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CHARACTERIZATION AND QUALITY CONTROL OF COPAIBA OILS (Copaifera sp.) BY RELATIVE RETENTION FACTOR
BY HPTLC TO DETECTION OF BIOMARKERS. Copaiba oilresins present medicinal uses that demand the development of
methodologies that could ensure the authenticity and guarantee the species differentiation. The usual way to differentiate the copaiba
oils is analyze the terpene composition, mainly the diterpenic acids profile. Unlike caryophyllene and its oxide, copaiba diterpenes
are not commercially available and lab obtention is expensive and time consuming. At this paper, a new methodology is presented
that allows the fast and reliable detection of copaiba biomarkers using HPTLC retention factor relative to an appropriate standard.
Several commercially available substances were analyzed and the monoterpene linalool oxide was chosen. The comparison of relative

retention factors allowed the confirmation of caryophyllene and its oxides and the diterpenic acids copalic, hydroxy-copalic, acetoxy-

copalic, agathic, and hardwickiic. Calibration curve showed strong correlation ( | r | >0.9962) with R? > 0.9928.
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INTRODUCAO

Os 6leos de copaiba possuem amplo uso nas industrias de cos-
méticos e perfumes devido as suas diversas propriedades bioldgicas.
A denominacio adequada desses 6leos como oleoresinas implica na
abordagem apropriada para sua caracterizagdo quimica, sendo de
fundamental importancia para o desenvolvimento de metodologias
de controle de qualidade confidveis, eficientes e de facil execucao.!
As oleoresinas de copaiba sdo obtidas diretamente das drvores do
género Copaifera (Fabaceae), sem extracdo nem solvente. O dleo
estd presente em diversas estruturas da planta, mesmo nas plantulas,
até nas raizes. Flui por canais lizégenos e esquizdgenos, escoa e se
acumula em bolsdes naturais no tronco, formados por alargamentos
destes canais. Quando os bolsdes ficam muito cheios de 6leo, como
nas arvores mais antigas, provocam expansoes (barrigas) que podem
rachar o tronco, por onde a copaiba exsuda naturalmente. Nao € raro
encontrar animais se esfregando no tronco dessas drvores para curar
suas feridas. Para obter quantidades maiores que podem alcangar
varios litros, faz-se um furo no tronco da arvore com um trado, uma
furadeira manual, até alcancar os bolsdes.!

A composi¢@o dos 6leos de copaiba, como de outras oleoresinas
naturais, ¢ de uma mistura de terpenos de variados pesos molecu-
lares. Os mais leves, liquidos a temperatura ambiente, solubilizam
os mais pesados, resinosos. No caso da oleoresina de copaiba, os
terpenos leves sdo sesquiterpenos, principalmente o cariofileno e
seus derivados e isdmeros, e os pesados sdo dcidos diterpénicos de
esqueletos labdano, clerodano e caurano.' Sdo também exemplos de
oleoresinas naturais o incenso, a mirra ¢ o breu (Burseraceae), nas
quais os terpenos leves sdo majoritariamente os monoterpenos>? e os
pesados sdo triterpenos.*3 J4 as oleoresinas de pinheiros e coniferas
sdo constituidas por monoterpenos (pinenos), cujo produto comercial
é a terebintina,’ e os pesados sio dcidos diterpénicos aromdticos, como
os 4cidos abiético e pimdrico, formando uma mistura comercialmente
conhecida como colofone.”

*e-mail: valdir.veiga@gmail.com

Essa composic¢do das oleoresinas é muito pouco comum, compa-
rada as dos demais 6leos naturais. As oleoresinas de copaiba recebem
diversas denominagdes (populares e também comerciais) de misturas
naturais, como seiva (nutrientes hidrossoldveis), bdlsamo (solucdes
naturais aquosas ricas em derivados de dcidos benzoico e cindmico)
e latex (emulsdes de polimeros naturais com metabdlitos especiais
hidrossoliiveis), mas o mais comum € que sejam descritas como
dleos fixos, que sdo aqueles obtidos por prensagem das sementes e
constituidos majoritariamente por triglicerideos e dcidos graxos livres
(com pequenas quantidades de carotenos, tocoferdis, fosfolipidios e
fito-esterdis).® Para os 6leos fixos, as metodologias de controle de
qualidade empregam indices relacionados aos dcidos graxos (lineares,
ndo terpénicos), suas insaturacdes e oxidacdes. Quando os dleos de
copaiba sdo analisados como se fossem 6leos fixos, 0s sesquiterpenos
sdo ignorados e os dcidos diterpénicos acabam sendo titulados-como
se fossem 4cidos graxos.'® No outro extremo, quando a oleoresina de
copaiba é confundida com um 6leo essencial (a mistura de substancias
volateis obtida unicamente por arraste por vapor d“dgua), analisa-se
somente os constituintes leves e volateis, os sesquiterpeno; sendo
ignorada a porcio resinosa da copaiba, podendo representar a perda
de informacao sobre 70-80% de sua composi¢ao.'!

