Robustez

A figura de mérito robustez do método CG-DIC para anélise de a-copaeno e f-
elemeno, p-cariofileno e a-humuleno em amostras oleorresina de Copaifera foi determinada
seguindo planejamento experimental fatorial proposto por Plackett-Burman e descrito por
Heyden et al. (2001) nas concentracdes de 100, 300 e 500 pugmL™?, avaliando os seguintes
fatores: temperatura do injetor (°C), split — diviséo da amostra no injetor, temperatura inicial e
final do forno (°C), temperatura do detector (°C), vazdo da fase mével (mL.min™) e vazdo do

N2 (mL.mint) em dois niveis (-1 e +1) (Tabela 8).
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Tabela 8. Fatores e planejamento experimental tipo Placktt-Burman usado para robustez do método CG-DIC.

Fator Descri¢do do fator Variagdo Nivel (-1) Nominal (0) Nivel (+1)
A Temperatura do injetor (°C) 5 245 250 255
B Split (divisdo de amostra) +2 1:38 1:40 1:42
C Temperatura inicial do forno (°C) +5 115 120 125
D Temperatura final do forno (°C) +5 205 210 215
E Temperatura do detector (°C) 5 245 250 255
F Fluxo de fase mével (mL.min) +0,1 1,9 2,0 2,1
G Vazdo de Ny (mL.min?) 2 38 40 42
Planejamento fatorial
E . Fatores R
Xperimento B C D = F G esposta
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 R1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 R2
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 Rs
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 R4
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 Rs
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 Re
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 Ry
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 Rs

Oito experimentos foram realizados (em triplicata) e ao término dos mesmos foram
consideradas as respostas (R): tempo de retengdo e resposta analitica para cada sesquiterpeno
separadamente. A partir das respostas, calculou-se o efeito para cada fator conforme Equacéo
11:

- <Z y(+) Zﬂ—)) Equacdo (11)
x n/2 n/2

Onde: Ex ¢ o valor do efeito para o fator “x”, Xy (+) é somatorio das respostas no nivel positivo,
Yy (=) € somatdrio das respostas no nivel negativo, e n € o numero de experimentos definidos

no planejamento.
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4.2.9.5 Aplicacdo do método

Apobs o desenvolvimento, otimizacdo e validagdo, quinze amostras de oleorresinas
foram analisadas no sistema CG-DIC para quantificacdo de a-copaeno, p-elemeno, f-

cariofileno e a-humuleno.

Os dados experimentais adquiridos de todas as amostras foram analisados utilizando a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste pds-teste de Tukey para determinar diferencas
significativas entre as amostras de oleorresina, sendo valores de p <0,05 considerados

significativos.

4.3 ESTUDO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS
4.3.1 Obtencao dos extratos

Inicialmente as folhas moidas de cada espécie coletada tiveram sua granulometria de
particula uniformizada com auxilio de Tamis com malha de 45 mesh (355 mm). Em seguida,
aproximadamente 100 mg do p6 das folhas foram transferidos para erlenmeyers de 125 mL
contendo 20 mL de solucdo de etanol 70% com padrdo interno (40 pg.mL™?). O processo
extrativo ocorreu em incubadora TE-420 de marca Tecnal (Piracicaba-SP, Brasil) a 30°C com
agitacdo de 120 rpm durante 1 h. Os extratos foram filtrados em papel tipo qualitativo
(MOTTA, 2014).

Dez mililitros do filtrado de cada extrato hidroalcoolico foram transferidos para tubos
de ensaio com tampa e particionados com 5 mL de hexanos grau cromatografico para remocéo
de ceras e outras substancias de baixa polaridade. Uma aliquota de 1,8 mL de cada extrato foi
transferida para um microtubo de 2 mL Eppendorff (Hamburgo, Alemanha) e secas em
SpeedVac Savant SPD 2010 Thermo (Milford, MA, EUA) durante 24 h. O material seco foi
ressuspendido em solugdo de metanol grau LC-MS Avantor (Center Valley, PA, EUA) 70%
até a concentragdo de 500 pg.mL1. Em seguida, as solu¢des foram filtradas em membrana de
0,22 um, colocadas em frascos do tipo vial de 1,5 mL e acondicionadas sob refrigeracdo até

futuras andlises no sistema CLUE-EM.

4.3.2 Condicdes cromatograficas e analise dos extratos das folhas por CLUE-EM

A analise da composicao quimica dos extratos hidroalcéolicos das folhas de Copaifera

coletadas foi realizada de acordo com o método descrito por Motta (2014) com adaptaces.
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As andlises qualitativas foram realizados em sistema CLUE-EM marca Thermo Fisher
Scientific (Waltham-MA, USA) equipado com cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia modelo
Accela, bombas modelo Accela 1250, detector de arranjo diodos modelo Accela PDA detector,
pré-coluna (5 x 4,6 mm, 2,7 um) e coluna analitica (100 x 3,0 mm, 2,5 um) Synergi Polar RP
da marca Phenomenex (Torrance-CA, EUA), e acoplado aum espectrometro de massas modelo
Exactive Plus com analisador do tipo Orbitrap® operando nos modos positivo e negativo,

concomitantemente.

Os parametros de operagdo utilizados na fonte de ionizagdo por eletrospray foram:
temperatura do capilar e da fonte em 300 °C, diferenca de potencial do spray em 3,6 kV (modo
positivo) e 3,2 kV (modo negativo), faixa de deteccdo do scan: m/z 100 a 1.000 e resolucgéo full
scan igual a 70.000 (200 m/z). Todo sistema citado foi controlado com auxilio do software
Xcalibur verséo 2.2.2011.

A fase movel foi composta por agua ultrapura com 0,1% (v/v) &cido férmico (Solugédo
A), metanol-acetonitrila Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha) com 0,1% (v/v) de &cido
férmico (Solucdo B). O modo de eluicdo foi em gradiente conforme Tabela 9, apresentando

vazdo de 0,4 mL.min, volume de injecdo de 5 pL e temperatura de 40°C.

Tabela 9. Gradiente da fase movel estabelecido para analise cromatografica CLUE-EM.

Tempo (min) Vazdo (mL.min™?) Solucédo A Solugéo B
0,00 0,40 90 10
8,33 0,40 85 15

29,17 0,40 64 36
31,25 0,40 0 100
33,33 0,40 0 100
35,42* 0,40 90 0
37,50* 0,40 90 0

Onde: * Tempo de condicionamento do sistema cromatogréfico para novas injecoes.

Os extratos das folhas foram injetados em triplicata nas condic¢des analiticas descritas
anteriormente, a fim de se obter os tempos de retencéo relativos de cada sinal cromatografico.
Além disso, foram injetas solucdes de acido galoilquinicos e flavonoides isolados de folhas C.
langsdorffii gentilmente cedidas pelo Mestre Erick Motta para comparacdo com os dados

obtidos experimentalmente.

Para processar 0s dados obtidos do sistema CLUE-EM em formato .raw,

primeiramente foi necessario separar os dados dos modos: positivo e negativo. Para extrair 0s
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dados em cada modo de ionizacéo e transforma-los em formato .mzXML foi utilizado o software
MsConvert do pacote ProteoWizard (CHAMBERS, 2012; KESSNER et al., 2008). Em seguida,
os dados foram analisados com auxilio do software MZmine® em um modo de ionizagdo de
cada vez e processando os dados realizando as seguintes etapas: 1) deteccéo e selecéo dos sinais
cromatograficos (pico), IlI) constru¢do dos cromatogramas, IIl) alinhamento dos
cromatogramas, V) preenchimento das falhas dos cromatogramas; V) comparacdo com 0s
dados das solucdes dos isolados, e VI) atribuicdo/sugestao para os sinais cromatograficos. Para
esta Ultima etapa, foram adotados os seguintes parametros no MZmine®: nivel de ruido de 1 x
108; altura minima do pico 1.5 x 108, e tolerancia de m/z de 5,0 ppm.

Os dados processados no software mzMine foram exportados na forma de tabelas
(Microsoft Excel) contendo as areas, tempo de retencdo e massa/carga de cada cromatograma
dos extratos analisados. Por fim, os dados processados foram convertidos em graficos em barras

para melhor visualizacdo e comparagdo das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Munido das autorizacdes para coleta, transporte e estudo cientifico das espécies que
por ventura fossem coletadas, no periodo entre os anos de 2012 a 2014 foram coletadas
diferentes espécies distribuidas no territério brasileiro, sendo os dados de localizacdo e
rendimento de cada coleta apresentados na Tabela 10. Os individuos visitados estavam na
floresta amazonica, mata atlantica e florestas estacionais, sendo que os locais de aquisi¢do estdo
de acordo com a distribuicdo geogréfica descrita na literatura para o Brasil (VEIGA-JUNIOR
e PINTO, 2002; MARTINS-DA-SILVA, PEREIRA, LIMA, 2008).

Aproximadamente 70 individuos foram visitados nas regifes norte, centro oeste e
sudeste do Brasil, onde 10 espécies diferentes adquiridas: C. langsdorffii Desf., C. duckei
Dwyer, C. reticulata Ducke, C. oblongifolia Mart, C. lucens Dwyer, C. trapezifolia Hayne, C.
multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C. pubiflora Benth e Copaifera sp. Todavia, a
identificacdo taxonémica de alguns individuos visitados ndo pode ser atribuida, devido as
exsicatas montadas em campo ndo permitirem a uma andalise completa; deste modo estes

individuos receberam a denominacgdo de Copaifera sp.

A etapa de coleta das amostras de folhas e oleorresinas demandou bastante empenho
organizacional e fisico por parte dos pesquisadores envolvidos, uma vez que fatores como: [1]
pouca experiéncia na atividade de coleta da oleorresina e folhas, [2] dificuldade de acesso as
localidades de coleta, sendo necessario por vezes o0 uso de transporte rodoviario, maritimo e
aéreo, [3] disponibilidade de mateiros/coletadores/agricultores para auxilio na aquisicdo do
material vegetal, [4] disponibilidade de meios de conservacdo das folhas, pois processo de
secagem das partes aéreas ndo se realizaria em campo, e [5] custos; foram determinantes para

0 sucesso na aquisicdo das amostras.

Observando os dados apresentados na Tabela 10, pode-se notar que as amostras
coletadas na regido norte do Brasil foram as que apresentaram maior rendimento em material
vegetal coletado, tanto de 6leo resina quanto de folhas, onde se destacaram os individuos das
espécies C. duckei Dwyer, C. reticulata Ducke, C. paupera (Herzog) Dwyer e C. pubiflora
Benth, localizados em Belém-PA, Brasil Novo-PA, Xapuri-AC e Mucajai-RR,
respectivamente. Entretanto as amostras coletadas nas outras duas regides, de modo geral,

forneceram pouca quantidade de material, sobretudo em relagdo a oleorresina.
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Tabela 10. Espécies do género Copaifera coletadas no territorio brasileiro.

. Rendimento . o e x aw Ndmero de
Espécies Folhas* Oleorresina Localidade Dados de GPS Identificacéo Registro****

Copaifera langsdorffii 8,0 kg 25 mL Cajuru-SP - SPFR 14438

. . . S01°06.933° 175206
Copaifera duckei 3 kg 4L Belém-PA 048°19 781" EMBRAPA

. . . S03°22.028° 175266
Copaifera reticulata 1,5 kg 2L Brasil Novo-PA W052°29 947° EMBRAPA
Copaifera oblongifolia 3,5kg 30 mL Pirajuba-MG - SPFR 14437
Copaifera lucens 3,2 kg 2mL Vista Chinesa-RJ - JBRJ 474303
Copaifera trapezifolia (1) 3,0kg - Jd. Botanico-RJ - EMBRAPA 178494

. o Pq Est. Carlos Botelho S S24°03.421° 178494
Copaifera trapezifolia (2) - 80 mL Miguel Arcanjo-SP WA7°59 340° EMBRAPA

. " S03°11.858’ 180069
Copaifera multijuga (1) 1,62 kg 250 mL Manacapuru-AM W060°35.437° EMBRAPA

. .. S03°11.858° 180069
Copaifera multijuga (2) 1,61 kg 220 mL Manacapuru-AM W060°35.466° EMBRAPA

. .. S03°12.109° 180069
Copaifera multijuga (3) - 500 mL Manacapuru-AM W060°35.193° EMBRAPA

. . S010°27.861° 175983
Copaifera paupera (1) 1,15 kg 3L Xapuri-AC W068°35.815° EMBRAPA

. . N02°36.213° 175983
Copaifera paupera (2) 0,32 kg 1L Xapuri-AC W060°56.767° EMBRAPA

. . .. N02°36.213° 180231
Copaifera pubiflora (1) 2,05 kg 1L Mucajai-RR W060°56.767° EMBRAPA

. . .. N02°36.205° 180231
Copaifera pubiflora (2) 1,35 kg 18L Mucajai-RR W060°56.767° EMBRAPA

. . - N02°36.272° 180231
Copaifera pubiflora (3) 1,65 kg 200 mL Mucajai-RR W060°56.775° EMBRAPA
Copaifera sp. 0,4 kg 2L Belterra-PA - EMBRAPA -

i - S 13° 6'58.94° -
Copaifera sp. - 15mL Nova Ubiratd-MT W 54°50'57 30° -

. N S 13°7'6.55° -
Copaifera sp. - 30 mL Nova Ubiratd-MT W 54°50°23 15° -
Copaifera sp. - 60 mL Nova Ubiratd-MT S13°77.11 - )

W54°50'18.13°

Onde: *rendimento em material seco, **s3o as coordenadas geogréaficas aproximadas geradas em campo com auxilio de aparelho de GPS modelo eTrex® 30 Garmin (Schaffhausen,

Suiga), ***Institui¢bes responsaveis pela identificacdo do material coletado, **** NUmero de registro baseado no nimero das exsicatas dos herbarios.
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Em relacdo a quantidade de oleorresina adquirida, Plowden (2003) e Silva et al. (2012)
apontam que a disponibilidade deste produto é demasiadamente variavel, fato que pode ser
justificado entre outros fatores pelo: condigdes fisiologicas, porte e idade dos individuos
visitados, periodo do ano em que os individuos foram visitados, indice pluviométrico das

regides, variabilidade de producdo da oleorresina por cada espécie, entre outros fatores.

5.2 ESTUDO DAS OLEORRESINAS
5.2.1 Hidrodestilacéo

Amostras de oleorresinas auténticas coletadas foram submetidas ao processo de

hidrodestilacdo para a verificagdo do teor das suas respectivas fracGes volatil e resinosa.

Em virtude dos diferentes rendimentos na coletada das oleorresinas, foi possivel
realizar o processo de extracdo do 6leo volétil das seguintes espécies: C. langsdorffii Desf., C.
duckei Dwyer, C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C.
pubiflora Benth, C. lucens Dwyer e de Copaifera sp., que foi coletada no municipio de Belterra-
PA. As demais espécies ndo possuiam quantidade suficiente para realizacdo da extracdo. Na
Tabela 11 estdo apresentados os resultados, em percentual, de fragdo volatil e fracdo fixa das
oleorresinas obtidas pelo processo de hidrodestilagéo.

Tabela 11. Percentual da fracdo volatil e fracdo fixa das oleorresinas coletadas.
Rendimento (%)

Espécies

Fracao volatil (OV) Fracéo Fixa (R)
C. langsdorffii Desf. 72,4 21,6
C. duckei Dwyer 27,4 72,6
C. reticulata Ducke 41,0 59,0
C. multijuga Hayne 92,7 7,3
C. paupera (Herzog) Dwyer 31,2 68,8
C. pubiflora Benth 34,5 65,5
C. trapezifolia 45,2 54,8
Copaifera sp. (Belterra-PA) 53,5 46,5

Onde: OV é 6leo volétil e R é resina.

Os resultados percentuais das fracdes resultantes da hidrodestilacdo revelaram que as
amostras de oleorresinas de C. multijuga e C. langsdorffii apresentaram maiores rendimentos
em oOleo voléatil, com 92,7 e 72,4%, respectivamente; valores superiores aos descritos na
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literatura (CASCON E GILBERT, 2000; PAIVA et al., 2004; GELMINI et al., 2013;
TRINDADE et al., 2013). A oleorresina de Copaifera sp. demonstrou ter rendimento na fragéo
volatil em torno de 50%. A fracdo resinosa teve maior percentual nas demais espécies
estudadas. Cascon e Gilbert (2000) descreveram diferentes quantidades de 6leo volatil para
amostras de oleorresina de C. multijuga (80%), C. duckei (~ 40%) e C. guianensis Desf. (20%).

Ap0s a separacdo da resina e do 0Oleo volatil foi possivel constatar que a fracdo fixa
(resina) é a fracdo que confere cor a oleorresina, pois todos 0s Oleos voléteis extraidos

apresentaram aspecto incolor.

Os resultados experimentais mostraram que a quantidade de 6leo volatil presente nas
amostras de oleorresinas de Copaiferas coletadas foi variavel entre as diferentes espécies, dados
que podem ser justificados pela influéncia dos fatores bidticos e ambientais de cada regido
aonde esse foi coletado (PLOWDEN, 2003). Souza de Oliveira et al. (2017) ao investigar a
variabilidade quimica e de rendimento de oleorresina de C. langsdorffii indicam que os fatores
idade, porte, periodos sazonais e indice pluviométrico foram fatores que influenciaram
diretamente no rendimento de dleo volatil extraido da oleorresina; fatores estes que podem

interferir na producdo dessa fragdo em outras espécies.

Por fim, os 6leos volateis produzidos foram disponibilizados a outros membros do
Projeto Tematico para isolamentos dos principais componentes e para teste de avaliacdo de

atividade bioldgica, a exemplo da atividade leishmanicida.

5.2.2 Fracionamento da oleorresina de Copaifera duckei

A oleorresina de Copaifera duckei coletada no municipio de Belem-PA foi submetida
ao processo de fracionamento por meio de cromatografia em coluna classica utilizando silica
gel 60 H como fase estacionaria, resultando em 12 fracdes. Na Tabela 12 sdo apresentadas as
massas obtidas para cada fracdo e seu respectivo rendimento em relagdo a massa inicial de

oleorresina bruta empregada.
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Tabela 12. Fracionamento em coluna cléssica da oleorresina de C. duckei.

Fracdes Descricdo* Massa (g) Rendimento (%)
ORCd-1 hexanos 14,3123 27,5
ORCd-2 hexanos : acetato de etila (9:1) 24,1529 47,1
ORCd-3 hexanos : acetato de etila (4:1) 4,0686 79
ORCd-4 hexanos : acetato de etila (7:3) 1,8080 3,5
ORCd-5 hexanos : acetato de etila (3:2) 4,9688 9,7
ORCd-6 hexanos : acetato de etila (1:1) 0,7814 15
ORCd-7 hexanos : acetato de etila (2:3) 0,1388 0,3
ORCd-8 hexanos : acetato de etila (3:7) 0,0898 0,2
ORCd-9 hexanos : acetato de etila (1:4) 0,0255 0,0
ORCd-10 hexanos : acetato de etila (1:9) 0,0510 0,1
ORCd-11 acetato de etila 0,0088 0,0
ORCd-12 metanol 0,0004 0,0

Onde: *entre parénteses estdo descritas as proporc¢des dos solventes aplicadas no fracionamento.

As fracdes ORCd-1 e ORCd-2 foram as que apresentaram maiores rendimentos do

processo de fracionamento, com 27,5 e 47,1%, respectivamente. A fragdo ORCd-1, composta

por oOleo volatil incolor (Figura 12), apresentou rendimento similar ao encontrado no processo

de hidrodestilacdo para a mesma amostra (ver Secdo 5.2.1). Em relacdo a sua composicao

quimica, os dados encontrados para a fragdo ORCd-1 ndo evidenciaram diferencas qualitativas

quando comparado com dados obtidos da na anélise de MEFS-CG-EM (ver Se¢éo 5.2.6), sendo

que ambos os dados, estdo de acordo com a literatura para esse produto natural (LAMEIRA et

al., 2009); desta forma, a utilizacdo da técnica MEFS utilizando fibra do tipo

polidimetilsiloxano (PDMS), mostrou-se um excelente alternativa para a verificacdo da

composicao quimica das oleorresinas de espécies de Copaiferas.

Figura 12. Cromatograma da fragdo ORCd-1, sendo o f-cariofileno, a-guieno e S-bisaboleno os

componentes majoritarios.
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Em seguida, solucdes de 1 mg.mL* das fragdes ORCd-2 a ORCd-8 foram analisadas
separadamente em sistema analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado ao
detector CORONA CAD (CLAE-CAD) e tiveram seu respectivo perfil cromatografico
comparado com a amostra de oleorresina bruta - ORCd (Figura 13).

Foi possivel verificar que o processo utilizado gerou fragdes com perfil cromatografico
mais simples quando comparado com a analise da ORCd bruta. As fracbes ORCd-2, ORCd-3
e ORC-4 apresentaram poucos sinais de substancias em seus cromatogramas e consideravel

massa recuperada, sendo entdo encaminhadas para os processos de isolamentos e purificagao.

A fragdo ORCd-5 apresentou rendimento de 9,7% e um sinal intenso em seu

cromatograma em aproximadamente quatro minutos, constituida de uma Unica substancia.

As fragcdes ORCd-6, ORCd-7 e ORCd-8 apresentaram as menores massas recuperadas
em comparacgdo com as fracGes iniciais e um perfil cromatografico pouco interessante do ponto
de vista do isolamento das principais substancias presentes na oleorresina bruta de C. duckei,
em virtude das baixas intensidades dos sinais gerados ou pela inexisténcia de sinais. As demais
fracbes (ORCd-9 a ORCd-12) ndo foram analisadas pois seus respectivos rendimentos foram
muito baixos e as principais substancias de interesse ja haviam sido separadas nas fracdes

anteriores.
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Figura 13. Perfil cromatogréfico da oleorresina bruta de C. duckei (ORCd) e das
fracGes ORCd-2 a ORCd-8 obtidos por CLAE-CORONA CAD.
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5.2.3 Isolamento de diterpenos da oleorresina de C. duckei

Analisando os resultados de fracionamento gerados, foram selecionadas as fracfes
ORCd-2, ORCd-3 e ORC-4 (Figura 14) para o processo de isolamento dos seus principais

constituintes.

Figura 14. Cromatograma das fracbes ORCd-2, ORCd-3 e ORCd-4 utilizando
sistema CLAE-UV/Vis semipreparativo.
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Diferentes procedimentos foram testados para o isolamento dos principais
constituintes das fracdes de ORCd, tais como: cromatografia em fase liquida empregando
coluna de vidro classica utilizando silica com menor diametro e aplicando diferentes misturas
de eluigdo de solventes e colunas cromatogréficas, cromatografia em camada delgada em modo
preparativo (CCD), cromatografia em camada delgada centrifuga (Chromatotron) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa. Porém apenas o sistema CLAE UV/Vis

permitiu o isolamento de substancias das fra¢oes selecionadas.

