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RESUMO

O oleo de copaiba ¢ uma matéria-prima utilizada pelos mais diversos setores da industria,
que vao desde tintas e vernizes a cosméticos e farmacos. No Brasil, existem mais de vinte
espécies de copaibeiras e essa variabilidade dificulta a criagao de regulamentagdes afim de
protecdo deste insumo. Além disso, aspectos como clima e época do ano alteram a
composi¢ao do o6leo. Os conhecimentos das propriedades fisico-quimicas do 6leo de
copaiba sdo de fundamental importancia para a regulamentagdo deste insumo. Fatores
como indice de refra¢dao e indice de acidez sdao indicadores preliminares de adulteragdes
grosseiras. Neste trabalho propomos a determinagdo das propriedades fisico-quimicas do
6leo de copaiba e a utilizacdo de técnicas de separacdo de grupos de compostos para 0S
mais diversos produtos, como por exemplo tintas e vernizes. Foram testadas as seguintes
técnicas de separagdo: Cromatografia em coluna, destilacio por arraste de vapor e
separagdo liquido. Algumas técnicas de separa¢do se mostraram mais efetivas e seletivas
que outras, além de se levar em consideracdo os gastos atribuidos a cada técnica. A

técnica mais seletiva e eficiente foi a cromatografia em coluna.

Palavras-chave: Oleo de Copaiba, Técnicas de separagdo, Adulteragio.



ABSTRACT

The copaiba oil is a feedstock used by the most diverse sectors of industry, ranging
from paints and varnishes to cosmetics and pharmaceuticals. In Brazil there is more than
twenty species of copaibeiras and this variability makes difficult the creation of
regulations to protect this matter.

The knowledge of the physico-chemical properties of copaiba oil have fundamental
importance for the regulation of this input. Factors such as refractive index and acidity
index are preliminary indicators of gross adulteration. At this work, we propose the
determination of physicochemical properties of copaiba oils and the application of
separation techniques for groups of compounds used for the most diverse products, such
as paints and varnishes. The following separation techniques were tested: Column
chromatography, steam drag distillation and liquid separation. Some techniques of
separation were more effective and selective than others, besides taking into account the
expenses assigned to each technique. The most selective and efficient technique was
column chromatography.

Keywords: Copaiba oil, Separation technique, Adulterations.
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1. INTRODUCAO

O nome copaiba tem origem no tupi-guarani, “cupa-yba”: A arvore de estoque, ou que
tem jazida, em uma referéncia nitida ao 6leo armazenado em seu interior [1]. Popularmente
conhecidas como copaibeiras ou pau d’dleo, as espécies de copaiba sdo largamente
distribuidas pelo leste da Africa e pelas Américas, desde o norte da Argentina até o México 2]
No Brasil, estdo distribuidas principalmente nas regides amazonica e centro-0este, sendo o0

6leo de copaiba extraido de varias espécies de Copaifera (Leguminosae-Caesalpinoideae).

A Figura 1 mostra a distribui¢éo da espécie Copaifera Langsdorffii pela América e Africa

[2].

Ameérica Latina

Figura 1: Distribuicio das espécies C. Langsdorffis pela América e Africa 2]

No territorio brasileiro ocorrem mais de vinte espécies e entre as mais abundantes
destacam-se; C. officinalis L., C. guianensis Desf., C. reticulata Ducke, C. Multijuga Hayne,

C. confertiflora Bth., C. langsdorffii Desf., C. Coriacea Mart., C. cearensis Huber ex Ducke

[2] [3] [4] [3].

O Oleo-resina do género Copaifera ou simplesmente 6leo de copaiba, ¢ largamente
utilizado para as mais diversas finalidades industriais, que vao desde a utilizagdo em tintas e
vernizes, industrias de cosméticos, farmacéutica e alimenticia. No Brasil, este o6leo ¢é
amplamente utilizado na medicina popular, desde a época da chegada dos portugueses, para a
cicatrizacdo de feridas, como anti-inflamatério, no cordao umbilical de recém-nascidos, no

tratamento de infecgdes de garganta, entre outros [2] [3].



O uso deste recurso natural renovavel vem aumentando em razao de um maior apelo
mundial, inclusive no Brasil, pelo uso de fitoterapicos e outros produtos naturaist¥!, o que tem
aumentado a pressdo na exploragdo, todavia, como a produ¢ao do dleo € variavel e em vista
de uma maior demanda, as adulteracdes como a adi¢do de outros liquidos misciveis acabam
por ocorrer, o que tem levado a diversas pesquisas no intuito de desenvolver métodos que

possam detectar tais fraudes [6] [7] [8].

A variabilidade natural inerente a esta matéria-prima e a demanda crescente do
mercado por estes tipos de medicamentos fitoterapicos, podem comprometer a autenticidade e
a efetividade dos produtos contendo 0 6leo de copaiba. Além disso, ndo ha como garantir de
maneira direta a identidade botanica da copaibeira, j4 que o 6leo vem sendo obtido, na
maioria das vezes, via extrativismo sustentavel e, simultaneamente, de varias espécies de
Copaifera. A falta de parametros efetivos para caracterizar e, consequentemente, realizar o
controle de qualidade de 6leo de copaiba, ¢ um dos principais entraves para o registro €

exportacao de produtos fitoterapicos contendo este insumo [9].

A composi¢ao quimica da dleo-resina da copaifera spp. foi determinada em varios
estudos e ¢ definida como a mistura de sesquiterpenos (predominantemente 6leos volateis) e

diterpenos, como acido copalico, que ¢ considerado o biomarcador da 6leo-resina de copaiba

[4].

Composicio do oleo-resina de copaiba:

O oleo de copaiba ¢ basicamente composto por dois grandes grupos de compostos,
uma parte predominantemente resinosa e uma parte essencial. A parte resinosa corresponde
aos diterpenos, enquanto a parte essencial ¢ formada por sesquiterpenos [2] [3] [10] [4]. Em
estudo envolvendo amostras auténticas e comerciais de 6leo-resina de copaiba, por meio de
cromatografia gasosa de alta resolu¢do acoplada a espectrometria de massas, ¢ possivel

identificar as duas regides de eluigdo distintas nos cromatogramas analisados [4] (Figura 2).
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Figura 2: Espectros de CG-EM mostrando as regides sesquiterpénicas e diterpénicas do 6leo de
copaiba (Copaifera multijuga) [4]

A Tabela 1 abaixo apresenta as ocorréncias de compostos mais comuns na espécie Copaifera
multijuga Hayne observados [7] [11].

Tabela 1: Grupo de compostos presentes na composicio quimica do 6leo da espécie copaifera multijuga.

Sesquiterpenos Diterpenos
a-Copaeno, B-Cariofileno Acido copalico
v-Elemeno, a-Curcumeno, 3-B-Acetoxy-copalic acid

Pinifolic acid

a-Amorfeno, y-Cadineno,
§-Cadineno, Oxido de cariofileno,

a-Cadinol

Nos estudos citados, os sesquiterpenos detectados em todas as amostras foram a-Copaeno,
o B-Cariofileno, o a-Amorfeno e o 6xido de Cariofileno, os diterpenos foram o acido copalico
e 0 acido pinifolico. Em alguns lugares do norte do Brasil, caboclos fazem uso do mesmo,

como combustivel na iluminagdo publica.

Os componentes do 6leo de copaiba tém sido extensivamente utilizados em varios

tipos de indistrias e com diversas fungdes. Na industria dos perfumes, as fracdes
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sesquiterpénicas do dleo de copaiba sdo amplamente utilizadas como um fixador de odores.
Suas notas frescas e acres combinam perfeitamente com esséncias portadoras de notas florais.
[10] Além disso, na indGstria dos vernizes, a fracdo resinosa possui aplicagdo como um
excelente secativo, em solventes de pinturas de porcelanas e aditivo na confec¢ao de borracha
sintética. Na industria dos cosmético ¢ usado na fabricagao de cremes, sabonetes, Xxampus e

amaciantes para os cabelos. [2]

Além das aplicagdes industriais citadas acima, o 6leo de copaiba possui aplicagdes
farmacéuticas. Este insumo ¢ conhecido por suas propriedades emolientes, bactericidas e anti-
inflamatorias [2]. Substancias como o hyrtiosal estio sendo sintetizadas em laboratorio a

partir do acido copalico e sendo testadas no combate a diversos tipos de cancer. [12]

2. OBJETIVO GERAL:

O objetivo geral desse trabalho ¢ utilizar-se de parametros fisico-quimicos, técnicas de
separa¢do de compostos de interesse ¢ tecnologia de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas - CG-EM, afim de averiguar a autenticidade do insumo, e
verificar a viabilidade do emprego destas técnicas em uma industria quimica, junto com a
equipe do Laboratorio de Produtos Florestais do Servi¢o Florestal Brasileiro (LPF/SFB)
associada ao Instituto de Quimica. (IQ/UnB).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Oleo

Existem diversos tipos de Oleos, entre eles os oleo-resina, 6leos essenciais e os 0leos
graxos. Os oleos essenciais sdo geralmente uma mistura de hidrocarbonetos de cadeia
longa, alcodis e compostos carbonilicos. Os compostos mais frequentemente encontrados
pertencem a grupos de substancias conhecidas como terpenos e, em menor frequéncia,
sesquiterpenos [13]. Pela definicdlo da ISO (International Organization for
Standardization), os oleos essenciais sdo produtos obtidos de partes de plantas através de
destilag@o por arraste com vapor de agua [14].

