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RESUMO

RIBEIRO, V. P. Desenvolvimento de método analitico por cromatografia gasosa
para identificacdo e andlise sazonal de compostos volateis de Copaifera sp. e
avaliacdo da atividade antimicrobiana. 2017. 110f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

A Copaifera (Fabaceae, Caesalpinioideae), conhecida popularmente como “copaiba”,
“copaibeira” ou “pau d’6leo”, é uma arvore de grande porte que se encontra amplamente
distribuida pelo Brasil, desde a floresta amazonica até a vegetagdo do cerrado. A oleorresina é
constituida principalmente por sesquiterpenos e diterpenos, sendo utilizada na medicina
popular no tratamento de processos infecciosos e inflamatérios. Os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos constituem cerca de 80% das oleorresinas representando uma fracdo de
grande importancia. Estudos sobre métodos analiticos capazes de quantificar os volateis na
oleorresina ainda sdo escassos. Sendo assim, foi proposto desenvolver e validar método
analitico por cromatografia gasosa com detector por ionizagao de chama (DIC) para anélise de
compostos volateis presentes nas oleorresinas e folhas de Copaifera sp. e avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos compostos volateis em mistura e isolados. Para tanto, os 6leos
volateis foram obtidos por meio da hidrodestilacdo das oleorresinas das espécies Copaifera
langsdorffii Desff; C. duckey Dewer; C. multijuga Hayne; C. paupera (Herzog) Dewer; C.
reticulata Ducke e C. publifora Benth. Os 6leos volateis de C. multijuga, C. paupera e C.
publifora foram submetidos ao destilador de bancada (800 Automatic Micro Spinning Band
Distillation) visando o fracionamento dos compostos volateis majoritarios. Os compostos
foram purificados por meio de cromatografia em coluna aberta utilizando-se silica gel e
identificados por CG/EM e por RMN *H e *3C. Foram isolados os sesquiterpenos a-copaeno,
B-elemeno, d-cadineno, B-cariofileno, a-humuleno e O-cariofileno. O método analitico foi
avaliado frente aos parametros seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez e
mostrou-se adequado para quantificacdo dos sesquiterpenos nas oleoresinas das diferentes
espécies de Copaifera estudadas. O método analitico também foi utilizado no estudo de
sazonalidade, que foi realizado nas folhas de C. langsdorffi, com o qual foi possivel
identificar trés constituintes sesquiterpénicos, sendo eles B-cariofileno, germacreno D e B-
elemeno, sendo que o germacreno D apresentou o maior teor. Na analise sazonal desses
compostos o germacreno D foi 0 composto que mais variou durante o periodo estudado com
variacdo de até 63%. Foi avaliado também o potencial antimicrobiano dos sesquiterpenos
isolados e das oleoresinas. Os Oleos volateis de C. paupera, C. duckey, C. langsdorffii
apresentaram baixa e moderada atividade contra S. aureus, apresentando efeito bactericida nas
concentragdes de 500, 500, 125 pg/mL, respectivamente. Os mesmos Oleos volateis
apresentaram efeito semelhante frente as linhagens de S. choleraesuis, mas apenas com efeito
bacteriostatico. Os dleos volateis de C. duckey e C. langsdorffii apresentaram alta atividade
contra C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei. Nenhum dos constituintes sesquiterpénicos
isolados foi ativo frente as bactérias e leveduras pois apresentaram atividade em uma
concentragdo maior do que 400 pg/mL.

Palavras-chave: Cromatografia gasosa; Copaifera; Antimicrobiano.



Xi

ABSTRACT

RIBEIRO, V. P. Development of a gas chromatography analytical method for
identification and seasonal analyses of volatile compounds of Copaifera sp.
and evaluation of their antimicrobial activity. 2017. 110f.Dissertation (Master).
School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto - University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2017.

Copaifera (Fabaceae, Caesalpinioideae), popularly known as "copaiba”, "copaibeira™ or "pau
d’6leo ", is a large tree that is widely distributed throughout Brazil, from the Amazon forest to
the vegetation of the cerrado. Its Oleoresin is composed mainly of sesquiterpenes and
diterpenes, and it is used in folk medicine in the treatment of infectious and inflammatory
disorders. Sesquiterpene hydrocarbons constitute approximately 80% of the oleoresins,
representing an oleoresin fraction of great importance. Studies on analytical methods capable
of quantifying volatiles in oleoresin are still scarce. Thus, it was proposed to develop and
validate an analytical method by gas chromatography with flame ionization detector (FID) for
the analysis of volatile compounds present in the oleoresins and leaves of Copaifera sp. and
evaluation of the antimicrobial activity of volatile compounds in mixture and isolated. For this
purpose, the volatile oils were obtained by hydrodistillation of the oleoresins of Copaifera
langsdorffii Desff; C. duckey Dewer; C. multijuga Hayne; C. paupera (Herzog) Dewer; C.
reticulata Ducke and C. Publifora Benth. The volatile oils of C. multijuga, C. paupera and C.
publifora were submitted to the automatic distiller (800 Automatic Micro Spinning Band
Distillation) for the fractionation of the major volatile compounds. The compounds were
isolated by means of open column chromatography loaded with silica gel and were identified
by GC/MS and by *H and **C NMR. The sesquiterpenes a-cubebene, B-elemene, 5-cadinene,
B-caryophyllene, a-humulene and O-caryophyllene were isolated. The analytical method was
evaluated for selectivity, linearity, precision, accuracy and robustness parameters and was
adequate for quantification of the sesquiterpenes in the oleoresins of the different Copaifera
species studied. The analytical method was also used in the seasonality study, which was
performed on the leaves of C. langsdorffii, allowing to identify three sesquiterpene
constituents, being B-caryophyllene, B-elemene, and germacrene D wich present in higher
contents. In the seasonal analysis of these compounds, germacrene D was the compound that
most varied during the evaluated period with variation up to 63%. The antimicrobial potential
of isolated sesquiterpenes and oleoresins were also evaluated. The volatiles oils of C.
paupera, C. duckey and C. langsdorffii presented low and moderate activity against S. aureus,
showing bactericidal effect at concentrations of 500, 500, 125 pg/mL, respectively. The same
volatile oils had a similar effect against S. choleraesuis strains, but only with a bacteriostatic
effect. The volatile oils of C. duckey and C. langsdorffi showed high activity against C.
glabrata, C. tropicalis and C. krusei. None of the isolated sesquiterpene constituents was
active against bacteria and yeasts because they presented activity at a concentration higher
than 400 pg / mL.

Keywords: Gas chromatography; Copaifera; Antimicrobial.
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1.INTRODUCAO
1.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem desde o inicio de sua historia e,
muito antes do surgimento da escrita, a humanidade ja utilizava ervas para fins medicinais.
Dessa forma, o uso terapéutico de produtos de origem natural constitui-se uma prética
milenar, construida historicamente na sabedoria que envolve cultura e satde (TOSCANO
RICO, 2011). Frequentemente, a populacdo dos paises subdesenvolvidos ainda depende
fortemente de plantas medicinais por razdes espirituais, culturais ou econdmicas (QUIROZ et
al., 2014).

O avanco expressivo da ciéncia e da tecnologia e a extensa pesquisa sobre diferentes
espécies de plantas e seus principios terapéuticos levaram a uma reavalia¢do do uso de plantas
medicinais, que passaram a ter seu valor cada vez mais reconhecido, possibilitando diversos
estudos como atividade bioldgica e toxicidade (GU, WANG, LONG, et al., 2014).

A medida que mais pessoas se tornam conscientes da poténcia e dos efeitos adversos
de drogas sintéticas, hd cada vez mais interesse em medicamentos naturais com diversas
estruturas quimicas e bioatividade contra diferentes doencas (BOER, LAMXAY, BJORK,
2012). Tipicamente, muitos desses compostos naturais sdo metabolitos secundarios de plantas
farmacologicamente Uteis (ABE, OHTANI, 2013). Esses metabdlitos secundarios ndo so sdo
considerados fontes diretas de novos produtos farmacéuticos, mas também fornecem
oportunidades ilimitadas para novas pistas de novos farmacos por causa de sua grande
diversidade guimica. Portanto, a busca de compostos farmacologicamente ativos de plantas
medicinais seria ideal em termos de eficiéncia, segurancga, e economia (LONG, 2013).

Apesar da crescente demanda dos medicamentos oriundos de plantas medicinais, s&o
necessarios estudos a fim de se comprovarem a eficacia e seguranca no uso de plantas.
Estudos mostram que um grande nimero de plantas medicinais clinicamente Gteis podem ser
altamente toxicas se usadas incorretamente, decorrente do uso de espécies de plantas com
aparéncias semelhantes, adulterantes ou consumo de espécies desconhecidas. Muitas plantas
ainda sédo utilizadas com base somente no saber popular, as quais sdo reconhecidas pelos
efeitos curativos que produzem, apesar do desconhecimento dos constituintes quimicos
presentes nos mesmos (LIN et al., 2015).

A comercializacdo de fitoterapicos e a possibilidade de exportacdo destes produtos sdo
afetadas pela falta de certificacdo de eficacia, seguranca e qualidade, pardmetros estes que

devem ser prioritariamente analisados segundo métodos modernos, 0s quais Sdo



imprescindiveis para producdo de medicamentos (PINTO et al., 2002; BARNES, et al.,
2003).

Dessa forma, ha a necessidade de se realizarem pesquisas sobre plantas medicinais
com o intuito de se descobrirem compostos quimicos farmacologicamente ativos que possam
ter aplicagdes terapéuticas importantes, bem como corroborar e dar seguranga ao uso popular
das plantas medicinais.

1.2 O género Copaifera

O género Copaifera pertencente a familia Leguminosae (VEIGA-JUNIOR & PINTO,
2002), o qual possui arvores frondosas, sendo encontradas facilmente nas regides Amazonica
e Centro-oeste do Brasil. Entre as espécies mais abundantes, destacam-se: C. officinalis L.
(norte do Amazonas, Roraima, Colémbia, Venezuela e San Salvador), C. guianensis Desf.
(Guianas), C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne (Amazonia), C. confertiflora Bth (Piaui),
C. langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e Paraguai), C. coriacea Mart. (Bahia), C. cearensis
Huber ex Ducke (Ceard) (ANDRADE et al., 2000). A distribuicdo das espécies de Copaiba

podem ser observadas na figura 1, sendo representadas pela area em verde.

Figura 1. Distribuicdo do género Copaifera
Fonte: VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002

As copaibeiras se adaptam a uma grande variedade de ambientes, ocorrendo em
florestas de terra firme, matas de transi¢do, capoeiras, campos, campinaranas, em areas
alagadas e/ou nas margens de lagos e igarapés, bem como em dunas (MARTINS-DASILVA
et al., 2008). S&o encontradas tanto em solos arenosos como argilosos (ALENCAR,1982),

areno-argilosos, pedregosos ou rochosos e salinos do litoral (PLOWDEN, 2004).



A origem do nome copaiba pode ser atribuida ao tupi “cupa-yba”, a arvore de
depdsito, ou que tem jazida, em alusdo clara ao 6leo que guarda em seu interior. A casca é
lisa, persistente, de coloracdo cinza a cinza-avermelhada, com estrias verticais e superficiais.
O tronco é aspero de coloracdo escura. A forma do fuste geralmente é conica, mas podem
ocorrer fustes cilindricos e os troncos podem apresentar sapopemas discretas. A copa é
geralmente circular e irregular (DWYER, 1954; ALENCAR, 1981; VEIGA-JUNIOR &
PINTO, 2002; BRUM et al., 2007).

As folhas sdo compostas, alternadas, pecioladas, medindo de 12 a 23 cm, com 8-20
foliolos elipticos e alternos (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002; BRUM et al.,2009). As flores
sd0 brancas, pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares
(CLEMENT et al., 1999). A polinizacdo é realizada por abelhas, como Trigona sp. e Apis
mellifera (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004). A floracdo e frutificacdo das copaibas
normalmente ocorrem a partir dos cinco anos de idade, mas a época de floracdo e frutificacdo
ndo é uniforme entre as diferentes regides ou espécies de copaiba (SANTOS, 1979). Os frutos
sdo legumes que possuem formato globoide, contém uma semente envolvida por um arilo
abundante e colorido, o qual envolve mais da metade da semente com peso médio de 8,5 g.
Inicialmente de coloragdo amarela a vermelha, tornando-se marrom-escuro com a maturagéo.
(CAMARGO et al., 2008; BRUM et al., 2009). As sementes tém coloracdo preta, opaca e de
consisténcia firme e peso médio de 1,8 g. Geralmente, hd uma semente por fruto, mas ja
foram encontradas até trés sementes em um fruto (CAMARGO et al., 2008).

Espécies deste género produzem uma oleorresina com propriedades farmacoldgicas
comprovadas. A oleorresina da Copaifera é um exsudato constituido por acidos resinosos e
compostos volateis (LEANDRO et al., 2012). Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que no ano de 2010 foram comercializadas cerca de
580 toneladas de oleorresina, 0 que representou movimentacdo na economia da ordem de R$
1,5 bilh&o, considerando-se apenas a producéo de trés estados da regido amazonica do Brasil,
sendo que a Amazonia respondeu por 90% desse total, dos quais grande parte foi exportada
(IBGE, 2010).

A oleorresina pode ser classificada quanto a sua coloracédo, turbidez e viscosidade.
Suas caracteristicas fisicas variam de transparente a opaco, mais ou menos Vviscoso, de
coloragdo que varia do amarelo ao vermelho, podendo ser incolor. E insoltvel em agua e
parcialmente solivel em alcool. Quando exposto ao ar, a oleorresina escurece e se torna mais

viscosa. Apesar da ampla variacdo de suas caracteristicas fisicas, a oleorresina € um dos



produtos mais procurados pelas industrias farmacéuticas e de cosméticos (CASCON &
GILBERT, 2000).

O oleo de copaiba pode ser encontrado em mercados populares, sendo conhecido por
diferentes denominac6es. Dentre os produtos naturais que se destacam no pais, o 6leo de
copaiba tem uma grande representacdo social e econbmica, especialmente na regido
Amazdnica onde é amplamente utilizado (VALDEVITE, 2007). O 6leo de copaiba possui um
grande valor comercial pois € uma matéria-prima importante na inddstria de perfumes, de
cosméticos, além de ser utilizado na manufatura de xampus, condicionadores e cremes para 0
cabelo. A casca da copaiba também encontra aplicacbes na tintura caseira (KAO
CORPORATION, 2002).

O 6leo de copaiba comercializado sem controle sofre constantes adulteragdes, sendo
que as mais comuns sdo com 6leos graxos e o alcool etilico. E possivel encontrar, ainda,
adicdo de 4gua ou gordura animal, ou impurezas como cascas, cinzas e terra, as quais afetam a
aparéncia e contedo do produto, ou ainda alteraces causadas pela armazenagem inadequada
em recipientes plasticos ou exposicdo a luz solar (LEANDRO et al., 2012).

A oleorresina € comercializada pelas propriedades farmacolégicas que possui, sendo
que muitas dessas ja foram comprovadas por estudos cientificos desenvolvidos por diversos
grupos de pesquisa. As propriedades anti-inflamatéria e antitumoral in vitro e in vivo e
antimicrobiana sdo claramente evidenciadas para diversas espécies de Copaifera (GOMES et
al., 2010; DOS SANTOS et al., 2008). As atividades bioldgicas da oleorresina, em sua grande
maioria, podem ser atribuidas aos mono-, sesqui- e diterpenos que sdo 0s principais
constituintes quimicos da oleorresina (CASCON E GILBERT, 2000; GELMINI et al., 2013).

Quimicamente, o género Copaifera destaca-se por apresentar uma enorme diversidade
de metabolitos secundarios. Estudos realizados com o 6leo de copaibeiras revelam em sua
grande maioria a presenca de sesquiterpenos e diterpenos (SOUSA, 2011). Dentre os
diterpenos j& descritos na literatura, todos pertencem aos esqueletos caurano, labdano e
clerodano. (CASCON; GILBERT, 2000).

Craveiro e colaboradores (1981) descreveram a composicdo do 6leo volatil obtido a
partir da oleorresina de Copaifera sp., na qual os principais sesquiterpenos identificados
foram o P-cariofileno, o-humuleno, B-bisaboleno, a-cubebeno, a-muuroleno, a-copaeno,
trans-B-farneseno, od-cadineno e a-bergamoteno (CRAVEIRO et al., 1981). Outros
sesquiterpenos relatados com frequéncia nas oleorresinas de copaiba sdo o Oxido de
cariofileno, a-selineno, f-selineno, B-elemeno, &-elemeno, B-copaeno e P-humuleno.
(ZOGHBI et al, 2007).
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Figura 2. Sesquiterpenos e diterpenos comuns a 6leorresina da copaiba

Entre os sesquiterpenos, o B-cariofileno e seu 6xido sdo comumente encontrados em
oleorresinas de copaiba e em 6leos de muitas outras espécies de plantas (TUNG et al., 2008;
CHAVAN et al., 2010). O B-cariofileno é considerado como um dos compostos mais
importantes por ser majoritario nas oleorresinas de copaiba e por possuir propriedades
bioldgicas importantes. Este composto pode se oxidar quando exposto ao ar, uma
caracteristica dos sesquiterpenos insaturados. Além disso, o B-cariofileno ja foi descrito como
um composto volatil emitido pelas plantas na atmosfera em resposta ao ataque de herbivoros
(SABULAL et al., 2006).



Labdano

Figura 3. Numeracéo e estereoquimica comuns aos esqueletosditerpénicos: caurano,
clerodano e labdano. Sistema decalinico representado pelos anéis A e B.

Além dos sesquiterpenos, ja sdo conhecidos quinze diterpenos além daqueles ja
descritos na revisdo feita por Veiga-Junior & Pinto (2002), sendo quatro diterpenos com
esqueletos do tipo caurano: ent-caura-16-eno, ent-caura-16-eno-19-al, ent-caura-16-eno-19-
ole 19-nor-caura-16-eno-4a-ol (GRAMOSA, 2001; GRAMOSA et al., 2010); trés diterpenos
com esqueleto do tipo cledorano: &cido clerodano-15,18-didico (PINTO et al., 2000),
acido7a-acetoxihardwickiico (SPANEVELLO & VILA, 1994) e 7a-
acetoxibacchotricuneatina D (MONTI et al, 1996); e oito diterpenos com esqueleto do tipo
labdano: ent-4-epi-agatico (GRAMOSA et al., 2010), &cido 3-hidroxi-copalico (MAHAJAN
& FERREIRA, 1971), &cido 3-acetdxi-copalico (CASCON & GILBERT, 2000), 14, 15-
dinorlabdana-8(17)-eno-13-ona (TINCUSI et al., 2002), (-)-3-B-hidréxi-15,16-dinorlabda-
8(17)-eno-13-ona (MONTI et al., 1996), (-)-15,16-dinorlabda-8(17)-eno-3p,13-diol (MONTI
et al., 1999) e (-)-13(R)-14,15-dinorlabda-8(17)-eno-3,13-diol (ROMERO, 2007; ROMERO
et al., 2009) e o pauperol (TINCUSI et al., 2002).

