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RESUMO

O oOleo de copaiba € um produto natural muito utilizado na medicina
popular e como matéria-prima da industria farmacéutica e cosmética. Diferencas
entre espécies ou locais de extragcdo podem ocasionar altera¢cdes na composi¢ao
de um mesmo Oleo vegetal, 0 que destaca a importancia do seu controle de
qualidade. A quimiometria aliada a métodos analiticos instrumentais, como a
ressonancia magnética nuclear (RMN), vem sendo muito utilizada no controle de
qualidade de diversos produtos. Assim, esse trabalho prop&e utilizar a técnica
de RMN associada a quimiometria para diferenciar e caracterizar amostras de
0leo de copaiba obtidas de diferentes regides do Brasil. Para isso, espectros de
RMN de 'H e 3C de 26 amostras de 6leo de copaiba foram adquiridos e
submetidos a andlises quimiométricas, por meio da analise de componentes
principais (PCA), que permitem o reconhecimento de padrdes entre as amostras
e origens, bem como indicam as principais variaveis responsaveis pelo
agrupamento. Os resultados mostraram que as amostras de Copaifera
langsdorffii apresentam diferenca de composicdo em relacdo as amostras de
outras espécies. Amostras de 6leo de copaiba obtidas de espécies indefinidas
apresentaram agrupamentos no PCA e dendrogramas que podem indicar
espécies diferentes entre as amostras com espécies indefinidas. Apos as
andlises quimiométricas, também foram realizados experimentodos de RMN
bidimensionais com o objetivo de identificar a estrutura das moléculas que
possam estar diferenciando o 6leo extraido da espécie de Copaifera langsdorffii
daquele obtido de outras espécies de Copaifera (Copaifera sp.). A partir dos
sinais observados nos graficos de pesos e a analse de espectros de RMN 2D,
foi possivel determinar a estrutura de trés terpenos (acido hardwickiico, 6xido de

cariofileno e 4cido caurendico) resposaveis pela diferenciacdo das amostras.



ABSTRACT

Copaiba oil is a natural product widely used in popular medicine and as
raw material for pharmaceutical and cosmetic industry. Differences between
species or extraction sites can cause changes in the composition of the same
vegetable oil, which highlights the importance of its quality control. Chemometric
combined with instrumental analytical methods, such as nuclear magnetic
resonance (NMR), has been widely used in the quality control of several products.
Thus, this work proposes to use the NMR technique associated with chemometric
to differentiate and characterize samples of copaiba oil obtained from different
regions of Brazil. For this, *H and 3C NMR spectra of 26 samples of copaiba oil
were acquired and submitted to chemometric analysis, through the principal
component analysis (PCA), which allow the recognition of patterns between the
samples and origins, as well as indicate the main variables responsible for the
grouping. The results showed that the samples of Copaifera langsdorffii show
difference in composition in relation to the other samples. Samples of copaiba oil
obtained from undefined species showed clusters in the PCA and dendrograms
that may indicate different species among samples with undefined species. After
chemometric analyzes, two-dimensional NMR experiments were also carried out
in order to identify the structure of the molecules that may be differentiating the
oil extracted from the Copaifera langsdorffii species from that obtained from other
Copaifera species (Copaifera sp.). From the signals observed in the weight
graphs and the analysis of 2D NMR spectra, it was possible to determine the
structure of three terpenes (hardwickic acid, caryophyllene oxide and kaurenoic

acid) responsible for the differentiation of the samples.
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1. INTRODUCAO

Arvores comumente conhecidas como "arvore de copaiba" sdo plantas
que pertencem a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae e género
Copaifera sp. e que apresentam no interior do seu tronco um 6leo-resina ou
balsamo com conhecidas propriedades medicinais, cosméticas e industriais. A
arvore de copaiba é comumente encontrada na América Latina e Africa
Ocidental. E uma &arvore nativa e encontrada em varias regides do Brasil. Dentro
do género Copaifera existem varias espécies, porém, as mais encontradas no
Brasil sdo: Copaifera officinalis L., Copaifera reticulata Ducke, Copaifera
multijuga Hayne, Copaifera confertiflora, Copaifera langsdorffii, Copaifera
cariacea e Copaifera cearensis Huber ex Ducke.® Além disso, poucas espécies

foram estudadas quimicamente e as andlises se limitam ao 6leo-resina.?

O liquido viscoso extraido do tronco da arvore de copaiba é chamado de
Oleo-resina por se tratar de um exsudato composto por acidos resinosos, além
de outros compostos volateis. A variedade dos componentes do 6leo natural da
copaiba esta relacionada a fatores abi6ticos, como por exemplo a sazonalidade
ou o local em que foi extraido.® A composicdo quimica que se sobressai na
maioria dos 6leos-resinas de copaiba é de sesquiterpenos como o a-humuleno,
a- e [B-selineno, B-bisaboleno, B-cariofileno, 6xido de cariofileno e &cido
caurendico, dentre os quais podem apresentar propriedades anti-inflamatérias,
analgésicas, bactericidas e insetifugos.2? Devido a esses efeitos medicinais, o

6leo de copaiba tem sido utilizado na medicina popular.?

A crescente utilizacao desse recurso florestal torna necessario um maior
controle de qualidade do Oleo comercializado. Contudo, esse maior controle &
dificultado pelas varia¢cdes que podem ocorrer na composi¢do do 6leo devido a
existéncia de espécies do género Copaifera. Dessa forma, é importante
conhecer a espécie da qual o 0leo de copaiba foi extraido, para assim poder
garantir as propriedades que este pode oferecer em funcdo dos componentes
que possui. Porém, a alta complexidade e variabilidade de composicao
encontrada nos 6leos de copaiba sdo um desafio para o desenvolvimento de

meétodos analiticos que sejam capazes de suprir essa demanda.
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A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica que vem sendo
utilizada com sucesso no controle de produtos com matrizes complexas*, como
é o caso do 6leo de copaiba.® Os espectros de RMN podem fornecer dados sobre
a composicdo da mistura, por meio da estrutura quimica dos compostos
presentes na amostra de estudo, bem como sobre a concentra¢cédo de cada um

desses compostos.®

Com a riqueza de informagfes que o espectro de RMN possui, a andlise
destes espectros pode ser dificil e de alta complexidade, principalmente quando
uma amostra possui na sua matriz varios compostos com deslocamentos
guimicos préximos que geram sobreposicéo de sinais.” Tendo em vista a grande
quantidade de sinais presentes no espectro de RMN, a quimiometria se mostra
uma estratégia interessante para a analise dessa grande quantidade de dados,
de forma a obter o maximo de informacéao util.8 Dessa forma, pode-se contribuir
para extracdo de informacfes importantes, que auxiliam na comparacdo de
amostras a fim de classificar a origem, a autenticidade, dentre outras
propriedades. A quimiometria tem sido um instrumento muito utilizado na quimica
analitica atualmente, bem como em diversas outras areas, como medicinal,

computacional, nas industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias.®

7z

Para um bom uso das técnicas quimiométricas € necessario que a
aguisicao dos dados seja feita de forma padronizada para todas as amostras.
Além disso, apds a aquisicdo dos dados, pode ser necessaria a realizacao de
um pré-processamento. No caso das andlises por RMN, deve ser feito, por
exemplo, o alinhamento dos sinais das diferentes amostras, uma vez que,
mesmo que as analises tenham sido realizadas de forma padronizadas, existem
interferentes que podem causar alteracdes, mesmo que minimas, de uma
aquisicdo para outra.” Qutro pré-processamento que pode ser realizado é o
ajuste da relacéo sinal-ruido por meio de método binning. Porém, esse meétodo
deve ser usado com cuidado, para que informacgdes importantes dos espectros

nao sejam perdidas.

A analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis) € um dos modelos de andlise exploratéria e reconhecimento de
padrées mais usados na quimiometria. O modelo tem como objetivo reduzir o
namero de dimensdes/variaveis do conjunto de dados, sem perder informacdes

16



relevantes. A intengdo de reduzir € combinar varidveis originais que apresentam
correlacdo entre si, para produzir novas variaveis que facilitem a analise dos
dados adquiridos.® A PCA pode ainda ajudar na identificacdo de padrdes de

similaridade entre as amostras e variaveis.®

Neste trabalho, as técnicas de RMN e PCA foram utilizadas para o
reconhecimento de padr6es de amostras de 6leos de copaiba de diferentes
espécies, origens de extracao ou venda. Os 6leos analisados foram extraidos ou
comprados em diferentes regides do Brasil que possuem clima, vegetacéo e solo
diferentes e que, portanto, podem influenciar na composicao do 6leo. Por meio
das diferencas observadas, esse trabalho busca caracterizar os 6leos de
diversas regides e possibilitar comparagdes na analise de amostras futuras.
Além disso, ap0s as andlises quimiométricas, esse trabalho se propds a
identificar a estrutura das moléculas que permitam a diferenciacéo do 6leo obtido
da espécie de Copaifera langsdorffii daquele obtido de outras espécies de

Copaifera (Copaifera sp.) por meio dos espectros de RMN bidimensionais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Descricao e preparo da amostra

Neste trabalho, foram estudadas 26 amostras de 6leo de copaiba puro
(Figura 1), extraido ou comprado de diferentes regides do Brasil: 1 amostra do
Distrito Federal, 13 amostras do estado de Goias; 1 amostra de Minas Gerais, 2
amostras do Parda, 4 amostras do Acre. Além disso, também foram analisadas 4
amostras adquiridas em comércio eletrbnico e, portanto, de espécie e regido
desconhecidas, e 1 amostra composta pela mistura das amostras do Centro
Oeste e Minas Gerias. Além das informacdes referentes a localidade, das 26
amostras disponiveis, aquelas numeradas de 1 a 19 sdo da espécie Copaifera
langsdorffii, enquanto as numeradas 20 a 26 sdo pertencentes a outra(s)
espécie(s), sendo deste momento em diante identificadas como Copaifera sp.
Na Tabela 1 encontram-se os dados de cada amostra analisada.

Figura 1. Amostras de 6leo de copaiba puro utilizadas nas andlises.
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Tabela 1. Informac6es de aquisi¢éo, origem e espécie das 26 amostras de 6leo de copaiba

analisadas.

OCP Forma de Aquisigcéo Origem Espécie
01 Coletado diretamente do tronco Formosa - GO C. langsdorffii
02 Coletado diretamente do tronco Formosa — GO C. langsdorffii
03 Coletado diretamente do tronco Formosa — GO C. langsdorffii
04 Coletado diretamente do tronco Formosa — GO C. langsdorffii
05 Coletado diretamente do tronco Formosa — GO C. langsdorffii
06 Coletado diretamente do tronco Formosa — GO C. langsdorffii
07 Coletado diretamente do tronco Formosa — GO C. langsdorffii
08 Coletado diretamente do tronco Formosa — GO C. langsdorffii
09 Adquirido de extrativista Formosa — GO C. langsdorffii
10 Adquirido de extrativista Formosa — GO C. langsdorffii
11 Adquirido de extrativista Buritis — MG C. langsdorffii
12 Adquirido de extrativista Cabeceiras — GO C. langsdorffii
13 Adquirido na feira Planaltina — DF C. langsdorffii
14 Adquirido de extrativista Sé&o Domingos — GO C. langsdorffii
15 Adquirido de extrativista Sé&o Domingos — GO C. langsdorffii
16 Adquirido de extrativista Formosa — GO C. langsdorffii
17 Mistura das amostras acima Mistura C. langsdorffii
18 Adquirido na feira Rio Branco — AC Copaifera sp.
19 Adquirido no comércio eletrénico Indefinida Copaifera sp.
20 Adquirido de extrativista Santarém — PA Copaifera sp.
21 Adquirido de extrativista Santarém — PA Copaifera sp.
22 Adquirido na feira Rio Branco - AC Copaifera sp.
23 Adquirido no comércio eletrdnico Rio Branco — AC Copaifera sp.
24 Adquirido de extrativista Indefinida Copaifera sp.
25 Adquirido no comércio eletrénico Indefinida Copaifera sp.
26 Adquirido na feira Rio Branco — AC Copaifera sp.

Por ser uma matriz complexa, com a presenca de uma grande variedade

de terpenos, a solubilizacdo do 6leo de copaiba se mostrou dificil. Assim, foram

realizados testes de propor¢cao entre a amostra e o solvente CDCls, até que fosse

encontrada uma proporgao, entre as massas de amostra e solvente, em que toda

a amostra fosse solubilizada.

As amostras de oOleos de copaiba foram pesadas entre 81 e 99 mg (+0,01

mg) em eppendorfs utilizando uma balanga XP205 da Mettler Toledo. Aos

eppendorfs foram adicionadas entre 400 e 500 pL do solvente CDCls com uma

seringa de vidro. O cloroformio deuterado (CDCI3) € um solvente volatil, portanto

a proporcionalidade entre amostra e solvente foi garantida pela massa de ambos.
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A solubilizag&o do 6leo se mostrou rapida, de modo que néo foi necesséario o uso

de banho ultrassonico.

