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RESUMO - No presente trabalho realizou-se o fracionamento da 6leo-resina de
copaiba por meio das técnicas de hidrodestilacdo, esterificacdo basica e com CO,
supercritico. A técnica de hidrodestilacdo apresentou o melhor resultado em
relagdo ao rendimento global em detrimento aos demais. O fracionamento
supercritico foi conduzido com didxido de carbono na temperatura de 60°C e nas
pressdes de 95 e 250 bar. As analises dos perfis cromatogréficos obtidos foram
realizadas.

1. INTRODUCAO

Atualmente a obtencdo de biocompostos ativos e de alto valor agregado justificam as
crescentes pesquisas realizadas tanto na area da engenharia quimica e de alimentos quanto
na da farmacologia. Além disso, ha interesse em se encontrar compostos naturais que
possam substituir substancias sintéticas, devido a nova postura de consumidores cada vez
mais preocupados com a seguranca dos produtos que adquirem (PIERI et al., 2009).
Conhecida popularmente como copaiba, a Copaifera multijuga Hayne (Caesalpiniaceae) é
uma espécie vegetal encontrada na regido Amazonica e foi objeto de estudo neste trabalho.

A denominacdo copaiba deriva do tupi e significa arvore de depésito, devido ao alto
teor de Oleo-resina encontrado no interior de seu tronco. O 0leo é utilizado na medicina
popular como anti-inflamatério e antisséptico, sendo composto principalmente por
sesquiterpenos e diterpenos, onde o trans-cariofileno configura-se como o composto quimico
principal, adotado como marcador na obtencdo do caderno de qualidade. Entretanto, um dos
maiores desafios para a padronizacdo do perfil quimico do 6leo-resina sedimenta-se na alta
complexidade dos seus constituintes aliada a falta de metodologia analitica especifica e
seletiva para extrair e quantificar um ou mais compostos presentes na matriz vegetal em
questdo (BARRETO Jr. et al., 2005).

O rigor adotado pela legislagdo vigente, no que tange ao controle de qualidade, aliado
a falta de metodologias especificas em compéndios oficiais resultam no desenvolvimento de
métodos analiticos e de extracdo que atendam a especificidade de cada matriz vegetal,
assegurando assim a seguranca e eficacia dos compostos obtidos. Neste contexto, a
tecnologia de fracionamento por via supercritica pode ser considerada como um método
eficaz no isolamento e obtencéo de compostos de matrizes vegetais (AGHEL et al., 2004).

No estudo proposto, fracbes volateis do 6leo de copaiba foram obtidas por meio de
hidrodestilacdo, esterificacdo basica e ad-/dessorcdo com silica-gel e CO, supercritico. A
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partir das amostras obtidas, perfis cromatograficos foram gerados em cromatografo a gas
(CG), acoplado a detector de ionizagdo de chama (DIC) com o intuito de caracterizar e
padronizar uma série de pardmetros de qualidade, para uma posterior validacdo analitica
para controle de qualidade do 6leo de copaiba.

2. MATERIAL E METODOS

O oleo bruto de copaiba utilizado nos ensaios foi fornecido pela Consultoria
Farmacéutica em Recife (CONSULFAR), empresa sediada na cidade do Recife (PE) e
oriundo da regido Amazonica. A Figura 1 apresenta o fluxograma da metodologia

experimental adotada neste estudo.
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Figura 1 - Fluxograma da metodologia experimental para este estudo.

2.1 Hidrodestilacéo

Aproximadamente 18 mL da oOleo-resina de copaiba, proveniente do caule do vegetal,
foram submetidos a hidrodestilacdo durante um periodo de 90 min e 85°C de temperatura.
Apbs o resfriamento, a fracdo volatil foi recolhida e dessecada com sulfato de sodio anidro e
0 volume determinado. O experimento foi realizado em triplicata e o seu rendimento
calculado pela média das repeticdes. As amostras foram acondicionadas em frascos ambar e
mantidas sob refrigeracdo até o momento da cromatografia. Na Figura 2 apresenta-se 0
modelo esquemaético do equipamento utilizado para a realizagdo dos experimentos.
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Figura 2 — Aparato experimental utilizado nos experimentos de hidrodestilagéo.
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2.2 Esterificagcdo Béasica

A esterificacdo foi realizada segundo a metodologia proposta por Hartman e Lake
(apud BARRETO Jr. et al., 2005) e consiste no aquecimento da 6éleo-resina juntamente com
metanol anidro e hidréxido de potassio (Figura 3). Os acidos organicos que compdem o 6leo
se mantém na forma desprotonada ocorrendo a metilagdo do grupamento carboxilico. O
grupamento hidroxila dos acidos interage com o meio aquoso, tornando a substancia mais
volatil. As amostras foram armazenadas em frascos &mbar e refrigeradas até o momento da
realizacdo da analise cromatogréafica.
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Figura 3 — Esquema para o processo de esterificacdo basica.

