PRO-REITORIA DE PESQUISA, PQS—GRADUAC,‘AO E INOVAGAO TECNOLQGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS NATURAIS DA AMAZONIA

CARACTERIZACAO DO OLEORRESINA DE COPAIBA
(Copaifera reticulata) COLETADO SAZONALMENTE NA
FLORESTA NACIONAL DO TAPAJOS, PARA, BRASIL

LUCIENA DOS SANTOS FERREIRA

Santarém, Para
Janeiro, 2016



LUCIENA DOS SANTOS FERREIRA

CARACTERIZACAO DO OLEORRESINA DE COPAIBA
(Copaifera reticulata) COLETADO SAZONALMENTE NA
FLORESTA NACIONAL DO TAPAJOS, PARA, BRASIL

ORIENTADOR: Prof. Dr. MANOEL ROBERVAL PIMENTEL SANTOS
CO-ORIENTADORA: Prof.2 Dra. ELAINE CRISTINA PACHECO DE OLIVEIRA

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal do
Oeste do Pard — UFOPA, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Recursos
Naturais da Amazbdnia, junto ao Programa de PGs-
Graduacdo Stricto Sensu em Recursos Naturais da
Amazonia.

Area de concentragdo: Bioprospecgdo e Manejo dos
Recursos Naturais da Amazonia.

Santarém, Paréa
Janeiro, 2016



DEDICATORIA

Dedico este trabalho

A Deus.
A meus pais, Brazilino e Luciete.



AGRADECIMENTOS

A Deus, em primeiro lugar, por ter me dado forcas para superar meus limites me
conduzindo por caminhos que me trouxeram até aqui.

A meus pais, Brazilino e Luciete, por terem dado as oportunidades e condi¢cbes
necessarias para que eu pudesse prosseguir nesta caminhada, em especial a minha mae
Luciete que sempre me apoiou, confiou e acreditou em mim de forma incondicional.

Ao Prof. Dr. Manoel Roberval Pimentel Santos, pela confianca e por compartilhar
comigo seus conhecimentos e sua amizade ao longo de todos esses anos de trabalho e,
principalmente, pela oportunidade e orientacdo dada para realizacdo deste trabalho.

A Prof.2 Dra. Elaine Cristina Pacheco de Oliveira pela confianca, pelo apoio e pela co-
orientacdo para a realizacdo desta pesquisa.

Ao Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal do Oeste do Par3,
em especial, a Inaé Ferreira Pinto, pela parceria e colaboracdo nas coletas, identificacéo,
armazenamento e doacdo das amostras de éleorresina de copaiba utilizadas na pesquisa.

Ao Laboratorio de Extracdo e ao Laboratério de Reologia do curso de Engenharia
Quimica da Universidade Federal do Para, em especial ao Prof. Dr. Davi do Socorro Barros
Brasil e ao seu aluno Alefhe Bernardo, pela colaboracdo para a realizacdo das analises
quimicas das amostras.

Ao Laboratério de Espectroscopia Optica do Programa de P6s-Graduacdo em Fisica
da Universidade Federal do Pard, em especial ao Prof. Dr. Sanclayton Geraldo Carneiro
Moreira, pela colaboracéo e parceria para a realizacdo das medidas de Espectroscopia Raman,
Espectroscopia de absorcdo e emissdo e medidas da constante dielétrica das amostras.

Ao Laboratorio de Sintese e Caracterizacdo de Novos Materiais da Universidade
Federal do Oeste do Para pela oportunidade dada para a realizagdo das medidas de
Espectroscopia de Infravermelho.

A minha amiga e irma de coracdo, Naiane da Silva Santana, pela amizade sincera, pela
confianca e mesmo estando longe, me deu forca e incentivo nos momentos de desanimo.

Ao meu amigo, Jarlison de Lima Sousa, pela paciéncia, apoio e incentivo desde o
inicio de minha vida académica e, principalmente, por ter acreditado em mim.

E a todos que aqui ndo estdo citados, mas que de forma direta ou indireta me ajudaram
a chegar até aqui, meus sinceros agradecimentos.

Obrigada!



EPIGRAFE

“Em algum lugar, algo incrivel esta esperando para ser descoberto.”

Carl Sagan
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar amostras de 6leorresina de
copaiba (Copaifera reticulata) coletadas sazonalmente na Floresta Nacional do Tapajés
localizada na regido oeste do estado do Pard, Brasil. As amostras foram submetidas a anélise
por espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia
Raman (FT-Raman), espectroscopia éptica de absorcdo e emissdo na regido UV-VIS, além de
medidas das propriedades fisico-quimicas (indice de acidez, saponificacdo, refracao,
densidade e viscosidade) e da constante dielétrica. De forma geral, o estudo sugere
qualitativamente que a época de coleta do OGleorresina de copaiba ndo é um fator que
influencia as propriedades fisico-quimicas, vibracionais, opticas e dielétricas deste material.
Apesar do pequeno nimero de amostras analisadas e do curto periodo de tempo de estudo, as
diferencas nos modos vibracionais caracteristicos de cada amostra, a eficiéncia em emitir
radiacdo apresentada pelo 6leorresina coletado no periodo seco e a variacdo do indice de
acidez das amostras sugerem que é importante o desenvolvimento de estudos que articulem a
sazonalidade caracteristica da regido amazonica aos produtos extraidos da mesma, de forma a
agregar valor socioambiental, cientifico-tecnolégico e econdmico aos recursos naturais

provenientes desta regido.

Palavras-chave: modos vibracionais, propriedades oOpticas e dielétricas, indices analiticos,
Oleorresina de Copaifera reticulata, sazonalidade.
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ABSTRACT

In this work we characterized samples of copaiba oleoresin (Copaifera reticulata)
harvested in dry and wet seasons in the National Forest of Tapajos, in the western region of
Para state, Brazil. The samples were analyzed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FT-IR), Raman Spectroscopy (FT-Raman), Absorption and Emission Spectroscopy in UV-
VIS, measurements of physicochemical properties (index acidity, saponification, refraction,
density and viscosity) and the dielectric constant. The study suggests qualitatively that
seasonality of harvested of oleoresin not may vary its physicochemical, vibrational, optical
and dielectric properties. Despite small number of samples analyzed and the short study time,
differences in the key assignments of each sample, efficiency in sending radiation showed by
oleoresin harvested in dry season and the change in acidity level suggest that it is important to
develop studies that link the seasonality of Amazon region to its natural products to add

environmental, scientific-technological and economic value to these natural resources.

KEYWORDS: vibrational properties, optical and electrical properties, analytical index,
oleoresin of Copaifera reticulata, seasonality.
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1. INTRODUCAO GERAL

A regido Amazonica é considerada um dos ecossistemas mais ricos de todo o planeta,
0 que faz com que essa regido tenha um alto grau de complexidade, exemplificada pela
sazonalidade caracteristica da mesma, e seja detentora de inimeras fontes de matéria-prima
(CAUPER, 2006), dentre as quais estdo os Produtos Florestais N&o-Madeireiros (PFNM) que
tém sido explorados pelo homem ha milhares de anos por meio do extrativismo vegetal. Os
PFNM consistem de bens de origem bioldgica que ndo seja madeira tais como sementes,
flores, frutos, folhas, raizes, cascas, latex, 6leos vegetais e essenciais, corantes, fibras, resinas,
entre outros (TICKTIN, 2004).

O oleorresina de copaiba (Copaifera spp.) € um PFNM que ocorre ha Amazénia e
representa uma opcdo atrativa de exploracdo devido a sua grande variabilidade de espécies
que ocorrem ao longo de toda a bacia amazbnica e também por possuir inimeras
possibilidades de uso, sendo por isso, muito valorizado o que contribui para a renda das
populacdes que o explora. Essas inUmeras possibilidades de uso decorrem, por sua vez, das
propriedades biologicas, fisicas, bioquimicas e fito-quimicas desse produto (MIGUEL, 2007,
NEWTON et. al, 2011) o que o faz ser explorado e utilizado com grande frequéncia pela
maioria das familias do interior da Amazonia, além de ser comercializado em cidades de todo
o0 Brasil (IBAMA, 2004).

Entretanto, tanto o fornecimento do éleorresina pelas arvores quanto a composicao
quimica do mesmo podem variar de acordo com fatores ambientais (caracteristicas do solo,
clima, sazonalidade) e fatores morfol6gicos (espécie da Copaifera spp., idade das arvores)
(RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004) e estas variacdes, principalmente relacionadas a
composicdo quimica do Oleorresina, podem influenciar, por sua vez, as caracteristicas fisico-
quimicas que esse produto apresenta e comprometer, consequentemente, suas aplicacdes na
indUstria e/ou na tecnologia para diversos fins. Aliado a isso, esté ainda o fato de as variagdes
sofridas na composicéo e nas caracteristicas fisico-quimicas do 6leorresina de copaiba serem
ignoradas quando este produto vai para 0 mercado, pois na maioria dos casos, a
comercializagdo do mesmo ocorre informalmente em mercados e feiras das cidades da
Amazonia como, por exemplo, na cidade de Santarém no estado do Para, onde o 6leorresina
de copaiba representa 25,23% da renda relativa aos PFNM comercializados nas principais

feiras e mercados deste municipio, entretanto, sem a identificacdo da espécie, do local de



origem, da composi¢do quimica e das caracteristicas fisico-quimicas que este produto
apresenta (REGO et al., 2011).

Por outro lado, nas ultimas décadas vém sendo desenvolvidos muitos estudos que tém
contribuido de forma positiva para o manejo deste PFNM como, por exemplo, a descrigcdo
chave para a identificagdo de nove espécies de Copaifera spp. encontradas ao longo da
Amazodnia Brasileira (MARTINS-DA-SILVA et. al, 2008), o desenvolvimento de um método
de extragdo menos invasivo e, portanto, adequado citado por Newton et. al (2011), Oliveira e
colaboradores (2006), dentre outros, além dos estudos que relacionam os fatores morfoldgicos
e ambientais e suas possiveis influéncias na producdo do Odleorresina pelas arvores de
Copaifera spp. e simultaneamente avaliam a sustentabilidade da extracdo do mesmo
(MEDEIROS, 2008; NEWTON, 2011). Esses estudos sao de fundamental importancia para o
desenvolvimento e bom funcionamento de planos de manejo relacionados ao éleorresina de
copaiba, mas é importante também conhecer a composicdo quimica e as carateristicas fisico-
quimicas desse PFNM para agregar valor cientifico, ambiental e socioeconémico ao mesmo.
No entanto, pesquisas desta natureza sdo incipientes quando comparadas aos estudos citados

anteriormente.

Diante dessa problematica vé-se a importancia do desenvolvimento de pesquisas que
ndo sé identifiguem a espécie e o local de origem do Odleorresina, mas que também
investiguem a composi¢do quimica e as caracteristicas fisico-quimicas que esse produto
apresenta levando em consideracdo os fatores morfolégicos e ambientais intrinsecos a sua
época de coleta. Tais pesquisas podem contribuir para agregar valor ao produto e,
consequentemente, contribuir para o aumento da renda das familias que o explora, além de
incentivar o desenvolvimento de estudos de caracterizacdo fisico-quimica de outros dleos
vegetais da Amazonia contribuindo assim para o melhor aproveitamento dos recursos naturais

desta regido.



1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Aspectos gerais sobre 6leos e resinas vegetais

Os o6leos vegetais constituem o grupo de substancias que podem ser extraidas de varias
partes de uma planta, mas principalmente das sementes ou grdos de oleaginosas e
diferenciam-se dos dleos essenciais por ndo apresentarem volatilidade, por ndo serem obtidos
através de destilacdo e por serem constituidos predominantemente de ésteres de glicerol e
acidos graxos (monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos) e por outros compostos como
os acidos graxos livres, tocoferol, carotendides, proteinas, esterdis, clorofilas e vitaminas
(HUI, 1996). A interacdo entre os componentes do 6leo vegetal o caracteriza como uma
complexa mistura de compostos quimicos e esta interacdo implica nas propriedades fisico-
guimicas que o mesmo apresenta (RAMALHO; SUAREZ, 2013).

Uma fonte oleaginosa apresenta, na maioria das vezes, mais de 10 acidos graxos
diferentes e, por esse motivo, a classificacdo e a composi¢do quimica dos Oleos vegetais é
feita de acordo com a composicdo dos mesmos em termos dos principais &cidos graxos
(CARVALHO, 2011; RAMALHO; SUAREZ, 2013). A forma como o Gleo vegetal se
apresenta a temperatura ambiente depende dos acidos graxos presentes em sua composicao.
Na maioria das vezes, 0s Gleos vegetais apresentam-se a temperatura ambiente na forma
liquida por possuirem um nimero maior de &cidos graxos insaturados (HUI, 1996), atribuindo
aos 0leos um perfil com menor ponto de fusdo. A Tabela 1 abaixo apresenta a nomenclatura

de alguns &cidos graxos com seus respectivos simbolos:

Tabela 1: Nomenclatura de alguns acidos graxos. Fonte: INSUMOS, 2010.

