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RESUMO

O género Copaifera pertence a familia Fabaceae e possui 72 espécies distribuidas em regides
de clima tropical da América e Africa Ocidental. No Brasil existem 16 espécies endémicas,
destacando-se pela maior ocorréncia: Copaifera officinalis L., Copaifera reticulata Ducke,
Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora Benth., Copaifera langsdorffi Desf.,
Copaifera coriacea Mart. e Copaifera cearensis Huber ex Ducke. Do tronco das Copaiferas
se extrai um éleo-resina a qual se atribui a¢fes anti-inflamatdria, antimicrobiana, cicatrizante
de Ulceras e feridas em geral. Na composi¢do quimica do 6leo-resina de copaiba destacam-se
uma fracdo volatil composta principalmente por hidrocarbonetos sesquiterpénicos e
sesquiterpenos oxigenados e uma fracdo resinosa composta por diterpenos &cidos. A caréncia
de paré@metros eficazes para caracterizar e, por conseguinte realizar o controle de qualidade,
atrelado a variabilidade quimica intrinseca do Oleo-resina comprometem a comercializagdo
dessa matéria-prima para industria farmacéutica. Dentre as espécies mais estudadas, a
Copaifera multijuga Hayne, conhecida como copaiba, mari mari, copaiba roxa, € utilizada
pelas suas propriedades anti-inflamatdrias e foi objeto desse estudo. Este trabalho teve como
objetivos caracaterizar Oleos-resinas de C. multijuga por métodos fisicos e quimicos, visando
parametros que possam ser utilizados no controle de qualidade. O capitulo 1 apresenta as
variabilidade quimica do 6leo essencial obtido do dleo-resina de 11 espécimes de C. multijuga
coletados em Santarém/Para, analisados por CG-EM; a analise de parametros fisicos
(densidade, indice de refracdo e viscosidade) e quimicos (identificacdo e quantificacdo do
marcador B-cariofileno por CLAE) bem como anélise do 6leo essencial, o isolamento e
identificacdo de diterpenos de uma amostra de dleo-resina de C. multijuga. A densidade e o
indice de refracdo se mantiveram constantes enquanto que a viscosidade variou entre 0s
espécimes. O teor de B-cariofileno identificado e quantificado por CLAE variou de 22,4 a
75,1%. No 0Oleo essencial, os compostos majoritarios foram o B-cariofileno, o a-humuleno e
as analises estatisticas multivariadas agruparam os 11 espécimes em dois clusters em relacdo
aos compostos 6-elemeno, a-copaeno, B-cariofileno, a-humuleno, trans-cadina-1(6),4-dieno,
trans-muurola-4(14),5-dieno. As analises estatisticas realizadas mostraram uma alta
variabilidade quimica entre individuos da mesma espécie de C. multijuga, mesmo as amostras
tendo sido coletadas préximas uma das outras e na mesma época do ano. Os diterpenos
isolados do o6leo-resina de C. multiuga foram o acido copélico, 3-hidroxi-copalico, o 3-
acetoxi-copalico e o ent-agatico.

Palavras-chave: Copaifera multijuga. CLAE. B-cariofioleno. Diterpenos. Oleo essencial.



ABSTRACT

The genus Copaifera it belongs to the family Fabaceae, this genus it has 72 species distributed
in tropical regions of America and West Africa. In Brazil there are 16 endemic species,
highlighting: Copaifera officinalis L., Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga
Hayne, Copaifera confertiflora Benth., Copaifera langsdorffi Desf., Copaifera coriacea Mart.
and Copaifera cearensis Huber ex Ducke, as the most studied. Of The trunk of Copaiferas
extracted an oil-resin which is attributed anti-inflammatory actions, antimicrobial, healing
ulcers and wounds in general. In the chemical composition of copaiba oil-resin stand out a
volatile fraction mainly composed of sesquiterpene and sesquiterpene hydrocarbons and
oxygenates a resinous fraction consisting of diterpene acids. The lack of effective parameters
to characterize and therefore realize the quality control, linked to the intrinsic chemical
variability of oil-resin undertake the commercialization of this raw material for
pharmaceutical industry. Among the most studied species, the Copaifera multijuga Hayne,
known as copaiba, mari mari, purple copaiba, is used for its anti-inflammatory properties and
was the subject of this study this work. This study aimed to characterize oils-resins of C.
multijuga through physical and chemical methods, aiming at quality control parameters. The
Chapter 1 presents the chemical variability of the essential oil obtained from 11 specimens of
oil-resin of C.multijuga collected in Santarém / Pard, analyzed by GC-MS; analysis of
physical parameters (density, refractive index and viscosity) and chemical (identification and
quantification of B-caryophyllene marker HPLC) in the oils-resins samples, essential oil
analysis from oil-resin as well as the isolation and identification of diterpenes in a sample oil-
resin of C. multijuga. The density and the refractive index remained constant while the
viscosity ranged between specimens. The B-caryophyllene content identified and quantified
by HPLC ranged from 22.4 to 75.1%. In the essential oil, the major compounds were -
caryophyllene, the a-humuleno and multivariate statistical analyzes grouped the 11 specimens
in two clusters in relation to compounds, d-clemene, a-copaene, [B-caryophyllene, o-
humuleno, trans-cadina-1(6),4-diene and trans-4-muurola(14),5-diene. Statistical analysis
realized out showed a high chemical variability between individuals of the same species of C.
multijuga even the samples have been collected close to each other and in the same period of
year. The diterpenes isolates of oil-resin of C. multijuga were the copalic acid, 3-hydroxy-
copalic, 3-acetoxy-copalic and ent-agatico.

Keywords: Copaifera multijuga. HPLC. B-caryophyllene. Diterpenes. Essential oil
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui uma vasta area territorial com diversificados biomas (Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal), isso proporciona uma ampla variedade
de solos e climas que favorece a riqueza da fauna e flora nos seus diversos ecossistemas. Em
relacdo a flora, o Brasil possui entre 15-20% de toda a biodiversidade mundial, sendo
considerado o pais com maior nimero de espécies endémicas, com aproximadamente 55 mil
espécies de plantas (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Entretanto, a medicina popular e tradicional dos paises em desenvolvimento, entre eles
os da América do Sul, como o Brasil, conta com uma imensa reserva de plantas medicinais
qgue ainda ndo foi completamente avaliada, tanto quimica quanto farmacologicamente
(WAGNER, 2009) Essas condi¢Oes estimulam as pesquisas na descoberta de produtos
naturais biologicamente ativos e que possam ser utilizados no desenvolvimento de novos
medicamentos (BALUNAS; KINGHORN, 2005; NEWMAN; CRAGG, 2007).