Nos diterpenos destacam-se: entre 0s cauranos 0s acidos 19-ent-cauranoico e 19-ent-
caurenoico; entre os clerodanos os &cidos hardwickiico, 7-hidroxi-hardwickiico e 7-acetdxi-

hardwickiico; e entre os labdanos os acidos copalico, polialtico e ent-agatico.



1.3 Oleos essenciais

Os o6leos essenciais sdo alvos de diversos estudos e despertam grande interesse
econémico, principalmente por suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, sendo
utilizados na inddstria alimenticia, cosmética e farmacéutica, por sua funcdo aromatica e
também por suas propriedades bioldgicas. Estudos tém demonstrando a importancia de
substancias antioxidante, visto que estas possuem papel importante sobre radicais livres e
outros oxidantes que atuam no desenvolvimento de doencas degenerativas associadas ao
envelhecimento, além de doencas cardiovasculares, atividade anticancer, e efeito no sistema
imune (AMIRI et al., 2017).

Oleos essenciais sd0 compostos liquidos volateis, aromaticos, também chamados de
etéreos por serem sollveis em solventes organicos apolares como o éter. Em contato com a
agua apresentam pouca solubilidade, porém o suficiente para aromatizar a solucdo, o0s
chamados hidrolatos (SIMOES et al., 2010). Os 6leos essenciais s30 misturas complexas de
baixo peso molecular e seus compostos sdo geralmente obtidos utilizando métodos como
hidrodestilacdo, destilacdo a vapor ou extracdo com solventes e sdo obtidos de diversas partes
da planta, pois as estruturas especializadas na producdo desses Oleos distribuem-se em
diferentes 6rgdos (BIASI E DESCHAMPS, 2009).

Alguns fatores sdo determinantes na sua composi¢do quimica, como sazonalidade, fase
de desenvolvimento da planta, secagem pos-colheita, localizacdo geogréafica, caracteristicas
do solo, partes da planta, métodos de extracdo e tempo de extracdo, entre outros
(RAVINDRA; KULKARNI, 2015). A producéo de 6leo pode estar associada a sobrevivéncia
do vegetal em seu habitat, realizando papel fundamental na defesa contra micro-organismos e
predadores, atracdo de insetos e outros agentes polinizadores (HARREWIJN et al., 2012).
Seus componentes incluem, principalmente, duas classes de metabdlitos secundarios de
diferentes origens biossintéticas, o dos terpenos, principal grupo, e o dos fenilpropandides
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Os terpenos constituem uma classe de substancias formadas a partir da condensacédo de
unidades de isopreno (CsH1o) e séo classificados de acordo com o nimero destas unidades. Os
principais terpenos sdo os monoterpenos (C10); sesquiterpenos (C15); diterpenos (C20);
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (UMLAUF et al., 2004).

Estes compostos sdo metabdlitos secundarios, formados a partir do Pirofosfato de
Isopentenilo (IPP) e Pirofosfato de Dimetilalilo (DMAPP). A biossintese do IPP/DMAPP
pode ocorrer através de duas rotas diferentes. Uma é oriunda da via do mevalonato (MVA),
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que se forma a partir do &cido acético. A segunda é formada a partir do piruvato e do
gliceraldeido-3-fosfato, através da rota dometileritritol-4-fosfato (MEP) (DEGENHARDT et
al., 2003; UMLAUEF et al., 2004) Como pode ser observado na Figura 4.

- o, H
Acido Acéticq 0
l ‘ WREEsh: §
CHz=—C —ScoA + CH3—C —Se0A piruyato HZOP
: _ gliceraldeido-3
acetil CoA . acelil CoA fosfato
i 0, ,CHs
i
v -
HO' oP
?H OH
HOOC—CH, —(l:—CHz—C H,—OH " 1-desoxi-D-xilulose
CHa HO, ,CHs # 5- fosfato
acido mevaldnico{MVA) OPP
; H OH
! Metilertritol-4-fosfato (MEP)
1
"' |
CH, CH,
Dimetil-alil-dfosfato Isopentenil-difosfato (IPP)

(DMAFP) \ /
)’\/\/l\/\opp geranil-difosfato (GPP)

l+ PP
)\/\/L\/\/l\/\opp farnesil-difosfato (FPP)

SESQUITERPENOIDES

Figura 4. Biossintese de terpenos
Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger, 2004

Nas plantas, a rota oriunda do metileritritol-4-fosfato (MEP) parece estar geralmente
envolvida na formacdo de hemiterpenoides, monoterpenoides, diterpenoides e carotenoides.
Os sesquiterpenoides e triterpenoides, por outro lado, seriam formados pela via do acido

mevaldnico (MVA), ou a partir da combinacdo de ambas as rotas (UMLAUF et al., 2004).
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Os sesquiterpenoides formam um grande grupo de produtos naturais, 0s quais podem
ser encontrados em plantas, micro-organismos e em alguns organismos marinhos. Nas
plantas, estes constituintes possuem uma fungdo ecoldgica muito importante, agindo na
interacdo com insetos e microbios. Além disso, sdo componentes de muitos 6leos essenciais,
0s quais sdo largamente utilizados na industria como flavorizantes e aromatizantes
(PROSSER et al., 2002).

Os esqueletos sesquiterpénicos sdo predominantemente formados a partir de substratos
simples: o farnesil difosfato (FPP) ou o nerolidil difosfato (NPP) (PROSSER et al., 2002). A
partir do FPP, ocorre uma série de reacGes enzimaticas, promovendo ciclizag6es, eliminacdes
e subsequentes rearranjos na molécula, originando varios intermediarios importantes que sao
os responsaveis pela formacdo dos diferentes esqueletos sesquiterpenoides. A partir da
ciclizacdo do FPP, também podem formar-se os derivados de esqueleto bisabolano, humulano
ecariofilano (CAl et al., 2002; PROSSER et al., 2002).

1.4 Cromatografia gasosa com detector por ionizagdo de chama

Técnicas cromatograficas sdo conhecidas como potentes ferramentas de analise em
varios campos da quimica e representa 0 mais relevante conjunto de técnicas analiticas
disponiveis atualmente para analise de substancias quimicas. A cromatografia permite separar
e quantificar componentes com caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes e tem
grande aplicabilidade em &reas tdo diversas como ambiental, farmacéutica, andlises clinicas,
medicina legal e outras (LUONG et. al, 2013).

A cromatografia gasosa é uma das mais importantes técnicas analiticas disponiveis
atualmente, sendo a principal técnica para separacdo e determinacdo de compostos volateis
e/ou volatilizaveis (LI, WANG, HE, 2015). O poder de resolucdo excelente alcancado permite
a determinacdo de dezenas de compostos diferentes em matrizes complexas. A separacdo bem
sucedida de uma mistura de multiplos componentes é possivel no caso de uma combinacéo
otimizada entre a seletividade da coluna, eficiéncia e velocidade (PATRUSHEV, 2015).

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica consolidada para a analise de misturas que
contém compostos volateis e semivolateis, sendo que seu uso esta amplamente difundido nos
laboratérios de pesquisas das mais diversas areas, como petroquimica, fragrancias,
farmacéutica e ambiental. Os detectores mais empregados em CG s&o o detector de ionizacdo
em chama (DIC), o detector de condutividade térmica, o detector de captura de elétrons e o
espectrometro de massas (EM) (SEQUINEL et al., 2010).
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Os detectores usados devem preencher certos requisitos como constante de tempo
menor do que 10 min e a taxa de aquisi¢do dos dados deve ser de 100 Hz para que possam ser
empregados sem comprometer a separacdo cromatografica ou a informacéo analitica. Alguns
detectores, como os DIC e o EM com analisador por tempo de voo (TOF, time of flight -
TOFMS), podem ser usados sem que nenhuma modificagdo seja feita. Com respeito aos
detectores usados em CG, os mais usados sdo o DIC e o0 EM. O DIC apresenta taxa de
aquisicdo de até 200 Hz, faixa dinamica de aproximadamente 10° limite de deteccdo de
unidades de pg de carbono 1/s, além da robustez e facil operacio (MATISOVA et al. 2003).

O DIC ¢é bastante popular devido aos seus niveis de detectabilidade e resposta quase
universal. O gés de arraste chega ao detector e uma chama produzida pela combustéo de ar e
hidrogénio, presente no detector queima e ioniza alguma das moléculas presentes nessa
corrente gasosa, gerando ions que produzem uma corrente da ordem de 10-14 A, registrada
como a linha de base. Quando moléculas da amostra presentes no gas de arraste chegam ao
detector, elas sdo queimadas, ocorrendo a formacdo de ions que sdo coletados por um
eletrodo. A corrente gerada é convertida em voltagem, amplificada e captada pelo registrador.
Dessa forma, o DIC apresenta grande aplicabilidade, alta sensibilidade e estabilidade
(PEDROSO, 2011).

1.5 Desenvolvimento e validagdo de método analitico

Uma vez que a fitoterapia é uma parte regular de tratamento médico, a sua eficécia e
seguranca devem ser obrigatorias, havendo necessidade de realizacdo de testes
farmacoldgicos, toxicoldgicos e clinicos. A eficidcia e seguranca de produtos naturais
acabados sdo diretamente dependentes da qualidade e da composi¢do quimica da matéria-
prima natural. Portanto, se faz necessario, além do perfil quimico qualitativo a determinacédo
quantitativa nos perfis fitoquimicos de plantas medicinais. Estas analises sdo mandatdrias para
assegurarem-se a seguranca e eficacia de medicamentos naturais, as quais estdo
intrinsecamente ligadas a constancia de perfis fitoquimicos (GOVINDARAGHAVAN,
SUCHER, 2015).

O desenvolvimento tecnoldgico de um produto fitoterapico requer estudos prévios tais
como: estudos botanicos, agrondmicos, quimicos e pesquisas sobre sua atividade bioldgica, o
que o diferencia das plantas medicinais e das preparacdes utilizadas na medicina popular. No
ponto de vista da qualidade, verifica-se que, para garantir um produto uniforme e eficaz é
necessario que todos os insumos intermediarios (planta in natura, tinturas, extratos secos, etc),

bem como o produto final, sejam caracterizados através de seus constituintes quimicos, e/ou
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atividades farmacoldgicas (DI STASI, 1996; SIMOES et al.,2010). Sendo assim, em muitos
casos, 0 produto final pode ser padronizado por meio da quantificacdo de marcadores, que
podem ser compostos quimicos caracteristicos de certa espécie, ou compostos presentes em
grandes quantidades (BARNES, 2003).

Uma alternativa para a determinacdo da identidade de um material vegetal, além da
identificacdo boténica é a utilizacdo do fingerprint (impressdo digital) cromatografico. O
fingerprint de um produto natural, mais precisamente de uma planta medicinal, € uma técnica
cromatografica padrdo que relaciona caracteristicas quimicas e farmacoldgicas comuns dos
componentes de uma amostra vegetal evidenciando suas semelhangas e diferencas (GONG, et
al. 2003). Para obtencdo dessas informagdes devem-se considerar fatores relacionados com a
separacdo cromatografica, com o nimero e com a concentracdo dos compostos presentes,
fazendo com que haja seguranca e confiabilidade nos resultados (OBRADOVIC, et al., 2007).

Um método analitico é caracterizado pelo seu desempenho, cujos parametros devem
ser avaliados para que possam fornecer os valores de desempenho correto. Estes valores de
desempenho devem estar em conformidade com os requisitos previamente definidos que o
método analitico deve satisfazer. Todos os procedimentos analiticos exigem algum tipo de
validacédo, independentemente do método. Durante as Ultimas duas décadas, a validacéo tem-
se tornado tradicional para representar o desempenho de métodos analiticos (GUMUSTAS,
OZKAN, 2011).

O termo validacdo € definido como a avaliacdo sistematica de um procedimento
analitico para demonstrar que este esta sob as condicBGes nas quais ele deve ser aplicado. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria preconiza que a validacdo deve garantir, através de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacBes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).

Com esta finalidade, métodos desenvolvidos utilizando-se técnicas cromatogréficas,
como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tém
sido largamente utilizados, tanto para o estudo fitoquimico, quanto na quimica analitica para o
controle de qualidade de plantas medicinais, uma vez gque proporcionam vantagens como a
alta eficiéncia e rapidez (RIBANI et al., 2004).

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptagdo ou a implementagdo de um
método conhecido envolvem um processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia na rotina do
laboratorio, o qual é denominado de validacdo (BRITO et. al, 2003). A validagdo €
imprescindivel para garantir a confiabilidade dos resultados de um determinado procedimento
analitico (PASCHOAL et. al, 2008).
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No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratorios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial). Estes
dois orgaos disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos. Na
Europa, Estados Unidos e Japéo, a ICH (International Conference on Harmonization) e a USP
(The United States Pharmacopeia) definem parametros, requerimentos e, em alguns casos,
também metodologias para processo de validacdo. Além destes, a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) e a FDA (Food and Drug Administration) também tém
propostos guias sobre validacdo de métodos. Estes guias e/ou requerimentos, de forma geral,
exibem os parametros de desempenho a serem seguidos para validacdo de um método
(SHABIR, 2003).

O guia de vacidacdo da ANVISA foi escolhido para ser utilizado, pois o gui é aceito
comercialmente, sendo assim, o método desenvolvido e validado neste trabalho poderé ser
utilizado no controle de qualidade das oleorresinas das diferentes espécies de Copaifera.

Os parametros analiticos para a validagdo de métodos, conhecidos também como
parametros de desempenho analitico sdo normalmente encontrados como: seletividade,
linearidade, precisdo, limite de quantificacdo, limite de deteccdo, exatiddo e robustez
(BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

A Seletividade de um método refere-se a capacidade deste em distinguir um
determinado analito presente em uma matriz complexa, sem interferéncia de outros
componentes da mistura. Para tanto, a seletividade deve ser o primeiro passo a ser
desenvolvido para validacdo de um método analitico. A seletividade é baseada nos parametros
de separacdo e deteccdo, sendo que as técnicas cromatograficas hifenadas a detectores
seletivos, como o espectdmetro de massas, tém sido utilizadas em determinacfes de alta
qualidade. Além disso, em técnicas cromatograficas, outros parametros de separacdo devem
ser determinados e otimizados, tais como: resolucdo, fator de separacdo, fator de retencéo,
fator assimetria e nimero de pratos tedricos (VESSMAN, 2001).

A Linearidade corresponde a capacidade de um método analitico fornecer resultados
diretamente proporcionais & concentracdo da substancia na amostra, dentro de uma faixa de
aplicacdo, sendo obtida pela confeccdo de curva analitica utilizando padrdes interno ou
externo (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003).

A Precisdo € a habilidade do método em reproduzir resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condicBes definidas (CASS; DEGANI, 2001). Ja a exatiddo de um método representa a
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concordancia entre o resultado de um determinado ensaio em relagdo ao valor de referéncia
aceito como verdadeiro (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A robustez de um método mede a habilidade que este apresenta frente a pequenas
variacdes. Diz-se que um método € robusto quando ele ndo é afetado por uma modificacdo
pequena e deliberada em seus pardmetros. As mudancas introduzidas refletem as alteragdes
que podem ocorrer quando o método é transferido para outros laboratérios sendo executado
por diferentes analistas utilizando equipamentos e/ou materiais de consumo fornecidos por
diferentes fabricantes (SHABIR, 2003).

Apesar das espécies de Copaiba apresentarem vérias atividades farmacoldgicas ja
comprovadas, ser extensamente utilizada pela medicina popular do Brasil e constituir notavel
potencial para pesquisas cientificas, ainda ndo foram desenvolvidos e validados

procedimentos analiticos suficientes para quantificacdo dos seus metabolitos volateis.
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2.0BJETIVOS

Tendo em vista a caréncia de métodos analiticos validados para o estudo de compostos
volateis de Copaifera sp. e pelo seu alto potencial medicinal e econdmico para o

desenvolvimento de novos produtos, os objetivos do presente trabalho foram:

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar método analitico por cromatografia gasosa - Detector por
ionizacdo de chama (DIC) para analise de compostos volateis presentes nas oleorresinas e
folhas de Copaifera sp. e avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos volateis em

mistura e isolados.

2.2 Objetivos especificos

e Obter os 0leos volateis por meio da hidrodestilacdo da oleorresina de diferentes
espeécies de Copaifera;

e Fracionar dos compostos volateis majoritarios por meio da utilizacdo do destilador de
bancada (800 Automatic Micro Spinning Band Distillation);

e Utilizar cromatografia em coluna aberta com silica gel e placas preparativas para
auxiliar no isolamento e na purificacdo dos compostos volateis de interesse;

e Identificar a estrutura das substancias isoladas por meio da espectrometria de massas
(CG/EM) e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *He *3C;

e Desenvolver e validar método por Cromatografia Gasosa - Detector por ionizacdo de
chama (DIC), capaz de quantificar os componentes volateis isolados presentes na
oleorresina e no extrato das folhas de Copaifera;

e Realizar andlise sazonal dos componentes volateis das folhas de Copaifera
langsdorffii utilizando-se o método desenvolvido;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana dos compostos isolados e dos 6leos volateis frente

a bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras.
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3. MATERIAL E METODOS
3. 1 Estudo fitoquimico
3.1.1 Obtencéo das oleorresinas

As oleorresinas das espécies Copaifera langsdorffii Desff; C. duckey Dewer; C.
multijuga Hayne; C. paupera (Herzog) Dewer; C. reticulata Ducke e C. publifora Benth
foram coletadas ao longo dos ultimos quatro anos do desenvolvimento do projeto tematico
2011/13630-7 intitulado: “Validacdo quimica e farmacologica de extratos e principios ativos
de espécies de Copaifera” por membros do laboratério de farmacognosia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto. A autorizacdo de coleta junto ao SISBIO-ICMBiIo foi
obtida em 2012, enquanto que a autorizacdo de acesso ao patrim6nio genético para fins de
pesquisa cientifica foi solicitada ao CNPQ e teve o aval da Pro-Reitoria de pesquisa da USP em
janeiro de 2014 (processo n° 010783/2013-0).