Os Oleos-resina podem ser caracterizados como um composto secundario que €
derivado de carboidratos produzidos fotossintéticamente, o qual se constitui de
sesquiterpenos (fracdo de oOleo essencial) e acidos diterpénicos (parte resinosa). [15].
Segundo Alencar (1982) o 6leo-resina é produto da desintoxicag¢do do organismo vegetal e
funciona como defesa da planta contra animais, fungos e bactérias [16].

E bastante usual tratar o 6leo resina com os mesmos parametros de qualidade que um

6leo graxo [17] [1] [9].

3.1Parametros fisico-quimicos

Indice de acidez:

As defini¢oes de indices de acidez e de éster utilizadas neste trabalho sdo as mesmas

empregadas convencionalmente no estudo do controle de qualidade dos dleos graxos.

O indice de acidez corresponde a quantidade, em miligramas, de uma base (hidroxido
de potdssio) necessaria para neutralizar os acidos graxos livres presentes em 1g de dleo ou
gordura. Quanto maior for o indice de acidez, maior volume de base serd consumida. A
determinag¢ao do indice de acidez é importante pois fornece dados preciosos no que diz
respeito ao estado de conservagdo de um 6leo. Um elevado indice de acidez indica que o 6leo
ou gordura estd sofrendo quebras em sua cadeia lipidica, liberando seus principais

constituintes (acidos graxos) [18]. O indicador utilizado é fenolftaleina 1%.
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A acidez de um o6leo ¢ uma das principais caracteristicas e tem importante impacto
sobre seu prego e aproveitamento na industria quimica. Vérios fatores podem influenciar a
acidez do o6leo, mas o principal ¢ o tratamento dado ao produto durante a colheita ¢ 0
armazenamento. Moretto e Fett (1998) afirmam que a acidez livre ndo ¢ uma constante
caracteristica, mas sim uma variavel que esta relacionada com a natureza e qualidade dos
6leos vegetais [19] [20].

A decomposi¢do dos 6leos vegetais ¢ acelerada pela agdo da incidéncia de luz e da
temperatura, sendo que a rancidez, muito frequentemente, ¢ acompanhada pela formagao dos
acidos graxos livres, que geralmente sdo expressados em termos de indice de acidez. O
método ¢ perfeitamente aplicivel em Oleos brutos e refinados, Oleos-resina, vegetais e
gorduras animais. Os métodos que avaliam a acidez titulavel resumem-se em titular com

solugdes alcali-padrio, a acidez do produto [20].

Para se calcular o indice, a seguinte equacao ¢ utilizada:

_561lxvxfc
m

1A (eq. 1)

Onde : TA= Indice de acidez; v = volume de KOH utilizado; f.= fator de correcdo da
normalidade; m = massa da amostra.

Valores muito altos ou muito baixos de indice de acidez podem ser um indicador de matéria-
prima de baixa qualidade, de manuseio e armazenamento improprios ou de um processamento

insatisfatorio [21].
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Indice de refracio:

O indice de refragdo (n) absoluto de um meio ¢ definido como a razdo entre
velocidade da luz no vacuo e a velocidade da luz em um certo meio. O indice de refragao da
luz no vacuo ¢ considerado arbitrariamente como sendo igual a 1.

Sabe-se que o indice de refragdo depende da temperatura, da natureza da substancia
em estudo, comprimento de onda, pressao ¢ da fonte de radiagao. No caso de uma mistura
homogénea, o n depende também de sua concentracdo. Consequentemente, o n ¢ utilizado
para caracterizar substancias puras e para determinar a concentragdo de misturas homogéneas

binarias [22].
De acordo com Moretto e Fett (1998),

“O indice de refracao (I.R) esta relacionado com o grau de insaturagédo das cadeias, compostos

de oxidagao e tratamento térmico. Os 6leos e as gorduras possuem poderes de refringéncia
diferentes e, de acordo com sua natureza desviam, com maior ou menor intensidade, os raios
luminosos que os atravessam; assim, o indice de refragdo de uma gordura aumenta com o
comprimento da cadeia hidrocarbonada e com o grau de insaturagédo dos acidos graxos constituintes

dos triglicerideos.”.

Pode-se utilizar o indice de refragdo como um dos critérios de qualidade e identidade

de um dleo, pois pode ser utilizado no processo de hidrogenagao de 6leos insaturados [23].

A Figura 3 mostra a refracdo da luz de um meio para o outro.

n2

msent, = n,senb,

Figura 3: Lei de snell [24].
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Viscosidade:

O conceito geral de viscosidade ¢ bem familiar e esta relacionado a facilidade com que
os liquidos escorrem. De modo geral, pode-se dizer que a viscosidade de um liquido ¢ a
resisténcia que sofre uma camada do liquido para mover-se em relagdo a uma outra camada
vizinha, ou que a resisténcia dos fluidos ao escoamento ¢ medida por sua viscosidade. Os que
escorrem lentamente, como Oleos lubrificantes, sdo liquidos com elevada viscosidade. Ja,

acetona e benzeno, sio liquidos de baixa viscosidade [25].

A viscosidade determina mais especificamente a taxa de deformagdo do fluido, que é
gerada pela aplicagdo de uma dada tensdao de cisalhamento [25]. Existem varios tipos de

viscosidade, dentre elas, as mais comuns sdo a dindmica ou absoluta () e a cinematica:

Viscosidade absoluta (): E a viscosidade medida por um sistema de geometria que

ndo estd influenciada pela gravidade para obtencio dessa medida. E expressa em unidades de

Poise ou centiPoise (m.Pa.s).

Viscosidade cinematica: E a viscosidade medida por um sistema de geometria que

usa a gravidade para obtengdo dessa medida; sua unidade é o Stokes ou centiStokes, em que 0
Stoke ¢ igual ao Poise, dividido pela densidade do fluido (1 Stoke = 100 centiStokes =

mm2/seq).

A viscosidade relativamente alta dos oleos se da as atragdes intermoleculares das
grandes cadeias de acidos graxos que constituem os triglicerideos. De maneira geral, a
viscosidade dos 0leos € inversamente proporcional ao aumento de insaturacdes em sua cadeia

[26].

Segundo WHITE (2011), a relagdo entre a diminui¢do da viscosidade com 0 aumento
da temperatura, pode ser aproximada a uma relagdo exponencial, demonstrada na equagéo
abaixo, onde 1 € a viscosidade, T ¢ a temperatura e a e b sdo constantes [25].

U= ae T

Ainda segundo WHITE (2011), outro ajuste pode ser obtido, o quadratico entre o

logaritmo da viscosidade e o0 inverso da temperatura, onde, a, b e ¢ sdo constantes [25].

g ad () e (7).
nuo~a To ¢ T
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O fato da viscosidade dos liquidos diminuir com o aumento da temperatura ¢ efeito do
distanciamento das moléculas da substancia durante o aquecimento. Esse distanciamento
provoca uma redugdo nas forgas de atragdo entre as moléculas e, consequentemente, diminui a

viscosidade [27].

Existe um grande niimero de viscosimetros comerciais para serem escolhidos de
acordo com a suas faixas de viscosidade e taxas de cisalhamento necessarias para o trabalho
ou estudo. Os critérios para a escolha devem levar em consideragdo a natureza do material, se
0 material utilizado ¢ de baixa ou alta viscosidade; se possui elasticidade ou ndo ¢ a
dependéncia da temperatura na viscosidade. Outro fator importante a ser considerado ¢ a
precisdo e a exatiddo requeridas e se as medidas sdo para controle de qualidade ou para

pesquisa [28].

Densidade:

A densidade ¢ definida pela relagdo entre a massa e o volume de um material. No
sistema internacional (S1) sua unidade ¢é kg/m?, entretanto, o g/cm?® também ¢é muito utilizado.
O significado fisico desta propriedade indica o quanto de matéria esta contida por uma
unidade de volume, auxiliando na caracterizacdo das substincias. E inversamente
proporcional ao volume; sendo assim, quanto maior a densidade menor sera o volume

ocupado, para uma mesma massa da substancia.

