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RESUMO: O 6leo-resina de copaiba é conhecido desde o inicio da coloniza¢do do Brasil e continua
sendo amplamente utilizado na medicina popular como cicatrizante, anti-inflamatdrio das vias urinais,
em infeccOes pulmonares, antisséptico, antitumoral, e como agente para tratar doencas de pele, entre
outras. No entanto, ainda hoje, este produto natural ndo vem sendo submetido a um adequado controle
de qualidade. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a autenticidades de
6leos-resina de copaiba comerciais utilizando métodos analiticos convencionais e comparagdo com
dados de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e de ressonancia magnética
nuclear. Apoés a realizagdo de varios métodos analiticos convencionais, observou-se contradicdo entre
0s mesmos. Os dados de indices de acidez e de éster indicavam que todas as amostras estavam
adulteradas com 6leo graxo. No entanto, ao estudar o perfil cromatografico, em CCD, para nenhuma
amostra de 6leo-resina de copaiba observou-se manchas caracteristicas de ésteres graxos. Esses dados
foram comprovados por CG-EM, onde ndo observou-se nenhum composto com espectro de massas
caracteristicos de ésteres graxos. Conclui-se que a utilizagdo de um Unico método para verificar a
adulteracdo de 6leos-resina de copaiba é uma prética inviavel devido a grande diversidade quimica que
este produto natural apresenta.

PALAVRAS-CHAVE: Copaifera spp.; 6leo-resina; controle de qualidade.

INTRODUCAO

O oleo-resina de copaiba é um produto natural extraido por meio de incisdes ou perfuracdes
no caule de arvores do género Copaifera. Este produto natural é conhecido desde o inicio da
colonizacdo do Brasil e continua sendo amplamente utilizado na medicina popular como cicatrizante,
anti-inflamatério das vias urinais, em infec¢fes pulmonares (tosses, bronquites, gripes e resfriados),
antisséptico, antitumoral, e como agente para tratar doencas de pele, nas ulceras (STILLE, 1860;
PARKER, 1854; FLEURY, 1997; VEIGA JR. & PINTO, 2002; ROMERO, 2007). Dos indios, veio o
costume sertanejo de aplica-lo no corte do umbigo dos recém-nascidos, para evitar as afeccdes
tetanicas, conhecidas popularmente por mal de 7 dias (BRAGA, 1960).

Quimicamente, o Oleo-resina de copaiba pode ser definido como uma solucdo de acidos
diterpénicos em um 0Gleo essencial constituido majoritariamente por sesquiterpenos (CASCON &
GILBERT, 2005; ROMERO, 2007). Do ponto de vista biolégico, € um produto de excrecdo ou

desintoxicacdo do organismo vegetal, e funciona como defesa da planta contra animais, fungos e
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bactérias. (VEIGA JR. & PINTO, 2002; ROMERO, 2007). Segundo dados da literatura (LEANDRO,
2012; VEIGA JR. & PINTO, 2002; ROMERO, 2007), foram descritos em Gleos-resina de copaiba
cerca de cem sesquiterpenos e trinta e sete diterpenos, desconsiderando duplicidades ocasionadas
devido ao uso de nomes IUPAC e usual. Varios desses compostos tiveram suas atividades biol6gicas
e/ou farmacoldgicas comprovadas cientificamente, tais como a atividade antiinflamatoria e inseticida
do p-cariofileno, atividade antifungica do 6xido de cariofileno, atividade antitumoral do &cido
hardwickiico, atividade antitripanossdmica do acido copélico, entre outras (LEANDRO, 2012; VEIGA
JR. & PINTO, 2002).

Apesar de todas as atividades bioldgicas e farmacoldgicas associadas aos Oleos-resina de
copaiba, ainda hoje, este produto natural ndo vem sendo submetido a um adequado controle de
qualidade. Uma adulteragdo comum do 6leo-resina de copaiba é adicionar produtos de menor valor
agregado, com o objetivo de diluicdo. Muitos intermediarios na comercializagdo do 6leo-resina de
copaiba, assim como alguns laboratdrios farmacéuticos, misturam alcool, 6leo diesel, 6leo vegetal
comestivel e banha animal para a diluicdo deste produto natural (VEIGA JR. & PINTO, 2002).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a autenticidades de éleos-
resina de copaiba comerciais utilizando métodos analiticos convencionais e comparacdo com dados de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e de ressonancia magnética nuclear.

