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RESUMO 
 
RIBEIRO, V. P. Desenvolvimento de método analítico por cromatografia gasosa 
para identificação e análise sazonal de compostos voláteis de Copaifera sp. e 
avaliação da atividade antimicrobiana. 2017. 110f. Dissertação (Mestrado). 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2017. 
 

A Copaifera (Fabaceae, Caesalpinioideae), conhecida popularmente como “copaíba”, 

“copaibeira” ou “pau d’óleo”, é uma árvore de grande porte que se encontra amplamente 

distribuída pelo Brasil, desde a floresta amazônica até a vegetação do cerrado. A oleorresina é 

constituída principalmente por sesquiterpenos e diterpenos, sendo utilizada na medicina 

popular no tratamento de processos infecciosos e inflamatórios. Os hidrocarbonetos 

sesquiterpênicos constituem cerca de 80% das oleorresinas representando uma fração de 

grande importância. Estudos sobre métodos analíticos capazes de quantificar os voláteis na 

oleorresina ainda são escassos. Sendo assim, foi proposto desenvolver e validar método 

analítico por cromatografia gasosa com detector por ionização de chama (DIC) para análise de 

compostos voláteis presentes nas oleorresinas e folhas de Copaifera sp. e avaliação da 

atividade antimicrobiana dos compostos voláteis em mistura e isolados. Para tanto, os óleos 

voláteis foram obtidos por meio da hidrodestilação 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 óleos voláteis 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 voláteis majoritários. Os compostos 

foram purificados por meio de cromatografia em coluna aberta utilizando-se sílica gel e 

identificados por CG/EM e por RMN 1H e 13C. Foram isolados os sesquiterpenos α-copaeno, 

β-elemeno, δ-cadineno, β-cariofileno, α-humuleno e O-cariofileno. O método analítico foi 

avaliado frente aos parâmetros seletividade, linearidade, precisão, exatidão e robustez e 

mostrou-se adequado para quantificação dos sesquiterpenos nas oleoresinas das diferentes 

espécies de Copaifera estudadas. O método analítico também foi utilizado no estudo de 

sazonalidade, que foi realizado nas folhas de C. langsdorffi, com o qual foi possível 

identificar três constituintes sesquiterpênicos, sendo eles β-cariofileno, germacreno D e β-

elemeno, sendo que o germacreno D apresentou o maior teor. Na análise sazonal desses 

compostos o germacreno D foi o composto que mais variou durante o período estudado com 

variação de até 63%. Foi avaliado também o potencial antimicrobiano dos sesquiterpenos 

isolados e das oleoresinas. Os óleos voláteis de C. paupera, C. duckey, C. langsdorffii 

apresentaram baixa e moderada atividade contra S. aureus, apresentando efeito bactericida nas 

concentrações de 500, 500, 125 μg/mL, respectivamente. Os mesmos óleos voláteis 

apresentaram efeito semelhante frente às linhagens de S. choleraesuis, mas apenas com efeito 

bacteriostático. Os óleos voláteis de C. duckey e C. langsdorffii apresentaram alta atividade 

contra C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei. Nenhum dos constituintes sesquiterpênicos 

isolados foi ativo frente às bactérias e leveduras pois apresentaram atividade em uma 

concentração maior do que 400 μg/mL. 

 

Palavras-chave: Cromatografia gasosa; Copaifera; Antimicrobiano. 
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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 Ribeirão Preto - University of São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2017. 
 

Copaifera (Fabaceae, Caesalpinioideae), popularly known as "copaiba", "copaibeira" or "pau 

d’óleo ", 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 1H and 13C NMR. The sesquiterpenes α-cubebene, β-elemene, δ-cadinene, 

β-caryophyllene, α-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 β-caryophyllene, β-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 μg/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 μg / mL. 

 

Keywords: Gas chromatography; Copaifera; Antimicrobial. 
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1.INTRODUÇÃO 

1.1 Plantas medicinais 

As plantas medicinais são utilizadas pelo homem desde o início de sua história e, 

muito antes do surgimento da escrita, a humanidade já utilizava ervas para fins medicinais. 