Dentre as varias espécies de plantas do territorio brasileiro que apresentam compostos
bioativos e com grande potencial farmacéutico, ressalta-se 0 género Copaifera. Esse género
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae Kunth (MOBOT, 2016). Possui 72
espécies distribuidas em regides tropicais da América Latina que se estende do México ao
norte da Argentina e em regides tropicais da Africa Ocidental (Figura 1) (INDEX
KEWENSIS, 1996; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002).

Figura 1. Em destaque as regides do mundo onde € encontrado o género Copaifera.

Fonte: VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002



Destas, 16 espécies de Copaifera sdo endémicas no Brasil, especialmente nas regides
Amazonica e Centro-oeste destacando-se sete, pela maior ocorrencia: Copaifera officinalis L.,
Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora Benth.,
Copaifera langsdorfii Desf., Copaifera coriacea Mart., Copaifera cearensis Huber ex Ducke
(ANDRADE et al., 2000).

De crescimento lento, as espécies de Copaifera possuem porte arbustivo a arbéreo
podendo atingir até 40 metros de altura e viver até 400 anos. O tronco € de aspecto aspero,
coloracgdo escura, medindo de 0,4 a 4 metros de diametro. As folhas sdo alternas, pecioladas.
As flores sdo pequenas, apétalas, hermafroditas e dispostas em paniculas axilares. Os frutos
contém semente ovoide envolvida por um arilo abundante variando do branco ao amarelado
(CORREA, 1984; VAN DEN BERG, 1982).

As espécies arbdreas de Copaifera sdo conhecidas popularmente no Brasil por
balsamo, caobi, capaiba, capalba (MS); copai (SP); copaiba-preta, copaiba-da-vérzea,
copaiba-vermelha (BA, MG); copaibeira, copaibeira-de-minas, copalba (SP); copalva,
cupilva, oleiro, (MG, PR); pau-6leo (PR); pau-de-6leo (CE, DF, GO, MG, MS, MT, PE, PI,
PR, SP); pau-6leo de copaiba e pau-6leo do sertdo (BA) (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002;
BIAVATTI et al., 2006; BARBOSA; SCUDELLER, 2009).

Etimologicamente o termo copaiba vem do tupi “cupa-yba”, que significa arvore de
depésito de seiva ou que tem jazida (reserva de dleo no seu interior). Dos troncos das
copaibeiras é extraido o Oleo-resina liquido transparente, de viscosidade variavel, cuja
coloracdo pode variar do amarelo ao marrom. O Oleo-resina de copaiferas pode ser extraido
por meio de uma incisdo com trado no tronco a uma altura de 1 a 1,5 metros do solo. O trado
perfura o caule com uma profundidade de até 45 cm e aos poucos o 6leo-resina escoa pelo
furo (BIAVATTI et al., 2006).

Segundo Corréa (1984) , em todas as espécies, 0s canais secretores estdo na regido
cortical dos caules, porém dispostos de modo que se prolonguem até o lenho, formando
bolsas. Os canais de uma zona ndo tém comunicagdo com outras €, por isso, 0s extrativistas
podem retirar o 6leo de diversos pontos. Essa informacdo foi retransmitida por outros autores
(VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006). Entretanto,
Alencar (1982) afirma que para C. multijuga esses canais secretores longitudinais comunicam
entre si, necessitando de apenas um furo para escoar todo o oleo-resina.

O oleo-resina € um produto de excrecdo da planta, que funciona como defesa contra

animais, fungos e bactérias, atrai insetos polinizadores, além de regular o metabolismo do



vegetal. (ALENCAR, 1982; BRAGA et al., 1998; CASCON; GILBERT, 2000, MOURA,
2010; SOUSA, 2011).

A quantidade e a composi¢cdo quimica do oOleo-resina produzida por espécies de
Copaifera é muito varidvel e ainda ndo se tem conhecimento exato dos fatores que a
determinam. Estudos relatam que a quantidade e composicdo quimica podem ser
influenciadas pelas condi¢cdes ambientais do local de crescimento das arvores, pelo estagio de
desenvolvimento da planta e por fatores genéticos (ALENCAR, 1982; FERREIRA; BRAZ,
2001; LEITE et al, 2001; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; PLOWDEN, 2003;
RIGAMONTE-AZEVEDO, 2004, MEDEIRQOS, 2006).

O oleo-resina de copaiba tem uma grande variedade de aplicacfes, sendo encontrado
nos mercados municipais das cidades da regido amazonica e comercializado para 0os mercados
nacionais e do exterior (ALENCAR, 1982), tendo ocupado o segundo lugar nas exportacdes
brasileira de drogas medicinais no século passado (SIMONSEN, 1944 apud TAPPIN et al.
2004) e ainda hoje possui grande interesse comercial principalmente como matéria-prima para
a industria farmacéutica e de cosméticos (CASCON; GILBERT, 2000; BIAVATTI et al.,
2006). As espécies C. reticulata, C. langsdorffii e C. multijuga sdo as que possuem Oleos-
resinas de maior interesse comercial devido a maior produgdo (LEITE et al., 2002; VEIGA-
JUNIOR; PINTO, 2002).

Ha relatos do uso do dleo-resina como materia-prima para a producdo de vernizes,
tintas, e como comburente em lamparinas na iluminacdo doméstica. A utilizacdo medicinal do
Oleo-resina de copaiba é muito antigo destacando-se sua aplicacdes entre os indigenas como
cicatrizante de feridas e Ulceras e para curar o umbigo de recem-nascido. Os primeiros
colonos do Brasil 0 empregavam contra catarros vesicais e pulmonares, disenteria, bronquites
rebeldes e dermatose, inclusive psoriase. Entretanto, seu emprego mais especifico era como
antiséptico das vias urinarias, nas blenorragias e leucorreias (CORREA, 1984; VEIGA-
JUNIOR; PINTO, 2002).

O uso popular do 6leo-resina de copaiba ainda é muito grande, principalmente como
anti-inflamatorio, cicatrizante local e internamente, como diurético, expectorante e
antimicrobiano nas afec¢fes urinarias e da garganta (misturado ao mel de abelhas e limdo),
leishmanicida, larvicida, antitumoral e no tratamento da dor (LORENZI; MATQOS, 2002;
LEANDRO et al., 2012). O oleo-resina de copaiba possui diversas atividades bioldgicas
relatadas na literatura cientifica. Os efeitos anti-inflamatdrio, gastroprotetor, analgésico e
antitumoral ja foram comprovados (FERNANDES et al., 1992; OHSAKI et al., 1994; PAIVA

et al., 1998). Oleos-resinas de espécies sem identificacdo (Copaifera sp.) vendidos



comercialmente foram estudados e relatados na literatura por possuir atividade anti-
inflamatdria (BASILE et al., 1988; VEIGA-JUNIOR et al., 2001).