O isolamento por meio de CLAE UV/Vis semipreparativa necessitou de algumas
adaptacOes, tais como: utilizacdo de coluna cromatografica com fase estacionaria diferente
daquela empregada em modo analitico, pois ndo havia disponivel no mercado a coluna com

fase estacionaria Kinetex® Biphenyl com dimensdes compativeis com o modo semipreparativo
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ou preparativo, o cromatdgrafo utilizado no modo analitico da Waters ndo estava em pleno
funcionamento no modo preparativo, logo optou-se por outro equipamento, o uso de detector
UV/Vis operando a 205 nm, e modificacdes na composicdo da fase mével e no gradiente de

eluicéo.

A fracdo ORCd-2 apresentou seis sinais cromatogréficos, sendo dois destacados
quando comparados aos demais. Os compostos dos dois sinais majoritarios foram isolados a
partir de 630 mg em aliquotas que foram reunidas e concentradas, rendendo 188 mg de uma
subfracéo, denominada de ORCd-2.4.

A pesar das inimeras tentativas de modificar as condi¢cdes cromatograficas, ndo foi
possivel isolar componentes da fracdo ORCd-3, pois ndo houve separacéo satisfatoria entre os

componentes desta fracao.

O perfil cromatogréfico da fracdo ORCd-4 apresentou trés sinais, sendo apenas um
deles majoritario em relacdo aos demais. Aproximadamente 310 mg foram utilizados para o
isolamento, a partir desta massa foram isolados 94 mg de uma substancia pertencente a
subfracdo ORCd-4.6.

Por fim, o isolado da fracdo ORCd-5 apresentou massa isolada de 638 mg.

5.2.4 Purificacgéo por cristalizacdo dos compostos isolados

As substancias isoladas nas subfragdes ORCd-2.4 e ORCd-4.1.6, e na fragdo ORCd-5
foram submetidas ao processo de cristalizacdo empresando-se temperatura e mistura de
solventes, acetona e hexanos, a fim remover impurezas e assim obter substancia com maior teor

de pureza.

Ap0s a execucao do procedimento descrito no item 4.2.4, as ORCd-2.4 e ORCd-4.1.6
geraram pequenos cristais na cor branca e amorfos. J& a fragdo ORCd-5 forneceu cristais em
forma de pequenas “pétalas” transparentes e limpidas. A cristalizacdo resultou 53, 44 e 64% de
rendimentos para ORCd-2.4, ORCd-4.1.6 e ORCd-5, respectivamente. A pureza dos compostos
isolados foi estimada entre 96-98%, com base na analise dos cromatogramas no sistema CLAE-
CORONA CAD e espectros de RMN unidimensional de 3C.
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5.2.5 Identificacdo estrutural das substancias isoladas

Os isolados das fragdes ORCd-2.4, ORCd-4.1.6 e ORCd-5 foram submetidos a
experimentos de RMN de 'H e '3C unimensional e bidimensional (mapas de contorno). Os
dados experimentais gerados por meio dos experimentos RMN e de comparagdo com a
literatura estdo descritos nas Tabelas 13 a 15, estando os espectros disponiveis nos apéndices
de 1al5.

5.2.5.1 Identificagdo estrutural do composto isolado ORCd-2.4

O espectro de 'H do isolado ORCd-2.4 (Tabela 13 e apéndices de 1 a 5) apresentou
quatro simpletos com: ¢ 0,72 e ¢ 1,15 ppm integrados para trés hidrogénios, atribuidos aos
hidrogénios das metilas nas posicdes C-20 e C19, respectivamente; e ¢ 4,59 e ¢ 4,88 ppm
integrados para um hidrogénio, que foram atribuidos aos hidrogénios do carbono na posigdo
17; um pseudo tripleto com 6 6,26 (J = 0,5 Hz) integrado para um hidrogénio atribuido ao
hidrogénio do carbono 14, dois sinais com multiplicidade ndo definida em ¢ 7,26 e 6 7,35 ppm
integrados para um hidrogénio atribuidos para os hidrogénios dos carbonos nas posi¢oes 16 e
15 do anel furano monosubstituido. Os demais sinais com deslocamentos quimico entre 1,20 e
2,60 ppm ndo apresentaram definicdo satisfatoria para suas verificacfes, sendo necessario

analise sobre os espectros bidimensionais (HSQC e HMBC) para realizar as demais atribuicdes.

Os espectros de '3C do isolado ORCd-2.4 apresentou 20 sinais, compativel com o
esqueleto bésico de um diterpeno, metabdlito comum em oleorresinas de copaiferas
(LEANDRO et al., 2012). O espectro de DEPT 135 de 3C revelou a presenca de dois carbonos
metilas (-CHa), oito carbonos metileno (-CH>), cinco carbonos metinos (-CH) e cinco carbonos
ndo hidrogenados, dos quais destaca-se o com deslocamento quimico em ¢ 184,9 ppm,

indicativo da ligagcdo C-O de carbonila (C-18).

O mapa de contorno HSQC permitiu atribuir as correlagbes a curta que estdo

demonstradas nas colunas ¢ *H e 13C da Tabela 13.

O mapa de contorno HMBC permitiu atribuir as seguintes correlaces a longa: o
hidrogénio da posicdo 14 correlaciona-se com os carbonos 13, 15 e 16; os hidrogénios da
posicdo 17 correlacionam-se com os carbonos 7, 8 e 9; os hidrogénios da posicdo 19
correlacionam-se com os carbonos 3, 5 e 18; e os hidrogénios da posicdo 20 correlacionam-se

com os carbonos 1,5¢e 9.
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Tabela 13. Dados experimentais dos espetros de *H e *C para ocomposto isolado ORCd-2.4 em CDCl; (500 e
125 MHz).

Estrutura do isolado ORCd-2.4

M COOH
Posicéo o *H (ppm o H (ppm)** o BC
(cna) [muItipI(iF():Fi)da)de] 9 °C (ppm) HMBC [multié)ﬁ)i?:id;de] (ppm)**
1 1,10 (m) 38,1 C-2; C-20 o 37,7
2 1,60 (m); 1,76 (m) 18,6 C-1; C-3; C-20 ok 18,2
3 1,62 (m) 373 C-2; C-19 e 36,9
4* - 47,7 - - 47,3
C-6; C-7; C-19;
5 1,94 (dd) 49,7 C-20 Fhx 49,3
6 1,38 (m); 1,47 (m) 27,0 C-5;C-7 e 26,6
7 2,05 (m) 38,0 C-6; C-8; C-17 e 37,6
g* - 147,9 - - 1475
9 1,73 (m) 56,2 C-17 ok 55,9
10* - 39,0 - - 38,6
C-9; C-12; C-13; .

11 2,24 (m); 2,55 (m) 237 Cord: O18 o 232
12 1,62 (m); 1,73 (m) 24,2 C-11; C-17 ok 238
13* - 1256 - - 125,2
14 6,26 (1) 111,1 C-13; C-15; C-16 6,25 (dd) 110,7
15 7,35 (m) 142,9 C-13; C-14; C-15 7,34 (t) 142,4
16 7,20 (m) 138,9 C-13; C-14; C-16 7,19 (s) 138,4
17 4,59 (s); 4,88 (s) 107,2 C-7; C-9;: C-9 4,59 (s); 4,87 (s) 106,8
18* - 184,9 - - 185,5
19 1,15 (s) 16,5 C-3; C-5, C-18 1,15 (s) 16,1
20 0,72 (s) 14,9 C-1; C-5; C-9 0,72 (q) 14,5

Onde:*Carbono ndo hidrogenado, **Dados descritos por Carreras, Rossomando e Giordano (1998) e Neto,
Gramosa e Silveira (2008), ***Dados ndo informados, s é a descri¢do de simpleto, d é a descri¢do de dupleto, t é
a descricdo de tipleto, e m é a descricdo de multipleto.

Os dados espectroscopicos obtidos de RMN para o isolado da fragdo ORCd-2.4 da
oleorresina de C. duckei e sua comparacdo com os dados da literatura possibilitaram inferir que
0 composto isolado trata-se do acido ent-polidltico (4cido ent-15,16-epdxi-8(17),13(16),14-
labdatrieno-19-6ico), o qual foi descrito por Rossomando e Giordano (1998) e Neto, Gramosa
e Silveira (2008) em amostras de Eupatorium buniifolium e Copaifera langsdorffii,

respectivamente.
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5.2.5.2 Identificacdo estrutural do composto isolado ORCd-4.1.6

O metabolito da fragdo ORCd-4.1.6 (Tabela 14 e apéndices de 6 a 10) apresentou sete
sinais definidos no espectro de *H, sendo: dois simpletos integrados para trés hidrogénios com
0 0,71 e 6 1,15 ppm correspondentes aos carbonos C-20 e C-19, respectivamente; um pseudo
dubleto com ¢ 2,16 (J = 1 Hz) integrado para trés hidrogénios; e outro simpleto integrado para

trés hidrogénios corresponde aos hidrogénios do carbono 21 (0 3,69 ppm).

Os sinais (simpletos) deslocamentos quimicos com valores de 4,52 e 4,86 ppm com
integracdo para um hidrogénio foram atribuidos aos hidrogénios da posi¢do C-17. O multipleto
com maior deslocamento (0 5,65 ppm e J = 1 Hz) integrado para 1 hidrogénio foi atribuido a
posicdo C-14, em virtude da proximidade com a ligacdo dupla entre os carbonos C-13 e C-14 e

a carbonila na posigéo C-15.

A contagem de sinais de carbonos no espectro de *3C indica uma estrutura com 21
carbonos, com: quatro -CHgs, oito -CHy, trés -CH e seis carbonos ndo hidrogenados. Os
deslocamentos com valores de 167,4 e 184,7 ppm correspondem aos carbonos C-15 com o

grupo funcional éster e C-18 com o grupo funcional carboxila, respectivamente.

Os mapas de contorno HSQC e HMBC permitiram a realizacdo das demais
correlacdes. O mapa de HMBC permitiu atribuir as seguintes correlacdes a longa: o hidrogénio
da posicao 14 correlaciona-se com os carbonos 12, 13, 14 e 15; os hidrogénios da posi¢do 17
correlacionam-se com os carbonos 7, 8 e 9; os hidrogénios da posi¢éo 19 correlacionam-se com
os carbonos 3, 4, 5 e 18; os hidrogénios da posic¢ao 20 correlacionam-se com os carbonos 5, 9

e 10; e os hidrogénios da posicao 21 correlacionam-se com os carbonos C14 e C15.

A andlise dos dados obtidos pelos experimentos de H, 3C, mapas de contorno para o
isolado ORCd-4.1.6 e sua comparagdo com os dados da literatura permitiu sugerir que 0 mesmo
se trata do &cido ent-agético-15-metil éster (Acido 15-metil-ent-8(17),13-labdadieno-15,19-
diodico), descrito por Xin et al. (2016) e Bastard et al. (1984).
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Tabela 14. Dados experimentais dos espetros de H e 13C para o composto isolado ORCd-4.1.6 em CDCls (500 e
125 MHz).

Estrutura do isolado ORCd-4.1.6

Posicéo 6 'H (ppm) 13 0 *H (ppm)**2 o 3C
(C/H)  [multiplicidade]  © © (PPM) HMBC [multiplicidade]  (ppm)**®
1 1,12; 2,34 (m) 38,2 C-2;C-3;C5 39,9
2 1,61 (m) 18,2 C-3; C-4: C-5; C-18 20,8

C-1; C-2; C-4; C-5;
3 1,63 (m) 37,2 A 39,4
4% - 47,7 - 445
C-4, C-9; C-10;
5 1,93 (m) 49,7 18 O19: C-20 56,8
6 1,37; 1,46 (m) 27,0 C-5;C-7; C-8 27,1
7 1,78; 2,04 (m) 38,0 C-8; C-9; C-17 39,0
g . 147,7 ; 148,9
9 1,68 (m) 56,3 C-5; C-8; C-10; C-17 56,3
10* - 39,1 ) 41,1
. C-8; C-9; C-10;
11 1,50; 1,66 (m) 21,6 17 6.0 22,5
C-9; C-11; C-13;
12 1,97 (m) 39,8 - 40,4
13* - 160,9 - 161,1
14 5,65 () 1152 12 %11‘2 C-15; 5,64 (3) 1158
15* ; 1674 - 177,2
16 2,16 (s) 19,0 C-12; %1135 C-14; 2,15 (s) 18,7
17 4,52 (s); 4,86 (5) 107,3 C-7; C-8; C-9; 4,53 (s); 4,90 (s) 106,7
18* - 184,7 - 176,8
19 1,15 (s) 16,5 c-2 C-g;_lcg-4; -5, 1,01 (s)
20 0,71 (s) 14,9 C-5; C-9: C-10 0,56 (s) 13,2
21 3,69 (5) 50,9 C-14; C-15 3,68 (3) ok

Onde: *Carbono ndo hidrogenado, **Dados descritos por Xin et al. (2016) e Bastard et al. (1984), ***Dados ndo
informados, s é a descri¢do de simpleto, d é a descricéo de dupleto, t é a descricdo de tipleto, e m é a descrigdo de
multipleto.
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5.2.5.3 ldentificacdo estrutural do composto isolado ORCd-5

Os dados obtidos nos experimentos de RMN do composto isolado ORCd-5 estéo

apresentados na Tabela 15 e apéndices de 11 a 15.

O espectro de *H apresentou cinco sinais definidos como: dois simpletos com & 0,70,
e 0 1,14 ppm integrados para trés hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios das metilas nas
posicdes C-20 e C-19, respectivamente; dois simpletos ¢ 4,50 e ¢ 4,82 ppm integrados para um
hidrogénio, que foram atribuidos aos hidrogénios do carbono na posi¢do 17 e um dubleto com
0 0,98 ppm (J = 6,6 Hz), integrado para trés hidrogénios, atribuido a metila na posic¢éo 16. Os
demais sinais com deslocamentos quimicos entre 1,20 e 2,50 ppm ndo apresentaram definicao
satisfatoria para suas analises, sendo necessaria analise sobre os espectros bidimensionais

(HSQC e HMBC) para realizar as demais atribuicdes.

Observando os espectros de '3C observa-se a presenca de 20 sinais, 0 que sugere a
presenca de um esquelo diterpénico. O espectro de DEPT 135 de 3C revelou a presenca de trés
-CHz, nove -CHy, trés -CH e cinco carbonos ndo hidrogenado, dos quais destacam-se 0s em o

179,7 e 6 185,1 ppm, indicativos da ligagéo -CO de carbonila.

Assim como os outros dois isolados, os mapas de contorno HSQC e HMBC permitiram

a realizacdo das demais correlagdes.

O mapa de contorno HMBC permitiu atribuir as seguintes correlacGes a longa: o
hidrogénio da posi¢do 16 correlaciona-se com os carbonos 12, 13 e 14; os hidrogénios da
posicdo 17 correlacionam-se com 0s carbonos 7, 8 e 9; os hidrogénios da posicdo 19
correlacionam-se com os carbonos 3, 4, 5 e 18; e os hidrogénios da posi¢cdo 20 correlacionam-

se com os carbonos 5, 9 e 10.

Os dados obtidos em RMN de 'H e 3C uni- e bidimensionais para o cristal isolado da
fracdo ORCd-5 da oleorresina de C. duckei e sua comparacdo com os dados da literatura
possibilitaram inferir que o composto isolado trata-se do acido 4-eplimbricataldico (&cido
13,14-diidroagatico), o qual esta descrito nas proximas etapas desse trabalho como &cido ent-

diidroagatico. Teng et al. (2010) isolaram este diterpeno de Pinus sylvestris.
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Tabela 15. Dados experimentais dos espetros de 'H e *3C para o composto isolado ORCd-5 em CDClI; (500 e 125

MHz).
Estrutura do isolado ORCd-5
Posicdo 6 H (ppm) o H (ppm)** o 3C
(C/H) [multiplicidade] [multiplicidade] (ppm)**
. C-2; C-3; C-4; C-5; .

1 1,15 (m); 1,80 (m) 38,1 C10: ©-20 1,19; 1,78 37,9

2 1,62 (m) 18,6 C-1;C-3 1,28; 1,59 18,5

3 1,62 (m); 1,80 (m) 37,3 C-2; C-4;C-19 1,65; 1,86 37,0
4 - 478 - - 475

) C-4; C-9; C-10;

5 1,96 (m); 1,98 (m) 49,7 CA8: C-10: C-20 1,94 49,5

6 1,36 (m); 1,45 (m) 27,1 C-7 1,36; 1,44 26,8

7 2,03 (m); 2,33 (m) 38,2 C-6 2,04; 2,35 37,8
8* - 148,1 - - 148,0
9 1,68 (m); 1,70 (m) s70 ~ OHCTOHCI0 1,67 57,0
10* - 39,1 - - 39,0
11 1,42 (m) 20,9 C-8;C-9; C-13 1,30; 1,49 20,8
12 1,19 (m); 1,35 (m) 35,8 C-16 1,00; 1,33 35,6
13 1,93 (m) 30,8 C-12; C-14; C-16 151 31,1
14 2,19 (m); 2,30 (M) 42,0 CAL e e o 41,2
15* - 179,7 - - 179,2
16 0,98 (d) 19,8 C-12; C-13; C-14 0,97 19,9
17 4,50 (s); 4,88 (s) 107,1 C-7;C-9; C-14 4,52 (s); 4,82 (s) 107,0
18* - 185,1 - - 185,1
19 1,14 (s) 16,5 C-3; C-4; C-5; C-18 1,15 (s) 16,3
20 0,71 (s) 14,9 C-5; C-9; C-10 0,71 (s) 14,7

Onde: *Carbono nédo hidrogenado, **Dados descritos por Zang et al. (2006) e Tang et al. (2010), ***Dados nédo
informados, s é a descrigdo de simpleto, d é a descricdo de dupleto, t é a descricdo de tipleto, e m é a descricdo de

multipleto.

5.2.6 Andlise das oleorresinas por CG-EM

Os componentes volateis das amostras de oleorresinas de Copaifera foram extraidos

por micro extracdo em fase solida e analisados no sistema CG-EM ambos apresentados na secao

4.2.6. Inicialmente, foram testados trés tipos de fibras de MEFS com diferentes revestimentos
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(PDMS, CAR-PDMS e PDMS-DVB) em condic¢des experimentais idénticas, ou seja, ho ponto
central do design experimental Box-Banhken empregando trés fatores: tempo de equilibrio da
amostra nas condi¢des-teste, tempo e temperatura de extracdo, com objetivo de selecionar fibra
extratora mais eficiente para captacdo dos compostos volateis das amostras de oleorresinas
utilizando uma mistura (Pool) de oleorresinas como modelo de amostra. Na Tabela 16 estéo

apresentados os resultados do experimento de selecdo da MEFS.

Tabela 16. Resultados do teste de sele¢do da fibra de MEFS.

Parametros de sele¢éo Tipo de Fibra
PDMS CAR-PDMS PDMS-DVB
Numero de picos 52,0 +1,0% 49,0 + 0,0 44,0 + 3,0
Avrea total (x108) 6,28 + 0,552 5,39 + 0,50% 4,00 £0,91°

Onde: PDMS - polidimetilsiloxano, CAR-PDMS - carboxen-polidimetilsiloxano e PDMS-DVB
polidimetilsiloxano-divinibenzeno. Resultados expressos em média + desvio padrdo. As médias dos resultados
estdo apresentadas letras minusculas quando diferem estatisticamente (p < 0,05) pela ANOVA e teste de Tukey.

Baseado nos resultados de nimero de pico e area total dos cromatogramas, os dados
do teste de selecdo da fibra de MEFS para andlise dos volateis de oleorresinas de Copaifera
indicaram que a fibra do tipo polidimetilsiloxano (PDMS) foi a que apresentou os melhores
resultados para os dois parametros, quando comparada com as outras duas fibras de
microextracdo nas condicdes dos testes padronizados, que possuiam recobrimento combinado

de PDMS com carboxen ou divinilbenzeno.

A micro fibra revertida com polidimetilsiloxano é indicada para extracdo de compostos
volateis ndo polares (GARCIA-ESTEBAN et al., 2004); indicando assim, que 0s componentes
da fracdo volatil das oleorresinas investigadas possuem majoritariamente caracteristicas

quimicas apolares.

Desta forma, a fibra PDMS foi, entdo, selecionada para analise dos componentes
volateis das amostras de oleorresinas investigadas. Até o presente momento, ndo ha publicacbes
que empreguem fibras de MEFS para andlise direta dos componentes volateis para oleorresinas.
E importante cometar que Dias et al. (2012) utilizaram 0 mesmo tipo de revestimento de fibra
para dosar f-cariofileno em nanoemulsdes incorporadas com oleorresina de C. multijuga,
indicando concordancia da escolha desse tipo de fibra para anélise qualitativa de amostras deste
produto natural.
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Em seguida a triagem do tipo de fibra para o processo de microextracdo, executou-se
o0 planejamento experimental do tipo Box-Behnken para otimizacao do processo de extracdo da
fibra PDMS variando tempo de equilibrio de amostra nas condi¢6es-teste (5, 10, 15 min), tempo
de extragdo (15, 30 e 45 min) e temperatura de extracdo (40, 50 e 60°C), considerando como
respostas 0 nimero de picos e area total dos picos por cromatograma em cada experimento

realizado, conforme resultados apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Resultados experimentais do planejamento tipo Box-Behnken para trés fatores utilizando a fibra
PDMS.

Fat Niveis
atores Baixo (-1) Meédio (0) Alto (+1)

teq (Min) 5 10 15

text (Min) 15 30 45

T (°C) 40 50 60

Respostas

Experimento teq Text T n° de picos Area total
1 -1 -1 0 50 289002938
2 1 -1 0 51 377483486
3 -1 1 0 50 283088730
4 1 1 0 54 401082254
5 -1 0 -1 42 192923706
6 1 0 -1 51 235327879
7 -1 0 1 50 347651473
8 1 0 1 49 325265644
9 0 -1 -1 50 254470903
10 0 1 -1 49 233022329
11 0 -1 1 48 324747387
12 0 1 1 57 352080546
13 0 0 0 50 287401374
14 0 0 0 50 305092858
15 0 0 0 50 316417224

Os dados experimentais foram tratados estatisticamente por meio de analise de
variancia ANOVA, a qual indicou variacdo significativa apenas para a resposta area total por
cromatograma para os trés fatores testados (apéndices 16 e 17). A respeito dos trés fatores
investigados, observou-se que o tempo de equilibrio em que amostra foi colocada nas condigdes
de extragdo néo influenciou na resposta observada. Todavia, o fator tempo de extragéo (min)
foi o fator mais significativo para a resposta area total por cromatograma, conforme pode ser
consultado na (Figura 15 (E)), uma vez que houve diferenca entre o tempo de 15 min com 0s

demais tempos monitorados (30 e 45 min). Os dados estatisticos também apontaram uma
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interferéncia no fator temperatura da resposta mencionada, sugerindo que nas temperaturas

testadas mais elevadas a area total dos picos dos cromatogramas foi maior (Figura 15 (F)).