Densidade = 24552 &)
volume (mL)

’

E uma propriedade que varia com a temperatura e ocorre de maneira inversamente

proporcional: quanto maior for a temperatura, menor a densidade [29].
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3.2 Técnicas de separacio

Destilacdo por arraste de vapor

Neste processo, 0 material a ser destilado fica em contato direto com a agua em
ebulicdo, flutuando ou imerso no liquido, dependendo da quantidade de material que ¢

colocado no recipiente de destilagio [30].

A Figura 4 apresenta um esquema representativo dos componentes montados de uma

hidrodestilacdo.

“a»

Figura 4: Esquema demonstrativo para hidrodestilacio (imagem da web com adaptacdes)

Ao atingir uma temperatura de aproximadamente 100°C, a 4gua comega a entrar em
ebulicdo. A dgua em seu estado gasoso fica entdo, contido embaixo da camada de 6leo até que
exerca uma forga suficiente para romper a barreira criada pela camada de 6leo. A medida que
a agua atravessa 0 Oleo bruto, os compostos que sdo mais volateis e polares sdo arrastados
junto com a dgua e levados para um condensador. Ap6s condensarem, o produto da destilacao

¢ separado pelo Clevenger e recolhido.
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Cromatografia

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separagdo dos componentes de uma
mistura. Essa técnica se destaca devido a sua facilidade em efetuar a separagdo, identificacao
¢ quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas
instrumentais de analise [31]. E uma técnica realizada através da distribuicdo destes
componentes entre duas fases de polaridades diferentes, que estdo em contato direto. Uma das
fases permanece estaciondria enquanto a outra se move através dela. Existem diversos tipos

de cromatografia, para este trabalho a cromatografia em coluna e a gasosa foram as utilizadas:

Cromatografia em camada delgada:

Na cromatografia em camada delgada (ou conhecida como CCD), utiliza-se uma placa
cromatografica de suporte revestida pela fase estacionaria (silica gel). Inicialmente, a amostra
¢ dissolvida em um solvente de polaridade adequada e, entdo, uma certa aliquota desta
solug@o ¢ aplicada na regiao de partida ¢ 0 conjunto ¢ seco. A placa ¢ colocada em uma
camara onde contém o solvente [32]. Inicia-se o desenvolvimento cromatografico, onde os

componentes da amostra sdo carregados por capilaridade através da placa cromatografica.

No momento em que a fase mdvel comeca a migrar pela placa, as substancias que
possuem afinidade com a fase mdovel comegam a ser arrastadas. De acordo com a interagao de
cada substancia com a fase movel e estacionaria, estes compostos podem ser mais ou menos
carregados pela fase movel. As forgas de interagdo da fase estacionaria se opdem a forga de
arraste da fase movel, retardando o avango dos componentes. Apds o solvente atingir uma
certa altura, utiliza-se um revelador para identificagio da distancia percorrida pelos
compostos e assim realizar o calculo do fator de retengdo (RF) [31]. A Figura 5 exemplifica
como medir as distancias para o calculo do fator de retengdo. O RF pode ser calculado através

da Equacao 5:
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_______ Y.....lY

Figura 5: Placa cromatografica para CCD demonstrando as distincias para o calculo de RF 331,

__ Distancia do centro da mancha a linha de partida (

RF

eg. 5)

" Distanciada frente do eluente a linha de partida

Existem muitas aplicagcdes para a CCD, tais como: checar a eficiéncia de uma
separacdo, estabelecer a identidade de dois compostos; e monitorar o andamento de uma
reacao.

Cromatografia em coluna:

A cromatografia em coluna consiste na separagdo dos componentes de uma mistura,
onde a fase movel (liquida), migra por um tubo de vidro vertical preenchido com silica (ou
outra fase estacionaria). A fundamentagdo do processo de separagdo esta, principalmente, nas
diferentes interagdes entre a amostra com o solvente (fase mével) e com a fase estacionaria.
Pode ser utilizada para determinar o nimero de componentes de uma mistura, estabelecer a
identidade de dois compostos, monitorar uma separagdo realizada por cromatografia em
coluna, através da identificag@o de fragdes coletadas, e, determinar o solvente apropriado para

uma separagao por cromatografia em coluna [11] [32].
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Escolha da fase estacionaria:

A silica é recomendada na maioria dos casos. Este adsorvente é levemente acido,
retendo com maior intensidade compostos basicos. O tamanho das particulas do adsorvente
afeta o fluxo do solvente através da coluna. E uma fase estacionaria que pode ser obtida em
diversos tamanhos que ¢ dado através do valor de mesh. Quanto maior o valor de mesh menor

o tamanho da particula (exemplo: silica gel 230-400 tem particulas menor que silica gel 60).

Tipicamente, a Silica gel mesh de 70-230, ¢ indicado para fazer coluna utilizando
somente a for¢a da gravidade para elui¢do. Para a cromatografia flash, particulas de silica gel
com mesh de 230-400, podem ser utilizadas para acelerar a elui¢do, visto que uma pressao
externa esta sendo exercida. Isto acontece, pois, particulas menores tem uma maior superficie

de contato e permitem maior eficiéncia na elui¢do mesmo em velocidades maiores [11] [32].

Escolha do solvente:

A escolha do solvente ¢ o fator mais importante dentro da cromatografia em coluna.
Em um laboratdrio de quimica ha uma quantidade muito grande de solventes a disposi¢do, o
que dificulta a escolha adequada. Para se obter uma boa separacdo e utilizar a menor
quantidade de solvente possivel, recomenda-se testar previamente o sistema de solventes em

uma placa de cromatografia de camada delgada (CCD) [11].

Geralmente, ha uma preferéncia para solventes mais baratos e que ndo possuam uma
alta toxicidade (ndo halogenados, por exemplo). Solventes que possuam baixo ponto de
ebulicdo sdo mais faceis de se separar do produto através de uma evaporagdo. Os solventes
mais utilizados sdo: éter de petréleo mais hexano, hexano mais acetato de etila ou

diclorometano, diclorometano mais metanol [32] [34] [35].

Tamanho da Coluna:

O tamanho da coluna, influencia no tempo em que a amostra leva para percorrer a fase
estacionaria. Para compostos com polaridade muito semelhantes, recomenda-se uma altura de
coluna maior de absorvente. No entanto, na pratica, a maioria das pessoas escolhe um

tamanho de coluna que permita ao adsorvente ocupar 1/3 do tamanho total, sem considerar o
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solvente. Esta escolha depende da quantidade de adsorvente disponivel, das caracteristicas da
coluna utilizada (mais fina, comprida, etc) e da polaridade dos compostos de interesse [11]
[32] [35].

A quantidade de adsorvente a ser utilizada, depende da quantidade de amostra a ser
separada. A quantidade utilizada ndo precisa ser exata, mas deve ser aproximada para evitar
desperdicio de tempo e recursos. Como a densidade do adsorvente varia com o tipo, ¢

aconselhavel medir a quantidade de adsorvente através do peso.

Outro fator a ser considerado, ¢ o grau de dificuldade da separagdo dos componentes
da amostra. Quanto mais dificil ¢ a separagdo, maior quantidade de adsorvente deve ser
utilizada . Utilizando uma cromatografia em camada delgada (CCD), ¢ facil saber a propor¢ao
de silica necessaria para a separa¢do. A Figura 6 ilustra um guia para utilizar a razdo

aproximada de adsorvente por grama de amostra corretamente.

Razdo aproximada
Adsorvente (g)/ Amostra (g)

Separacgdo simples 20:1
Separagdo média 50:1
Separacdo dificil Ate 100:1

Figura 6: Razio aproximada de adsorvente (g) para cada grama de amostra para diferentes
dificuldades de separacao.

Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica de separacdo e analises de misturas de
substancias volateis. Inicialmente a amostra ¢ vaporizada e introduzida em um fluxo de gas
(fase movel ou gas de arraste). Este fluxo de gas passa por um tubo contendo a fase
estaciondria onde ocorre a separacdo da mistura. As substincias separadas saem da coluna
dissolvidas no gas de arraste e passam por um detector; dispositivo que gera um sinal elétrico

proporcional a quantidade de material eluido. O registro deste sinal em fun¢ao do tempo ¢ o
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cromatograma, sendo que as substancias aparecem nele como picos com area proporcional a

sua massa, 0 que possibilita a analise quantitativa [36].