O dleo-resina é quimicamente definido por duas classes de metabolitos secundarios, 0s
sesquiterpenos que compbe a fracdo volatil, e os diterpenos compondo a fracdo fixa
(CASCON; GILBERT, 2000, MOURA, 2010; SOUSA, 2011).

No Brasil, das espécies encontradas somente dez tiveram seus 6leos-resinas estudados:
C. cearensis, Copaifera duckei Dwyer, Copaifera guianensis Desf., C. langsdorffii, Copaifera
martii Hayne, C. multijuga, C. officinalis, Copaifera paupera (Herzog) Dwyer, C. reticulata e
C. trapezifolia. Dentro dessas espécies foram identificados mais de 100 sesquiterpenos e 40
diterpenos, alguns estudados, testados e comprovados como compostos biologicamente ativos
(FERNANDES; FREITAS, 2007; CURIO et al., 2009; KOBAYASHI et al., 2011;
LEANDRO et al., 2012; GELMINI et al., 2013).

Os principais sesquiterpenos encontrados nos oOleos-resinas de copaiba séo: B-
cariofileno, 6xido de cariofileno, a-humuleno, é-cadineno, a-cadinol, a-cubebeno, a- e B-
selineno, B-elemeno, a-copaeno, trans-a-bergamoteno e B-bisaboleno. Quanto aos diterpenos,
0s mais citados sdo os &cidos: copalico, polialtico, hardwickiico, caurendico e ent-caurendico,
juntamente com os seus derivados, os acidos: 3-hidrdxi-copélico, 3-acetdxi-copalico, e ent-
agatico (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002, LEANDRO, 2012).

Apesar da variagdo na composicdo quimica dos Oleos-resinas em geral, o f-
cariofileno, o principal constituinte da fracdo volatil e o &cido copalico, o principal
constituinte da fracdo resinosa sdo considerados os marcadores quimicos dos 6leos-resinas da
copaiba (VEIGA-JUNIOR et al., 1997; CASCON; GILBERT, 2000). Soares et al. (2003)
sugerem que o acido copélico, encontrado em todos os Oleos-resinas de copaiba, até hoje
estudados, possa vir a ser usado como um marcador da autenticidade desses derivados
vegetais.

Segundo Saad et al. (2009) essa matéria-prima estava inscrita na Farmacopeia
Britanica (1677), Farmacopeia Americana (1820). Também fez parte da Farmacopeia dos
Estados Unidos do Brasil (BRASIL, 1926). Atualmente, o 6leo-resina extraido de Copaifera
esta registrado na Farmacopeia Argentina e no Formulario Nacional dos Estados Unidos da
América. A FDA (Food and Drug Administration) a contempla como suplemento dietetico e
ocasionalmente como saborizante, mas o nivel permitido em alimentos é muito baixo
(0,002%) (ALONSO, 2007).

Os produtos florestais ndo-madeireiros (PFNM’s) constituem importante fonte de

renda para a popula¢do amazonica e a forma mais comum de aproveitamento desses produtos



€ 0 extrativismo, ou seja, uma colheita arbitraria do material de acesso mais facil na floresta,
sem nenhuma previsdo técnica ecoldgica de seu efeito sobre as populagbes e sem uma
estimacdo de sua capacidade produtiva sustentavel (DE BEER, 1989; PETERS, 1989).

Se manejados corretamente, a estrutura e a funcdo da floresta ndo sdo alteradas, e sua
extracdo ndo envolve a destrui¢do dos recursos naturais. Assim, 0 uso desses produtos aparece
como uma estratégia de conservacdo da floresta e manutencdo de sua biodiversidade
(NEPSTAD; SCHWARTZMAN, 1992).

A falta de conhecimento do mercado para esses produtos apresenta-se como um fator
limitante para seu desenvolvimento, assim como para uma maior geracdo de renda para as
comunidades, uma vez que a maior parte da produgdo é comercializada por empresas privadas
e ndo pela associacdo comunitaria. Além disso, a falta de controle de qualidade dos 6leos-
resinas tem sido uma barreira de aceitacdo de alguns fornecedores dos 6leos no mercado
nacional e no exterior (SANTOS; GUERRA, 2010).

O oleo-resina de copaiba tem muito valor comercial para a regido amazoénica. Entre
1974 e 1979, somente o estado do Amazonas comercializou para 0 mercado nacional 101
toneladas. No mesmo periodo foram exportadas 433 toneladas. Supfe-se que producdo de
6leo-resina de copaiba na Amazonia Brasileira seja de 200 toneladas/ano (ALENCAR, 1982).

Durante muito tempo o 6leo-resina foi adquirido pelos laboratorios Farmacéuticos sem
grandes preocupacdes quanto a qualidade, em especial, a sua composi¢ao quimica. Entretanto,
com o passar dos anos a industria farmacéutica e de cosméticos vem sofrendo uma forte
pressdo dos orgdos regulatorios que exigem produtos dentro de estritos padrfes de qualidade,
inclusive com definicdo e quantificacdo de marcadores visando garantir a seguranga e a
eficacia das preparagcfes contendo esses produtos naturais (BRASIL, 2014).

Assim, visando garantir esse mercado, as cooperativas que comercializam o Oleo-
resina de copaiba, principalmente na regido Norte do Brasil, tem buscado compreender se
essas variagbes ocorrem por fatores naturais (genética, sazonalidade, estagio de
desenvolvimento da planta) e que poderiam ser minimizados por condi¢fes padronizadas;
como detectar problemas ocasionados por erro na identificacdo da espécie e por misturas de
Oleos-resina de espécies distintas.

Por outro lado, as adulteracbes do Oleo-resina com Gleos vegetais como o de soja e
milho, &gua e até com oleo diesel comprometem a qualidade e diminui ainda mais o valor
comercial do éleo-resina (VEIGA-JUNIOR et al., 1997; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Os
problemas relatados tem levado a busca de métodos analiticos que possibilitem o controle de

qualidade de 6leos-resinas de copaiba.



Portanto, fazem-se necessarios estudos que descrevam a composicao quimica do 6leo-
resina de uma especie definida de Copaifera, considerando uma area delimitada de coleta e
durante 0 mesmo periodo do ano, definindo parametros para o controle de qualidade do 6leo-
resina dessa espécie.

N&o h& atualmente uma metodologia padrdo para analise do Oleo-resina de copaiba.
Logo a falta de parametros eficazes para caracterizar e realizar o controle de qualidade do
Oleo-resina atrelada a variabilidade intrinseca dessa matéria-prima comprometem a qualidade
de produtos a base do 6leo-resina de copaiba (CASCON; GILBERT, 2000; BIAVATTI et al.,
2006).

Veiga-Junior et al. (1997) utilizaram cromatografia & gas para verificar adulteracdo em
Oleos-resinas de copaiba comerciais e concluiram que amostras comerciais estavam
constituidas por misturas de 6leos-resinas de copaiba de espécies diferentes e adulteradas com
6leos vegetais. Entretanto, nesse trabalho os autores ndo definiram compostos quimicos que
pudessem ser utilizados como marcadores para o 6leo-resina de copaiba.