Ha diversas iniciativas para o controle de qualidade dos 6leos
de copaiba, mas poucas se baseiam em sua composicdo quimica
completa.'? Entre sesquiterpenos e diterpenos, B-cariofileno e o
acido copadlico correspondem aos marcadores quimicos dos 6leos de
copaiba, uma vez que participam da composicao quimica de todos os
6leos jd descritos.® A andlise somente dos sesquiterpenos € a mais
comum, com duas abordagens usuais: relatar o total de substancias
voldteis (oxidadas ou ndo);'! ou a quantificagéo do cariofileno e o
seu 6xido.!* J4 nas andlises somente dos diterpenos, as estratégias
enfrentam diversos desafios que vao da solubilidade a necessidade de
derivatizagdo (esterificacio) na cromatografia a gas (GC), a dificul-
dade de elui¢do em tempos curtos em fase reversa em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e, principalmente, de obtencio
de padrdes.'> Enquanto os sesquiterpenos variam grandemente em
quantidade, os dcidos diterpénicos variam também qualitativamente
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entre espécies. Em C. reticulata, por exemplo, os d6leos de copaiba
sdo usualmente constituidos em média por 50% de sesquiterpenos e
50 % de 4cidos diterpénicos.'® Jd em C. multijuga, apenas 3% a 9% da
composigdo quimica dos 6leos € constituida por 4cidos diterpénicos.!’
Entre as técnicas analiticas empregadas recentemente, destacam-se
a CLAE-EM e 0 RMN."

Uma das grandes evolucdes das técnicas cromatogréficas, espe-
cialmente da cromatografia a gés, foi o aumento da resolugio que
permitiu a andlise de misturas complexas. Com a necessidade de
identificagdo sem isolamento, trabalhos pioneiros como de Kdvats e
van Der Dool-Kratz empregaram substancias de referéncia facilmente
obtidas, como séries homdlogas de hidrocarbonetos lineares, para
comparagao dos tempos de retencdo.'®* Em outros estudos, um tinico
padrdo, presente ou ndo na amostra, foi empregado como referéncia
de tempo de retencio, como na identificac@o de esterdis de esponjas
de dgua-doce empregando colesterol como referéncia e indices de
retenc@o relativos a ele.!” Na cromatografia em camada delgada (TLC)
é o fator de retencdo (Rf) o parAmetro sensivel a diversas condi¢des
experimentais, tais como: concentragdo do analito, variacdes na
elui¢do e a composi¢do das fases mével e estaciondria. O fator de
retencdo relativo a esse padrao (Rfy) permite estabelecer uma relagio
entre o analito e o padrdo, minimizando interferéncias. O emprego de
substancias de referéncia em TLC € pouco explorada, mas tem sido
mais comum na cromatografia em camada fina de alto desempenho
(HPTLC), por sua maior eficiéncia e resolugio.”

As dificuldades de andlise da mistura complexa da oleoresina de
copaiba, especialmente pelas necessidades de derivatizacdo e auséncia
de padrdes de referéncia dos diterpenos, motiva a elaboragao de novas
metodologias, principalmente empregando padrdes de ficil acesso.
No presente estudo foi desenvolvida uma metodologia para a deteccio
de seus principais biomarcadores empregando HPTLC para obtengio
do Rf; destes terpenos tendo o 6xido de linalol como referéncia.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes

Os 4cidos diterpénicos empregados sio padrdes secunddrios,
foram isolados de oleoresinas de copaiba (Copaifera-sp) em trabalhos
anteriores do grupo de pesquisas e caracterizados por técnicas de
Ressonéncia Magnética Nuclear (‘H e *C). Os dcidos agtico, copa-
lico, hidréxi-copélico e acetoxi-copélico foram obtidos da oleoresina
de C. multijuga, enquanto os dcidos hardwickiico e polidltico foram
isolados de C. reticulata.?' Os padrdes de B-cariofileno (80 %), 6xido
de cariofileno (95%) e 6xido de linalol (= 97%) foram adquiridos
comercialmente da Sigma Aldrich. Como fase mével no sistema de
HPTLC utilizou-se hexano e acetato de acetila, e para solubilizacio
dos padrdes utilizou-se uma mistura de diclorometano e acetato de
etila (1:1), todos de grau P. A. (TEDIA).