O procedimento para as coletas seguiu 0s principais parametros descritos por
Medeiros e Vieira (2008). Para tanto, em uma arvore da espécie, com diametro acima de 30
cm, foi feito uma perfuracdo utilizando um perfurador manual (trado) medindo 1,2 m de
comprimento e 2 cm de didmetro. Esta perfuracao foi feita cerca de 1 m do solo no centro da
arvore. Durante a perfuragdo, no momento em que o trado atingiu o centro interior do tronco,
coletaram-se cerca de 100 mL da amostra. Logo em seguida o orificio foi vedado
adequadamente utilizando-se um tampéo de madeira. As exsicatas das espécies de C. duckey,
C. multijuga, C. paupera, C. reticulata, e C. publifora foram identificadas pela Dra. Silvane
Tavares Rodrigues da EMBRAPA de Belém, PA, no qual estdo depositadas no herbario
(SPFR) da mesma instituicdo. As exsicatas da espécie C. langsdorffii foram devidamente
identificadas pelo Prof. Dr. Milton Groppo Junior do Departamento de Biologia da FFCLRP-USP
e depositadas no herbario da mesma instituicéo.

3.1.2 Obtencdo da fracdo volatil das oleorresinas

As oleorresinas de Copaifera sdo constituidas de uma fracdo fixa composta por
diterpenos e triterpenos e uma fracdo volatil constituida principalmente por sesquiterpenos.
Para obtencdo da fracdo volétil, cerca de 50 g das oleorresinas foram transferidas para um
baldo de fundo redondo de 1 L, aos quais foram acrescentados mais 500 mL de &gua
destilada. O bal&o foi acoplado ao aparelho de Clevenger e foi submetido a hidrodestilacéo até
término da destilacdo dos componentes volateis. A fracdo volatil foi recolhida, submetida a
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secagem com Na,SO,4 e armazenada em freezer -20°C em frasco ambar até a realizagdo do
processo de fracionamento.

Apls a obtencdo dos Oleos volateis, 1 mg de cada amostra foi solubilizado,
separadamente em 5 mL de hexano. Desta fragdo organica, 1 uL foi analisado por

cromatografia de fase gasosa com detector de ionizagédo por chama (CG-DIC).

3.1.3 Condigdes cromatogréficas

As analises destes constituintes foram realizadas por CG-DIC da marca Hewelett
Packard, modelo 6890N plus, equipado com injetor operando no modo split (50:1). Para as
andlises foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5 (5 % fenil-metil-
siloxano)(comprimento: 30 m, didmetro interno: 0,32 mm, filme liquido: 0,25 pm). O
hidrogénio foi usado como gas de arraste. Otimizaram-se as condi¢es cromatograficas
visando melhorar a resolucdo cromatografica global, uma vez que a matriz é complexa e por
esse motivo existe uma grande sobreposicdo dos metabdlitos analisaveis.

A programagédo de temperatura, a qual foi utilizada para o forno, foi determinada da
seguinte forma: iniciou-se com escala de 125°C a 135°C elevando-se a temperatura com
proporcéo de 7°C/min mantendo-se fixa por 1 minuto; na sequéncia a temperatura foi de 135
a 137°C de 137 a 139°C e de 139 a 141°C elevando-se a 1°C/min mantendo-se fixa por 1
minuto. Em seguida, a temperatura foi de 141 a 145°C elevando-se a 1°C/min mantendo-se
fixa por 1 minuto e meio e, apds, esta foi de 145 a 280°C a 25°C/min finalizando a analise
com o tempo de 23 min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 240°C e 280°C,

respectivamente.
3.1.4 Fracionamento dos 6leos de Copaifera

Os Oleos volateis das espécies de C. multijulga, C. paupera e C.pubiflora foram
submetidos ao destilador de bancada (800 Automatic Micro Spinning Band Distillation)
visando o fracionamento dos Oleos para posterior isolamento dos compostos volateis
majoritarios.

As fracOes obtidas foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando-se cromatoplacas de silica gel 60 F 254 (Merck) (5 cm), sendo aplicadas aliquotas
de 5 pL das amostras com auxilio de capilares de vidro, no qual foram eluidas com a fase
movel hexano-acetato de etila na propor¢do 7:3 (v/v) e reveladas com anisaldeido. Algumas
fragdes foram analisadas também por cromatografia gasosa utilizando o equipamento descrito

no item 3.1.3.
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Para o fracionamento dos 6leos volateis, utilizou-se um total de 5,00 gramas de 6leo.

Os melhores parametros obtidos no fracionamento seguem descritos na tabela 1. O tempo

médio de destilacdo foi de aproximadamente 120 min. Ambos os o6leos tiveram uma

recuperacdo de 92 e 96% quando reunidas todas as fracdes.

Tabelal. Parametros utilizados na destilacdo dos 6leos de C. multijulga, C. pubiflora e C.

paupera
Copaifera multijuga
Fracgdo TIC TFC Refluxo Poténcia TC Pressao
1 125 155 06:01 55 7 17
2 155 175 06:01 55 7 17
3 175 195 06:01 55 7 17
4 195 205 06:01 55 7 17
5 205 215 05:01 50 7 17
6 215 225 04:01 45 7 17
7 225 235 04:01 45 7 17
8 235 245 04:01 40 7 17
Copaifera pubiflora
1 110 130 06:01 65 7 20
2 130 150 06:01 60 7 20
3 150 170 06:01 60 7 20
4 170 190 06:01 60 7 20
5 190 205 05:01 55 7 20
6 205 215 05:01 55 7 20
7 215 225 05:01 55 7 20
8 225 240 05:01 55 7 20
Copaifera paupera
1 105 125 15:01 80 4 20
2 125 150 15:01 75 4 20
3 150 170 10:01 70 4 20
4 170 200 07:01 70 4 20
5 200 215 07:01 55 4 20
6 215 235 05:01 55 4 20
7 235 255 02:01 40 4 20
8 255 275 01:01 35 4 20

TIC: temperatura inicial de corte em °C; TFC: temperatura final de corte em °C; Poténcia: em %;
TC: temperatura do condensador em °C; Pressdo: em mmHg.
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3.1.5 Isolamento dos compostos presentes nos 6leos fracionados de Copaifera

As fragdes obtidas dos dleos de C. multijulga, C. paupera e C.pubiflora provenientes
do destilador de bancada foram submetidas a colunas cromatograficas, visando o isolamento
dos compostos a fim de serem utilizados na validacdo de método analitico. As colunas
cromatograficas (Figura 5) foram empacotadas com silica gel 60H (Sigma-Aldrich,
porosidade de 40 um) na proporg¢éo de 1:100.

A fase movel utilizada consistiu em um gradiente de hexano e acetato de etila nas
proporcdes 98:2, 95:5, 90:10 e 50:50 (v/v). A eluicdo dos compostos foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada utilizando anisaldeido como revelador, seguido de
aquecimento. As fracdes reunidas foram secadas em rotaevaporador da marca Buchi® com
temperatura do banho em 35°C. Os esquemas a seguir demonstram as etapas realizadas no
processo de isolamento dos compostos. As figuras 6 a 10 trazem os esquemas de isolamento

dos compostos de interesses a partir das fragdes volateis obtidas do destilador de bancada.

Figura 5. Colunas cromatograficas utilizadas no processo de isolamento.
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4 N
Fracdo 8
(2.059)
Coluna 5
200g silica
[
I [ | |
98:2 95:5 90:10 50:50
400ml 300ml 200ml 100ml
F1-45 F 46 - 80 F 81- 105 F 106- 120
1,329 Coluna 3
50g silica
98:2 95:5 90:10 50:50
50ml — 200ml 1 100ml 100ml
F1-7 F8-30 F31-45 F46-55
0,944 Coluna 1
— 15g silica
|
| |
95:5 50:50
400 ml 100ml
F1-85 F 86 - 100
F37-55 _
CM 1 Hexano: Acetato de etila

485 mg (9,7%)

F = Fracéo

Figura 6. Esquema de isolamento do composto CM1 a partir do 6leo de C. multijuga
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/
Fracdo 7
(1,43 9)
Coluna 4
100g silica
|
[ [ | |
98:2 95:5 90:10 50:50
400ml 200 ml 100 ml 100 ml
F1-50 F51-75 F 76 - 90 Fo1-104
0,68 g
Coluna 2
10 g silica
98:2 50:50
400 ml 100 ml
F1-85 F 86-100
Hexano: Acetato de etila
F23_29 F = Fracéo
CM 2

94 mq (1,9%)

Figura 7. Esquema de isolamento do composto CM2 a partir do 6leo de C. multijuga
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4 ™
Fracdo 8
(2349
Coluna 5
200g silica
|
I [ 1 |
98:2 95:5 90:10 50:50
500ml 300ml 200ml 100ml
F1-55 F56-90 Fo91-115 Fl116-125

1,619 Coluna 4

100g silica
98:2 95:5 l 90:10 50:50
300ml | 100 ml 100ml 100 ml
F1-33 F34-47 F48-60 F61-70

1,049
Coluna 1
15g silica
I
I I
98:2 50:50
500 ml 100ml
F1-100 F101-110
Fd5-31 Hexano: Acetato de etila
CB1 F = Fracéo

65 mg (1,3%)

Figura 8. Esquema de isolamento do composto CBL1 a partir do 6leo de C. pubiflora
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4 )\
Fracdo 7
(1,829)
Coluna 4
100g silica
1
[ [ [ |
98:2 95:5 90:10 50:50
200 ml 300 ml 200 ml 100 ml
F1-23 F24-55 F 56 - 80 F81-100
0,95¢g
Coluna 1
15 g silica
98:2 95:5 50:50
100 ml 400 ml = 100 ml
F1-22 F 23-105 F 105 - 115
F 43 -52
CP1 Hexano: Acetato de etila
12 mg (0,25%) F = Fracéo

Figura 9. Esquema de isolamento do composto CP1 a partir do 6leo de C. paupera
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Fragéo 8
(1679)
Coluna 4
100g silica
—
[ [ | |
98:2 95:5 90:10 50:50
200 ml 400 ml 300 ml 100 ml
F1-25 F 26 -70 F71-105 F 106 - 115
4
0,729 0,499
Coluna 1 Coluna 2
15 gsilica 10 g silica
95:5 50:50 95:5 90:10 50:50
300 ml ] 100 ml 100 ml — 300 ml - 100 ml
F1-66 F 66-80 F1-25 F 26 - 90 F91-100
F 18-19 F38_44 _
CP2 CcP3 Hexano: Acetato de etila
6 mo (0,12%) 32 mg (0,64%) F = Frago

Figura 10. Esquema de purificacdo do composto CP2 e CP3 a partir do 6leo de C.

paupera

3.1.6 Identificagdo estrutural das substancias isoladas

As estruturas quimicas dos metabolitos isolados e purificados foram elucidadas
utilizando-se métodos como espectrometria de massas e espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e de **C. Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
'H e 3C foram adquiridos em espectrometros Brucker—Advance DRX4q0, Operando em 400
MHz empregando-se solventes deuterados da marca Aldrich®.

Os espectros de massas foram obtidos a partir do cromatografo de fase gasosa da
marca Shimadzu — QP 2010 equipado com injetor automéatico AOC — 20Si acoplado com um
espectrometro de massas de ionizacao por elétrons. Estudos comparativos a partir do perfil de
fragmentacdo foram obtidos levando-se em consideracdo o banco de dados da biblioteca

Wiley e trabalhos divulgados na literatura.
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Os indices de retencdo dos principais volateis foram determinados utilizando CG-DIC
de acordo com o seguinte procedimento: injetou-se 1 puL de cada amostra na concentragao de
1 mg/ml obtendo-se os tempos de retencdo para cada componente. Em seguida, injetou-se 1
uL de solucdo de série homologa de hidrocarbonetos (C8 a C20), utilizando as mesmas
condicBes cromatograficas obtendo-se os tempos de retencdo para cada hidrocarboneto.
Calcularam-se os indices de retencdo por meio da equagdo divulgada por Muhlen (2009).

Onde: t’r é 0 tempo de retencdo ajustado. i —
IR(n) analito n — nimero de carbonos do padréo
adjacente menos retido, e n + 1 é 0 nimero
R(n+1) tR(n) de carbonos do padrdo adjacente mais retido.

tR(i) o
LTPRI =100n+100
t

3.2 Desenvolvimento e validacao de método analitico por CG-DIC

Para a quantificacdo dos compostos de interesse nos Gleos volateis, primeiramente,
definiram-se os parametros a serem utilizados para analise por CG-DIC: Temperatura do
injetor e detector, vazao dos gases H, e Ny, temperatura inicial e final do formo, volume de
injecdo, e concentragdo das amostras. A0 mesmo tempo, selecionou-se a benzofenona como
padrdo interno, por ser soltvel em hexano e por possuir tempo de retengdo distinto do tempo

de retencdo das substancias presentes nas amostras.

O

Figurall. Estrutura da benzofenona

Apbs o desenvolvimento do método analitico que foi utilizado para o processo de
quantificacéo, este foi validado, sendo avaliado quanto aos seguintes parametros: seletividade,
linearidade e faixa de aplicacéo, precisdo, exatidao, limite de deteccéo, limite de quantificagdo
e robustez. A validacdo foi realizada segundo o protocolo preconizado pela RE 899/2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003).
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A seletividade foi avaliada por meio da verificacdo do desempenho analitico. Para
tanto, avaliou-se a separacdo dos compostos utilizando-se o tempo de retencdo, largura da
base do pico, niUmero de pratos teoricos, resolucdo e fator de separacdo. (COLLINS et al.,
2005).

Tabela 2. Equacdes utilizadas para avaliar a seletividade

Parametros Equacdes
Resolucéo Rs=2x (Tr2—Trl)/ (Wbl + Whb2)
Pratos Teoricos N =16 x (Tr/ Whb)2

Tr: Tempo de retencdo, Wh: Largura de base do pico.

A linearidade do método foi verificada a partir da construcdo de uma curva analitica
com 0s compostos isolados, a qual contemplou nove concentracdes distintas (350 pg/mL; 300
pug/mL; 200 pg/mL; 100 pg/mL; 50 pg/mL; 35 pg/mL; 30 pg/mL; 20 ug/mL e 10 pg/mL). As
diluicbes da curva analitica estdo representadas na Figura 8. Esta foi realizada em triplicata,
em trés dias consecutivos. A partir dos resultados obtidos, os dados foram submetidos a
regressao linear e obteve-se a equacdo da reta.

Solugdo - mde Solugao - Padrao interno

) o

5 ml hexano
5000 ug/mL
1000 ug/mL
L75mi 15ml 1,0 ml 0,5ml 025 ml
+ + +
100 Ul PI 100 ul PI 100 ul P 100 ul PI 100 ul PI
i 5 ml hexano 5 ml hexano 5 ml hexano
350 ug/mL 300 ug/mL 200 ug/mL 100 ug/mL 50 ug/mL
500 ul 500 ul 500 ul 500 ul
+ + + +
90 ul PI 90 ul PI 90 ul PI 90 ul PI

5 ml hexano 5 ml hexano

5 ml hexano

35 ug/mL 30 ug/mL 20 ug/mL 10 ug/mL

Figura 12. Esquema de dilui¢Ges para a construcdo da curva analitica
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Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram estabelecidos atraves do ruido da
linha de base. Foi considerada como limite de detecgdo a concentragdo que gerou pico com
intensidade equivalente a trés vezes o ruido da linha de base, enquanto que para o limite de
quantificacdo foi considerada a concentracdo que apresentou pico equivalente a 10 vezes

ruido da linha de base, através das equacdes:

LD: Limite de deteccdo, LQ: Limite de
quantificacdo. Onde, s é a estimativa do
desvio padrdo do coeficiente linear e S é a
média do coeficiente angular

LD =33.(s/S) LQ =10.(s/S)

, obtendo-se os limites operacionais de detec¢éo e quantificagéo, respectivamente.

A precisdo do método proposto foi mensurada através da repetibilidade (precisdo
intra-dia) e da precisdo intermediaria (precisdo inter-dia). Para tanto, foram realizadas analises
de trés concentragdes (300 pg/mL, 100 pg/mL e 20 pg/mL) avaliadas na curva analitica em
um mesmo dia para verificar a repetibilidade e em trés dias distintos para avaliar a precisao
intermediaria do método proposto. Os dados obtidos foram avaliados através do célculo do
coeficiente de variacdo (CV%).

Em que S = estimativa do desvio

CV(%) = (S/X) . 100 padrdo das respostas medidas e X =
medida das respostas.

Destaca-se que S é dado por:

Em que: x; = valor individual de uma medigé&o; x
S = \/); (Xi — x)2 /(n-1), = média aritmética de um pequeno nimero de
determinacdes; n = numero de medigdes.

A exatiddo foi verificada a partir de nove determinacdes contemplando o intervalo
linear do procedimento, ou seja, trés concentragdes: baixa (20 pug/mL), média (100 pg/mL) e
alta (300 ug/mL), em triplicata. Os resultados para este pardmetro foram expressos através do
erro padrdo relativos (EPR) em relacdo a concentracdo experimental e tedrica correspondente,
sendo aceitaveis valores com variagcfes de = 5% da concentracdo teorica. A recuperacdo dos
compostos também foi avaliada. A recuperacdo foi realizada com a fortificacdo do 6leo de
Copaifera langsdorffii, C. duckey,C. multijuga ,C. paupera, C. reticulata e C. publifora em
diferentes concentragdes em niveis baixa (15 pg/mL), média (30 ug/mL) e alta (60 pg/mL).

A robustez do método foi determinada a partir do design experimental de Plackett—

Burman para sete fatores e oito experimentos, conforme descrito por Heyden et al , 2001;
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sendo os fatores escolhidos e a defini¢do da faixa de variabilidade de cada um dos fatores em
relacdo ao método nominal, dada pelos niveis (— 1), quando o fator seguir o limite negativo, e

(+ 1) quando 0 mesmo seguir o limite positivo mostrados nas tabelas 3 e 4.