Figura 15. Efeito dos fatores com limite de confianca de 95% para as respostas: nimero de picos e area total por
cromatograma para o sistema MEFS-CG-EM. Onde (A) n° de pico X teq (Min), (B) n°® de pico X tex (Min), (C) n°
de pico x T (°C), (D) &rea total X teq (Min); (E) &rea total X tex: (Min), e (F) &rea total x T (°C).
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Desta forma, partindo-se dos resultados encontrados para o teste de selecéo da fibra de
microextracdo em fase solida e de otimizagdo do processo de extracdo nas condicdes testadas,
foram definidas as seguintes condicGes para captacdo das substancias volateis de oleorresina de
copaiferas em ambiente fechado: tempo de equilibrio de 5 min, tempo para o processo de

extracdo (adsorcéo) de 30 min e temperatura de extragdo de 60°C.

Cem miligramas de cada oleorresina, separadamente, foram transferidos para um
frasco de 4 mL com tampa possuindo septo de teflon, expostas a fibra PDMS e mantidos nas
condi¢bes 6timas e sob agitacdo constante (400 rpm), seguido de andlise cromatografica
conforme descrito na sec¢éo 4.2.6.

A andlise por cromatografia em fase gasosa das amostras de oleorresina de copaiferas
auténticas e comerciais apresentou diferencas qualitativas e quantitativas de composicédo
quimica. Na Tabela 18 estdo apresentados os resultados de MEFS-CG-EM das amostras
investigadas, onde 47 substancias foram identificadas. Analisando os resultados encontrados,
foi possivel observar que mais de 80% da area total relativa dos cromatogramas tiveram

atribuicdo de seus respectivos constituintes quimicos, comparando os indices de retencao
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calculados com os descritos na literatura e os dados dos indices de similaridade de fragmentacao

das substancias disponiveis nas bibliotecas espectrais do software GC Solution.

A composicdo quimica dos volateis das oleorresinas é formada por terpenos,
preponderantemente da classe dos sesquiterpenos, dados estes que estdo de acordo com 0s
trabalhos de Veiga-Junior et al. (2007), Lameira et al. (2009), Gelmini et al. (2012), Leandro et
al. (2012) e Trindade et al. (2013), entre outros, 0s quais investigaram a composi¢ao quimica

do Gleo volatil de diferentes espécies desse género de planta.

As substancias majoritarias identificadas nas amostras foram: [1] C. langsdorffii: S-
bisaboleno (27,60%), a-bergamoteno (17,75%), e p-cariofileno (13,27%); [2] C. duckei: S-
cariofileno (19,65%), p-bisaboleno (15,94%) e a-guaieno (10,61%); [3] C. reticulata: f-
bisaboleno (22,56%), a-bergamoteno (20,86%), e S-cariofileno (9,97%); [4] C. multijuga: p-
cariofileno (44,73%), a-copaeno (20,06%) e a-humuleeno (9,43%); [5] C. paupera: a-copaeno
(47,91%), o-cadineno (11,31%) e aromadendreno (7,64%); [6] C. publifora: g-cariofileno
(29,84%), p-elemeno (18,08%) e S-salineno (11,48%); [7] oblongifolia: s-bisaboleno (33,82%),
S-elemeno (27,61%) e a-bergamoteno (12,69%); [8] C. trapezifolia: p-cariofileno (32,75%); a-
copaeno (27,74%) e f-bisaboleno (7,34%); [9] Copaifera sp.: p-bisaboleno (30,10%), a-
bergamoteno (24,99%) e fS-salineno (7,44%); [10] Comercial C-I: p-cariofileno (36,20%), a-
copaeno (10,04%) e a-bergamoteno (9,65%); [11] Comercial C-II: g-cariofileno (34,58%), a-
bergamoteno (17,38%) e a-humuleno (8,07%); [12] Comercial C-Il1: p-cariofileno (41,11%),
bergamoteno (13,11%) e a-humuleno (10,77%); [13] Comercial C-1V: g-cariofileno (34,56%),
a-copaeno (11,27%) e a-bergamoteno (10,81%); [14] Comercial C-V: a-bergamoteno
(30,57%), p-bisaboleno (26,58%) e f-salineno (9,16%); e [16] Comercial C-VI: g-cariofileno
(31,20%), Germacreno D (12,42%) e a-copaeno (10,27%).
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Tabela 18. Composicéo quimica dos volateis das amostras de oleorresinas auténticas e comerciais de Copaifera spp.
Porcentagem de area relativa nos cromatogramas

# Substancia IRee IRt ~opCld ORCd ORCr ORCm ORCpp ORCpb ORCo ORCt ORCsp G-I Gl CAll G-IV CV  CVi
1 J-elemeno 1340 1343 0,96 0,28 - 0,47 - 0,23 0,13 0,67 - 1,09 049 133 156 - 1,78
2 a-cubebeno 1353 1356 - - - 1,95 9,00 - - 1,19 0,06 1,65 105 041 1,82 - 1,48
3 Ciclosativeno 1370 1371 - - 0,69 0,25 0,55 0,10 - 0,13 0,28 - - - - 2,50 -
4 o-ylangeno 1375 1368 0,47 0,46 - - - - 0,55 - - 0,26 - 0,11 0,38 - 0,31
5 a-copaeno 1380 1376 0,25 0,44 0,91 20,06 47,91 0,49 0,14 27,74 0,37 10,40 7,40 427 1127 056 10,27
6 Epi-sesquitujeno 1393 1394 0,16 1,03 0,28 - - - - - 0,17 - - - - - -
7  B-cubebeno 1394 1392 - - - 2,33 - - - 2,90 - - - - - - -
8 p-elemeno 1395 1397 0,35 4,10 3,44 1,48 0,74 18,08 2761 0,82 3,45 228 263 1,07 273 220 3,36
9 Cipereno 1404 1399 - - - - 0,13 - - - - - - - - - -
10 a-Gurjuneno 1405 1409 - 2,37 2,90 1,34 0,26 8,63 - - 0,93 091 118 0,71 1,02 047 1,04
11  p-cariofileno 1427 1421 13,27 19,65 9,97 44,73 5,33 29,84 029 32,75 459 36,20 3458 41,11 3456 095 31,20
12 a-bergamoteno 1440 1440 17,75 8,47 20,86 0,83 1,08 3,90 12,69 3,07 24,99 965 17,38 13,11 10,81 3057 7,80
13 a-guaieno 1443 1447 - 10,61 5,83 - - - - - - - - - - - -
14 Norbornano 1446 1450 - - - - - - 0,09 - - - - - - - -
15 Aristoleno 1448 1450 - 2,11 1,26 - - - - - - - - - - - -
16 p-epi-santaleno 1451 1450 0,19 - 0,18 - - - - - 0,46 - 0,33 0,21 - 0,43 -
17  p-fameseno 1459 1457 4,77 - 3,47 - - - - 0,58 4,12 - 083 0,71 - - 0,21
18 a-humuleno 1460 1455 - 4,83 - 9,43 2,70 5,10 - 3,05 - 8,08 807 10,77 7,04 - 6,54
19 Alloaromadendreno 1460 1462 - - - - - - - 1,69 - - - - - - -
20 Aromadendreno 1467 1457 - - - 1,67 7,64 - - - - 085 062 025 0,86 - 0,99
21 a-amorfeno 1475 1471 - - - - - 0,46 - - 0,98 - - - - - 2,31
22 y-muuroleno 1475 1477 - - - 2,61 1,25 - 0,60 0,43 - 319 136 191 283 - -
23 Calamenen-3,5-dieno 1478 1477 - - - 0,42 1,60 - - - - - - - - - -
24 y-selineno 1480 1484 - - - - - 3,20 - - - - - - - - -
25  y-gurjuneno 1485 1478 - 0,94 - - - - - - - - - - - - -
26 Germacreno D 1487 1481 10,54 - - 2,41 - - - 7,27 - 574 4,06 442 5,60 - 12,42
27 o-selineno 1489 1492 - - - - - - 10,78 0,18 - - - - - - -
28 p-selineno 1492 1487 0,08 3,47 5,26 0,16 0,15 11,48 - - 7,44 1,08 164 068 099 916 043

Onde: IRgx, - indice de retencéo experimental calculado a partir dos tempos de retencéo adquiridos no sistema CG-EM; IR_:: indice de retengéo consultado na literatura; ORCId: C. langsdorffii,
ORCd: C. duckei, ORCr: C. reticulata, ORCm: C. multijulga, ORCpp: C. paupera, ORCpb: C. pubiflora, ORCo: C. oblongifolia, ORCt: C. trapezifolia, ORCsp: Copaifera sp., C: amostras
comerciais de | a VI.
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Porcentagem de area relativa nos cromatogramas (continuagao)
ORCId ORCd ORCr ORCm ORCpp ORCpb ORCo ORCt ORCsp C-I C-lI C-lll ClV C-vV cC-VI
29 Eremofileno 1492 1489 - 4,35 - - - - - - - - - - - - -

# Substancia IRexp  IRLit

30 Biciclogermacreno 1495 1495 - - - 0,86 - - - 0,43 - - - - - - -
31 a-zingibereno 1499 1500 0,66 - - - - - - - - - - - - - -
32  oa-bulneseno 1505 1494 - - 4,68 - - - - - - - - - - - -
33 a-muuroleno 1506 1500 - - 0,18 - 1,01 - - - - 1,16 087 065 1,22 - 1,27
34 og-bisaboleno 1506 1503 2,69 - - - - 0,38 - - 2,79 - - - - 2,36 -
35 p-bisaboleno 1513 1508 27,60 1594 2256 - 0,19 5,28 3382 7,34 30,10 4,70 432 281 562 2658 3,87
36 y-cadineno 1520 1514 - 1,14 - 0,24 0,58 - - - - 1,06 - - - - 1,16
37  p-sesquifelandreno 1528 1524 3,11 - 1,88 - - - - 0,27 2,53 - - - - - -
38 J-cadineno 1529 1531 - - - 3,83 11,31 - - 2,19 - 381 334 299 371 - 4,23
39 Germacrene B 1564 1562 0,36 - - - - 0,10 - 2,89 - 127 181 206 151 - 3,73
40 8-cariolanol 1578 1573 - - - - - - - - - - - 0,92 - - -
41 Oxido de cariofileno 1590 1587 2,07 - 0,53 1,19 0,31 0,27 2,98 1,06 2,37 1,37 017 1,75 0,20 - -
42  Viridiflorol 1599 1603 - - - 0,11 0,15 - - - - - - - - - -
43 3-humulane-1,6-dienol 1627 1627 5,45 - - - 1,66 - - - - 0,44 - - 0,53 - -
44 p-farnesene epdxido 1631 1624 - - - - - - - - 0,24 - - - - - -
45  J-cadinol 1655 1651 - - - 0,28 - - - - - - - 0,58 - - -
46 oa-cadinol 1664 1663 - - - 0,11 - - - - - - - 0,33 - - -
47 16-Caureno 2051 2043 - - - - 0,47 - - - - - - - - - -
Area total das substancias identificadas

(%) 90,73 84,68 90,03 96,76 94,02 95,81 89,68 96,65 90,66 97,06 94,17 93,16 95,77 80,88 94,40

IRexp: indice de retencéo experimental calculado a partir dos tempos de retencéo adquiridos no sistema CG-EM; IR indice de reten¢do consultado na literatura; ORCId: C. langsdorffii,
ORCd: C. duckei, ORCr: C. reticulata, ORCm: C. multijulga, ORCpp: C. paupera, ORCpb: C. pubiflora, ORCo: C. oblongifolia, ORCt: C. trapezifolia, ORCsp: Copaifera sp., C: amostras
comerciais de | a VI.
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Os sesquiterpenos «a-copaeno, pS-elemeno, p-cariofileno e a-bergamoteno foram
identificados em todas as oleorresinas analisadas. Veiga-Junior et al. (2007) também
descreveram a presenca destes quatro sesquiterpenos em amostras de oleorresina de trés
diferentes espécies: C. cearensis Huber ex Ducke, C. multijuga Hayne e C. reticulata Ducke;
atribuindo a estes compostos a denominagéo de biomarcadores do género Copaifera.

Ha que se destacar, ainda, a consideravel concentracdo de g-cariofileno nas ORCm,
ORCpb, ORCt, ClI, CIl, CIllI, CIV e C-VI, onde as amostras de ORCm e C-11I apresentaram
concentracdo superior a 40%. Cascon e Gilbert (2000) e Gongalves et al. (2014) também
descreve altas concentracdes (> 50%) deste terpenoide em amostras de C. multijuga. O a-
copaeno também foi outra substancia identificada em grande concentragdo, mas para a amostra

de C. paupera com 47,91 %.

As substancias J-elemeno, a-gurjuneno, a-humuleno, S-salineno, #-bisaboleno e 6xido
de cariofileno foram outros terpenoides que foram identificados na maioria das amostras de

oleorresinas aqui investigadas.

Observando os resultados encontrados, constata-se a presenca em comum de
sesquiterpenos nas oleorresinas coletadas, com énfase para o a-copaeno, fS-cariofileno, a-
bergamoteno e p-bisaboleno com as maiores concentragdes mensuradas. Contudo suas
porcentagens relativas sdo diferentes entre as distintas espécies investigadas. Estes resultados
podem ser justificados por fatores genéticos das espécies e fatores abidticos aos quais 0S
individuos estavam expostos (PLOWDEN, 2003).

Os dados qualitativos encontrados para as amostras de C. langsdorffi, C. duckei, C.
reticulata, C. multijulga, C. paupera e C. pubiflora estdo de acordo com a descricdo para
oleorresinas auténticas. Porém, ressalta-se que as diferencas de porcentagens relativas
encontradas diferem nas publicacfes de Sousa et al. (2011), Zoghbi et al. (2009) e Santos et al.
(2008), fato que pode ser justificado pelo diferente processo extrativo empregado, o qual difere
das publicacOes citadas. Novamente fatores bioticos e abidticos também podem ter influéncia
nessas variacoes (BARBOSA et al., 2012), muito embora ndo tenham sido foco no presente

estudo.

Informacdes a respeito dos dados de composicdo volatil das espécies C. oblongifolia
e C. trapezifolia sdo escassos, ndo sendo possivel confrontar os dados obtidos com a literatura
cientifica, tornando o presente trabalho o primeiro a apresentar tais informagdes sobre a

composic¢do volatil das oleorresinas destas duas espécies.
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A fracdo volatil de C. paupera chamou a atencao entre todas, por apresentar um terpeno
de vinte carbonos, 16-caureno, diferenciando-se assim das demais oleorresinas aqui
investigadas. No entanto, Baldissera et al. (2014) ndo citaram a presenca desta substancia na
oleorresina da mesma espécie, sendo que este diterpeno é citado por Veiga-Junior et al. (2007)
na fragdo resinosa de C. reticulata.

De modo geral, os dados encontrados para as amostras de auténticas, bem como para as
amostras comerciais, estdo de acordo com a composi¢do quimica dos componentes volateis
descritos em diferentes estudos sobre oleorresinas de copaiferas, muito embora poucos
trabalhos investiguem a composicéo de produtos fornecidos comercialmente.

Todas as publicacbes a respeito da composicdo quimica das substancias volateis do
género Copaifera invariavelmente aplicam alguma etapa de preparacdo prévia da amostra, tais
como hidrodestilacdo, separacdo em coluna cromatografica e derivatizacdo antes da andlise
cromatografica (SOARES et al., 2013; SOUZA, MELLO e LOPES, 2011; VEIGA-JUNIOR et
al., 2007). Porém, tais etapas utilizam consideravel quantidade de amostra, demandam maiores
gastos com reagentes e materiais, maior tempo, além da possivel formacdo de artefatos ou
substancias que podem influenciar nos resultados finais de composi¢do das oleorresinas
(D’AGOSTINHO et al., 2015; SOUZA etal., 2011). A fim de contornar os possiveis problemas
mencionados, foi proposto e otimizado a utilizacdo da técnica de microextracdo em fase solida,
seguido de andlise em cromatografo de fase gasosa (MEFS-CG-EM), para determinagdo
qualitativa simples, rapida e direta de compostos volateis de amostras de oleorresinas de
diferentes espécies e de produto comercializado, uma vez que essa técnica apresenta vantagens
como alta sensibilidade e reprodutibilidade, ndo requer solvente e combina extracdo e
concentragdo em uma Unica etapa sem pré-tratamento de amostras, em comparagdo aos métodos
classicos para avaliagdo deste produto natural. Destaca-se o fato de ndo haver relatos cientificos

até a presente data de sua aplicacdo em amostras de oleorresinas de Copaifera.
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5.2.7 Analise da fracdo volatil (hidrodestilacédo) das oleorresinas por CG-EM

Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados de CG-EM dos 6leos volateis das espécies
de Copaifera coletadas, dos quais 47 sinais cromatograficos foram identificados. Analisando
os resultados encontrados, foi possivel observar que aproximadamente 90% da éarea total
relativa dos cromatogramas tiveram atribuicédo de seus constituintes quimicos, comparando 0s
indices de retencdo calculados com os descritos na literatura e os dados dos indices de

similaridade de fragmentacdo das substancias disponiveis nas bibliotecas espectrais.

Anélise dos dados de CG-EM das fracGes volateis das oleorresinas indica que estas
sdo constituidas majoritariamente por sesquiterpenos (VEIGA-JUNIOR et al.,, 2007,
LAMEIRA et al., 2009, GELMINI et al., 2012 e TRINDADE et al., 2013), sendo possivel

observar diferencas qualitativas e quantitativas entre os 6leos investigados.

As substancias majoritérias identificadas para cada espécie foram: [1] C. langsdorffii:
S-bisaboleno (32,04%), a-bergamoteno (15,14%), e S-cariofileno (9,73%); [2] C. duckei: f-
bisaboleno (30,90%), a-bergamoteno (21,19%) e p-salineno (7,21%) e S-cariofileno (5,98%);
[3] C. reticulata: p-bisaboleno (24,91%), a-bergamoteno (21,99%), S-salineno (12,17%) e o-
salineno (11,43%); [4] C. multijuga: p-cariofileno (45,64%), a-humuleno (15,47%) e a-
copaeno (14,05%), [5] C. paupera: o-copaeno (34,88%), o-cadineno (13,93%) e
Aloaromadrendeno (7,75); [6] C. pubiflora: g-cariofileno (27,28%), f-elemeno (17,37%), o-
zingibereno (13,07%). [7] C. trapezifolia: g-cariofileno (23,86%), a-copaeno (18,80%), e f-
bisaboleno (11, 27%), [8] Copaifera sp.: p-bisaboleno (18,62%), p-cariofileno (15,88%) e a-
bulneseno (11,46%).
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Tabela 19. Composicdo quimica da fragdo volatil (6leo) das amostras de oleorresinas auténticas e comerciais de copaiferas.
Porcentagem de area relativa nos cromatogramas

# Substancia IRexp IRui ORCId ORCd ORCr ORCm ORCpp ORCpb ORCt ORCsp
1 J-Elemeno 1341 1343 1,32 - - - - - 0,68 -

2  a-Cubebeno 1353 1353 - - - 0,88 9,90 - 3,49 -

3 Cicloisosativeno 1371 1370 - - 0,33 - 0,40 0,17 0,16 -

4 g-llangeno 1376 1468 - - - - 0,08 - - -

5 a-Copaeno 1380 1377 0,15 0,14 0,38 14,05 34,88 0,38 18,80 0,26
6  Episesquitujeno 1393 1389 0,09 0,29 0,50 - - - - 1,09
7  Isocariofileno 1394 1404 - - - - 2,48 - - -
8 p-Elemeno 1396 1397 0,38 2,38 2,54 - - 17,37 - 3,37
9  a-Gurjuneno 1405 1409 - - 1,35 0,70 - 6,76 - 1,21
10 o-Santaleno 1419 1417 - - 0,36 - - - - -
11 B-Cariofileno 1426 1421 9,73 5,98 7,71 45,64 5,40 27,28 23,86 15,88
12 a-Bergamoteno 1440 1440 15,14 21,19 21,99 0,66 1,00 3,10 5,67 7,62
13 a-Guaiaeno 1444 1447 - - - - - - - 8,16
14  Aristoleno 1448 1455 - - 1,04 - - - - -
15 p-Santaleno 1452 1462 - 0,26 0,17 - - - - -
16 Norbornano 1452 1462 0,12 - - - - - - -
17 p-Fameseno 1459 1457 3,98 4,65 3,96 - - - - -
18 a-Humuleno 1460 1455 - - - 15,47 3,26 6,89 4,44 5,56
19 Aloaromadendreno 1467 1457 - - - 1,05 7,75 - 2,43 -
20  p-Chamigreno 1480 1488 - - 1,56 - - 3,36 - -
21  a-Muroleno 1482 1480 - - - 4,18 0,82 - - -
22 Germacreno D 1482 1481 13,10 0,88 - 2,97 1,26 - 6,29 3,29
23 a-Amorfeno 1482 1485 - - - - - - 0,79 -
24 a-Curcumeno 1487 1480 - 0,20 - - - - - -
25  p-Selineno 1493 1487 - 7,21 12,17 - - - 0,30 9,86
26  o-Zingibereno 1499 1496 0,40 - - - - - - -
27 Ledeno 1501 1500 - - - - 1,31 - - -
28 a-Selineno 1501 1498 - 4,58 11,43 - - 9,25 - -

IRexp: indice de retencdo experimental calculado a partir dos tempos de retencdo adquiridos no sistema CG-EM; IR.i: indice de retencdo consultado na literatura; ORCId: C. langsdorffii, ORCd: C.
duckei, ORCt: C. reticulata, ORCm: C. multijulga, ORCpp: C. paupera, ORCpb: C. pubiflora, ORCo: C. oblongifolia, ORCt: C. trapezifolia, ORCsp: Copaifera sp., C: amostras comerciais de | a
VI
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Porcentagem de area relativa nos cromatogramas (continuagao)

# Substancia IRex IR ORCId ORCd ORCr ORCm ORCpp ORCpb ORClc ORCsp
29 a-Bulneseno 1501 1502 - - - - - 13,07 - 11,46
30 Biciclogermacreno 1503 1500 - - - 1,19 - - - -
31 a-Bisaboleno 1506 1503 3,38 4,38 - - - 0,39 - -
32 p-Bisaholeno 1513 1510 32,04 30,90 24,91 - 0,85 6,25 11,27 18,62
33  y-Cadineno 1520 1514 - - - - - - 0,35 -
34  p-Sesquifelandreno 1528 1524 2,80 3,81 2,75 - - - - -
35 ¢-Cadineno 1529 1531 - - - 4,33 13,93 - 4,34 -
36  Cubeneno 1538 1538 - - - - 1,32 - - -
37 o-Elemol 1547 1557 - 6,07 - - - - - -
38 Germacreno B 1564 1562 - - - 0,05 - 0,09 4,05 -
39 Viridiflorol 1575 1580 - - - - 0,95 - - -
40 Espatulenol 1586 1583 - - - - - - 0,20 -
41  Oxido Cariofileno 1591 1589 1,03 0,27 0,21 0,59 0,17 0,23 2,63 0,33
42 1,6-Humulanodien-3-ol 1628 1619 5,58 - - - 2,59 - - -
43  Hinesol 1638 1638 0,25 - - - - - - -
44 z-Murolol 1650 1642 - - - - 0,63 - - -
45  o-Cadinol 1664 1663 - - - - 0,35 - - -
46 o-Bisabolol 1691 1698 0,61 0,32 0,17 - - - - -
47  16-caureno 2050 2043 - - - - 2,29 - - -
Area total das substancias identificadas (%) 90,10 93,51 93,53 91,76 91,62 94,59 89,75 86,71

IRexp: indice de retencdo experimental calculado a partir dos tempos de retencdo adquiridos no sistema CG-EM; IR.i: indice de retencdo consultado na literatura; ORCId: C. langsdorffii, ORCd: C.
duckei, ORCt: C. reticulata, ORCm: C. multijulga, ORCpp: C. paupera, ORCpb: C. pubiflora, ORCo: C. oblongifolia, ORCt: C. trapezifolia, ORCsp: Copaifera sp., C: amostras comerciais de | a

VI.
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Comparando os dados nas analises de MEFS-CG-EM das oleorresinas brutas com os
dados de CG-EM da fracdo volatil das oleorresinas das mesmas espécies, € possivel observar
diferencas qualitativas e quantitativas. Segundo Souza, Mello e Lopes (2011), essas diferencas
sdo resultado dos diferentes processos de extragdo dos componentes volateis pelos quais foram
submetidas as amostras de oleorresinas. O processo convencional do tipo hidrodestilagéo pode
promover formacao de artefatos através de reacdes de hidrdlise, rearranjos, isomerizacoes e
oxidacBes, uma vez que sdo realizadas em meio aquoso e com elevada temperatura,
diferentemente do processo de extracdo que utiliza microfibra de extracdo em fase solida, a qual
permite analise de componentes volateis mais proximas da composicéao real emitida da amostra

investigada em condi¢des ambientais normais.