Analise em HPTLC

Os padrdes terpénicos foram analisados por HPTLC individual-
mente e em mistura. As andlises individuais foram realizadas em dife-
rentes concentracdes de cada biomarcador (1 pg mL"a 1000 ug mL™")
e as concentragdes que mostraram melhor resolugdo e detec¢io nas
andlises foram selecionadas para compor a mistura de padrdes ter-
pénicos. A mistura de padrdes foi constituida pelos dcidos copdlico
(250 pug mLY), hidréxi-copdlico (100 pg mL"), acetéxi-copdlico
(100 pug mL™"), agético (100 pg mL"), hardwickiico (100 ug mL™"),
polidltico (250 ug mL") e pelo 6xido de cariofileno (100 pg mL"). As
solucdes padrao dos biomarcadores foram preparadas em acetato de
etila (P.A.) a partir da solucdo estoque de cada biomarcador terpénico

Caracterizagdo e controle de qualidade de dleos de copaiba (Copaifera sp.) 879

(1 mg mL™"). A separagio cromatogrifica foi realizada utilizando um
sistema de HPTLC equipado com aplicador de amostras semiauto-
matico, software integrado Win-CATS versdo 1.4.3 e visualizador
de placas. As andlises foram realizadas em placas de HPTLC, de
aluminio, pré-revestidas com gel de silica 60F254 (10,0 x 5,0 cm,
Merck, Alemanha). As placas foram pré-lavadas com metanol, secas
e ativadas em estufa de ar quente a 100 °C por 5 min. As aliquotas
de 10 uL dos padrdes (nas concentracdes descritas anteriormente)
foram carregadas como bandas de 6 mm nas placas de HPTLC, com
dispositivo de aplicagdo semiautomatico (CAMAG Linomat 3) com
uma seringa de 500 uL. (Hamilton, Bonaduz, Suiga). As posi¢des de
aplicacdo foram definidas a 11 mm dos lados (esquerdo e direito) e
5 mm das extremidades inferior e superior da placa. A fase mével
foi preparada no momento da elui¢do, com 10 minutos de saturacéio
da cuba e constituida por uma mistura bindria de hexano:acetato de
etila (7:3). Ap6s a aplicacio dos padrdes, as placas foram reveladas
na luz ultravioleta (254 nm e 366 nm), apds a borrifagdo com vani-
lina sulfdrica ou com etanol sulfurico, seguida de visualiza¢do no
ultravioleta (366 nm). Posteriormente, foram secas usando ar quente
e fotodocumentadas no TLC-VISUALIZER 2 (CAMAG). Os Rf’s
das bandas cromatograficas foram obtidos utilizando o software
Win-CATS versiao 1.4.3, integrado ao sistema de HPTLC (CAMAG).
Definiu-se os pontos inicial e final da corrida cromatografica e o ponto
central da banda cromatografica de interesse, gerando o valor do Rf
com precisdo de duas casas decimais.

Fator de retencio relativo (Rfy)

O Rf relativo (Rfy) foi obtido pelo desenvolvimento da curva
analitica do 6xido de linalol em 6 concentragdes distintas (40, 70,
100, 250, 750 e 1000 pug mL") e aplicados na mesma placa com uma
mistura dos padrdes terpénicos (100 ug mL"). Foram realizadas
10 réplicas da curva analitica em quatro dias distintos sob as mesmas
condicdes instrumentais e cromatogréficas. As placas foram eluidas
em um sistema de HPTLC equipado com aplicador de amostras
semiautomatico, conforme descrito anteriormente. O experimento
foi conduzido sob as seguintes condicdes: dimensdes da placa:
11 cm x 6 cm (5 cm de eluicdo cromatogréfica); comprimento da
banda: 6 mm; base inferior: 5 mm (0,5 cm); base superior: 5 mm
(0,5 cm); tempo de saturagdo da cuba: 20 minutos; tempo de ativagao
da placa na estufa: 5 minutos, a 100 °C. Os padrdes foram aplicados
em cromatoplaca de HPTLC (10 pL), eluidos em hexano:acetato
de etila (7:3) e revelados em etanol sulftrico, sob aquecimento por
7 minutos. Os fatores de reteng¢do relativos foram obtidos pela razio
entre o Rf dos padrdes terpénicos e o Rf do 6xido de linalol nas
diferentes concentracdes.

Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado usando o software
R.% Para construc@o e andlise do ajuste das curvas analiticas utilizou-
se as funcdes /m (Linear Model), bptest (teste de Breusch Pagam
para homogeneidade dos residuos) e ggPlot (teste para normalidade
dos residuos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca pela caracterizacdo e controle de qualidade dos 6leos
de copaiba empregando técnicas mais simples, rdpidas e baratas
que aquelas publicadas recentemente visou eliminar os maiores
impeditivos da maioria das técnicas: analisar a oleoresina sem pre-
cisar de derivatizagdo e mesmo na auséncia dos biomarcadores para
comparagio, em especial dos diterpenos. De posse desses padrdes,
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resultado das investigagdes e isolamentos realizados com os 6leos de
copaiba pelo grupo de pesquisas, procedeu-se o estudo de diversos
sistemas por HPTLC. Para otimizar as andlises dos biomarcadores
da copaiba, foram pesquisadas diferentes condicdes de saturacio e
ativacd@o das placas cromatograficas, de insercdo das amostras e de
composi¢do de fase movel. Encontradas as condi¢des 6timas, os Rf
dos biomarcadores tendo sido obtidos, buscou-se entre dezenas de
substancias mais facilmente acessiveis comercialmente, o padrdo
de comparag¢@o mais eficiente, que eluisse em regido diferente dos
biomarcadores, evitando sobreposi¢oes (resultados ndo apresentados).
Com o padrio definido para relacionar seu Rf aos dos biomarcadores
terpénicos, procedeu-se os estudos analiticos de repeticdo e variacio
das concentragdes.

Caracterizacio quimica dos biomarcadores da oleoresina de
copaiba por HPTLC

Os dcidos copdlico (250 pg mL "), hidréxi-copélico, (100 ug mL™),
acetoxi-copdlico (100 ug mL™1), agdtico (100 ug mL"), hardwickiico
(100 pg mL"), polidltico (250 ug mL") e o 6xido de cariofileno
(100 pg mL") foram analisados individualmente por HPTLC nas
diferentes concentracdes, volume de aplicagdo, sistemas de eluicio
e revelacdo para a caracterizacio de seus fatores de retencio (Rf),
otimizando as condi¢des de eluicdo que permitissem sua separacio
com resolugdo superior a 2,0. Diversos sistemas eluentes foram tes-
tados, solventes simples, misturas bindrias e terndrias, assim como
vérios sistemas de visualiza¢@o. Obtidas as condicdes 6timas, todos
os padrdes foram reunidos, formando o que foi chamado de mistura
de padrdes. Somente os dcidos hardwickiico (Rf = 0,40) e polidltico
(Rf = 0,39) apresentaram Rf’s muito préximos, inviabilizando a ca-
racterizagdo adequada por HPTLC desses biomarcadores reunidos.
A composi¢do da fase mdvel que apresentou a melhor separacdo dos
biomarcadores foi constituida por hexano:acetato de etila 7:3, com
volume de aplica¢@o de 10 uLL de cada padrdo. A melhor visualiza¢do
das manchas foi alcangada com a revelagdo em etanol sulftrico a
10%, seguido de aquecimento por 5 minutos e visualizacdo na luz
ultravioleta com comprimento de onda 366 nm (Figura 1).