As amostras OCP-02 e OCP-18, posteriormente utilizadas para identificar a
estrutura de moléculas de forma a diferenciar as espécies de Copaifera
langsdorffii, foram preparadas da mesma forma, porém com adicdo de TMS

(Tetrametilsilano).
2.2. Analise de RMN

Os espectros monodimensionais de *H e 13C e bidimensionais (*H-13C
HSQC, 'H-3C HMBC, 'H-'H COSY, 'H-'H TOCSY, H-'H NOESY) de RMN
foram adquiridos em um espectrémetro Bruker Ascend Ill HD 600 operando em
campo magnético de 14 T e, portanto, a frequéncia de 600 MHz para 'H e 150
MHz para 13C. O espectrometro de RMN é equipado com sonda BBFO (5mm) e
esta situado no Laboratério de RMN, do Instituto de Quimica (IQ) da
Universidade de Brasilia. Inicialmente foram realizados testes para avaliar os
parametros de aquisicdo que trariam melhores resultados (espectros bem

resolvidos) em menor tempo possivel.

Os parametros ajustados foram Pulso de 90 (P90) que é o tempo
necessario para aplicacao da radiofrequéncia em uma frequéncia ideal para ter
uma excitacdo de maior quantidade de ndcleos. Dummy Scans (DS), definido
como o numero de varreduras ficticias, ndo acumuladas ao FID. S&o usadas
para alcancar condicfes de estado estacionario relativas ao relaxamento t1.
Numero de Varreduras (Number of Scans - NS), nimero de espectros
acumulados. Namero de pontos (Time domain — TD) se refere ao numero de
pontos brutos a serem adquiridos. Quanto maior o TD, maior a resolugéo, porém
maior o tempo de aquisicdo. Portanto, foi necessario estabelecer um TD cujo
espectro obtido apresentasse boa resolucdo com um tempo razodvel de
aquisicdo. Tempo de espera (D1) é o atraso entre uma varredura e outra. Os
valores séo citados na Tabela 2.
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Tabela 2. Informacdes dos pardmetros usados na aquisicdo dos espectros de RMN.

1H 13C HMBC HSQC COSY NOESY TOCSY
P90* 12us 12us 12us 12us 12us 12us 12us
DS 8 128 64 64 64 64 64
NS 32 512 16 16 8 8 8
8192e 2048e 4096e 409 e 4096 e
TD 65536 131072 554 1oo4 768 768 768
D1 2s 0,5s 1s 1s 1s 1s 1s

*a 75W

2.3. Processamento dos espectros

O processamento dos espectros de RMN foi realizado no programa
TopSpin 4.0.7. Os espectros utilizados nas analises quimiométricas foram
alinhados pelo sinal do solvente (CDCls). Os espectros utilizados para as
andlises estruturais foram alinhados pelo sinal de TMS. Também foram

ajustadas a fase e linha de base de cada espectros.

No programa MestreNova 6.0.2-5475, foi feito um processamento com
binning de 0,005 ppm. Os dados foram salvos no formato .txt e exportados para
uma planilha no formato .xIsx. A planilha foi importada no programa MatLab
R2017a, onde foi calculada a PCA e a Andlise Hierarquica de Agrupamentos
(HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis) através do pacote computacional
PLS-Toolbox 8.81 para comparacado das amostras, 0s quais empregaram o pré-

processamento centrado na média (mean-centering).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os testes de dissolucdo da amostra em CDCIs mostraram que a melhor
proporc¢éo para analise de RMN era de 1:7,5 (m/m) de amostra:solvente. O ajuste
foi realizado pela massa de cada amostra, ou seja, primeiramente a amostra foi
pesada e posteriormente a massa do solvente foi adicionada na proporcao

indicada.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 2) apresentaram uma grande
sobreposicdo de sinais na regido entre 0,50 e 2,70 ppm, o que dificulta a
observacéo de possiveis diferencas entre as amostras. Em contrapartida, na
regido entre 6,00 e 7,50 ppm foi possivel observar diferencas no deslocamento
quimico e na intensidade de alguns sinais que permitiram caracterizar a

presenca de algum terpeno que diferencie as espécies (destaque da Figura 2).
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Figura 2. Espectros de RMN de 'H (600 MHz, CDCls) das amostras de 6leo de copaiba. (Azul)
espectros das amostras da espécie Copaifera langsdorffii e (vermelho) espectros de Copaifera
spp. Em destaque regido de deslocamento quimico entre 6,00 e 7,50 ppm.
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Ja nos espectros de RMN de 3C (Figura 3), as diferencas espectrais
foram mais facilmente observadas na regido de 60 ppm e entre 160 e 190 ppm,

gue também sao regides caracteristicas de sinais de terpenos.
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Figura 3. Espectros de 13C (150 MHz, CDCls) das amostras de 6leo de copaiba com supressao
do sinal do solvente. (Azul) espectros das amostras da espécie Copaifera langsdorffii e
(vermelho) espectros de Copaifera spp.

Para uma afirmacdo mais conclusiva sobre a identidade do terpeno, foi
necessaria a realizacdo de experimentos de RMN bidimensionais, como por
exemplo experimentos H-13C HSQC e 'H-13C HMBC.

Com a comparacao entre os espectros de RMN, foi possivel notar
algumas diferencas importantes. Para obter mais detalhes e confirmar a
existéncia de padrbes entre as amostras, foram construidos dendrogramas com
os dados dos espectros de RMN de 'H e 3C para avaliar o agrupamento das

amostras com base em sua similaridade.
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As amostras foram nomeadas conforme a espécie e a regido em que
foram adquiridas ou extraidas. No dendrograma construido a partir dos dados
dos espectros de RMN de 'H (Figura 4), foi observada uma quase total
separacdo das amostras de espécie Copaifera langsdorffii das amostras de
Copaifera sp. Além disso, pode-se observar a separacdo por regides: amostras
provenientes do Centro-Oeste, essencialmente as amostras de Goias e uma
amostra do Distrito Federal, e outra de Minas Gerais se agrupam, enquanto as
amostras do Acre e Para, que sao da regido Norte, tendem a ficar mais préximas,

demonstrando terem mais similaridade.

Dendrograma de dados com pré-processamento: mean center
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Figura 4. Dendrograma obtido a partir dos dados dos espectros de RMN de 'H com pré-
processamento mean center, com separa¢ao majoritaria das amostras em clusteres de acordo
com suas caracteristicas. (L) indica as amostras de Copaifera langsdorffi, (SP) indica as
amostras de outras espécies, e das regides Acre (AC), Para (PA), Goias (GO), mistura de
amostras do Goias (MIX), Distrito Federal (DF), Minas Gerais (MG) e amostras compradas online
de origem e espécies indefinidas (IND).
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Dendrograma de dados com pré-processamento: mean center
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Figura 5. Dendrograma obtido a partir dos dados dos espectros de RMN de 13C com pré-
processamento mean center, com separagdo majoritaria das amostras em clusteres de acordo
com suas caracteristicas. (L) indica as amostras de Copaifera langsdorffi, (SP) indica as
amostras de outras espécies, e das regides Acre (AC), Para (PA), Goias (GO), mistura de
amostras do Goias (MIX), Distrito Federal (DF), Minas Gerais (MG) e amostras compradas online
de origem e espécies indefinidas (IND).