Acido Simbolo
Butirico (butandico) 4:0
Capradico (hexanoico) 6:0
Caprilico (octandico) 8:0
Caprico (decandico) 10:0
Laurico (dodecandico) 12:0
Miristico (tetradecanoico) 14:0
Palmitico (hexadecandico) 16:0
Esteéarico (octadecandico) 18:0

Araquidico (eicosandico) 20:0




Behénico (docosandico) 22:0

Lignocérico (tetracosandcio) 24:0
Oléico (9(2)-octadecendico), (»-9) 18:19
Linoléico (9(Z), 12(Z)-octadecadiendico, (w-6) 18:26
Linolénico (9(Z2),12(Z),15(Z)-octadecatriendico, (®-3) 18:33

Os Oleos vegetais, devido as suas propriedades biologicas, bioguimicas e fito-
quimicas, possuem diversas possibilidades de aplicagcdo que vdo desde a industria de
alimentos, cosméticos e farmacos as industrias energéticas. Na industria alimenticia, os 6leos
vegetais sdo utilizados para a producgdo de 6leo vegetal bruto e refinado ou, em alguns casos,
serem consumidos “in natura” como, por exemplo, o 6leo de oliva (Olea europaea) (SILVA,
2012) e o 6leo de palma ou azeite de dendé (Elaeis Guineensis) (MIGUEL, 2007). Na
indUstria de cosméticos os 6leos vegetais também possuem aplicagcbes como, por exemplo, o
6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) e o 6leo de buriti (Mauritia flexuosa L. f.)
(ALMEIDA, 2009) utilizados na fabricacdo de lo¢des hidratantes, sabonetes, shampoos e/ou
como fixador de fragrancias. Na industria de farmacos e fitoterapicos tém-se o uso do 6leo de
cumaru (Dipteryx odorata Aubl.) para o tratamento da tuberculose, além ser utilizado para
reumatismo, otalgias (dor de ouvido) e outros (ARAUJO, et al., 2004). E ha ainda o uso dos
0leos vegetais como fonte energética para a producdo de biocombustiveis como, por exemplo,
0 6leo de soja (Glycine Max) que no Brasil vem se destacando para tal finalidade (NETO,
2008).

As resinas, por sua vez, constituem uma grande familia de matéria-prima que, em
baixas temperaturas, apresentam-se vitrificadas e amorfas, sendo a maioria delas quebradicas
a temperatura ambiente dependendo da espessura da camada em que se encontram. Em
camadas finas tornam-se flexiveis e quando aquecidas dentro de certos intervalos de
temperatura podem amolecer tornando-se plasticas podendo chegar ao estado liquido. As

resinas podem ainda ser classificadas em sintéticas e naturais.

Dentre as resinas naturais estdo as resinas de origem vegetal que constituem um
grupo de residuos secretados por estruturas especializadas localizadas tanto internamente
quanto na superficie da planta e de potencial significado em interagcdes ecologicas. As resinas
podem ser armazenadas em estruturas secretoras internas (dutos) que ganham a denominacéo
de canais se forem alongados e de bolsas ou cistos se forem arredondados e possuem como

fungédo primaria o papel de defesa contra herbivoros e patdgenos que atacam os individuos



que as produzem (LANGENHEIM, 2003; AKATSU, 2009). As resinas vegetais sdo
constituidas de uma mistura lipossolivel de compostos fendlicos e/ou terpendides
secundarios. Os fendlicos compdem um grupo de compostos que possuem um anel aromatico
ao qual podem estar ligados grupos substituintes como a hidroxila, carboxila ou metoxila e
muitas vezes outros anéis ndo aromaticos. Os terpendides (ou isoprendides) sdo reunidos em
um mesmo grupo por possuirem como elemento estrutural o isopreno (CsHg) e recebem
diferentes nomes de acordo com a quantidade de unidades de isopropeno que 0s compdem
(AKATSU, 2009), como mostra a Tabela 2 a seguir:

Tabela 2: Classificagdo dos terpenos. Fonte: BORGES, 2008.

Terpenos Unidades de isopropeno  Atomos de carbono
Monoterpeno 2 10
Sesquiterpeno 3 15

Diterpeno 4 20

Sesterpeno 5 25

Triterpenos 6 30

As resinas também possuem importantes aplica¢fes na industria e/ou na tecnologia.
Dentre as aplicacdes destas, inclusive das resinas de origem vegetal, esta 0 seu uso para a
fabricacdo de tintas e vernizes, pois as mesmas servem para aglomerar as particulas de
pigmentos nas tintas e atribuem a tinta caracteristicas de aplicabilidade como, por exemplo,
secagem, durabilidade, adesdo, resisténcia quimica, resisténcias a abrasdo/riscos e
flexibilidade (DONADIO, 2011). Quando sofrem a adi¢do de solventes d&o origem aos
vernizes (WONGTSCHOWSKI, 2011; DONADIO, 2011). Outra aplicacdo das resinas
vegetais € para a producdo de biopolimeros, que dependendo das caracteristicas desejadas,
podem ser produzidos por resinas vegetais “in-natura” ou por resinas vegetais modificadas

que dao origem aos polimeros com as propriedades desejadas (ANDRADE et al., 2001).



1.1.2 Oleorresina de copaiba (Copaifera spp.)

O oleorresina de copaiba € um PFNM proveniente de arvores pertencentes ao género
Copaifera spp., familia Leguminosae, que encontram-se distribuidas na Africa e em regides
tropicais e subtropicais da América do Sul principalmente na Venezuela, Guianas, Colémbia e
Brasil. A arvore da copaiba pode atingir até 40 metros de altura e seu tronco, onde esta
contido o seu Oleorresina, até 140 centimetros de didametro (SHANLEY; MEDINA, 2005).
Estas plantas possuem casca aromatica, folhagem densa, flores pequenas e frutos secos do
tipo vagem. As sementes sdo de cor preta, ovoides com um arilo amarelo rico em lipideos
(RIGAMONTE-AZEVEDO, 2004), como mostra a Figura 1 abaixo. A copaiba possui 72
espeécies descritas, sendo 16 delas encontradas exclusivamente no Brasil, principalmente nos
estados do Para e Amazonas (VEIGA; PINTO, 2002). As espécies mais abundantes no Brasil
séo: Copaifera officinalis L. (Norte do Amazonas e Roraima); Copaifera reticulata Ducke
(Amazonia); Copaifera multijuga Hayne (Amazonia); Copaifera langsdorffii (da Amazonia a
Santa Catarina, no nordeste e centro-oeste); e Copaifera cearensis Huber ex Ducke (Ceara)
(VEIGA; PINTO, 2002; PIERI et al., 2009).

Figura 1: Arvore, folhas, flores e sementes da copaiba.
Fonte: PIERI, 2009.

A extracdo do Gleorresina de copaiba acontece através de uma inciséo feita com trado
no tronco da arvore cerca de 1,0 a 1,5 m de altura do solo. Apds, € inserido um cano de PVC
por onde escoa 0 Oleorresina como mostra a Figura 2 a seguir. Em alguns casos, apés a
extracdo o Oleorresina é peneirado para a retirada de impurezas grosseiras e filtrado para a

retirada de impurezas mais finas. E quando necessario o Oleorresina passa pelo processo de



destilacdo que consiste na separacdo da resina e do Oleo. A resina dissolvida no 6leo
representa entre 10% a 40% do volume do 6leorresina in natura (PINTO, 2010).

Figura 2: Processo de extracdo do 6leorresina de copaiba. Fonte: NEWTON et. al, 2011.

O Odleorresina de copaiba recebe essa denominacao por ser uma mistura do 6leo com
uma parte resinosa nao volatil cuja coloracdo varia do amarelo ao marrom. Sua composi¢do
quimica € definida em muitos trabalhos, desde os que usaram técnicas analiticas mais antigas
aos que usaram metodologias modernas de isolamento e de identificacdo, como sendo uma
mistura de &cidos diterpenos e de sesquiterpenos (VEIGA; PINTO, 2002; PIERI et al., 2009).

Dos diterpenos descritos nos oleorresina de copaiba estudados, 28 pertencem aos
esqueletos caurano, labdano e clerodano, sendo o &cido copélico o Unico encontrado em
6leorresinas provenientes de varias regides do Brasil sendo, portanto, este diterpeno usado
como biomarcador de 6leorresina de copaiba. Estes componentes geralmente nédo séo volateis,
sdo insolluveis em &gua e suas propriedades fisico-quimicas sdo decorrentes dos grupos
funcionais presentes em sua estrutura. Os sesquiterpenos que foram encontrados em grande
parte dos Oleorresinas estudados foram: a-copaeno, PB-cariofileno, B-bisaboleno, a e B-
selineno, a-humuleno e & e y-cadineno. Estes componentes possuem baixa solubilidade,
oxidam rapidamente e sdo os responsaveis pelo aroma do Oleorresina de copaiba (VEIGA;
PINTO, 2002).

Tanto o periodo de floragéo e frutificacdo quanto o fornecimento do éleorresina pelas
arvores de copaiba podem variar de acordo com fatores ambientais (caracteristicas do solo,
clima, sazonalidade) e fatores morfoldgicos (espécie da Copaifera spp., idade das arvores)
(RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Essas variagdes podem

influenciar qualitativa e quantitativamente as substancias quimicas que compdem o



6leorresina e, consequentemente as propriedades fisico-quimicas que 0os mesmos apresentam,

comprometendo assim suas aplica¢es na industria e/ou na tecnologia para diversos fins.

Devido as suas propriedades bioldgicas, fisicas, bioquimicas e fito-quimicas, o
Oleorresina de copaiba € um PFNM que possui inumeras possibilidades de uso,
principalmente medicinais. Na industria de cosméticos o Oleorresina de copaiba é um
excelente fixador de fragrancias (SIMONETTI; MacDONALD, 1991), além de ser utilizado
também para a producdo de sabonetes, cremes, shampoos e lo¢des capilares (DEL NUZIO,
1985; SHANLEY; MEDINA, 2005). Na industria de tintas e vernizes o Gleorresina de
copaiba é utilizado como secativo e também como solvente para as tintas em po para pintura
em porcelana (VEIGA; PINTO, 2002) e pintura em tela. E utilizado ainda como
“amolecedor” de vernizes, além de dar as tintas e vernizes a caracteristica de resisténcia a
altas temperaturas (SHANLEY; MEDINA, 2005). Uma das aplicacdes mais importante do
Oleorresina de copaiba € para fins medicinais, pois possui atividade anti-inflamatoria e
cicatrizante (FLEURY, 1997), é indicado para problemas respiratérios como sinusite, para
problemas de pele como dermatite e psoriase (SCHULTES; RAFFAUF, 1990), possui efeito
analgesico, antidlceral, antitumoral e antirreumatico e € indicado como repelente de insetos,
além de ter atividade antimicrobiana e antibacteriana (VEIGA; PINTO, 2002). Na literatura
também ¢é citado o uso do dleorresina de copaiba na industria de fotografia como acelerador
(CORREA, 1931), como combustivel para iluminac&o, como inibidor de corros&o de ago em
solucdo salina, dentre outras aplicacbes (VEIGA; PINTO, 2002; SHANLEY; MEDINA,
2005).

1.1.3 Aspectos tedricos sobre as técnicas utilizadas

1.1.3.1 Analises fisico-quimicas

- Indice de acidez: ¢é definido como sendo a quantidade de base (KOH ou NaOH) necesséria
para neutralizar os acidos graxos livres em um grama da gordura ou 6leo, podendo ser
expresso ainda pela quantidade, em gramas, do principal componente acido, geralmente o
acido oleico. A determinacdo da acidez de uma substéncia pode fornecer um dado importante
na avaliagcdo do estado de conservacdo da mesma, pois um processo de decomposicdo, seja

por hidrolise, oxidacdo ou fermentacdo, altera quase sempre a concentracdo dos ions de



hidrogénio, além de que a decomposi¢do dos glicerideos € acelerada por aquecimento e pela
luz, sendo a rancidez quase sempre acompanhada pela formacao de acidos graxos livres (1AL,
2008);

- Indice de saponificagdo: consiste na determinacio da quantidade de base (KOH ou NaOH)
necessaria para saponificar um grama da amostra, sendo aplicavel a todos os 6leos e gorduras
(IAL, 2008);

- Indice de refrac&o: pode ser usado como meio de identificagdo da substancia. No caso dos
6leos e gorduras, e dentro de certos limites, o indice de refracdo é caracteristico para cada tipo
de material e esta relacionado com o grau de saturacdo das liga¢cdes, mas € afetado por outros
fatores tais como o teor de acidos graxos livres, oxidacdo e tratamento térmico. A medida do
indice de refragdo pode ser feita diretamente em aparelhos como refratdbmetro de Abbé ou
ainda com metodologia experimental baseada em geometria analitica (IAL, 2008);

- Densidade: consiste na determinacdo da quantidade de massa de uma substancia presente
em uma unidade de volume ocupado pela mesma. Pode ser medida em varios aparelhos,

sendo os picnémetros e densimetros convencionais e digitais os mais usados (1AL, 2008);

- Viscosidade: é definida como sendo a resisténcia que um fluido possui ao escoamento e, no
caso dos 0Oleos e gorduras, esta variavel tende a aumentar com o comprimento das cadeias dos
acidos graxos e dos triglicerideos e diminuir quando aumenta a insaturacao €, portanto, funcao
das dimensdes da molécula. Os valores de viscosidade dos Oleos sdo obtidos
experimentalmente em laboratério, utilizando-se um aparelho chamado viscosimetro, que
mede o tempo que determinada quantidade de fluido leva para escoar através de um pequeno

tubo (capilar) a uma temperatura constante (1AL, 2008).

1.1.3.2 Medida da Constante Dielétrica

Um capacitor é um dispositivo capaz de acumular cargas entre dois eletrodos
separados por uma distancia bem definida, além disso, também sdo capazes de acumular a
energia contida no campo elétrico existente entre suas placas (TIPLER & MOSCA, 2006). O

modelo mais simples de um capacitor € aquele composto de duas placas planas e paralelas,



confeccionadas de um material condutor, com espagamento varidvel e separadas por um
material isolante. A partir dai definimos, entéo, a capacitancia (C) que é a propriedade que um
capacitor tem de se opor a uma variacdo de tensdo, ou seja, é a capacidade de acumulo de
cargas. Varios fatores influenciam na capacitancia de um capacitor dentre eles esta a
constante dielétrica do material utilizado (NUSSENSVEIG, 1998).