Cascon e Gilbert (2000) sugeriram padronizacdo quantitativa e qualitativa por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrémetro de massas (CG-EM). Tappin et al.
(2004), também propuseram um método para a padronizagdo quimica quantitativa do éleo de
copaiba, por meio da normalizacdo externa em cromatografia em fase gasosa com deteccdo
por ionizacdo em chama (CG-DIC) usando o trans-(-)-cariofileno e o acido copalico como
padrdes de referéncia.

Biavatti et al (2006) pesquisaram diversas metodologias para o preparo das amostras
de O6leo-resina para a analise por cromatografia em fase gasosa, como a metilacdo por
diazometano e transesterificagdo com hidréxido de potassio em metanol (KOH/MeOH). Estes
autores observaram que, apesar da metodologia de transesterificacgio com KOH/MeOH ser
rapida e de baixo custo, ndo é eficiente para os acidos diterpénicos pois, alguns compostos
como o &cido hardwickiico ndo foram detectados no CG. Em comparagdo com a metodologia
classica de indice de acidez proposta por Vasconcelos e Godinho (2002) com 6leos auténticos
e comerciais, Biavatti et al. (2006) concluiram que o método apesar de ser acessivel sob o
ponto de vista econébmico, conduz a resultados equivocados o que contradiz a conclusdo dos
autores, que o avaliaram como eficiente.

Independentemente da técnica cromatografica ou do método aplicado, uma
metodologia analitica € segura dentro de limites previamente estabelecidos, logo para um

método ser seguro, este precisa ser definido por sua validagdo (GIL, 2007). A validacdo



precisa garantir, por meio de estudos experimentais, que a metodologia atenda as exigéncias
das aplica¢des analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).

Para metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formularios oficiais,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera considerada validada desde que
sejam avaliados os parametros requeridos pela RE n° 899 de 29 de maio de 2003 de acordo

com a categoria em que a substancia de andlise se enquadre (BRASIL, 2003).



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral:

» Definir parametros fisicos, quimicos (marcadores) e métodos analiticos que possam ser

utilizados como referéncia no controle de qualidade dos 6leos-resinas de C. multijuga.

2.2  Objetivos Especificos:

> Determinar alguns parametros fisicos (densidade, indice de refracédo e viscosidade) dos
Oleos-resinas de 11 espécimes de C. multijuga;

> Analisar a composicao quimica dos 6leos essenciais dos 0leos-resinas de 11 espécimes

de C. multijuga coletados em Santarém-Paré para verificar a variabilidade quimica;

> Isolar &cidos terpénicos (diterpenos) do Oleo-resina de C. multijuga que possam ser

utilizados como padroes de referéncia (marcadores) para essa espécie;

> Revalidar uma metodologia por CLAE para quantificar o teor de B-cariofileno nas
amostras de 6leo-resina de C. multijuga;

> Comparar os teores de B-cariofileno no 6leo essencial obtidos por CG-EM e no oleo-

resina obtidos por CLAE;

> Verificar a correlagdo entre teor de B-cariofileno e os parametros fisicos;
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Caracterizacdo Fisico-quimica dos Oleos-resinas de Copaifera multijuga Hayne e
Avaliacdo da Variabilidade Quimica de sua Fragéo Volatil

RESUMO

Copaifera multijuga Hayne, conhecida popularmente como mari mari, copaiba roxa, €
utilizada pelas suas propriedades anti-inflamatorias. Esse trabalho teve como objetivo definir
parametros fisicos, quimicos e métodos analiticos que possam ser utilizados no controle de
qualidade dos 6leos-resinas de Copaifera multijuga Hayne. Oleos-resinas de 11 espécimes de
C. multijuga foram coletados em Santarém/Para. Foi feita a determinacdo dos parametros
fisico-quimicos do Oleo-resina (viscosidade, densidade e indice de refracdo); identificacdo e
quantificagdo do marcador B-cariofileno por CLAE; isolamento e identificacdo de diterpenos
do 6leo-resina; Analise do 6leo essencial para identificacdo dos compostos quimicos por CG-
EM. Foram extraidos de 70 a 2000 mL de oleo-resina. A densidade variou de 0,955 a
O,923glcm3, o indice de refra¢ao de 1,500 a 1,508 (nD) e a viscosidade de 9,46 a 92,62 mPa.s.
Na analise do teor de B-cariofileno por CLAE, os valores de adequabilidade do sistema
ficaram dentro das especificacOes, certificando a adequada separagdo do pico de interesse. O
teor de B-cariofileno nas 11 amostras de 6leo-resina variou de 22,4% a 75,1%. Nos 0leos
essenciais observou-se uma predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpenos, variando de
93,48 a 99,67%. Os compostos majoritarios encontrados em todas as amostras foram o f-
cariofileno e o a-humuleno e anélise estatistica multivariada agrupou os 11 espécimes de C.
multijuga em dois clusters em relagdo aos compostos 6-elemeno, a-copaeno, B-cariofileno, o-
humuleno, trans-cadina-1(6),4-dieno and trans-muurola-4(14),5-dieno. Foram isolados por
técnicas cromatogréficas e identificados por APCI-EM e RMN *H e RMN **C da fracdo 4cida
(ou resinosa do 6leo) os &cidos 3-hidrdxi-copalico, 3-acetoxi-copalico, ent-agatico e copalico.
Esses acidos foram analisados em CLAE nas mesmas condi¢cGes cromatograficas do p-
cariofileno para verificar o perfil cromatograficos dos mesmos. Os resultados das andlises
deste estudo contribuem para o controle de qualidade de éleo-resinas desta espécie. Foi
possivel observar uma alta variabilidade na composi¢do quimica das onze amostras de C.
multijuga.