Dessa forma, o uso terapêutico de produtos de origem natural constitui-se uma prática 

milenar, construída historicamente na sabedoria que envolve cultura e saúde (TOSCANO 

RICO, 2011). Frequentemente, a população dos países subdesenvolvidos ainda depende 

fortemente de plantas medicinais por razões espirituais, culturais ou econômicas (QUIROZ et 

al., 2014). 

O avanço expressivo da ciência e da tecnologia e a extensa pesquisa sobre diferentes 

espécies de plantas e seus princípios terapêuticos levaram a uma reavaliação do uso de plantas 

medicinais, que passaram a ter seu valor cada vez mais reconhecido, possibilitando diversos 

estudos como atividade biológica e toxicidade (GU, WANG, LONG, et al., 2014). 

À medida que mais pessoas se tornam conscientes da potência e dos efeitos adversos 

de drogas sintéticas, há cada vez mais interesse em medicamentos naturais com diversas 

estruturas químicas e bioatividade contra diferentes doenças (BOER, LAMXAY, BJORK, 

2012). Tipicamente, muitos desses compostos naturais são metabolitos secundários de plantas 

farmacologicamente úteis (ABE, OHTANI, 2013). Esses metabólitos secundários não só são 

considerados fontes diretas de novos produtos farmacêuticos, mas também fornecem 

oportunidades ilimitadas para novas pistas de novos fármacos por causa de sua grande 

diversidade química. Portanto, a busca de compostos farmacologicamente ativos de plantas 

medicinais seria ideal em termos de eficiência, segurança, e economia (LONG, 2013). 

Apesar da crescente demanda dos medicamentos oriundos de plantas medicinais, são 

necessários estudos a fim de se comprovarem a eficácia e segurança no uso de plantas. 

Estudos mostram que um grande número de plantas medicinais clinicamente úteis podem ser 

altamente tóxicas se usadas incorretamente, decorrente do uso de espécies de plantas com 

aparências semelhantes, adulterantes ou consumo de espécies desconhecidas. Muitas plantas 

ainda são utilizadas com base somente no saber popular, as quais são reconhecidas pelos 

efeitos curativos que produzem, apesar do desconhecimento dos constituintes químicos 

presentes nos mesmos (LIN et al., 2015). 

A comercialização de fitoterápicos e a possibilidade de exportação destes produtos são 

afetadas pela falta de certificação de eficácia, segurança e qualidade, parâmetros estes que 

devem ser prioritariamente analisados segundo métodos modernos, os quais são 
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imprescindíveis para produção de medicamentos (PINTO et al., 2002; BARNES, et al., 

2003). 

Dessa forma, há a necessidade de se realizarem pesquisas sobre plantas medicinais 

com o intuito de se descobrirem compostos químicos farmacologicamente ativos que possam 

ter aplicações terapêuticas importantes, bem como corroborar e dar segurança ao uso popular 

das plantas medicinais. 

1.2 O gênero Copaifera 

O gênero Copaifera pertencente à família Leguminosae (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 

2002), o qual possui árvores frondosas, sendo encontradas facilmente nas regiões Amazônica 

e Centro-oeste do Brasil. Entre as espécies mais abundantes, destacam-se: C. officinalis L. 

(norte do Amazonas, Roraima, Colômbia, Venezuela e San Salvador), C. guianensis Desf. 

(Guianas), C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne (Amazônia), C. confertiflora Bth (Piauí), 

C. langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e Paraguai), C. coriacea Mart. (Bahia), C. cearensis 

Huber ex Ducke (Ceará) (ANDRADE et al., 2000). A distribuição das espécies de Copaíba 

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

 

Figura 1. Distribuição do gênero Copaifera 

Fonte: VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002 

As copaibeiras se adaptam a uma grande variedade de ambientes, ocorrendo em 

florestas de terra firme, matas de transição, capoeiras, campos, campinaranas, em áreas 

alagadas e/ou nas margens de lagos e igarapés, bem como em dunas (MARTINS-DASILVA 

et al., 2008). São encontradas tanto em solos arenosos como argilosos (ALENCAR,1982), 

areno-argilosos, pedregosos ou rochosos e salinos do litoral (PLOWDEN, 2004).  
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A origem do nome copaíba pode ser atribuída ao tupi “cupa-yba”, a árvore de 

depósito, ou que tem jazida, em alusão clara ao óleo que guarda em seu interior. A casca é 

lisa, persistente, de coloração cinza a cinza-avermelhada, com estrias verticais e superficiais. 