A constante dielétrica (K), por sua vez, € uma propriedade que determina como um

material isolante interage com um campo elétrico, ou seja, mede a eficiéncia elétrica de um
material e pode ser definida matematicamente como a razéo entre a capacitancia do capacitor
com um material dielétrico (Cm) e a capacitancia do capacitor sem o material dielétrico (Co)
(NUSSENZVEIG, 1998).

1.1.3.3 Espectroscopia de absorcdo e emissao

A absorcdo e a emissdo sdo alguns dos fendmenos que resultam da interacdo da
radiacdo com a matéria. A absorcdo ocorre quando a quantidade de radiacdo incidente na
matéria corresponde a diferenca entre niveis de energia do sistema atingido, 0 que é expresso
pela equacdo de Planck que correlaciona o comprimento de onda da radiacéo incidente com o
nivel de energia da molécula antes da absorcéo e o nivel de energia da molécula alcangado
apos a absorcdo (NUNES, 2008; NAGATA, 2013). A espectroscopia de absorcdo de uma
forma geral compara a intensidade de um feixe de radiacdo transmitido por uma amostra (1),
com a intensidade do feixe de radiacdo incidente (lo) e a diferenca entre elas é a quantidade de
radiacdo absorvida (la). A capacidade de um material para absorver radiacio da-se o nome de
absorbancia (A) e a mesma é dada pela Equacdo 1 abaixo:

|
A=log 2.
' (1)

Em que: A é a absorbancia (u.a), lo é a intensidade da radiacdo incidente (w/m?) e | é a

intensidade da radiacgéo transmitida (w/m?).

A Equacdo 1 acima pode ainda ser representada pela equacao alternativa de Lambert-
Beer que diz que a absorbancia é diretamente proporcional a espessura da camada ou da
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cubeta (o), a concentracdo da amostra (c) e a absortividade molar caracteristica de cada

substancia (), que resulta na Equagéo 2 a seguir:

Em que: ¢ é a absortividade molar (L mol* cm™), ¢ é a concentracdo da amostra (mol L) e o é

a espessura da camada ou da cubeta (cm) que o feixe percorre.

O processo de emissdo, por sua vez, também chamada de luminescéncia, € o processo
em que as moléculas emitem radiacdo apds terem absorvido energia, nesse caso, retornando
de um estado eletrdnico excitado para o estado fundamental. Essa excitacdo pode ser causada
por mecanismos fisicos (como por exemplo, absorcdo de radiagdo), mecénicos (friccdo) ou
quimicos. Quando a luminescéncia é gerada por moléculas que foram excitadas pela
incidéncia de radiacdo ultravioleta ou visivel, este fenbmeno recebe o nome de
fotoluminescéncia. A fotoluminescéncia é dividida em duas categorias, fluorescéncia e
fosforescéncia, dependendo da configuracao eletronica do estado excitado e de como acontece
a emissdo. A fluorescéncia é a propriedade de alguns atomos e moléculas de absorver um
comprimento de onda particular e posteriormente emitir luz de maior comprimento de onda
ap6s um breve intervalo de tempo, denominado “vida da fluorescéncia”. O processo de
fosforescéncia, por sua vez, ocorre de maneira similar a fluorescéncia, mas com uma vida
muito mais longa do estado excitado (NUNES, 2008).

Tanto os espectros de absorbancia quanto os de emissdo sdo descritos em funcdo dos
comprimentos de onda da radiacdo incidente que € obtido variando-se 0 comprimento de onda
da radiacdo que incide sobre a amostra e medindo-se a quantidade de radiacdo absorvida e/ou
emitida em um espectrofotdmetro. Estes equipamentos em geral sdo instrumentos compostos
por uma fonte de radiacdo eletromagnética, um conjunto de componentes épticos que levam
esta radiacdo até a amostra, um compartimento de amostra e um ou mais detectores que
medem a intensidade de radiagdo absorvida e/ou emitida pela amostra. A probabilidade
relativa da ocorréncia de ambos 0s processos € uma propriedade particular da molécula. Por
essa e outras razdes a espectroscopia de absorcdo e emissao torna-se importante porque pode
revelar informacdes sobre a composicdo dos materiais (NUNES, 2008; NAGATA, 2013).
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1.1.3.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Para que ocorra a absorcdo da radiacdo na faixa do infravermelho uma molécula deve
sofrer uma variacdo no seu momento de dipolo gerando um campo elétrico oscilante de
frequéncia igual & do campo elétrico da radiacdo infravermelho, provocando assim mudancas
na amplitude das vibragcGes moleculares. Os modos vibracionais de uma molécula podem ser
de dois tipos: a) vibracdes de estiramento ou deformacao axial: que envolve uma mudanca
continua na distancia inter-atbmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois atomos; e b)
vibracGes de dobramento ou deformacdo angular: que séo caracterizadas por uma mudancga no
angulo entre duas ligacbes (MANSUR, 2011). Uma vibragdo de estiramento pode ser
simétrica ou assimétrica e as vibracdes de deformacdo podem ser de quatro tipos: deformacéo
simétrica no plano (scissoring), deformacdo assimétrica no plano (rocking), deformacao
simétrica fora do plano (wagging), deformacdo assimétrica fora do plano (twisting). Todas

essas vibragOes sdo mostradas esquematicamente na Figura 3 a seguir:

Deformagdes Axiais

Simétrica Assimétrica

Deformagoes Angulares

Simétrica Assimétrica

Simétrica Fora do Plano Assimétrica f'—‘ora do Plano

Figura 3: Tipos de modos de vibrag&o.
Fonte: SKOOG et al, 20009.

Os espectrometros de infravermelho com Transformada de Fourier geram 0s espectros
de infravermelho de forma répida utilizando apenas uma pequena quantidade de amostra.
Neste tipo de espectrometro um feixe de radiacdo infravermelha, depois de colimado por um
espelho estacionario, é introduzido em um interferdmetro (dispositivo formado por um divisor

de feixe) e apds passar pelo divisor de feixes, a radiagdo é separada em outros dois feixes,
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sendo que um deles percorre uma distancia fixa e o outro uma distancia variavel (espelho
movel). No divisor de feixes, os dois raios sdéo combinados opticamente, podendo gerar uma
interferéncia construtiva ou destrutiva. A partir disso, um dos feixes segue em direcdo ao
espelho estacionario e é refletido de volta para o divisor de feixes, onde parte dele reflete de
volta para a fonte e parte vai para o detector, passando pela amostra. O outro feixe parte do
divisor de feixes em direcdo ao espelho maével e é refletido, sendo que parte desse feixe volta

para a fonte e parte vai para o detector.

O sinal que ndo passa pela amostra serve de referéncia para detectar quanto de
radiacdo foi absorvida, transmitida ou refletida pela amostra quando comparado ao sinal que
passa pela mesma. A diferenca de fase devido a diferenca entre os caminhos percorridos pelos
dois feixes produz o interferograma sobre o qual a Transformada de Fourier opera resultando
entdo no espectro da amostra. A Figura 4 abaixo apresenta o esquema de um

espectrofotdbmetro com Transformada de Fourier.

INTERFEROGRAMA

INTERFEROMETRO

ESPELHO
ESTACIONARIO

—

Aplicacio da
ESPELHO MOVEL Transformada de Fourier

N v
— L—>| AmOsTRA || perecron
BEAMSPLITTER CERY

1 A

vhyg
<] >

5EA
FolTE

Figura 4: Esquema de um espectrofotdmetro com transformada de Fourier.
Fonte: NAGATA, 2013.

-

Niasers de ual fean')
Espectro Infravermelho

Dentro da espectroscopia de infravermelho existe ainda a utilizacdo de acessorios
como, por exemplo, o acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) que é utilizado,
principalmente, para obtencéo de espectros de amostras sélidas ou liquidas que sdo dificeis de
lidar. O principio deste tipo de acessorio baseia-se no fenémeno de reflexdo interna total onde
inicialmente a amostra é colocada em contato com a superficie de um cristal éptico e a

radiacdo no infravermelho passa através do cristal incidindo varias vezes na superficie da
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amostra. O fendmeno de reflex&o interna total ocorre quando o angulo de incidéncia da

interface entre a amostra e o cristal for superior ao angulo critico.

1.1.3.5 Espectroscopia Raman

Ao incidir na matéria, a radiacdo pode sofrer o fenémeno de espalhamento que pode
ser de forma elastica ou inelastica. A espectroscopia Raman consiste no espalhamento
inelastico que ocorre quando uma molécula absorve um féton, passa para um estado excitado
e depois emite um foton de frequéncia maior ou menor aquela que foi absorvida e retorna
entdo para um estado mais alto ou mais baixo do que o estado em que se encontrava
inicialmente. Esse espalhamento inelastico, ou efeito Raman, pode ainda ser dividido em
espalhamento Raman do tipo Stokes e do tipo Anti-Stokes (CONSTANTINO, 2006). A
Figura 5 a seguir mostra os dois tipos de espalhamento Raman:

h {l’e_l'lj

- ____hvy(Iv)
EU N } ‘EO
Vi

l" — 'Il — — _- A
E 0 VE= Vg vy

Raman Stokes Raman Anti-Stokes

Figura 5: Espalhamento Raman do tipo Stokes e anti-Stokes.
Fonte: CONTATINO, 2006.

No espalhamento Raman do tipo Stokes a molécula absorve o féton incidente, vai para
um estado excitado virtual (virtual porque ndo héa transicao eletrdnica) e retorna para um
estado em que o foton espalhado terd energia menor que a energia do foton incidente. No
espalhamento Raman do tipo Anti-Stokes a molécula absorve o foton incidente, vai para um
estado excitado virtual e retorna para um estado em que o foton espalhado tera energia maior

gue a energia do foton incidente.

Os espectros Raman sdo, essencialmente, muito similares aos espectros de

infravermelho, mas ndo sdo iguais devido as diferencas existentes entre os processos. O
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processo de absorcdo de radiacdo na espectroscopia Raman ndo tem energia suficiente para
promover os elétrons a um orbital vazio, mas podem induzir oscila¢Ges dos elétrons criando,
naturalmente, um campo elétrico oscilante. O efeito de diferenca entre a frequéncia do foton
absorvido e o emitido corresponde naturalmente, a uma diferenca entre niveis vibracionais e,
portanto, corresponde a uma frequéncia de absorcdo no infravermelho. E comum que as
bandas dos espectros das duas técnicas ndo coincidam exatamente e, muito mais importante,
bandas fortes em um espectro podem ser fracas ou inexistentes no outro, o que torna o0s

espectros complementares sob varios aspectos (CONSTANTINO, 2006).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral:

Caracterizar o Oleorresina de copaiba (Copaifera reticulata) coletado em diferentes

periodos na Floresta Nacional do Tapajos.
1.2.2 Objetivos especificos:
a) ldentificar a composicdo quimica do Oleorresina (Copaifera reticulata) através de

espectroscopia Raman e de infravermelho;

b) Sugerir uma assinatura espectral para o 6leorresina da Copaifera reticulata de acordo com
a época de coleta;

c) Avaliar as propriedades Opticas do dleorresina de copaiba (Copaifera reticulata) através de
espectroscopia optica de absorcao e emissao;

d) Identificar as propriedades fisico-quimicas e dielétricas do Oleorresina de copaiba
(Copaifera reticulata).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagao do local de coleta das amostras

As amostras de Oleorresina utilizadas na pesquisa foram coletadas no km 83 da
rodovia Santarém-Cuiaba (BR 163) entre as coordenadas geograficas de 03° 7° 26,6°” S e 54°
59’ 11,4 W localizadas dentro da Floresta Nacional do Tapajés - FLONA do Tapajos como

mostra a Figura 6 abaixo:

! : \, i

Figura 6: a) Floresta Nacional do Tapajds; b) Pontos de coleta do 6leorresina.
Fonte: NETO, 2012; PINTO, 2014.
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A FLONA do Tapajos, criada em fevereiro de 1974 pelo Decreto n° 73.684, esta
localizada dentro do bioma Amazonia na regido oeste do Estado do Para (2°45° a 4° 10’ Se
54° 45’ a 55° 30 W), possui uma area de 544.927 hectares que abrange parte dos municipios
de Belterra, Placas e Rurdpolis e tem como limites ao norte o paralelo que cruza o km 50 da
rodovia Santarém-Cuiaba (BR 163), ao sul a rodovia Transamazdnica e 0s rios Cupari e
Cuparitinga ou Santa Cruz, a leste a rodovia Santarém- Cuiabd (BR 163) e a oeste 0 rio
Tapajos (IBAMA, 2004; CORDEIRO, 2005). E uma area que possui uma cobertura florestal
de espécies predominantemente nativas, admite a permanéncia de popula¢des tradicionais que



ja habitavam a area por ocasido da sua criacdo e tem por finalidade compatibilizar a
conservacao da natureza com o uso sustentdvel de parcela dos seus recursos naturais e a
pesquisa cientifica (IBAMA, 2004).

Segundo a classificacdo de Koppen, o seu clima é do tipo Ami, ou seja, tropical tmido
com variacdo térmica anual inferior a 5° C. Apresenta temperatura média anual de 25,5 °C,
méaxima de 30,6 °C e minima de 21,0 °C, umidade de 86% e precipitacdo média anual em
torno de 1.920 mm com grande variacdo durante o ano apresentando dois periodos bem
definidos, sendo o mais chuvoso a partir de janeiro a junho e o menos chuvoso de julho a
dezembro (IBAMA, 2004; CORDEIRO, 2005; HENRIQUES et al., 2008). Na regido da
FLONA predomina o latossolo amarelo distrofico, solos profundos caracterizados por
diferentes texturas e com baixa capacidade de troca catibnica. A vegetacdo que ocorre na
FLONA do Tapajos, segundo estudos realizados por Veloso (1991), é do tipo Floresta
Ombrdfila Densa, vegetacdo que se caracteriza pela predominancia de arvores de grande porte
sob regime climéatico de temperaturas elevadas e intensas precipitacdes distribuidas ao longo
do ano, podendo ocorrer periodo seco de até 60 dias (IBAMA, 2004).