Palavras-chave: Copaifera multijuga. CLAE. B-cariofileno. Diterpenos. Oleo essencial

ABSTRACT

Copaifera multijuga Hayne, is known as mari mari, purple copaiba, is used for its anti-
inflammatory properties. This work aimed to evaluate physical-chemicals methods,
chemicals, chromatographics and markers for future studies of standardization the C.
multijuga oil-resin, isolate chemicals compounds the oil-resin and analyze the chemical
composition of their essential oils. Eleven oil-resins of 11 specimens of C. multijuga were
collected in Santarém - Para. The physicals parameters of the oil-resin were determined, such
as viscosity, density and refractive index; identification and quantification of B-caryophyllene
by HPLC; isolation and identification of diterpenes in the oil-resin; essential oil analysis for
the identification of chemical compounds by GC-MS. Were extracted of the 70 the 2000 mL
of oil-resin. The density varied from 0.955 to 0.923 g/cm®, the index of refraction was from
1.500 to 1.508 (nD) and viscosity from 9.46 to 92.62 mPa.s. In the HPLC analysis of -



caryophyllene, values of the system suitability were within specifications, which secured
separation of the peak of interest. The B-caryophyllene content in the 11 oil-resin samples
ranged from 22.4% to 75.1%. In the essential oils there was a predominance of
sesquiterpenics hydrocarbons, ranging from 99.67% the 93.48%. The major compounds found
in all samples were B-caryophyllene and the a-humulene. The multivariate statistical analysis
grouped the 11 specimes of C. multijuga in two clusters in relation to compounds 3-elemene,
a-copaene, P-caryophyllene, a-humulene, trans-cadina-1(6),4-diene and trans-muurola-
4(14),5-diene. Were isolated for cromatographics thechiques and identified by APCI-MS and
'H NMR and **C NMR the acid fraction (or part resinous the oil) the acids copalic, 3-
hydroxy-copalic, 3-acetoxy-copalic, and ent-agatic. These acids were analyzed by HPLC
under the same chromatographic conditions of the p-caryophyllene to verify the
chromatographic profile of the these compounds. The analysis results of this study contribute
to the quality control of oil-resins this species. Was possible to observe a high variability in
chemical composition of the eleven specimens of C. multijuga.

Keywords: Copaifera multijuga. HPLC. B-caryophyllene. Diterpenes. Essential oil

1 INTRODUCAO

Copaifera multijuga Hayne é uma arvore que pode atingir 36 metros de altura
(LEITE, 2001). Ocorre no Brasil desde o médio Tapajos até a Amazbnia Ocidental
(Amazonas, Acre e Rondbnia), nas regides sul de Roraima e norte de Mato Grosso, além da
Bolivia e Peru. E conhecida popularmente como copaiba, mari-mari, copaiba roxa (CASCON,
2004). As folhas sdo compostas, alternadas, pecioladas, medindo de 12 a 23 cm, com 8 a 20
foliolos elipticos e alternos (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; BRUM et al., 2009). As flores
sdo brancas, pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculas axilares,
monoperiantada, com quatro sépalas com um tom vermelho-ferrugem (CLEMENT et al.,
1999; RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004). No estado do Amazonas a floracdo de C.
multijuga ocorre de janeiro a abril (estacdo chuvosa) e a frutificacdo, de mar¢o a agosto
(ALENCAR et al., 1979). Na regido do Tapajos, a floracdo desta mesma espécie ocorre entre
dezembro e janeiro, com frutificacdo de janeiro a julho (CARVALHO, 1994).

Os frutos de C. multijuga sdo legumes, com formato globdide, tamanho médio de 3,6 x
2,9 x 2,0 cm e peso médio de 8,5 g. No inicio do desenvolvimento o fruto possui coloracédo
amarela a vermelha, e com a maturagdo tornam-se marrom-escuro. Em geral, cada fruto
apresenta apenas uma semente, entretanto ja foram encontradas até trés sementes por fruto. A
semente apresenta formato elipséide, tamanho médio de 2,0 x 1,3 x 1,1 cm e peso médio de

1,8 g com coloragdo preta, opaca e de consisténcia firme; mais da metade da semente esta



envolvida por um arilo abundante, de coloragdo amarelo intenso (CAMARGO et al., 2008;
BRUM et al., 2009).

O tronco produz o6leo-resina, viscoso e fluido, com cheiro forte e odor de cumarina,
sabor acre e amargo (PLOWDEN, 2003), utilizado pela populacdo amazonica como anti-
inflamatorio, cicatrizante (SOUZA JUNIOR et al., 2002), para o tratamento de bronquite,
Ulceras e antitumoral (LIMA et al., 2003).

Estudos cientificos do Oleo-resina da C. multijuga relataram diminuicdo na
permeabilidade vascular aos agentes pro-inflamatérios no rim de ratos (BRITO et al. (2005);
propriedades anti-inflamatdria e antinociceptiva em ratos (VEIGA-JUNIOR et al., 2006;
GOMES et al., 2010); atividade anti-inflamatéria in vitro (VEIGA-JUNIOR et al., 2007) e
atividade antimicrobiana para Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (MENDONCA; ONOFRE, 2009).

Veiga-Junior et al. (2006) identificaram no O&leo-resina de C. multijuga 27
sesquiterpenos, sendo o B-cariofileno e a-humuleno os compostos majoritarios e 6 diterpenos:
acido copalico, acido 3-hidroxi-copalico, acido 3-acetoxi-copalico, acido ent-agatico, acido
pinifélico e acido epertico. Biavatti et al. (2006) utilizaram o acido copaiferélico e o
cariofilenol como marcadores de amostras de 6leo-resina de C. multijuga, e verificaram que 0
primeiro foi encontrado em todas as amostras analisadas por cromatografia a gas.

A quantidade e a composi¢do quimica dos 6leos-resinas produzidos por Copaifera
variam muito inter e intra espécies e podem ser influenciadas por fatores genéticos e
ambientais como tipo do solo e sazonalidade (ALENCAR, 1982; FERREIRA, 1999; LEITE
et al., 2001; PLOWDEN, 2003). Estudos que correlacionem parametros fisicos e quimicos,
visando o controle de qualidade, podem agregar valor comercial ao Oleo-resina de C.
multijuga, permitindo as comunidades locais, durante a coleta, selecionarem um produto de
maior qualidade e com maior valor comercial para as industrias tanto farmacéuticas quanto
cosmeéticas e para uso da populacdo (BIAVATTI et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo investigar o dleo-resina da C. multijuga
coletada em Santarém do Para nos seguintes aspectos: determinar parametros fisicos
(viscosidade, indice de refracdo e densidade) dos Oleos-resinas; analisar a composicéo e
variabilidade quimica dos 0Oleos essenciais de 11 especimes; revalidar a metodologia analitia
por CLAE para quantificar o teor de B-cariofileno nos 6leos-resinas; comparar os teores de [3-
cariofileno no 6leo essencial obtidos por CG-EM e no 6leo-resina obtidos por CLAE; isolar
diterpenos do Oleo-resina que possam ser utilizados como padrdes de marcadores para essa

especie; verficar a correlagéo entre o teor de B-cariofileno e os parametros fisicos.



2 METODOLOGIA

2.1  Coleta do material vegetal

A espécie foi identificada e uma exsicata depositada no herbario do Museu Paraense
Emilio Goeldi em Belém/PA, sob registro MG 21.3093.

Para determinagdo dos parametros fisicos e quimicos foram coletados dleos-resinas de
11 espécimes de C. multijuga em Santarém/PA, na Floresta Nacional de Saraca-Taquera no
periodo de 21 a 25 de abril de 2013. No momento da coleta dos 6leos-resinas, 0s troncos
foram analisados e verificou-se: presencga de cicatriz (cicatrizado), com um cano de PVC e
torneira (torneado) e sem nenhuma evidéncia de extracdo anterior (sélido), ver (Tabela 1).

