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CHEMICAL CONSTITUENTS OF THE FRUITS OF Copaifera langsdorffii Desf. Phytochemical investigation of the hexane extract
of fruit shells of Copaifera langsdorffii Desf. (Caesalpinioideae) afforded ent-kaur-16-en-19-oic acid, polyalthic acid, nivenolide and
the mixture of caryophyllene oxide and ent-kaur-16-en-19-oic acid. The chloroform extract of unripe seeds led to the isolation of
coumarin and the GC/MS analysis of the extract allowed the identification of 81.8% of the fatty acid composition after hydrolysis

followed by methylation. The main fatty acid identified was oleic acid (33.1%). The isolation of all secondary metabolites was

accomplished by modern chromatographic methods and the structure determination was accomplished by spectrometric methods

(IR, MS, NMR 'H and °C).
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INTRODUCAO

Copaifera langsdorffii Dest é uma drvore da familia Leguminosae
(Caesalpinioideae) conhecida popularmente por copaiba, pau-d’dleo,
poddi, cupatba e cupitiva.! As plantas do género Copaifera encon-
tram-se distribuidas na Africa e em regides tropicais e subtropicais
da América do Sul principalmente no Brasil, Venezuela, Guianas e
Colombia. No Brasil sdo encontradas principalmente nos estados do
Pard e Amazonas.” Estas plantas fornecem o 6leo-resina de copaiba,
também conhecido por balsamo de copaiba, por exsudacio do tronco,
principalmente de C. reticulata (copaiba marimari), C. officinalis
(copaiba verdadeira) e C. langsdorffii (copaiba vermelha),"** cujo
interesse se deve ao seu variado uso na medicina popular, principal-
mente como cicatrizante e antiinflamatério.!

Embora atualmente sejam descritas 72 espécies de Copaifera,’
apenas 17 apresentam registros na literatura sobre seus estudos qui-
micos, em sua maioria referentes ao 6leo-resina de C. langsdorffii e
espécies de Copaifera nao identificadas (Copaifera sp).>®

Poucas citagdes foram encontradas na literatura relacionadas com
o fruto da copaiba, sendo destacados os relatos sobre dcidos graxos
e cumarinas presentes nas sementes. O primeiro relato de cumarinas
nas sementes foi citado para C. salikuonda Heck, do Sul da Africa
Ocidental.” A presenga de compostos cumarinicos de C. langsdorffii
foi descrita pela primeira vez por Mors e Monteiro, que obtiveram
0,65% da cumarina (1) e identificaram a umbeliferona nos extratos
etéreos das sementes desta espécie.” A identificacao dos dcidos graxos:
palmitico (24,9%), oleico (35,3%), linoleico (35,7%), araquidico
(1,1%) e beénico (3,0%) presentes nas sementes de Copaifera sp
foi relatada por Maia er al..® Nas sementes de C. langsdorffii foram
identificados amildides xiloglucénicos’ e nos cotilédones foram
encontrados polissacarideos.!”

Os estudos quimicos e farmacoldgicos dos 6leos essenciais dos
frutos e das cascas dos frutos de C. langsdorffii em estudo foram
descritos em relatos anteriores. Os constituintes principais identifi-
cados para o 6leo essencial dos frutos foram: y-muuroleno (29,8%)
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e B-cariofileno (14,8), enquanto que para o 6leo das cascas dos frutos
o constituinte principal era o 6xido de cariofileno (47,3%).5'" As
atividades antinociceptiva e antiinflamatéria do 6leo essencial das
cascas dos frutos foram descritas por Paiva et al..'