Tabela3. Fatores e niveis investigados no teste de robustez considerando CG-DIC.

Fatores Limite  Nivel (-1)  Nivel (+1)  Nominal
ATemperatura do injetor °C +5.0 235 245 240
BTemperatura do detector °C +5.0 275 285 280
CSplit (divisor de amostra) +2.0 48 52 50
DVazao de gas H2 (mL/min) +0.2 1.1 1.5 1.3
ETemperatura inicial do forno °C +50 120 130 125
FTemperatura final do forno °C +50 245 255 250
GVazao(mL/min) +3.0 42 48 45

Tabela 4. Planejamento fatorial para sete fatores e oito experimentos, CG-DIC.

Fatores A B C D E F G  Respostas
Experimentos

1 245 285 52 1.1 130 245 42 yl

2 235 285 52 1.5 120 255 42 y2

3 235 275 52 1.5 130 245 48 y3

4 245 275 48 1.5 130 255 42 y4

5 235 285 48 1.1 130 255 48 y5

6 245 275 52 1.1 120 255 48 y6

7 245 285 48 1.5 120 245 48 y7

8 235 275 48 1.1 120 245 42 y8

As letras correspondem aos fatores da tabela 1

Os experimentos foram realizados conforme as Tabelas acima em quintuplicata nas
concentrages de 300 pg/mL, 100 pg/mL e 20 pg/mL. Cada experimento foi realizado
seguindo os niveis (— 1) e (+ 1) ja pré-determinados para cada um dos fatores. Ao final de
cada experimento foi obtida uma resposta y, a qual foi a concentracdo do componente de
interesse. Para o calculo de cada resposta ou efeito de cada fator foi utilizada a formula na
Figura 13, sendo Ex correspondente a resposta, Xy (+) a soma dos fatores que foram variados

positivamente, Xy (—) a soma dos fatores variados negativamente € n o numero total de
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experimentos. Para cada efeito ou resposta foi calculado seu desvio padréo relativo em
porcentagem para a comparacdo ao valor madximo permitido de variagdo (MOREIRA et al,
2013).

RO RS

N/2 N/2

Figura 13. Formula matematica utilizada para obtencédo do efeito de cada fator no Design
Experimental de Plackett-Burman

3.3. Andlise sazonal da composicdo dos componentes volateis das folhas de C. langsdorffii
3.3.1. Coleta, secagem e moagem das folhas de C. langsdorffii

Cerca de 100 g das folhas de C. langsdorfii foram coletadas mensalmente por um
periodo de 12 meses compreendendo os meses de fevereiro de 2016 a janeiro de 2017, de um
individuo da planta existente no Campus da USP de Ribeirdo Preto, demonstrado na figura
14,

g *IGCFRP-USP =

3
FORP=USP' |
-

Figura 14. Localizacdo da C. langsdorffii ao lado do Laboratério de Farmacognosia.
Fonte: Google Maps®

O material vegetal foi submetido a secagem a temperatura de 35°C por 12 h tendo em
vista a eliminagdo de umidade, evitando assim o crescimento microbiano. Em seguida, foi
armazenado em sacos plasticos selados em freezer a -18°C. No momento da anélise as folhas
foram moidas em moinho portéatil de café da marca Cadence modelo MDR301. Este individuo
de C. langsdorffii mede cerca de 10 m de altura e seu tronco mede cerca de 50 cm de didmetro

na base (Figura 15).



31

[ —
—

Figura 15. C. langsdorffii utilizada neste estudo e suas folhas.

3.3.2. Preparacgdo da amostra e anélise por cromatografia gasosa

Para a extragéo das folhas de C. langsdorffii, uma porcéo de 0,5 g de folhas secas e em
p6 foram transferidas para um Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, ao qual foram
adicionados 20,0 mL de hexanos contendo 100 pug/mL de benzofenona como padréo interno.
Em seguida, o frasco foi selado e submetido a maceracdo dindmica num agitador mecéanico
operando a 150 rpm, a 40°C e durante 2 h. Em seguida, a amostra foi resfriada a temperatura

ambiente e uma aliquota de 1 pL do sobrenadante foi analisado por GC-DIC.
3.3.3. Estudo de recuperacao do cariofileno nas folhas de C. langsdorffii

Os estudos de recuperacao foram feitos com fortificacdo da amostra em trés niveis
diferentes de concentragdo: alto, médio e baixo, em quadruplicata.

Para tanto, cerca de 20 g de folhas desidratadas de C. langsdorffii foram pulverizadas e
0 tamanho da particula uniformizado com o auxilio de um tamis de 86 mesh. Em seguida,
com a finalidade de se extrairem 0s compostos de interesse, para posterior enriquecimento da
amostra, 0 material vegetal foi submetido ao processo de extracdo exaustiva utilizando-se
aparelho de Sohxlet durante o periodo de 12 h (Figura 16). Nesse processo foram usados 500
mL de acetato de etila como solvente extrator. Ao final de todo procedimento, o material
vegetal esgotado foi mantido em estufa de ar circulante a 40°C por um periodo de 3 h. Logo
apos este periodo, em 12 frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, pesaram-se 500
mg da planta seca e esgotada, sendo que estes foram divididos em trés grupos.
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Figura 16. Processo de esgotamento do material vegetal por Sohxlet

No primeiro grupo (quatro replicatas correspondentes a concentracdo baixa)
adicionou-se 0,5 mL de uma solugdo contendo 450 pg/mL de B-cariofileno em hexano
cromatografico, no segundo grupo (concentracdo média) adicionou-se 1 mL da solugéo
padrdo e, finalmente, no terceiro grupo (concentracdo alta) adicionaram-se 2 mL da solucdo
padrdo. Apds homogeneizagdo e incorporacdo do B-cariofileno nas amostras, evaporou-se o
hexano a temperatura ambiente. A seguir adicionaram-se 20 mL de uma solucdo de
benzofenona 100 pg/mL em hexano e procedeu-se a extragcdo utilizando-se o protocolo
descrito no item 5.3.2. Terminado o processo de extracdo, a amostra foi filtrada e aliquotas de
4 mL foram transferidas para frascos contendo 1 mL de solucdo de tetrametilbenzeno 500
pug/mL usado como padrdo secundério, totalizando as seguintes concentragdes finais de B-
cariofileno: 11,25 pg/mL (baixa), 22,5 ug/mL (média) ¢ 45 pg/mL (alta). Os padrdes interno e

secundario tiveram concentracdes finais de 100 pg/mL.

3.4. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

3.4.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas

Foram avaliadas as amostras de 6leos das diferentes espécies de Copaifera e o0s
compostos isolados frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Salmonella choleraesuis ATCC 10708
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305. O estudo antimicrobiano foi realizado no
laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, em
parceria com a Profa. Dra. Niege A. J. C Furtado.
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Para determinagdo da concentracdo inibitéria minima foi utilizado o método de
microdilui¢do em microplaca segundo a metodologia preconizada pelo “National Committee
for Clinical Laboratory Standards”, atualmente denominado Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), com adaptacdes. Para a preparacdo dos indculos e posterior
realizacdo dos ensaios foram utilizadas bactérias de crescimento de 24 h em &gar Muller
Hinton. Os inoculos foram padronizados em espectrofotdmetro com leitura em 625 nm
apresentando valor de absorbancia entre 100 e 110.

Em microplacas foram depositados o caldo Mueller Hinton contendo os extratos e as
fracOes a serem testadas em vérias concentracdes e os indculos, obtendo-se o volume final de
100 pL em cada pogo. Penicilina (5,9 a 0,012 pg/mL) e estreptomicina (259 a 0,058 pg/mL)
foram utilizadas como controles positivos para a avaliacdo das culturas bacterianas. Foram
realizados os controles de esterilidade do caldo, amostras e padrbes, bem como os controles
de crescimento das culturas. As placas foram incubadas a 37°C em estufa bacterioldgica por
24 h. Apo6s o tempo de incubacéo foram adicionados 20 pL de cloreto de trifeniltetrazolio a
cada poco, na concentracdo de 0,02% em solucdo aquosa. Neste ensaio também foi
determinado o efeito bactericida ou bacteriostadtico das amostras. Para 0 ensaio de
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram retiradas e aliquotas dos pogos e aplicados
em placas contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton, em seguida essas placas foram
encubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas. Apos esse periodo foi verificado a auséncia

ou presenca de crescimento microbioldgico.
3.4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana contra leveduras

Foram avaliadas as amostras de Oleos das diferentes espécies de Copaifera e 0s
compostos isolados frente as seguintes leveduras: Candida albicans ATCC 10231, C.
tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis
ATCC 220109.

Para determinacdo da concentracdo inibitéria minima foi utilizado o método de
microdiluicdo em caldo segundo metodologia preconizada pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2006, 2007), com adaptacdes. Os procedimentos foram 0s mesmos
utilizados nos ensaios com bactérias, exceto o preparo do inéculo, o qual foi preparado em
solucdo salina esterilizada (0,85%) e, em seguida, padronizado em espectrofotdmetro, em
comprimento de onda de 530 nm, por comparacdo com o tubo 0,5 da escala de McFarland,
fornecendo inéculo ap6s diluicdes de 5 x 10%a 2,5 x 10° UFC/mL. Foi utilizado caldo RPMI-

1640 para cultura e para controle positivo utilizou-se o fluconazol para todas as espécies de
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Candida avaliadas. Foram utilizadas microplacas de 96 pocos, esterilizadas, as quais foram
incubadas a 35°C durante 48 h.

Apdbs o tempo de incubacdo foram adicionados 20 uL de resazurina a cada pogo, na
concentracdo de 0,01% em solucdo aquosa como indicador da viabilidade celular. A
verificagdo da cor rosa nos orificios foi interpretada como presenga de crescimento
microbiano, enquanto que a cor azul como inibicdo do crescimento do micro-organismo
testado. Neste ensaio também foi determinado o efeito fungicida ou fungistatico das amostras.
Para tanto, uma aliquota de cada poco foi retirada, antes da revelagdo com indicador de
viabilidade celular e, em seguida, foi inoculada em placas de Petri, contendo meio de cultura
TSA (4gar triptona de soja). As placas foram incubadas e a deteccdo ou auséncia de

crescimento microbiano indicaram efeito fungistatico ou fungicida, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencdo das fracOes volateis: rendimento, anélise e identificacdo

A proposicdo inicial durante o estudo fitoquimico foi o isolamento e a identificacao
dos marcadores, a partir dos 6leos volateis provenientes das oleorresinas de Copaifera, para
serem utilizados na validacdo do método analitico. Por isso, buscou-se extrair a fragdo volatil
das oleorresinas por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger. Os rendimentos obtidos

podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5. Rendimento das fragdes volateis obtidas por hidrodestilacao

Espécies Fracdo Volatil (g) Rendimento (%)
C. multijuga Hayne 37,8 75,6
C. paupera (Herzog) Dewer 21,6 43,2
C. publifora Benth 20,7 41,4
Copaifera langsdorffii Desff 18,2 36,4
C. duckey Dewer 10,6 21,2
C. reticulata Ducke 18,3 36,6

O processo de extracdo empregado para a obtencdo da fracdo volatil da oleorresina de
Copaifera multijuga resultou em 37,8 g equivalentes a 75% de rendimento, para C. paupera
21,6 g que equivalem a 43% e para C. publiforaem 41,4 g equivalentes a 41% de
rendimento, caracterizando, assim, as trés espécies que possuem maior fracdo volatil em suas
oleoresinas. Ja a obtengdo da fragdo volatil da oleorresina de C. langsdorffi resultou em 18,2¢
que correspondem a 36,4% de rendimento. Para a C. duckey 10,69 equivalentes a 21% e para
a C. reticulata 18,3g equivalentes a 36% de rendimento, configurando as trés espécies com
menor teor de volateis.

Segundo Cascon (2004), os hidrocarbonetos sesquiterpénicos representam cerca de
80% dos constituintes das oleorresinas de copaiba. Ferrari e colaboradores (1971) relataram
que a oleorresina obtida a partir da C. langsdorffii € constituida por 50% de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos. Sousa e colaboradores (2011) utilizaram a hidrodestilacdo para obtengédo dos
volateis de oleorresinas de C. langsdorffii e obtiveram um rendimento de 40% da fragéo
volatil, o que esta de acordo com os rendimentos obtidos neste estudo.

A cromatografia gas-liquido é uma potente ferramenta utilizada para a separacdo de
compostos presentes em matrizes complexas como os 0Oleos essenciais. A base para esta
separacdo consiste na particdo do soluto entre duas fases, uma fase liquida estacionaria e uma

fase gasosa movel. Quando os solutos interagem fortemente com a fase liquida as rampas de
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temperaturas do forno podem ser alteradas com a finalidade de se obterem cromatogramas
com boa separacdo e resolugéo dos constituintes da amostra. A cromatografia gasosa acoplada
a detector de ionizacdo de chama é usualmente o método de escolha para separar e quantificar
componentes de 6leos volateis (SOUSA et al., 2011).

O detector de ionizacdo de chama é um dispositivo que tem seu funcionamento
baseado no principio de que a condutividade elétrica de um gés é diretamente proporcional a
quantidade de particulas carregadas, nele presentes. Portanto, compostos suscetiveis a
combustdo como, por exemplo, compostos organicos, geram particulas portadoras de carga, as
quais conduzem corrente elétrica que € medida e convertida na forma de picos. Este
dispositivo é capaz de acusar a presenca e medir tracos de componentes no efluente da coluna
(PATRUSHEV, 2015). Tendo em vista a disponibilidade do CG-DIC em nosso laboratorio e
a as vantagens oferecidas por esta técnica, os 6leos volateis das espécies de Copaifera foram

analisados por CG-DIC e seus perfis podem ser observados na figural?.
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Figura 17. Perfis das fracGes volateis das oleorresinas das espécies de Copaifera por CG —
DIC. (A) C. multijuga Hayne; (B) C. paupera (Herzog) Dewer; (C) C. publifora Benth; (D)
C. langsdorffii Desff; (E) C. duckey Dewer; (F) C. reticulata Ducke. 1. a-copaeno, 2. p-
cariofileno, 3. a-humuleno, 4. 5-cadineno, 5. B-elemeno, 6. O-cariofileno



38

4.2 Perfil cromatografico dos 6leos de Copaifera por CG — EM

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas é utilizada especialmente
para auxiliar com elevada eficiéncia a confirmacéo e ou identificacdo de componentes de uma
amostra. Este método permite, como a CG — DIC, a separagdo dos constituintes e fornece,
ainda, um espectro de massas para cada pico. O principio basico é dado pela producdo de
ions, através de um processo de ionizacdo molecular, os quais serdo posteriormente
fragmentados (MASTOVSKA E LEHOTAY, 2003).

Os ions formados sdo separados de acordo com a relacdo carga-massa e a abundancia
relativa de cada ion é determinada. Por meio da analise dos fragmentos encontrados pode-se
determinar o peso e a formula molecular, informacdes importantes que podem ajudar na
confirmacdo da estrutura quimica de uma substancia (KIRCHNER et al., 2005). Sendo assim,
0s componentes presentes nos Oleos volateis de Copaifera foram identificados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas, por meio de comparagoes
do perfil de fragmentacdo em banco de dados da biblioteca Wiley e na literatura.

A identificacdo prévia de compostos individuais também foi realizada por meio da
comparacdo do tempo de retengéo relativo da amostra com o tempo de retencdo de padrdes de
hidrocarbonetos. Este indice relaciona o tempo de retencdo dos compostos de uma
determinada amostra ao tempo de retencdo de uma série homologa de hidrocarbonetos. Tais
indices permitem melhor avaliacdo dos dados obtidos podendo ser realizadas comparacdes de
resultados entre diferentes laboratdrios, com tabelas descritas na literatura (ADAMS, 2001) e
com bibliotecas como a Wiley do sistema HP. Na tabela 6 apresentam-se os indices de
retencdo dos compostos presentes nos Oleos volateis, bem como a é&rea relativa de cada

composto obtido por CG/EM.
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Tabela 6 Composicdo dos componentes volateis das oleorresinas das espéecies de Copaifera
langsdorffii Desff, C. duckey Dewer, C. multijuga Hayne, C. paupera (Herzog) Dewer, C.
reticulata Ducke e C. publifora Benth, obtidas por analises de CG-MS.

. % Area
Seq Composto IRExp IRLit Relativa
C. C. C. C. C. C.
langsdorffi duckei reticulata multijulga paupera pubiflora
1 &-Elemeno 1341 1343 1,32 - - - - -
2 0-Cubebeno 1354 1356 - - - 0,88 9,9 -
3 Cycloisosativeno 1371 1364 - - 0,33 - 0,4 0,17
4 o-Copaeno 1380 1377 0,15 - 0,38 14,05 34,88 0,38
5 Episesquithujeno 1393 1389 0,09 0,29 0,5 - - -
6 Isocariofileno 1394 1403 - - - - 2,48 -
7  B-Elemeno 1396 1397 0,38 2,38 2,54 - - 17,37
8 a-Gurjuneno 1405 1409 - - 1,35 0,7 - 6,76
9 a-Santaleno 1419 1417 - 0,32 0,36 - - -
10 B-Cariofileno 1426 1421 9,73 5,98 7,71 45,64 54 27,28
11 trans-a-Bergamoteno 1439 1436 15,14 21,19 21,99 0,66 1 3,1
12 Aristoleno 1448 1455 - - 1,04 - - -
13 Epi-p-Santaleno 1452 1450 - 0,26 0,17 - - -
14 B-Fameseno 1459 1457 3,98 4,65 3,96 - - -
15 o-Humuleno 1459 1455 - - - 15,47 3,26 6,89
16 Alloaromadendreno 1467 1457 - - - 1,05 7,75 -
17 B-Chamigreno 1480 1488 - - 1,56 - - 3,36
18 Germacreno B 1482 1481 - - - - 1,26 -
19 o-Amorpheno 1482 1485 - - - 4,18 - -
20 Germacreno D 1487 1481 13,1 - - 2,97 - -
21 B-Selineno 1493 1487 - 7,21 12,17 - - 13,07
22 Ledeno 1501 1500 - - - - 1,31 -
23 a-Bulneseno 1501 1502 - 4,58 - - - -
24 a-Selineno 1501 1498 - - 11,43 - - 9,25
25 Bicyclogermacreno 1503 1500 - - - 1,19 - -
26 a-Muuroleno 1506 1500 - - - 0,85 0,82 -
27 a-Bisaboleno 1506 1503 3,38 4,38 - - - 0,39
28 B-Bisaboleno 1514 1509 32,04 30,9 24,91 - 0,85 6,25
29 pB-Sesquifelandreno 1528 1524 2,8 3,81 2,75 - - -
30 &-Cadineno 1529 1531 - - - 4,33 13,93 -
31 Cubeneno 1538 1538 - - - - 1,32 -
32 a-Elemol 1547 1557 - 6,07 - - - -
33 Oxido de Cariofileno 1591 1591 1,03 0,27 0,21 0,59 0,17 0,23
34 NI 16,86 7,71 6,64 7,44 15,27 55
Total Identificado 83,14 92,29 93,36 92,56 84,73 94,5
Total Geral 100 100 100 100 100 100

IRexp: Indice de Retencao experimental; IRIlit: Indice de retencdo da literatura.
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Com os resultados expressos na tabela 6 foi possivel identificar os compostos volateis
majoritarios para cada espécie de Copaifera em estudo. O composto B-cariofileno esta
presente em todas as especies, sendo o principal composto nos 6leos de C.multijuga (45,64%)
e C. publifora (27, 28%). O a-copaeno s6 nao € encontrado na C. duckey e é o principal
composto da C. paupera (34,88%).