De forma semelhante, no dendrograma obtido a partir dos dados de RMN
de 13C (Figura 5), percebeu-se uma separacéo principal entre as espécies e uma
separacdo consideravel por regido. Os resultados da HCA sugerem, que do
ponto de vista de separacdo por espécies e por origem, ha pouca diferenca entre
usar os dados de RMN de 'H e 13C, visto que os resultados obtidos s&o

semelhantes.

Apos a andlise de HCA, foram analisados os graficos de PCA, tanto dos
dados de RMN de *H quanto de '3C (Figuras 6 e 7). Uma diferenca observada
entre os dois conjuntos de dados foi no nimero de componentes principais
necessarias para explicar a informacdo dos espectros. Com os dados dos
espectros de RMN de 'H, foram necessarias 3 componentes principais, enquanto

para os dados de RMN de 13C, apenas 2 componentes principais ja explicavam
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as mesmas diferengas observadas nas 3 PC’s dos dados de 'H. Essa diferenca

provavelmente se deve a maior resolucdo dos espectros de RMN de 3C.

Nos dados de RMN de !H, as trés primeiras componentes principais
explicaram 62,18% da variacdo das amostras. No grafico de escores de
PC1xPC2 (Figura 6), consegue-se principalmente notar a separacdo das
amostras de acordo com as espécies. Nesse gréfico, foi possivel ver as mesmas
separacdes que ocorrem no dendrograma da Figura 4. De forma geral, amostras
de Copaifera langsdorffi apresentaram valores mais elevados de PC1 e menores

de PC2, enquanto o contrario foi observado para as amostras de Copaifera sp.
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Figura 6. Escores de PC1xPC2 dos espectros de RMN de 'H com pré-processamento mean
center. (L) indica as amostras de Copaifera langsdorffi, (SP) indica as amostras de outras
espécies, e das regifes Acre (AC), Para (PA), Goias (GO), mistura de amostras do Goias (MIX),
Distrito Federal (DF), Minas Gerais (MG) e amostras compradas online de origem e espécies
indefinidas (IND). Simbolos e cores representam os clusteres identificados na Figura 3.
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Figura 7. Escores de PC3 (B) dos espectros de RMN de 'H com pré-processamento mean
center. (L) indica as amostras de Copaifera langsdorffi, (SP) indica as amostras de outras
espécies, e das regides Acre (AC), Para (PA), Goias (GO), mistura de amostras do Goias (MIX),
Distrito Federal (DF), Minas Gerais (MG) e amostras compradas online de origem e espécies
indefinidas (IND). Simbolos e cores representam os clusteres identificados na Figura 4.

A informacéo presente em PC3 (Figura 7) explica o comportamento,
principalmente de 6 amostras, que se separam em dois grupos de trés amostras.
Essas amostras parecem se distinguir das demais em funcdo da regido de
coleta, visto que tanto na PC1 quanto na PC2, as amostras indicadas por estrelas

roxas e circulos amarelos estéo proximas (Figura 7).

Através dos gréaficos de pesos de cada componente principal, foi possivel
observar quais sinais tem maior influéncia nos escores e assim associar as
diferencas apresentadas nas Figuras 2, 3, 4 e 5. O grafico de escores de
PC1xPC2 (Figura 6), separa mais as amostras de acordo com as espécies,
sendo os valores positivos caracteristicos das amostras da espécie Copaifera
langsdorffii. Dessa forma, os sinais do grafico de pesos que sao positivos em
PC1 e negativos em PC2 sdo os mais caracteristicos dessa espécie. Em
contrapartida, os sinais que sao negativos na PCl e positivos na PC2

caracterizaram mais as amostras de Copaifera sp. No grafico de pesos da PC1
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(Figura 8), foi possivel notar uma maior diferenca nos sinais entre 6,00 e 7,50
ppm e entre 0,00 e 3,00 ppm que nao foram observadas na Figura 1 devido a
sobreposicao. Essa informacéo destaca a importancia da PCA em identificar as
varidveis (deslocamentos quimicos) responsaveis pela variagdo observada no

grafico de escores.

0.5 T T T T T T

03r i

o
N
T

e
o
T

PC 1(31.71%)

0.2 1 | 1 1
7 6 5 4 3 2 1 0

Deslocamento Quimico (ppm)
Figura 8. Gréfico de pesos da PC1 dos espectros de RMN de 'H com pré-processamento mean
center.

28



0.5 T T T T

04r

03

PC 2 (19.00%)

-0.2

Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 9. Gréfico de pesos da PC2 dos espectros de RMN de 'H com pré-processamento mean
center.
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Figura 10. Grafico de pesos da PC3 dos espectros de RMN de *H com pré-processamento mean
center.
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O gréfico de pesos da PC2 (Figura 9) também revelou a presenca de
variaveis importantes para a separacdo das espécies na regido de maior
sobreposicdo de sinais, as quais estdo em deslocamentos quimicos
semelhantes aos observados em PC1, como p6de ser notado na Figura 9. A
Figura 10 mostra os pesos de PC3, que parecem refletir mais a diferenca entre
as de Copaifera sp. do norte do pais. Nas figuras 8, 9 e 10, observou-se a regido
caracteristica entre 6,00 e 7,50 ppm como relevante, assim como alguns sinais

entre 0,80 e 2,00 ppm.

No gréafico de escores de PC1xPC2 usando os dados de RMN de 3C
(Figura 11), que explicam 47,23% da variancia dos dados, a separacdo ocorre
essencialmente de maneira similar a observada nos dados de RMN de *H (Figura
6), mostrando que ambos 0s experimentos carregam as mesmas informacodes

sobre a separacdo de espécies e origem das amostras.

Na PC1, pbéde-se notar uma separacdo por espécie e até mesmo por
regido. As amostras de Copaifera langsdorffii, que sdo caracteristicas das
amostras do Centro-Oeste e Minas Gerais, se encontram mais na regidao de
valores positivos. J& as amostras de Copaifera sp., encontradas mais no Norte
do Brasil, se encontram em valores negativos. A PC2 mostra principalmente a
diferenca entre as espécies de Copaifera sp., estando em um cluster na parte
superior, ou seja, positiva para PC2, em um cluster centralizado e outro nos
valores negativos para PC2. Essa separacdo sugere a presenca de espécies
diferentes entre as amostras de Copaifera sp., sendo essa a mesma separacao
observada na PC3 dos dados de RMN de H (Figura 7).
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Figura 11. Escores de PC1 e PC2 dos espectros de RMN de 13C. (L) indica as amostras de
Copaifera langsdorffi, (SP) indica as amostras de outras espécies, e das regides Acre (AC), Para
(PA), Goias (GO), mistura de amostras do Goias (MIX), Distrito Federal (DF), Minas Gerais (MG)
e amostras compradas online de origem e espécies indefinidas (IND). Simbolos e cores
representam os clusteres identificados na Figura 4.