Apesar da proximidade entre os Rf’s dos dcidos polidltico e
hardwickiico, eles foram mantidos na mistura de padrdes terpénicos,
pois sdo substancias relevantes que podem auxiliar na discriminag¢ao
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das oleoresinas do género Copaifera. Cada oleoresina apresenta
caracteristicas especificas de sua espécie e, portanto, apenas em
alguns casos, como em C. duckei Dwyer e C. guianensis Desf. sdo
relatadas a presenca mutua dos dcidos polidltico e hardwickiico em
concentragdes muito préximas.”* No entanto, o polidltico ¢ o 4cido
diterpénico presente em maior concentragdo nos 6leos de C. officinalis
(Jacq.) L.** e nos 6leos de C. lucens Dwyer, com 11,0% e 70,0% de
concentracdo relativa, respectivamente. Por outro lado, o hardwickiico
é um dos principais dcidos diterpénicos detectados nas oleoresinas
de C. langsdorffii Desf., C. cearensis Huber ex Ducke e C. reticulata
Ducke.? A presenga dos dois biomarcadores na mistura de padrdes
terpénicos mostra claramente suas similaridades quimicas e os
cuidados a serem tomados na caracterizagdo dos dcidos polidltico
e do hardwickiico, evitando conclusdes precipitadas. Ha relatos
que indicam o polidltico como constituinte dcido majoritdrio em
C. officinalis (Jacq.) L. (11,69%)**e curiosamente também hé relatos
para a mesma espécie sugerindo o hardwickiico como o dcido presente
em maior concentragio.”

As andlises iniciais dos biomarcadores inclufram o B-cariofileno
e o0 4cido caurendico. Entretanto, dificuldades na coeluicdo com o
dcido copdlico nas andlises em HPTLC, dificultaram a utilizag¢ao
do 4cido caurendico nesse experimento. A baixa absorcdo do
[-cariofileno no ultravioleta e a limita¢do de massa dos dcidos co-
pélico e hardwickiico, inviabilizaram a utiliza¢do do B-cariofileno
na mistura de padrdes para a caracteriza¢do quimica dos biomarca-
dores por HPTLC (Figura 1). Apesar do B-cariofileno ndo constar
na mistura de padrdes, o desenvolvimento da curva analitica para
esse biomarcador foi realizado com éxito. Por se tratar do principal
biomarcador terpénico detectado nos dleos de copaiba, sua caracte-
rizacdo através do Rf € de grande relevancia e aplicacdo. A mistura
de padrdes possibilitou identificacdes preliminares rapidas, sem a
necessidade do isolamento. Apesar da boa resolu¢do observada no
cromatograma obtido por HPTLC, as similaridades estruturais de
alguns biomarcadores podem resultar em coeluig¢des, como ocorreu
com os dcidos caurendico e copdlico (ndo apresentado) e hardwi-
ckiico e polidltico (Figura 1). No entanto, obviamente esta mistura
de padrdes ndo estd disponivel aos pesquisadores/empresas que
realizam os ensaios de controle de qualidade dos 6leos de copaiba
para certificagdo de qualidade e detecgdo de adulteragdes, sendo
necessdria a adicdo de um padrdo para comparagao.

Rf: 0,39
4

Polialtico AcO-copdlico Agatico OH-copdlico

Figura 1. Perfil cromatogrdfico dos principais biomarcadores terpénicos detectados em éleos de copaiba (Copaifera sp) por HPTLC
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Fator de retencao relativo - Rfy

Entre diversos padrdes de flavonoides, esteroides, derivados
de 4cido benzoico, 4cidos graxos e terpenos que foram analisados
com relagdo ao seu fator de retencido em condicdes proximas aquela
que permitiu a observacdo dos principais biomarcadores dos 6leos
de copaiba, o 6xido de linalol foi a substancia que se mostrou mais
adequada em termos de polaridade, estabilidade e repetibilidade das
andlises.

Vidrios padrdes foram experimentados para o desenvolvimento do
fator de retencao relativo (Rfy). Entre os padrdes utilizados, muitos
foram descartados por sua baixa polaridade e outros por coeluirem
com os biomarcadores terpénicos presentes nos 6leos de copaiba. O
benzoato de benzila e o caempferol sdo alguns dos padrdes testados
para o desenvolvimento das curvas analiticas. No entanto, apesar
do benzoato de benzila interagir menos com a fase estaciondria e
apresentar melhor banda em relag@o ao 6xido de linalol, ele coeluiu
com o 6xido de cariofileno, inviabilizando sua utilizag¢do, além de
apresentar uma baixa absorcdo na detec¢do por radiagdo na regido
do ultravioleta. A alta polaridade do caempferol contribuiu para
fortes interagdes com a fase estaciondria, inviabilizando também sua
utilizacdo. Apesar do 6xido de linalol apresentar pequenas interacoes
com a fase estaciondria, ele ndo apresentou coeluicdo com nenhum
dos biomarcadores presentes nos 6leos de copaiba.