2.2 Coleta e identificacdo das amostras de 6leorresina

Para a coleta do 6leorresina de copaiba foram exploradas 21 arvores adultas, com a
circunferéncia a altura do peito - (CAP) > 120 cm, que foram selecionadas através do manejo
extrativista realizado pela Cooperativa Mista da Floresta Nacional do Tapajos
(COOMFLONA). A coleta do 6leorresina foi realizada em dois periodos diferentes no ano de
2014, sendo a primeira coleta na estacdo chuvosa e a segunda coleta na estacdo seca com

intervalo de aproximadamente seis meses entre a primeira e a segunda coleta.

A coleta do Oleorresina seguiu as recomendagcfes propostas por Oliveira e
colaboradores (2006) que consistiu na perfuracdo das arvores em direcdo ao centro do tronco
em duas posicgdes diferentes localizadas, aproximadamente, entre 1,0 e 1,50 m em relacéo ao
solo, com o auxilio de um trado tradicional com 2 cm de didmetro e 45 cm de comprimento.
Para facilitar a coleta do 6leorresina foi colocado um cano de PVC medindo % de diametro e
10 cm de comprimento em cada um dos furos feitos no tronco das arvores. Apés a coleta do
Oleorresina os canos foram vedados com uma tampa de PVC de forma a proteger a arvore

contra possiveis infestagfes causadas por fitopatogenos, além de facilitar coletas futuras ndo
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sendo necessario fazer novos furos caso a coleta envolva uma das arvores ja perfuradas, como

mostra a Figura 7 abaixo:

Figura 7: Etapas da coleta do 6leorresina. Fonte: PINTO, 2014.

As amostras do Oleorresina foram colocadas inicialmente em recipientes plasticos e
em seguida transferidas para frascos ambar onde permaneceram armazenadas a temperatura
de 25 °C e fora do alcance de luz. Durante a coleta foram coletadas também exsicatas das
arvores para identificacdo botanica. As mesmas foram enviadas para o Laboratério de
Botéanica do Herbario da Embrapa Amazénia Oriental que identificou apenas 4 das 21 arvores

perfuradas como sendo a espécie Copaifera reticulata Ducke.
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Estudo vibracional do éleorresina de copaiba coletado sazonalmente por espectroscopia
Raman e Infravermelho

ABSTRACT: The oleoresin extracted from Copaifera trees is an economically important
non-timber forest product harvested throughout the Amazon basin that has a huge variability
of species. It contributes to the income of the people exploring it, has countless possibilities of
applications and it is used by most rural households in Amazonia, as well as being widely
traded in towns and cities throughout Brazil. However, its yield and its chemical composition
may change according to environmental and morphological factors. Given the growing
demand for quality products, we identified the key assignment of Copaifera reticulata
oleoresin harvested in dry and wet seasons by Raman and Infrared spectroscopy. Samples of
oleoresin were harvested at the National Forest of Tapajos, in the western region of Para
State, Brazil, in wet and dry seasons. Both samples showed, in general, the same assignments
by Raman and Infrared spectroscopy and, consequently, the same chemical components, but
they also showed key bands of each sample which suggests, qualitatively, they differ from
each other according to harvest season. Both techniques were efficient to analyze vegetable
material and have the potential to be used as useful technique for non-destructive analysis of
plant material. This work can help to increase value of this and other natural products and,
consequently, contribute to increase their socioeconomic value to communities that explore

them.

KEYWORDS: Assignment, spectroscopy, Copaifera reticulata, seasonality, Amazon.
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INTRODUCAO

A copaiba, pertencente ao género Copaifera, € um vegetal que ocorre na Africa e em
regides tropicais e subtropicais da América do Sul e possui 72 espécies conhecidas, sendo 16
delas encontradas exclusivamente no Brasil (Veiga e Pinto 2002). O 6leorresina, extraido do
tronco desta arvore, é explorado ha muito tempo e representa uma opcdo atrativa de
exploracdo devido a enorme variabilidade de espécies de copaiba que ocorrem ao longo da
bacia amazobnica. Por ser um produto com diversas possibilidades de aplicacOes,
principalmente terapéuticas (Newton et al. 2011), o dleorresina de copaiba € muito utilizado
no interior da Amaz6nia, além de ser comercializado em cidades de todo o Brasil (IBAMA,

2004).

As inimeras possibilidades de uso do 6leorresina de copaiba decorrem, por sua vez,
das propriedades biol6gicas, fisicas, bioquimicas e fito-quimicas do mesmo (Miguel 2007;
Newton et al. 2011), entretanto, tanto o seu fornecimento pelas &rvores quanto a sua
composic¢do quimica podem variar de acordo com fatores morfoldgicos (espécie, idade das
arvores) e ambientais (solo, clima, sazonalidade) (Rigamonte-Azevedo et al. 2004; Oliveira et
al. 2006). Estas variacdes podem influenciar as propriedades fisico-quimicas que o 6leorresina
apresenta e comprometer, consequentemente, suas aplicagdes para diversos fins. Aliado a
isso, estd ainda o fato de a espécie, a composicdo e as caracteristicas fisico-quimicas e
ambientais intrinsecas ao local e periodo de coleta do 6leorresina serem ignoradas quando o
produto é comercializado como ocorre, por exemplo, em Santarém-Para onde o éleorresina de
copaiba representa 25,23% da renda relativa dos produtos florestais ndo madeireiros
comercializados nos mercados deste municipio sem as devidas identificacfes (Rego et al.

2011).
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Diante da crescente demanda de produtos com qualidade, a cromatografia e a
espectroscopia tém sido cada vez mais usadas nas Ultimas décadas para analise de produtos de
origem vegetal, pois essas técnicas permitem identificar substancias que compdem o material
vegetal (Rodrigues 2006; Brochini et al. 2007). Dentre as técnicas espectroscopicas
encontram-se a espectroscopia no infravermelho (FT-IR) e a espectroscopia Raman (FT-
Raman). Essas técnicas permitem, na maioria dos casos e de acordo com a caracteristica
espectral do material analisado, identificar os principais constituintes sem a necessidade de
qualquer separacdo fisica, e inclusive metabolitos secundarios podem ser analisados com
sucesso por ambas as técnicas (Schulz and Baranska 2007). A partir disso, este trabalho teve
como objetivo identificar os modos vibracionais caracteristicos do éleorresina de copaiba
(Copaifera reticulata) coletado sazonalmente através de espectroscopia Raman e de

infravermelho.

MATERIAL E METODOS

As amostras de Oleorresina de copaiba, da espécie Copaifera reticulata (NID:
69/2011), foram coletadas na Floresta Nacional do Tapajos (03° 7’ 26,6’ S e 54° 59’ 11,4’
W) na regido oeste do estado do Para (Figura 1). O clima, segundo a classificacdo de Képpen,
é do tipo tropical umido com variacdo térmica anual inferior a 5° C, umidade de 86% e
precipitacdo média anual em torno de 1.920 mm com grande variacdo durante o ano,
apresentando duas ‘estacdes’ bem definidas, sendo uma estacdo definida como chuvosa
(atividade convectiva > 100 mm) de janeiro a junho e outra como menos chuvosa (atividade

convectiva < 100 mm) de julho a dezembro (Cordeiro 2005; Henriques et al. 2008).
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Figura 1: Localizacdo da Floresta Nacional do Tapajos, Pard, Brasil.

Para a coleta do 6leorresina foram exploradas 4 arvores adultas e nativas de Copaifera
reticulata, que foram perfuradas em duas épocas diferentes no ano de 2014 resultando em
duas amostras: 6leorresina do periodo chuvoso (amostra OC) coletado no més de abril e 0
6leorresina do periodo seco (amostra OS) coletado no més de setembro. Apos as coletas, as
amostras foram colocadas inicialmente em recipientes plasticos e em seguida transferidas para
frascos &mbar onde permaneceram armazenadas a temperatura de 25 °C e fora do alcance de

luz.

Para as medidas de espectroscopia no infravermelho foi utilizado um espectrometro
FT-IR (Vertex 70, Bruker, Kennewick, WA, USA) na faixa do infravermelho médio entre
4000 e 400 cm™, com o uso do acessério de Refletancia Total Atenuada (ATR). Para as
medidas de espectroscopia Raman foi utilizado um espectrémetro Raman (iHR 320, Horiba
Jobin Yvon S.A.S., Longjumeau, FR) com faixa de resposta entre 3200 e 200 cm™, com laser

de 785 nm e 500mW de poténcia, acoplado a uma fibra de prova Raman. As amostras ndo



necessitaram de tratamento prévio para as medidas espectroscopicas em ambas as técnicas. Os
dados obtidos foram inseridos no software Origin 7.0 para plotagem dos espectros. Em
seguida, os espectros foram inseridos no software Peakfit 4.0 para identificacdo das principais
bandas de cada amostra. Os modos vibracionais caracteristicos de cada amostra foram
identificados através da correlagdo com resultados de trabalhos publicados sobre outros

materiais de origem vegetal, que utilizaram as mesmas técnicas espectroscopicas.

RESULTADOS

O espectro Raman (Figura 2) de ambas as amostras apresentaram, em sua maioria,
bandas similares. Essas bandas referem-se a aminoacidos que ocorrem por volta de 724 cm™ e
na regido de 1400 cm™; sacarideos em 849 cm? e 1466 cm™ atribuidas a mono e
dissacarideos, respectivamente; carotenoides que ocorrem na regido de 1525 e 1628 cm™; e
terpendides que ocorrem em aproximadamente 1670 cm™, especificamente para
sesquiterpenos. Para algumas bandas foram identificados apenas os modos vibracionais das
mesmas. A regido de 555 cm refere-se a vibragdo de deformagido de O—C=0; a banda em
1036 cm™ ¢ atribuida & vibragio de estiramento de C-C ou C-O e a regido entre 2720 e 2785
cm? corresponde a vibragdo de estiramento de C-H. As bandas que ocorreram na regido de

1220 cm™* ndo foram identificadas.

Apesar da similaridade, o espectro Raman das amostras mostrou também bandas
especificas para cada uma. Para a amostra OC foram identificadas bandas referentes a
monossacarideos em 896 cm™ que € atribuida, neste caso, a B-Glucose; bandas relacionadas a
monoterpenos em 1699 cm™; e bandas referentes a acidos graxos que ocorrem em 2889 e

2970 cm™ e que correspondem, respectivamente, a vibragdo de estiramento simétrico e
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assimétrico de CHs, além da banda em 3024 cm™ que também ¢é atribuida & acidos graxos.
Ocorreram ainda bandas em 810 cm™ que se refere & vibragdo de estiramento de C-C e em
963 cm™ que corresponde a vibragio de estiramento de C-C ou C-O, mas para essas bandas
ndo foram identificados os grupos e/ou compostos quimicos caracteristicos. Para a amostra
OS ocorreram bandas atribuidas a sesquiterpenos que ocorrem em 507 cmt; bandas referente
a acidos graxos em 1080 e 2857 cm™ para CH2, em 2880 cm™ de CHs; e em 3007 cm™ de

C=C. Ocorreu ainda banda caracteristica de alcaloides em 3075 cm™ e bandas em 685 cm™

que ndo foram identificadas.
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Figura 2: Espectros Raman do 6leorresina de copaiba (Copaifera reticulata) coletado no
periodo chuvoso (amostra OC) e no periodo seco (amostra OS).
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A Tabela 1 apresenta a identificacdo da posi¢do e do modo vibracional das bandas

Raman caracteristicas das amostras, além do grupo quimico e sua origem metabdlica

correspondente.

Tabela 1: Modo vibracional, grupo e/ou componente quimico e origem metabolica das
bandas Raman caracteristicas do 6leorresina de Copaifera reticulata coletado sazonalmente.

__ FT-Raman (cm™) Modo vibracional Grupo e/ou Origem
Oleoresina Oleoresina Componente quimico Metabolica
chuvoso (OC)  seco (OS)
* 507 *x Sesquiterpeno Secundéria
555 554 0(0-C=0) *x
* 685 bl *x
724 724 v(C-S) trans Amino 4cidos (metionina) Primaria
810 * v(C-C) *x
849 849 (C-0-0) Monossacarideo (a-Glucose) Primaria
896 * p(C-0-C) Monossacarideo (B-Glucose) Primaria
963 * v(C-C) ou v(C-0) *x
1036 1036 v(C-C) ou v(C-0) *x
* 1080 v(C-C) Acidos graxos Primaria
1221 1222 bl -
1401 1403 v(C=0)O Amino &cido (L-glutamate) Primaria
1466 1466 0(CH3) ou 6(CH2) Dissacarideo (Sucrose) Primaria
1525 1524 v(C=C) Carotenoide (B-caroteno) Secundaria
* 1628 v(C=C) Carotenoide (B-caroteno) Secundaria
1669 1670 v(C=C) Sesquiterpeno (B- Cariofileno)  Secundaria
1699 * v(C=C) ou v(C=0) Monoterpeno (iridoide) Secundaria
2722 2721 v(C-H) *x
2783 2784 v(C-H) foled
* 2857 vs(CHy) Acidos graxos Primaria
* 2880 vs(CHa) Acidos graxos Primaria
2889 * vs(CH3) Acidos graxos Priméria
2970 * vas(CH3) Acidos graxos Priméria
* 3007 v(C=C) Acidos graxos Priméria
3024 * v(C=C) Acidos graxos Primaria
* 3075 (-C-H) Alkaloides Secundaria

Nota: Vibracao — v: estiramento simetrico; (vas): estiramento assimétrico; o: deformacéo
angular; (p): deformacdo no plano; (*) sem dado; (**) ndo identificado.
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O espectro de infravermelho (Figura 3) das duas amostras mostrou também similaridade
das bandas mais caracterisitcas de ambas as amostras e mostrou também bandas que néo
ocorreram nos espectros Raman. Para ambas as amostras ocorreram bandas referente a fendis
na regido entre 3620 e 3635 cm™; bandas atribuidas a hidrocarbonetos que ocorrem por volta
de 2924 cm™ e também na regido de 3075 cm™; bandas referentes ao grupo dos terpenos que
ocorrem na regido de 1380 cm™, sendo em 1643 cm™ para monoterpenos e em 779 e 1446 cm-
! para sesquiterpenos; bandas relacionadas a proteinas em 687 e 1691 cm™ e bandas atribuidas
a acidos graxos que ocorrem em 1263 cm™ e na regido de 1025 cm™. Ocorreram ainda bandas
em 2860 cm™ que séo atribuidas a vibragdo de estiramento de C—H e bandas em 599, 530 e

522 cm™ as quais ndo foram identificadas.