2.3 Fracionamento Supercritico

Aproximadamente 5g da 6leo-resina de copaiba foram adicionados em 20 g de silica-
gel (1:4) e homogeneizados. A mistura silica-gel/dleo-resina foi inserida em um extrator de
secdo circular encamisado e mantida na temperatura de 60°C. O processo foi conduzido em
dois niveis de pressdo (95 e 250 bar) e a vazdo de dioxido de carbono foi mantida em
aproximadamente 1,5 g/min. As amostras foram recolhidas em intervalos pré-determinados
de tempo em frascos &mbar, pesadas e armazenadas até 0 momento das analises. A Figura 4
apresenta o equipamento utilizado no ensaio de fracionamento supercritico.

Figura 4 — Equipamento utilizado no processo de fracionamento com CO, supercritico.

2.4. Metodologia Analitica

O desenvolvimento do método quantitativo de analise por meio de CG/FID foi
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realizado por padronizagdo externa com o uso de padrdo comercial de trans-cariofileno
(Sigma/USA). Aproximadamente 0,5uL das amostras obtidas por meio das técnicas
descritas anteriormente foram injetadas em cromatografo a gas modelo GC-17A (Shimadzu),
equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC). A coluna (silica fundida) utilizada
possui as seguintes dimensdes: 30 m de comprimento, 25mm de didmetro interno e 25umde
microfilme. A razdo de Split foi de 100 e hélio foi utilizado como gas de arraste a uma vazéo
de 2,0 mL.min". A rampa de temperatura foi definida como uma isoterma inicial de 5
minutos a 120°C seguida por taxa de aumento de 2°C até 160°C, posteriormente a taxa de
aumento foi de 20°C até 240°C.

As temperaturas do injetor e do detector foram programadas para 250 e 260°C,
respectivamente. O pico referente ao padréo foi identificado por meio da co-injecdo do
padrdo e amostra e através de comparagdo dos temos de retencao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fragdo volatil do éleo de copaiba obtida por meio de hidrodestilagdo apresentou-se
transparente e limpida e o seu rendimento medio foi de 67,66% + 0,32, enquanto que a
obtida por esterificacdo bésica apresentou 44,62% + 0,28 de rendimento. Em relagdo ao
perfil qualitativo, o cromatograma da fracdo volatil obtida por hidrodestilacdo (B)
apresentou 28 picos contra os 53 picos da amostra esterificada (A), conforme apresenta a
Figura 5.
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Figura 5 — Perfil cromatografico das amostras: (A) amostra esterificada; (B) amostra
obtida por hidrodestilago.
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Através da andlise da Figura 5, os resultados sugerem que o procedimento de
esterificacdo foi mais eficaz de modo a manter a composi¢do quimica do oOleo-resina. No
entanto, alguns destes picos podem ser apenas referentes a produtos de degradacéo quimica,
pois a concentracdo do marcador na amostra esterificada foi menor do que naquela obtida
por meio da hidrodestilacdo. Cabe ressaltar que, devido a elevada propor¢do de trans-
cariofileno no vapor destilado, a ado¢do do metodo de hidrodestilacdo se mostrou mais
adequado.

Para fins de comparacédo, experimentos de ad-/dessor¢cdo com CO, supercritico foram
realizados a 60°C. O fracionamento do dleo de copaiba com CO, supercritico apresentou um
rendimento de 44,39% (em massa). Entretanto, ndo foi possivel realizar o isolamento do
trans-cariofileno em nenhuma das fragdes das amostras obtidas (Figura 6).
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Figura 6 — Perfis cromatogréaficos das fragdes obtidas por via supercritica a 60°C:
Fracdo 1 — 95 bar; Fragdo 2 — 250 bar.

4. CONCLUSAO

Ao fim deste estudo pode-se inferir que, embora o fracionamento em condicao
supercritica seja um processo de separagdo eficiente e que a esterificacdo pode ser utilizada
para a obtencdo de uma maior resolucdo para analise qualitativa da amostra, os resultados
demonstraram que o processo de hidrodestilacdo apresentou vantagens, como a simplicidade
da analise, baixo custo do processo e bom rendimento. Entretanto, para que o processo de
hidrodestilacdo seja realmente considerado adequado para a rotina de analise de controle de
qualidade, 0 método ainda deve ser avaliado de acordo com a legislacéo vigente.
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