Ferrari e colaboradores, a partir da fragdo sesquiterpénica de C. langsdorffii, obtiveram
como constituintes majoritarios cariofileno, copaeno e bisaboleno e como minoritarios os
sesquiterpenos bourbouneno, cipereno, humuleno e cadineno (FERRARI et al., 1971).

Craveiro e colaboradores (1981) descreveram ainda a composicdo de um Gleo
essencial obtido a partir da oleorresina de Copaifera sp., na qual os principais sesquiterpenos
identificados foram o B-cariofileno, a-humuleno, B-bisaboleno, a-cubebeno, a-muuroleno, a-
copaeno, trans-a-farneseno, d-cadineno e a-bergamoteno (CRAVEIRO et al., 1981).

Em um estudo de marcadores quimicos em Oleos de C. multijuga, Pinto e
colaboradores (2000) encontraram como principais constituintes volateis os sesquiterpenos: a-
copaeno, a-humuleno, a-amorfeno, B-cariofileno e o 6xido de cariofileno, sendo o B-
cariofileno o principal componente. O oOxido de cariofileno é descrito como um artefato
provavel da oxidacdo de B-cariofileno, embora se acredite que oxido de cariofileno pode ser
originado da propria planta (CASCON E GILBERT, 2000).

O B-cariofileno se destaca como majoritario presente na oleorresina extraida do tronco
de copaibas (PINTO et al., 2000). Este volatil também pode ser detectado em outros 6leos
obtidos de Piper nigrum L. (Piperaceae) (POLITEO; JUKI; MILO, 2006) e Baccharis spp.
(Asteraceae) (MASSIGNANI et al., 2009). Uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo
anticancer (Di SOTTO et al., 2010), anti-inflamatdria (YOUNG et al., 2007) e antioxidante
(KA et al., 2005) tém sido relatadas para este sesquiterpeno. a-Copaeno, B-cariofileno e o-
humuleno também sdo compostos alvos em distintos estudos, jA que estes apresentam
potencial anti-inflamatério (FERNANDES et al., 2007), antialérgico (PASSOS et al., 2007) e
inseticida (KOTAN et al., 2008).

Com o perfil cromatografico dos 0Oleos volateis de C. multijuga, C. paupera e C.
publifora, estes foram submetidos ao destilador de Bancada (800 Automatic Micro Spinning

Band Distillation) com o intuito de fracionamento dos compostos volateis majoritarios.
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4.3 Fracionamento da fracéo volatil das oleorresinas

Spinning Band Distillation é uma técnica que utiliza uma banda helicoidal rotativa
feita de um material inerte tal como metal ou Teflon para criar um nimero elevado de pratos
tedricos e é utilizada para separar misturas de liquidos volateis, que possuem pontos de
ebulicdo muito proximos. Quando liquidos com pontos de ebulicdo semelhantes sdo
destilados, os vapores resultantes da destilacdo sdo misturas de compostos ndo puros. A cada
ciclo de condensagdo-vaporizagdo, 0s vapores sdo enriquecidos com um determinado
componente. A maior area de superficie do Spinning Band permite que ocorra mais desses
ciclos, melhorando a separacdo (B/R INSTRUMENT CORPORATION).

Figura 18. Destilador de Bancada 800 Automatic Micro Spinning Band Distillation

O destilador de bancada utiliza rampas de temperatura e de pressdo como principais
parametros. Porém, outros parametros podem ser modificados, como a frequéncia de coleta
das fracdes, a poténcia das rampas de temperatura, variagcdes na temperatura do condensador e
0 numero de fragdes a serem coletadas, sendo oito no total. Devido a auséncia de literatura
sobre a utilizacdo do destilador de bancada para fracionamento de O&leos essenciais,
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inicialmente utilizaram-se os pardmetros de destilacdo de forma aleatoria e, posteriormente,
variou-se cada parametro individualmente até se observar o melhor ajuste de cada parametro.

Os oleos volateis de C. multijulga, C. paupera e C. pubiflora foram submetidos ao
destilador de bancada e tiveram seus parametros otimizados a fim de concentrar em uma
determinada fracdo seus constituintes volateis majoritarios. Segundo Bandoni (2003),
geralmente o constituinte principal do éleo essencial possui elevada temperatura de ebulig&o,
na faixa de 150 a 300°C e baixa pressdo de vapor, indicando assim menor volatilidade em
relacdo aos outros constituintes do 6leo, o que pode ser observado no processo, pois as fracoes
de maior concentracdo dos majoritarios foram as fragdes que destilaram em temperaturas mais
altas (figura 2).

Os principais pontos positivos da utilizacdo do destilador de bancada 800 Automatic
Micro Spinning Band Distillation para o fracionamento de 0leos essenciais é a economia na
utilizacdo de solventes e silica e o tempo de fracionamento, sendo que na utilizacdo do
pardmetro final, o tempo médio de maquina foi de aproximadamente 40 minutos e,
principalmente, a perda minima de material analisado.

Apbs o processo de fracionamento pelo destilador de bancada, as fracdes foram
submetidas a cromatografia em coluna classica, conforme descrito na secdo de materiais e
métodos. As fracbes de nimero sete (1,43 g) e oito (2,05 g) provenientes do 6leo de C.
multijulga, as fracGes sete (1,82 g) e oito (1,67 g) oriundas do 6leo de C. paupera e a fracao

de numero oito (2,34 g) resultante do éleo de C.pubiflora.

Figura 19. Comparacdo entre os CCDs das fracOes 7 (A) e 8 (B) de C. multijulga
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4.4 Isolamento dos compostos por cromatografia em coluna

Como escrito anteriormente, as fragbes obtidas dos 6leos de C. multijulga, C. paupera
e C. pubiflora foram submetidas a colunas cromatograficas, visando o isolamento dos
compostos a fim de serem utilizados como padrdes analiticos na validacdo do método e no
ensaio antimicrobiano.

Ao final da purificacdo das fracdes do Oleo volatil de C.multijuga por coluna
cromatografica, obtiveram-se dois compostos majoritarios puros, que foram analisados no
cromatografo a gas com detector de ionizacdo por chamas para confirmar o grau de pureza
(Figura 20). O composto CM1 resultou em 485 mg com rendimento de 9,7% e o composto

CM2 resultou em 94 mg com rendimento de 1,8%.
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A purificacdo das fragdes do 6Oleo volatil de C. paupera por coluna cromatogréfica
forneceu trés compostos majoritarios puros, que foram analisados no CG-FID para confirmar
o teor de pureza (Figura 21). O composto CP1 resultou em 12 mg com rendimento de 2,4%, o
composto CP2 resultou em 6 mg com rendimento de 0,12% e o composto CP3 resultou em 32
mg com rendimento de 0,64%. Ja a purificacdo da fracdo do o0leo de C. pubiflora resultou em

65 mg de um composto puro (figura 22) que foi denominado CB 1 totalizando rendimento de
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1,3%. Todos os célculos de rendimentos foram realizados levando em consideragdo a massa
inicial de 5 gramas utilizada no destilador de bancada.
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4.5 ldentificacao estrutural dos compostos isolados

A maioria dos estudos com oOleos volateis existentes na literatura descreve a
identificacdo de seus constituintes por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e/ou associada ao calculo do indice de Kovatz. O uso desta técnica
requer bancos de dados que contenham os valores dos tempos de retengcdo e/ou 0s espectros
de massas para serem confrontados com os dados experimentais obtidos. A técnica de RMN
de *3C parece ser a técnica mais indicada para a identificagdo desses compostos, uma vez que
0S sesquiterpenos constituem uma classe de substancias naturais com uma gama muito grande
de possibilidades estruturais. (ALENCAR et al., 1990).

Para obtencdo dos espectros de RMN foi utilizado cloroférmio deuterado da marca
Aldrich® como solvente e os espectros foram manipulados no programa MestreNova versédo
6.0.

4.5.1 Identificagéo estrutural do composto CM1

A substancia CM1 foi obtida na forma pura, conforme descrito no item 3.1.5 (Figura
6). O composto foi analisado por CG/EM, RMN 3C, RMN *H e seus dados espectroscépicos
foram comparados com os obtidos da literatura e com o banco de dados Wiley, no caso do
espectro de massas. Na andlise por CG-DIC foi possivel observar um unico pico com tempo
de retencdo de 7,93 minutos.
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Figura 23. Estrutura do p-cariofileno

As atribuicdes dos sinais no espectro de ressonancia magnetica nuclear de hidrogénio
foram realizadas com auxilio de dados da literatura (Silva et al., 2010). Através da andlise de
RMN 'H de CM1 foi possivel evidenciar no espectro a presenca de trés sinais mais

desblindados. O deslocamento quimico em 6 5,3 corresponde ao hidrogénio H5, enquanto que
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0s deslocamentos quimicos em 6 4,93 e 4,81 correspondem aos hidrogénios geminais ligados
ao carbono C15. Os demais sinais encontram-se todos mais blindados e apresentam
deslocamentos quimicos abaixo de 6 2,5.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos no espectro de RMN **C da substancia CM1
foram comparados com os dados da literatura (Silva et al., 2005) e indicam para a substancia
CM2 a presenca de 15 atomos de carbono. Dentre estes, trés sdo grupamentos metilicos, seis sdo
grupamentos metilénicos, trés sdo grupamentos metinicos e trés s&o carbonos ndo hidrogenados. E
possivel atribuir a existéncia de duas liga¢6es duplas na molécula, sendo que os sinais em ¢ 135,5
e 124,4 correspondem aos carbonos C4 e C5, respectivamente, indicando a presenca de um
hidrogénio olefinico (H5) e um carbono sp? como parte da ligacdo dupla (C4). Os sinais em §
154,7 e 111,6 correspondem aos deslocamentos quimicos dos carbonos C8 e C15,
respectivamente.

O composto CM1 apresentou massa de 204 u.m.a (Figura 25). A comparacdo do
padrdo de fragmentacdo obtido pela anélise do composto por CG/EM, com a biblioteca virtual
(Wiley 7) levou a confirmacdo da estrutura do composto B-cariofileno, em um total de 98% de

similaridade.
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Figura 24. Espectro de massas do composto CM1
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4.5.2 Identificagéo estrutural do composto CM2

A substancia CM2 foi obtida na forma pura, conforme descrito no item 3.1.5 (Figura
7). O composto foi analisado por CG/EM, RMN C, RMN *H e seus dados espectroscopicos
foram comparados com os obtidos da literatura e com o banco de dados NIST, no caso do
espectro de massas. Na andlise por CG-DIC foi possivel observar um unico pico com tempo
de retencdo de 8,86 minutos.

a-humuleno
CisH
M: 204

Figura 27. Estrutura do a-humuleno

As atribuicdes dos sinais no espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
foram realizadas com auxilio de dados da literatura (HANSON et al. 2004). Através da
analise de RMN de *H de CM2 foi possivel evidenciar no espectro a presenca de quatro sinais
mais desblindados, correspondentes a um multipleto em & 5,6, um dupleto em & 5,15, um
tripleto em & 4,95 e outro tripleto em & 4,87, 0os quais correspondem aos hidrogénios dos
carbonos 4, 5, 1 e 8, respetivamente, enquanto que 0s demais sinais encontram-se mais
blindados e apresentam deslocamentos quimicos abaixo de & 2,55.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do espectro de RMN **C da substancia CM2
indicam para a substancia a presenca de 15 atomos de carbono. Dentre estes, quatro sdo
grupamentos metilicos, quatro sdo grupamentos metilénicos, quatro sdo grupamentos
metinicos e trés sdo carbonos nao hidrogenados.

E possivel atribuir a existéncia de trés ligacdes duplas na molécula, sendo que os picos
mais desblindados estdo em 6 141,1, 139,2, 133,2, 127,7, 125,9, 125,0 que correspondem aos

carbonos C5, C2, C9, C1, C8 e C4, respectivamente, sendo todos carbonos sp2.
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Para o composto CM2, a comparagdo do padrdo de fragmentacdo obtido pela
andlise do composto por CG/EM (Figura 28) com a biblioteca virtual (Wiley 7) levou a

confirmacéo da estrutura do composto a-humuleno, num total de 97% de similaridade.
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4.5.3 Identificagéo estrutural do composto CP1

A substancia CP1 foi obtida na forma pura, conforme descrito no item 3.1.5 (Figura
9). O composto foi analisado por CG/EM, RMN C, RMN *H e seus dados espectroscopicos
foram comparados com os obtidos da literatura e com o banco de dados NIST, no caso do
espectro de massas. Na andlise por CG-DIC foi possivel observar um unico pico com tempo

de retencdo de 6,55 minutos.

o-Ccopaeno
CisHa4
M: 204

Figura 31. Estrutura do o-copaeno

Por meio da analise de RMN *H de CP1 foi possivel evidenciar no espectro a presenca
de um sinal mais desblindado em C 5,21 correspondente ao hidrogénio do carbono 3,
enquanto que os demais sinais encontram-se todos mais blindados e apresentam
deslocamentos quimicos abaixo de 6 2,2.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do espectro de RMN *3C da substancia CP1
indicam a presenca de 15 a&tomos de carbono. Dentre estes, quatro sdo grupamentos metilicos,
seis sdo grupamentos metinicos, trés sdo grupamentos metilénicos e dois sdo carbonos nédo
hidrogenados.

E possivel atribuir a existéncia de uma ligacdo dupla na molécula, sendo que o sinal
em & 143,9 corresponde ao carbono C2, indicando a presenca de um carbono quaternario
como parte da ligagdo dupla e o sinal em & 116,1 corresponde ao deslocamento quimico do
carbono C3, sendo os carbonos mais desblindados.

O composto CP1 apresentou massa de 204 u.m.a (Figura 31), evidenciada pelo

espectro de massas, com energia do feixe de elétrons em 70 eV. Com o padrdo de
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fragmentacdo obtido pela analise do composto CP1 por CG/EM, foi possivel realizar uma
comparagdo com bibliotecas virtuais (NIST 08), o que levou a confirmagdo da estrutura do
composto a-copaeno, em um total de 96% de similaridade.
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Figura 32. Espectro de massas do composto CP1
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4.5.4 Identificagéo estrutural do composto CP2

A substancia CP2 foi obtida na forma pura, conforme descrito no item 3.1.5 (Figura
10). O composto foi analisado por CG/EM, RMN *C, RMN 'H e seus dados
espectroscopicos foram comparados com o0s obtidos da literatura e com o banco de dados
NIST, no caso do espectro de massas. Na analise por CG-DIC foi possivel observar um unico

pico com tempo deretencdo de 7,42 minutos.

d-cadineno
CisHaa
M: 204

Figura 35. Estrutura do $-cadineno

Por meio da analise de RMN *H de CP2 foi possivel evidenciar no espectro a presenca
de um sinal mais desblindado em C 5,21correspondente ao hidrogénio do carbono 6, enquanto
que os demais sinais encontram-se todos mais blindados e apresentam deslocamentos
quimicos abaixo de 6 2,75.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do espectro de RMN *3C da substancia CP2
indicam a presenca de 15 4&tomos de carbono. Dentre estes, quatro sdo grupamentos metilicos,
quatro sdo grupamentos metinicos, quatro sdo grupamentos metilénicos e trés sdo carbonos
n&o hidrogenados. E possivel atribuir a existéncia de duas ligagdes duplas na molécula, sendo
os sinais mais desblindados estdo em & 130,7, 129,8, 126,8, 125,1 que correspondem aos

carbonos C5, C2, C1 e C6, respectivamente.
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O composto CP2 apresentou massa de 220 u.m.a (Figura34), evidenciada pelo
espectro de massas. Com o padrdo de fragmentacdo obtido pela analise do composto CP2 por
CG/EM foi possivel realizar uma comparacdo com bibliotecas virtuais (Wiley 07), o que

levou a confirmacdo da estrutura do composto 8-cadineno, num total de 94% de similaridade.
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Figura 36. Espectro de massas do composto CP2
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4.5.5 ldentificacdo estrutural do composto CP3

A substancia CP3 foi obtida na forma pura, conforme descrito no item 3.1.5 (Figura
10). O composto foi analisado por CG/EM, RMN *C, RMN 'H e seus dados
espectroscopicos foram comparados com o0s obtidos da literatura e com o banco de dados
Wiley, no caso do espectro de massas. Na anélise por CG-DIC foi possivel observar um Gnico
pico com tempo de retencdo de 15,01 minutos.
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Figura 39. Estrutura do Oxido de Cariofileno

As atribuicdes dos sinais no espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
foram realizadas com auxilio dos dados da literatura (Ahmed et al., 2004). Por meio da
analise de RMN 'H de CP3 foi possivel evidenciar dois simpletos mais desblindados,
correspondentes aos hidrogénios ligados ao carbono exometilénico (C15), com deslocamentos
quimicos em & 4,98 e o 4,86, caracteristicos de hidrogénios olefinicos. O H5, com
deslocamento quimico de & 2,87, acopla com os H6a e H6b, apresentando como sinal um
duplo dupleto (dd), com constantes de acoplamento diferenciadas (J = 4.6 e 7.7 Hz). Ja os
demais sinais encontram-se todos mais blindados e apresentam deslocamentos quimicos
abaixo de 6 2,75.