5.2.8 Desenvolvimento do método CLUE-EM/EM para analise das oleorresinas de

Copaifera

O desenvolvimento de método analitico empregando cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas teve por objetivo fornecer uma ferramenta analitica capaz identificar
e quantificar diterpenos presentes em amostras de oleorresinas de espécies de Copaifera. A
seguir estdo apresentados os parametros utilizados na validacdo do método analitico proposto.

5.2.8.1 Seletividade

A seletividade do método CLUE-EM/EM foi verificada utilizando experimentos
EM/EM e dados de separacdo cromatografica. Os acidos ent-hardwiicko, ent-polialtico, ent-
diidroagatico, ent-3p-hidroxi-copalico, ent-agatico, ent-agatico-15-metil-éster e ent-34-
hidroxi-copalico foram analisados utilizando 0 modo MRM. Entretanto, os acidos ent-
caurenoico e ent-copalico nao apresentaram estabilidade estrutural para definicdo de modos de
transicdo no MRM usando dissociacdo induzida por colisdo. Desta forma, esses dois Gltimos
analitos foram entdo analisados empregando o0 modo SIR (Figura 16). Cada analito foi avaliado
separadamente em seu canal de monitoramento durante a analise de MRM, ndo se observando
sinais de respostas nos canais dos outros analitos, demonstrando assim seletividade do método

proposto (Tabela 20 e Apéndices 18 a 27).
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Figura 16. Cromatograma do método CLUE-EM/EM para os nove diterpenos, onde: a) acido
ent-caurenoico, b) acido ent-hardwiicko, ¢) acido ent-polialtico, d) acido ent-diidroagético, e)
acido ent-copdlico, f) &cido ent-3p-hidroxi copalico, g) acido ent-agatico, h) &cido ent-agético
15-metil éster, i) acido ent-3p-acetoxi-copélico, e j) &cido ferdlico.
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Tabela 20. Parametros do espectrdmetro de massas empregados na seletividade do método.

Massa M fon Voltagem Energi?
Analito nominal EM Precursor Canal docone de colisdo
(u) (m/lz) V) (eV)

Acido ent-caurenoico 302,2 SIR 301 301 98 -
Acido ent-hardwiicko 316,2 MRM 315 315> 271 50 20
Acido ent-poliéltico 316,2 MRM 315 315> 205 45 35
Acido ent-diidroagético 336,2 MRM 335 335> 317 40 25
Acido ent-copélico 304,2 SIR 303 303 82 -
Acido ent-3p-hidroxi-copalico 3202 MRM 319 319 > 217 50 25
Acido ent-agatico 3344 MRM 333 333> 273 40 25
Acido ent-agatico-15-metil éster 348,2 MRM 347 347 > 273 50 25
Acido ent-3p-acetoxi-copélico 362,2 MRM 361 361> 319 50 20
Pl 194,1 MRM 193 193> 134 50 15

Onde: tr € o tempo de retencdo, EM é o espectrdmetro de massa, e PI é o padréo interno (&cido ferdlico).
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5.2.8.2 Linearidade e faixa de trabalho

A figura de mérito linearidade do método CLUE-EM/EM desenvolvido correlacionou
a resposta analitica (&rea do analito/area do padréo interno) com a concentragdo do analito em
cada nivel de concentragdo das curvas. A linearidade para as nove substancias isoladas de
diferentes oleorresinas foi verificada por meio da construgédo das curvas analiticas em diferentes
concentragdes (n > 6) realizadas em triplicada em diferentes dias, conforme recomendac6es da
literatura e guias de validagdo (ICH, 2005; KRUVE et al., 2015b), sendo as medidas de
avaliacdo deste parametro foram: o coeficiente de correlagcdo e o valor dos residuos das

repeticdes nos pontos das curvas (Apéndices 28 a 36).

Todas as curvas analiticas produzidas apresentaram excelente linearidade nas
condi¢Oes analiticas propostas, com valores para coeficiente de correlacdo superior a 0,99
(Tabela 20) e valor residual entre as respostas experimentais e calculadas para cada replicatas
em cada nivel foi inferior a 20% (Apéndices 28 a 36), estando de acordo com agéncias
reguladores (KRUVE et al., 2015b).

A faixa de trabalho para os analitos foram: &cido ent-caurenoico de 0,025-
0,500 pg.mL™?, &cido ent-copalico e acido ent-agatico-15-metil éster de 0,250-2,500 pg.mL™,
acido ent-agatico de 0,500-3,500 pg.mL™* e para os demais &cidos diterpénicos foi de 0,500-
5,000 pg.mL™.

5.2.8.3 Limites de deteccéo e (LOD) e quantificagdo (LOQ)

Os parametros LOD e LOQ foram estimados a partir da modelagem matematica das
curvas analiticas para cada substancia (Tabela 21). Experimentos de diluicdo adicionais

também foram realizados a fim de se buscaram menores niveis de concentracdo para o LOD.

Todos os diterpenos investigados apresentaram limites de deteccdo e de quantificacéo
na escala de namogramas por mililitro. Embora tenha sido percebido que em virtude das
condi¢Oes analiticas empregadas os analitos investigados apresentaram distintas concentracfes
para ambos os parametros, evidenciando assim as diferentes sensibilidades de cada substancia

nas condicdes analiticas propostas.
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Tabela 21. Pardmetros das curvas analiticas dos nove diterpenos.

Faixa de
Analito Equagéo r trabalho LOD_l LOQ_l
(Lg.mL") (ng.mL™)  (ng.mL™)
Acido ent- y=353,6037 x +7,5513  0,9978 0,025 - 0,500 16,0 25,0
caurenolico
Acido ent- _
Areahil y = 0,3985 x + 0,4009 0,9981 0,500 - 5,000 213,0 500,0
Acido ent- y =0,0278 x - 0,0011 0,9966 0,250 - 5,000 193,5 250,0
poliéltico
Acido ent- y=53515x+0,0366 09944 0,250 - 5000 172,0 250,0
diidroagatico
Acido ent-copélico y=17,2721 x + 2,3190 0,9980 0,250 - 2,500 47,5 1440
Acido ent-34- y = 4,3131 x + 1,4240 0,0987 0,500 - 5,000 210,0 500,0
hidroxi copalico
Acido ent-agatico y = 0,9538 x + 0,0999 0,0997 0,050 - 3,500 30,5 50,0
Acido entagatico-  _ 459607y 4127123 00981 0,250 - 2,500 106,0 250,0
15-metil éster
Acido ent-34- y=15573x+1,0231 09990 0,500 - 5,000 76,0 230,0
aCGtOXI-COpa'ICO
PI - - 0,25 - -

Onde: y é a resposta analitica, x é a concentragdo em pg.mL, P1 é o padréo interno, r é o coeficiente de correlagéo,
LOD é o limite de determinacdo e LOQ € o limite de quantificacéo.

Os &cidos ent-caurenoico, ent-copélico, ent- agatico e ent-34-acetoxi-copélico foram
as substancias que apresentaram os menores valores de LOD e LOQ. Experimentos de diluigéo
adicionais encontraram precisdo em concentracbes para LOD inferiores as estimativas
calculadas a partir das equacdes 3 e 4 para todos os analitos, exceto para os acidos ent-copéalico
e ent-3p-acetoxi-copalico. Desta forma, os niveis de concentracdo experimental encontrados
nesse ensaio foram adotados como os LOD reais para os demais diterpenos. Ainda em relacéo
ao acido ent-copalico os valores de 47,5 e 144,0 ng.mL™* para o LOD e LOQ, respectivamente,
foram inferiores aos descritos por Sousa et al. (2013), os quais utilizaram o sistema CLAE-
UV/Vis para analise desse metabo6lito em oleorresina de C. langsdorffii, demonstrando maior
sensibilidade do método aqui proposto.

A estimativa dos valores de limite de deteccdo e quantificacdo para todos os analitos,
permite inferir que com uma pequena quantidade de amostras (> 1 pg) de oleorresina de
Copaifera foi possivel investigar e quantificar pelo método CLUE-EM/EM desenvolvido nove

diterpenos.
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5.2.8.4 Precisdo

A precisédo foi expressa por meio do desvio padréo relativo (%) de afericBes em trés

niveis de concentracdo diferentes em experimentos de repetibilidade intra- e interdias (Tabela

22).

Os valores estimados para 0 DPR (%) foram inferiores a 20% para todos os analitos,

indicando que o método analitico proposto é preciso (EURL, 2015), uma vez que foi

caracterizado a proximidade entre todas as aferi¢des realizadas obtidas por medi¢des repetidas

sob as mesmas condig¢des analiticas propostas.

Tabela 22. Precisdo do método CLUE-EM/EM para nove diterpenos utilizando trés niveis de concentracéo.

Substéancia Niveis de~ .Intradlas.- DPR (%_) Interdias - DPR (%)
Concentracao™ Dia 1 Dia 2 Dia 3

baixo (0,125) 1,29 0,94 7,41 6,95

Acido ent-caurenoico médio (0,275) 3,88 2,87 2,54 3,93
alto (0,350) 1,97 2,72 2,34 2,29

baixo (1,250) 2,49 1,84 12,50 8,87

Acido ent-hardwiicko médio (2,750) 1,81 7,40 2,66 5,66
alto (3,500) 1,30 2,25 2,25 6,31

baixo (1,250) 4,05 3,67 13,78 10,00

Acido ent-poliéltico médio (2,750) 5,43 6,03 5,02 6,89
alto (3,500) 1,42 2,46 3,91 6,38

baixo (1,250) 2,14 1,13 11,50 9,08

Acido ent-diidroagatico médio (2,750) 2,98 12,38 2,74 12,42
alto (3,500) 0,63 0,66 1,19 14,24

baixo (0,625) 2,53 2,52 7,08 14,41

Acido ent-copalico médio (1,375) 1,98 5,65 2,44 11,09
alto (1,750) 2,24 4,40 3,89 9,20

baixo (1,250) 3,71 3,59 11,30 8,44

Acido ent-3p-hidroxi-copalico médio (2,750) 4,00 7,82 2,57 8,42
alto (3,500) 2,33 4,78 7,37 9,47

baixo (1,250) 3,07 1,14 10,10 7,90

Acido ent-agatico médio (2,750) 3,22 9,80 3,54 10,83
alto (3,500) 0,74 1,62 1,78 13,76

baixo (0,625) 2,22 1,01 12,64 8,37

Acido ent-15-metil-ester médio (1,375) 2,12 8,80 2,65 7,71
alto (1,750) 0,55 1,40 2,20 9,49

baixo (1,250) 2,45 1,34 13,10 8,47

Acido ent-3p-acetoxi-copélico médio (2,750) 2,08 8,67 4,43 10,12
alto (3,500) 1,92 2,02 1,50 12,02

Onde: DPR é o desvio padrao relativo e * indica os niveis de concentracdo expressos em pg.mL™.
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5.2.8.5 Exatiddo

O parametro exatidao foi verificado utilizando o recurso de adicdo de quantidade
conhecidas de todos os analitos em solucGes em trés amostras de oleorresinas (C. reticulata, C.
multijuga e C. paupera) em trés niveis de concentracdo e analisadas nas condic¢Ges descritas na
secdo 4.2.8.1. Os resultados de exatiddo do método foram resumidos e apresentados na Tabela
23.

As taxas de concordancia entre os dados de respostas experimentais e nominais
variaram entre 90 — 120% para as amostras analisadas, exceto para 0 maior nivel analisando o
acido ent-caurenoico na amostra de oleorresina de C. paupera fortificada. Tais dados indicam
que de modo geral, 0 método CLUE-EM/EM proposto apresentou exatidao satisfatoria para

analise ao mesmo tempo dos nove analitos investigados em diferentes amostras de oleorresinas.
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Tabela 23. Exatiddo do método CLUE-EM/EM para nove diterpenos utilizando trés niveis de concentragao.
Exatidéo (%0)
Substancias ORCr ORCm ORCpp
baixo* médio* alto* baixo* médio* alto* baixo* médio* alto*

Acido ent-caurenoico 1049+0,5 100,3+2,1 112,4+0,9 99,1+1,3 102,1+4,0 97,0+15 93,1+17 102,6 £0,5 1225+0,1
Acido ent-hardwiicko 103,8 +5,8 91,8+19 98,4+0,6 116,5+0,9 1120+4,1 102,4 £ 3,2 91,8+11,3 96,3+1,1 105,1+3,1
Acido ent-poliéltico 99,3134 100,6 £ 2,7 985+49 109,0+£0,1 96,9+ 24 1095+1,9 108,9+6,5 107,4+£ 3,0 945+1,1
Acido ent-diidroagatico 106,8 +1,6 106,6 +2,0 115,7+ 3,4 110,1+2,1 102,1+25 999+21 105,7 £ 4,4 103,3+0,9 101,0+1,2
Acido ent-copélico 1055+1,2 918+1,4 945+0,3 97,8+ 2,7 104,3+2,6 945+18 100,8 £ 4,6 112,2+3,0 108,2+ 34
Acido ent-3p-hidroxi-copélico 1175+24 114,4+49 118,4+4,3 108,1+1,9 1056 £2,1 100,7+2,9 103,1+6,9 106,8+1,9 1040+14
Acido ent-agatico 99,3+2,6 1019+16 111,2+ 3,6 96,4+5,1 1016+2,1 1016+22 955+89 101,0+2,3 1009+24
Acido ent-agatico-15-metil-éster 121,9+35 113,7+ 3,5 118,1+0,2 112,9+0,3 1076 +1,4 104,9+1,6 101,5+2,0 100,4+2,6 100,2+1,3
Acido ent-3p-acetoxi-copalico 98,6 £ 0,6 104,9+0,9 102,4 £ 3,1 104,8+0,5 103,7+ 4,7 105,2+1,7 99,2+54 98,3+3,2 945+14

Onde: ORCr, ORCm e ORCpp sdo oleorresinas de C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne e C. paupera Herzog, e * indica os niveis de concentragdo adicionados a 10,0 ug.mL™ de

amostras de oleorresinas.
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5.2.8.6 Robustez

A sensibilidade do método frente a variacdes premeditadas e deliberadas na temperatura da

analise cromatografica e porcentagem de aditivo de fase movel foram avaliados (Tabela 24).

A mudanca da temperatura da coluna de 37°C para 40°C promoveu varia¢des no tempo de
retencd@o e na resposta analitica para todos os analitos em todos os niveis investigados. Os acidos ent-
caurenoico, ent-copalico, ent-hardwiicko, ent-34-hidroxi copélico e ent-agatico-15-metil éster
apresentaram diminuicdo da resposta analitica em pelo menos um nivel de concentra¢do analisado,
elevando-se a temperatura de 37°C para 40°C. Porém as demais substancias apresentam comportamento

contrario.

O aumento do percentual dos aditivos de fase movel de 0,05% para 0,10% promoveu a
diminuicao no tempo de retencéo e aumento da resposta analitica de todos os diterpenos em pelo menos

um dos niveis de concentracdo avaliados.

Claramente, a andlise de variancia demonstrou que a resposta analitica é proporcional ao nivel
de concentracdo de cada analito e que a elevacdo da temperatura e da concentracdo dos modificadores

de fase mdvel reduz o tempo de retencdo das substancias investigadas.

Em cada linha da Tabela 24 letras mindsculas (a e b) indicam diferencas significativas

(p < 0,05) entre as amostras de oleorresinas investigadas (ANOVA).

Os dados experimentais encontrados para o parametro da robustez indicam que o método
CLUE-EM/EM desenvolvido é susceptivel a pequenas variagdes na temperatura e no percentual dos
modificadores da fase movel. Desta forma, o método proposto deve ter suas condi¢des analiticas

rigorosamente controladas, tanto na construcdo das curvas analiticas quanto na analise das amostras.
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Tabela 24. Resultados para o teste de robustez do método CLUE-EM/EM.
) Temperatura Aditivo de fase movel
Substancia (ugl_ Ir\rlﬁ_l'l) 37°C 40°C 0,05% 0,10%
tr (min) Resposta tr (min) Resposta tr (min) Resposta tr (min) Resposta
baixo (0,125) 8,662 60,49 + 5,372 8,73" 54,91 + 2,90? 9,332 36,33 + 0,652 8,73" 54,91 + 2,90°
Acido ent-caurenoico médio (0,275) 8,65° 128,42 + 0,75° 8,70P 99,38 + 3,78" 9,352 70,54 + 3,052 8,70P 99,38 + 3,78"
alto (0,350) 8,642 152,78 £ 2,702 8,69° 114,63 + 4,33° 9,372 83,66 + 1,052 8,69° 114,63 + 4,33°
baixo (1,250) 6,987 0,88 + 0,022 7,01° 0,88 +0,03? 7,952 0,93 + 0,012 7,01° 0,88 +£0,03°
Acido ent-hardwiicko médio (2,750) 6,962 1,54 £0,012 6,99° 1,50 £ 0,052 7,932 1,69 = 0,042 6,99° 1,50 + 0,05P
alto (3,500) 6,962 1,76 £ 0,032 6,98? 1,60 + 0,04 7,922 1,93 £ 0,01? 6,98° 1,60 + 0,04°
baixo (1,250) 7,082 0,04 + 0,002 7,11° 0,03 + 0,00° 7,99 0,03 + 0,002 7,11° 0,03 + 0,002
Acido ent-polialtico médio (2,750) 7,082 0,08 + 0,002 7,10 0,07 + 0,00° 7,982 0,07 £ 0,002 7,10° 0,07 £ 0,002
alto (3,500) 7,072 0,10 + 0,002 7,10° 0,09 + 0,00° 7,972 0,08 + 0,002 7,10° 0,09 +0,00°
baixo (1,250) 6,432 6,83 £ 0,162 6,42° 7,46 +0,19° 6,852 5,39 + 0,062 6,42° 7,46 +0,19°
Acido ent-diidroagatico médio (2,750) 6,422 14,90 + 0,172 6,40P 15,92 + 0,24° 6,852 11,86 +0,18° 6,40P 15,92 +0,24°
alto (3,500) 6,43% 18,22 + 0,442 6,39° 19,20 + 0,40P 6,83% 14,18 + 0,062 6,39° 19,20 + 0,40°
baixo (0,625) 7,718 14,53 + 0,962 7,632 13,37 £ 0,972 8,532 8,24 + 0,432 7,63° 13,37 +£0,97°
Acido ent-copélico médio (1,375) 7,718 28,46 + 2,20° 7,642 25,12 + 3,418 8,51° 18,11 + 1,632 7,64° 25,12 +3,14°
alto (1,750) 7,718 39,13 £1,312 7,63° 30,97 +1,53° 8,492 24,17 £ 0,442 7,63° 30,97 +£1,53°
baixo (1,250) 6,587 7,21 +0,162 6,567 7,09 + 0,282 6,967 5,39 +0,122 6,56° 7,09 +0,28°
Acido ent-3p-hidroxi-copélico médio (2,750) 6,572 13,25+ 0,212 6,54° 13,78 £ 0,24° 6,952 11,42 £ 0,342 6,54° 13,78 £ 0,24°
alto (3,500) 6,582 16,10 + 0,322 6,542 15,60 + 0,352 6,942 13,43 £ 0,142 6,54° 15,60 + 0,35°
baixo (1,250) 6,422 1,26 £ 0,03? 6,287 1,31 £ 0,03 6,73% 1,07 £ 0,012 6,28° 1,31+0,03
Acido ent-agatico médio (2,750) 6,412 2,610,032 6,27° 2,75 + 0,04° 6,728 2,38 £ 0,022 6,27° 2,75 + 0,04°
alto (3,500) 6,422 3,25+0,042 6,27° 3,40 +0,05° 6,712 2,96 + 0,042 6,27° 3,40 +0,05°
baixo (0,625) 6,962 42,72 +1,072 6,882 42,65 + 1,152 7,842 28,77 £ 0,26% 6,88" 42,65 +1,15°
Acido ent-agatico-15-metil-éster médio (1,375) 6,962 79,14 £1,192 6,882 79,20 £ 1,122 7,842 54,03 £ 0,742 6,88" 79,20 +1,12°
alto (1,750) 6,967 92,53 +1,292 6,887 88,28 + 2,612 7,822 61,14 + 0,932 6,88° 88,28 + 2,61°
baixo (1,250) 6,982 3,18 + 0,052 7,01° 3,00 + 0,06° 7,902 3,03 £ 0,062 7,01° 3,00 + 0,062
Acido ent-3p-acetoxi-copélico médio (2,750) 6,982 5,62 + 0,052 6,99° 5,29 +0,07° 7,882 5,81+ 0,152 6,99° 5,29 +0,07°
alto (3,500) 6,987 6,56 + 0,102 6,98° 5,89 +0,22° 7,872 6,92 + 0,152 6,98° 5,89 +0,22°




») T
@/{ajﬂ//m/od e Dgenssiio 113

5.2.8.7 Aplicacdo do método (analise das amostras)

Em seguida ao desenvolvimento, otimizacgéo e validacdo do método CLUE-EM/EM
para analise de nove diterpenos foram analisadas 10 amostras auténticas (C. langsdorffii Desf.,
C. duckei Dwyer, C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C.
pubiflora Benth, C. lucens Dwyer, C. oblongifolia Mart, C. trapezifolia Hayne, e Copaifera

sp.) e 06 amostras comerciais de oleorresinas.