Tabela 1. Coordenadas geogréficas, datas e historico das coletas dos 11 espécimes de Copaifera
multijuga coletados em Santarém/PA.

Amostras Altitude Latitude Longitude Data ghstorlco
a Coleta
ORCM 1 307 -01 31' 14,75290"S -56 38' 26,09202'W'  21/04/2013 Cicatrizado
ORCM 2 308 -01 31' 38,43764"S -56 38' 29,34635"W  21/04/2013 Cicatrizado
ORCM 3 309 -01 31' 30,34840"S -56 38'39,96785"W  21/04/2013  Torneado
ORCM 4 312 -01 31'10,94064"S -56 39' 08,38398"W  23/04/2013 Sélido
ORCM 5 311 -01 31'12,73875"S -56 38'59,78871"W  23/04/2013 Solido
ORCM 6 310 -01 31'01,86468"S -56 38' 20,28580"W  22/04/2013 Solido
ORCM 7 316 -01 32'59,20721"S -56 39' 25,40671"W  24/04/2013 Sélido
ORCM 8 318 -01 32'59,39309"S -56 39' 34,84204"W  24/04/2013 S6lido
ORCM 9 321 -01 32' 43,63374"S -56 39' 14,10629"W  25/04/2013 Solido
ORCM 10 322 -01 32' 43,46898"S -56 39'16,54591"W  25/04/2013  Torneado
ORCM 11 323 -01 32' 48,94690"S -56 39' 07,62868"W  25/04/2013 Sélido

Legenda: ORCM (Oleo-resina de Copaifera multijuga)

Os dados climatolégicos foram obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia e
verificou-se nesse periodo um total mensal de precipitacdo de 527 mm (BRASIL, 2013). Em
relacdo aos espécimes coletados, as coordenadas geograficas mostraram dois grupos
populacionais: ORCM de 1 a 6 e ORCM de 7 a 11, distantes entre si por 3,20 quilémetros
(Figura 2).



Figura 2. Localizacdo geogréafica dos 11 espécimes de Copaifera multijuga.
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Fonte: Google Earth

Para o isolamento de diterpenos uma amostra coletada na reserva Adolpho Ducke
(Manaus) em julho de 2013 foi fornecida pelo laboratorio de Quimica de Biomoléculas da
Amazonia (QbiomA).

2.2  Determinacdo de parametros fisicos dos 6leos-resinas de C. multijuga

2.2.1 Densidade Relativa

A densidade relativa (BRASIL, 2010) foi realizada utilizando um picnédmetro com
capacidade de 10 mL. As 11 amostras de Oleo-resina de C. multijuga foram transferidas,
separadamente, para 0 picnémetro, removeu-se 0 excesso de 6leo quando necessario e pesou-
se 0 conjunto. O peso da amostra do 6leo-resina foi obtido através da diferenca de massa do
picnémetro cheio e vazio. A densidade relativa foi calculada determinando a razdo entre a
massa do Oleo-resina e a massa da agua, ambas & 25°C. O experimento foi realizado em
triplicata.

2.2.2 Indice de Refragéo

O indice de refracdo (BRASIL, 2010) foi medido empregando-se o refratdmetro digital
ABBE de bancada modelo Q767B marca Quimis. O refratbmetro foi previamente calibrado

com agua destilada, a 25°C, cujo indice de refracdo é 1,3330 nD. Com o auxilio de uma



pipeta de Pasteur cerca de 0,2 mL de cada amostra foi colocada no local adequado do
equipamento e espalhada uniformemente. A refringéncia de cada amostra foi medida de

acordo com a escala interna do equipamento. O experimento foi realizado em triplicata.

2.2.3 Viscosidade

As medidas de viscosidade (BRASIL, 2010) foram realizadas em um viscosimetro
rotacional, série ONE, Fungilab, com um adaptador do tipo LCP (usado para baixas
viscosidades, bem como para amostras de 20 mL), nas configuracOes de rotagdes por minuto
(RPM), torque (%) particulares de cada amostra e temperatura a 25°C. O experimento foi

realizado em quintuplicata.

2.3  Andlise da composicdo quimica dos o6leos essenciais dos Oleos-resinas de C.
multijuga

Os Oleos essenciais das 11 amostras de dleo-resina de C. multijuga coletados no
periodo de 21 a 25 de abril de 2013 foram extraidos no Laboratério de Bioprospecgdo e
Biologia Experimental (LabBBEXx) da Universidade Fedreral do Oeste do Para (UFOPA), sob
orientacdo da Profa. Dra. Rosa Helena Veras Mouréo.

Para obtencdo do Oleo essencial 30 mL de cada amostra de o6leo-resina foram
submetidos a hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado por 2 horas. Para o
célculo do rendimento os 0Oleos essenciais foram coletados e seu volume medido no tubo
graduado do aparelho.

Os dleos essenciais foram submetidos a analise cromatografica a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em aparelho SHIMADZU QP5050A. Foi utilizada uma
coluna capilar de silica fundida (CBP — 5; 30m x 0,25mm x 0,25um de polidimetilsiloxano
5% fenil), com um fluxo de 1mL/min de Hélio, como gas de arraste, aquecimento com
temperatura programada (60 °C/ 2min; 3 °C min™/ 240°C; 10 °C min™/280°C; 280 °C/ 10min),
e energia de ionizacdo de 70eV. O volume de injecdo foi de 1uL da amostra diluida em
CH,Cl, na proporc¢éo de 1:5, com taxa de split 1:20, temperatura do injetor 220°C.

Os componentes quimicos dos 6leos essenciais foram identificados por comparagao
dos espectros de massas e indices de retengdo com os relatados na literatura para 0s

componentes mais comuns de 0leos essenciais (ADAMS, 2007). Os indices de retengdo foram



calculados através da coinjecdo de uma mistura de hidrocarbonetos, C 9 — C 22, e utilizagdo
da equacéo de Van Den Dool e Kratz (1963).

Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para analisar as inter-relacdes
entre 0s constituintes quimicos dos 6leos essenciais de 11 amostras de Oleo-resina de C.
multijuga. A andlise de agrupamento hierarquico (HCA) foi utilizada para estudar a
similaridade entre as amostras com base na distribuicdo dos constituintes, os agrupamentos
foram formados de acordo com o método da variancia minima de Ward (WARD, 1963).