Estabelecendo o fator de retenc¢io do 6xido de linalol, o fator de
retencdo relativa dos biomarcadores de copaiba € obtido dividindo
seus valores pelo valor do fator de retengdo do 6xido de linalol
(Figura 2). Assim, as substincias que eluem mais no sistema croma-
tografico otimizado, mais apolares, e que eluiram mais que o 6xido
de linalol, possuem fator de retengdo relativo a ele maiores que 1.
Isso ocorreu para o B-cariofileno e seu 6xido. O fator de retengdo
relativo do préprio 6xido de linalol tem que ser 1,00. J4 os dcidos
carboxilicos diterpénicos, mais polares que o padrdo e que ficaram
mais retidos, eluindo menos, todos com valores de Rf menor, tiveram
Rf, menores que 1.

O experimento foi conduzido com o desenvolvimento da curva
analitica dos biomarcadores em relacdo ao 6xido de linalol, con-
forme detalhado na Figura 1S (Material Suplementar). A selecéo
das concentragdes do 6xido de linalol para o desenvolvimento da
curva analitica foi baseada em estudos preliminares, que incluem o
desenvolvimento de 9 placas feitas no HPTLC em 7 concentragdes,
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Figura 2. llustracdo prdtica da aplicagdo do fator de retengdo relativo (Rfy)
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para otimizagdo das condi¢des de andlise. As curvas analiticas foram
obtidas pelo desenvolvimento de 10 placas cromatogréficas obtidas
no HPTLC, sob as mesmas condig¢des instrumentais (40, 70, 100,
250, 750,1000 pg mL™"), gerando um total de 60 medi¢des do Rfy
para cada biomarcador terpénico. As curvas analiticas foram obtidas
através de uma regressao linear em funcdo do logaritmo neperiano
(Ln) do 6xido de linalol, cuja expressdo matemadtica € descrita por

Y(x) = a + b*Ln(x) @))]

em que Y (x) representa o Rfy do biomarcador e x a concentracdo do
6xido de linalol. Para cada curva, o coeficiente de explicac@o, R?, ob-
tido foi sempre maior que 99%, indicando que a variagdo na concen-
trac@o do 6xido de linalol € suficiente para explicar a variagao no Rfy
dos biomarcadores. Em valores absolutos, o coeficiente de correlagao,
1, foi maior que 0,996, sugerindo uma excelente relagdo log-linear
(Material Suplementar, Tabela 1S). A significdncia da regressio
mostrou-se forte (valor p < 0,01) para todos os padrdes terpénicos.
A homocedasticidade dos residuos e a auséncia de outliers também
foram verificados, respectivamente, através do teste de Breush-Pagan
e da andlise dos residuos padronizados (Material Suplementar, Figuras
2S e 3S), evidenciando um bom ajuste da equacao (1).

A metodologia desenvolvida (Rfy ) possibilitou identificacdes
rapidas e confidveis (CV < 2%) por meio da HPTLC, que pode ser
facilmente adaptada a TLC, que € uma técnica simples, de baixo custo,
facil manuseio e acessivel a maioria dos laboratérios de produtos
naturais. A obten¢do do Rfj corresponde a andlises preliminares,
que inicialmente dispensam a utiliza¢@o de técnicas onerosas como a
GC-MS e HPLC-MS. Sob as condig¢des experimentais desenvolvidas
neste trabalho (concentra¢do do padrdo de referéncia e sistema de
elui¢do), € possivel usar o 6xido de linalol como padrio para realizar
identificacdes rdpidas em 6leos de copaiba.

Como resultado das andlises pode-se sugerir para a deteccdo dos
biomarcadores dos 6leos de copaiba que uma andlise por HPTLC seja
realizada com o 6leo e com o padrao de referéncia, o 6xido de linalol,
no intervalo de concentragdes avaliadas (40 ug mL™" - 750 ug mL™).
Ap6s a obtengdo do Rfy que consiste na simples razdo do biomar-
cador em relagdo ao 6xido de linalol, basta consultar a Tabela 1 e
associar os valores de Rfy. Essa tabela foi desenvolvida para auxiliar
a rapida identificagdo dos biomarcadores de copaiba. Através dela,
sugerimos a utilizac¢do dos limites inferiores e superiores dos Rfy de
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Tabela 1. Limites de predicdo do Rf;; para identificacdo de biomarcadores terpénicos em dleos de copaiba (Copaifera-sp) de acordo com a concentracdo do