O tronco é áspero de coloração escura. A forma do fuste geralmente é cônica, mas podem 

ocorrer fustes cilíndricos 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 são compostas, alternadas, pecioladas, medindo de 12 a 23 cm, com 8-20 

folíolos elípticos e alternos (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002; BRUM et al.,2009). As flores 

são brancas, pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em panículos axilares 

(CLEMENT et al., 1999). A polinização é realizada por abelhas, como Trigona sp. e Apis 

mellifera (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004). A floração e frutificação das copaíbas 

normalmente ocorrem a partir dos cinco anos de idade, mas a época de floração e frutificação 

não é uniforme entre as diferentes regiões ou espécies de copaíba (SANTOS, 1979). Os frutos 

são legumes que possuem formato globóide, contêm 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 coloração amarela a vermelha, tornando-se marrom-escuro com a maturação. 

(CAMARGO et al., 2008; BRUM et al., 2009). As sementes têm coloração preta, opaca e de 

consistência firme e peso médio de 1,8 g. Geralmente, há uma semente por fruto, mas já 

foram encontradas até três sementes em um fruto (CAMARGO et al., 2008). 

Espécies deste gênero produzem uma oleorresina com propriedades farmacológicas 

comprovadas.  A oleorresina da Copaifera é um exsudato constituído por ácidos resinosos e 

compostos voláteis (LEANDRO et al., 2012). Segundo dados do Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE), estima-se que no ano de 2010 foram comercializadas cerca de 

580 toneladas de oleorresina, o que representou movimentação na economia da ordem de R$ 

1,5 bilhão, considerando-se apenas a produção de três estados da região amazônica do Brasil, 

sendo que a Amazônia respondeu por 90% desse total, dos quais grande parte foi exportada 

(IBGE, 2010).  

A oleorresina pode ser classificada quanto a sua coloração, turbidez e viscosidade. 

Suas características físicas variam de transparente a opaco, mais ou menos viscoso, de 

coloração que varia do amarelo ao vermelho, podendo ser incolor. É insolúvel em água e 

parcialmente solúvel em álcool. Quando exposto ao ar, a oleorresina escurece e se torna mais 

viscosa. Apesar da ampla variação de suas características físicas, a oleorresina é um dos 
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produtos mais procurados pelas indústrias farmacêuticas e de cosméticos (CASCON & 

GILBERT, 2000). 

O óleo de copaíba pode ser encontrado em mercados populares, sendo conhecido por 

diferentes denominações. Dentre os produtos naturais que se destacam no país, o óleo de 

copaíba tem uma grande representação social e econômica, especialmente na região 

Amazônica onde é amplamente utilizado (VALDEVITE, 2007). O óleo de copaíba possui um 

grande valor comercial pois é uma matéria-prima importante na indústria de perfumes, de 

cosméticos, além de ser utilizado na manufatura de xampus, condicionadores e cremes para o 

cabelo. A casca da copaíba também encontra aplicações na tintura caseira (KAO 

CORPORATION, 2002). 

O óleo de copaíba comercializado sem controle sofre constantes adulterações, sendo 

que as mais comuns são com óleos graxos e o álcool etílico. É possível encontrar, ainda, 

adição de água ou gordura animal, ou impurezas como cascas, cinzas e terra, as quais afetam a 

aparência e conteúdo do produto, ou ainda alterações causadas pela armazenagem inadequada 

em recipientes plásticos ou exposição à luz solar (LEANDRO et al., 2012). 

A oleorresina é comercializada pelas propriedades farmacológicas que possui, sendo 

que muitas dessas já foram comprovadas por estudos científicos desenvolvidos por diversos 

grupos de pesquisa. As propriedades anti-inflamatória e antitumoral in vitro e in vivo e 

antimicrobiana são claramente evidenciadas para diversas espécies de Copaifera (GOMES et 

al., 2010; DOS SANTOS et al., 2008). As atividades biológicas da oleorresina, em sua grande 

maioria, podem ser atribuídas aos mono-, sesqui- e diterpenos que são os principais 

constituintes químicos da oleorresina (CASCÓN E GILBERT, 2000; GELMINI et al., 2013).  