Os resultados analiticos (Tabela 25) foram obtidos por meio de calculos empregando
as equac0es das curvas analiticas e corrigidos pelo fator de diluicdo realizado em cada amostra
separadamente, os quais indicaram diferencas qualitativas e quantitativas no teor de diterpenos

acidos, tanto nas amostras auténticas quanto nas amostras comerciais.

As amostras de ORCsp, ORCr e ORCd foram as amostras que apresentaram o maior
namero de substancias identificadas, diferentemente das amostras de ORCo e ORClIc que

continham apenas duas e trés substancias respectivamente.

Analise dos resultados permitiu observar que os acidos ent-caurenoico, ent-polialtico
e ent-copalico foram identificados e quantificados em quase todas as amostras investigadas,
sendo estes compostos mais o acido ent-hardwiicko frequentemente descritos em publicacGes
que investigam a composi¢do quimica de diferentes espécies do género Copaifera (LEANDRO
etal., 2012).

O &cido ent-copélico foi encontrado em quinze das 16 amostras investigadas, com
destaque para ORCpb, ORCsp, ORCr e C-1V, as quais apresentaram altas concentracfes para
este analito. Veiga-Junior e Pinto (2002) e Leandro et al. (2012) investigaram a composi¢do
quimica de oleorresina de diferentes espécies de Copaifera e indicaram que este metabolito
secundario € um biomarcador deste género de plantas. No entanto, a amostra ORCd coletada
no municipio de Belém-PA ndo continha este analito, todavia, dados preliminares de isolamento
fitoquimico da mesma amostra realizados pela equipe do Prof. Dr. Sérgio Ricardo Ambrosio
(UNIFAN) indicaram a presenga um isdmero de um acido ent-copalico; apresentando assim um
novo dado a respeito da composicao quimica deste produto natural. Diversas publica¢Bes sobre
do acido ent-copélico indicam que este composto apresenta significativa atividade contra
microorganismaos, tais como: Staphylococcus aureus e Streptococcus salivarius (LEANDRO et
al., 2012).
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O é&cido ent-caurenoico foi encontrado em aproximadamente 2/3 das amostras
analisadas, com excecdo de ORCm, ORClc, C-11 e C-VI. Este diterpeno apresentou atividade
leishmanicida contra L. amazonensis (MIRANDA et al., 2015), demonstrando assim o potencial
desse produto natural como alternativa aos tratamentos convencionais para essa doenga

negligenciavel.

O écido ent-polialtico foi o principal componente nas amostras de oleorresinas de C.
duckei, C. reticulata e C. lucens. Santos et al. (2008) também descreveram este diterpeno em
alta concentracdo em ORClc, em estudo de atividade antimicrobiana in vitro contra Leishmania

amazonenses.

O &cido ent-3p-acetoxi copalico foi identificado e quantificado em 11 das 16 amostras,
exceto nas amostras ORCd, ORCpp, ORCo, ORCt e C-V. Esse metabolito apresentou atividade
larvicida contra Aedes aegypti (OHSAKI, et al., 1994).

Ja o0 &cido ent-agatico-15-metil éster foi observado apenas nas amostras de ORCd,
ORCr e ORCsp. Bardaji et al. (2016) descreveram a presenca deste diterpeno em amostras de
oleorresina de C. reticulata em estudo de investigagédo de atividade antimicrobiana deste
produto natural frente a bactérias patdgenas do trato oral de humanos. A publicacdo de Tincussi
etal. (2002) também reporta a presenca deste diterpeno em amostra de oleorresina de Copaifera,
todavia 0s mesmos investigaram amostras de oleorresinas da espécie C. paupera coletada no
Peru. E importante destacar que esse diterpeno no foi identificado em nenhuma das amostras

comerciais investigadas.

Os dados de quantificagdo das amostras comerciais demonstram a presenga de pelo
menos cinco dos analitos investigados. Embora, os teores encontrados foram inferiores aos
encontrados para as amostras de oleorresinas auténticas coletadas no territério brasileiro. E
importante salientar que os rétulos das embalagens dos produtos comercializados néo
descrevem com clareza o teor contido de oleorresina e qual ou quais espécie foram a fonte,

sendo em muitos casos apenas descrito como “oleorresina de Copaifera officinalis™.
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Tabela 25. Quantificacdo dos nove diterpenos em amostras de oleorresinas utilizando o método CLUE-EM/EM.
Concentracéo de diterpenos (ug.mg) em oleorresinas
Oleorresina acido acido acido acido acido Acido acido acido acido
ent-caurenoico  ent-hardwiicko ent-polialtico  ent-diidroagatico ent-copalico ent-3p-hidroxi-copélico ent-agatico  ent-agatico-15-metil éster ent-34-acetoxi-copalico
ORCld 36,82+£0,33¢ 6557+0,93% 0,72+0,142 0,007 108,92 + 7,97¢ 0,007 0,00? 0,00? 1,86 +0,17°
ORCd 0,13 +0,012 0,00? 458,96 + 33,81¢ 75,39 + 2,57¢ 0,00? 0,007 23,69 + 1,25° 3,24 +£0,07° 0,007
ORCr 0,05 + 0,002 0,00? 407,35 £ 11,07¢ 0,007 153,05 + 1,84¢ 0,007 20,10 +0,46¢ 4,25 + 0,04¢ 521 +0,13°
ORCm 0,00? 0,00? 0,00? 0,007 47,69 + 2,92° 4,79 +0,18° 0,42 + 0,042 0,00? 20,11 +1,07¢
ORCpp 39,71+ 1,10° 61,22 + 0,33« 0,00? 0,93+0,04° 106,24 + 2,514 0,007 0,00? 0,00? 0,007
ORCpb 0,02+0,00° 266,10+2,64" 1,83 +0,05° 0,007 384,48 + 11,73 0,007 0,00? 0,00? 2,57 +0,16°
ORClc 0,00? 0,00? 654,54 + 21,66° 0,007 140,06 * 3,60° 0,007 0,00? 0,00? 5,40 £ 0,19¢
ORCo 5,83 + 0,09° 0,00? 1,02 £0,10? 0,007 41,28 + 0,83 0,007 0,00? 0,007 0,007
ORCt 0,07 +£0,000 371,86 +4,26° 1,34+0,08° 0,007 174,67 £ 2,57 0,007 0,07 + 0,002 0,007 0,007
ORCsp 4,25+0,06" 59,55+0,63° 47,73 +1,83 0,09+0,0028 273,06 + 6,33 5,24 +0,13¢ 69,60 + 2,53 4,35 +0,04¢ 1,11 +0,01%
C-l 0,72+0,022 61,72+2,32%¢  2,18+0,12 0,007 202,18 + 6,30" 12,30 £ 0,109 16,55 + 0,30 0,00? 29,39 +1,139
C-ll 0,00? 86,76 +0,63° 4,62 +0,69? 0,00? 179,04 + 2,70 15,02 £ 0,27" 17,65 + 0,46° 0,00? 52,43 + 0,841
C-n 0,23 £ 0,012 0,00? 3,43 +0,16% 0,00? 38,32 + 0,12 1,28 +0,02° 0,30 + 0,022 0,00? 7,49 + 0,44°
C-lv 0,43+0,01* 57,42+3,19° 3,18+0,15 0,007 259,98 + 7,30' 8,13 + 0,08° 14,77 £ 0,13° 0,00? 22,77 £ 0,85f
C-v 4,80 +0,24° 0,00? 49,60 + 0,34° 3,24 +£0,10° 27,04 £1,67° 0,007 1,90 £ 0,74? 0,00? 0,007
C-vI 0,00? 44,76 + 2,58° 0,00? 0,007 195,64 + 13,8%" 11,56 + 0,45f 17,34 + 0,60° 0,00? 31,75+ 1,35"

Onde: C-1 a C-VI sdo as oleorresinas comerciais adquiridas no mercado brasileiro. Em cada coluna letras mindsculas (a, b, c...) indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras
de oleorresinas investigadas (ANOVA e pds-teste de Tukey).
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As analises qualitativas e quantitativas das amostras de oleorresinas investigadas
(Tabela 24) indicaram diferencas significativas (p <0,05) no teor dos diferentes acidos
diterpénicos, tanto nas amostras auténticas quanto nas amostras comerciais, sendo os analitos
acido ent-hardwiicko, &cido ent-copdlico e &cido ent-3f-acetoxi copalico os que mais
contribuiram para a diferenca observada nas amostras analisadas, uma vez que foi considerado

que tais analitos promoveram maior distin¢do entre as amostras pelo teste de Tukey.

Baseado na analise de PCA, foi possivel observar a presenca de trés grupos diferentes
relacionando as semelhancas quimicas das amostras investigadas, sendo eles: Cluster 1 -
ORClc, ORCd e ORCr, Cluster 2 - ORCpb, ORCt, ORCsp, C-I, C-1I, C-1V e C-VI, e Cluster 3
- ORCId, ORCm, ORCpp, ORCo, C-IIl e C-V. O gréafico de scores-plot indicou diferencas
nitidas entre os grupos considerando que os dois primeiros componentes representaram mais de
73% da variancia total, sendo atribuido como variaveis discriminantes dos Cluster 1, 2, e 3 0s

acidos ent-poliéltico, ent-copalico e ent-caurenoico, respectivamente (Figura 17).

Figura 17. Analise de Componentes Principais (PCA) das amostras de oleorresinas investigadas, onde: C.
langsdorffii (ORCId), C. duckei (ORCd), C. reticulata (ORCr), C. multijuga (ORCm), C. paupera (ORCpp), C.
pubiflora (ORCpb), C. lucens (ORClIc), C. oblongifolia (ORCo), C. trapezifolia (ORCt), e Copaifera sp (ORCsp),
acido ent-caurenoico [1], acido ent-hardwiicko [2], &cido ent-polidltico [3], 4cido ent-diidroagéatico [4], &cido ent-
copalico [5], acido ent-34-hidroxi copalico[6], &cido ent-agatico [7], acido ent-agatico-15-metil ester [8] e acido
ent-3p-acetoxi copalico [9].
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A variagdo da composic¢do quimica das oleorresinas de copaiferas tem sido descrita,
sendo que alguns autores justificam essas diferencas no tipo e quantidade dos componentes

quimicos como resultado da interferéncia de fatores ambientais, diferenca na biossintese dos
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metabolitos secundarios entre individuos da mesma espécie e individuos de espécies diferentes
(CASCON, 2000; LAMEIRA et al., 2009; GALUCIO et al., 2016).

Diversos artigos foram publicados descrevendo a composicao quimica e as atividades
bioldgicas de oleorresinas de Copaifera e/ou de compostos isolados das mesmas. Contudo, a
investigacdo da composi¢cdo quimica aplicando métodos analiticos tem sido pouco reportada
(SOUSA et al., 2011; SOUZA et al., 2013; SOUZA et al., 2017). Portanto, o desenvolvimento
de um novo método analitico confiavel para identificar com precisdo os diterpenos acidos nas
oleorresinas de Copaifera é de grande importancia. Entdo, o objetivo do desenvolvimento e
validacdo do presente método CLUE-EM/EM para a anélise de nove &cidos diterpénicos em
oleorresinas de Copaiferas foi fornecer uma ferramenta analitica para a identificacao, separacao
e quantificacdo dos principais diterpenos (fracdo resinosa) presentes em amostras de oleorresina
desse género de plantas para auxiliar na verificacdo da qualidade deste produto; permitindo que
a comunidade cientifica, empresas privadas e agéncias reguladoras/fiscalizadoras utilizem os
dados aqui apresentados no auxilio da investigacdo e regularizacdo desse importante produto

natural oriundo da flora brasileira.

5.2.9 Desenvolvimento do método CG-CID para anélise das oleorresinas de Copaifera

O desenvolvimento do método CG-CID para analise de quatro sesquiterpenos foi uma
segunda proposta como ferramenta para investigacdo de oleorresinas de espécies do género
Copaifera, voltada para quantificacdo de compostos volateis. Nas proximas segdes sao
apresentados e discutidos os parametros de validacdo encontrados para 0 método proposto.

5.2.9.1 Seletividade

A seletividade do método para 0s sesquiterpenos a-copaeno, S-elemeno, S-cariofileno
e a-humuleno foi determinada definindo os seguintes parametros cromatograficos: nimero de
pratos tedrios (N), fator de retencédo (a) e resolucdo cromatografica (Rs) por meio de analise de

trés niveis de concentracdo (n = 3) em triplicata (Tabela 26).

Obsrvando os resultados encontrados, o numero de pratos teéricos para cada
substancia foi superior aos valores recomentados (> 300.000), demonstrando excelente
eficiéncia da coluna cromatografica utilizada. O fator de separacdo foi superior ao valor de 1,1

recomendado pela literatura para todos os analitos, exceto para o S-elemeno. Comparando com
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os dados de Sousa et al. (2011), o valor de a no presente trabalho foi menor para a-copano,
igual para a-humuleno e superior para o p-cariofileno. Por fim, a resolucdo cromatografica
apresentou valores acima aos das rescomendacdes da literatura cientifica e dos guias de
agéncias reguladoras (FDA, 1994; COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006). E importante

salientar que o desvio padréo relativo (coeficiente de variagdo) para todos os paramentros

cromatograficos analisados estavam dentro dos limites peritidos.

Tabela 26. Respostas para 0s parametros de seletividade do método CG-DIC.

. N a
Substancia 0 et DP  DPR(%) MédiazDP DPR(%) MédiazDP  DPR (%)
4-copaeno 407886 £ 7956 1,95 2,06 + 0,00 003 99,08+0,76 077
p-elemeno 412058 +7300 1,77 1,04 + 0,00 0,12 583+ 0,18 3,08
p-cariofileno 40123046948 1,73 1,10+ 0,00 011  1508+020 136
o-humuleno  417133+12535 3,01 1,10+ 0,00 001  1493+014 095

Onde: N é o numero de pratos tedricos, a € o fator de retengdo, Rs € a resolugdo cromatografica, DP é o desvio

padrdo, e DPR (%) é o desvio padrdo relativo.

Desta forma, os resultados para figura de mérito tratada nesta se¢do indicam separagéo

e seletividade satisfatorias do método CG-DIC proposto (Figura 18).

Figura 18. Cromatograma do método CG-DIC para quatro sesquiterpenos.
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5.2.9.2 Linearidade e Faixa de trabalho

A partir da construcdo das curvas analiticas para 0s quatro sesquiterpenos, a
linearidade foi estimada a partir de dois quesitos: o coeficiente de correlacdo (r) e o valor

percentual dos residuos em cada nivel de concentragdo das curvas analisados em trés repeticdes.
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Todas as curvas analiticas construidas apresentaram linearidade satisfatoria, uma vez
que os valores para coeficiente de correlacdo foram superiores a 0,99 (Tabela 27) e os valores
residuais em porcentagem para todas as replicatas em todos niveis foram inferiores a 20% no
LOQ e 15% para os demais niveis de concentracdo (apéndices 37 a 40), conforme
recomendaces das agéncias reguladoras (ICH, 2005), comprovando a adequacdo do método

para fins quantitativos.

A faixa linear de trabalho para os quatro sesquiterpenos ficou definida no intervalo de
concentracdo para todos os analitos entre o LOD e o maior nivel de concentrag¢do das curvas,
que compreendeu a 700 pg.mL™.

5.2.9.3 Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

Os limites de deteccdo equantificacdo para a-copaeno, f-elemeno, p-cariofileno e o-
humuleno foram determinados a partir de dos dados de cada uma das curvas analiticas

separadamente.

Os LOD e LOQ foram inferiores a 20 ug.mL?* e 50 pg.mL* (Tabela 27),
respectivamente, ressaltando que o composto S-elemeno apresentarou 0s maiores valores

encontrados para ambos 0s parametros.

Tabela 27. Paramtros das curvas analiticas para 0s quatro sesquiterpenos.

Substancia Equagio Faixa de trabalho LOD LOQ
(ug.mL™) (ugmL?h)  (ug.mL™)
0-copaeno y =0,0109 x — 0,2633 0,9981 100 - 700 8,67 26,28
[S-elemeno y =0,0085 x —0,1222 0,9973 100 - 700 16,02 48,53
[-cariofileno y =0,0085 x - 0,2032 0,9982 100 - 700 6,64 20,13
a-humuleno y =0,0085 x — 0,2087 0,9981 100 - 700 8,58 26,00
PI - - 100 - -

Onde: y é a resposta analitica, x é a concentragdo em pg.mL?, PI é o padréo interno (TMB), r é o coeficiente de
correlagdo, LOD é o limite de determinacédo, e LOQ € o limite de quantificacéo.

Os valores encontrados para os LOD e LOQ para a-copaeno, S-cariofileno e a-
humuleno foram superiores ao descritos por Sousa et al. (2011) que propds um método
utilizando um sistema CG-DIC para a quantificacdo de trés sesquiterpenos em 6leo volatil
extraido da oleorresina de C. langdorffii. Destaca-se que os dados escontrados no presente
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trabalho estdo na mesma escala de concentracéo descrita na publicacdo citada acima (SOUSA
etal., 2011).

5.2.9.4 Precisao

A precisao foi determinada em termos de repetitividade (precisao intradias) e precisao
intermediaria (precisao interdias), ambas expressas por meio do desvio padréo relativo (Tabela
28), em trés niveis de concentracdo (PASCHOAL et al., 2008).

Observando os valores encontrados, verificou-se que o método proposto para a
quantificacdo dos quatro sesquiterpenos foi preciso, uma vez que 0 mesmo apresentou valores
de desvio padrdo relativo em termos de repetitividade e precisdo intermediaria dentro dos
critérios de aceitacdo (DPR < 20%) recomendados pelas agéncias regulatérias (ICH, 2005;
KRUVE et al, 2015b).

Tabela 28. Precisdo do método CG-DIC para quatro sesquiterpenos utilizando trés niveis de concentracéo.

Substancia Niveis deN _Intradlas_- DPR (%_) Interdias — DPR (%)
Concentragao™ Dial Dia2 Dia3
baixo (100) 0,14 0,19 0,09 0,18
0-Copaeno médio (300) 0,33 0,31 0,31 0,30
alto (500) 0,51 0,14 0,21 0,67
baixo (100) 0,17 0,58 0,48 5,39
S-elemeno médio (300) 1,41 0,84 0,60 3,15
alto (500) 1,26 0,86 0,24 2,38
baixo (100) 0,32 0,23 0,07 0,25
p-cariofileno médio (300) 0,27 0,20 0,25 0,23
alto (500) 0,46 0,16 0,25 0,56
baixo (100) 0,35 0,19 0,14 0,31
a-humuleno médio (300) 0,86 0,27 0,71 0,82
alto (500) 0,44 0,25 0,27 0,56

Onde: DPR é o desvio padrao relativo e * indica os niveis de concentracdo expressos em pg.mL™.

5.2.9.5 Exatiddo

A exatiddo do método CG-DIC desenvolvido para cada um dos quatro sesquiterpenos
foi determinada por meio do recurso da adigéo de padréo, seguido de verificagdo das respostas
analiticas (Tabela 29).
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Analisando os dados obtidos, foi possivel observar que a exatiddo para todas as
substancias, nos trés niveis de concentracdo testados (n = 3), foi entre 90 e 110%, sendo tais

dados satisfatorios para este parametro analitico.

Tabela 29. Exatiddo do método CG-DIC para quatro sesquiterpenos utilizando trés niveis de concentracao.
Exatidé&o (%)

Substancia baixo* médio* alto*
a-Copaeno 92,8+0,3 97,3+£0,6 96,5+0,9
S-elemeno 954 +0,5 102,0 £ 5,7 98525
p-cariofileno 92,8+0,5 96,9+0,7 974+1,0
a-humuleno 92,1+ 0,8 96,7 +0,7 9%6,1+14

Onde: *indica os niveis de concentragdo adicionados a 2000,0 pug.mL* de amostras de oleorresinas.

5.2.9.6 Robustez

A sensibilidade do método frente a pequenas variacdes deliberadas nos parametros
operacionais do sistema CG-DIC: [A] temperatura do injetor (°C), [B] Split, [C] temperatura
inicial do forno (°C), [D] temperatura final do forno (°C), [E] temperatura do detector (°C), [F]
vazdo da fase moével (mL.min"t), e [G] - Vazdo de Nz (mL.min?), foi determinada a partir de

planejamento experimental do tipo por Plackett-Burman seguido de analise de variancia.

Entre os os resultados avaliados no teste de robustez (Tabela 30), tanto a resposta
analitica quanto o tempo de retencdo sofreram variacGes significativas durante as pequenas

variagOes realizadas ddeliberadamente no sistema cromatografico.

As respostas analiticas (razdo entre a area do analito pela &rea do padrdo interno) ndo
sofreram influéncia significativa para os analitos a-copaeno, p-cariofileno e a-humuleno
durante o teste empregado. Contudo, o sesquiterpeno S-elemeno sofreu influencia significativa

para todos os fatores avaliados, principalmente no menor nivel de concentracgéo.