As caracteristicas de um sistema de cromatografia gasosa sdo: retencdo/ seletividade,
eficiéncia e resolugdo. E uma técnica que possui diversas vantagens como um alto poder de
resolucao, alta sensibilidade e nao necessita de grandes quantidades de amostra. Entretanto, ha
algumas limitagdes como a necessidade de volatilizar as amostras, 0 que requer um preparo
prévio, as analises sdo longas e possuem um custo elevado. Além disso, pode ser acoplada a

detectores qualitativos como espectrometro de massas.

Espectrometria de massas

Técnica analitica extremamente valiosa em que moléculas em uma amostra sao
convertidas em ions em fase gasosa, que sdo subsequentemente, separados no espectrometro
de massas de acordo com sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z. O espectro de massa ¢
um grafico que mostra a abundancia (intensidade) relativa de cada ion que aparece como

picos com m/z definidos [25].

O espectrometro de massa possui cinco componentes: unidade de entrada da amostra,
fonte de ionizagdo, analisador de massa, detector e sistema de dados. A unidade de entrada de
amostra traz a amostra do ambiente laboratorial (1 atm) para a pressdo mais baixa do
espectrometro de massa. As pressoes dentro do equipamento vao de alguns poucos milimetros
de mercario em uma fonte de ionizagdo quimica até alguns micrdmetros de mercurio nas
regides o analisador de massa e do detector do instrumento. A unidade de entrada da amostra
leva até a fonte de ions, onde as moléculas da amostra sdo transformadas em ions em fase
gasosa. Os ions sdo acelerados por um campo eletromagnético. A seguir, o analisador de
massa separa os ions da amostra baseado em sua razdo massa/carga (m/z). Os ios sdo
contados pelo detector e o sinal ¢ registrado e processado pelo sistema de dados em um
computador. O produto do sistema de dados € o espectro de massa, que ¢ um grafico do

numero de ions detectados como uma fung@o de sua razdo m/z [34].
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3.3Separacao liquido-liquido

A extracdo por solvente ¢ a transferéncia de uma espécie de soluto de sua localizacao
inicial para um solvente conhecido como solvente de extragdo. Quando o soluto estiver em
solugdo, o processo de extragdo ¢ chamado de extragdo liquido-liquido e o solvente de

extracdo devera ser parcialmente imiscivel com o solvente original [37].

Na extracao liquido-liquido ¢ estabelecido o contato entre as duas fases liquidas total
ou parcialmente imisciveis, havendo a transferéncia de um ou mais solutos de uma dela
(refinado) para a outra (extrato) [38]. A operagdo de extragdo liquido-liquido ¢ normalmente

aplicada quando este método ¢ o mais disponivel ou o mais econdmico.
No processo de extracao liquido-liquido, t€m-se as denominagdes:

e Solucdo de Alimentagdo = solug@o ou mistura original que contém o soluto;

e Soluto = constituinte a ser extraido da solug¢do ou mistura original;

e Solvente = liquido que extrai o soluto da solu¢do ou mistura original;

e Extrato = fase rica em solvente que contém o soluto extraido;

e Refinado = fase pobre em solvente que contém o soluto nao extraido;

e Inerte ou Diluente = ¢ o maior constituinte liquido que junto ao soluto compde a

solucdo de alimentacao.

Para a escolha dos solventes para este método, alguns fatores devem ser levados em
considerac¢do: Devem ser imiscivel a solu¢dao de alimentagdo, formando duas fases distintas,
ndo podem reagir quimicamente com o soluto, a substancia deve ser mais soluvel no segundo

solvente e o solvente deve ser volatil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras dos o6leos-resinas de copaiba

As amostras do 6leo de copaiba comercial (OCC) foram obtidas de varias regides do
Brasil provenientes de diferentes espécies e foram coletadas em diferentes épocas do ano.
Algumas amostras foram compradas em feiras que vendiam o produto pelo nome de 6leo de
copaiba. A maioria das amostras foram armazenadas em seus recipientes originais (pléstico).
Todas foram mantidas a temperaturas amenas (cerca de 25°C) ao abrigo de luz e calor dentro
do Laboratorio de Produtos Florestais do Servigo Florestal Brasileiro (LPF/SFB).

Notou-se uma grande variabilidade nas amostras em termos macroscopicos.
Coloragao, odor e viscosidade foram os fatores mais perceptiveis ao primeiro contato. Em
alguns exemplares, ndo havia nenhuma garantia de que eram completamente auténticas,
livre de adulteragdes. Ndo houve nenhum tratamento prévio. A Figura 7 apresenta um

exemplo da variabilidade de caracteristicas do OCC.

Figura 7: Amostras de 6leos de copaiba comerciais
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4.2 indice de refracéo

Inicialmente, foi medido o indice de refragdo de cada 6leo, utilizando um refratdmetro
como o da figura abaixo (Atago Tokyo). Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, pingou-se
uma gota do 6leo comercial de copaiba na area de leitura e seu indice de refragao (n) foi lido.
Em seguida, com um papel macio embebido em alcool isopropilico, a area de leitura foi
devidamente limpa para a proxima repeticdo. A Figura 8 mostra o equipamento utilizado. A
figura 9 ilustra um indice de refrag@o a ser lido. O procedimento foi realizado em triplicata

para todas as amostras do 6leo.

Figura 8: Refratéometro utilizado Figura 9. Valores a serem lidos na escala de refracio

(leitura a ser feita: 1,507)
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4.3 Densidade

Com o auxilio de um picnometro como o da Figura 10, obtivemos os valores de
densidade para cada um dos 6leos de copaiba. A calibra¢do do instrumento foi feita utilizando
agua destilada. Inicialmente, pesou-se o picnometro e sua massa foi anotada. Em seguida, a
agua destilada foi adicionada ao picndmetro até completar seu volume e sua “tampa” foi
fechada, sempre secando o lado externo para garantir que ndo havia agua por fora do
instrumento. O volume do picndmetro foi adquirido pela relagdo entre a massa medida de

agua e sua densidade a temperatura ambiente.

Figura 10: Picndmetro utilizado para medir densidade de liquidos.

Apos a calibragdo, as amostra de 6leo de copaiba comerciais foram colocadas dentro
do picnometro sempre garantindo que ele estava seco por fora. O instrumento foi levado para
uma balanga de precisdo analitica e sua massa medida. O procedimento realizado em
triplicata. A densidade de cada amostra foi calculada pela razao entre a massa da amostra ¢ o

volume do instrumento.
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Onde p € psgua 530 a densidade (g/cm?®) da amostra e da 4gua a temperatura ambiente,

respectivamente; A ¢ a massa do picnometro vazio; B é massa do picndmetro com a

amostra; C ¢ a massa de agua destilada.

4.4 Viscosidade:

O viscosimetro utilizado neste trabalho € o capilar. Sao os viscosimetros mais antigos,
nos quais a tensdo de cisalhamento ¢ fornecida em fun¢do da pressdo a que o fluido ¢
submetido ao fluir através de um tubo capilar. Eles sdo precisos nas medidas de viscosidade
de fluidos newtonianos, até valores de 20.000 mPa.s. Uma desvantagem deste tipo de
viscosimetro ¢ que a velocidade de cisalhamento varia de zero, no centro do capilar, a um
valor maximo nas paredes [25]. A viscosidade ¢ medida pela velocidade de escoamento do
liquido através de um capilar de vidro, medida pelo tempo gasto por uma quantidade definida
de certo liquido para fluir através de um tubo de raio e comprimento conhecidos.

Os ensaios de viscosidade foram feitos em triplicata utilizando um viscosimetro
capilar calibrado da marca Fisherbrand de tamanho 150 (constante de calibragdo de 0,03755)
a40°C como o da figura 11 .

Aproximadamente 7 mL do 6leo foi adicionado ao viscosimetro capilar e este foi
deixado em banho-maria até entrar em equilibrio térmico com a agua (cerca de 10 minutos).
Apds o equilibrio, com o auxilio de um pipetador automatico para pipetar o 6leo até acima da
linha indicada no viscosimetro. Por gravidade, o peso da coluna do proprio fluido ¢ a forca
que causa 0 escoamento no interior do capilar e consequentemente. o 6leo comega a escoar
pelo capilar.

Ao atingir a primeira marca do instrumento, o cronometro ¢ acionado. No momento
em que a segunda marca do viscosimetro ( parte inferior) ¢ atingida pelo menisco do 6leo, 0

crondmetro foi parado e o tempo anotado.
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Figura 11: Viscosimetro de 150 com 6leo comercial de copaiba.

O mesmo procedimento citado acima foi utilizado para as amostras que possuiam
viscosidades elevadas, porém, em um viscosimetro capilar calibrado da marca Fisherbrand de

tamanho 200 (constante de calibrag¢do de 0,0955).