Quimicamente, o gênero Copaifera destaca-se por apresentar uma enorme diversidade 

de metabólitos secundários. Estudos realizados com o óleo de copaibeiras revelam em sua 

grande maioria a presença de sesquiterpenos e diterpenos (SOUSA, 2011). Dentre os 

diterpenos já descritos na literatura, todos pertencem aos esqueletos caurano, labdano e 

clerodano. (CASCÓN; GILBERT, 2000). 

Craveiro e colaboradores (1981) descreveram a composição do óleo volátil obtido a 

partir da oleorresina de Copaifera sp., na qual os principais sesquiterpenos identificados 

foram o β-cariofileno, α-humuleno, β-bisaboleno, α-cubebeno, α-muuroleno, α-copaeno, 

trans-β-farneseno, δ-cadineno e α-bergamoteno (CRAVEIRO et al., 1981). Outros 

sesquiterpenos relatados com frequência nas oleorresinas de copaíba são o óxido de 

cariofileno, α-selineno, β-selineno, β-elemeno, δ-elemeno, β-copaeno e β-humuleno. 

(ZOGHBI et al, 2007). 
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Figura 2. Sesquiterpenos e diterpenos comuns a óleorresina da copaíba  

Entre os sesquiterpenos, o β-cariofileno e seu óxido são comumente encontrados em 

oleorresinas de copaíba e em óleos de muitas outras espécies de plantas (TUNG et al., 2008; 

CHAVAN et al., 2010). O β-cariofileno é considerado como um dos compostos mais 

importantes por ser majoritário nas oleorresinas de copaíba e por possuir propriedades 

biológicas importantes. Este composto pode se oxidar quando exposto ao ar, uma 

característica dos sesquiterpenos insaturados. Além disso, o β-cariofileno já foi descrito como 

um composto volátil emitido pelas plantas na atmosfera em resposta ao ataque de herbívoros 

(SABULAL et al., 2006). 
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Figura 3. Numeração e estereoquímica comuns aos esqueletosditerpênicos: caurano, 

clerodano e labdano. Sistema decalínico representado pelos anéis A e B. 

 

Além dos sesquiterpenos, já são conhecidos quinze diterpenos além daqueles já 

descritos na revisão 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-4α-ol (GRAMOSA, 2001; GRAMOSA et al., 2010); três diterpenos 

com esqueleto do tipo cledorano: ácido clerodano-15,18-dióico (PINTO et al., 2000), 

ácido7α-acetóxihardwickiico (SPANEVELLO & VILA, 1994) e 7α-

acetoxibacchotricuneatina D (MONTI et al, 1996); e oito diterpenos com esqueleto do tipo 

labdano: ent-4-epi-agático (GRAMOSA et al., 2010), ácido 3-hidróxi-copálico (MAHAJAN 

& FERREIRA, 1971), ácido 3-acetóxi-copálico (CASCON & GILBERT, 2000), 14, 15-

dinorlabdana-8(17)-eno-13-ona (TINCUSI et al., 2002), (-)-3-β-hidróxi-15,16-dinorlabda-

8(17)-eno-13-ona (MONTI et al., 1996), (-)-15,16-dinorlabda-8(17)-eno-3β,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 os cauranos os ácidos 19-ent-cauranóico e 19-ent-

caurenóico; entre os clerodanos os ácidos hardwíckiico, 7-hidróxi-hardwíckiico e 7-acetóxi-

hardwíckiico; e entre os labdanos os ácidos copálico, poliáltico e ent-agático. 
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1.3 Óleos essenciais 

Os óleos essenciais são alvos de diversos estudos e despertam grande interesse 

econômico, principalmente por suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, sendo 

utilizados na indústria alimentícia, cosmética e farmacêutica, por sua função aromática e 

também por suas propriedades biológicas. Estudos têm demonstrando a importância de 

substâncias antioxidante, visto que estas possuem papel importante sobre radicais livres e 

outros oxidantes que atuam no desenvolvimento de doenças degenerativas associadas ao 

envelhecimento, além de doenças cardiovasculares, atividade anticâncer, e efeito no sistema 

imune (AMIRI et al., 2017). 