Para a analise de componentes principais e agrupamento hiererarquico, os dados
originais foram transformados de modo que cada varidvel passou a apresentar média zero e
variancia igual a um. Essa transformacgdo foi realizada devido as diferentes medidas
experimentais. Para validar a classificacdo obtida na analise de agrupamento foi realizada uma
analise discriminante canbnica (DCA). O software STATISTICA 7.0 (STAT SOFT, 2004) foi

utilizado para realizar as anélises estatisticas.

2.4 Isolamento e identificacdo de diterpenos do 6leo-resina de C. multijuga

Foi utilizado um método adaptado a partir dos trabalhos de Pinto et al. (1997) e
Barreto Junior et al. (2005), impregnando KOH (hidréxido de potassio) na silica de modo
simples para separar sesquiterpenos de diterpenos.

A técnica foi desenvolvida utilizando silica-gel 60 (70-230 mesh) imersa em uma
solugédo aquosa de KOH a 10%, que permitiu uma maior rapidez na obtencéo da SiO,—KOH.
Para cada 100g de silica-gel 60 (70-230 mesh) utilizou-se 100 mL da solucdo aquosa de KOH
10%. Apo6s a homogeneizacdo, a silica foi levada a estufa e seca a 80-100°C por 24 h.

A amostra de Oleo-resina (8g) foi cromatografada em coluna de vidro (4 cm de
didmetro) com silica impregnada com KOH a 10% e utilizando-se como eluentes 800 mL de
n-hexano e 400 mL de metanol, respectivamente.

A fragdo metanolica foi concentrada em rotaevaporador em temperatura < 40°C e
submetida a uma particao liquido-liquido em funil de separacdo empregando agua destilada e
diclorometano e a uma acidificacdo seletiva com 4acido cloridrico 1 M em pH’s determinados
8, 7, 5 e 3 (pH zone reffining), 0 que permitiu um pré-fracionamento dos diterpenos extraidos
com diclorometano. Os diterpenos precipitados foram recristalizados com sucessivas lavagens
e purificagdes utilizando solventes de diferentes polaridades. As fraces com diterpenos e

diferentes pH’s com diterpenos semipuros foram fracionados em coluna aberta com silica-gel



60 (70-230 mesh) utilizando como eluentes hexano e acetato de etila em diferentes
proporc¢oes.

Em todas as etapas do processo de isolamento e purificacdo, as fraces obtidas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD), usando como fase movel gradiente
de solventes de polaridades distintas: hexano/acetato de etila 6:4; hexano/acetato de etila 7:3;
hexano/diclorometano/acetato de etila 5:1:2. As placas foram reveladas com uma solucdo de
vanilina sulfurica (Figura 3).

Os compostos isolados e purificados foram identificados por APCI-EM (lonizacao
Quimica a Pressdo Atmosférica acoplada a Espectrometro de Massas) e RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear) 'H e 3C. Os espectros de massas foram obtidos utilizando um
espectrometro de massas do tipo “ion trap” (LCQ-Fleet) da Thermo Scientific equipado com
fonte de “APCI”. As amostras foram solubilizadas em MeOH CLAE (1 mg/mL) e injetadas
diretamente no aparelho através de seringa fluxo de 15 pL/min, com detec¢do realizada em
modo negativo.

As analises de RMN foram realizadas no Centro de Biotecnologia da Amazénia
(CBA). Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e Carbono
(RMN *3C) foram obtidos em espectrofotdmetro da marca Varian modelo INOVA de 11,7T,
com amplitude de 500 MHz para 'H e 125 MHz para **C. Para solubilizacio das amostras
utilizou-se como solvente cloroférmio deuterado (CDClIs). Os deslocamentos quimicos foram
expressos em partes por milhdo (ppm) em relagdo ao padrao interno cloroférmio (6 = 7,27) e
as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Levaram-se em consideracdo as
multiplicidades dos sinais segundo a convengéo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto),
t (tripleto) e m (multipleto). A identificacdo dos &cidos deu-se por comparacdo com os dados
ja publicados na literatura (BRAUN, 1977; ROMERO, 2007).



Figura 3. Fluxograma da cromatografia em coluna aberta com silica impregnada com KOH 10%.

Oleo-resina de C. multijuga

Coluna aberta com silica ™~
impregnada com solugéo de
KOH 10 %
Fragdo Hexanica Fracdo metandlica
(ndo acida) (&cida)
Sesquiterpenos Diterpenos A
| C
Particéo liquido — liquido e (@)
Acidificagdo seletiva em pH’s
8,7,5e3comHCI1M M
| P
[ | f
- — N
| Acidos n3o isolados | | Acidos Isolados | H
I I A
Coluna aberta de | Recristalizagéo |_| APCI-EM | = | D
Fracionamento | (o)
I Acidos Purificados _| RMN H e C 5
- o}
APCIEM Acidos isolados | | Acidos nalo isolados APCI-EM R
. Coluna aberta de C
Recristalizacédo Isolamento

C
. | D

Acidos Purificados Acidos Isolados

!
| RMN He BC | Recristalizagio
I
Acidos Purificados RMN He BC

2.5  ldentificagdo e quantificacdo do marcador B-cariofileno nos 6leos-resinas de C.
multijuga por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo de fase liquida de
alta eficiéncia (CLAE) Waters® (Massachussets, USA), equipado com bomba quaternéria,
injetor automatico, modulo de separacdo €2695, com detector de arranjo de diodos (PDA
2998), e sistema de processamento de dados, o software Empower 2.0.

O método analitico para quantificagdo do marcador B-cariofileno no 6leo-resina foi
realizado de acordo com a metodologia validada por Faria (2014). A fase estacionaria
utilizada foi uma coluna C18 da ZORBAX Eclipse® (250 x 4,6 mm, 5 pum), a qual foi
mantida a 30°C. A fase movel utilizada foi acetonitrila (ACN) grau HPLC acidificada com

4cido fosforico a 0,2% (solvente A) e &gua ultrapura (H-O Milli-Q®) acidificada com &cido



fosférico a 0,05% (solvente B), mantidas a uma vazdo de 1,0mL/min sob condicdo gradiente
(Tabela 2). O comprimento de onda de leitura foi de 210 nm, o volume de inje¢do em todas as

analises foi de 10 puL e o tempo de analise, 40 min.

Tabela 2 - Sistema cromatografico sob condigdo gradiente utilizado na revalidacdo do método
para quantificacio do marcador p-cariofileno por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).

Tempo (mim) Solvente A Solvente B
(%) (%)
0 70 30
8 70 30
12 90 10
32 90 10
36 70 30
40 70 30

Legenda: Solvente A - acetonitrila acidificada com &cido fosférico a 0,2%; Solvente B - &gua ultrapura
acidificada com &cido fosférico a 0,05%.