Embora os relatos da literatura referentes a copaiba mostrem a
importancia do estudo do dleo-resina devido as propriedades tera-
péuticas ja descritas, € necessdrio que outras partes da planta sejam
avaliadas, com o objetivo de verificar se hd semelhanca entre as
composicdes quimicas do 6leo-resina e de outras partes da planta. O
presente trabalho descreveu a metodologia e os resultados obtidos
no estudo dos constituintes quimicos dos frutos de C. langsdorffii
coletados na Chapada do Araripe — Crato - CE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatogréfico das sementes verdes de Copai-
fera langsdorffii resultou no isolamento de uma substancia sélida
incolor identificada como cumarina 1 através dos dados de IV, RMN
e EM e comparagdo com os dados da literatura.”* Segundo Mayer,*
esta cumarina € fator importante na dorméncia das sementes, ja que é
inibidora natural da germinag¢@o. Sendo assim, a medida que a semente
amadurece, a cumarina € metabolizada até que o seu teor diminua,
favorecendo a quebra da dorméncia e a germinagéo das sementes.'*!3

Os 4cidos graxos do extrato cloroférmico das sementes maduras
de C. langsdorffii foram identificados a partir da andlise por CG-EM
dos seus respectivos ésteres metilicos obtidos por metilagdo com
diazometano.' O cromatograma apresentou 18 picos, cujos espectros
de massa foram comparados com os espectros de massa fornecidos
pelo banco de dados do equipamento e por comparacao visual com
espectros de massa encontrados na literatura,'® resultando na identi-
ficacdo de 11 4cidos graxos, 81,8% do total (Tabela 1).

O 4cido graxo insaturado 9,12-octadecadiendico (é4c. linoleico)
descrito na literatura mostrou ser mais abundante para as sementes
de Copaifera sp (35,7%)® que para as sementes de C. langsdorffii
(2,6%) neste estudo, enquanto que os teores dos dcidos hexadecandico
(20,2%) e 9-octadecendico (33,1%) de C. langsdorffii apresentaram-
se compativeis com os descritos na literatura para Copaifera sp: 24,9
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Tabela 1. Composicio dos dcidos graxos do extrato cloroférmico
das sementes de C. langsdorffii

Acido graxo Tempo de Percentagem

retencdo® (%)
octandico (caprilico C8:0) 7,7 1,9
decandico (cdprico C10:0) 9,5 1,8
hexadecandico (palmitico C16:0) 14,9 20,2
9,12-octadecadiendico (linoleico C18:2) 16,8 2,6
9-octadecendico (oleico C18:1) 17,0 33,1
octadecandico (estearico C18:0) 17,3 7,0
cis-11-eicosendico (gondico C20:1) 19,1 1,7
eicosandico (araquidico C20:0) 19,5 2,7
docosandico (beénico C22:0) 21,5 3,6
tetracosandico (lignocérico C24:0) 234 5,7
hexacosandico (cerético C26:0) 25,2 1,5
Total - 81,8

“Tempo de reten¢do (min) em coluna OV-5

e 35,3%, respectivamente.

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico das cascas dos
frutos de C. langsdorffii resultou no isolamento e identificacdo de trés
acidos diterpénicos: dcido caurendico 2, dcido polidltico 3 e nivenolideo
4, bem como da mistura do acido caurendico e 6xido de cariofileno.

O espectro de RMN 'H de 2 apresentou um singleto largo em J,
2,64 (1H) indicativo de hidrogénio alilico, ligado ao carbono C-13,
caracteristico de diterpenos de esqueleto do tipo caureno. Este tipo
estrutural foi confirmado pelos sinais caracteristicos dos hidrogénios:
H-18 (8, 1,24; s; 3H), H-20 (3, 0,90; s; 3H), H-17 (5, 4,80; s; 1H)
e H-17 (5, 4,74; s; 1H).

No espectro de RMN "Cde 2 o sinal em . 184.9 foi relacionado
ao grupo carboxila e os sinais em 8 156,2 e 103,5 permitiram confir-
mar a presenga da liga¢@o dupla exociclica do esqueleto caureno. Os
dados obtidos por RMN de 2 mostraram-se de acordo com os dados
registrados na literatura para o dcido caurendico, citado como um dos
principais constituintes do éleo-resina de copaiba.’