Óleos essenciais são compostos líquidos voláteis, aromáticos, também chamados de 

etéreos por serem solúveis em solventes orgânicos apolares como o éter. Em contato com a 

água apresentam pouca solubilidade, porém o suficiente para aromatizar a solução, os 

chamados hidrolatos (SIMÕES et al., 2010). Os óleos essenciais são misturas complexas de 

baixo peso molecular e seus compostos são geralmente obtidos utilizando métodos como 

hidrodestilação, destilação a vapor ou extração com solventes e são obtidos de diversas partes 

da planta, pois as estruturas especializadas na produção desses óleos distribuem-se em 

diferentes órgãos (BIASI E DESCHAMPS, 2009). 

Alguns fatores são determinantes na sua composição química, como sazonalidade, fase 

de desenvolvimento da planta, secagem pós-colheita, localização geográfica, características 

do solo, partes da planta, métodos de extração e tempo de extração, entre outros 

(RAVINDRA; KULKARNI, 2015). A produção de óleo pode estar associada à sobrevivência 

do vegetal em seu habitat, realizando papel fundamental na defesa contra micro-organismos e 

predadores, atração de insetos e outros agentes polinizadores (HARREWIJN et al., 2012). 

Seus componentes incluem, principalmente, duas classes de metabólitos secundários de 

diferentes origens biossintéticas, o dos terpenos, principal grupo, e o dos fenilpropanóides 

(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). 

Os terpenos constituem uma classe de substâncias formadas a partir da condensação de 

unidades de isopreno (C5H10) e são classificados de acordo com o número destas unidades. Os 

principais terpenos são os monoterpenos (C10); sesquiterpenos (C15); diterpenos (C20); 

triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (UMLAUF et al., 2004). 

Estes compostos são metabólitos secundários, formados a partir do Pirofosfato de 

Isopentenilo (IPP) e Pirofosfato de Dimetilalilo (DMAPP). A biossíntese 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 ácido acético. A segunda é formada a partir do piruvato e do 

gliceraldeído-3-fosfato, através da rota dometileritritol-4-fosfato (MEP) (DEGENHARDT et 

al., 2003; UMLAUF et al., 2004) Como pode ser observado na Figura 4. 

 

Figura 4. Biossíntese de terpenos  

Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger, 2004 

 

Nas plantas, a rota oriunda do metileritritol-4-fosfato (MEP) parece estar geralmente 

envolvida na formação de hemiterpenoides, monoterpenoides, diterpenoides e carotenoides. 

Os sesquiterpenoides e triterpenoides, por outro lado, seriam formados pela via do ácido 

mevalônico (MVA), ou a partir da combinação de ambas as rotas (UMLAUF et al., 2004). 
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Os sesquiterpenoides formam um grande grupo de produtos naturais, os quais podem 

ser encontrados em plantas, micro-organismos e em alguns organismos marinhos. Nas 

plantas, estes constituintes possuem uma função ecológica muito importante, agindo na 

interação com insetos e micróbios. Além disso, são componentes de muitos óleos essenciais, 

os quais são largamente utilizados na indústria como flavorizantes e aromatizantes 

(PROSSER et al., 2002). 

Os esqueletos sesquiterpênicos são 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 reações enzimáticas, promovendo ciclizações, eliminações 

e subsequentes rearranjos na molécula, originando vários intermediários importantes que são 

os responsáveis pela formação dos diferentes esqueletos sesquiterpenoides. A partir da 

ciclização do FPP, também podem formar-se os derivados de esqueleto bisabolano, humulano 

ecariofilano (CAI et al., 2002; PROSSER et al., 2002). 

1.4 Cromatografia gasosa com detector por ionização de chama 

Técnicas cromatográficas são conhecidas como potentes ferramentas de análise em 

vários campos da química e representa o mais relevante conjunto de técnicas analíticas 

disponíveis atualmente para análise de substâncias químicas. A cromatografia permite separar 

e quantificar componentes com características físico-químicas muito semelhantes e tem 

grande aplicabilidade em áreas tão diversas como ambiental, farmacêutica, análises clínicas, 

medicina legal e outras (LUONG et. al, 2013). 