4.5 Indice de acidez

Os ensaios foram realizados conforme a metodologia de Vasconcelos & Godinho
(2002) !, Foram preparadas solugdes de KOH 0,1 M e HCI 0,5M e estas foram padronizada
com a solucao de Na;COs. Apds a padronizagdo das solugdes, suas respectivas concentragdes
molares foram anotadas. No método proposto valores de IA maiores que 80 indicam que

amostra ¢ auténtica.

Pesou-se cerca de 2 g do 6leo em um erlemeyer de 125 mL e a seguir adicionou-Se 25
ml da mistura éter etilico: alcool etilico (2:1) acompanhado de agitagdo. Adicionou-Se a seguir
2 gotas de solucdo alcoodlica de fenolftaleina 1% e titulou-se com a solugdo 0,1 M de
hidroxido de potassio (previamente padronizada) até que a solugdo incolor adquire uma

coloragao rosea.
4.6 Destilacao com arraste de vapor

Um esquema foi montado conforme Figura 12 e 20g do 6leo bruto de copaiba
comercial foi adicionado a um baldo com 100 mL de agua destilada com trés pastilhas de
ebulicdo dentro. O baldo foi entdo aquecido durante um periodo de 90 minutos para que a

agua ao entrar em ebuli¢do, arrastasse os componentes mais volateis (arraste a vapor) até um
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condensador e em seguida fossem coletados. Utilizou-se apenas trés amostras de 6leo (OCC-
09, OCC-15, OCC-21) pois as outras amostras nao possuiam volume suficiente para a

realizacdo da técnica de separacao.
Foram utilizados 4 componentes para a hidrodestilacao:

- Baldo de hidrodestilagdo: Contendo o 6leo de copaiba comercial, agua e pastilhas de

ebuli¢do para a hidrodestilacao.
- Chapa de aquecimento: Utilizada para aquecimento do baldo contendo a amostra.

- Condensador: Vidraria utilizada para condensar o vapor contendo fragdes volateis do

oleo.

-Dean Stark: Apds condensado, o Oleo essencial é coletado neste aparato para

separac¢do das partes de 4gua do 6leo.

O experimento foi realizado em triplicata e 0 seu rendimento calculado pela média das

repetigoes. As amostras foram acondicionadas em frascos &mbar e mantidas sob refrigeracao.

Figura 12: Esquema montado para hidrodestilacio

4.7 Cromatografia em coluna

Os procedimentos de cromatografia em coluna foram feitos segundo Fabiano S.
Vargas et. al *%. Aplicou-se a metodologia para isolamento da fragdo acida de 6leos copaiba

de diferentes espécies. Foi utilizado silica com espessura 70-230 mesh impregnada com KOH
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para cromatografia. Para preparacao, cada 100g de silica foi homogeneizada com 100 mL de
solugdo aquosa de KOH 10%. Apos preparo, a silica foi seca em estufa a 80 °C por 24h.

Em frasco separado foi colocado a silica e o solvente. Com o auxilio de um funil, a
“pasta” de silica foi adicionada a coluna. Gentilmente, bateu-se algumas vezes na coluna afim
de expulsar bolhas de ar e auxiliar o empacotamento. As bordas foram lavadas com o solvente
e este foi drenado até que atingiu o mesmo nivel da fase estaciondria.

Em seguida, o 6leo bruto foi dissolvido em diclorometano e eluido com 1200 mL
deste mesmo solvente. Apods a elui¢do de todo diclorometano, eluiu-se a coluna com 600 mL
de metanol acidificado a pH 4. A fracdo coletada foi em seguida rotoevaporada a vacuo e a
massa do baldo foi medida. A Figura 13 apresenta o esquema montado para a cromatografia

em coluna.

Figura 13: Coluna cromatografica e rotoevaporador a vacuo.
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4.8 Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM)

Apbs concluida a rotoevaporacdo do baldo na cromatografia em coluna, as duas
fragdes obtidas foram levadas para analises de cromatografia gasosa. Uma aliquota de 10 pL
foi retirada e avolumada com n-hexano para um baldo volumétrico de 10 mL. Apds
homogeneizagdo, esta solucdo foi leva ao CG-EM.

Para a fracdo diterpénica (metandlica) um procedimento diferente foi adotado pela
necessidade de volatizagao da amostra. Em um baldo volumétrico de 10 mL, pesou-se 1g da
amostra e este foi avolumado com n-hexano. Apos a dissolugdo completa, adicionou-se 500
uL de uma solugdo metandlica de NaOH 0,1 M. Para que a reagdo de transesterificagdo fosse
completada, a solugdo foi submetida a uma forte agitacdo durante 20 segundos. Apods a
metilacdo dos acidos carboxilicos livres, 100 puL desta nova solugdo foi avolumada para 10

mL e entdo, esta solu¢do final foi levada para o CG-EM.

4.9 Separacio liquido-liquido

Uma separagdo liquido-liquido foi feita afim de se caracterizar as fragdes de
compostos que estariam contidos em cada parte do solvente. Inicialmente, 5 gramas de dleo
de copaiba comercial foi pesada em uma balanga analitica e sua massa anotada. Em seguida 0
mesmo foi dissolvido em 25 mL metanol e adicionado a um funil de separagdo. Aliquotas de

5 mL de n-hexano foram adicionadas a solugéo até atingir o volume de 25 mL.
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Figure 14 OCC-15 atuando entre as fases metanol/n-hexano ndo permitindo a separagdo.

Figura 15: Separagao liquido-liquido efetiva do dleo bruto em metanol (parte inferior) e n-hexano (superior).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS:

5.1 Resultados de Densidade

. Os dados de densidade estao listados na Tabela 2, a sequir:

Tabela 2: Dados de densidade média das amostras de 6leo de copaiba comercial

Amostra Densidade Desvio Amostra Densidade Desvio
média (kg/m?) padrio média (kg/m*) padrio
occo1 0,9165 0,0040 0cc19 0,9815 0,0114
0CC02 0,9280 0,0058 0CC 20 0,9555 0,0135
occo3 0,9248 0,0047 occ21 0,9376 0,0140
0CC 04 0,9276 0,0076 0CC 22 0,9694 0,0048
0CC 05 0,9430 0,0153 0occ 23 0,9430 0,0072
0CC06* e s 0CC 24 0,9333 0,0061
0ocCcC 07 0,9331 0,0089 0CC 25 0,9374 0,0091
0Ccc o8 0,9512 0,0062 0OCC 26 1,0064 0,0032
0CC 09 0,9229 0,0045 occ 27 1,0173 0,0212
0CC 10 0,9129 0,5638 0CC 28 1,0011 0,0232
occ11 0,9318 0,0086 0CC 29 0,9803 0,0156
0CC 12 0,9272 0,0037 0CC 30 0,9269 0,0109
occ13 0,9210 0,0063 occ31 0,9502 0,0112
occC 14 0,9892 0,0149 0CC 32 0,9688 0,0136
0occ15 1,0002 0,0193 0cc33 0,9772 0,0038
0CC 16 0,9745 0,0040 0CC 34 0,9810 0,0133
occ17 0,9467 0,0064 occ 35 0,9889 0,0315
0ocC 18 0,9374 0,0053 = eeeeeeeee s e

As densidades médias de cada amostra variam entre valores de 0,9165 g/mL a 1,0173

g/mL e o valor médio de densidade para todas as amostras é de 0,9528 g/cm?.
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A Figura 16 mostra graficamente a distribuicdo de densidade média de cada 6leo:

11

Valor médio de densidade

i 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Amostra de OCC

Figura 16: Distribuicdo de densidade média dos OCC

*A amostra OCC-06 ndo possui valor de densidade média, pois ndo possuia o volume necessario para

analise.

Pode-se explicar essa variabilidade de densidade média entre as amostras pelo fato de
que ndo ¢ uma biomassa com caracteristicas constantes. Ha varios fatores como a
sazonalidade, ataque de micro-organismos, condi¢gdes do solo que alteram a proporgdo de
sesquiterpenos e diterpenos dentro do oOleo, além de alguns adulterantes que podem

influenciar a densidade deste insumo.

Observando a distribui¢do de densidade das amostras, pode-se facilmente observar a
disparidade entre os valores de densidade de algumas amostras. Amostras como OCC-26,
OCC-27 e OCC-28 possuem densidade média elevada (maior que 1) enquanto que as
amostras OCC-01 e OCC-30 possuem uma densidade relativamente baixa (pouco acima de
0,91). Essa disparidade entre os valores apresentados ratificam a necessidade de outros

parametros fisico-quimicos para a caracterizagdo mais precisa deste insumo.
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5.2 Resultados de indice de refracao:

E sabido que as caracteristicas fisico-quimicas do OCC sao variaveis. Fatores como a

sazonalidade, ataques a planta por outros seres vivos, clima e a variabilidade de espécie para

espécie podem influenciar a composi¢ao do OCC. Ja foi dito neste trabalho que o indice de

refra¢do ¢ dependente da concentracao de compostos contidos no 6leo.