PARTE EXPERIENTAL
Amostras de dleo de copaiba

Neste trabalho utilizou-se trés amostras de Oleo-resina de copaiba e uma de balsamo de
copaiba adquiridos de empresas que comercializam estes produtos naturais nacionalmente, assim
como de farméacias de Campo Mourdo - PR.

—  Oleo-resina de copaiba (Copaifera spp.) adquirido da empresa MAPRIC;

—  Oleo-resina de copaiba (Copaifera spp.) adquirido da empresa RIKEN;

— Bélsamo de copaiba (Copaifera spp.) adquirido da empresa RIKEN;

—  Oleo-resina de copaiba (Copaifera officinalis) adquirido da empresa FERQUIMA,;

— Oleo de copaiba, comercializado pela empresa For Export, adquirido em farmacias de

Campo Mouréo;
—  Oleo de copaiba, comercializado pela empresa Farmax, adquirido em farmacias de Campo

Mourao.
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No decorrer do texto sdo utilizados codigos para as amostras de 6leos de copaiba {OC-1,
0OC-2, OC-3, OC-4, OC-5 e OC-6} que ndo tem qualquer relacdo com a ordem das amostras aqui

apresentadas.

Meétodos gerais

Os indices de refracdo foram determinados em um refratdmetro tipo Abbé, manufaturado pela
Optronics Inc., em funcdo da luz de sédio no comprimento de onda de 589,3 nm (raia D) e a
temperatura ambiente. A calibracdo do aparelho foi feita com &gua destilada, cujo indice de refracéo

foi de 1,33051 a 33°C. O indice de refracdo foi ajustado para 20°C utilizando o seguinte o fator de

n2=n (At x0,00045)

corregdo: ' P observado T

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas cromatoplacas de aluminio
adsorvidas com silica gel 60 utilizando n-hexano:acetato de etila (9:1) como eluente. A visualizacéo
dos compostos em CCD foi feita por irradiagdo com Iampada de ultravioleta no comprimento de onda
de 254 nm e por pulverizagdo com uma solucdo de anisaldeido [4-metOxi-benzaldeido/acido
sulfurico/acido acético/metanol (1:2:1:100)] e subseqliente aquecimento em uma chapa elétrica.

As andlises de CG-EM foram realizadas empregando-se um cromatégrafo Hewlett Packard
6890, acoplado a um detector seletivo de massas, operando com uma fonte de elétrons com energia de
ionizacdo de 70 eV. O cromatografo operava com coluna capilar de silica fundida do tipo HP-5 (30 m
x 0,25 mm x 0,25 pum). Empregou-se hélio de alta pureza como gas de arraste, com fluxo de 1
mL/min. As analises foram realizadas com injetor operando a 250°C e interface a 280°C. Os volumes
injetados foram de 1 pL de solugdo, sem divisdo de fluxo.

Os espectros de RMN de 'H e **C foram obtidos em espectrometros Gemini 300P-Varian
Instrumentos (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para **C). Os deslocamentos quimicos foram

registrados em &, tomando-se como padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano ou o CDCl..

Procedimento para determinagéo do indice de acidez

Pesou-se cerca de 2 g do 6leo em um erlenmeyer de 125 mL e a seguir adicionou-se 25 ml da
mistura éter etilico:alcool etilico (2:1) acompanhado de agitacdo. Adicionou-se a seguir 2 gotas de
solucdo alcodlica de fenolftaleina e titulou-se com solugdo 0,1 N de hidroxido de sodio até que a
solucdo passasse de incolor para uma coloracdo résea. O indice de acidez (IA) foi calculado pela

equacdo:

3
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V = volume de solucdo de NaOH, em mL, gasto na titulac&o;
N = normalidade da solugdo de NaOH,;

m = massa da amostra em gramas.

Procedimento para a determinacgéo do indice de éster

Pesou-se cerca de 2 g de 6leo em um erlenmeyer, adicionou-se cerca de 5 mL de alcool etilico
com agitacdo e, a seguir, 2 gotas de solucao alcodlica de fenolftaleina 1% e titulou-se com solugéo 0,1
N de hidroxido de sodio até que ocorresse a mudanca da cor da solucio de incolor para résea. A
solucdo resultante da titulacdo adicionou-se 20 mL de solucdo de hidréxido de potassio 4% com uma
bureta. Adaptou-se o erlenmeyer a um condensador de refluxo e aqueceu-se a ebulicdo em banho-
maria por 30 min. Apds resfriamento da solucéo, adicionou-se 2 gotas de solucdo alcoolica 1% de
fenolftaleina, e titulou-se com uma solucdo 0,5 N de HCI até que ocorresse a mudancga de cor da
solucédo de rosea para incolor. Realizou-se uma titulagdo em branco onde estavam presentes todos 0s
reagentes com exce¢do da amostra de dleo. A diferenca entre os dois volumes de solucéo de HCI esta
relacionada com a quantidade hidréxido de potassio gasto na saponificacdo dos ésteres presentes no