oxido de linalol

Concentrzhgﬁo B-cariofileno Oxido cariofileno  Acido copélico  Acido polidltico Acido E}?etéXi_ Acido agdtico Acido l,li.dré)(i_
(ug.mL") copdlico copalico
50 [1,671-1,678] [1,451 - 1,462] [0,876 - 0,882] [0,705 - 0,711] [0,537 - 0,541] [0,326 - 0,329] [0,183 - 0,185]
100 [1,663 - 1,669] [1,442 - 1,452] [0,870 - 0,877] [0,701 - 0,706] [0,533 - 0,537] [0,324 - 0,327] [0,182-0,183]
150 [1,658 - 1,664] [1,437 - 1,447] [0,867 - 0,873] [0,698 - 0,703] [0,531 - 0,535] [0,323 - 0,325] [0,181-0,183]
200 [1,655 - 1,661] [1,433 - 1,443] [0,865 - 0,871] [0,696 - 0,701] [0,530 - 0,534] [0,322 - 0,324] [0,181-0,182]
250 [1.652 - 1.658] [1,430 - 1,440] [0,863 - 0,869] [0,695 - 0,700] [0,529 - 0,533] [0,321 - 0,324] [0,181 - 0,182]
300 [1,650 - 1,656] [1,428 - 1,438] [0,861 - 0,868] [0,693 - 0,699] [0,528 - 0,532] [0,321 - 0,23] [0,180 - 0,181]
350 [1,648 - 1,654] [1,426 - 1,436] [0,860 - 0,866] [0,692 - 0,698] [0,527 - 0,531] [0,320 - 0,323] [0,180 - 0,181]
400 [1,646 - 1,652] [1,424 - 1,434] [0,859 - 0,865] [0,691 - 0,697] [0,526 - 0,530] [0,320 - 0,322] [0,180 - 0,181]
450 [1,645-1,651] [1,422 - 1,432] [0,858 - 0,864] [0,691 - 0,696] [0,526 - 0,530] [0,320 - 0,322] [0,179 - 0,181]
500 [1,643 - 1,650] [1,421 - 1,431] [0,857 - 0,863] [0,690 - 0,695] [0,525 - 0,529] [0,319 - 0,322] [0,179 - 0,181]
550 [1,642 - 1,649] [1,420 - 1,430] [0,856 - 0,863] [0,689 - 0,695] [0,525 - 0,529] [0,319 - 0,321] [0,179 - 0,180]
600 [1,641 - 1,648] [1,418 - 1,429] [0,856 - 0,862] [0,689 - 0,694] [0,524 - 0,528] [0,319 - 0,321] [0,179 - 0,180]
650 [1,640 - 1,647] [1,417 - 1,428] [0,855 - 0,861] [0,688 - 0,694] [0,524 - 0,528] [0,318 - 0,321] [0,179 - 0,180]
700 [1,639 - 1,646] [1,416 - 1,427] [0,854 - 0,861] [0,688 - 0,693] [0,523 - 0,528] [0,318 - 0,320] [0,179 - 0,180]
750 [1,638 - 1,645] [1,415 - 1,426] [0,854 - 0,860] [0,687 - 0,693] [0,523 - 0,527] [0,318 - 0,320] [0,179 - 0,180]

cada biomarcador de acordo com a concentragdo do 6xido de linalol,
de modo que se o Rfy da substancia de um 6leo de copaiba qualquer
estiver entre os limites especificados na tabela, € possivel sugerir a
identidade do respectivo biomarcador.

Os valores de Rf, apresentados na Tabela 1 foram desenvolvidos
a partir das curvas analiticas dos biomarcadores terpénicos em fun-
¢do da concentracdio do 6xido de linalol. No desenvolvimento das
curvas analiticas, observou-se um leve aumento nos valores de Rf’s
obtidos para o 6xido de linalol com o aumento da sua concentracao.
Foi observado que quanto maior a sua concentracio, maior foi sua
intera¢do com a fase estaciondria, contribuindo para o espalhamento
da banda, e consequentemente para o aumento da distancia central
da mancha. Como o Rf} consiste na razdo entre o Rf do biomarcador
terpénico pelo Rf do 6xido de linalol [Rfy = (Rfy;omarcador/ Rfo. Linaio) 1>
a medida que a concentracio do 6xido de linalol aumenta, o Rf; do
biomarcador terpénico ird diminuir.