A cromatografia gasosa é uma das mais importantes técnicas analíticas disponíveis 

atualmente, sendo a principal técnica para separação e determinação de compostos voláteis 

e/ou volatilizáveis (LI,WANG, HE, 2015). O poder de resolução excelente alcançado permite 

a determinação de dezenas de compostos diferentes em matrizes complexas. A separação bem 

sucedida de uma mistura de múltiplos componentes é possível no caso de uma combinação 

otimizada entre a seletividade da coluna, eficiência e velocidade (PATRUSHEV, 2015).   

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica consolidada para a análise de misturas que 

contêm compostos voláteis e semivoláteis, sendo que seu uso está amplamente difundido nos 

laboratórios de pesquisas das mais diversas áreas, como petroquímica, fragrâncias, 

farmacêutica e ambiental. Os detectores mais empregados em CG são o detector de ionização 

em chama (DIC), o detector de condutividade térmica, o detector de captura de elétrons e o 

espectrômetro 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 aquisição dos dados deve ser de 100 Hz para que possam ser 

empregados sem comprometer a separação cromatográfica ou a informação analítica. 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 modificação seja feita. Com respeito aos 

detectores usados em CG, os mais usados são o DIC e o EM. O DIC apresenta taxa de 

aquisição de até 200 Hz, faixa dinâmica de aproximadamente 106, limite de detecção de 

unidades de pg de carbono 1/s, além da robustez e fácil operação (MATISOVÀ et al. 2003). 

O DIC é bastante popular devido aos seus níveis de detectabilidade e resposta quase 

universal. O gás de arraste chega ao detector e uma chama produzida pela combustão de ar e 

hidrogênio, presente no detector queima e ioniza alguma das moléculas presentes nessa 

corrente gasosa, gerando íons que produzem uma corrente da ordem de 10-14 A, registrada 

como a linha de base. Quando moléculas da amostra presentes no gás de arraste chegam ao 

detector, elas são queimadas, ocorrendo a formação de íons que são 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 validação de método analítico 

Uma vez que a fitoterapia é uma parte regular de tratamento médico, a sua eficácia e 

segurança devem ser obrigatórias, havendo necessidade de realização de testes 

farmacológicos, toxicológicos e clínicos. A eficácia e segurança de produtos naturais 

acabados são diretamente dependentes da qualidade e da composição química da matéria-

prima natural. Portanto, se faz necessário, além do perfil químico qualitativo a determinação 

quantitativa nos perfis fitoquímicos de plantas medicinais. Estas análises são mandatórias para 

assegurarem-se a segurança e eficácia de medicamentos naturais, as quais estão 

intrinsecamente ligadas à constância de perfis fitoquímicos (GOVINDARAGHAVAN, 

SUCHER, 2015). 

O desenvolvimento tecnológico de um produto fitoterápico requer estudos prévios tais 

como: estudos botânicos, agronômicos, químicos e pesquisas sobre sua atividade biológica, o 

que o diferencia das plantas medicinais e das preparações utilizadas na medicina popular. No 

ponto de vista da qualidade, verifica-se que, para garantir um produto uniforme e eficaz é 

necessário que todos os insumos intermediários (planta in natura, tinturas, extratos secos, etc), 

bem como o produto final, sejam caracterizados através de seus constituintes químicos, e/ou 
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atividades farmacológicas (DI STASI, 1996; SIMÕES et al.,2010). Sendo assim, em muitos 

casos, o produto final pode ser padronizado por meio da quantificação de marcadores, que 

podem ser compostos químicos característicos de certa espécie, ou compostos presentes em 

grandes quantidades (BARNES, 2003). 

Uma alternativa para a determinação da identidade de um material vegetal, além da 

identificação botânica é a utilização do fingerprint (impressão digital) cromatográfico. O 

fingerprint de um produto natural, mais precisamente de uma planta medicinal, é uma técnica 

cromatográfica padrão que relaciona características químicas e farmacológicas comuns dos 

componentes de uma amostra vegetal evidenciando suas semelhanças e diferenças (GONG, et 

al. 2003). Para obtenção dessas informações devem-se considerar fatores relacionados com a 

separação cromatográfica, com o número e com a concentração dos compostos presentes, 

fazendo com que haja segurança e confiabilidade nos resultados (OBRADOVIC, et al., 2007). 