No espectro de infravermelho também foram identificadas bandas caracteristicas de
cada amostra. Para a amostra OC foram identifcadas bandas atribuidas a hidrocarbonetos que
ocorrem em 2179 cm™ e bandas em 873 cm™ que se referem a monoterpeno biciclico. Para a
amostra OS foram identificadas bandas referentes a triglicerideos em 1168 cm™; bandas em
887 cm* atribuidas & monoterpeno monociclico e bandas em 428 e 1978 cm™ as quais n&o

tiveram seus modos vibracionais identificados.
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Figura 3: Espectros de infravermelho do 6leorresina de copaiba (Copaifera reticulata)
coletado no periodo chuvoso (amostra OC) e no periodo seco (amostra OS).

A identificacé@o da posicéo e do modo vibracional correspondente aos picos de FT-IR
caracteristicos das amostras, além do grupo quimico aos quais pertencem e sua respectiva

origem metabolica sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Modo vibracional, grupo e/ou componente quimico e origem metabolica das
bandas de FT-IR caracteristicas do Oleorresina de Copaifera reticulata coletado sazonalmente.

) FT-IR (cm‘l) Modo vibracional Grupo e/ou Origem
Oleorresina-  Oleorresina- Componente quimico ~ Metabdlica
chuvoso (OC)  seco (OS)
3635 3623 v(0O-H) Fenol Secundéria
3074 3079 v(=C-H) Hidrocarboneto (alcano) Primaria
2925 2921 v(-C-H) Hidrocarboneto (alceno) Primaria
2860 2860 v(C-H) *x
2179 * v(C=C) Hidrocarboneto (alcino) Primaria
* 1978 *k *x
1687 1691 v(C=0) Proteina (amido I) Primaria
1643 1643 v(C=C) Monoterpenos (etileno)  Secundéria
1446 1446 J(CHy) Sesquiterpenos Secundaria
1382 1378 O(CHs5) Terpenos Secundaria
1263 1263 v(C-0) Acidos graxos Primaria
* 1168 v(C-0) Lipideos (triglicerideos) Primaria
1024 1025 v(C-0), v(C-C), v(CCO) Acidos graxos Primaria
* 887 w(C-H) Monoterpenos Secundaria
Monociclico
873 * w(C-H) Monoterpenos Biciclico  Secundéria
779 779 w(C-H) Sesquiterpenes Secundaria
599 599 *x *x
530 522 ** faled
* 428 fol *x

Nota: Vibragdes — v: estiramento; ¢: deformacdo angular; w: deformacdo angular tipo
‘simétrica fora do plano’; (*) sem dados; (**) ndo identificado.

DISCUSSAO

Ambas as amostras de Oleorresina de Copaifera reticulata coletados em épocas
diferentes apresentaram, em sua maioria, 0s mesmos modos vibracionais, sendo registrados
em comum para as duas amostras 13 modos vibracionais pela espectrosopia Raman e 11 pela
espectroscopia de infravermelho. Consequentemente, ocorreram para as duas amostras 0S

mesmos grupos e/ou componentes quimicos seja de origem metabdlica primaria ou secundaria
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e que estdo de acordo com a composicdo quimica do 6leorresina de copaiba ja identificada na
literatura como sendo uma mistura do 6éleo com uma parte resinosa nao volatil (Veiga e Pinto,

2002; Pieri et al., 2009).

Apesar disso, tanto os espectros FT-Raman quanto os espectros de FT-IR mostraram
bandas caracteristicas para cada amostra. Essa diferenca entre os modos vibracionais
caracteriticos de cada amostra sugere a presenca de substancias que as diferencia pelo menos
qualitativamente de acordo com o periodo de coleta do Oleorresina. Esse resultado era
esperado tendo em vista que segundo Rigamonte-Azevedo et al. (2004), Oliveira et al. (2006),
Martins-da-Silva et al. (2008), Newton (2011) e Silva et al. (2012) em suas pesquisas
anteriores, o rendimento, as propriedades e a composi¢do quimica do Oleorresina de copaiba

podem variar de acordo com fatores ambientais e morfolégicos.

Os resultados mostraram também que ambas as técnicas de espectroscopia foram
eficientes e complementares para andlise qualitativa de substancias presente em materiais
vegetais. Para a identificacdo de componentes de origem metabdlica primaria a FT-Raman se
mostrou mais eficiente, mas o que precisa ser ressaltado € que apenas a FT-Raman identificou
compostos biomarcadores de Oleorresina, como o B-cariofileno, que € um sesquiterpeno

comumente encontrado em oleorresinas.

CONCLUSAO

Este trabalho apresentou um estudo qualitativo dos modos vibracionais caracteristicos
do Odleorresina de copaiba (Copaifera reticulata) coletado sazonalmente através de
espesctrocopia Raman e de infravermelho. Os resultados mostraram que, apesar da maioria

dos modos vibracionais identificados pelas duas técnicas terem ocorrido em comum para as
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duas amostras, os modos vibracionais caracteristicos de cada uma das amostras aqui estudadas
sugerem, qualtitativamente, que tais amostras diferenciam-se entre si de acordo com a época

de coleta.

Apesar da eficiéncia da espectroscopia Raman para a identificacdo de marcadores de
oleorresina como, por exemplo, o B-cariofileno, ambas as técnicas se mostraram eficientes
para analise de material vegetal apresentando-se como método complementar as técnicas
cromatograficas permitindo nao so6 identificar os componentes quimicos de materiais vegetais
como também sugerir uma assinatura espectral para cada material de forma a compovar a
integridade quimica e discriminar, com base nos marcadores relacionados as substancias, o
género, as espécies e até mesmo conhecer as influéncias de fatores ambientais e morfoldgicos
na composicdo quimica e, consequentemente, nas propriedades que estes materiais
apresentam. Estes resultados podem agregar valor & este e outros produtos de origem natural

e, consequentemente, contribuir socioeconémicamente para as comunidades que os exploram.
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Abstract: Copaiba oleoresin is a vegetable product that may change their chemical
composition and their properties according to environmental factors. In this study, we
characterized the copaiba oleoresin (Copaifera reticulata) harvested seasonally by absorption
and emission spectroscopies. The samples were harvested in the National Forest of Tapajos,
in the western region of Para State, Brazil. The absorption and emission spectrum were
recorded in the range from 300 to 700 nm. The absorption spectra suggested the presence of
a-tocopherol, palmitic acid, oleic acid and/or triolein and indicated the possible degradation of
B-carotene and chlorophyll. The emission spectra also suggest the presence of oleic acid, a-
tocopherol and/or B-carotene, and bands that occur in most vegetable oils, however, these
bands were not identified. Both techniques suggested the presence of same photoluminescent
compounds in both samples. In general, the seasonality of harvested not may influence in the

optic properties of the samples.

Keywords: absorption and emission spectra, oleoresin of Copaifera reticulata, seasonality.

Introducao

A regido Amazdnica € um imenso ecossistema, sendo considerado um dos mais ricos e
variado de todo o planeta, o que permite que essa regido tenha um alto grau de complexidade.
O comportamento climatico desta regido como, por exemplo, a sazonalidade das variaveis
climéticas, vista claramente pela variabilidade anual da precipitacdo, mostra tal complexidade
e constitui um dos principais fatores que influenciam direta ou indiretamente no

comportamento das espécies que integram este ecossistemal=>,

Estudos tém apontado que a copaiba (Copaifera spp., Leguminosae), espécie vegetal

gue vem sendo explorada hd muitos anos na Amazonia brasileira, devido as suas inimeras
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aplicacdes, principalmente medicinais*®, pode ter tanto seu periodo de floragdo e frutificacéo
qguanto o fornecimento do seu Oleorresina varidveis ndo sé de acordo com fatores
morfologicos como também com fatores ambientais*®. Essas variagdes, por sua vez, podem
influenciar qualitativa e quantitativamente a composicdo quimica deste produto vegetal e,

consequentemente, comprometer suas propriedades fisico-quimicas, biologicas, dentre outras.

Diante disso, vemos a importancia de levar em consideracdo a sazonalidade,
caracteristica da regido Amazonica, em estudos que envolvam 0s recursos naturais
provenientes da mesma. Este trabalho teve como objetivo caracterizar o Oleorresina de
copaiba (Copaifera reticulata) coletado sazonalmente através de espectroscopia Optica de

absorcédo e emissao.

Experimental

Amostras

As amostras de Oleorresina de copaiba (Copaifera reticulata) foram coletadas na
Floresta Nacional do Tapajos que fica localizada dentro do municipio de Belterra, no estado
do Para. O clima local é do tipo tropical umido com variagdo térmica anual inferior a 5° C,
umidade de 86% e precipitacdo média anual em torno de 1.920 mm com grande variacdo
durante o ano, entretanto, apresentando duas ‘estacdoes’ bem definidas, sendo uma definida
como chuvosa e a outra como menos chuvosa®®. As amostras coletadas foram armazenadas
em frascos ambar a temperatura de 25 °C e fora do alcance de luz. A coleta do 6leorresina foi
realizada em dois periodos diferentes no ano de 2014, sendo a primeira coleta no més de abril

(periodo chuvoso) e a segunda coleta no més de setembro (periodo seco).
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Espectros de absorcéo e emissao

As medidas de absorcdo oOptica foram feitas em um monocromador (modelo 300i,
ACTON Research, Trenton, NJ, USA) controlado automaticamente atraves de uma interface
I6gica NCL que fez uma varredura espectral na faixa de 300 a 700 nm com passos de 1 (um)
nanémetro e tempo de integracdo de 0,5 segundos. Para a obtencdo das medidas de emissao
foi utilizado o mesmo equipamento utilizado nas medidas de absor¢do, entretanto, foi
acoplado ao monocromador um mini-espectrometro com resolucéo de 1 (um) nandmetro e um
detector CCD de 2048 elementos para registro das medidas que foram feitas através de uma
varredura espectral na faixa de 300 a 700 nm com passos de 5 nanémetros. Ambas as medidas
foram feitas a temperatura ambiente (25 °C) e as amostras ndo necessitaram da adicdo de
solventes. Os dados obtidos foram inseridos no software Origin 7.0 para plotagem dos

espectros.

Resultados e Discussao

Em ambos os espectros de absorcao Optica (Figura 1) é observada uma forte absorcéo
para comprimentos de onda menores que 430 nm que esta centrada em 331 nm para o
6leorresina coletado no periodo chuvoso e em 330 nm para o Gleorresina coletado no periodo

Seco.

De acordo com estudos anteriores, essa forte absor¢do para comprimentos de onda
menores que 400 nm pode estar associada a moléculas de a-tocoferol e/ou a alguns acidos
graxos como o &cido palmitico e o acido oleico que absorvem para comprimentos de onda
abaixo de 375 nm!l. Outra possibilidade é de esta banda estar associada a moléculas de

trioleina, um triglicerideo presente na maioria dos lipideos de origem vegetal e que € resultado
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da esterificacdo de moléculas de glicerol com trés moléculas de acido oleico. Os espectros de
absorcdo mostram também a possivel degradacdo das moléculas de S-caroteno e de clorofila,
tendo em vista que ambas as amostras ndo mostraram absorcédo significativa na faixa de 400 a

500 nm113,
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03

Copaiba_chuvoso
02} 2
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Figura 1: Espectros de absorcdo na regido do UV-VIS para amostras de dleorresina de
Copaifera reticulata coletadas no periodo chuvoso e no periodo seco.

A Figura 2 apresenta 0 espectro de emissdo das amostras na faixa de 300 a 700 nm
excitadas por uma radiacdo de 405 nm. O espectro das duas amostras apresenta um conjunto
de bandas de emisséo centradas em 445, 475, 510 nm e uma pequena banda centrada em 550
nm. As bandas compreendidas entre 440 e 515 nm possuem intensidades variadas que
indicam uma contribuicdo muito complexa feita por diferentes compostos que emitem
radiacio nessa regido’®. Esse conjunto de bandas ocorre na maioria dos materiais oleaginosos
de origem vegetal que ja estudados anteriormente como, por exemplo, no 6leo de soja, no
oleo de girassol e no 6leo de oliva, entretanto a identificagdo dos elementos fotoluminescentes

responsaveis por estas bandas de emissio ndo foram identificadas'’!8. A banda de emissdo
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centrada em 550 nm indica a presenca de &cido oleico, a-tocoferol*'* e p-caroteno'l®
sugerindo, assim como 0s espectros de absorcdo, que tais componentes fazem parte da

composicao quimica do Oleorresina de copaiba.