Os dados de ressonancia magnética nuclear de **C indicam para CP3 a presenca
de 15 atomos de carbono. Os deslocamentos quimicos do espectro de RMN *C foram
comparados com os dados da literatura para o 0xido de cariofileno (Ahmed et al., 2004) e
indicam para a substancia isolada a presenca de trés grupamentos metilicos, seis grupamentos
metilénicos (sendo 1 deles o grupamento metilénico exociclico), trés grupamentos metinicos e
trés carbonos ndo hidrogenados na molécula. Os deslocamentos quimicos em & 151,9 e §112,7

evidenciam a presenca de uma ligacdo dupla, a qual corresponde aos carbonos 8 e 15,
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respectivamente. Os sinais em & 63,7 (C5) e 6 59,8 (C4) indicam a presenca de um oxigénio
ligado sob a forma de éter.

O composto CP3 apresentou massa de 220 u.m.a (Figura 37), evidenciada pelo
espectro de massas. Com o padrdo de fragmentacdo obtido pela analise do composto CP3 por
CG/EM foi possivel realizar uma compara¢do com bibliotecas virtuais (Wiley 07), o que
levou a confirmagdo da estrutura do composto 6xido de cariofileno, num total de 93% de

similaridade.
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Figura 40. Espectro de massas do composto CP3
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4.5.6 Identificagéo estrutural do composto CB1

A substancia CB1 foi obtida na forma pura, conforme descrito no item 3.1.5 (Figura
8). O composto foi analisado por CG/EM, RMN 3C, RMN *H e seus dados espectroscopicos
foram comparados com os obtidos da literatura e com o banco de dados NIST, no caso do
espectro de massas. Na andlise por CG-DIC foi possivel observar um unico pico com tempo
de retencdo de 6,92 minutos.

11 S 12

N
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CisH2s
M: 204

10

15

Figura 43. Estrutura do -elemeno

As atribuicdes dos sinais no espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
foram realizadas com auxilio dos dados da literatura (KIM et al., 2000). Por meio da analise
de RMN 'H de CB1 foi possivel evidenciar no espectro a presenca de um sinal mais
desblindado em & 5,82 correspondente ao hidrogénio do carbono 7 que acopla com 0s
hidrogénios H11la e H11b apresentando como sinal um duplo dupleto (dd), com constantes de
acoplamento J = 17.5 e 10.9 Hz, enquanto que os demais sinais encontram-se todos mais
blindados e apresentam deslocamentos quimicos abaixo de ¢ 5,0.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do espectro de RMN *3C da substancia CP1
indicam a presenca de 15 atomos de carbono. Dentre estes, trés sdo grupamentos metilicos,
seis sdo grupamentos metilénicos, trés sdo grupamentos metinicos e trés sdo carbonos nédo
hidrogenados. E possivel atribuir a existéncia de trés ligagdes duplas na molécula, sendo que
0s sinais mais desblindados estdo em o 150.4, 150.3, 147.7, 112.1, 109.8, 108.2 que

correspondem aos carbonos C10, C9, C7, C14, C12 e C11, respectivamente.
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O composto CB1 apresentou massa de 204 u.m.a (Figura 40), evidenciada pelo

espectro de massas, com energia do feixe de elétrons em 70 eV. Com o padrdo de

fragmentacdo obtido pela analise do composto CB1 por CG/EM foi possivel realizar uma

comparacdo com bibliotecas virtuais (NIST), o que levou a confirmagdo da estrutura do

composto B-elemeno, num total de 97% de similaridade.
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4.6 Desenvolvimento e validacao de método analitico

A cromatografia de fase gasosa por deteccdo de ionizacdo em chama (CG-DIC)
empregando-se colunas capilares e padronizacédo interna para a analise de compostos volateis
tem sido empregada com sucesso na analise quantitativa de compostos presentes em 6leos
essenciais (SIMOES, 2003). As substancias isoladas sdo de baixa polaridade, por isso o
solvente hexano foi selecionado como agente diluente. Do ponto de vista quantitativo, foi
necessario a utilizacdo de padronizacdo interna, visto que, desta forma, muitos erros
experimentais sdo minimizados. Para a escolha do padréo interno foram realizadas analises de
alguns compostos, avaliando-se os tempos de retencdo dos mesmos, 0s quais ndo deveriam
coincidir com nenhum pico das amostras, sendo a benzofenona o padréo interno de escolha.

Um dos objetivos principais deste trabalho foi o desenvolvimento de um método
cromatografico para a quantificacdo dos marcadores quimicos dos Oleos volateis de
Copaifera. Uma vez estabelecidas as condi¢bes cromatogréficas e o preparo das amostras,

deu-se inicio a validagcdo do método, onde verificou-se:
4.6.1 Seletividade

Para determinar a seletividade do método analitico, os perfis cromatogréaficos dos
compostos e dos 6leos foram analisados separadamente e em triplicata através do método
analitico desenvolvido. Parametros como largura da base do pico (Wb), nimero de pratos
tedricos (N) e resolucdo foram calculados e avaliados. Seus valores, bem como seus
respectivos CV(%), encontram-se na Tabela 7. Por meio dos resultados obtidos foi possivel
avaliar a seletividade da fase movel com relacdo aos compostos de interesse, bem como

determinar a eficiéncia da coluna cromatografica.

Tabela 7. Respostas que comp8em a seletividade do método (n = 5).

Amostras Wb +DP CcVv N +DP CV Resolugio tDP CV
a-Copaeno 0,0474 + 0,0001 0,26  305101,46+1962,12 0,64 1,17+0,02 1,85
B-Elemeno 0,0547 +0,0004 0,78 256115,18 +4825,84 1,88 1,16 0,01 0,79
8-Cadineno 0,0529 +0,0005 0,96 314875,11+7491,30 2,38 1,17+0,01 1,34
B-Cariofileno  0,0553 +0,0001 0,17 328621,88 +1374,02 0,42 1,12+0,01 1,34
o-Humuleno  0,0630 +0,0001 0,20 315785,92+1531,45 0,48 1,68+0,01 0,82

O-Cariofileno  0,0968 +0,0016 1,63 384480,17 +15094,10 3,93 1,19+0,01 0,62
Wh: largura da base do pico; N: nimero de pratos tedricos; DP: Desvio padrdo
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De modo geral, nimero de pratos tedricos (N) acima de 2000 indica excelente
eficiéncia da coluna. Quanto ao coeficiente de variagdo, considerando determinacfes na
escala macro, com amostras de baixa para média complexidade, valores até 5% sdo aceitaveis.
Ja para amostras de alta complexidade, determinadas na escala micro ou tracos, estes valores
podem atingir até 20% demonstrando 6timos resultados para a seletividade do método
analitico (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

4.6.2 Linearidade

Segundo a RDC 899/2003 da ANVISA, a curva analitica deve ser construida a partir
de, no minimo, cinco pontos e as concentracdes definidas devem contemplar a concentracao
do limite inferior de quantificagdo até 120% da concentracdo mais alta da curva. As curvas
foram confeccionadas contendo nove pontos, conforme descrito na secdo de material e
métodos. Utilizando-se os dados obtidos, foram construidas curvas analiticas utilizando-se o
software Microsoft Excel®, o que possibilitou também a obtencdo da equacéo da reta e o valor
do coeficiente de correlagdo linear (R).

Os resultados listados na tabela 8 demonstram que a resposta de linearidade, para o

método desenvolvido, foi adequada para todos os compostos.

Tabela 8. Dados obtidos para construg¢ao da curva analitica de a-copaeno, B-Cariofileno ¢ a-
humuleno (n=5)

a-copaeno B-elemeno
C (ng/mL) Area + DP CV (%) | C (ug/mL) Area + DP CV (%)
350 326,04 £9,75 2,99 350 46,96 + 1,49 3,18
300 273,04 +10,63 3,89 300 41,56 + 1,77 4,27
200 186,96 + 4,54 2,43 200 26,24 + 1,42 5,42
100 88,2 + 4,85 5,49 100 13,82+ 0,86 6,21
50 48,88 + 4,21 8,61 50 6,9 + 0,60 8,64
35 29,12 £2,27 7,81 35 4,56 +0,21 4,55
30 24,18 1,23 5,09 30 3,52+0,25 7,07
20 16,34 + 1,04 6,37 20 2,325+ 0,17 7,35
10 6,8 + 0,57 8,38 10 1,14 + 0,05 4,80
6-cadineno p-Cariofileno
C (ng/mL) Area + DP CV (%) | C (ng/mL) Area + DP CV (%)
350 312,54 + 7,58 2,43 350 324,32 + 8,61 2,65
300 255,34 + 10,19 3,99 300 284,42 + 11,52 4,05
200 179,28 +7,32 4,08 200 185,56 + 6,54 3,52
100 86,36 + 4,11 4,76 100 90,72 + 5,29 5,83
50 48,2 +2,16 4,49 50 52 + 3,01 5,79
35 29,38 + 1,79 6,09 35 33,12+ 1,40 4,23
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30 25,54 + 0,70 2,74 30 27,74 + 1,57 5,67
20 17,22 + 0,97 5,65 20 18,42 + 0,86 4,66
10 7,96 £ 0,63 7,93 10 10,46 + 0,40 3,86
a-humuleno O-Cariofileno
C (ng/mL) Area + DP CV (%) | C (ng/mL) Area + DP CV (%)
350 287,2 +9,55 3,33 350 57,54 + 2,06 3,58
300 251,66 + 14,72 5,85 300 49,06 + 2,44 4,98
200 164,66 + 4,55 2,89 200 3294 +1.21 3,68
100 82,5+1,88 2,28 100 16,34 £ 0,39 2,39
50 44,22 + 1,50 3,39 50 8,44 + 0,37 4,56
35 29,12 £ 0,94 3,23 35 5,58 + 0,20 3,67
30 23,22 £1,07 4,60 30 4,56 + 0,24 5,28
20 15,22 £ 0,69 4,51 20 3,16 £0,11 3,61
10 7,84 +£0,25 3,20 10 1,7+0,16 9,30

A ANVISA preconiza que o valor do coeficiente de correlacdo linear seja superior a
0,99, o que pbde ser observado para os compostos estudados. Portanto, este se encontra dentro
do limite estabelecido pela legislacdo vigente. A partir das equacgdes obtidas foram deduzidas
as equacles para quantificacdo dos compostos. Outros dados que também foram obtidos da
curva analitica foram a estimativa do limite de deteccdo (LD) e do limite de quantificacdo
(LQ), sendo estes calculados segundo as férmulas matematicas descritas em material e

métodos e descritos na tabela 9.

Tabela 9. Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) (n =5)

LD (pg/mL) LQ (pg/mL) LD (pg/mL)  LQ (pg/mL)
a-copaeno 1,89 5,74 B-cariofileno 1,67 5,07
B-elemeno 3,00 8,08 a-humuleno 2,22 6,72

5-cadineno 2,19 6,64 O-cariofileno 3,95 9,96
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4.6.3 Precisao

A andlise de precisdo foi dada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade do método foi determinada por meio da andlise de trés solucBes de
concentragdes conhecidas em 300 ug/mL, 100 ug/mL e 20 pg/mL em triplicata no mesmo dia.
Ja a precisdo intermediaria seguiu 0s mesmos parametros da repetibilidade, porém foi
realizada em trés dias consecutivos. A area do pico e o tempo de retencdo dos compostos nos

oOleos volateis foi a resposta avaliada. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 10.

Tabelal0. Precisdo do método analitico (n=5)

Repetibilidade 300 pg/mL Intermediaria 300 pg/mL
Area do Pico+ DP CV(%) Area do Picox DP CV(%)
a-Copaeno 280,43 + 2,80 1,00 |a-Copaeno 268,11 + 11,27 4,21
B-Elemeno 40,83 £ 1,65 4,06 |p-Elemeno 42,04 £1,63 3,88
d-Cadineno 261,33 + 3,57 1,37 | 5-Cadineno 251,34 £ 11,61 4,62
B-Cariofileno 276,40 = 4,32 1,56 |p-Cariofileno 268,77 £ 11,81 4,08
a-Humuleno 247,60 + 12,05 4,87 |a-Humuleno 254,37 £ 16,15 4,35
O-Cariofileno 48,83 £1,22 2,50 | O-Cariofileno 49,21 +£ 3,21 3,54
Benzofenona 85,40 £ 1,30 1,52 |Benzofenona 84,80 £ 1,03 1,23
100 pg/mL 100 pg/mL
Area do Pico+ DP CV(%) AreadoPicox DP CV(%)
a-Copaeno 91,57+1,42 1,56 |a-Copaeno 85,96 £ 5,10 4,93
B-Elemeno 13,60 + 0,43 3,21 |B-Elemeno 13,97 + 1,09 4,85
d-Cadineno 87,97 £ 2,92 3,33 |o6-Cadineno 85,29 + 4,58 4,37
B-Cariofileno 93,87 + 1,68 1,79 |p-Cariofileno 88,62 + 6,05 4,83
a-Humuleno 83,73+1,16 1,39 |o-Humuleno 81,68 +1,78 2,18
O-Cariofileno 16,33 £ 0,55 3,37 | O-Cariofileno 16,34 + 0,05 0,31
Benzofenona 85,87+ 2,13 2,49 |Benzofenona 83,66 + 3,68 4,41
20 pg/mL 20 pg/mL
Area do Pico+ DP CV(%) AreadoPicox DP CV(%)
a-Copaeno 15,87 £ 0,77 490 |oa-Copaeno 16,66 +1,09 4,55
B-Elemeno 2,40 £0,10 4,17 |pB-Elemeno 2,25+0,21 4,43
d-Cadineno 16,97 + 0,66 3,92 |56-Cadineno 17,39+ 1,15 4,67
B-Cariofileno 18,80 £ 0,45 2,44 | B-Cariofileno 18,17 £1,01 4,57
a-Humuleno 15,23 £ 0,55 3,62 |a-Humuleno 15,21 + 0,80 4,26
O-Cariofileno 3,10+ 0,10 3,23 | O-Cariofileno 3,20+0,10 3,13
Benzofenona 80,47 = 3,90 4,86 |Benzofenona 82,62 +2,21 2,69
Tr(min) +DP __ CV(%) Tr(min)tDP  CV(%)
a-Copaeno 6,55 + 0,07 0,015 |a-Copaeno 6,50 + 0,06 0,010
B-Elemeno 6,92 + 0,04 0,008 |B-Elemeno 6,97 £ 0,04 0,007
d-Cadineno 7,42 £ 0,04 0,008 |o5-Cadineno 7,46 £ 0,05 0,007
B-Cariofileno 7,93+ 0,04 0,007 |B-Cariofileno 7,92 £ 0,08 0,011
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a-Humuleno 8,86 +0,08 0,011 |a-Humuleno 8,84 £ 0,07 0,008
O-Cariofileno 15,01 £ 0,02 0,004 |O-Cariofileno 15,01 £ 0,01 0,001
Benzofenona 16,09 + 0,03 0,004 |Benzofenona 16,11 £ 0,02 0,001

Analisando-se os resultados obtidos, tanto para repetibilidade quanto para preciséo
intermediéria, nota-se que os valores de coeficiente de variacdo estdo abaixo de 5%. Os dados
obtidos das analises da precisao inter-dias foram bem semelhantes aos obtidos da precisdo
intra-dia, 0 que mostra uma minima variacdo entre os resultados obtidos nas analises.
Conforme a RDC 899/2003 da ANVISA o valor maximo do CV% para a precisdo é de 5%,
portanto 0 método atendende as normas descritas pela ANVISA. Dessa forma, pode-se dizer

gue o método em estudo apresenta boa precisao.
4.6.4 Recuperacao e Exatidao

O estudo da exatiddo foi realizado por meio da analise dos mesmos pontos avaliados
na precisdo, porém foi observado a capacidade do método de atribuir a concentracdo real dos
compostos. A recuperacdo foi realizada com a fortificacdo dos O6leos de Copaifera
langsdorffii, C. duckey, C. multijuga, C. paupera, C. reticulata e C. publifora em diferentes
concentrag¢fes em niveis médio, alto e baixo. O procedimento de recuperagdo permite avaliar o
quanto do composto € possivel recuperar durante o processo analitico, e também possibilitando os
calculos para a determinacédo da exatiddo do método. Esses calculos sdo dados pelo percentual do
erro relativo entre os valores reais e tedricos das concentracbes de cada composto em questdo. Os
valores de exatiddo obtidos da curva analitica encontram-se descritos na Tabela 11 e os de

fortificacdo dos 0Oleos voléteis na tabela 12.