O tempo de retengéo foi a resposta que mais sofreu influéncia durante as pequenas
variacdes executadas, especialmente para os fatores temperatura inicial do forno (C) e vazao de
N2 (G) propostos, que provocaram diminuicdo e aumento do tempo de retengédo

respectivamente.
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Tabela 30. Resultados para o teste de robustez do método CG-DIC.
Concentragéo: 100 pg.mL™? a-capoaeno - frelemeno -
Resposta tr (min) Resposta tr (min)
Descricado do fator Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%)
A - Temperatura do injetor (°C) 0,0352 0,03 -0,0039* -0,04 -1,2960* -1,30 0,0011 0,01
B - Split (divisor de amostra) -0,1525 -0,14 -0,0008 -0,01 -1,5344* -1,54 -0,0001 0,00
C - Temperatura inicial do forno (°C) -0,1259 -0,11 -1,6011* -18,37 -1,5464* -1,56 -1,6594* -18,34
D - Temperatura final do forno (°C) 0,1779 0,16 -0,0023 -0,03 1,2583* 1,27 0,0016 0,02
E - Temperatura do detector (°C) -0,0541 -0,05 0,0074* 0,09 1,0507* 1,06 0,0039 0,04
F - Vazdo de fase movel (mL.min?) -0,0105 -0,01 -0,0004 0,00 1,0507* 1,06 0,0039 0,04
G - Vazdo de Nz (mL.min™) 0,0999 0,09 0,0187* 0,22 -0,7178* -0,72 0,0189* 0,21
Concentragéo: 300 pug.mL™? ¢-Capoacno - p-elemeno -
Resposta tr (min) Resposta tr (min)
Descrigdo do fator Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%)
A - Temperatura do injetor (°C) -1,0481 -0,36 -0,0023 -0,03 -1,9446 -0,69 -0,0028 -0,03
B - Split (divisor de amostra) -1,4628 -0,51 -0,0047 -0,05 -2,3216* -0,82 0,0048* 0,05
C - Temperatura inicial do forno (°C) 0,3173 0,11 -1,6018* -18,38 -1,9862* -0,70 -1,6555* -18,29
D - Temperatura final do forno (°C) 0,3910 0,14 0,0012 0,01 1,6799 0,60 -0,0013 -0,01
E - Temperatura do detector (°C) -1,2490 -0,43 0,0037 0,04 1,0311 0,37 0,0020 0,02
F - Vazéo de fase mével (mL.min) -0,6226 -0,22 0,0007 0,01 1,0311 0,37 0,0020* 0,02
G - Vazdo de Nyg (mL.min) 1,2099 0,42 0,0175* 0,20 -0,7772 -0,28 0,0150* 0,17
.. 1 a-capoaeno p-elemeno
Concentragao: 500 ug.mL Resposta tr (min) Resposta tr (min)
Descricao do fator Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%)
A - Temperatura do injetor (°C) -1,4529 -0,30 -0,0013 -0,02 -5,1800* -1,12 -0,0013 -0,01
B - Split (divisor de amostra) -2,0853 -0,43 -0,0028 -0,03 -5,7378* -1,24 0,0030 0,03
C - Temperatura inicial do forno (°C) -4,2961 -0,88 -1,6003* -18,36 -6,0965* -1,32 -1,6565* -18,31
D - Temperatura final do forno (°C) 0,1401 0,03 0,0003 0,00 1,7412 0,38 0,0008 0,01
E - Temperatura do detector (°C) 0,5621 0,12 0,0045 0,05 0,6318 0,14 0,0078 0,09
F - Vazdo de fase mével (mL.min?) -0,4684 -0,10 0,0003 0,00 3,1420 0,68 -0,0005 -0,01
G - Vazdo de Nyg (mL.min?) 1,3685 0,28 0,0188* 0,22 0,0921* 0,02 0,0198* 0,22

Onde: * indica valor dos efeitos que foram estatisticamente significativas (p < 0,05) empregando ANOVA.
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Tabela 30. Resultados para o teste de robustez do método CG-DIC (Continua¢ao).
Concentragéo: 100 pg.mL™? p-cariofileno - a-humuleno -
Resposta tr (min) Resposta tr (min)
Descricdo do fator Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%)
A - Temperatura do injetor (°C) -0,0790 -0,07 -0,0043* -0,04 -0,0374 -0,03 -0,0038* -0,04
B - Split (divisor de amostra) 0,2967 0,27 0,0011 0,01 -0,2667 -0,24 -0,0010 -0,01
C - Temperatura inicial do forno (°C) -0,2602 -0,24 -1,7438* -17,59 -0,2335 -0,21 -1,8717* -17,18
D - Temperatura final do forno (°C) 0,2356 0,21 -0,0028 -0,03 0,2468 0,22 -0,0027 -0,02
E - Temperatura do detector (°C) -0,2829 -0,26 0,0079* 0,08 -0,3537 -0,32 0,0087* 0,08
F - Vazdo de fase movel (mL.min?) -0,1272 -0,12 -0,0003 0,00 -0,0565 -0,05 -0,0005 0,00
G - Vazdo de Nz (mL.min™) 0,1110 0,10 0,0207* 0,21 0,1294 0,12 0,0228* 0,21
Concentragao: 300 pig.mL™ p-cariofileno _ a-humuleno _
Resposta tr (min) Resposta tr (min)
Descrigdo do fator Ex Ex (%0) Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%)
A - Temperatura do injetor (°C) -1,0145 -0,35 -0,0027 -0,03 -1,0998 -0,38 -0,0027 -0,02
B - Split (divisor de amostra) 1,4458 0,50 0,0047 0,05 -1,4744 -0,51 -0,0048 -0,04
C - Temperatura inicial do forno (°C) -0,2115 -0,07 -1,7442* -17,59 -0,3330 -0,12 -1,8720* -17,18
D - Temperatura final do forno (°C) 0,3065 0,11 0,0007 0,01 0,2984 0,10 0,0012 0,01
E - Temperatura do detector (°C) -1,2264 -0,43 0,0048 0,05 -1,1700 -0,41 0,0057* 0,05
F - Vazéo de fase mével (mL.min) -0,5280 -0,18 0,0005 0,01 -0,4628 -0,16 0,0002 0,00
G - Vazdo de Nyg (mL.min) 1,2991 0,45 0,0198* 0,20 1,3038 0,45 0,0215* 0,20
. 4 p-cariofileno a-humuleno
Concentragao: 500 ug.mL Resposta tr (min) Resposta tr (min)
Descricao do fator Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%) Ex Ex (%)
A - Temperatura do injetor (°C) -1,9983 -0,41 -0,0018 -0,02 -2,1593 -0,44 -0,0015 -0,01
B - Split (divisor de amostra) 2,2964 0,47 0,0036 0,04 -2,7278 -0,56 -0,0042 -0,04
C - Temperatura inicial do forno (°C) -5,3851 -1,10 -1,7429* -17,57 -6,2872 -1,29 -1,8703* -17,16
D - Temperatura final do forno (°C) 0,0867 0,02 0,0003 0,00 -0,1601 -0,03 0,0008 0,01
E - Temperatura do detector (°C) 0,1779 0,04 0,0046 0,05 0,3094 0,06 0,0050 0,05
F - Vazdo de fase mével (mL.min?) -0,1500 -0,03 0,0008 0,01 -0,2737 -0,06 0,0007 0,01
G - Vazdo de Nyg (mL.min?) 1,5970 0,33 0,0206* 0,21 1,6695 0,34 0,0227* 0,21

Onde: * indica valor dos efeitos que foram estatisticamente significativas (p < 0,05) empregando ANOVA.
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Diante dos dados obtidos para o teste de robustez, fica claro que os parametros
operacionais do sistema CG-DIC para analise dos quatro sesquiterpenos supracitados devem
ser rigorosamente controlados, visto que pequenas varia¢fes nos fatores investigados podem
provocar variagdes significaticas, tanto para a resposta analitica do composto s-elemeno quanto

para o tempo de retencéo de todos 0s sesquiterpenos estudados.

5.2.9.7 Aplicacdo do método (anlise das amostras)

Um total de 15 amostras oleorresinas foram analisadas utilizando o método CG-DIC
validado quanto ao teor de a-copaeno, f-elemeno, p-cariofileno e a-humuleno, sendo 09
amostras auténticas (C. langsdorffii Desf., C. duckei Dwyer, C. reticulata Ducke, C. multijuga
Hayne, C. paupera (Herzog) Dwyer, C. pubiflora Benth, C. oblongifolia Mart, C. trapezifolia
Hayne, e Copaifera sp.) e seis amostras comerciais de oleorresinas.

Na Tabela 31 s@o apresentados os resultados de quantificacdo dos quatro

sesquiterpenos em oleorresinas brutas de copaiferas.

Tabela 31. Quantificagdo de quatro sesquiterpenos em amostras de oleorresina utilizando do método CG-DIC.

Concentracéo do sesquiterpeno [média (ug.mg™) + desvio padrao]

Oleorresina a-copaeno p-elemeno p-cariofileno a-humuleno
ORCld 0,00? 0,00? 101,08 +9,12¢ *
ORCd 0,007 0,007 64,75+ 0,07¢ 0,007
ORCr 0,007 0,007 44,04 £ 2,62° *
ORCm 139,06 + 4,26 0,002 514,91 + 6,02/ 96,01 + 1,98f
ORCpp 178,68 + 1,159 0,00? 0,00? 0,002
ORCph 0,007 84,77 £1,15° 175,98 £ 2,77¢ 27,63 +0,64°
ORCo 0,007 0,007 0,00? *
ORCt 62,93 +1,48° 0,002 104,24 + 9,28¢ *
ORCsp 0,00? 0,00? 46,44 +550° 0,002
C-l 53,40 + 4,744 0,007 271,33 +0,709 66,70 + 6,70°
C-l 39,49 + 2,69¢ 0,00? 331,64 + 4,31" 64,63 + 3,09°
C-n 28,11 +0,47° 0,002 585,93 + 0,79 99,40 + 3,17f
C-lv 35,89 + 2,39° 0,00? 204,87 + 2,20f 38,48 +2,83¢
C-v 0,007 0,007 0,002 *

C-VI 52,88 + 2,224 0,00? 266,16 + 1,729 53,91 + 2,161

Onde: ORCId - C. langsdorffii, ORCd - C. duckei, ORCr - C. reticulata, ORCm - C. multijulga, ORCpp - C.
paupera, ORCpb - C. pubiflora, ORCo - C. oblongifolia, ORCt - C. trapezifolia, ORCsp - Copaifera sp.(Belém-
PA), C: amostras comerciais de | a VI. Em cada coluna letras minGsculas (a, b, c...) indicam diferengas
significativas (p < 0,05) entre as amostras de oleorresinas investigadas (ANOVA e pos-teste de Tukey) e *indica
substancia ndo detectada.
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Foi observado que o p-cariofileno foi o sesquiterpeno quantificado no maior nimero
de amostras, exceto nas ORCpp, ORCo e amostra comercial C-V. Destaca-se também o elevado
teor deste sesquiterpeno nas amostras ORCm e amostras comerciais C-11 e C-I11. Todos esses
resultados estédo em concordancia com dados da literatura, uma vez que o referido sesquiterpeno
é descrito como o composto volatil mais frenquentemente presente e oleorresinas de Copaifera.
Esse sesquiterpeno apresenta como efeitos bioldgicos ja comprovados: atividades anti-
inflamatdrias, anticancer, antimicrobiana, antioxidantes e analgésicas (FIDYT et al., 2016),
tornando assim as espécies com elevado teor desse composto como promissoras para uso

alternativo aos tratamentos convencionais.

As substancias a-copaeno e a-humuleno foram quantificadas em boa parte das
amostras investigadas, com destaque para a amostra ORCm com consideravel teor para esses
dois compostos. As amostras ORCId, ORCd ORCr, ORCo e C-V néo tiveram o teor dos
referidos compostos determinados ou ndo estdo presentes nessas amostras, sendo os dados
representados por um asterisco (*). Os dados de quantificacdo dessas amostras permintem
sugerir que as mesmes podem apresentar atividade antioxidante e anti-inflamatéria, uma vez
que os dois sesquiterpenos apresentam os referidos efeitos bioldgicos, respectivamente de
acordo com as publicacdes de Legault e Pichette (2007) e Turkez et al. (2014).

O sesquiterpeno pS-elemeno foi quantificado na amostra de ORCpb, ndo sendo
quantificado nas demais amostras. Esse resultado pode ser justificado pelo representativo teor
desta substancia apontado pela analise por MEFS-CG-DIC. Muito embora a amostra ORCo
também tenha apresentado o maior teor para 0 mesmo sesquiterpeno na analise por
microexracdo em fase solida, a resposta analitica encontrada ndo atingiu os niveis de
quantificacio adotados no presente método. E importante salientar que a amostra de oleorresina
de C. oblongifolia apresentou baixas quantidade de éleo volatil, apresentando assim aparéncia
de resina dura, caracteristica esta que pode explicar a ndo quantificagdo dos sesquiterpenos

investigados e a diferenca entre as duas analises propostas.

Igualmente a amostra de ORCo, a quantidade dos quatro sesquiterpenos ndo foi
possivel de ser estimada na amostra comercial V. Todavia, as caracteristicas sensoriais como
fluidez e odor ndo permitem justificar a falta de efericdo do a-copaeno, s-elemeno, S-cariofileno

e a-humuleno, sendo nesta amostra predominante em sua fra¢do volatil o a-bergamoteno.

Assim, de modo geral, os dados encontrados utilizando método CG-DIC estdo de
acordo com os resultados encontrados na analise qualitativa empregando o sistema MEFS-CG-

EM apresentados na secao 5.2.6.
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O método empregado utilizando cromatografia em fase gasosa acoplada a detetor de
ionizacdo de chama aqui proposto demonstrou-se adequado para quantificdo simples e direta
de a-copaeno, S-elemeno, S-cariofileno e a-humuleno em amostras auténticas e comerciais de
oleorresina de copaiferas. Vale ressaltar que 0 método proposto por Sousa et al. (2011)
apresentou maior sensibilidade para as mesmas substancias investigadas (a-copaeno, f-
cariofileno e a-humuleno) em dleo volatil de oleorresina de C. langsdorffii; porém, os mesmos
autores ndo quantificaram tais substancias diretamente na oleorresina e nem investigaram

diferentes espécies do género.

5.3 ESTUDO DAS FOLHAS

Nove extratos de folhas de diferentes espécies (C. langsdorffii, C. duckei, C. reticulata,
C. multijuga, C. paupera, C. pubiflora, C. lucens, C. oblongifolia e C. trapezifolia) foram
analisadas qualitativamente por CLUE-EM, conforme descrito na secdo 4.3.2, sendo

selecionado 0 modo negativo para analise das amostras.

Em termos gerais, 0s extratos analisados tiveram identificados acidos galoilquinicos e

flavonoides (Figura 19).

A partir dos resultados obtidos da analise dos extratos das folhas e da analise de
solugdes contendo compostos isolados de folhas de copaiferas (Figuras 20 a 22) foi possivel
sugerir a presenga das seguintes substancias: acido 5’-O-metil-3-O-galoilquinico (AGQ-1),
acido  5°’-O-metil-3,4-di-O-galoilquinico (AGQ-2), acido 5’,5”’-di-O-metil-3,4-di-O-
galoilquinico (AGQ-3), acido 3,4-di-O-galoilquinico (AGQ-4), acido 5°’-O-metil-3,5-di-O-
galoilquinico (AGQ-5), acido 5’-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico (AGQ-6), acido 5’-O-metil-
3,4-di-O-galoilquinico (AGQ-7), acido 5°,5’’-di-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico (AGQ-8),
acido 5°,5”’-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico (AGQ-9), &cido 3,5-di-O-galoilquinico (AGQ-
10), acido 4,5-di-O-galoilquinico (AGQ-11), acido 5’-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico (AGQ-
12), acido 5°’-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico (AGQ-13), acido 3,4,5-tri-O-galoilquinico
(AGQ-14), acido 5°’-O-metil-3,4,5-tri-O-galoilquinico (AGQ-15), acido 5°,5°°,5’’-tri-O-
metil-3,4,5-tri-O-galoilquinico (AGQ-16), afzelina e quercitrina. A presenca dessas sustancias
foi descrita por Motta (2014), Nogueira, Furtado e Bastos (2015) e Motta et al. (2017), os quais
investigaram a composi¢do quimica, a sazonalidade e a atividade gastroprotetora de extratos de

folhas de Copaifera langsdorffi coletadas na regido sudeste do Brasil.
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Figura 19. Estrutura quimica de alguns &cidos galoilquinicos e flavonoides encontratos nos extratos de
folhas de espécies de Copaiferas.
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As areas totais dos cromatogramas para cada substancia sugerida sdo apresentadas nas

Figuras 20 a 22, onde sdo relacionadas as respectivas areas de cada composto em relacdo a cada
amostra de extrato de folhas. Os &cidos AGQ-8, AGQ-9 e AGQ-16, azfelina e quercitrina
apresentaram as maiores respostas (area) para as nove amostras investigadas. Por outro lado, 0s

acidos AGQ-7 e AGQ-13 mostraram resposta discreta em todas as amostras.



23 7 P
@/{ cstillados e Oliseussiio 128

O é&cido 3,4,5-tri-O-galoilquinico (AGQ-14) apresentou-se com destaque na amostra
de C. duckei em comparacdo com todas as amostras e substancias analisadas. Investigacoes
anteriores (MOTTA etal., 2017) indicam que este acido rediziu lesdes gastricas e a proliferacdo
de células de adenocarcinoma gastrico, demonstrando assim o potencial uso do extrato de folhas
de C. duckei como fonte de substanias de protecdo gastrica.

Os extratos de folhas das espécies C. langsdorffi, C. reticulata, C. paupera e C.
oblongifolia apresentaram as maiores respostas para afzelina e quercitrina. Lemos et al. (2015)
verificaram que os mesmos flavonoides e extratos hidroalcodlicos de folhas de C. langsdorffi
exibiram atividade gastroprotetora em modelo de indugdo de Ulcera gastrica por etanol/HCI.
Além disso, outro estudo apontou (BRANCALION et al., 2012) a diminuicéo significativa do
namero e da dureza de calculos renais (oxalato de calcio) em ratos, indicando o potencial uso

do extrato folhas das outras duas espécies para 0 mesmo fim.

E importante salientar que a auséncia ou a baixa resposta encontrata para qualquer
analito nas amostras investigadas ndo necessariamente indicam a auséncia de qualquer
substancia, uma vez que foram adotados parametros operacionais do sistema CLUE-EM
Thermo e de tratamento de dados (&rea do pico > 107) que privilegiaram a investigacdo das
substancias majoritarias, para as quais havia padrdes analiticos isolados de Copaifera e

disponibilizados pela equipe do Projeto Tematico.
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Figura 20. Resultados da analise qualitativa dos extratos das folhas para os acidos galoilquinicos 1 a
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Figura 21. Resultados da analise qualitativa dos extratos das folhas para os acidos galoilquinicos 7 a
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Figura 22. Resultados da analise qualitativa dos extratos das folhas para os acidos galoilquinicos 13

a 16, afzelina e quercitrina.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo de investigacdo da composi¢do quimica de folhas e oleorresinas do

género Copaifera gerou resultados que possibilitaram as seguintes conclusoes:

1. O rendimento de coleta da oleorresina de diferentes espécies de Copaifera foi
consideravelmente variavel entre as espécies distribuidas no territério brasileiro, sendo as
especies presentes na regido norte do Brasil as mais promissoras em relacdo a produgdo do
referido exsudato;

2. Asoleorresinas de Copaifera possuem teores variaveis das fracoes volatil (0leo
volatil) e fixa (resina), das quais, as amostras de oleorrina de C. multijuga e e C. langsdorffii
foram as que presentaram os maiores teores relativos de 6leo volatil;

3. A combinagdo das técnicas de cromatografila em fase liquida empregando
coluna de vidro classica e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com detector
UV/Vis, permitiu o fracionamento e isolamento de trés constituintes principais da oleorresina
de C. duckei, sendo técnicas apropriadas para o isolamento de componentes quimicos desse
produto vegetal,

4.  Os dados experimentais de ressonancia magnética nuclear unidimensional (*H e
13C) e bidimensionais (HSQC e HMBC), em comparagéo com dados da literatura permitiram a
identificacdo dos diterpenos: acido ent-polialtico, &cido ent-diidroagético e o acido enti-agatico-
15-metil éster;

5. O emprego e otimizacdo da técnica de micro extracdo em fase sélida utilizando
fibra de silica fundida com revestimento de polidimetilsiloxano (PDMS), seguido de analise
usando cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM),
possibilitou a analise qualitativa simples, direta, rapida e reprodutiva para a determinacdo dos
componentes volateis de oleorresinas de Copaifera, sendo, portanto uma exelente alternativa
aos procedimentos classicos de anlises das substancias volateis desse produto natural,

6.  Pormeio daanéalise de MEFS-CG-EM foi possivel constatar que os componentes
volateis das oleorresinas sdo predominantemente da classe dos sesquiterpenos, com destaque
para 0 a-copaeno, s-elemeno, p-cariofileno e a-bergamoteno, dados estes que estédo de acordo
com a literatura cientifica;

7. O método CLUE-EM/EM desenvolvido e otimizado para analise de nove
diterpenos acidos em oleorresinas de Copaifera apresentou parametros adequados de validacao
como especificidade, linearidade, preciséo, precisdo e limites de deteccdo e quantificacdo na

escala de nanograma por mililitro. Todavia, fatores como temperatura e modificadores de fase



%}/1(4/11/}(765 134

movel devem ser controlados rigorosamente para a manutencéo da precisao analitica. Além
disso, 10 amostras de oleorresinas auténticas e seis amostras comercias foram analisadas; sendo
observadas diferencas qualitativas e quantitatuivas entre todas as amostras investigadas, nas
quais os acidos ent-caurenoico, ent-polialtico e ent-copalico foram as substancias que mais
influenciaram nessa diferenca, demonstrando que o método CLUE-EM/EM proposto é uma
ferramenta analitica adequada para auxiliar na determinacdo da composi¢do quimica das
amostras de oleorresina de Copaifera;

8. Uma outra ferramenta analitica, o método CG-DIC foi desenvolvido e otimizado
para quantificacdo direta de a-copaeno, S-elemeno, f-cariofileno e a-humuleno em amostras de
oleorresinas de copaiferas apresentou parametros adequados de validagdo. Contudo, os valores
nas figuras de mérito LOD e LOQ foram superiores ao descrito pela literatura. Assim, como no
método CLUE-EM/EM, as condi¢Oes analiticas propostas para o sistema CG-DIC devem ser
igualmente controladas para a manutencdo da confiabilidade dos resultados gerados. Quinze
amostras de oleorresinas foram analisadas, utilizando o método CG-DIC, sendo possivel
observar: [1] o sesquiterpeno p-cariofileno é a substéncia frequentemente detectada e
quantificada, mas [2] apresentaram diferengas quantitativas;

9.  Os dados da anélise qualitativa empregando CLUE-EM/EM para analise de
extrato das folhas indicou a presenca de acidos galoilquinicos e flavonoides em todas as
espécies investigadas, dados estes que concordam com a literatura. Entre as substancias
presentes destancam-se o &cido di-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico (AGQ-8), acido 5°,5’-di-O-
metil-4,5-di-O-galoilquinico (AGQ-9), acido 5°,5°’,5””’-tri-O-metil-3,4,5-tri-O-galoilquinico
(AGQ-16), afzelina e quercitrina;

10. Entéo, o objetivo do desenvolvimento e validagdo dos método CLUE-EM/EM e
CG-DIC para a analise de nove diterpenos acidos e quatro sesquiterpenos em oleorresinas de
copaiferas foi fornecer uma ferramenta analitica para a identificagéo, separacédo e quantificacao
dos principais componentes quimicos presentes em amostras de oleorresina do género
Copaifera para auxiliar na verificacdo da qualidade deste produto; permitindo que a
comunidade cientifica, empresas privadas e agéncias reguladorass utilizem os dados
apresentados no auxilio da investigacdo e regularizacdo desse importante produto natural

oriundo da biodiversidade brasileira.
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Portanto, a investigacdo da composi¢do quimica tanto do extrato das folhas quanto das
oleorresinas do género Copaifera faz-se necessaria, uma vez que a variagao nos constituintes é
comumente reportada, sendo esses produtos objeto de investiga¢do quanto as suas propriedades
bioldgicas, tornando assim importante o desenvolvimento de ténicas analiticas que auxiliem na
determinacéo direta e confiavel da composicdo quimica dos produtos desse importante género

de plantas da flora brasileira (Apéndice 41).
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8 APENDICES

Apéndice 1. Espectro de RMN H do isolado da fragdo ORCd-2.4 em CDCl; (500 MHz).
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Apéndice 3. Espectro de RMN *3C (DEPT 135) do isolado da fragio ORCd-2.4 em CDCl; (125 MHz).
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Apéndice 4. Mapa de contorno HSQC do isolado da fracdo ORCd-2.4 em CDCl3 (500 MHz).

f1 (ppm)

g @ L110

T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
£2 (ppm)




%}M&'ﬁfd 156

Apéndice 5. Mapa de contorno HMBC do isolado da fragdo ORCd-2.4 em CDCl; (500 MHz).
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Apéndice 7. Espectro de RMN *3C do isolado da fragio ORCd-4.1.6 em CDCl; (125 MHz).
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Apéndice 8. Espectro de RMN **C (DEPT 135) do isolado da fragdo ORCd-4.1.6 em CDCl; (125 MHz).
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Apéndice 9. Mapa de contorno HSQC do isolado da fracdo ORCd-4.1.6 em CDCl3 (500 MHz).
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Apéndice 10. Mapa de contorno HMBC do isolado da fragdo ORCd-4.1.6 em CDCl; (500 MHz).
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Apéndice 11. Espectro de RMN *H do isolado da fragdo ORCd-5 em CDCl; (500 MHz).
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Apéndice 13. Espectro de RMN *3C (DEPT 135) do isolado da fragdo ORCd-5 em CDCl; (125 MHz).
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Apéndice 14. Mapa de contorno HSQC do isolado da fragdo ORCd-5 em CDClI; (500 MHz).
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Apéndice 15. Mapa de contorno HMBC do isolado da fracdo ORCd-5 em CDClI; (500 MHz).
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Apéndice 16. Andlise de variancia (ANOVA) para resposta ndmero de picos por cromatograma utilizando o
planejamento experimental Box-Behnken para trés fatores.