4000

T
—

3000 |-

2000

Copaiba_seco
»

Intensidade (u.a.)

1000 | Copaiba_chuvoso

100 200 300 400 500 600 700 800 900

A de emiss&o (nm)

Figura 2: Espectros de emissdo para amostras de 6leorresina de Copaifera reticulata (periodo
chuvoso e periodo seco) submetidas a excitagcdo de 405 nm.

Apesar de a intensidade maxima de emissdo para as duas amostras ter ocorrido para 405
nm (Figura 2), ambas mostraram emissdo quando excitadas por comprimentos de onda
maiores que 315 nm e o Oleorresina coletado no periodo seco apresentou sempre maior
intensidade de emissdo quando comparado ao Oleorresina coletado no periodo chuvoso. A
eficiéncia de uma amostra sobre a outra pode ser vista na Figura 3 a seguir que apresenta a
relacdo entre a intensidade de emissao versus A de excitagdo (Figura 3a) e a relagdo da faixa

espectral de emisséo versus A de excitagdo (Figura 3b).
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Figura 3: espectros de comparacgéo da a) intensidade de emisséo e b) da faixa espectral de
emissdo das amostras do Oleorresina de Copaifera reticulata excitadas por A de 300 a 700 nm.

Na Figura 3b ambas as amostras, quando excitadas por comprimentos de onda
compreendidos entre 480 e 530 nm, apresentam emisséo entre 500 e 560 nm que resulta da
presenca de acido oleico, a-tocoferol'!'* e pg-caroteno'!*®. Entretanto, apesar de ambas
emitirem radiagdo nessa regido, o Olerreosina coletado no periodo seco apresenta intensidade
maior para a regido de excitacdo de 480 a 530 nm (Figura 3a) que o 6leorresina coletado no

periodo chuvoso.

Concluséao

Os espectros de absorcdo das amostras sugerem que a época de coleta do dleorresina
néo foi um fator que influenciou a propriedade de absorcao de radiagdo UV-VIS das mesmas.
Tanto os espectros de absor¢do quanto de emissdo indicam que ambas possuem 0S mesmos
componentes fotoluminescentes em sua composicdo, visto que as amostras ndo sofreram
adicdo de solventes o que, por sua vez, sugere que estes constituintes sdo produzidos pelo
proprio vegetal. Entretanto, a presenca destes constituintes na composicdo quimica do

oOleorresina é feita em diferentes concentracfes devido a diferenca na intensidade de emisséo
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de radiacdo evidenciada pela eficiéncia de emissdo de radiacdo do Olerreosina coletado no

periodo seco.

De forma geral, apenas a intensidade de emitir radiacdo sugere que a época de coleta
pode influenciar as propriedades Opticas das amostras, tendo em vista que a concentracdo de
compostos quimicos pode variar de acordo com a sazonalidade. Apesar do pequeno nimero
de amostras analisadas e do curto periodo de tempo de estudo, consideramos importante o
desenvolvimento de estudos que articulem a sazonalidade caracteristica da regido amazonica
aos produtos extraidos da mesma, de forma a agregar valor socioambiental, cientifico-

tecnoldgico e economico aos recursos naturais provenientes desta regido.
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Estudo das propriedades fisico-quimicas e constante dielétrica do 6leorresina de copaiba
coletado sazonalmente

ABSTRACT: The seasonality is a characteristic of the Amazon region and this may change
the behavior of the species occurring in this region. Our goal was to study the influence of the
seasonality of harvested on the physicochemical and dielectric properties of oleoresin of
Copaifera reticulata. The samples were harvested in the Tapajos National Forest in Belterra,
Para, in dry and wet season. We determined the acid values, saponification, refraction,
density, viscosity and dielectric constant measurements of the samples. Only the acid value
changed significantly according to harvested of oleoresin. The dielectric constant of samples
showed similar values and they are within the range of characteristic values for oleaginous
constituent materials. The results suggest, qualitatively, that seasonality of harvested is not a
factor that influenced the physicochemical and dielectric properties of samples studied here,
however, only the variability of acid value suggests that oleoresin must be analyzed

considering its intrinsic environmental characteristics.

KEYWORDS: acidity level, dielectric constant, seasonality, Copaifera reticulata.
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INTRODUCAO

A variabilidade espacial e temporal dos parametros meteoroldgicos da regido
Amazonica como, por exemplo, a temperatura do ar, a umidade e, principalmente, a
precipitacdo atribuem a essa regido a caracteristica de sazonalidade (VOLDOIRE, 2004;
FISCH, 1990) e tal sazonalidade influencia o comportamento e funcionamento dos
ecossistemas amazonicos em micro e macroescala (AMANAJAS; BRAGA, 2012). Um
exemplo disso é a disponibilidade de Produtos Florestais Ndo Madeireiros (PFNM) que,

dependendo da espécie vegetal, obedece ao comportamento sazonal da regido.

Estudos tém apontado que a copaiba (género Copaifera spp., familia Leguminosae),
um vegetal que vem sendo explorado hd muitos anos devido as suas inimeras aplicacdes,
principalmente medicinais (VEIGA; PINTO, 2002; NEWTON, et al. 2011), pode sofrer
variacdes tanto em relacdo ao seu periodo de floracao e frutificacdo quanto na quantidade de
Oleorresina fornecido pelas arvores de acordo com fatores morfolégicos e ambientais

(RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006).

Essas variacGes podem influenciar qualitativa e quantitativamente as substancias
quimicas que compdem o Oleorresina e, consequentemente as propriedades fisico-quimicas
gue 0s mesmos apresentam além de comprometer suas aplicaces para diversos fins. Diante
disso, vé-se a importancia de levar em consideracdo a sazonalidade caracteristica da regido
Amazonica em estudos que envolvam 0s recursos naturais provenientes da mesma. Este
trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da sazonalidade da época de coleta nas

propriedades fisico-quimicas e dielétricas do dleorresina de copaiba (Copaifera reticulata).
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MATERIAL E METODOS

As amostras de oleorresina da espécie Copaifera reticulata (registro NID: 69/2011)
foram coletadas na Floresta Nacional do Tapajos que fica localizada dentro do municipio de
Belterra, no km 83 da rodovia BR-163, entre as coordenadas geograficas de 03° 7° 26,6’ S ¢
54° 59° 11,4 W. As amostras coletadas foram colocadas inicialmente em recipientes
plasticos e em seguida transferidas para frascos ambar onde permaneceram armazenadas a
temperatura de 25 °C e fora do alcance de luz. A coleta do 6leorresina foi realizada em dois
periodos diferentes no ano de 2014, sendo a primeira coleta no més de abril (estacdo chuvosa)

e a segunda coleta no més de setembro (estacdo seca).

A determinacdo dos indices analiticos (indice de acidez, saponificacdo, refracéo,
densidade e viscosidade) do Oleorresina foi feita conforme metodologia da Official Methods
and Recommended Practices of the American Oil Chemits Society (AOCS) (1995). O indice
de acidez foi determinado por meio de titulacdo da amostra com hidréxido de potassio (KOH)
0,IN e o indice de saponificacdo foi determinado através de titulacdo da amostra com acido
cloridrico (HCL) 0,5 N, e em ambos foi usada a fenolftaleina como indicador (AOCS, 1995).
Para a determinacdo do indice de refracdo foi utilizado o refratbmetro de Abbé ajustado com
agua destilada a temperatura ambiente de 25 °C (AOCS, 1995). A densidade das amostras foi
determinada pelo método do picnémetro (5 ml) a temperatura ambiente (AOCS, 1995) e a
viscosidade foi determinada através do uso de um viscosimetro rotacional a temperatura
ambiente e sem adicdo de solventes. As medidas dos indices analiticos foram feitas em

triplicata para posterior analise da estatistica descritiva através do software Bioestat 5.0.

Para a determinacdo da constante dielétrica foi utilizado um capacitor de placas planas

e paralelas com distancia regulavel, dois fios condutores, uma ponte de capacitancia e 0s
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materiais dielétricos (amostras de dleorresina de copaiba). Uma das extremidades de cada fio
condutor foi conectada em cada uma das placas do capacitor e a outra extremidade dos fios
foi conectada na ponte de capacitancia. Inicialmente mediu-se a capacitancia do capacitor
vazio (Co) e em seguida introduziu-se no capacitor o material dielétrico (as amostras de
o6leorresina) para o qual foi determinada a capacitancia do capacitor com o material (Cm)

através da equacéo 1.

(Equacdo 1)
CO

Em que K € a constante dielétrica caracteristica de cada material, Co é a capacitancia

do capacitor vazio (pF) e Cm é a capacitancia do capacitor com o material dielétrico (pF).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das propriedades fisico-quimicas caracteristicas para cada amostra de Oleorresina
(Tabela 1), apenas o indice de acidez apresentou variacdo significativa (p<0.01) de acordo
com o periodo de coleta. Apesar da variacdo do indice de acidez, os valores confirmam que as
amostras sdo auténticas segundo o procedimento para deteccdo e avaliacdo de adulteracdo do
oOleorresina de copaiba sugerido por Vasconcelos e Godinho (2002) que diz que se o valor do
indice de acidez é maior que 80 mg KOH/g a amostra é considerada auténtica e se o valor for
menor admite-se tratar de amostra adulterada. Entretanto, isso vai contra os resultados obtidos
por Silva et. al (2012) em que a Copaifera reticulata também coletada na Floresta Nacional

do Tapajos apresentou um indice de acidez muito baixo (9,89 mg KOH/g).
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Tabela 1: Médiatdesvio padrdo das caracteristicas fisico-quimicas de oéleorresina de copaiba
(Copaifera reticulata) coletados no periodo chuvoso e no periodo seco na FLONA do Tapajos.

PERIODO CHUVOSO PERIODO SECO

CARACTERISTICA

Média Média
Indice de acidez (mg/g) 86.0955+2.0217P 94.1265+1.0053P
Indice de saponificagdo (mg/g) 99.1533+0.8864 99.1400+1.8584
Indice de refracdo 1.5017+0.0153 1.5473+0.0629
Densidade (g/ml) 0.9759+0.0026 0.9800+0.0100
Viscosidade (Pa-s) 0.2745+0.0058 0.2885+0.0124

Nota: p significa que as varidveis apresentaram variancia estatisticamente significativa de acordo com
0 teste Tukey (p<0.01).

O valor da constante dielétrica obtida para o 6leorresina coletado no periodo seco foi
K=2,51 e para o o6leorresina coletado no periodo chuvoso foi K=2,45 (Tabela 2). Apesar da
diferenca entre os valores da constante dielétrica ndo se pode afirmar que o periodo de coleta

deste material vegetal é um fator que influencia esta propriedade. Além disso, apesar de 0s

resultados obtidos para estas amostras apresentarem-se abaixo dos valores encontrados para o
6leo de Urucuri de K=3,0014 (NAGATA, 2013) e para a trioleina de K=3,109 (GOUW e
VLUGTER, 1967), os valores encontrados para ambas as amostras de éleorresina ainda estdo

dentro dos valores de constante dielétrica caracteristicos dos constituintes de materiais

oleaginosos que se encontram na faixa entre 2 e 4 (DAMODARAN et al., 2007).

Tabela 2: Valor da capaciténcia para o capacitor vazio (Co), para o capacitor
com o 6leorresina (Cm) e da constante dielétrica dos 6leorresinas (K).

Oleorresina Cm(pF)  Co(pF) K

2,51
2,45

Periodo seco 7,68

Periodo chuvoso 7,53 3,07
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CONCLUSAO

Das caracteristicas fisico-quimicas apenas o indice de acidez variou significativamente
de acordo com o periodo de coleta do Odleorresina sugerindo que, de forma geral, a
sazonalidade ndo € um fator que influenciou as propriedades fisico-quimicas das amostras
aqui estudadas. Entretanto, apenas a variabilidade do indice de acidez apresentada por
Oleorresina de mesma espécie e que ocorrem na mesma &rea, entretanto, coletados
sazonalmente, sugere que o Oleorresina de cada arvore deve ser analisado separadamente,
levando em conta as caracteristicas ambientais intrinsecas a sua época de coleta. Isso pode
assegurar que, mesmo Oleorresinas auténticos provenientes da mesma espécie de Copaifera
com caracteristicas  fisico-quimicas diferentes, ndo sejam misturados, agregando

confiabilidade e valor ao produto.

Os valores da constante dielétrica das amostras, apesar de serem diferentes, nao
sugerem que o periodo de coleta deste material vegetal é um fator que influencia esta
propriedade para estas amostras. Além disso, apesar de os valores terem sido menores para as
amostras de copaiba que para outros materiais vegetais ja estudados, estes valores encontram-
se dentro da faixa de constante dielétrica caracteristica dos constituintes de materiais

oleaginosos.
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6. SINTESE INTEGRADORA

Nesta dissertagdo nosso objetivo foi caracterizar o 6leorresina de copaiba (Copaifera
reticulata) da Floresta Nacional do Tapajos coletado sazonalmente para avaliar se a época de
coleta influenciava a composic¢do quimica e as propriedades fisico-quimicas do mesmo. Para
atingir tal objetivo, utilizamos diferentes técnicas que nos ultimos anos vem sendo indicadas
para a caraterizacdo de materiais, inclusive aqueles de origem vegetal. Outro objetivo era
sugerir, também de forma qualitativa, uma assinatura espectral para o Oleorresina da

Copaifera reticulata de acordo com a época de coleta.

Os espectros obtidos atravées da espectroscopia Raman (FT-Raman) e de infravermelho
(FT-IR) mostraram que tanto a amostra coletada no periodo chuvoso quanto a amostra
coletada no periodo seco possuem, em sua maioria, 0S MesmMos componentes quimicos.
Entretanto, foram identificados também através dessas técnicas componentes quimicos que
ocorreram apenas para cada uma das amostras indicando, de forma qualitativa, uma assinatura

espectral para as amostras estudadas de acordo com a época de coleta.