Uma vez que o grafico de escores de PC1l apresentou uma maior
separacdo entre as espécies, os valores de escores mais positivos para PC1
caracterizam as amostras da espécie Copaifera langsdorffii. Logo, no grafico de
pesos apresentado na Figura 12, apesar da dificuldade de visualizacdo das
diferencas devido a densidade de sinais, foi possivel observar uma variacao de
intensidades, que pode ser referente a algum terpeno que esteja presente de
forma distinta na espécie Copaifera langsdorffii. Tendo em vista que os escores
apenas de PC2 nao permitiram separar bem as amostras por espécie ou regiao,
o gréfico de pesos apresentado da Figura 13 foi de mais dificil interpretacéo.
Contudo, deve-se destacar que a informacao de PC2 junto com PC1 permitem
separar € bem duas amostras provenientes do Acre, duas do Para e uma de
Goiés, indicando que PC2 que explica mais a diferenga entre as amostras de
Copaifera sp.(Figura 11).
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Figura 12. Gréfico de pesos da PC1 dos espectros de RMN de 3C com pré-processamento
mean center.
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Figura 13. Gréfico de pesos da PC2 dos espectros de RMN de 13C com pré-processamento
mean center.
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Apés as analises quimiométricas, foi possivel identificar os sinais de RMN
de compostos responsaveis pela diferenciacdo das espécies de Copaifera
langsdorffii. Com o objetivo de identificar a estrutura das moléculas responsaveis
por essa diferenciacdo, foram adquiridos os espectros bidimensionais de RMN
(*H-13C HSQC, H-13C HMBC, 'H-'H COSY, 'H-'H TOCSY, 'H-'H NOESY) das
amostras OCP-02 e OCP-18. Essas amostras foram escolhidas conforme
observagbes nos graficos de pesos (Figuras 8, 9, 10, 12 e 13). A OCP-02 que é
uma amostra de Oleo de copaiba obtida de Copaifera langsdorffi e foi escolhida
aleatoriamente entre as amostras da mesma espécie que possuia sinais de H
entre 2,5 e 3,0 ppm mais intensos e, assim, tivesse sinais mais evidentes nos
espectros mono- e bidimensionais. A amostra OCP-18, que ndo possui espécie
definida (Copaifera sp.), foi escolhida entre as amostras com maior intensidade
nos sinais de RMN de 'H acima de 6,0 ppm e abaixo de 1,0 ppm, além de sinais
mais intensos no espectro de 3C acima de 180 ppm e na regiéo entre 100 e 110
ppm e, da mesma forma como descrito anteriormente, tenham sinais que
facilitaram a analise dos espectros. Os espectros bidimensionais obtidos estédo

apresentados no Anexo 1 e 2.

Nas Figuras 14 e 15 estdo apresentados os espectros de RMN de 'H e
13C, respectivamente, obtidos para a amostra OCP-18 do 6leo de copaiba de

espécie indefinida.
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Figura 14. Espectro de 'H (600 MHz, CDClz) da amostra OCP-18 do 6leo de copaiba obtido de

uma espécie indefinida (Copaifera sp.).
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Figura 15. Espectro de 3C (150 MHz, CDCIs) da amostra OCP-18 do 6leo de copaiba obtido de

uma espécie indefinida (Copaifera sp.).

Pela analise dos espectros mono- (Figura 14 e 15) e bidimensionais

(Anexo 1) foi possivel identificar que o acido hardwickiico, que esta entre um dos

diterpenos predominantes do 6leo de copaibal®, foi um componente importante

na diferenciacdo da espécie desconhecida. Na Figura 16 encontra-se a estrutura
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e numeragdo do acido mencionado. Na Tabela 3 sdo apresentados os
deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios pertencentes a estrutura,
além das correlagées existentes, tanto *H-'H quanto 3C-H, que confirmam que
estes sinais pertencerem ao acido hardwickiico. Além disso, a comparagdo com

dados da literatura, apresentada na Tabela 3, também auxiliaram na confirmacgéo
da estrutura desse composto.
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Figura 16. Estrutura bidimensional (A) e tridimensional (B) do Acido Hardwickiico.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de 1H e 13C, dados de HMBC, COSY, NOESY e TOCSY do Acido Hardwickiico encontrado na amostra OCP-18 e
comparacédo com dados da literatura.t!

13C H 13C (lit) IH (litth)
HMBC COosy NOESY TOCSY
SH(ppm)  BH(ppm) J (Hz) SH (ppm)  &c (ppm)
1 17,5 1,69 C-2,C-3,C-5,C-9C-10 2,19; 2,32" 6,86 0,76 2,32% 2,191 1,38; 6,86 17,5 1,7
2 27,3 1,42 C4 1,38 27,3 1,42
_ C-2f, C-4f, C-5, _ 1,49% 2,19;
3 140,2 6,86 (dd, 2,8; 4,4) C-18 2,17; 2,32 230 1.39: 1,69 140,2 6,82
4 141,6 - 141.,5 -
5 37,6 - 37,6 -
. C-5, C-7', C-8, _ 2,4
6 35,9 2,45; 1,17 c-10 1,26; 2,19 35,9 117
7 27,5 2,19; 2,32 C-of 1,57 1,57; 1,65 27,5 Sr
C-10, C-11, . .
8 36,3 1,57 C-17, C-20 1,38;0,83; 0,76 0,83 36,3 sr
9 38,8 - 38,9 -
. C-51 C-75 C-gy . . . f
10 46,7 1,38 (dd, 11,0;1,0) C-11, C-19, C-20 1,69; 2,17; 2,32 1,69; 6,86 46,7 1,36
0,76; 0,83; 2,17, 1,52
. . . f ’ ) ) ’ ) 1 3
11 38,7 1,55; 1,65 C-12 2,32; 2,17 232 38,7 1.64
12 18,2 2,17; 2,32 C-13, C-14, C-16f 1,55; 1,65 18,2 Sr
13 125,6 - 125,6 -
. C-13, f
14 110,9 6,25 (dd, 1,6; 0,8) C-15, C-16 7,33 7,33 7,33 111,0 6,23
15 142,7 7,33 (1, 1,7) C-13, C-16 142,7 7,32
16 138,4 7,19 (largo) C-13 138,4 7,18
17 16,0 0,83 C-6,C-7,C-9 16,0 0,81
18 173,0 - 172,5 -
19 20,5 1,26 C-4, C-5,C-6 1,17 0,76; 0,83; 1,49 20,6 1,24
20 18,3 0,76 C-9, C-11 18,3 0,74
f- sinal fraco
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Como descrito anteriormente, o grafico de pesos (Figura 8) revela uma
diferenca nos espectros de RMN de 'H quanto a diferenca entre espécies. Os
sinais negativos na PC1 sao de amostras que nao séo de Copaifera langsdorffi,
logo os sinais entre 6,00 e 7,50 ppm séo caracteristicos das amostras que nao
tem espécie definida. A regido de deslocamento quimico em 6,00 e 7,50 ppm é
referente a hidrogénios olefinicos em anéis. Na Figura 16, pode-se observar que
a estrutura do acido hardwickiico possui quatro hidrogénios que séo ligados a
carbonos de dupla ligagdo. O H-3 tem deslocamento quimico 6,86 ppm. A faixa
aproximada para hidrogénios de carbonos de dupla € entre 4,50 e 6,50 ppm
devido ao efeito de anisotropia da dupla ligacdo. Esse hidrogénio, por estar
préximo ao grupo acido carboxilico ainda sofre uma diminuicdo da densidade
eletronica e da blindagem, levando a um o aumento do valor de deslocamento
quimico. Com os hidrogénios H-14 (66,25), H-15 (67,33) e H-16 (67,19,) também
ocorre um aumento nos valores de deslocamento quimico devido a
desblindagem causada pelo efeito indutivo do oxigénio. Esses sdo os quatro
sinais da regido que mais diferenciam os espectros de Copaifera langsdorffi das
demais amostras. Com o0s espectros bidimensionais, é possivel comprovar que