Fator Soma_ C_;raus de Média_ Teste F o
Quadratica liberdade Quadratica

teq (Min) (L) 15,1250 1 15,1250 2,1416 0,1815
texe (Min) (L) 16,6731 1 16,6731 2,3608 0,1630
T (°C) (L) 18,0000 1 18,0000 2,5487 0,1491
teq (Min) (Q) 4,6731 1 4,6731 0,6617 0,4395
text (Min) (Q) 21,1250 1 21,1250 2,9912 0,1220
T (°C) (Q) 2,8269 1 2,8269 0,4003 0,5446
Erro puro 56,5000 8 7,0625 - -
Total da soma quadrética 136,9333 14 - - -

Onde: r? = 0,5874; ryq; = 0,2780; L = efeito linear; Q = efeito quadratico. * indica significancia estatistica com

limite de confianca de 95%.

Apéndice 17. Analise de variancia (ANOVA) para resposta area total por cromatograma utilizando o
planejamento experimental Box-Behnken para trés fatores.

Soma

Graus de

Média

Fator qguadrética liberdade Quadratica Teste F P
teq (Min) (L) 6,94 x 103 1 6,94 x 103 0,0790  0,7858
text (MiN) (L) 2,35 x 1015 1 2,35 x 1015 2,6748  0,1406
T (°C) (L) 2,35 x 10% 1 2,35 x 10% 26,7718  0,0008*
teq (Min) (Q) 5,00 x 1015 1 5,09 x 1015 57885  0,0428*
text (MiN) (Q) 6,41 x 1015 1 6,41 x 1015 72913 0,0271*
T (°C) (Q) 3,30 x 10% 1 3,30 x 10% 03752 05572
Erro puro 7,04 x 10° 8 8,79 x 10 - -
Total da soma quadratica 4,55 x 10 14 - - -

Onde: r2 = 0,8473; rag; = 0, 7293; L = efeito linear; Q = efeito quadratico. * indica significancia estatistica com

limite de confianca de 95%.
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Apéndice 18. Espectro de massas do acido ent-caurenoico (modo SIR).
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Apéndice 19. Espectro de massas do acido ent-hardwiicko (modo MRM).
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Apéndice 20. Espectro de massas do acido ent-polialtico (modo MRM).

205
100

%

315

204

‘ |

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350




166

7 ~ A
L%gﬁ?(/é(’(){j
7

Apéndice 21. Espectro de massas do acido ent-diidroagatico (modo MRM).
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Apéndice 22. Espectro de massas do acido ent-copalico (modo SIR).
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Apéndice 23. Espectro de massas do acido ent-34-hidroxi copalico (modo MRM).
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Apéndice 24. Espectro de massas do acido ent-agatico (modo MRM).
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Apéndice 25. Espectro de massas do acido ent-agatico-15-metil éster (modo MRM).

273
100
1 347
=2 315
221
0|1‘\|\ﬂ||‘“‘|||\||’U||||\|\||||\|\|\m/z
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360




. g
t,%/?(/é(’()d 171
7

Apéndice 26. Espectro de massas do &cido ent-35-acetoxi-copalico (modo MRM).
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Apéndice 27. Espectro de massas do acido fertlico — padréo interno (modo MRM).
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Apéndice 28. Dados da curva analitica do &cido ent-caurenoico no sistema CLUE-EM/EM.
Parémetros matematicos da curva analitica
a b r r2
353,6937 7,55513 0,9978 0,9956
Dados experimentais da curva analitica
oL expermental MEGR D8R0 G0 ceiada R0 (0"
0,025 14,7348 16,3836 -1,6489 -10,06
0,025 14,5465 14,74 0,19 1,29 16,3836 -1,8371 -11,21
0,025 14,9258 16,3836 -1,4578 -8,90
0,050 29,4135 25,2260 4,1875 16,60
0,050 28,6856 28,97 0,39 1,35 25,2260 3,4596 13,71
0,050 28,8034 25,2260 3,5774 14,18
0,125 50,3801 51,7530 -1,3729 -2,65
0,125 53,9843 53,28 2,62 4,93 51,7530 2,2313 4,31
0,125 55,4874 51,7530 3,7344 7,22
0,200 74,3288 78,2800 -3,9512 -5,05
0,200 77,3483 76,00 1,54 2,02 78,2800 -0,9318 -1,19
0,200 76,3320 78,2800 -1,9481 -2,49
0,275 105,4810 104,8071 0,6740 0,64
0,275 100,0104 101,29 3,72 3,68 104,8071 -4,7967 -4,58
0,275 98,3709 104,8071 -6,4362 -6,14
0,500 191,3848 184,3881 6,9967 3,79
0,500 189,2401 186,56 6,59 3,53 184,3881 4,8520 2,63
0,500 179,0559 184,3881 -5,3323 -2,89

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacdo, DRP é o desvio padrao relativo das repetices de cada nivel de concentragio

da curva.
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Apéndice 29. Dados da curva analitica do &cido ent-hardwiicko no sistema CLUE-EM/EM.
Parémetros matematicos da curva analitica
a b r r2
0,3985 0,4009 0,9981 0,9962
Dados experimentais da curva analitica
oL expermental MEGR 00RO 5 coleuada RSO0 (00"
0,500 0,5830 0,6001 -0,0171 -2,84
0,500 0,5828 0,58 0,00 0,61 0,6001 -0,0173 -2,89
0,500 0,5768 0,6001 -0,0233 -3,89
1,250 0,9155 0,8989 0,0166 1,84
1,250 0,9341 0,93 0,01 1,01 0,8989 0,0352 3,91
1,250 0,9265 0,8989 0,0276 3,07
2,000 1,1740 1,1978 -0,0238 -1,99
2,000 1,2153 1,20 0,02 2,01 1,1978 0,0175 1,46
2,000 1,2163 1,1978 0,0185 1,54
2,750 1,5634 1,4967 0,0667 4,46
2,750 1,5143 1,50 0,08 5,14 1,4967 0,0176 1,18
2,750 1,4126 1,4967 -0,0841 -5,62
3,500 1,7944 1,7955 -0,0011 -0,06
3,500 1,7618 1,78 0,02 0,92 1,7955 -0,0337 -1,88
3,500 1,7805 1,7955 -0,0150 -0,84
5,000 2,3749 2,3932 -0,0183 -0,77
5,000 2,3583 2,40 0,06 2,33 2,3932 -0,0349 -1,46
5,000 2,4622 2,3932 0,0690 2,88

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacdo, DRP é o desvio padrao relativo das repeticdes de cada nivel de concentragio

da curva.
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Apéndice 30. Dados da curva analitica do &cido ent-polidltico no sistema CLUE-EM/EM.

Parametros matematicos da curva analitica

a b r r2
0,0278 -0,0011 0,9966 0,9932
Dados experimentais da curva analitica
Concentragéo Resposta Meédia Desvio DPR Resposta Residuo Residuo

(Mg.mL1) experimental padréo (%) calculada (%)
0,250 0,0071 0,0084 -0,0013 -16,00
0,250 0,0070 0,0075 0,00 11,10 0,0084 -0,0014 -16,52
0,250 0,0085 0,0084 0,0001 0,95
0,500 0,0150 0,0154 -0,0004 -2,48
0,500 0,0132 0,0136 0,00 9,09 0,0154 -0,0022 -14,53
0,500 0,0127 0,0154 -0,0027 -17,72
1,250 0,0329 0,0363 -0,0034 -9,47
1,250 0,0372 0,0346 0,00 6,81 0,0363 0,0009 2,62
1,250 0,0336 0,0363 -0,0027 -7,50
2,000 0,0510 0,0572 -0,0062 -10,85
2,000 0,0515 0,0525 0,00 4,07 0,0572 -0,0056 -9,85
2,000 0,0549 0,0572 -0,0023 -3,95
2,750 0,0761 0,0781 -0,0020 -2,55
2,750 0,0724 0,0729 0,00 4,09 0,0781 -0,0057 -7,30
2,750 0,0702 0,0781 -0,0079 -10,11
3,500 0,0907 0,0990 -0,0083 -8,38
3,500 0,0912 0,0928 0,00 3,44 0,0990 -0,0077 -7,80
3,500 0,0965 0,0990 -0,0025 -2,52
5,000 0,1490 0,1407 0,0083 5,89
5,000 0,1359 0,1416 0,01 4,77 0,1407 -0,0049 -3,46
5,000 0,1398 0,1407 -0,0010 -0,71

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlagdo e
r? é o coeficiente de determinacgdo, DRP € o desvio padréo relativo das repeticGes de cada nivel de concentragdo
da curva.
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Apéndice 31. Dados da curva analitica do &cido ent-diidroagatico no sistema CLUE-EM/EM.
Parémetros metros matematicos da curva analitica

a b r r2
5,3515 0,0366 0,9944 0,9889
Experimental data of analytical curve
Concentracao Resposta Meédia Desvio DPR Resposta Residuo Residuo
(Hg.mL1) experimental padréo (%) calculada (%)
0,250 1,5532 1,3744 0,1788 13,01
0,250 1,6269 1,57 0,05 2,89 1,3744 0,2524 18,37
0,250 1,5440 1,3744 0,1695 12,33
1,250 6,5768 6,7259 -0,1491 -2,22
1,250 6,6629 6,74 0,21 3,19 6,7259 -0,0630 -0,94
1,250 6,9846 6,7259 0,2587 3,85
2,000 10,1386 10,7395 -0,6009 -5,59
2,000 10,5853 10,34 0,23 2,19 10,7395 -0,1542 -1,44
2,000 10,3016 10,7395 -0,4379 -4,08
2,750 14,5097 14,7531 -0,2433 -1,65
2,750 14,5896 15,55 1,74 11,18 14,7531 -0,1635 -1,11
2,750 17,5600 14,7531 2,8069 19,03
3,500 18,0496 18,7666 -0,7171 -3,82
3,500 17,5165 17,69 0,31 1,77 18,7666 -1,2501 -6,66
3,500 17,5006 18,7666 -1,2660 -6,75
5,000 27,5086 26,7938 0,7148 2,67
5,000 26,6094 27,25 0,56 2,06 26,7938 -0,1844 -0,69
5,000 27,6421 26,7938 0,8483 3,17

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacdo, DRP é o desvio padrao relativo das repeticdes de cada nivel de concentragio
da curva.
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Apéndice 32. Dados da curva analitica do &cido ent-copalico no sistema CLUE-EM/EM.
Parémetros matematicos da curva analitica

a b r r2
17,2721 2,3190 0,9980 0,9960
Dados experimentais da curva analitica
Concentracao Resposta Meédia Desvio DPR Resposta Residuo Residuo
(Hg.mL1) experimental padréo (%) calculada (%)
0,250 6,7400 6,6370 0,1030 1,55
0,250 6,7139 6,57 0,27 4,17 6,6370 0,0769 1,16
0,250 6,2530 6,6370 -0,3840 -5,79
0,625 12,7757 13,1140 -0,3383 -2,58
0,625 13,1931 13,37 0,70 5,27 13,1140 0,0791 0,60
0,625 14,1496 13,1140 1,0356 7,90
1,000 19,3227 19,5910 -0,2684 -1,37
1,000 18,8101 18,96 0,32 1,68 19,5910 -0,7809 -3,99
1,000 18,7391 19,5910 -0,8519 -4,35
1,375 27,1973 26,0680 1,1292 4,33
1,375 27,3805 27,06 0,41 1,50 26,0680 1,3124 5,03
1,375 26,6038 26,0680 0,5357 2,06
1,750 32,0669 32,5451 -0,4782 -1,47
1,750 30,5327 31,88 1,27 3,97 32,5451 -2,0124 -6,18
1,750 33,0432 32,5451 0,4981 1,53
2,500 46,3847 45,4991 0,8856 1,95
2,500 45,4694 45,61 0,71 1,56 45,4991 -0,0297 -0,07
2,500 44,9872 45,4991 -0,5119 -1,13

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacao), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacao
e r? é o coeficiente de determinacdo, DRP € o desvio padréo relativo das repeticdes de cada nivel de
concentragdo da curva.
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Apéndice 33. Dados da curva analitica do &cido ent-34-hidroxi-copalico no sistema CLUE-EM/EM.
Parémetros matematicos da curva analitica

a b r r2
4,3131 1,4240 0,9987 0,9974
Dados experimentais da curva analitica
Concentracao Resposta Meédia Desvio DPR Resposta Residuo Residuo
(Hg.mL1) experimental padréo (%) calculada (%)
0,500 3,5973 3,5905 0,0067 0,19
0,500 3,4624 3,46 0,15 4,23 3,5905 -0,1281 -3,57
0,500 3,3053 3,5905 -0,2852 -7,94
1,250 6,8123 6,8253 -0,0130 -0,19
1,250 6,9932 6,93 0,10 1,46 6,8253 0,1679 2,46
1,250 6,9801 6,8253 0,1548 2,27
2,000 9,8577 10,0601 -0,2024 -2,01
2,000 10,2367 10,04 0,19 1,89 10,0601 0,1765 1,75
2,000 10,0282 10,0601 -0,0319 -0,32
2,750 13,7878 13,2949 0,4929 3,71
2,750 13,4595 13,65 0,17 1,26 13,2949 0,1645 1,24
2,750 13,7107 13,2949 0,4157 3,13
3,500 16,1732 16,5298 -0,3566 -2,16
3,500 16,1874 16,18 0,01 0,04 16,5298 -0,3423 -2,07
3,500 16,1803 16,5298 -0,3495 -2,11
5,000 23,1514 22,9994 0,1520 0,66
5,000 22,3134 23,04 0,68 2,96 22,9994 -0,6859 -2,98
5,000 23,6633 22,9994 0,6639 2,89

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacdo, DRP é o desvio padrao relativo das repeticdes de cada nivel de concentragio
da curva.
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Apéndice 34. Dados da curva analitica do acido ent-agético no sistema CLUE-EM/EM.

Parametros matematicos da curva analitica

a b r r2
0,9538 0,0999 0,9997 0,9995
Dados experimentais da curva analitica
oL expermental MR D00 0 coleuada RO 00"
0,050 0,1293 0,1476 -0,0183 -12,38
0,050 0,1499 0,13 0,01 9,83 0,1476 0,0023 1,55
0,050 0,1251 0,1476 -0,0225 -15,24
0,250 0,3529 0,3384 0,0146 431
0,250 0,3441 0,35 0,00 1,36 0,3384 0,0058 1,71
0,250 0,3455 0,3384 0,0072 2,12
1,250 1,3128 1,2921 0,0207 1,60
1,250 1,3119 1,31 0,00 0,21 1,2921 0,0198 1,53
1,250 1,3076 1,2921 0,0155 1,20
2,000 1,9777 2,0074 -0,0297 -1,48
2,000 1,9835 1,98 0,01 0,32 2,0074 -0,0239 -1,19
2,000 1,9710 2,0074 -0,0364 -1,81
2,750 2,7666 2,7227 0,0438 1,61
2,750 2,7638 2,75 0,03 1,21 2,7227 0,0410 1,51
2,750 2,7078 2,71227 -0,0149 -0,55
3,500 3,4746 3,4380 0,0365 1,06
3,500 3,4302 3,43 0,05 1,31 3,4380 -0,0078 -0,23
3,500 3,3844 3,4380 -0,0536 -1,56

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacdo, DRP é o desvio padrao relativo das repetices de cada nivel de concentragio
da curva.
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Apéndice 35. Dados da curva analitica do &cido ent-agatico-15-metil éster no sistema CLUE-EM/EM.
Parémetros matematicos da curva analitica

a b r r2
45,9607 12,7123 0,9981 0,9962
Dados experimentais da curva analitica
oL expermental MR D00 0 coleuada R0 00"
0,250 23,0056 24,2025 -1,1969 -4,95
0,250 23,3976 23,12 0,24 1,05 24,2025 -0,8049 -3,33
0,250 22,9513 24,2025 -1,2511 -5,17
0,625 42,2384 41,4377 0,8007 1,93
0,625 41,3680 41,91 0,48 1,13 41,4377 -0,0697 -0,17
0,625 42,1357 41,4377 0,6979 1,68
1,000 57,0477 58,6730 -1,6253 -2,77
1,000 60,2121 58,64 1,58 2,70 58,6730 1,5391 2,62
1,000 58,6720 58,6730 -0,0010 0,00
1,375 79,7384 75,9082 3,8302 5,05
1,375 75,8690 77,85 1,94 2,49 75,9082 -0,0392 -0,05
1,375 77,9314 75,9082 2,0231 2,67
1,750 91,9844 93,1435 -1,1591 -1,24
1,750 92,1214 92,36 0,53 0,57 93,1435 -1,0220 -1,10
1,750 92,9642 93,1435 -0,1793 -0,19
2,500 122,5784 127,6140 -5,0356 -3,95
2,500 126,4115 127,10 4,90 3,86 127,6140 -1,2025 -0,94
2,500 132,3095 127,6140 4,6955 3,68

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacdo, DRP é o desvio padrao relativo das repeticdes de cada nivel de concentragio
da curva.
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Apéndice 36. Dados da curva analitica do &cido ent-34-acetoxi-copalico no sistema CLUE-EM/EM.
Parémetros matematicos da curva analitica

a b r r2
1,5573 1,0231 0,9990 0,9980
Dados experimentais da curva analitica
oL expermental MR DSR0 o coleuada RO (0"
0,500 1,8492 1,8017 0,0475 2,63
0,500 1,7632 1,82 0,05 2,78 1,8017 -0,0385 -2,13
0,500 1,8523 1,8017 0,0506 2,81
1,250 3,0688 2,9697 0,0991 3,34
1,250 3,0053 3,02 0,04 1,31 2,9697 0,0356 1,20
1,250 2,9960 2,9697 0,0263 0,89
2,000 4,0367 4,1376 -0,1009 -2,44
2,000 4,2630 4,14 0,11 2,74 4,1376 0,1254 3,03
2,000 4,1328 4,1376 -0,0048 -0,12
2,750 5,2645 5,3056 -0,0411 -0,77
2,750 5,1873 5,25 0,06 1,13 5,3056 -0,1183 -2,23
2,750 5,3042 5,3056 -0,0014 -0,03
3,500 6,2212 6,4735 -0,2523 -3,90
3,500 6,4725 6,35 0,13 1,98 6,4735 -0,0010 -0,02
3,500 6,3468 6,4735 -0,1267 -1,96
5,000 8,8633 8,8094 0,0539 0,61
5,000 9,0351 8,91 0,11 1,24 8,8094 0,2257 2,56
5,000 8,8301 8,8094 0,0207 0,23

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacdo, DRP é o desvio padrao relativo das repeticdes de cada nivel de concentragio
da curva.
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Apéndice 37. Dados da curva analitica do &cido a-copaeno no sistema CG-DIC.
Parémetros matematicos da curva analitica

a b r r2
0,0109 -0,2633 0,9981 0,9963
Dados experimentais da curva analitica
Concentracao Resposta - Desvio DPR Resposta . Residuo

(ug.mL'g experipmental Meédia padréo (%) calcﬁlada Residuo (%)
100 0,95 0,82 -0,12 -15,1
100 0,95 0,95 0,00 0,16 0,82 -0,13 -15,4
100 0,95 0,82 -0,12 -15,1
200 1,80 1,91 0,11 57
200 1,81 1,80 0,00 0,20 1,91 0,10 53
200 1,80 1,91 0,11 55
300 2,89 2,99 0,10 3,5
300 2,88 2,88 0,01 0,24 2,99 0,11 3,8
300 2,88 2,99 0,12 3,9
400 4,08 4,08 -0,01 -0,1
400 4,08 4,08 0,00 0,09 4,08 0,00 0,0
400 4,08 4,08 0,00 0,0
500 5,14 5,16 0,02 0,5
500 5,15 5,15 0,01 0,12 5,16 0,01 0,3
500 5,15 5,16 0,01 0,2
600 6,49 6,25 -0,24 -3,8
600 6,51 6,50 0,01 0,22 6,25 -0,26 -4,2
600 6,50 6,25 -0,25 -4,0
700 7,18 7,34 0,16 2,2
700 7,21 7,19 0,01 0,21 7,34 0,13 1,8
700 7,19 7,34 0,14 2,0