A espectroscopia Optica de absorcdo indicou também que a época de coleta do
6leorresina ndo foi um fator que influenciou a propriedade de absorcdo de radiacdo UV-VIS
dessas amostras, além de sugerir que ambas as amostras possuem 0S mesmos componentes
fotoluminescentes em sua composicdo, visto que as mesmas ndo sofreram adicdo de
solventes. Entretanto, a espectroscopia optica de emissao indicou, de forma qualitativa, que a
presenca destes constituintes na composicdo quimica do Oleorresina pode ter diferentes
concentracfes de acordo com a sazonalidade do periodo de coleta devido a eficiéncia na
intensidade do o6leorresina coletado no periodo seco para emitir radiacdo em relacdo ao

oOleorresina coletado no periodo chuvoso.

Dos indices analiticos apenas o indice de acidez variou significativamente de acordo
com o periodo de coleta também sugerindo que, de modo geral, a sazonalidade ndo é um fator
que influenciou as propriedades fisico-quimicas das amostras aqui estudadas. Entretanto,
apenas a variabilidade do indice de acidez apresentada por essas amostras sugere que 0
Oleorresina de cada arvore deve ser analisado separadamente de forma a agregar
confiabilidade e valor ao produto. Quanto aos valores da constante dielétrica das amostras,
apesar de terem sido menores que para outros materiais vegetais ja estudados, estes valores

encontram-se dentro da faixa de constante dielétrica caracteristica dos constituintes de
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materiais oleaginosos e também sugerem que o periodo de coleta deste material vegetal ndo é
um fator que influencia esta propriedade para estas amostras.

De forma geral, o estudo sugere qualitativamente que a época de coleta do 6leorresina
de copaiba ndo é um fator que influencia as propriedades fisico-quimicas, vibracionais,
Opticas e dielétricas deste material. Apesar do pequeno numero de amostras analisadas e do
curto periodo de tempo de estudo, as diferencas vibracionais apresentadas pelas amostras, a
eficiéncia em emitir radiacdo apresentada pelo Oleorresina coletado no periodo seco e a
variacdo do indice de acidez sugerem que é importante o desenvolvimento de estudos que
articulem a sazonalidade caracteristica da regido amazonica aos produtos extraidos da mesma,
de forma a agregar valor socioambiental, cientifico-tecnoldgico e econdmico aos recursos

naturais provenientes desta regido.

E importante ressaltar que as amostras aqui estudadas foram identificadas
botanicamente, coletadas e armazenadas seguindo corretamente os procedimentos para coleta
de 6leorresina de copaiba e ndo sofreram adicdo de solventes antes ou durante a realizacdo das
analises, assegurando que todos os resultados sdo integros e intrinsecos das amostras. Este
trabalho gera ainda muitas perspectivas de trabalhos futuros que podem ser feitos tanto para o
6leorresina de copaiba como também para outros materiais vegetais que ocorrem na regiao

Amazo0nica, pois:

a) Na Amazonia existem ainda muitas espécies vegetais, ndo necessariamente oleaginosas,
que carecem ter suas propriedades fisico-quimicas investigadas através das técnicas

espectroscopicas aqui apresentadas;

b) Muitos vegetais, como a copaiba (Copaifera spp.), possuem uma grande variabilidade de
espécies, que se caracterizadas podem agregar valor técnico-cientifico contribuindo para a

ecologia e manejo das mesmas;

c) As técnicas aqui apresentadas mostram-se eficientes e complementares para a observacédo
de parametros que determinam as propriedades e a qualidade de produtos naturais de forma a

agregar valor socioecondmico aos mesmos;

d) E importante a realizacdo de um estudo em longo prazo, a carater de rastreamento, de
forma a obter um panorama que correlacione o comportamento das propriedades que os

materiais vegetais apresentam de acordo com a sazonalidade intrinseca a regido Amazonica.
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For computer-generated artwork, background or shadings should be avoided.

4.2 Structural Formulae

Figures, schemes and structures should be drawn to fit single or double-column widths. They should look proportional in case
they are reduced. Structures should be numbered with bold Arabic numerals, e.g.,1, 2.

All chemical structures included in the manuscript should be drawn using the same letter type (Times New Roman or Arial),
size of cyclic groups, size and thickness of chemical bonds, and, the most important, authors should use the same standard
throughout the work, including all figures, schemes, etc.
The following organic group abbreviations may be used: Me, Et,"Pr,"Bu, *Bu, 'Bu, Ph, CO?R, COZ?H, PrOH.
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One variable univalent substituent is indicated by R. When more than one independent variable general substituent is present,
R, R?, R, etc. should be used. A variable metal may be indicated by M and variable ligands by L, L?, L3 or L1, L2, L3, etc.

4.3 Photographs

Photographs should be highly contrasted, positive and not mounted.
When  necessary, the scale should be drawn on the photograph itself and not below.
Color prints are rarely reproduced satisfactorily in black and white. Original B&W photographs are preferred to report
experimental results, such as electron micrographs or to illustrate special equipment adaptations.

4.4 Colored Illustrations

Online Version: From 2010 onwards, the publication of colored illustrations will be totally free of charge in the ONLINE
version of the Journal.

Printed Version: Black & White (B&W) illustrations are free of charge. If color figures are presented in your Manuscript
(Ms), they will automatically be converted into black-and-white (except GA). Color prints rarely reproduce satisfactorily in
black and white. Thus, pay attention so that no information is missed because of the conversion. If the authors want to have
colored illustrations on the printed version, they will be asked to pay for their cost: the current fee is 250 USD for all figures
(remember that in the online version, they are free of charge).

4.5 Tables, Data and Units

Tables - Format your table to give straightforward information to the reader. Do not use shades or bold lettering. Indicate any
extra information as a footnote with letters, e.g., a b, c, etc. For examples, see any "PDF" files
in:http://jbcs.sbg.org.br/forthcoming_papers.asp.

Data - For negative numbers, ions and equations in text and tables use — (negative symbol) instead of - (hyphen). Examples:
Cl,-0.40,y =ax —b.

Units - Use International System Units (SI), e.g., m, s, kg, Pa, mol L, etc, separated from quantities with a blank space.
Example: 300 K, not 300K. See: http://old.iupac.org/reports/1993/homann/index.html.

Note: Molar (M) is no longer a valid concentration expression for IUPAC; it is suggested mol L or mol dm, but be
consistent throughout your manuscript.
For examples, see any "PDF" files in: http://jbcs.sbq.org.br/forthcoming_papers.asp

5. Graphical Abstract (GA) and Text for GA

Concerning the JBCS Table of Contents, it is expected from authors careful with their Graphical Abstract (GA)
proposition. This way, the figure should summarize the content of the manuscript in a concise, pictorial form, designed to
capture the attention of a wide readership. The author should present a new figure, using as an idea a key structure, a reaction,
an equation, a concept, a graphic, a theorem, etc. It should use colors as much as possible and have an artistic and
imaginative idea. Short movies are also welcome (as supplementary information (SI)). It is not acceptable photos of
commercial equipment in GA or in the text of the manuscripts.

Pay Attention: the image should have a 900 dpi resolution (*.tiff / *.jpg or any other image file that can be edited and be 8
cm wide and 4 cm high). Along with the GA figure, insert a short explanatory text about it below (three lines at the most).
Take a look at our recent publications whose Table of Contents presents Graphical Abstracts (http://jbcs.sbg.org.br).
Therefore, be smart to advertise your manuscript: send a beautiful and appealing graphical image.

6. Equations
When writing equations, use the Word editing equation option or any other equation editor. Equation cannot be added in the
main text as image format.

7. Reference Citation rules

e Reference numbers

Reference numbersin the textshould be typed consecutively as superscripts after punctuation, without
parentheses or brackets. Examples:

sodium salicylate,’-

Nishide et al.,*

by reduction of chromic acid.*812

The cited literature should be listed on a separate page (double-spaced) in the same order it appears in the text.

e Journal Titles
Journal title abbreviations are those defined in the Chemical Abstracts Service Source Index (see
http://www.cas.org/content/references/corejournals). If an authoritative abbreviation for a Journal cannot be located or if the
abbreviation is not obvious, the full Journal title should be cited.

e  Style Rules for Year, Volume and Page
#. Author, A. C.; Author B.; Author C. F.; Abbreviation of the Journal Year, Volume, Page.
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1.Author, A. C.; Author, B.; Author, C. F.; J. Braz. Chem. Soc. 2010, 21, 77.

- Author initials should be separated from each other, e.g., Author, A. C;

- Use semi-colons to separate different author's names. No "and" is necessary in any case.
- Journal Abbreviations should come inltalics: J. Braz. Chem. Soc.

- Years - bold font: 2010

- Volume - Italic style: 21

- Page - only the initial page, followed by dot: 77.

Examples:
2. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.
In case the journal is not easily accessible, the best choice is to quote its Chemical Abstracts number, as follows
3. Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. L; lzv. Vyssh. Uchebn. Zadev.; Khim. Khim.
Tekhnol.1976, 19, 708. (CA 85:780515s).
Pay attention to the connection words in the names, as for instance: da Silva, M. A. or Silva, M. da, as follows:
4. Pinto, A. C.; de Andrade, J. B.; Quim. Nova 1999, 22, 448.

e  Composite References
They should be used whenever possible, rather than a series of individual references, without letters (a), (b), (c), etc. Use only
a semi-colon to separate them. The style for composite references is as follows:
5. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade, C. H. S.; Guimaraes, A. M.;
Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.;
Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.

e Patents
They should be identified in the following form. Whenever possible, Chemical Abstracts numbers should be quoted in
parentheses:
6. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, |.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo Koho 79 73,771 1979. (CA
91:P193174v)
7. Kadin, S. B.; US pat. 4,730,004 1988 (CA 110:P23729y).
8. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br P1 9.604.468-3 1999.

e Books
9. Cotton, F. A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5" ed.; Wiley: New York, USa, 1988.
Chapter in a book: only the main title should be given, with the chapter author's name and the editor’s name after the title
(this in italic):
10. Regitz, M. In Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz, M.; Scherer, O. J., eds.; Georg
Thieme Verlag: Stuttgart, Germany, 1990, ch. 2.

e Software
11. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; University of Géttingen, Germany, 1993.

e Web Pages
12. http://lwww.sbg.org.br/jbcs, accessed in June 2013.

e Unpublished material Reference
For material accepted for publication: in this case, the DOI number should be provided by the authors.
13. Magalhées, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., DOI xx.
For other reference examples, see "PDF" files in: http://jbcs.sbq.org.br/forthcoming_papers.asp

e Dissertation/Thesis: do not use as bibliographic reference. Include only the articles that were produced from that

research work.

8. SUPPLEMENTARY INFORMATION (SI)

This material will be available online in the JBCS Page as PDF file. It should contain relevant and complementary data to
those presented in the manuscript. Their format can be: tables, graphs, spectra, films and so on.
Any synthesized or identified compound must be accompanied by the spectra used for such identification. This is especially
important for Natural Products, Organic and Inorganic Chemistry manuscripts in which the characterization/identification
techniques are part of the work.

8.1 Manuscripts including crystallographic data

Deposition of Crystallographic Data

Prior to the submission of the typescript including crystallographic data, the author(s) should deposit, in the relevant Data
Center, the data corresponding to each structure to be reported.

Data for organometallic, organic and coordination (Werner-type) compounds should be sent to the Cambridge
Crystallographic Data Center (CCDC) by e-mail, in CIF format. More information and a checklist of data items to be
included in the deposit can be obtained from the CCDC homepage: http://www.ccdc.cam.ac.uk/.

Data for inorganic compounds should be sent to Fachinformationszentrum Karlsruhe (FIZ) by e-mail: crysdata@FI1Z-
Karlsruhe.de.
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Deposition Codes

The Data Centers will provide deposition codes for each data set, which should be quoted in the typescript under a
Supplementary Information heading before the Acknowledgements.

Standard text for CCDC:

Crystallographic data (excluding structure factors) for the structures in this work were deposited in the Cambridge
Crystallographic Data Centre as supplementary publication number CCDC XXXXXX. Copies of the data can be obtained,
free of charge, via www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html or from the Cambridge Crystallographic Data Centre, CCDC,
12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK; fax: +44 1223 336033. E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk.

Preparation of Crystallographic Material

When the manuscript is submitted, the following guidelines should be observed:
The Abstract should not contain crystal data, but a concise statement of the main features of the structural results.
The following crystallographic data should be given in a paragraph of a Table, in a concise format:

8.1.1 Color, habit and size of the crystal(s) used, behavior of the compound under the data collection conditions.

8.1.2 The chemical formula should correspond to the complete chemical unit encompassing the crystallographic
symmetry, the formula weight, F(000), the absorption coefficient and the measured and calculated densities.

8.1.3 The unit cell parameters with esd's and the X-ray wavelength used.

8.1.4 The crystal system, space group and number of chemical units per cell.

8.15 Type of diffractometer used and method of data collection, total number of data collected, number of
unique reflections, R(int) value, number of observed reflections with cut-off parameter, use or not of absorption correction,
transmission factors.

8.1.6 The final results: R, wR, S and the number of parameters refined; treatment of hydrogen atoms; final peak
and hole in the last difference map. Only refinements on F2 will be accepted.

Discussion of the Structure

It must include a labeled diagram of the structure, a list of relevant geometric parameters - interatomic bond distances and
angles, torsion angles, hydrogen bond parameters, etc. Data of less important parts of the structure, such as ligand sub-groups
(phenyl rings, etc.) should be omitted.