esses sinais pertencem a mesma estrutura quimica.

Outros sinais que se intensificam nas amostras de espécie indefinida
através dos graficos de peso sao os sinais com deslocamento quimico abaixo de
1,00 ppm. Esses valores sdo caracteristicos de hidrogénios de metilas, que

também estéo presentes na molécula.

Pelo espectro bidimensional 'H-'3C HSQC é possivel observar as
correlagdes entre os carbonos e os hidrogénios diretamente ligados. Os sinais
em regido de menor sobreposi¢do, podem ser facilmente identificados, como é
0 caso dos carbonos associados aos hidrogénios da regido entre 6,00 e 8,00
ppm. A regido que caracteriza carbonos olefinicos esta localizada entre 100 e
150 ppm. A eletronegatividade, hibridizacdo e anisotropia sao fatores que
interferem nos deslocamentos quimicos dos sinais de carbono, assim como nos
deslocamentos quimicos dos sinais de hidrogénio. Os sinais dos atomos C-13
(6125,6) e C-14 (8110,9) possuem deslocamentos menores do que C-3 (6140,6),
C-4 (6141,2), C-15 (8142,7) e C-16 (6138,4) justamente pela proximidade de

grupos funcionais mais eletronegativos, como o acido carboxilico e éter. Algo a
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se notar é que, os espectros de RMN de '3C das amostras de Copaifera
langsdorffi ndo apresentam sinais entre 135,0 e 145,0 ppm. Isso sugere que 0
acido hardwickiico ndo tem influéncia nessas amostras como tem na OCP-18.
Porém, ndo é possivel avaliar a auséncia dessa molécula nas amostras de
Copaifera langsdorffi devido ao baixo limite de deteccdo (sensibilidade) da
técnica de RMN.

O experimento *H-'H TOCSY permite confirmar hidrogénios que estejam
em um mesmo sistema de spins e, portanto, cujo acoplamento seja maior que
trés ligacoes. Isso pode ser verificado desde que ndo haja interrupcdo por um
carbono quaternario ou um heteroatomo. O espectro de TOCSY auxiliou
principalmente na confirmacdo dos hidrogénios H-10, H-1, H-2 e H-3, além dos
hidrogénios H-14 e H-15.

Por meio dos valores de deslocamento quimico e pelos sinais de
correlacao dos espectros bidimensionais, foi possivel assim confirmar a estrutura
do acido hardwickiico. Os dados de RMN obtidos na literatura para o acido

hardwickiico também corroboram com a estrutura identificada.

Da mesma forma, por meio da andlise dos graficos de pesos que estédo
relacionados as PC’s que diferencia as amostras de Copaifera langsdorffii das
demais (Figuras 8 e 12) e dos espectros bidimensionais da amostra OCP-02 da
espécie Copaifera langsdorffii (Anexo 2), foi possivel identificar a estrutura da
molécula de 6xido de cariofileno. Nas Figuras 17 e 18 estdo apresentados 0s
espectros de RMN de 'H e 13C, respectivamente. Apesar da grande
sobreposicao de sinais observada no espectro de carbono, especialmente na
regido entre 0,5 e 2,5 ppm, com auxilio do grafico de pesos, foi possivel

identificar os sinais desse sesquiterpeno.
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Figura 17. Espectro de *H (600 MHz, CDClz) da amostra OCP-02 do 6leo de copaiba obtido da
espécie Copaifera langsdorffi.
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Figura 18. Espectro de 2C (150 MHz, CDCI3) da amostra OCP-02 do 6leo de copaiba obtido da
espécie Copaifera langsdorffi.

Na Figura 19, encontra-se a estrutura e numeragdo do sesquiterpeno
oxido cariofileno, responsavel pela discriminacdo das amostras da espécie
Copaifera langsdorffii Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de
deslocamentos quimicos de 'H e 13C pertencentes a estrutura, além das

correlagdes existentes, tanto 'H-'H quanto '3C-'H, que comprovaram estes
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sinais pertencerem ao oxido cariofileno. Além disso, a comparagcdo com dados

da literatura, apresentados na Tabela 4, também auxiliaram na confirmacéo da

estrutura.

8]

12

11

13

6

10

13
Figura 19. Estrutura bidimensional (A) e tridimensional (B) do Oxido de Cariofileno.
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Tabela 4 . Deslocamentos quimicos de 'H e 13C, dados de HMBC, COSY, NOESY e TOCSY do Oxido de Cariofileno encontrado na amostra OCP-02 e
comparacédo com dados da literatura.'?