Tabelall. Resultados obtidos nos estudos de exatiddo na andlise dos sesquiterpenos
Maior (300 pg/mL) CR (pg/mL) CT (ug/mL) E (%) Rec.(%) CV%

a-Copaeno 300,82 300 0,27 99,73 1,00
B-Elemeno 300,40 300 0,13 99,87 4,06
6-Cadineno 297,24 300 -0,92 100,93 1,37
B-Cariofileno 295,27 300 -1,58 101,60 1,56
a-Humuleno 298,90 300 -0,37 100,37 4,87
O-Cariofileno 301,22 300 0,41 99,59 2,50
Médio (100 pg/mL) CR (ug/mL) CT (ug/mL) E (%) Rec.(%) CV%
a-Copaeno 99,24 100 -0,76 100,76 1,56
B-Elemeno 100,55 100 0,55 99,45 3,21
d-Cadineno 99,61 100 -0,39 100,39 3,33
B-Cariofileno 100,42 100 0,42 99,59 1,79
a-Humuleno 100,54 100 0,54 99,47 1,39

O-Cariofileno 100,38 100 0,38 99,62 3,37
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Menor (20 pg/mL) CR (pg/mL) CT (ug/mL) E (%) Rec.(%) CV%
a-Copaeno 20,23 20 1,13 98,88 4,90
B-Elemeno 20,20 20 1,02 98,99 4,17
d-Cadineno 20,62 20 3,08 97,01 3,92
[-Cariofileno 22,28 20 11,38 89,78 2,44
a-Humuleno 19,52 20 -2,39 102,45 3,62
O-Cariofileno 20,54 20 2,70 97,37 3,23

Tabelal2. Resultados obtidos nos estudos de recuperacao dos sesquiterpenos nos 6leos

C. C.
multijuga paupera
Maior (60 CR CT Maior (60 CR CT
pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 59,81 60 0,32 99,68 a-Copaeno 67,24 60 -10,77 112,07
B-Elemeno 56,72 60 5,78 94,53 |p-Elemeno 55,47 60 8,17 92,45
d-Cadineno 59,00 60 1,69 98,33 | d-Cadineno 59,33 60 1,13 98,88
p-Cariofileno 62,73 60 -4,35 104,55 |B-Cariofileno 58 38 60 2,77 97,30
a-Humuleno 58,92 60 1,83 98,20 |a-Humuleno 57,43 60 4,48 9572
O-Cariofileno 56,39 60 6,40 93,98 | O-Cariofileno 56,78 60 5,67 94,63
Meédio (30 CR CT Médio (30 CR CT
pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 29,71 30 0,98 99,03 a-Copaeno 33,29 30 -9,88 110,97
B-Elemeno 27,36 30 9,65 91,20 |B-Elemeno 28,76 30 4,31 95,87
d-Cadineno 26,90 30 11,52 89,67 | d-Cadineno 29,45 30 1,87 98,17
p-Cariofileno 3181 30 5,69 106,03 |B-Cariofileno 28 69 30 457 9563
a-Humuleno 29,20 30 2,74 97,33 a-Humuleno 27,00 30 11,11 90,00
O-Cariofileno 28,00 30 7,14 93,33 | O-Cariofileno 27,24 30 10,13 90,80
Menor (15 CR CT Menor (15 CR CT
pg/mL) (pg/mL) (ng/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 14,60 15 2,74 97,33 a-Copaeno 15,80 15 -5,06 105,33
B-Elemeno 13,11 15 14,42 87,40 |p-Elemeno 13,76 15 9,01 91,73
d-Cadineno 13,53 15 10,86 90,20 | d-Cadineno 14,67 15 2,25 97,80
p-Cariofileno 1540 15 2,60 102,67 |B-Cariofileno 1358 15 10,46 90,53
a-Humuleno 15,18 15 -1,19 101,20 |o-Humuleno 13,99 15 7,22 9327
O-Cariofileno 13,00 15 15,38 86,67 | O-Cariofileno 12,87 15 16,55 85,80
C. C.
publifora duckey
Maior (60 CR CT Maior (60 CR CT
pg/mL) (ng/mL) (ng/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 57,85 60 3,72 96,42 a-Copaeno 59,45 60 0,93 99,08
B-Elemeno 59,33 60 1,13 98,88 |p-Elemeno 58,44 60 2,67 97,40
d-Cadineno 56,30 60 6,57 93,83 | 5-Cadineno 56,98 60 5,30 94,97
p-Cariofileno 64,15 60 6,47 106,92 |B-Cariofileno 59 34 60 1,11 98,90
a-Humuleno 59,17 60 1,40 98,62 |oa-Humuleno 58,76 60 211 97,93
O-Cariofileno 55,90 60 7,33 93,17 | O-Cariofileno 57,09 60 5,10 95,15
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Médio (30 CR CT Médio (30 CR CT
pg/mL) (ng/ml)  (ug/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (ug/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 27,70 30 8,30 92,33 |a-Copaeno 29,67 30 1,11 98,90
B-Elemeno 29,50 30 1,69 98,33 |B-Elemeno 28,39 30 567 94,63
8-Cadineno 26,44 30 13,46 88,13 |&-Cadineno 25,45 30 17,88 84,83
p-Cariofileno 3343 30 -10,26 111,43 |PB-Cariofileno 2899 30 348 96,63
a-Humuleno 29,58 30 142 98,60 |o-Humuleno 27,89 30 757 92,97
O-Cariofileno 26,20 30 1450 87,33 |O-Cariofileno 28,01 30 7,10 9337
Menor (15 CR CT Menor (15 CR CT
pg/mL) (pg/mL)  (ug/mL) E (%) Rec(%) pg/mL) (pg/mL) (ug/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 13,90 15 791 92,67 |o-Copaeno 14,38 15 431 9587
B-Elemeno 14,70 15 2,04 98,00 |p-Elemeno 13,69 15 957 9127
3-Cadineno 13,52 15 10,95 90,13 |&-Cadineno 12,95 15 15,83 86,33
p-Cariofileno 1570 15 -4.46 104,67 |B-Cariofileno 1568 15 -4,34 104,53
a-Humuleno 14,36 15 4,46 9573 |a-Humuleno 14,54 15 3,16 96,93
O-Cariofileno 13,90 15 791 92,67 |O-Cariofileno 13,38 15 12,11 89,20
C. langsdorffii retic%lata
Maior (60 CR CT Maior (60 CR CT
pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 58,50 60 256 97,50 |a-Copaeno 56,78 60 567 94,63
B-Elemeno 59,11 60 1,51 98,52 |p-Elemeno 58,87 60 1,92 98,12
§-Cadineno 57,98 60 348 96,63 |&-Cadineno 57,33 60 4,66 9555
p-Cariofileno 60,75 60 -1,23 101,25 |B-Cariofileno 62 31 60 -3,71 103,85
a-Humuleno 58,66 60 2,28 97,77 |e-Humuleno 59,87 60 022 99,78
O-Cariofileno 59,79 60 0,35 99,65 | O-Cariofileno 57,82 60 3,77 96,37
Médio (30 CR CT Médio (30 CR CT
pg/mL ) (pg/mL) (ng/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 29,54 30 1,56 98,47 |a-Copaeno 28,66 30 4,68 9553
B-Elemeno 27,85 30 7,72 92,83 |p-Elemeno 27,83 30 7,80 9277
§-Cadineno 28,77 30 428 9590 |&-Cadineno 28,61 30 4,86 9537
p-Cariofileno 29 96 30 0,13 99,87 |B-Cariofileno 30,29 30 -0,96 100,97
a-Humuleno 27,59 30 8,74 91,97 |a-Humuleno 29,54 30 1,56 98,47
O-Cariofileno 28,98 30 352 96,60 |O-Cariofileno 26,99 30 11,15 89,97
Menor (15 CR CT Menor (15 CR CT
pg/mL) (pg/mL) (ng/mL) E (%) Rec.(%) pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) E (%) Rec.(%)
a-Copaeno 13,98 15 7,30 93,20 |a-Copaeno 14,68 15 2,18 97,87
B-Elemeno 12,97 15 15,65 86,47 |p-Elemeno 14,55 15 3,09 97,00
8-Cadineno 14,76 15 1,63 98,40 |5-Cadineno 13,47 15 11,36 89,80
p-Cariofileno 1543 15 -2,79 102,87 |B-Cariofileno 1567 15 -4,28 104,47
a-Humuleno 13,68 15 965 91,20 |a-Humuleno 14,32 15 475 9547
O-Cariofileno 14,23 15 5,41 94,87 | O-Cariofileno 13,97 15 7,37 93,13

Por meio da anélise dos resultados obtidos, nota-se que o0s percentuais de recuperacdo para
as analises de exatidao pela curva analitica variaram entre 89 e 102%, com erro entre -2 e 11%,
enguanto que o0s percentuais de recuperagéo para os testes de fortificagdo ficaram entre 85 e 111%

com erro de -10 a 17%. Valores de recuperacao aceitaveis estdo na faixa de 70% a 120%, com
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erro de até + 20% (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). Apesar dos percentuais estarem
dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA, as faixas de recuperacdo e erro para os testes de
fortificacdo foram amplos. Porém os resultados foram aceitiveis devido a complexidade das

matrizes avaliadas.
4.6.5 Robustez

O teste de robustez visa examinar fontes potencialmente passiveis de variacfes por
meio da avaliacdo de um conjunto de respostas inerentes ao método. Para examinar estas
fontes, um nUmero de fatores, os quais estdo inseridos ao procedimento de validacdo, sdo
selecionados e variagdes relativamente leves sdo deliberadas. Foram realizados oito
experimentos em trés concentragfes distintas. Por meio desses experimentos, as
concentragdes dos componentes foram obtidas, bem como seus respectivos coeficientes de
variacdo e, em seguida, foi determinada a influéncia de cada fator analisado (Tabela 13).

Tabelal3. Valores numéricos obtidos em fungdo dos pardmetros de variabilidade

300 pg/mL
a-Copaeno p-Elemeno dCadineno
Fatores Ex CV(%) Ex CV(%) Ex CV(%)
A Temperatura do injetor °C 8,35 3,46 -1,38 -3,93 -0,96 -0,42
B Temperatura do detector °C -2,66 -1,10 -0,09 -0,27 -0,84 -0,37
CSplit (divisor de amostra) -3,96 -1,64 1,05 3,00 -4,57 -2,89
D Vazdo de gas H2 (mL/min) 4,63 1,92 1,20 3,42 5,08 2,67
E Temperatura inicial do forno °C -0,57 -0,24 1,59 4,55 1,75 0,77
F Temperatura final do forno °C -3,57 -1,48 -4,25 -12,15 3,53 1,55
GVazéo(mL/min) -8,45 -3,50 -4,59 -13,12 -3,39 -1,49
p-Cariofileno a-Humuleno O-Cariofileno
Fatores Ex CV(%) Ex CV(%) Ex CV(%)
A Temperatura do injetor °C -1,67 -0,70 -4,76 -2,22 -1,02 -2,46
B Temperatura do detector °C -6,78 -2,82 -2,56 -1,19 -5,64 -13,56
CSplit (divisor de amostra) -10,02 -4,16 7,66 3,57 -4,38 -10,53
D Vazdo de gas H2 (mL/min) 9,02 3,75 14,85 4,92 2,18 5,24
E Temperatura inicial do forno °C 6,37 2,65 -8,73 -4,07 0,01 0,02
F Temperatura final do forno °C 12,64 5,25 1,53 0,71 3,62 8,69
GVazao(mL/min) -11,99 -4,98 -6,47 -3,02 0,05 0,11
100 pg/mL
a-Copaeno B-Elemeno dCadineno
Fatores Ex CV(%) Ex CV(%) Ex CV(%)
A Temperatura do injetor °C -2,61 -2,74 -2,53 -17,58 -0,63 -0,69
B Temperatura do detector °C -6,81 -7,15 3,31 12,95 4,31 11,29
CSplit (divisor de amostra) -4,19 -4,41 -6,91 -17,95 4,96 8,72
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D Vazdo de gas H2 (mL/min) 0,16 0,17 0,59 4,12 -4,88 -9,74
E Temperatura inicial do forno °C 1,16 1,22 -5,08 -15,30 4,65 7,28
F Temperatura final do forno °C -2,62 -2,75 1,64 11,41 -3,21 -3,52
GVazao(mL/min) 8,45 8,88 -0,18 -1,24 4,32 2,81

B-Cariofileno a-Humuleno O-Cariofileno
Fatores Ex CV(%) Ex CV(%) Ex CV(%)
A Temperatura do injetor °C 0,50 0,52 3,71 4,20 1,60 9,35
B Temperatura do detector °C -0,47 -0,49 1,22 1,38 -0,50 -2,91
Csplit (divisor de amostra) -5,63 -5,82 1,23 1,40 8,27 18,38
D Vazdo de gas H2 (mL/min) -4.17 -4,31 7,38 8,36 5,69 13,31
E Temperatura inicial do forno °C 0,36 0,37 -5,98 -6,77 6,80 19,81
F Temperatura final do forno °C 6,39 4,61 -2,59 -2,94 -5,00 -19,25
GVazdo(mL/min) 2,82 3,45 -2,04 -2,31 2,48 14,52

20 pg/mL
a-Copaeno B-Elemeno 8Cadineno

Fatores Ex CV(%) Ex CV(%) Ex CV(%)
A Temperatura do injetor °C 0,92 5,25 2,21 1,99 1,03 5,80
B Temperatura do detector °C 0,60 3,42 -3,12 -3,07 0,17 0,95
CSplit (divisor de amostra) 1,48 8,40 -4,39 -2,96 0,01 0,04
D Vazéo de gas H2 (mL/min) -0,28 -1,59 -1,62 -4,33 -0,63 -3,56
E Temperatura inicial do forno °C -0,37 -2,11 -3,88 -1,81 -0,65 -3,64
F Temperatura final do forno °C -0,37 -2,11 -0,63 -2,16 0,23 1,30
GVazdo(mL/min) -1,35 -1,67 -4,53 -1,87 -1,33 -7,51

p-Cariofileno a-Humuleno O-Cariofileno
Fatores Ex CV(%) Ex CV(%) Ex CV(%)
A Temperatura do injetor °C -0,46 -2,50 3,19 10,27 0,55 17,67
B Temperatura do detector °C -0,70 -3,84 -1,46 -9,29 1,22 9,32
CSplit (divisor de amostra) -0,50 -2,74 3,51 12,33 0,02 0,75
D Vazéo de gas H2 (mL/min) -0,09 -0,48 3,29 10,89 -0,71 -13,08
E Temperatura inicial do forno °C -0,95 -5,17 0,93 5,89 0,57 18,46
F Temperatura final do forno °C 1,11 6,06 -1,19 -7,55 -0,45 -14,55
GVazédo(mL/min) -1,22 -6,64 -4,24 -16,97 3,71 19,74

Este design descrito por Heyden et al., 2001 delimita o limite maximo de variagéo de

cada fator da robustez para 20%. Ao se observarem os resultados da Tabela 13 constata-se

que nenhum dos fatores ultrapassou esse limite, nem em relagdo a concentragcdo. Apesar deste

fato, deve-se atentar a temperatura do forno, pois este apresentou um DPR% muito préximo

ao limite definido por Heyden et al., (2001), demonstrando ser este o fator

que mais

influencia a robustez do método. Porém, de modo geral, 0 método se mostrou robusto, pois

apresentou pequenas variagdes para a maioria dos fatores avaliados.
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A legislacao brasileira sobre medicamentos fitoterapicos exige que os produtos devam
ser padronizados quimicamente e os parametros de eficicia e seguranca para 0 uso humano
devem apresentar solida base cientifica (CALIXTO, 2000). Validacdo de método e a
padronizacdo quimica dos compostos volateis da oleorresina de copaiba sdo claramente
importantes, j& que a composicdo quimica dos volateis esta relacionada com suas atividades
biolégicas (CASCON E GILBERT, 2000).

Todos os parametros de desempenho como seletividade, linearidade, LOD, LOQ,
precisdo, recuperacdo, exatiddo e robustez, avaliados nesta validacdo apresentaram resultados
satisfatorios, permitindo a quantificacdo fidedigna dos sesquiterpenos avaliados em distintas
amostras de copaiba. No Brasil a oleorresina é comercializada na forma de dleo cru, capsulas,
pomadas, sabonetes, dentre outros produtos. Além disso, estes produtos frequentemente séo
exportados para Inglaterra, Franca, Alemanha e Estados Unidos da América (VEIGA JR;
PINTO, 2002). Portanto, este método podera contribuir para assegurar a qualidade, ndo

somente da oleorresina in natura, bem como de seus produtos.
4.7 Sazonalidade da composicéo dos volateis das folhas de C. langsdorffii

A sazonalidade pode ser definida como conjunto de variagdes ambientais regulares ou
como as respostas bioldgicas condicionadas por estas variagbes. O crescimento e 0
desenvolvimento vegetal estdo atrelados aos ciclos sazonais, de forma que as estacfes atuam
como fator natural de integracdo (BATTEY, 2000). Dentro da producéo de 6leo essencial por
espécies vegetais ocorrem influéncias de variaveis como fotoperiodo, temperatura, estresse
hidrico, fase de desenvolvimento do vegetal, geografia e outros fatores climaticos, além de
condicBes de secagem na pds-colheita, os quais também afetam o conteddo do 6leo produzido
(OZKAN et al., 2009).

De acordo com a estacdo do ano, em decorréncia das mudancas climaticas, diferentes
estimulos sdo recebidos pelos vegetais, que podem acarretar alteracdes fisioldgicas, dentre
elas: possiveis mudancas no secundario metabolismo vegetal (GATTI et al., 2014), aumento
ou decréscimo de rendimentos e/ou de concentragdo de substancias em Oleos essenciais
(SILVA et al., 2013). E possivel observar inclusive produtividades diferenciadas de 6leo
essencial em fungdo da fase do ciclo do vegetal, como fase vegetativa, de pre-floragéo,
florag&o plena, final de floragéo e frutificagdo (SALEHI et al., 2014).

Sabe-se que a variabilidade quimica das plantas € enorme, ja que as rotas
biossintéticas responsaveis pela producéo de metabdlitos secundarios no vegetal sdo sensiveis

a diversos fatores, como varia¢des climaticas, fatores ambientais e, especialmente, interagdo
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com insetos e predadores. O conhecimento das variagcbes quimicas é de grande importancia
para a qualidade e o preparo das espécies medicinais de interesse terapéutico e/ou industrial,
sendo util para a extracdo e isolamento de principios ativos desejados ou para a determinacgéo
da interrupcdo da colheita em épocas de producdo de metabolitos tdxicos (SILVA et al.,
2013).

Neste estudo de sazonalidade, ndo foi possivel avaliar todos os fatores que influenciam
a producdo dos metabolitos da C. langsdorffii. Este estudo iniciou-se em fevereiro do ano de
2016. As amostras foram coletadas durante 12 meses consecutivos, finalizando a amostragem
em fevereiro de 2017. Quanto as andlises qualitativas sazonais, a cada més aliquotas das
folhas foram submetidas ao método de anélise. Na figura 43 sdo apresentados alguns
cromatogramas obtidos para sazonalidade. O B-cariofileno e o f-elemeno foram quantificados
frente a padrdes auténticos utilizando as curvas analiticas obtidas. Ja para o germacreno D,
apenas a concentracdo relativa foi determinada levando-se em consideracéo as areas sob as
respectivas bandas nos cromatogramas em relacdo ao padrédo interno. A identificacdo dos
compostos volateis obtidos da extracdo hexanica das folhas de C. langsdorffii foi realizado

por CG/EM e pelo célculo do indice de retencdo que estdo descritas na tabela.

Tabela 14. Constituintes volateis das folhas de C. langsdorffii.

. % Area

Seq Composto IRExp IRLIt Relativa
1 B-Cariofileno 1426 1421 8,89
2 Germacreno D 1482 1481 77,54
3 B-Elemeno 1396 1397 13,57

Germacreno D

B- Cariofileno B-Elemeno

Figura 48. Compostos volateis identificados nas folhas de C. langsdorffii.
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Na andlise dos cromatogramas obtidos, podemos visualizar trés compostos, B-

cariofileno, germacreno D e B-elemeno, sendo o germacreno D claramente majoritario.