A Tabela 3 apresenta os valores obtidos de indice de refragdo para as amostras. Todas

as amostras disponiveis foram analisadas no refratometro.

Tabela 3: Indices de refracio média para cada amostra de éleo de copaiba comercial

Amostra Indice de Desvio Amostra Indice de Desvio

refracio Padrao refracio Padrao

médio médio

OCcCco01 1,5013 0,0006 OCC 19 1,5130 0,0000
OCC 02 1,4887 0,0006 OCC 20 1,5023 0,0006
OCC 03 1,4690 0,0000 OCcC 21 1,5050 0,0000
OCC04 1,4963 0,0006 OCC 22 1,5117 0,0006
OCC 05 1,5070 0,0000 OCcC 23 1,4937 0,0006
OCC 06 1,5027 0,0006 OCC 24 1,4940 0,0000
OCC 07 1,4890 0,0000 OCC 25 1,4943 0,0006
OCC 08 1,5010 0,0000 OCC 26 1,5170 0,0000
OCC 09 1,5013 0,0006 OCC 27 1,5200 0,0000
OCC 10 1,5087 0,0006 OCC 28 1,5190 0,0000
OCC11 1,4950 0,0000 OCC 29 1,5097 0,0006
OCC 12 1,5043 0,0006 OCC 30 1,4793 0,0006
OCC 13 1,4780 0,0000 OCC 31 1,5073 0,0006
OCcC 14 1,5130 0,0000 OCC 32 1,5107 0,0006
OCC 15 1,5160 0,0000 OCC 33 1,5100 0,0000
OCC 16 1,5113 0,0006 OCC 34 1,5100 0,0000
OCC 17 1,4923 0,0006 OCC 35 1,5133 0,0006
OCC 18 1,5080 0,0000 |  mmeemeeem | e [ e

Pelos trabalhos de Ederly Santos Silva, et. al.,, o indice de refracio de amostras

auténticas esta proximo de 1,510 [17]. Das amostras de 6leos, 24 exemplares apresentaram
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valores de indice de refragdo proximo de 1,510. Sendo eles OCC (01; 05; 06; 08; 09; 10; 12;
14; 15; 16; 18, 19; 20; 21; 22; 26; 27; 28; 29; 31; 32; 33; 34; 35). As amostras OCC-15 e
OCC-33 sdao conhecidamente auténticas e possuem seus valores de m proximos a 1.51,
entretanto, pequenas variagdes em torno deste valor sdo aceitaveis devido a grande quantidade
de fatores que influenciam as propriedades fisico-quimicas deste 6leo. Amostras como por
exemplo OCC-03 (n = 1,4690) foram muito provavelmente adicionadas de adulterantes pois
seu indice de refragdo ¢ muito divergente daquele valor esperado e encontrado para amostras

auténticas.

Os resultados obtidos mostraram indices de refragdo variando na faixa de 1,4690 e

1,5200. O valor médio do indice de refracdo para todas as amostras de OCC ¢ de 1,5027.

A Figura 17 ilustra a distribui¢do de indice de refragdo médio para cada amostra:
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Figura 17: Grafico do indice de refracio médio de cada amostra de OCC.

Observando a Figura 17, pode-se dizer que o indice de refragdo é um parametro
importante para a verificagdo de adulteragdes grosseiras. As amostras OCC-03, OCC-13 e

OCC-30 possuem um valor de indice de refragdo muito baixo, estas sdo provavelmente
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amostras adulteradas. Entretanto, deve-se levar em consideragdo que sozinho, ndo ¢ suficiente
para afirmar com certeza que amostras que possuem varia¢ao em seus 1 (que nao seja muito
acentuado) sdo adulteradas. Além dos fatores ja citados, a maneira como o OC foi extraido,
armazenado e manuseado, podem interferir diretamente e alterar os valores de m, sem

necessariamente implicar em adulteragdes.

5.3 Resultados de viscosidade:

As afericoes de viscosidade foram feitas utilizando um banho térmico com
temperatura controlada digitalmente ¢ com agitagdo constante afim de homogeneizar
termicamente o meio. De acordo com o fabricante do viscosimetro, existe outra temperatura
sugerida para a afericdo (100°C), contudo, a temperatura de ebuli¢do da agua e a pressao
atmosférica do laboratério, ndo permitiram a realizagao de afericdes de viscosidade a esta

temperatura.

Apods concluido as medigdes de viscosidade com o viscosimetro Fischerbrand
calibrado de tamanho 150, as amostras que nao se enquadraram na faixa garantida pelo
equipamento calibrado foram novamente analisadas utilizando-se um viscosimetro do mesmo
fabricante, porém de tamanho 200. As amostras que ndo se encaixaram dentro das faixas dos
dois viscosimetros, ndo tiveram suas viscosidades medidas por falta de instrumentos no

laboratorio. Os dados referentes as andlises de viscosidade estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Resultados de viscosidade para os dois tipos de viscosimetro

Amostra Viscosidade Desvio Amostra Viscosidade Desvio
média padrao média padrao
(centistokes) (centistokes)
occ-o1* 8,0420 0,0055 (S ATl —
occ-02! 21,9292 0,2345 OCC-20? 53,4800 0,3443
OCC-03? 40,1736 0,2403 OCcC-21t 19,9338 0,1035
OcCC-04! 17,8334 0,2359 OCC-222 67,2956 0,4901
OCC-05! 19,2381 0,1207 OCC-23! 26,0347 0,1517
OCC-06! 11,4903 0,0650 OCC-24! 22,7178 0,1636
OCcC-07! 26,1098 0,3280 OCC-25! 30,3029 0,1353
OCC-08? 42,5930 0,1910 OCC-26® W —mmmmmmeem e
OCC-09! 9,0092 0,0969 OCC-27* e e
OCC-10? 39,4096 0,2917 OCC-28>  —mmmmmmeem e
OCC-11t 18,1478 0,3696 OCC-292 41,1286 0,2205
OCC-12t 14,1063 0,0573 OCC-30! 28,7778 0,6214
OCC-13! 27,3489 0,0573 OCC-31! 17,1799 0,3561
OCC-14°® et s OCC-32t 32,8046 0,2074
OCC-15* = —emem e OCC-33* = e e
OCC-16? 41,3515 0,9110 OCC-342 73,7578 0,1458
OCC-17? 41,6061 0,3353 OCC-352 91,8073 1,2996
OCC-18* —mmemmmmem e e e e

Os valores de viscosidade foram obtidos a partir do tempo de escoamento de um ponto
marcado no viscosimetro a outro. O fabricante fornece junto com o proprio instrumento, um
valor de constante para conversdo de segundos para a unidade de viscosidade. A maneira

como a viscosidade foi calculada estad apresentada no apéndice.

O mesmo calculo foi utilizado para as outras amostras do 6leo de copaiba comercial e

estdo apresentadas na Figura 18.

1 . . ;
Amostras medidas no viscosimetro de tamanho 150.
2 . . ;
Amostras medidas no viscosimetro de tamanho 200.
3 ~ . ~ . .. . . . .
Amostras ndo analisadas por nao possuir volume suficiente ou possuir viscosidade muito elevada.

39



100

S0

80

70

60

50

30
20 -

Viscosidade média (centistolees)

10 -+

i 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Amostras de QCC

Figura 18: Distribuicdo de viscosidade das amostras de OCC.

A viscosidade média para as amostras de OCC que se encaixaram na faixa do
viscosimetro de 150 foi de 20.6474 centistokes. Enquanto que para o viscosimetro de 200, a

viscosidade média foi de 53.2603 centistokes.

As medidas de viscosidade possuem importancia fundamental dentro de uma industria
quimica. E uma propriedade que deve ser levada em consideragio ao se pensar em uma
industria de tintas e vernizes, por exemplo. As amostras que possuem uma viscosidade maior,
provavelmente possuem uma maior quantidade de diterpenos em sua composi¢do, que sao 0S
compostos de interesse para essa finalidade [10]. Além disso, toda a logistica deve ser

pensada ao se considerar as forcas e tensdes que um fluido mais viscoso pode exercer em

tubulagdes e encanamentos.

5.4 Resultados de indice de acidez

O indice de acidez nos permite saber se 0s 6leos em geral possuem adulteragoes, assim
como avaliar aproximadamente o teor de adulterante presente. Entretanto, este parametro nao
fornece nenhuma informagao a respeito da natureza do adulterante.