Um método analítico é caracterizado pelo seu desempenho, cujos parâmetros 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 analítico deve satisfazer. Todos os procedimentos analíticos exigem algum tipo de 

validação, independentemente do método. Durante as últimas duas décadas, a validação tem-

se tornado tradicional para representar o desempenho de métodos analíticos (GUMUSTAS, 

OZKAN, 2011). 

O termo validação é definido como a avaliação sistemática de um procedimento 

analítico para demonstrar que este está sob as condições nas quais ele deve ser aplicado. A 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária preconiza que a validação deve garantir, através de 

estudos experimentais, que o método atenda às exigências das aplicações analíticas, 

assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003). 

Com esta finalidade, métodos desenvolvidos utilizando-se técnicas cromatográficas, 

como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) têm 

sido largamente utilizados, tanto para o estudo fitoquímico, quanto na química analítica para o 

controle de qualidade de plantas medicinais, uma vez que proporcionam vantagens como a 

alta eficiência e rapidez (RIBANI et al., 2004). 

O desenvolvimento de um método analítico, a adaptação ou a implementação de um 

método conhecido envolvem um processo de avaliação que estime sua eficiência na rotina do 

laboratório, o qual é denominado de validação (BRITO et. al, 2003). A validação é 

imprescindível para garantir a confiabilidade dos resultados de um determinado procedimento 

analítico (PASCHOAL et. al, 2008). 
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No Brasil, há duas agências credenciadoras para verificar a competência de 

laboratórios de ensaios, a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) e o 

INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial). Estes 

dois órgãos disponibilizam guias para o procedimento de validação de métodos analíticos. Na 

Europa, Estados Unidos e Japão, a ICH (International Conference on Harmonization) e a USP 

(The United States Pharmacopeia) definem parâmetros, requerimentos e, em alguns casos, 

também metodologias para processo de validação. Além destes, a IUPAC (International 

Union of Pure and Applied Chemistry) e a FDA (Food and Drug Administration) também têm 

propostos guias sobre validação de métodos. Estes guias e/ou requerimentos, de forma geral, 

exibem os parâmetros de desempenho a serem seguidos para validação de um método 

(SHABIR, 2003). 

 O guia de vaçidação da ANVISA foi escolhido para ser utilizado, pois o gui é aceito 

comercialmente, sendo assim, o método desenvolvido e validado neste trabalho poderá ser 

utilizado no controle de qualidade das oleorresinas das diferentes espécies de Copaífera. 

Os parâmetros analíticos para a validação de métodos, conhecidos também como 

parâmetros de desempenho analítico são normalmente encontrados como: seletividade, 

linearidade, precisão, limite de quantificação, limite de detecção, exatidão e robustez 

(BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). 

A Seletividade de um método refere-se à capacidade deste em distinguir um 

determinado analito presente em uma matriz complexa, sem interferência de outros 

componentes da mistura. Para tanto, a seletividade deve ser o primeiro passo a ser 

desenvolvido para validação de um método analítico. A seletividade é baseada nos parâmetros 

de separação e detecção, sendo que as técnicas cromatográficas hifenadas a detectores 

seletivos, como o espectômetro de massas, têm sido utilizadas em determinações de alta 

qualidade. Além disso, em técnicas cromatográficas, outros parâmetros de separação devem 

ser determinados e otimizados, tais como: resolução, fator de separação, fator de retenção, 

fator assimetria e número de pratos teóricos (VESSMAN, 2001). 

A Linearidade corresponde à capacidade de um método analítico fornecer resultados 

diretamente proporcionais à concentração da substância na amostra, dentro de uma faixa de 

aplicação, sendo obtida pela confecção de curva analítica utilizando padrões interno ou 

externo (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003). 

A Precisão é a habilidade do método em reproduzir resultados entre ensaios 

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrões, em 

condições definidas (CASS; DEGANI, 2001). Já a exatidão de um método representa a 
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concordância entre o resultado de um determinado ensaio em relação ao valor de referência 

aceito como verdadeiro (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). 

A robustez de um método mede a habilidade que este apresenta frente a pequenas 

variações. Diz-se que um método é robusto quando ele não é afetado por uma modificação 

pequena e deliberada em seus parâmetros. As mudanças introduzidas refletem as alterações 

que podem ocorrer quando o método é transferido para outros laboratórios sendo executado 

por diferentes analistas utilizando equipamentos e/ou materiais de consumo fornecidos por 

diferentes fabricantes (SHABIR, 2003). 