6leo. O indice de éster (IE) foi calculado pela equacdo:

_ VIN56,1
m 1

IE onde:

V = diferenca entre os volumes de solucdo de HCI gastos na titulagdo da amostra e do branco
em mililitros;
N = normalidade da solugdo de HCI,

m = massa de amostra de 6leo em grama.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de solubilidade de 6leos-resina de copaiba em alcool etilico absoluto é utilizado desde
0 século XIX para verificar a presenca de adulterantes como o0s 0leos vegetais e minerais
(REDWOOD, 1847; VASCONCELOS & GODINHO, 2002). Segundo este teste, uma parte de 6leo-

resina de copaiba genuino é soluvel em duas partes de &lcool etilico absoluto. Apoés a realizagdo deste
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teste, com as amostras listadas na Tabela 1, observou-se que a maioria das amostras ndo solubilizaram

totalmente nas condicGes de andlise, exceto as amostras OC-1 e OC-6.

Estes dados sugerem uma possivel adulteracdo do balsamo e da resina de copaiba
comercializadas pela empresa Riken. Ao adicionar diferentes teores de 6leo de soja nas amostras de
Oleo-resina e submeté-las novamente ao teste de solubilidade observou-se formacgdo de precipitado
branco, tal como nas amostras de balsamo e de resina de copaiba comercializadas pela empresa Riken.

Posteriormente, as amostras de 6leos-resina de copaiba foram submetidas as analises de indice

de refracéo, indices de acidez e de éster, cujos resultados s&o apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados obtidos por métodos analiticos convencionais para as diferentes amostras de 6leos-

resina de copaiba.

Solubilidade " indice de acidez  Indice de éster  Adulteracdo*
Amostra ng
em EtOH (mg KOH/q) (mg KOH/q) (%)
0C-1 Soltvel 1,49000 33,7 50,3 60,4
0cC-2 Pouco solavel  1,49915 42,5 46,2 50,0
OC-3 Pouco solivel  1,49668 65,4 39,8 23,0
0C-4 Pouco soluvel  1,50606 36,4 52,9 57,2
OC-5 Pouco sollvel  1,50631 77,9 44,9 8,3
0C-6 Soluvel 1,49656 30,2 48,9 64,5
Oleo mineral - 1,45662 - - -
Oleo de soja InsolGvel 1,47473 - - -

* calculada a partir de sugestdo de Vasconcelos & Godinho (2002). Fonte: Os autores (2012).

Os dois mais comuns adulterantes de Oleos-resina de copaiba, éleo mineral e de soja,
apresentaram indice de refracdo de 1,45662 e 1,47473, respectivamente. Esses valores estdo de acordo
com os reportados por Falate et al. (2007). Segundo Barbosa et al. (2009) os indices de refracdo para
diferentes amostras de oOleo-resina de C. multijuga, coletadas na Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel do Tupé (Manaus-AM), variaram entre 1,50184 a 1,50786. No entanto, esta metodologia
sozinha parece nao ser de grande valia para verificar adulteragdes, uma vez que o indice de refracdo de
uma amostra contendo até 25% de 6leo de soja pode ser muito préximo do intervalo considerado ideal

para amostras de 6leos-resina de copaiba genuinos. Por exemplo, no trabalho de Barbosa et al. (2009)
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uma amostra hipotética contendo um 6leo-resina de copaiba genuino e 6leo de soja, na proporcao de
3:1, apresentou n2’ de 1.50183, enquanto a amostra original apresentou n2° de 1.50284.

No presente trabalho, os indices de refracdo para as diferentes amostras de Oleos-resina
avaliadas apresentaram valores entre 1,49656 - 1,50631. Para as amostras avaliadas, apenas duas
(OC-4 e OC-5) possuem valores de indices de refracdo concordantes com dados reportados na
literatura para 6leos-resina de copaiba genuinos. As outras amostras apresentam valores de indices de
refracdo abaixo dos considerados ideais para 6leos-resina de copaiba e sugerem a adulteragdo destes
materiais com substancias com menor indice de refragdo, como é o caso dos 6leos mineral e vegetal.