No espectro de RMN 'H de 3, trés singletos caracteristicos de
anel furnico monossubstituido foram observados em §, 7,35 (H-
15); 7,21(H-16) e 6,27(H-14). Os sinais em SH 4,89 e 4,61 foram
relacionados com hidrogénios metilidenos da ligacdo dupla exociclica
(H-17). O espectro de RMN BC de 3 mostrou um sinal em & 1854,
caracteristico de carboxila, além dos sinais em 0 148,1; 125,8 ¢ 107,4
evidenciando a presenca de anel furdnico B-monossubstituido.

Com os dados obtidos e comparacdo com dados da literatura'®
foi possivel propor que 3 se tratava de um diterpeno furdnico de
esqueleto labdano conhecido como 4cido polidltico, ja isolado de
outras espécies de Copaifera.'**

O espectro de RMN 'H de 4 mostrou dois singletos em 8 4,91 e
4,63 relacionados aos hidrogénios metilidénicos (H-17) da ligacdo
dupla exociclica, bem como, os singletos em 8 1,18 e 0,75, relativos
aos hidrogénios metilicos H-19 e H-20, respectivamente, caracteris-
ticos de esqueleto labdanico. Os sinais em & 7,12 (1H) e 4,80 (2H),
foram atribuidos aos hidrogénios H-14 e H-15 de um butenolideo
a-substituido. Comparacio dos dados obtidos com os dados da litera-
tura relatados para o 6leo-resina de copaiba® permitiu a caracterizagdo
deste composto como o nivenolideo 4.%!

Relatos anteriores para o género Copaifera mostraram que 0s
acidos diterpénicos caurendico, polidltico e nivenolideo, bem como
o sesquiterpeno 6xido de cariofileno sdo constituintes do 6leo-resina
de copaiba.>® Este € o primeiro relato destes compostos nas cascas
dos frutos do género Copaifera.
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PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio e procedimentos experimentais

Os espectros na regido do IV foram obtidos em espectrometro
Perkin Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 da central analitica do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica-UFC utilizando
pastilhas de KBr. Os espectros de RMN 'H e RMN "*C foram obtidos
em espectrometros Brucker Avance DPX — 300 e DRX-500 operando
na freqiiéncia de hidrogénio-1 a 300,13 MHz e a 500,13 MHz e na
freqiiéncia do carbono a 75,47 MHz e a 125,75 MHz, respectivamente.
Os experimentos unidimensionais de RMN *C foram efetuados sob
desacoplamento total de hidrogénios. As amostras foram dissolvidas
em 0,5 mL de CDCI, e acondicionadas em tubos de RMN de 5 mm.
Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhéo
(ppm) e referenciados para RMN 'H pelo pico do hidrogénio perten-
cente a fragio de cloroférmio nio deuterada (8 7,27) e para RMN "*C
pelo pico central do tripleto em & 77,0 do cloroférmio deuterado. O
padrio de hidrogenagio dos carbonos em RMN *C foi determinado
a partir da utilizagdo da técnica DEPT com o angulo de nutagdo (0)
de 135°. Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho de
microdeterminagdo MQPAF — 301 (Microquimica) provido de placa
aquecedora modelo FP — 52 e unidade de controle FP — 5. Os espec-
tros de massa dos ésteres metilicos dos dcidos graxos foram obtidos
em espectrometro de massa Hewlett-Packard, modelo HP - 5971A,
acoplado a cromatdgrafo gas-liquido, modelo HP - 5890A série 11
(CGL-EM), provido de coluna capilar DB-5 (dimetilpolissiloxano)
com 30,0 m de comprimento; 0,25 mm de didmetro interno e filme
de 0,1 um, utilizando um gradiente de aumento de temperatura do
injetor de 35 a 180 °C/4 °C/min e 180 a 280 °C/20 °C/min.