Os resultados de indices de acidez média dos 6leos de copaiba comerciais estao

mostradas na tabela 5, dos quais tiveram valores entre 10.3458 a 98.4862 mg KOH/g de 6leo.
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O valor médio de acidez foi de 51.9933 mg KOH/g de 6leo bruto. As amostras que nao

possuiam volume suficiente ou coloragdo muito forte ndo tiveram seus indices de acidez

aferidos.
Tabela 5: Dados obtidos para indice de acidez médio das amostras de OCC.

Amostra Indice de Desvio Amostra Indice de Desvio

acidez médio Padrio acidez médio Padrio

(mmgKOH) (mmgKOH)
OCC 01 16,1499 0,07530 OCC 19 70,1961 0,1156
OCC-02* —mees s OCC 20 40,5575 0,1960
Seor occ 21 36,0240 0,4070
OCC-04*  —omees s OCC 22 58,4813 0,3878
OCC-05*  —mees s e ——
OCC-06* —oomm e OCC-24* e e
e e @ —
OCC-08* —eemm s OCC-26° =mmmeeem e
OCC 09 49,4274 0,3488 oCcC 27 98,4862 1,0172
OCC-10* —emmm e OCC 28 84,5381 0,4383
e —— OCC 29 65,0339 0,2321
OCC-12* = ceems s OCC 30 10,3458 0,0767
e OCC 31 39,9015 0,1600
OCC-14*  ceeeme s OCC 32 63,3950 0,5803
OCC-15* s s OCC 33 65,1592 0,2629
OCC-16*  —eemm e OCC-34* et
(510 (@ i N — OCC 35 43,0137 0,1083
OCC 18 30,2103 0,2553

A Figura 19 apresenta a distribui¢do dos indices de acidez.

4 , . . ~ s, . . 3T
Amostras sem valor de indice de acidez por ndao possuirem volume suficiente para analise.
5 , ~ . ~ . ; . ; .
A amostra OCC-26 possuia uma coloragdo forte (marrom) e por isso, ndo foi possivel determinar seu indice de

acidez corretamente.
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Figura 19: indice de acidez médio para as amostras de OCC.

De acordo com o trabalho de Vasconcelos e Godinho (2002), admite-se que amostras
auténticas de 0leo de copaiba apresentem valores para o indice de acidez dentro da faixa de 80
a 90 miligramas de KOH por grama de 6leo. As amostras que apresentam esse indice abaixo
de 80, sdo provavelmente amostras adulteradas [6]. Entretanto, pela grande variabilidade das
espécies, sazonalidade, caracteristicas do solo e de ataques de outros seres a arvore, €Sses
valores podem aumentar ou diminuir. QOutro fator importante a ser considerado ¢ que a
adulteracdo, com oleo de soja por exemplo, abaixa o indice de acidez, mas ha outros
adulterantes que podem aumentar esse valor afim de mascarar a adulteragao.

Os dados obtidos através do CG-EM nos mostram que apesar da relagcdo entre indice
de acidez e adulteracdes nao ser exatamente a descrita por Vasconcelos e Godinho (2002), ¢
possivel afirmar que indices de acidez muito baixos sdo fortes indicativos de adulteracdes

grosseiras.
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METODOS DE SEPARACAO

5.5 Resultados de destilacdo por arraste de vapor

Durante a separagdo por arraste a vapor, notou-se que as pastilhas ndo ficavam
uniformemente distribuidas dentro do baldo, tendendo a ficarem juntas em um unico lado do
baldo. Sugeriu-se entdo utilizar mais pastilhas (seis) para que dessa forma, elas se
distribuissem melhor ¢ aumentasse o rendimento do método.

A utilizagdo de seis pastilhas apresentou uma melhor separagdo entre os grupos
diterpénicos e sesquiterpénicos, acarretando um aumento de rendimento médio nas trés

amostras de oleos utilizadas.

A diferenca em termos de translucidez das amostras com trés e seis pastilhas foi
visivel, visto que com seis pastilhas a ebuligdo estava mais distribuida e maior parte volatil
(sesquiterpénica) foi arrastada pelo vapor de agua. Além disso, a turbidez na amostra pode ter
sido causada também pelo aprisionamento de agua dentro da fra¢do resinosa, visto que maior

quantidade de vapor de dgua atravessou o 6leo bruto.

Figura 20: A esquerda, amostra OCC-15 hidrodestilada com 3 pastilhas;

A direita a mesma amostra hidrodestilada com 6.

O dleo e a agua formam uma mistura heterogénea, sao dois liquidos imisciveis, sendo
que Oleo fica “flutuando” na agua por possuir densidade inferior. Apds atingir uma

temperatura proxima aos 100°C, a 4gua comeca a entrar em ebuli¢do e o vapor atravessa ca
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camada de 0leo e arrasta os componentes com quem possui maior afinidade. Na tabela 6,
segue os dados de rendimento de cada amostra com 3 pastilhas de ebulicdo (3P) e com 6
pastilhas (6P).

Tabela 6: Dados de hidrodestilagio das amostras de OCC com 3 e 6 pastilhas de ebuligéio.

Amostra  Rendimento Desvio  Rendimento Desvio Soma dos
médio Parte Padrao médio parte Padrao Rendimentos
resinosa (%) Volatil (%) (%0)

OCC 21-3P 65, 8762 2,1622 4,7515 0,5638 70,6277
OCC 21-6P 80,4657 0,5111 4,5303 4,9470 84,9961
OCC 15-3P 69,8085 8,6839 1,6258 0,8707 71,4343
OCC 15-6P 69,7697 0,0266 3,4232 0,0723 73,1929

Durante a hidrodestilacdo, foi necessario trocar a chapa de aquecimento ¢ 0 aparato
Dean Stark. A chapa de aquecimento com defeito e a troca de vidraria podem ter contribuido
para a perda de massa das amostras para o ambiente. As amostras hidrodestiladas foram
levadas para anélise de CG-EM. A Figura 21 apresenta o espectro da fracao resinosa do OCC-

15 hidrodestilada 6 pastilhas e a Figura 22 mostra o espectro do OCC-15 bruto.

. |Jmll.4 . . f‘

0 5 10 15 20 25 3o 35 40 45

Tempo (minutos)

Figura 21: Espectro de CG-EM da amostra OCC-15 bruta.
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Figura 22: Espectro de CG-EM da fragao resinosa do OCC-15 apos hidrodestilagio com 6 pastilhas de
ebulicao.

Ao se comparar os dois espectros, € possivel ver que apesar da separacdo dos grupos
de compostos ter acontecido, ainda hd uma quantidade significativa de sesquiterpenos
contidos na fracdo diterpénica do 6leo. O método utilizado para a introducdo da amostra no
CG-EM nio nos permite ver a fragdo diterpénica, apesar dela estar presente pois 0s compostos

dessa regido sofrem uma reagdo de saponificagdo.

5.6 Resultados cromatografia em coluna

O método de impregnacdo da silica com KOH utilizada na cromatografia em coluna, é
mais simples que alguns métodos encontrados na literatura. E um método mais rapido e
dispensa 0 uso de n-hexano, a eluigdo também utiliza uma menor quantidade de solventes.

Durante os experimentos realizados com a coluna cromatografica, notou-se uma
grande afinidade dos compostos das amostras mais fluidas (maior quantidade de
sesquiterpenos) com o diclorometano. Compostos mais viscosos (maior quantidade de
diterpenos) tiveram afinidade maior com o metanol acidificado devido a sua maior interagao

intermolecular com a fase movel.

Na Tabela 7 estdo listados os resultados de rendimento em massa obtidos com cada eluente.
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Tabela 7: Dados de massa e rendimento obtidos através da cromatografia em coluna para as amostra de

OCC.
Amostra | Meédia | Desvio | Média do | Desvio | Fracao | Fracdao | Rendimento
do peso | Padrao | pesode |Padrio| média média (%)
de oleo 6leo retida retida
(DCI) (MeOH) em DCI em
(9) (9) (%) MeOH
(%)

OCC-15 | 2,2713 | 0,1946 | 4,0859 | 0,1968 | 45,0091 | 80,9615 125,9707

OCC-21 | 4,1366 | 0,4764 2,1464 | 0,0427 | 82,5336 | 42,8246 125,3582

A amostra OCC-21 (19.9338 + 0.1035) possui uma viscosidade menor que a OCC-15
(n2o medida por possuir viscosidade muito elevada). Isso ¢ um indicador de que a primeira
uma possui uma propor¢ao de compostos sesquiterpénicos (volateis) que a segunda. Devido a
este fato, ¢ de se esperar que para a amostra menos viscosa, a massa retida em diclorometano
seja maior que a da amostra mais viscosa. O caminho inverso também ¢ verdadeiro, a amostra
de maior viscosidade possui em sua composi¢do uma maior propor¢ao de diterpenos, logo, a
maior parte de sua massa estara retida na fragdo metanolica.