A partir dos valores dos indices de acidez e de éster obtidos, Godinho & Vasconcelos (2002)
sugerem que: (i) amostras com indice de acidez menor do que 80 mgKOH/g sdo adulteradas; (ii)
amostras com indice de éster acima de 23 mgKOH/g indicaria que o adulterante é 6leo graxo e um
valor abaixo deste limite indicaria que o adulterante € um material ndo saponificavel como etanol ou
6leo mineral. Levando estas informagdes em consideracéo, observa-se pela analise dos resultados de
indice de acidez e de éster que todas as amostras estariam adulteradas com 6leo graxo. No entanto,
este tipo de andlise ndo leva em consideracdo que algumas amostras de Oleo-resina de copaiba
possuem alto teor de ésteres metilicos diterpénicos, que sofreriam saponificacdo tal como um dleo
graxo, levando a uma concluséo incorreta no teste de indice de éster.

Os perfis cromatograficos desses Oleos-resina de copaiba foram avaliados utilizando
cromatografia em camada delgada e revelacdo com reagente anisaldeido sulfdrico (Imagem 01). Neste
experimento, observou-se que nenhuma amostra apresentou perfil cromatografico semelhante ao do
6leo de soja. Estes resultados contradizem os obtidos a partir de indice de éster que sugeria que
amostras estavam adulteradas com 6leo graxo. Entre as seis amostras estudadas, apenas as OC-1 e
OC-2 apresentaram perfil cromatografico semelhante.

.

oCc-1 oC-5 OC -6  oleo de soja

Imagem 01 — Perfil cromatografico observados em CCD para as para as diferentes amostras de 6leos-

resina de copaiba.
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A fim de comparagdo com os resultados obtidos através dos métodos analiticos convencionais
estudou-se os dados de CG-EM e RMN das amostras de 6leo-resina de copaiba. Para isto, utilizou-se
varios terpendides isolados anteriormente de diferentes Oleos-resina de copaiba, que foram
caracterizados por RMN de *H e de **C (Imagem 02) e utilizados como padrdes no estudo por CG-
EM.

1116 112,7

19,2
1670 50,7
419

K

CO,CHg

334 25 1672 512 288 1774 511

copalato de metila hardwickato de metila agatato de dimetila

Imagem 02 — Deslocamentos quimicos de **C de alguns terpendides isolados de 6leos-resina de

copaiba e utilizados como padréo no estudo de CG-EM.

Os cromatogramas de quatro das amostras de Oleos-resina de copaiba estudadas sdo
apresentados na Imagem 03. Observou-se, a partir da analise dos cromatogramas, que estes materiais
sdo constituidos majoritariamente por sesquiterpenos e um teor bastante reduzido de &cidos
diterpénicos (Imagem 03). Nas condigdes selecionadas observaram-se trés grupos de substancias,
resolvidos em faixas de retencdes especificas e distintas. Os compostos presentes na regido com menor
tempo de retencdo (~30-40 min.), fracdo majoritaria, correspondem aos hidrocarbonetos
sesquiterpénicos. A segunda regido (~40-50 min.) corresponde aos epdxidos e alcodis sesquiterpénicos
e a ultima regido (~60-70 min.) é constituida pelos ésteres metilicos dos acidos diterpénicos
(ROMERO, 2007). Para as amostras OC-6 e OC observou-se como composto majoritario o -

cariofileno (tempo de retengdo 33.80 min.). Dos quatro CG-EM avaliados nenhum apresentou espectro
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de massa caracteristico de ésteres graxos, o que esta de acordo com os dados obtidos a partir da analise
de CCD.

Regiao de sesquiterpenos
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Imagem 03 - Cromatogramas de quatro amostras de 6leos-resina de copaiba estudadas neste trabalho:
(a) OC-3; (b) OC-6; (c) OC-5; (d) OC-4.

CONSIDERACOES FINAIS
A partir dos resultados obtidos pelos indices de acidez e de éster todas as amostras de 6leo-

resina de copaiba estariam adulteradas. Esta adulteracdo segundo o trabalho de Godinho &

Vasconcelos (2002) seria pela adigdo de 6leo graxo. No entanto, a anélises de CCD e CG-EM néo

corroboram com tal afirmacdo. Conclui-se desta forma que a utilizacdo de um Unico método analitico

convencional para verificar a adulteracdo de 6leos-resina de copaiba é uma pratica inviavel devido a

grande diversidade quimica que este produto natural apresenta.
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