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram realizadas em
colunas de vidro de comprimentos e didmetros variados com gel de
silica 60 (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh) Vetec como fase estaciona-
ria. Para as cromatografias em camada delgada analitica (CCD) foram
utilizadas laminas de vidro contendo gel de silica 60 GF,,, Fluka
(Kiesegel) com indicador de fluorescéncia (254 nm). A revelagao
das placas CCD foi feita pela exposi¢do das mesmas a ldmpada de
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Figura 1. Estruturas das substdncias isoladas dos frutos de Copaifera
langsdorffii
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irradiagdo na faixa do ultravioleta (UV), com dois comprimentos de
onda (312 e 365 nm). Apds pulverizagdo das placas com solugio de
vanilina e dcido percldérico em etanol, as mesmas foram aquecidas
por 5 min em placa aquecedora a aproximadamente 100 °C.

Material vegetal

Os frutos de Copaifera langsdorffii selecionados para estudo
foram coletados na localidade de Barreiro Grande—Crato, Ceara. A ex-
sicata da planta encontra-se depositada no Herbdrio Prisco Bezerra do
Departamento de Biologia da UFC, registrada sob niimero 24.461.

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

As sementes verdes (469,0 g) de C. langsdorffii foram moidas e
extraidas com hexano a frio, obtendo-se 11,0 g (2,3%) de uma mistura
heterogénea de um 6leo amarelo-escuro e um sélido branco que ,
apos recristalizagio em hexano e filtragdo, forneceu 1,9 g (17%) de
um soélido incolor, identificado como a cumarina 1 [S6lido cristalino
incolor, p.f. 67.5-67.7 °C]."* As sementes maduras (239 g) forneceram
18,7 g (7,8%) de extrato ap6ds terem sido moidas e extraidas com
cloroférmio por sohxlet. Uma aliquota de 1,0 g deste extrato foi
submetida a hidrélise alcalina com 603 mg de KOH dissolvidos em
9 mL de etanol, sob refluxo por 4 h, seguindo a metodologia descrita
por Matos.”?> Os dcidos graxos obtidos (758 mg) foram metilados
com diazometano, analisados por CGL-EM e identificados a partir
da compara¢@o dos espectros de massa de seus respectivos ésteres
metilicos com dados da literatura.'®

As cascas dos frutos (810 g) secas e moidas foram submetidas a
extragdo com hexano utilizando o aparelho de sohxlet para extracio
a quente. O extrato hexanico foi concentrado em evaporador rotatdrio
sob pressdo reduzida resultando num extrato amarelo escuro (CFC-H;
175,7 g; 21,7%).

Uma aliquota de 162,8 g de CFCH foi fracionada através de colu-
na filtrante com gel de silica resultando nas fracdes: hexanica (CFCH-
H; 36,1 g; 22,2%), cloroférmica (CFCH-C; 69,3 g; 42,6%), acetato
(CFCH-A; 43,2 g; 26,5%) e metandlica (CFCH-M; 3,2 g; 2,0%). A
fragdo CFCH-H foi submetida a tratamento cromatografico com gel
de silica e eluida inicialmente com hexano, seguido de misturas bina-
rias de hexano:acetato de etila em gradiente de polaridade crescente.
As fragdes obtidas foram reunidas de acordo com suas semelhancas
observadas por CCD. A fracao 7-8 (360 mg) eluida com hexano foi
recromatografada sobre gel de silica e eluida com os solventes hexano
e acetato de etila puros e suas misturas bindrias em ordem crescente de
polaridade, resultando no isolamento do dcido caurenéico 2 (23,5 mg)
[Sélido cristalino incolor, p.f. 178,1-179,7 °C]. A fragdo 9-10 (200
mg) eluida com hexano:acetato de etila 90:10 foi identificada como
uma mistura do dcido caurendico e 6xido de cariofileno 5. A fragdo
16 (300 mg) eluida com hexano:acetato de etila 90:10 foi analisada
por RMN 'H e *C e caracterizada como o dcido polidltico 3 [Sélido
branco amorfo, p.f. 98,5-99,8 °C].% Parte da fragdo CFCH-C (10 g)
foi cromatografada em coluna cromatografica sobre gel de silica e
eluicdo isocratica com hexano:acetato de etila 90:10, resultando no
isolamento dos diterpenos dcido polidltico 3 (150 mg) e nivenolideo
4 (18 mg) [Sdlido branco amorfo].®
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