Observou-se que nos dois oleos utilizados na cromatografia em coluna, houve um
ganho grande de massa (cerca de 25%). Afim de averiguar a razdo deste fendmeno, a fracdo
metanolica foi lavada com agua destilada. Apds a dissolugao completa da amostra, pingou-se
3 gotas de uma solucao de fenolftaleina 1%. A solucdo contendo a amostra dissolvida tornou-
se rosa (Figura 23), indicando que esse acréscimo de 25% de massa é provavelmente
proveniente do KOH que estava impregnado na silica e foi carregado junto com o metanol. O
processo de lavagem com agua destilada pode ser aplicado apds o método de separagao.

Apoés a separacao dos componentes, cada amostra foi levada para o CG-EM para a

analise qualitativa do método de separagdo. A Figura 24 e 25 apresentam os espectros obtidos.
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Figura 23. Amostra diluida em agua destilada com indicador fenolftaleina

|/} T L

[} 10 20 30 40 50

Tempo (minutos)

Figura 24: Espectro de CG-EM da fragiio contida em DCI da amostra OCC-15.
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Figura 25: Espectro de CG-EM da fragio contida em MeOH da amostra OCC-15

O motivo por ndo haver nenhum pico na regido sesquiterpénica (compreendida entre
10 e 20 minutos) indica que ndo ha a presenca destes compostos na fragdo metandlica,
enquanto que a fracdo contida no diclorometano possui esta regido intacta. Este fato nos

mostra que a separac¢ao desses dois grupos de compostos efetiva.

5.7 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Todas as amostras brutas de OC foram analisadas pelo CG-EM afim de se verificar a
existéncia de adulteragdes (no caso, acidos graxos). Na Tabela 9 pode-se conferir os valores

aproximados de adulterantes em (%v/v).

Ao confrontar os dados obtidos através do CG-EM com os parametros fisico-
quimicos, podemos dizer que ambos sdo importantes para a identificagdo de adulteragdes nos
OC. A Tabela 10 compara alguns parametros fisico-quimicos do OCC-30 com o obtido pelo
CG-EM.
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Tabela 9: Valores aproximados de adulterantes em (%v/v).

Amostra Teor de adulteragao Amostra Teor de adulteragao
(%viv) (%viv)

OCC-01 3,0 OCC 19 0,0

OCC 02 40,0 OCC 20 15,0

OCC 03 OCC 21 3,0

OCC 04 25,0 OCC 22 0,0

OCC 05 0,5 OCC 23 30,0

OCC 06 0,0 OCC 24 25,0

OCC 07 40,0 OCC 25 30,0

OCC 08 15,0 OCC 26 0,0

OCC 09 0,0 OCC 27 0,0

OCC 10 0,5 OCC 28 0,0

OCC 11 25,0 OCC 29 0,0

OCC 12 15 OCC 30 35,0

OCC 13 50 OCC 31 0,0

OCC 14 0,0 OCC 32 0,0

OCC 15 0,0 OCC 33 0,0

OCC 16 0,0 OCC 34 0,5

OCC 17 30,0 OCC 35 0,0

OCC 18 00 | e e

Tabela 10: Dados de teor de adulterante, indice de refragio, acidez
Amostra Teor de Indice de Indice de Indice de Indice de
adulterante | refracio refracio acidez acidez médio
(Y%viv) obtido médio obtido
OCC-30 35,0 1,4793 1,5027 10,3458 51.9933

O indice de refracdo, ja aponta uma possivel adulteragdo, visto que o valor encontrado

estd muito afastado da média. O indice de acidez ¢ cerca de 5x menor que a média e isso € um

forte indicador de a amostra estd adulterada muito provavelmente por 6leo de soja. Os

resultados do CG-EM s6 confirmam o que os parametros fisico-quimicos apontam.

Na Figura 26, ¢ possivel ver picos bastante pronunciados de adulteragio.
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Figura 26: Espectro de CG-EM da amostra OCC-30

Aos 25 minutos de andlise, aproximadamente, picos de adulterantes (4cidos graxos)
aparecem. Nesta regido, como ja foi dito neste trabalho, ndo deveria aparecer nenhum pico,
visto que os acidos diterpénicos sofrem uma reagdo de saponificagdo. Este espectro apenas

ilustra a presenca do adulterante.

5.8 EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO

Apesar do metanol e do n-hexano serem imisciveis, alguns o6leos (OCC-15, por
exemplo), atuaram como um elo de ligag@o entre o metanol e o n-hexano permanecendo entdo
apenas uma fase. Entretanto, outras amostras ndo possuiram este comportamento (OCC-09 e
OCC-21) e puderam ser separadas através deste método com sucesso. Utilizando o funil de
separacdo, as fragdes contidas no metanol e no n-hexano (0 metanol por ser mais denso que 0
n-hexano, ficou na parte de baixo do funil) foram rotoevaporadas e suas massas medidas em
uma balanga de precisdo analitica. A Tabela 11 apresenta os valores de rendimento da

separacao liquido-liquido.
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Tabela 11: Valores de rendimento da separacio liquido-liquido

Amostra Rendimento Desvio Rendimento Desvio Rendimento
médio (fracio Padrio  médio (fracao Padriao total médio
metandlica em n-hexano em (%)

%) %)
OCC-09 68,4281 10,8382 30,9382 11,9243 99,3663
OCcC-21 62,8794 23,6625 35,5300 25,7311 98,4095
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O trabalho realizado mostrou que 0s parametros fisico-quimicos sdo ferramentas
analiticas importantes para a regulamentacdo e comprovagdo da autenticidade de materiais
florestais, como o dleo de copaiba. Além disso, parametros como a viscosidade e densidade
possuem fundamental importancia para logistica, como também para o planejamento de

operagoes dentro de uma industria quimica.

Sabemos que as amostras de 6leo de copaiba sdao provenientes de diversas regides do
Brasil e de varias espécies diferentes. Isso acarreta proporgdes de sesquiterpenos e diterpenos
diferentes entre elas. Este fato dificulta a criagdo de métodos e técnicas para controle e
autenticidade dos Oleos de copaiba. Os resultados obtidos através dos parametros fisico-

quimicos ndo podem ser estritamente rigidos sem levar em consideragdo estes fatores.

A cromatografia em coluna se mostrou mais rapida e eficiente que a hidrodestilacao.
Embora o uso de mais pastilhas de ebuligdo tenha aumentado o rendimento da separa¢do na
hidrodestilacdo, n3o houve uma separagdo completa dos grupos de compostos
sesquiterpénicos e diterpénicos pois compostos volateis ainda estdo presentes nas fragdes

resinosas do o6leo.

Os espectros obtidos da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
mostrou que a separacao pelo método da cromatografia em coluna € mais eficiente e seletivo
que através da hidrodestilagdo. Além disso, a silica e os solventes gastos durante a

cromatografia podem ser recuperados e reutilizados sem maiores problemas.

Deve-se levar em consideragao também, o custo envolvido nestes métodos. Os gastos
envolvidos na cromatografia sdo inferiores aos da hidrodestilacao, que ainda apresentou uma

perda significativa de massa durante a técnica de separacao.

O método de separacdo liquido-liquido ndo se mostrou eficiente visto que por motivo
desconhecido, algumas amostras de Oleo (tanto auténticas quanto adulteradas) se

apresentavam em uma Unica fase, impedindo assim a separacao.

Pensando-se em uma aplicag@o industrial, ndo ¢ conveniente uma imprevisibilidade do

comportamento do material utilizado. Este fendmeno pode ser objeto de estudos futuros.
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Os resultados apresentados pelas técnicas de separagdo, cOmo a cromatografia em
coluna ¢ a hidrodestilagdo, mostram um promissor campo de estudo para o desenvolvimento e

aperfeicoamento de técnicas de caracterizagdo e controle dos produtos ndo-madeireiros.
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8. APENDICE

Abaixo um exemplo de como o valor de viscosidade foi calculado:

Exemplo:

OCC-01 levou 214,28 segundos para escoar de um ponto a outro do viscosimetro de

150. Utilizando-se da constante de conversdo fornecida pelo fabricante:

Constante = 0,03755
Viscosidade =t x 0,03755

Viscosidade = 214,28 x 0,03755 = 8,0462 centistokes.

Para as amostras que possuiam altos valores de viscosidade e foram medidos no viscosimetro

de 200, o calculo ¢ analogo ao da equagdo acima. Apenas o valor da constante ¢ alterado de
0,03755 para 0,0955.
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