Podemos observar também a eluicdo do padrdo interno benzofenona. A andlise de

concentracdo dos compostos de acordo com os meses de coleta estd demonstrada na figura 44.
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Figura 49. Perfis cromatograficos dos extratos hidroalcodlicos das folhas de C. langsdorffii

obtidos para o estudo sazonal. (1) B-cariofileno, (2) germacreno D e (3) p-elemeno.
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Figura 50. Concentracdo relativa dos compostos volateis das folhas de C. langsdorffii

Os Compostos B-cariofileno, p-elemeno e germacreno D foram quantificados em
relacdo ao padrdo interno. Na verificacdo da concentracdo podemos observar pouca variacdo
dos compostos B-cariofileno e B-elemeno nos meses avaliados. O germacreno D teve maior
variacdo atingindo sua menor concentragdo no més de maio (132,49 ug/mL) e a maior
concentracdo no més de julho (208,31 ug/mL), com variagdo de 63% na sua concentragdo
relativa.

Almeida e colaboradores (2016) avaliaram o perfil sazonal do 6leo essencial das
folhas de C. langsdorffii do cerrado. O 6leo essencial foi analisado por CG/EM e foram
identificados como majoritarios 0s sesquiterpenos ndo oxigenados B-cariofileno (5.47 de érea
relativa) e germacreno D (14.11 A.R.), porém o B-elemeno (0.79 A.R.) foi identificado como
um composto traco na amostra (ALMEIDA et al., 2016).

Sabe-se que as variagdes na concentracdo de sesquiterpenos sdo evidentes, ocorrendo
sazonalmente, numa mesma espécie ou entre espécies (KUTCHAN, 2001). Dentro de uma
determinada espécie podem ocorrer varia¢es qualitativas e quantitativas em diferentes niveis
e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer modificacbes
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos. De

fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o
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ambiente circundante. Portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condicBes
ambientais (GOBBO-NETO & LOPES, 2007)

A fim de avaliar o quanto do composto é possivel recuperar durante o processo analitico,
foi realizado o processo de recuperacdo do sesquiterpeno [3-cariofileno. A recupera¢do do método
foi realizada com a fortificacdo da matriz de C. langsdorffii previamente esgotada com auxilio de
aparelho Soxhlet. Na Figura 45 encontra-se o perfil cromatografico da matriz apds ser totalmente
esgotada. Esses calculos sdo dados pelo percentual do erro relativo entre os valores reais e

teoricos das concentragGes de cada composto em questao.
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Figura 51. Matriz das folhas Copaifera langsdorffii apds extracdo em aparelho de Soxhlet

A média dos teores esperados para esse composto na matriz vegetal foi considerada como
0 nivel de concentracdo médio, enquanto que os niveis alto e baixo foram considerados como o
nivel médio mais ou menos 50%, respectivamente. Os valores de recuperacdo obtidos em
porcentagem encontram-se descritos na Tabela 15. Além disso, para quantificacdo do composto e
do padréo interno, foi utilizado um padrdo secundario e, para tanto, foi obtida uma curva analitica
do padrdo secundario e os valores de area obtidos para o padrdo secundario (tetrametilbenzeno)

encontram-se na Tabela 16.

Tabela 15. Resultados obtidos nos estudos de recuperacao

CT (ug/mL) CR (pg/mL) Rec.(%) CV (%) Erro (%)

p-Cariofileno

Baixa 10,61 11,25 94,32 4,65 -5,68
Média 21,51 22,5 95,60 2,86 -4,40
Alta 42,21 45 93,80 2,28 -6,20
Benzofenona

Baixa 92,87 100 92,87 2,30 -7,13
Média 94,54 100 94,54 0,61 -5,46
Alta 93,07 100 93,07 0,67 -6,93

CT = concentracdo teorica; CR =concentragdo real.
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Figura 52. Curva analitica do tetrametilbenzeno

Tabela 16. Dados obtidos para o padrdo secundario
(Tetrametilbenzeno).

Teor

Nivel i) Area HAC CH,

104,6
Alta 100,00 105,4
105,9

104,3
Média 100,00 105,6
105,3

H,C CH,

1047 Figura 53. Estrututa do Tetrametilbenzeno

Baixa 100,00 105,8
105,1

Por meio da anélise dos resultados obtidos, nota-se que os percentuais de recuperacao
variaram entre 92 e 94%, enquanto que os percentuais de erro ficaram entre -7 e -4. Segundo
Ribani et al., (2004), valores de recuperacao aceitaveis estdo na faixa de 70% a 120%, com erro
de até + 20%. Portanto, 0 método desenvolvido permite uma recuperacdo adequada tanto para o
sesquiterpeno quanto para o padréo interno.

E importante destacar, que além da sazonalidade, outros fatores também s&o capazes de
alterar o contetdo final de metabdlitos secundarios em plantas medicinais, tais como condicGes de
coleta, estabilizagdo e estocagem, constituintes quimicos presentes no solo e fatores bidticos, 0s
quais podem ter grande influéncia na qualidade e, consequentemente, no valor terapéutico de
preparados fitoterapicos (CALIXTO, 2000). Dessa forma, estudos sazonais realizados para as
folhas de C. langsdorffii, bem como métodos analiticos desenvolvidos e validados servirdo para
determinar e garantir a qualidade da matéria-prima vegetal a ser utilizada na produgéo de eventual

fitoterapico.
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4.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Entre as acOes terapéuticas das plantas medicinais, a pesquisa por atividade
antimicrobiana tem se destacado frente as altas taxas de mortalidade existentes e a resisténcia
dos micro-organismos aos antimicrobianos (ANTHONY et al., 2009). As plantas sdo de
grande interesse cientifico devido a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos,
proporcionando grandes chances de se obterem prot6tipos devido a sua diversidade de
constituintes (CRAGG et al., 2014; SILVA et al., 2007).

Os trabalhos publicados na literatura sobre determinacdo da atividade antimicrobiana
de plantas medicinais séo focados na utilizagdo de extratos vegetais (FARJANA et al. 2014),
6leos essenciais (DIVYA et al., 2014) ou compostos isolados (AKHAVAN et al.; 2015)
Estima-se que 60% dos antitumorais e antimicrobianos que estdo no mercado, ou sob triagem
clinica, sejam de origem natural (YAN et al., 2013;NEWMAN, CRAGG, 2012).

Foram avaliados a atividade antimicrobiana frente aos Oleos volateis obtidos da
oleorresina de C. pubiflora, C. reticulata, C. paupera, C. multijuga, C. duckey e C.
langsdorffi. Os sesquiterpenos isolados a-copaeno, B-cariofileno, a-humuleno, B-elemeno, o-

cadineno e 6xido de cariofileno também foram submetidos aos testes antimicrobianos.

4.8.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas

Os resultados da avaliacdo da atividade do Oleo volétil da oleorresina de varias
espécies de copaiba e dos sesquiterpenos isolados frente as bactérias gram positivas e gram
negativas selecionadas encontram-se nas Tabelas 17 e 18. Os 6leos volateis foram avaliados
nas concentra¢des de 0,97 ug/mL a 2000 pg/mL. J& 0s compostos isolados foram avaliados
nas concentracoes de 0,19 pg/mL a 400 pg/mL. Como controle positivo foi utilizado
penicilina e estreptomicina, os quais foram avaliados nas concentra¢fes de 0,115 pug/mL a
59,0 pg/mL.
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Tabela 17. Valores da concentragdo inibitoéria minima (CIM) em pg/mL do 6leo volatil e dos
sesquiterpenos frente a bactérias gram positivas e gram negativas.

C. C. C. C. C. C.
pubiflora  reticulata  paupera  multijuga  duckey langsdorffi

o mw ovmow

. aureus 500 2000 500 1000 250 125 0,0143
. coli >2000 >2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 0,7375
. aeruginosa >2000 >2000 2000 >2000 500 500 0,7375
. choleraesuis >2000 1000 125 250 250 250 0,7375
. saprophyticus >2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 14,75

@-Copaeno caric?fileno humUlLJIeno p-elemeno Carioofileno cad?neno C+
S. aureus 400 > 400 >400 >400 400 >400 0,014375
E. coli 400 >400 >400 >400 400 >400 0,921875
P. aeruginosa > 400 > 400 > 400 >400 400 >400 0,23
S. choleraesuis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >400 0,921875
S. saprophyticus > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >400 14,75

C+:Controle positivo

Os dados das atividades antimicrobianas foram analisados com base em critérios
previamente publicados na literatura. De acordo com estes critérios, sdo considerados
promissores os Oleos volateis que apresentarem valores de CIM abaixo de 100 pg/mL.
Amostras que apresentam atividade entre 100 e 400 pg/mL s3o consideradas como
moderadamente ativas, enquanto que valores de CIM entre 500 e 1000 pg/mL caracterizam
amostras com baixa atividade. Amostras com valores de CIM maiores que 1000 pg/mL sdo
consideradas inativas (BOTELHO et al., 2009; ALVIANO et al., 2005).

Ao analisarmos os dados apresentados na tabela 11 podemos concluir que nenhum dos
Oleos volateis testados neste estudo pode ser considerado promissor frente as linhagens de
bactérias testadas. Os 6leos de C. paupera, C. duckey, C. langsdorffi apresentaram baixa e
moderada atividade contra S. aureus, resultados que se confirmam ao olharmos os valores de
CBM na tabela 18 demonstrando um efeito bactericida nas concentracdes de 500, 500 e 125
pg/mL, respectivamente. Os mesmos Oleos apresentaram efeito semelhante frente as
linhagens de S. choleraesuis, porém os dados da CBM evidenciaram efeito bacteriostatico.

Apesar do grande numero de trabalhos na literatura sobre as atividades bioldgicas de
Oleos essenciais, as interacGes sinergisticas ou antagonisticas entre seus constituintes
guimicos ainda é pouco conhecida. Por esta razdo, varios autores tém procurado avaliar
também a atividade bioldgica dos constituintes quimicos presentes em maior concentragcdo
nos Oleos essenciais, individualmente ou em mistura (ISCANet al., 2002; BOTELHO et al.,
2007; DORMAN, 2000).
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Conforme pode ser visto na Tabela 17, os valores das CIM dos compostos a-copaeno,
B-Cariofileno, a-humuleno, B-elemeno, O- cariofileno e d-cadinenofrente frente as bactérias
selecionadas sdo iguais ou maiores do que 400 pg/mL. Levando-Se em conta que para uma
substancia pura ser considerada promissora com relacéo a atividade antibacteriana, o valor de
sua CIM deve ser menor que 10 pg/mL (BOTELHO et al., 2009; ALVIANO et al., 2005).
Com isso é possivel concluir que nenhum dos constituintes majoritarios no 6leo volatil de C.
multijuga foi ativo frente as bactérias nas concentracfes testadas.

Pacheco et al. (2006) ndo observou atividade antibacteriana do 6leo de C. multijuga
frente a S. aureus. O autor também menciona que o 6leo de C. sp. também ndo demonstrou
atividade frente aos microrganismos B. subtilis e S. aureus. Bernardes e colaboradores
avaliaram as atividades antibacteriana do p-cariofileno, o qual apresentou atividade moderada
frente a S. salivarus (400 pg/mL), S. sanguinis (400 pg/mL), S. mitis (300 ug/mL), S. mutans
(300 pg/mL) e S. sobrinus (400 ug/mL), sendo inativo frente a E. faecalis (>2000 pug/mL).

Tabela 18. Valores da concentragdo bactericida minima (CBM) em pg/mL do dleo volétil e dos
sesquiterpenos frente a bactérias gram positivas e gram negativas.

C. C. C. C. C. C. Ct
pubiflora  reticulata paupera multijuga duckey langsdorffi
S. aureus 1000 2000 500 1000 500 125 0,0143
E. coli > 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 2,95
P. aeruginosa >2000 >2000 > 2000 >2000 500 500 0,7375
S. choleraesuis > 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 1,495
S. saprophyticus ~ >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 29,5
a-Ccopaeno Carigfileno hum(tjleno p-elemeno .=, ., 9-cadineno C+
S. aureus 400 >400 > 400 >400 400 >400 0,014375
E. coli 400 > 400 > 400 >400 400 >400 0,921875
P. aeruginosa >400 >400 > 400 >400 400 >400 0,921875
S. choleraesuis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >400 3,6875
S. saprophyticus > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >400 29,5

C+:Controle positivo

Na figura 48 é possivel observar a maneira como séo realizados os estudos de CIM e
CBM, neste caso a figura ilustra a atividade antibacteriana dos 0Oleos volateis de copaiba

frente a linhagem de S. aureus.
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Staphylococcus surrus

ATCC 28023

——

Figura 54. CIM e CBM dos 6leos de copaiba frente a S. aureus

4.8.2. Avaliagdo da atividade antimicrobiana contra leveduras

Os resultados da avaliacao da atividade do 6leo volatil e da oleorresina das espécies de
copaiba e dos sesquiterpenos isolados frente as leveduras encontram-se nas Tabelas 19 e 20.
Os 0leos volateis foram avaliados nas concentragdes de 0,97 pg/mL a 2000 ug/mL. J& 0s
compostos isolados foram avaliados nas concentragdes de 0,19 pg/mL a 400 pg/mL. Como
controle positivo foi utilizado fluconazol. O qual foi avaliado nas concentracfes de 0,25

pg/mL a 512 pg/mL.

Tabela 19. Valores da concentra¢@o inibitoria minima (CIM) em pg/mL do 6leo volatil e dos
sesquiterpenos frente a leveduras.

C. C. C. C. C. C.
pubiflora  reticulata paupera multijuga duckey langsdorffi

C. albicans > 2000 > 2000 2000 > 2000 250 250 512
C. tropicalis 2000 > 2000 1000 > 2000 31,25 15,625 4,00
C. krusei 2000 > 2000 2000 > 2000 62,5 62,5 8
C. glabrata 2000 >2000 2000 > 2000 15,625 > 2000 512
C. parapsilosis > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 = 2000 > 2000 >512

@-COPAENO "~ -4 riofileno humOlLJIeno eIerE]eno Carig;ileno d-cadineno  C+
C. albicans > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >512
C. tropicalis >400 >400 >400 >400 >400 > 400 >512
C. krusei > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >512
C. glabrata > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >512
C. parapsilosis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >512

C+: Controle positivo
Ao analisarmos os dados apresentados na tabela 19 podemos observar que os 6leos de
C. duckey, C. langsdorffi apresentaram os melhores resultados frente as linhagens de
leveduras testadas. Os 6leos de C. duckey e C. langsdorffi apresentaram alta atividade contra
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei nos valores de CIM, porém nos resultados de CBM
apresentam atividade bacteriostatica moderada. Nenhum dos constituintes majoritarios no

oleo volatil de C. multijuga foi ativo frente as leveduras nas concentragdes testadas. A agao
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fungistéatica, foi encontrada para os micro-organismos dos géneros Aspergillus e Candida,
quando utilizado o 6leo volatil de Copaifera multijuga (DEUS; ALVES; ARRUDA,2011).

Tabela 20. Valores da concentragdo bactericida minima (CBM) em pg/mL do oléo volétil e dos
sesquiterpenos frente a leveduras

C. C. C. C. C. C. Ct
pubiflora  reticulata paupera multijuga duckey langsdorffi
C. albicans > 2000 > 2000 2000 > 2000 500 250 512
C. tropicalis > 2000 > 2000 2000 > 2000 125 125 >512
C. krusei 2000 >2000 2000 >2000 250 125 256
C. glabrata > 2000 > 2000 2000 > 2000 125 > 2000 >512
C. parapsilosis > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 >512
@-copaeno Carigfileno humOlLJIeno elelfweno Carioofileno cad?neno C+
C. albicans > 400 > 400 > 400 > 400 400 > 400 >512
C. tropicalis > 400 > 400 > 400 > 400 400 > 400 >512
C. krusei > 400 > 400 > 400 > 400 400 >400 >512
C. glabrata > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >512
C. parapsilosis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 >512

C+:Controle positivo
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5. CONCLUSOES

A fracdo volatil representa cerca de metade da constituicdo das oleoresinas de
Copaifera, 0 que constata a importancia de trabalhos envolvendo esta fracao.

O destilador de Bancada 800 Automatic Micro Spinning Band Distillation pode ser
uma ferramenta util para o fracionamento de 6leos volateis devido a rapidez do processo e
economia de solventes e adsorventes.

Os esguemas adotados para a purificagdo dos compostos volateis presentes nas
oleorresinas demonstraram-se eficientes, visto que foi possivel isolar seis sesquiterpenos,
sendo eles: a-copaeno, B-cariofileno, a-humuleno, B-elemeno, &-cadineno e Oxido de
cariofileno.

O método desenvolvido por GC-DIC é confiavel para a quantificacdo dos
sesquiterpenos a-copaeno, B-cariofileno, a-humuleno, B-elemeno, &-cadineno e Oxido de
cariofileno em 6leos de Copaifera langsdorffii Desff; C. duckey Dewer; C. multijuga Hayne;
C. paupera (Herzog) Dewer; C. reticulata Ducke e C. publifora Benth.

Foi possivel identificar trés constituintes sesquiterpénicos nas folhas de C. langsdorffi,
sendo eles B-cariofileno, germacreno D e B-elemeno, sendo que o germacreno D apresenta o
maior teor. Na analise sazonal desses compostos o germacreno D foi 0 composto que mais
variou durante o periodo avaliado com uma variag&o de até 63%.

Os Oleos volateis de C. paupera, C. duckey, C. langsdorffi apresentaram baixa e
moderada atividade contra S. aureus, demonstrando efeito bactericida nas concentracdes de
500, 500, 125 pg/mL, respectivamente. Os mesmos Oleos volateis apresentaram efeito
semelhante frente as linhagens de S. choleraesuis. Porém, os dados da CBM evidenciam um
efeito bacteriostatico. Nenhum dos constituintes majoritarios dos 6leos volateis foi ativo
frente as bactérias nas concentragdes testadas.

Os 6leos volateis de C. duckey e C. langsdorffi apresentaram os melhores resultados
frente as linhagens de leveduras testadas. Os Gleos volateis de C. duckey e C. langsdorffi
apresentaram alta atividade contra C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei nos valores de CIM,
porém nos resultados de CBM apresentam atividade bacteriostatica moderada. Nenhum dos
constituintes majoritarios dos 6leos volateis foi ativo frente as leveduras nas concentraces

testadas.
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