Aplicacido do método

A metodologia desenvolvida para caracterizacdo dos biomar-
cadores terpénicos por meio do fator de retencio relativo (Rfy) foi
aplicada a trés espécimes de 6leos de Copaifera multijuga. Os 6leos
de copaiba (1 mg mL"') e o 6xido de linalol (100 pg mL") foram
aplicados (10 pL) nas placas de HPTLC sob as mesmas condi-
¢bes cromatogréficas. O B-cariofileno [Rfy = (0,78/0,47 = 1,659)],
o 6xido de cariofileno [Rfy = (0,68/0,47 = 1,447)], o acido
copdlico [Rfy = (0,41/0,47 = 0,872)] e o acetoxi-copdlico
[Rfy = (0,25/0,47 = 0,532)] foram caracterizados satisfatoriamente
pelo fator de reteng@o relativo (Figura 3). Os resultados obtidos para
os valores de Rf;, de cada biomarcador nas oleoresinas foram compa-
rados com os limites de predi¢do a 95% de confianca, disponiveis na
tabela 1, a 100 ug mL"' do 6xido de linalol. A principal caracteristica
dos dleos de C. multijuga é a presenga majoritaria do B-cariofileno
(Rf = 0,78) entre os sesquiterpeno, e do acido copdlico (Rf = 0,41),
entre os diterpenos. Além do B-cariofileno, seu 6xido (Rf = 0,68) tam-
bém é relatado em concentragdes varidveis nos 6leos dessa espécie.!”

O 4cido copalico € o principal diterpeno detectado nos dleos de

C. multijuga. Entretanto, seus derivados, os dcidos acetoxi-copdlico
(Rf=0,25) e hidréxi-copdlico, sao frequentemente relatados para os
6leos dessa espécie.!” Os principais biomarcadores terpénicos dos
6leos de C. multijuga foram caracterizados com &xito, mostrando a
grande aplica¢do do desenvolvimento do Rf; em 6leos de copaiba
por HPTLC.

Rf: 0,78
Rf: 0,68
=2

Rf: 0,78 Rf: 0,78
*Rf: 068 TRf 0,68
¢ ¥

Rf: 0,47
Rf:041 RfE041 Rf:041 4
£l + +

Rf:0,25 Rf:025 Rf.0,25
+ e +

Figura 3. Caracterizagdo quimica do S-cariofileno (Rf = 0,78), oxido de ca-
riofileno (Rf = 0,68), dcido copdlico (Rf = 0,41) e acetoxi-copdlico (Rf = 0,25)
nos oleos de C. multijuga, através do Fator de retengdo relativo (Rfy) ao oxido
de linalol (100 ug mL")

A metodologia desenvolvida mostrou-se uma excelente alterna-
tiva para a caracterizagdo dos biomarcadores dos dleos de C. mul-
tijuga, principalmente dos acidos diterpé€nicos, que sdo obtidos por
isolamento em bancada e usualmente ndo estdo disponiveis comer-
cialmente. Além disso, a utilizacdo do Rf; dispensa a derivatizagio
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das oleoresinas, que € uma etapa obrigatdria nas andlises por croma-
tografia a gds e posterga a utilizagdo de técnicas dispendiosas como
a HPLC, possibilitando a rdpida caracterizagdo dos biomarcadores.
Nao obstante, o Rfy, pode ser aplicado as demais oleoresinas do género
Copaifera para caracterizacio de seus biomarcadores terpénicos.

CONCLUSAO

O desenvolvimento da metodologia empregando o fator de re-
tengdo relativo (Rfy) por HPTLC € descrito pela primeira vez para
caracterizagao de biomarcadores em 6leos de copaiba. A metodologia
empregando o (Rfy) ao 6xido de linalol mostrou-se uma excelente
estratégia, de aplicag@o prdtica e util no cotidiano do quimico de
produtos naturais, por se tratar de um padrdo comercial de facil acesso
e baixo custo. A metodologia proporciona identificagdes rdpidas e
confidveis (CV<2%), sem a necessidade do isolamento, possibilitan-
do a caracterizacdo dos constituintes quimicos e diferenciagdo entre
os diversos dleos de copaiba.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As curvas analiticas obtidas no desenvolvimento do fator de
retencdo relativo (Rfy), os pardmetros das curvas e os graficos da
andlise de residuos para ajustes destas curvas estdo disponiveis em
http://quimicanova.sbq.org.br, em formato pdf, com acesso livre.
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