1H

13 13 i 1 1+12
¢ 8+ (ppm) HMBC cosy NOESY TOCSY C (i “H (lit)
S+ (ppm) J (Hz) SH(ppm)  Bu(ppm)
C-2,C-3,C8, o ol 1 fa.
1 508 1,76 C-9,C-11,C-  1,42; 1,64 0,99 1,42" 0,98 2,08 1.64; 50,70 1,77
1,42% 2,61
12, C-13
1,42 ot _ U 1,43
2 27,2 Les C-3, C-4', C-of  0,99:2,08 2,08: 0,99 27.19 Loa
0,99 f 0,97
39,1 08 C-4, C-5!, C-14 1,64 39,13 >0
59,9 i 59,83 i
5 638 2% (fg’) 10.5 . ce 224:133' 0,99 1,33" 1,76" 2,24' 1,33;2,11;2,24% 2,34 6375 2,88
1133 f . 1,32
6 30,2 >4 C-7,C8 2.11; 2,34 30,20 2o
211 C-5, C-8, C-9 2,11
7 29,8 S S 1,33 29,75 >33
8 1518 i 151,82 i
9 487 2,61 C-8, C-15 1,68; 1,62 1,62; 1,68 1,62; 1,68 48,72 2,62
C-1, C-8, C-9-
1,62 8, 1,63
10 398 Les C11, 12, 39,73 %
11 340 i 34,01 i
12 299 0,98 C-11, C-13 21,60 1,00
13 216 1,01 c-11 1,68 29,88 0,98
14 169 1,20 C-4,C5 2,08 16,98 1,20
4,85 (d, 1,3) f 4,97
15 1128 4o (4 19 c-8 1,62 112,74 P

f — sinal fraco

41



Diferente do acido hardwickiico, os sinais que se referem a estrutura do 6xido
de cariofileno sé&o os sinais de hidrogénio positivos na PC1 do gréafico de pesos na
Figura 8, assim como os sinais positivos na PC1 da Figura 12. Nos espectros de RMN
de 'H é possivel perceber que os sinais entre 2,00 e 3,00 ppm e entre 4,50 e 5,50 ppm
tem uma forte influéncia para a separacédo das amostras de Copaifera langsdorffi . Ha&
alguns sinais entre 1,00 e 2,00 ppm que também diferenciam as amostras dessa
espécie, porém € uma regido de muita sobreposicdo de sinais e mesmo com 0s

espectros bidimensionais é dificil associa-los a determinada molécula com preciséo.

O oxido cariofileno possui um grupo epoxi e, portanto, possui carbonos que
estdo ligados a um oxigénio, que € um atomo mais eletronegativo e que altera o
deslocamento quimico de carbonos saturados para valores maiores. O valor do
deslocamento quimico desse grupo em geral esta entre 40 e 80 ppm. Nos espectros
de RMN de 3C da amostra OCP-02, assim como as demais amostras de Copaifera
langsdorffi, possuem sinais que caracterizam essas ligagcbes (59,9 e 63,8 ppm). O
grupo etéxi é facilmente identificado pois o hidrogénio ligado ao carbono préximo ao
oxigénio possui um guarteto na regiao entre 3,20 e 3,80 ppm. No entanto, quando
essa ligacao faz parte de um anel, a desblindagem é menor devido a alta tensdo do
anel.” Por esse motivo, esse sinal encontra-se entre 2,50 e 3,50 ppm, como observado
para o 6xido de cariofileno. O sinal do hidrogénio associado ao carbono adjacente ao

oxigénio (H-5) é um duplo dupleto em 2,88 ppm.

Outro sinal caracteristico € o sinal da dupla ligacdo. Carbonos olefinicos tém
deslocamento quimico entre 100 e 150 ppm e seus hidrogénios entre 4,50 e 6,50 ppm.
Sinais nessa regidao também foram observados nos espectros da amostra OCP-2 e
sdo referentes ao C-8 (6151,8), que possivelmente possui maior deslocamento
quimico pela tensdo do anel, e ao C-15 (6112,8) com seus hidrogénios em 4,85 e
4,97ppm.

Por meio dos valores de deslocamento quimico e pelos sinais de correlacdo
dos espectros bidimensionais, foi possivel confirmar a estrutura do Oxido de
cariofileno. Os dados de RMN obtidos na literatura para o 6xido de cariofileno também

corroboram com a estrutura identificada.

Além do oxido de cariofileno, também foi possivel identificar a estrutura do
acido caurenoico (Figura 20) na amostra OCP-02 obtida da espécie Copaifera
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langsdorffi. Na figura 20 esta apresentada a estrutura e numeracéo desse diterpeno.
Na Tabela 5 sdo encontrados os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos e
hidrogénios pertencentes a estrutura, além das correlages existente, tanto *H-*H
quanto 13C-H, que comprovaram estes sinais pertencerem ao acido caurendico. Além
disso, a comparacdo com dados da literatura, apresentados na Tabela 5, também

auxiliaram na confirmacao da estrutura.

@]

Figura 20. Estrutura bidimensional (A) e tridimensional (B) do Acido Caurendico.
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Tabela 5 . Deslocamentos quimicos de H e 13C

comparacédo com dados da literatura.t®

, dados de HMBC, COSY, NOESY e TOCSY do Acido Caurendico encontrado na amostra OCP-02 e

15C H BC (i) H (it
HMBC cosY NOESY TOCSY
&1 (ppm) & (ppm); J (Hz) : 61 (ppm)  n(ppm)
1,87 o 105%143;187: a0 1 o 1,86
1 408 o'50 1,43; 1,87 Do oA 143099187214 406 o7
2 191 1,87: 1,43 190  1,87:141
3 379 2,14; 0,99 C-19 37,6 214:098
4 436 : 434 :
5 57,0 1,05 C-10f, C-19, C-20 1,45 1,83; 1,51 1,44 56,9 1,04
6 217 1,83 C-5, C-7, C-8, C-10 21,7 s
1,44 1,48
7 413 et C-5,C-8, C-14 41,1 o
8 44,2 : 43,3 :
9 551 1,05 C-8', C-11, C-12, C-15 1,44 1,86'; 2,01'; 2,08 1,61 55,0 1,03
10 397 : 39,2 :
11 1844 1,56; 1,61 182 1,60, 154
12 331 1,60; 1,47 C-11%, C-16' 330  1,57;1,44
13 439 2,63 C-8,C-11,C-16'  1,60;1475112 147160  112,199:147;1,60 437 2,61
14 397 199:112  C-7,C-8, C-15, C-16 395  1,97;1,11
15 489 201,208  C-8,C9,C-14, C-16 488  2,031,97
16 1558 : 155,4 :
4,73 (d, 1,37) f | 4,77
17 1030 25 C-13, C-15, C-16 2,01; 2,08 102,5 "
18 289 123 (singleto)  C-3,C-4, C-5, C-19 0,99; 1,83; 2,14 28,8 1,22
19 1832 : 183,9 :
20 157 0,95 C-1,C-5, C-9, C-10 1A% AL L8T 15,4 0,93
f- fraco 1
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Nos espectros obtidos para a amostra OCP-2 foram observados sinais
caracteristicos que indicam a presenca do acido caurendico no 6leo de copaiba de
espécie Copaifera langsdorffi, como o sinal do C-19 (86183,2), caracteristico de grupos
carbonila de 4cido carboxilico. Os sinais em 103,0 e 155,8 ppm séo caracteristicos de
carbonos olefinicos e correspondem aos C-17 e C-18, respectivamente. Esses séo
sinais, segundo o gréafico de pesos apresentado na Figura 12, que se destacam na
diferenciacdo da amostra de Copaifera langsdorffii O C-17 estd ligado a dois
hidrogénios com deslocamento quimico em 4,73 e 4,79 ppm.