Todas as solugbes analisadas, foram preparados em ACN (75% v/v) grau HPLC, as
quais foram filtradas em membrana de 0,45um (Millex®- Millipore) antes de serem injetadas.
A fase mdvel também foi filtrada em membrana fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,45um
(Millipore). Os picos cromatograficos correspondentes ao f-cariofileno nas amostras foram
identificados por comparagéo dos tempos de retencgéo e dos espectros de UV dos mesmos com
0 padrdo de referéncia (B-cariofileno, Sigma-Aldrich), e a quantificacdo ocorreu pela

integracdo das areas dos picos.

2.5.1 Adequabilidade do sistema (system suitability)

Os parametros de system suitability Fator de Capacidade (K), Resolugéo (Rs), Fator de
Cauda (TF) e NUmero de Pratos Teoricos (N) foram calculados em relacdo ao pico de
interesse (BRASIL, 2010) pelo software Empower® do equipamento cromatografico. Como
especificacOes foram utilizados Rs> 2 entre o pico de interesse e o interferente potencial mais
proximo (impureza, produto de degradagdo ou outras substincias); TF< 2; N> 2000 para

CLAE (FDA, 1994).

2.5.2 Revalidagdo da Metodologia Analitica



O método analitico foi revalidado segundo os parametros da Resolucdo Especial (RE)
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) n° 899 de 2003 (BRASIL, 2003) e a
Resolucédo da Diretoria Colegiada n° 26 de 2014 (BRASIL, 2014), que dispde sobre o registro

de medicamentos fitoterapicos.

2.5.2.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por comparacdo entre os cromatogramas do
padrdao B-cariofileno (Sigma Aldrich) e das amostras de oOleo-resina de C. multijuga; pela
sobreposicdo do cromatograma das amostras de 0leo-resina com o cromatograma do diluente
(ACN 75% v/v grau HPLC) a 210 nm. Também foi realizada a varredura no ultravioleta (190
a 400 nm), do pico de interesse em quatro pontos diferentes, para verificar o grau de pureza

em comparagdo com a varredura do pico do padrao de B-cariofileno nas mesmas condicdes.

2.5.2.2 Precisao

2.5.2.2.1 Repetibilidade

A repetibilidade foi verificada por meio de nove determinacGes contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, trés concentragdes, baixa, média e alta, com trés réplicas
cada, 0,44, 0,56 e 0,63 mg/mL. Foi calculada a média de cada nivel e o desvio padrdo relativo
(DPR) entre as determinagdes, utilizando o software Excel® 2013 (Microsoft Office USA)
(BRASIL 2003; BRASIL, 2014). A analise foi realizada em um mesmo dia e por um unico

analista.

2.5.2.2.2 Precisdo Intermediaria

A precisdo intermedidria foi realizada por outro analista e em dia diferente,
observando-se a concordancia entre os resultados, a qual foi expressa por meio do coeficiente
de variacao entre os dezoito resultados obtidos. Foi calculada a média de cada nivel e o desvio
padréo relativo (DPR) entre as determinacées, utilizando o software Excel® 2013 (Microsoft
Office USA) (BRASIL, 2003; BRASIL, 2014) .



Foi feito teste t para analise de comparacdo entre médias e teste F para analise de
comparacio entre variancias, utilizando-se o software Action® 2.7. Todos estes pardmetros

estatisticos foram calculados com intervalo de confianca de 95%.

2.5.2.3 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir de nove determinacbes contemplando o
intervalo linear do procedimento em trés concentragdes diferentes, baixa - 80%, média - 100%
e alta - 120% em triplicata de cada amostra de oleo-resina.

Uma mesma quantidade do padrdo de p-cariofileno foi adicionada em trés
concentragdes diferentes da amostra de 6leo-resina (baixa, média e alta).

A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente (Equacdo 1), utilizando o
software Excel® 2013 (Microsoft Office, USA) (BRASIL, 2014).

Equacdo 1: Exatiddo=CME/CT*100

Em que: CME= Concentracdo Média Experimental;
CT= Concentragdo Teobrica

2.5.2.4 Linearidade e Intervalo

A linearidade do método para o padrdo B-cariofileno e para o 6leo-resina foi verificada
pela obtencdo de uma curva analitica. A partir da pesagem do padrdo, em triplicata (7,16, 7,56
e 7,18 mg/mL)foi preparada uma solugdo principal, que posteriormente foi diluida para
obtencdo de cinco solugdes de andlise, totalizando quinze solucbes na faixa de 0,1432 a 0,756
mg/mL. A amostra foi pesada também em triplicata. Logo ap6s a analise cromatografica
destas solugdes foi montada a curva de linearidade de concentragdo (mg/mL) versus AUC
(Area Sob a Curva) utilizando o software Excel® 2013 (Microsoft Office, USA).

Para o padrdo B-cariofileno as concentragdes dos pontos da curva analitica foram de
0,146; 0,292; 0,438, 0,584 a 0,730 mg/mL e para o Gleo-resina de C. multijuga foram de
0,437; 0,560; 0,630; 0,762 e 0,870 mg/mL. O intervalo linear do padréo foi de 30% a 170%



da concentracdo central (0,438 mg/mL) e da amostra foi de 70% a 140% da concentragao
central do método (0,630 mg/mL).

Como parametros para aceitacdo da linearidade do método foram calculados o
coeficiente de correlagéo linear (r), o coeficiente de determinacdo ajustado (r?), o coeficiente
angular (a), o coeficiente linear (b), com seus respectivos intervalos de confianca, de
normalidade dos residuos (plotados graficamente), pelo método de Anderson-Darling. A
equacdo da reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados e expressa por y = ax + b.
Realizou-se tratamento estatistico dos dados utilizando-se o software Action® 2.7 em que
foram realizados os testes de significancia da regressao, por analise de variancia (ANOVA),
teste de falta de ajuste linear (Lack of Fit), todos calculados com intervalo de confianga de 95
%.

2.5.2.5 Quantificacio do B-cariofileno nas amostras de C. multijuga por CLAE

Apbs a revalidacdo da metodologia, as amostras de Gleo-resina dos 11 espécimes
foram analisadas por CLAE O procedimento foi realizado em triplicata. O teor de f-
cariofileno de cada amostra foi quantificado por meio da equagédo da reta obtida da curva

analitica do padrao.

2.6 Anadlise do perfil cromatografico dos diterpenos isolados do 6leo-resina de C.
multijuga

Os diterpenos previamente isolados do 6leo-resina de C. multijuga e identifcados por
APCI-EM e RMN *H e RMN 3C foram analisados nas mesmas condicdes cromatograficas
para 0 marcador B-cariofileno descrito no item 2.5, para determinar o perfil cromatogréafico

dos mesmos.
2.7 Analise Estatistica
A analise da correlagdo dos teores de B-cariofileno por CLAE e CG-EM, e entre 0s

parametros fisicos ¢ o teor de B-cariofileno foram avaliados utilizando a analise de correlagao
de Pearson (CALLEGARI-JACQUES, 2003).