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? é o coeficiente de determinacgéo, DRP € o desvio padrdo relativo das repeticGes de cada nivel de concentracdo
da curva.
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Apéndice 38. Dados da curva analitica do &cido -elemeno no sistema CG-DIC.
Parametros matemaéticos da curva analitica

a b r r?
0,0085 -0,1222 0,9973 0,9947
Dados experimentais da curva analitica
Concentracéo Res_posta Meédia Desvio DPR Resposta Residuo Residuo

(ug.mLY) experimental padréo (%) calculada (%)
100 0,81 0,73 -0,08 -10,6
100 0,81 0,81 0,00 0,14 0,73 -0,08 -10,7
100 0,81 0,73 -0,08 -10,4
200 1,64 1,58 -0,06 -3,5
200 1,63 1,63 0,00 0,29 1,58 -0,05 -2,9
200 1,63 1,58 -0,05 -3,2
300 2,43 2,43 0,00 0,1
300 2,41 2,41 0,02 0,69 2,43 0,02 1,0
300 2,40 2,43 0,03 14
400 3,18 3,28 0,11 3,2
400 3,17 3,18 0,00 0,10 3,28 0,11 3,4
400 3,18 3,28 0,11 3,3
500 4,07 4,14 0,07 1,7
500 4,05 4,06 0,01 0,22 4,14 0,09 2,1
500 4,06 4,14 0,07 1,8
600 4,87 4,99 0,12 2,4
600 4,79 4,83 0,04 0,78 4,99 0,20 3.9
600 4,83 4,99 0,16 3,2
700 6,08 5,84 -0,24 -4,1
700 6,07 6,07 0,00 0,08 5,84 -0,23 -39
700 6,07 5,84 -0,24 -4,0

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? ¢ o coeficiente de determinacio, DRP ¢ o desvio padrio relativo das repeticGes de cada nivel de concentragio
da curva.
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Apéndice 39. Dados da curva analitica do &cido g-cariofileno no sistema CG-DIC.
Parametros matemaéticos da curva analitica

a b r r?
0,0085 -0,2032 0,9982 0,9966
Dados experimentais da curva analitica
Concentracéo Res_posta Meédia Desvio DPR Resposta Residuo Residuo

(ug.mLY) experimental padréo (%) calculada (%)
100 0,74 0,64 -0,10 -14,9
100 0,74 0,74 0,00 0,23 0,64 -0,10 -15,4
100 0,74 0,64 -0,10 -15,0
200 1,40 1,49 0,09 5,7
200 1,41 1,41 0,00 0,26 1,49 0,08 5,2
200 1,41 1,49 0,08 5,5
300 2,25 2,33 0,08 3,5
300 2,25 2,25 0,00 0,17 2,33 0,09 3,7
300 2,25 2,33 0,09 3.8
400 3,18 3,18 0,00 0,0
400 3,18 3,18 0,00 0,04 3,18 0,00 0,0
400 3,18 3,18 0,00 0,0
500 4,01 4,03 0,02 0,4
500 4,01 4,01 0,00 0,11 4,03 0,01 0,3
500 4,02 4,03 0,01 0,2
600 5,05 4,87 -0,18 -3,8
600 5,08 5,07 0,01 0,24 4,87 -0,21 -4,2
600 5,07 4,87 -0,19 -4,0
700 5,59 5,72 0,12 2,1
700 5,62 5,60 0,01 0,18 5,72 0,10 1,8
700 5,60 5,72 0,11 19

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? ¢ o coeficiente de determinacio, DRP ¢ o desvio padrio relativo das repeticGes de cada nivel de concentragio
da curva.
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Apéndice 40. Dados da curva analitica do acido a-humuleno no sistema CG-DIC.
Parédmetros matematicos da curva analitica

a b r r?
0,0085 -0,2087 0,9981 0,9962
Dados experimentais da curva analitica
Concentracéo Res_posta Meédia Desvio DPR Resposta Residuo Residuo

(ug.mLY) experimental padréo (%) calculada (%)
100 0,74 0,64 -0,10 -15,5
100 0,75 0,75 0,00 0,24 0,64 -0,10 -16,0
100 0,75 0,64 -0,10 -15,7
200 1,41 1,50 0,08 5,5
200 1,42 1,42 0,00 0,28 1,50 0,07 5,0
200 1,42 1,50 0,08 5,3
300 2,27 2,35 0,08 3,3
300 2,25 2,26 0,01 0,65 2,35 0,10 4,1
300 2,24 2,35 0,11 4,5
400 3,21 3,20 0,00 -0,2
400 3,19 3,20 0,01 0,33 3,20 0,02 0,5
400 3,20 3,20 0,01 0,2
500 4,04 4,06 0,01 0,3
500 4,04 4,05 0,00 0,12 4,06 0,01 0,3
500 4,05 4,06 0,00 0,1
600 5,09 4,91 -0,19 -3,8
600 5,12 5,11 0,01 0,22 4,91 -0,21 -4,3
600 511 4,91 -0,20 -4,0
700 5,64 5,76 0,12 2,1
700 5,66 5,65 0,01 0,16 5,76 0,10 1,8
700 5,65 5,76 0,11 19

Onde: a é o coeficiente angular (inclinacdo), b é o coeficiente linear (intersecdo), r é o coeficiente de correlacéo e
r? ¢ o coeficiente de determinacio, DRP ¢ o desvio padrio relativo das repeticGes de cada nivel de concentragio
da curva.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Autorizacdo emitida pelo CGEN ao Projeto Tematico (Parte 1).
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AUTDRI?_A!;AD DE ACESSO E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPOMENTE DO
PATRIMONIO GENETICO n® 010225/2014-5

O COMSELHO MACIOMAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CMPyg, credenciado pelo
Conszelho de Gestio do F'ahnbnluGenetuutDGEMMM.ﬁ.:l purmmdaDeE:ﬂagauDGENn 246, de 27 de agosto de
00, paaa:hnﬂlnsﬁhjlgcesnamus.pﬂﬁmmpmadas exerzam atividades de pesquisa e desenvolvimento
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de componentes do palrimaonio genético.

Instituigdo: UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO - USP
CNP.J: 630.255.300/0001-4

Representante Legal: MARCO ANTONIO ZAGD
CPF: 343 987 08340 RG: 2578713

Projeto: VALIDAGAD QUIMICA E FARMACOLOGICA DE EXTRATOS E PRINCIPIOS ATIVOS DE ESPECIES DE
COPAIFERA

Coordenador do Projeto: Jaire Kenupp Bastos
CPF: 584.337.047-34 RG: 47614243 - IFP / R
Fmidadedupmjgkxﬁnp:e—senesh}dodeeq}auesdecupaﬁemmaﬂoaﬂ wmu:aefanmnlugcahem
come a padronizagao de extrabes dessas espécies. Para tanto, serao realizades o metaboldmico das oleomesinas
& dos extratos das folhas, o deservolvimento de meétodos analiticos, bem como ensaios bickogicos, h‘n‘ﬂmjuglmse

As amostras serao depositadas no Herbario do Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia, Ciéncias
de Ribeirdo Preto (SPFR)da Universidade de 530 Paulo, credenciada sob o ndmero 072201 HSECEX/CGEN.

Amosiras a serem acessadas:

Grupos Taxonomicos: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. reficulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. piresii Ducke,
C. paupera (Herzog) dwyer, C. guyanensis Desf., C. pubflora (Benth). C. coriaceae Mart, C. langsdorffi Desff, C.
trapezifolia Hayne & C. lucens (Dwyer).C. oblongifolia, bem como oufras espécies do género Copaiba nSo prewistas.

Tipo de materalguantidade de amostras: Serdo coletados cerca de 2 litros de dleo e 3 kg de folhas de cada uma das
saguintes espécies: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. reficulats Ducke, C. multjuga Hayne & C. piresii Ducke,
C. paupera (Herzog) dwyer, G. guyanensis Desf., C. pubfiora (Benth). C. coraceae Mart, C. langsdorffi Desff, C.
trapezifolia Hayne e C. lucens (Dwyer), bem como de espécies nao previstas.

Local de deposite de subamostra: FACULDADE DE FILOSOFIA CIENCIAS E LETRAS DE RIBEIRAC PRETO

Equipe do projeto: JAIRD KENUPP BASTOS ! CPF 564 337 847-34
LUIZ ALBERTO BERALDO DE MORAES | CFF 110.544.608-08
SERGID AKIRA UYEMURA § CFF 058 510 22860
WILSON ROBERTO CUNHA | CFF 062 607 778-84
RODRIGO CASSIO SOLA VENEZIANI | CFF 183,322 738 70
VANDERLEI RODRIGUES | CPF 551.714.438-15
JOSE MAURICIO SFORCIN { CPF 068 077 898-58
VLADIMIR COMSTANTING GOMES HELEMO | CFF 145 524 T6E-58
MARCIO LUIS ANDRADE E SILVA [ CPF 638,478 778-24
VERA LUCIA LANCHOTE / CPF 033 183 68833
LUIS Al EXANDRE PEDRO DE FREITAS | CPF (068 438 878-17
HERVE LOUIS GHISLAIN ROGEZ | CPF 508 483 252-20
MIEGE ARACARI JACOMETTI GARDOS0 FURTADO | GFF 183 200 628-02
CLAUDIA HELENA PELLIZZON | CPF 120.315628-24
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Anexo 1. Autorizagdo emitida pelo CGEN ao Projeto Tematico (Parte Final).

DEMISE CRISPIM TAVARES / CPF 071.404 028-35

JOMAS JOAQUIM MANGABEIRA DA SILVA / CPF 702.678_182-04
ERICK VICENTE DA SILVA MOTTA / CPF 087.822.108-08
CARLOS HENRIQUE GOMES MARTING / CPF 582.000.856-68
JULIANA DE CARVALHO DA COSTA [ CPF 115805 37747
MARIVAME LEMOS | CPF (48.832.218-19

SERGID RICARDO AMBROSIO f CPF 186.340.888-80

Validade da Autorizagdoc 150572014 a 010472119

A nsfituigio acima qualificada devera enviar ao CNPqg. por meio do Coordenador do Projein, relatorio anual sobre o
andamento do projeto de pesquisa, msHmosaneuelun‘4ﬂ4ﬁfzﬂﬂﬂ.0mmmpaawﬂEﬁgaudnmlmnesla
ﬁspmwdmhﬂpihmmmhﬂﬂmﬂhmﬁahdﬁe&ﬂsﬂmmdwmwmmﬁusmﬁ“‘qmm
eletrinico, para o enderego apgilicnpg br e. preferencialmente. em formato pdf.

Esta autorizagao esta vinculada as informages, declaragies e termos de compromisso fimmades pelo coordenador do
projeto e pelo representante legal, constantes do Processo n® 01022572014-5. Atividades de acesso aos conhecimentos
tradicionais associados, demedemmssademmdupmmnmgeneimmﬁndldademm
aphicagao indusirial, bioprospecgio ou desenvolvimento tecnoltgice nao estio autorizadas.

ﬁmm%mm&@mmmp&ﬂmm&mm ongnado das
amostras de componente do patrimdnio genético acessado no ambite desta autorizag3o, alnsl]h.ngauba'leﬁmadase
compromete 3 adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legislagSo vigente, junto 30 CGENMMA,

Se ocomer coleta de espécie nSo autorizada ou ndo identificada, devera ser observado o que consta no Decreto n® §.514,
de 22/07/2008, no que refere 3 flora e fauna, e em particular sobre espécies ameagadas de extingdo ou de endemismo
eshito.

Ammsadeambademnﬁedﬂpﬂmgerﬂhﬂudemsupmddadaﬁaﬂmdﬂde&
Tmﬂm&“mﬂﬂﬂ]thmd&Mmemd&Amd&ﬂmmmhm
Pmmeum(mm: Amﬂﬁsamrﬁhlgnﬁnmem isenta de autorizagie prévia. Contudo, a
remessa para institui sediadas no exterior depende de auiorizacio prévia do CMPg, noslemmsdasmsohgcesdu
CGEM 1572004 e Osnwdeln&dostemms.assammascdadamsnhgfes.eﬂaodq&mw&sem
WMmWWEMHMNmﬁMMMMuW

mente em formato pdf. Ainda, para a remessa de componente do patrimdnio genético para
nsi:.niau_r.edladamerhenor devera ser solicitada a0 Insfituto Brasileiro do Meio Ambiente & dos Recursos Maturais
Renowaveis - [BAMA, purmundefumularnﬁpecfimemedmamsaﬁgmdemmm licenga de

uwhgaompbmnﬂamgmde mmﬂmummmm
mkﬁmdaﬂmmngmsﬂheuﬁmmiﬁmmﬂdﬁ&mdaﬂmemeSeﬁmﬁmP&md&
Extingao (Cites).

Brasilia, 15 de Maio de 2014

Marcelo Marcos Morales
Diretor de Ciéncias Agranias, Biologicas & da Satde

Fhrarm&aavmﬂgﬂdaﬂhzagmﬂdm&med&ﬂmdemmmmﬁm
Genefico, V.5a. puderauﬁmrafemmﬂamadapehmﬁpammﬁmmpm
Wmmmmemummmmwszmmsmw
bmdedadusdﬂﬂhmmpuderasa‘emamwaafmemmwﬂadnrfemﬁ:mthﬁﬂSﬂ V.5a. pode
IMMMWMMNmemMMHMDm3?Mma
visualizagso e extragse do documendo.
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Anexo 2. Autorizagdo emitida pelo MMA-SISBIO-ICMBIio-IBAMA ao Projeto Tematico (Parte 1).

Ministrio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes deCarﬁewapéndaBmdemdadE - [CMBio
Sisiema de Autorizag3o e Informagao em Blodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Humero: 351431 Data da Emissdo: 120772012 10:13
Dados do titular
Mame: Herve Louls Ghislain Roger CPF: 508489 252-20
Tituio o Profetnc UN.IDA.{‘.F.G QUIMICA-FARMACOLOGICA DE EXTRATOS E PRINCIPIOS ATIVOS DE ESPECIES DE COPAIFERA
Mome da Institulgio - UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA | CHPJ: 34 621 T45/0001-23

Cronograma de atividades
=

[Fim [mésfng] |
1_| Prmeim coists oas oo Sspeoes o= Copalba SSECONAAss &M CAMpD (Ao S012) [T F] [=TRI ]
2 | Segunca coieta das Ol RspACes Ot COPADA SHECIONANES, £M CAMPO (ane 2013 72013 [CEE]
[3 | Temei= coe das oin e sElecioradas e H14] Rl [E=TrI
D axcorio com o art. 33 da BN 15472003, et T=m prazo O waloade e a0 pr G Cronograma oe abvidsdes 00 projeiD, mas devers ser

revalidada anuaimente mediants 3 apresentacio do neairo de alividades @ ser enviado por melo do Sisbio Ro prazo de abt 30 das a contar da dala do aniversano de sua
emizslo.

Observagies e ressalvas

As atividades de CAMpo EXerCkias pOF PESS03 Ratural ou |uridica estrangain, £m 1000 o Emikeno nacional, gus Impligesm o deslomamento e EXUrsos umanos &
matzrials, tendo por objet colketar dados, materials, espédmes bioldgicos & minerals, pepas Integrantes da cultur rathva £ cultur popular, presente £ passada,
oibiidios por mejo de recursos £ itmios S destinem ao & difusdo ou & estio aauoriracio do Minkstério de Ciinda e T

Esla autoriza| mm:up-:nqumunncmmuumupedumnmmomumumnsmmhmmmbcm
COMD o0 Consentimenin do respons el pela drea, plbiica ou privada, onde serd reallrada 3 afvidade, incusive do orgdo gestor de tema indigera (FLIMAT], da
unidade de consermpio estaduni, dsiital o municpsl, oo do propietino, smendatinn, PosSEiT o Momdor e Area dentro dos Imies de unidace de

emed'l'l:uedn m;ﬂn\.nlup-a-tmhmuﬂtmhmﬁummmug m:mm Dmluubntnmm ser wtlirado pam athidades
centfices. ou diddticas: no mbito do ensino superior.

A autnrrscho para emvio a0 exierior de maierial biokidgioo rilo consignado deverd ser Equerids por mel oo Enderepo elErtnicn waws bama gow br (SEragns on-ine -
mepmhwb;lomewh;ﬂnmm efauna - CITES e nlo CITES)L. Em caso de matenal consignado, consute wew icmibio. gov_brisisbio - menu

mmmtm mamwmmamm:wmucm wmunﬁomuunﬂm
de populagles do grupo taxondmico de ineresse om oondigho In st

Dmutmwulmwmm assim omo o5 membos de SE equipes, quando da violagio da iegisiaglo vigenie, ou quando da inadequagio,
omissio ou taisa descrigho de informagies. reevanies que sebsidiamm a expediclo do aio, mmmmmm @ autorizacio o lioeng

mum:mmmummmthMumm-mmmbgmmmmmmem:m
hioprospeclo & deservoivimantno isonolglcn. Vel malores Informacias &m wasw mma. gov briogen.

Em caso de pesquisa em UMIDADE DEGDNBE-‘NE.CI nmubﬂﬁﬁdﬂa“ﬂntﬂﬁmﬁcﬂudﬂnbﬁw&ﬁuﬁuﬂntﬂ“ﬁm
AS DATAE das expediches, as condioles para realkescBo das colebas & de wso da infoy

Quiras ressalvas

THEEN &

L} pesaul [53d =siranael
am‘lza;éuduulnmbua m.maem:mnga

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

|1 AT E ] [ OF [ Desiero oo loel | |
1 | FARALIAFEEAS |PA [ FLORESTA NACIONAL OE CARALAS [ Federal |

Este documentn (Autorizagio para atividades com finalidade clentifica) fol expadido com base Na Instrugio Nommativa n°1 542007, Afraves do codigo
e autenticagio abaleo, qualguer cidadSo podera veriicar a autenticidade ou reguiarkdade deste documenio, por melo da pagina do SisbialCMBIo na
Infemet {www lcmibio.gov brisishio).

Codigo de autenticagéo: 88744648 “II"III

| Fagna 113 |




e
/Nercs)

191

Anexo 2. Autorizagdo emitida pelo MMA-SISBIO-ICMBIo-IBAMA ao Projeto Tematico (Parte 2).

Minist&rio do Meio Ambiente - MMA
Instituio Chico Mendes. de Cutsenrag.&n da Biodiversidade - ICMBio
Sisiema de Autorizag3o e Informagao em Blodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Himero: 351431 Data da Emiss3o: 120772042 10:13

Dados do titular

Mame: Herve Louls Ghislain Roger {CPF: 508 450 252-20

Tituio o Profetnc UN.IDA.GRG QUIMICA-FARMACOLOGEICA DE EXTRATOS E PRINCIPICS ATIVOS DE ESPECIES DE COPAIFERA

Nome da Instiulce - UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA CHP.: 34 621 T4E/0001-23

[z [cANTAREW PA__ [FonadoT Fora oe UG Fedemal

3 | BALINCFOLE PA__ | Regilo oo Sagado Fora oe UG Fedemal

BRI FA__ | Sudeste goFara Fora oe UG Federal

[ [MANALS A | Reserva Adoipho Ducke Fora de UG Federal

[€ | RIBEIRAD PRETD B | Aiberio Pt Fora de UG Federal

[T | EALVADOR BA__ | Sahmdor Fora de UG Federal

[§ | RIC DE JANEIRD: n.l Filo de Jangie Fora de UG Federal

3| CANTO ANTOMNID DD LEVERGER. MT | Sanio Anbnle Fora de UG Federal

Atividades X Taxons

[F LETT
rultjuga, CopaPera marginata, Copafer offciralls, Copaifer rebculat, Copaera langsdorTl,
Copalfera arenicoi, Copafer guyanensis, Sopaffer ketzebugl, CopaPsra nana, Copafera

1 | Coleta de material botanico, Tangice cu microbldlagicn langsgonll, Copafera duckel, Copafer CopaPera ol C
Copaliora ducks!, C C ofcirais, £ martll, Coparera
sabulia, Copaliera piresd, Copaiera chiongifola, Copaifera martl, Copaifera gicycampa,
Copaifera cens

Material & métodos

T [FArostas Bobgkas (Pants) Folhas, Belva

Oufros miEindos de apura/oie|Cieoressinas ataves da perfiaracas do Foom com rado & as folhas
2 | Midtodo de caplurscoiets [Plantas) a . e gaihos.)

Desting do material biclagico coletado

Home local Tipo Decting

&
1 | FACULDADE CIENCIAS FARMRIELFRETD - LIEF
2

UNNERSIDADE FEDERAL DO

Este documentn (Autorizagio para atividades com finalidade clentifica) fol expadido com base Na Instrugio Nommativa n°1 542007, Afraves do codigo
e autenticagio abakeo, qualguer cidadSo poders veriicar a autenticidade ou reguiarkdade deste documenio, por melo da pagina do SisbialCMBIo na
Infemet {www lcmibio.gov brisishio).

Codigo de autenticagéo: 88744648 “II"III

| Fagna 23 |
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Anexo 2. Autorizagdo emitida pelo MMA-SISBIO-ICMBIio-IBAMA ao Projeto Tematico (Parte Final)

Minist&rio do Meio Ambiente - MMA
Instituio Chico Mendes. de Cutsenrag.én da Biodiversidade - ICMBio
Sisiema de Autorizag3o e Informagao em Blodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Humero: 351431 Data da Emissdo: 120772012 10:13
Dados do titular
Mame: Herve Louls Ghislain Roger CPF: 508489 252-20
Tituio o Profetnc "-".'l.LIDA.l;‘.F.ﬂ QUIMICA-FARMACOLOGICA DE EXTRATOS E PRINCIPIOS ATIVOS DE ESPECIES DE COPAIFERA
Mome da Institulgio - UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA | CHPJ: 34 621 T45/0001-23

Registro de coleta imprevista de material hiulfngico
De acordo com & Instrugde Mormativa n®154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagido ou na ficenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transparte do
material bicldgico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanents com a devida
anctagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado 3 instituigio cientifica e, depositado,
preferencialments, em colegie biclogica cientifica registrada no Cadastro Macional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon” Qida. Tipo de amastra Qide. Data

* identificar o espécime no nivel taxpndmich possivel.

Este documentn (Autorizagio para atividades com finalidade clentifica) fol expadido com base Na Instrugio Nommativa n°1 542007, Afraves do codigo
e autenticagio abakeo, qualguer cidadSo poders veriicar a autenticidade ou reguiarkdade deste documenio, por melo da pagina do SisbialCMBIo na
Infemet {www lcmibio.gov brisishio).

Codigo de autenticagéo: 88744648 “II"III

| Fagna 33 |