Os sinais referentes ao primeiro anel (atomos identificados de 1-5) nao
possuem tantas correlagées no espectro de 'H-13C HMBC (Tabela 5) quanto aquelas
observadas para o segundo (&tomos identificados de 5-10) e terceiro anel (atomos
identificados de 11-16) desse composto, dificultando a analise e a confirmacdo da
estrutura do acido caurendico. Era esperada uma correlagdo no HMBC entre o C-4
com o H-5, entretanto n&o foi observada, mas H-18 possui uma correlagdo no HMBC
com os Carbonos 4 e 5. De forma semelhante, o C-19 apresenta sinais de correlacao
com o H-3 e H-5 do primeiro anel no espectro de 'H-¥C HMBC, embora néo seja
observada uma correlacdo esperada do C-3 com H-5 e C-5 com H-3. Porém, os sinais
01,05, 61,43, 51,87, 50,95, 82,14 no espectro de *H-'H NOESY e os sinais 01,43,
00,99, 61,87, 82,14 no espectro de 'H-'H TOCSY confirmaram a identificacdo da
estrutura do acido caurendico. Além disso, a comparacdo com dados da literatura,

apresentados na Tabela 5, também auxiliaram na confirmacéo da estrutura.

O acido caurendico é um dos diterpenos mais comumente encontrado no 6leo-
resina de copaiba e foi identificado em analises de CG-MS como éster metilico nas
mesmas amostras utilizadas neste trabalho.® Como os dados da literatura corroboram
coma presenca do acido caurendico na amostra de 6leo de copaiba de espécie
Copaifera langsdorffi, a falta de sinais de correlacdes HMBC no primeiro anel ndo séo

obstaculos significativos na identificagdo do acido.
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4. CONCLUSAO

Pela andlise dos espectros de RMN auxiliada pelo uso da PCA e HCA foi
possivel observar a presenca de clusters e, assim, diferenciar as amostras de 6leo de
copaiba de acordo com as espécies e a regido de origem. As amostras puderam ser
diferenciadas por sinais que talvez ndo sejam tao expressivos e que, portanto, nao

seria possivel caracterizar pela simples analise comparativa de espectros.

Comparando os resultados obtidos para as PCA dos dados de RMN de 'H e
13C, pode-se constatar que os dois espectros permitiram chegar as mesmas
conclusdes. Porém, a realizacdo dos experimentos de RMN de H foi
aproximadamente nove vezes mais rapida do que o experimento de 3C. Portanto,
restringindo as andlises aos experimentos de RMN de 'H, um maior nimero de
aquisicoes seria realizado em menos tempo, aumentando o nimero de amostras
analisadas. Outra vantagem seria a necessidade de uma menor concentragao de
amostra, ja que o experimento de RMN de 'H tem uma sensibilidade maior. Ja a
vantagem do RMN de 13C seria o fato de apresentar sinais mais resolvidos. Contudo,
0 uso de Quimiometria revelou ser capaz de extrair as mesmas informacdes de ambos

os dados espectrais.

Com a aquisicdo dos espectros de RMN-2D foi possivel caracterizar trés
terpenos capazes de diferenciar as amostras de 6leo de copaiba: acido hardwickiico,
oxido de cariofileno e &cido caurendico. O sesquiterpeno 6xido de cariofileno e o
diterpeno acido caurendico estdo presentes nas amostras de Copaifera langsdorffi e
ausente nas demais amostras. Além desses terpenos encontrados nas amostras de
espécie conhecida, o diterpeno acido hardwickiico foi identificado em amostras do 6leo
de copaiba obtido para Copaifera spp. (que pode consistir em uma ou mais espécies
diferentes de Copaifera langsdorffi) e ndo esta presente nas amostras de Copaifera

langsdorffi.

Esses resultados mostram que € possivel, com a técnica de RMN, identificar a
origem e provar autenticidade do 6leo de copaiba usado como matéria-prima em

industria, seja farmacéutica, de cosméticos, dentre outras.
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A identificacdo de moléculas que podem ser consideradas marcadores de uma
espécie é importante para a industria quimica, pois esses resultados sdo capazes de

auxiliar no controle de qualidade de insumos, garantindo as propriedades dele.

Além disso, esse trabalho mostra como a associacdo da RMN a Quimiometria
pode potencializar ainda mais o uso da técnica de RMN e trazer resultados

importantes que a andlise visual muitas vezes ndo permite.
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Figura 1. Espectro H-13C HSQC da amostra de 6leo de copaiba OCP-18. Em preto sinais positivos e

vermelho sinais negativos.
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Figura 2. Espectro H- 3C HSQC da amostra de 6leo de copaiba OCP-18. Em preto sinais positivos e

vermelho sinais negativos.
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Figura 3. Espectro 'H-13C HMBC da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.
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Figura 4. Espectro 'H-13C HMBC da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.
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Figura 5. Espectro 1H -'H COSY da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.

| Y |

1.2

P ' F1.6

2.4

2.6

2.8

T T T T T T T T 3.0
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

Figura 6. Espectro 'H -'H COSY da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.
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Figura 7. Espectro 'H -'H NOESY da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.
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Figura 8. Espectro *H -'H NOESY da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.
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Figura 9. Espectro 'H -'H TOCSY da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.
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Figura 10. Espectro *H -'H TOCSY da amostra de 6leo de copaiba OCP-18.
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Figura 1. Espectro H-13C HSQC da amostra de 6leo de copaiba OCP-02. Em preto sinais positivos e

vermelho sinais negativos.
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Figura 2. Espectro H-13C HSQC da amostra de 6leo de copaiba OCP-02. Em preto sinais positivos e

vermelho sinais negativos.
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Figura 3. Espectro 'H-13C HMBC da amostra de 6leo de copaiba OCP-02.
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Figura 4. Espectro 'H-13C HMBC da amostra de 6leo de copaiba OCP-02.
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Figura 6. Espectro H -'H COSY da amostra de 6leo de copaiba OCP-02.
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Figura 7. Espectro H -'H NOESY da amostra de 6leo de copaiba OCP-02.
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Figura 8. Espectro *H -'H NOESY da amostra de 6leo de copaiba OCP-02.
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Figura 9. Espectro 'H -'H TOCSY da amostra de 6leo de copaiba OCP-02.
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Figura 10. Espectro 'H -H TOCSY da amostra de 6leo de copaiba OCP-02.