Apesar das espécies de Copaiba apresentarem várias atividades farmacológicas já 

comprovadas, ser extensamente utilizada pela medicina popular do Brasil e constituir notável 

potencial para pesquisas científicas, ainda não foram desenvolvidos e validados 

procedimentos analíticos suficientes para quantificação dos seus metabolitos voláteis.  
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2.OBJETIVOS 

Tendo em vista a carência de métodos analíticos validados para o estudo de compostos 

voláteis de Copaifera sp. e pelo seu alto potencial medicinal e econômico para o 

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

2.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver e validar método analítico por cromatografia gasosa - Detector por 

ionização de chama (DIC) para análise de compostos voláteis presentes nas oleorresinas e 

folhas de Copaifera sp. e avaliação da atividade antimicrobiana dos compostos voláteis em 

mistura e isolados. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Obter os óleos voláteis por meio da hidrodestilação da oleorresina de diferentes 

espécies de Copaifera; 

 Fracionar dos compostos voláteis majoritários por meio da utilização do destilador de 

bancada (800 Automatic Micro Spinning Band Distillation); 

 Utilizar cromatografia em coluna aberta com sílica gel e placas preparativas para 

auxiliar no isolamento e na purificação dos compostos voláteis de interesse; 

 Identificar a estrutura das substâncias isoladas por meio da espectrometria de massas 

(CG/EM) e espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1He 13C; 

 Desenvolver e validar método por Cromatografia Gasosa - Detector por ionização de 

chama (DIC), capaz de quantificar os componentes voláteis isolados presentes na 

oleorresina e no extrato das folhas de Copaifera; 

 Realizar análise sazonal dos componentes voláteis das folhas de Copaifera 

langsdorffii utilizando-se o método desenvolvido; 

 Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos isolados e dos óleos voláteis frente 

a bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras. 
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5. CONCLUSÕES  

A fração volátil representa cerca de metade da constituição das oleoresinas de 

Copaifera, o que constata a importância de trabalhos envolvendo esta fração. 

O destilador de Bancada 800 Automatic Micro Spinning Band Distillation pode ser 

uma ferramenta útil para o fracionamento de óleos voláteis devido a rapidez do processo e 

economia de solventes e adsorventes. 

Os esquemas adotados para a purificação dos compostos voláteis presentes nas 

oleorresinas demonstraram-se eficientes, visto que foi possível isolar seis sesquiterpenos, 

sendo eles: α-copaeno, β-cariofileno, α-humuleno, β-elemeno, δ-cadineno e óxido de 

cariofileno. 

O método desenvolvido por GC-DIC é confiável para a quantificação dos 

sesquiterpenos α-copaeno, β-cariofileno, α-humuleno, β-elemeno, δ-cadineno e óxido de 

cariofileno em óleos de Copaifera langsdorffii Desff; C. duckey Dewer; C. multijuga Hayne; 

C. paupera (Herzog) Dewer; C. reticulata Ducke e C. publifora Benth.  

Foi possível identificar três constituintes sesquiterpênicos nas folhas de C. langsdorffi, 

sendo eles β-cariofileno, germacreno D e β-elemeno, sendo que o germacreno D apresenta o 

maior teor. Na análise sazonal desses compostos o germacreno D foi o composto que mais 

variou durante o período avaliado com uma variação de até 63%. 

Os óleos voláteis de C. paupera, C. duckey, C. langsdorffi apresentaram baixa e 

moderada atividade contra S. aureus, demonstrando efeito bactericida nas concentrações de 

500, 500, 125 μg/mL, respectivamente. Os mesmos óleos voláteis apresentaram efeito 

semelhante frente às linhagens de S. choleraesuis. Porém, os dados da CBM evidenciam um 

efeito bacteriostático. Nenhum dos constituintes majoritários dos óleos voláteis foi ativo 

frente às bactérias nas concentrações testadas. 

Os óleos voláteis de C. duckey e C. langsdorffi apresentaram os melhores resultados 

frente às linhagens de leveduras testadas. Os óleos voláteis 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 bacteriostática moderada. Nenhum dos 

constituintes majoritários dos óleos voláteis foi ativo frente às leveduras nas concentrações 

testadas. 
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