8.2 Manuscripts including NMR, IR, mass spectra, etc.

Whenever a compound is synthesized or identified (new or already known), it is imperative to send all spectral data (data and
spectra) as Supplementary Information (SI) along with your submission, at the end of your doc file.

A brief mention to the existence of complementary data should be included in the Supplementary Information topic before
the Acknowledgments section. Example:

Supplementary Information

Supplementary information (Figure S1-S4, Table S1) is available free of charge at http://jbcs.org.br as PDF file.

How to send this type of information:

Join all spectra in one Sl file. Do not forget to add captions to each one of them, identifying each individual spectrum (e.g.,
Figure S1. 'H NMR Spectrum of...; Figure S2. IR Spectrum of...; Figure S3. 3C{*H} Spectrum of...; Table S1. Data for...).
If the spectra will be digitalized (scanned), choose options: black&white, without background and 300 dpi at least. Add this
file to the end of your manuscript, which should then comprehend one single doc file, containing GA, text with tables and
figures, and SI.
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ANEXO B - NORMAS PARA ELABORACAO DE ARTIGO CIENTIFICO DA
REVISTA ACTA AMAZONICA (impresso) — ISSN 0044-5967.

GUIDE FOR AUTHORS

It is expected that manuscripts submitted to Acta Amazonica are prepared according to the Instructions to Authors
(guidelines). Thus, please make sure your manuscript follows these guidelines before uploading your submission.
Manuscripts that do not adhere to Journal’s instructions are returned to authors.

1. Maximum size of an individual file should be 2 MB.
2. A letter submitting the manuscript (cover letter) should state that:

a) The research data are original and accurate; b) all the authors participated substantially and are prepared to assume public
responsibility or its content; c) the contribution presented to this journal has not previously been published, nor has it been
submitted for publication elsewhere, entirely or in part. Upload the cover letter upon submission.

3. Manuscripts are accepted in Portuguese, Spanish, or English, but the Editorial Board encourages contributions in English.
The veracity of the information contained in the manuscript is exclusive responsibility of authors.

4. Maximum length for articles and reviews is 30 pages (or 7500 words, disregarding the title page), ten pages (2500 words)
for short communications, and five pages for other contributions.

5. Manuscripts properly formatted according to the "Instructions to authors" are sent to Associate Editors for pre-evaluation.
In this first judgment it is taken into consideration the scientific relevance and intelligibility of the manuscript, and its scope
within the Amazonian context. In this phase, contributions out of the scope of the Journal or of little scientific value are
declined. Manuscripts approved in the first judgment are sent to scientific referees for evaluation, at least two reviewers;
experts from institutions other than those of the authors.

6. A contribution can be considered for publication if it has received at least two positive opinions in the evaluation process.
Approval of manuscripts will be based on the scientific content and the correct formatting according to the Journal
guidelines.

7. Manuscripts requiring corrections will be returned to the authors for revision. The revised version needs to be uploaded
into the Journal system in TWO weeks' time. A response letter is required to be returned with the revised version. In this
letter, detail modifications made to the manuscript. Recommendations not incorporated into the revised version, if any, need
to be responded. The entire process is online, and can be followed at the Journal Web site,
http://mc04.manuscriptcentral.com/aa-scielo.

8. Follow these instructions to prepare and upload the manuscript:

a. Authorship and manuscript information (Title page): This page must contain the manuscript title, authorship (last name in
uppercase letter), full institutional address and emails of authors. Do NOT abbreviate names of institutions. Use an asterisk
(*) to indicate the corresponding author.

Upon submission, upload this file selecting the option: "Title page".

b. Main body of the text (main document). The text of the manuscript should follow this order: Title, Abstract, Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements , References, Figure legends and Tables. For
submissions presented in English is also required: Title, Abstract and Keywords in Portuguese. Likewise, for submission in
Portuguese or Spanish it is also required: Title, Abstract and Keywords in English.

Upon submission upload this file as "Main document".

c. Figures. Up to seven figures are permitted for articles. Each figure MUST be uploaded as a separate file. Figures should be
in the graphic format (JPG or TIFF) and of high quality and resolution (300 dpi). Use 600 dpi for bitmap illustration.
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Upload each of these files selecting the option: "Figure".

d. Tables. Five tables are permitted for articles. Use single spacing and the table function for typing tables. Tables may be
uploaded as separate files OR inserted in the main document, after the "Figure legends".

9. Short communications are to be written separating the topics (Introduction, Materials and Methods, Results, and
Discussion) in paragraphs, but without including their titles. They also have to include: Title, authorship, institutional and
electronic addresses, Abstract, Keywords, and all the topics of the full article. Three figures and two tables are permitted.

Upload the "title page", "main document", figures and tables as described previously (Item 8).

10. Full name of authors and institutional addresses, including e-mail MUST be registered in the Journal system when
submitting the manuscript.

11. IMPORTANT NOTE: Manuscripts not properly formatted according to "Instructions to Authors” are NOT accepted for
publication.

FORMAT AND STYLE

12. The manuscript is to be prepared with a text editor (e.g. doc or docx), typed using "Times New Roman" 12-point font. It
should be double-spaced with 3-cm margins; pages and lines consecutively numbered. For tables see Item 8d.

13. Title. Adjust to the left and capitalize first letter of sentence. Avoid using scientific names.

14. Abstract. It should have up to 250 words (150 for short communications) must contain succinctly, the objective,
methodology, results and conclusions, emphasizing important aspects of the study. It should be intelligible for itself.
Scientific names of species and other Latin terms should be in italic. Avoid acronyms in this section; if they are required give
their meaning. Do not use references in this section. Initiate the Abstract with a couple of lines, as a rationale, and after that
clearly state the objectives.

15. Keywords. They must consist of three to five terms. Each keyword term may consist of two or more words. However,
words used in the title cannot be repeated as keywords.

16. Introduction. Should emphasize the purpose of the study and supply a brief summary of previous relevant studies, as well
as clearly state the objectives or hypotheses to be tested. This section is expected not to exceed 35 lines. Do not anticipate
data or conclusions of the manuscript and do NOT include subtitles in this section.

17. Materials and Methods. Should contain enough information, chronologically organized to explain the procedures carried
out, in such a way that other researches can be able to repeat the study. Statistical treatments of data should be described.
Standard techniques need only be referenced. Measuring units and their abbreviations should follow the International System
and, when necessary, should include a list of the abbreviations utilized. Specific instruments used in the study should be
described (model, manufacturer, city and country of manufacturing, in parentheses). For example: "Photosynthesis was
determined using a portable gas exchange system (Li-6400, Li-Cor, Lincoln, NE, USA)". Voucher material (sample for
future reference) should be deposited in one or more scientific collections and informed in the manuscript. Do NOT use sub-
subtitles in this section. Use bold, but not italic or uppercase letters for subtitles.

18. Ethics and legal aspects: For studies that requires special permissions (e.g. Ethic Committee/National Commission of
Ethic in Research-CONEP, IBAMA, CNTBio, INCRA/FUNAI, EIA/ RIMA, others) the registration/approval number (and
publishing date) must be informed. Authors are responsible to follow all specific regulations on this issue.

19. Results. Should present a concise description of information obtained, with a minimum of personal judgment. Do not
repeat in the text all the data contained in tables and illustrations. Numeral should be one space-separated from units. For
example, 60 °C and NOT 60°C, except for percentages (for instance, 5% and NOT 5 %). Use units and symbols of the
International System and exponential symbolism. For example: cmol kg-1 instead of meg/100g. Do not present the same
information (data) in tables and figures simultaneously. Do not use sub-subtitles in this section.

20. Discussion. The discussion should focus on results obtained. Avoid mere speculation. However, well based hypotheses
can be incorporated. Only relevant references should be included. Conclusions should contain a concise interpretation of
main results and a final message, which should highlight the scientific implications of the study. Conclusions can be included
at the end of the discussion or as a separate section.

21. Acknowledgements should be brief and concise. Include funding agency. Do NOT abbreviate names of institutions.
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22. References. At least 70% of references must be scientific journal articles. Citations should preferentially be from last 10
years. It is suggested not to exceed 40 references. They should be cited in alphabetical order of author names, and should be
restricted to citation included in the text. If a reference has more than ten authors, use only the six first names and et. al. In
this section, the journal title is NOT abbreviated. See the examples below:

a) Articles from periodicals:

Walker, 1. 2009. Omnivory and resource - sharing in nutrient - deficient Rio Negro waters: Stablilization of biodiversity?
Acta Amazonica, 39: 617-626.

Alvarenga, L.D.P.; Lisboa, R.C.L. 2009. Contribuicdo para o conhecimento da taxonomia, ecologia e fitogeografia de
bri6fitas da Amazonia Oriental. Acta Amazonica, 39: 495-504.

b) Dissertations and theses:

Ribeiro, M.C.L.B. 1983. As migracdes dos jaraquis (Pisces: Prochilodontidae) no rio Negro, Amazonas, Brasil. Dissertacdo
de Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia/Fundacdo Universidade do Amazonas, Manaus, Amazonas. 192p.

c) Books:

Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. 1980. Principles and procedures of statistics: a biometrical approach. 2nd ed. McGraw-Hill, New
York, 1980, 633p.

d) Books chapters:

Absy, M.L. 1993. Mudangas da vegetagdo e clima da Amazénia durante o Quaternério. In: Ferreira, E.J.G.; Santos, G.M.;
Ledo, E.L.M.; Oliveira, L.A. (Ed.). Bases cientificas para estratégias de preservacdo e desenvolvimento da Amazonia. v.2.
Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia, Manaus, Amazonas, p.3-10.

e) Citation of electronic Source:
CPTEC, 1999. Climanalise, 14: 1-2 (www.cptec.inpe.br/products/climanalise). Accessed on 19/05/1999.
f) Citations with more than ten authors:

Tseng, Y.-H.; Kokkotou, E.; Schulz, T.J.; Huang, T.L.; Winnay, J.N.; Taniguchi, C.M.; et al. 2008. New role of bone
morphogenetic protein 7 in brown adipogenesis and energy expenditure. Nature, 454:1000-1004.

23. Citations in the text. Citations of references follow a chronological order. For two or more references from the same year
cite according to alphabetical order. Please see the following examples.

a) One author:

Pereira (1995) or (Pereira 1995).

b) Two authors:

Oliveira and Souza (2003) or (Oliveira and Souza 2003).

c) Three or more authors:

Rezende et al. (2002) or (Rezende et al. 2002).

d) Citations from different years (chronological order):

Silva (1991), Castro (1998) and Alves (2010) or (Silva 1991; Castro 1998; Alves 2010).

e) Citations in the same year (alphabetical order):

Ferreira et al. (2001) and Fonseca et al. (2001); or (Ferreira et al. 2001; Fonseca et al. 2001).
FIGURES

24. Photographs, drawings and graphics should have high definition, with high black and white contrast, numbered
sequentially in Arabic numerals. Do NOT use grey tones in scatter graphs or bar charts. In scatter graphs back (solid, dotted
or dashed) lines and symbols open or solid (circle, square, triangle or diamond) can be used. For bar charts, black, white,
stripped or dotted bars can be used. Border the plotting area with a thin solid line, but do NOT use a border line in the graphic
area. Label each panel of a composite figure (multiple panels) with an uppercase letter inside the plotting area, in the upper
right corner.

25. Avoid unnecessary legends in the plotting area. Do NOT use letters too small (< size 10) in figures (either in title axes or
within the plotting area). In axes, use inward-oriented marks in scale divisions. Do NOT use horizontal or vertical grid lines,
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except in maps or similar illustrations. Each axis of the graphic should have a title and unit. Avoid too many subdivisions on
the axis scale (five to six should suffice). For maps include scale and at least one cardinal point.

26. Figures should be formatted to fit within the page dimensions of the Journal, namely, within a column (8 cm) or the width
of the entire page (17 cm), and allowing space for the figure legend (caption). Illustrations can be resized during the
production process in order to optimize Journal space. Scales should be indicated by a bar (horizontal) in the figure and, if
necessary, referenced in the figure legend. For example, bar =1 mm.

27. Figures in the text, with initial letter capitalized, can be cited directly or indirectly (in parenthesis). For example: Figure 1
or (Figure 1). In the legend, figure number should be followed by a period. For example: "Figure 1. Analysis...". Meaning of
symbols and acronyms used in figures must be defined in the figure legend. Figures should be self-explanatory.

28. For figures that have been previously published, the authors should clearly state in the manuscript that a permission for
reproduction has been granted. The document that conceded such authorization should be uploaded (not for review) in the
Journal system.

29. In addition to figures in the graphic format (TIFF, JPG), bar charts and scatter graphs generated using Excel or SigmaPlot
can be uploaded. Select the option supplemental file NOT for review.

30. Color illustrations. Photographs and others illustrations are expected to be black and white, preferably. Color illustrations
are accepted; however, there is a printing cost, which is charged to authors. Without costs to authors, a color illustration can
be used in the Journal electronic version; whereas a black and white version of the same figure can be used in the printed
version. When a color photograph is used only in the electronic version, mention it in the figure legend. For example, adding
this sentence "this figure is in color in the electronic version™. This information is for the readers of the printed issue.

31. Authors can be invited to submit a color photograph to illustrate the Journal cover page. In this case, the printing cost will
be afforded by the Journal.

TABLES

32. Tables should be well organized and numbered sequentially with Arabic numerals. The numbering and the table title
(legend) should be at top of the table. A table may have footnotes. The meaning of symbols and acronyms used in the table
(e.g. head columns, etc) MUST be defined in the table title. Use horizontal lines above and below the table, and for
separating the heading from the main body of the table. Do NOT use vertical lines.

33. Tables should be generated using a text editor (e.g. doc or docx), and should NOT be inserted in the manuscript as an
image (e.g. in JPG format).

34. Table citations in the text can be made directly or indirectly (in parentheses), with the initial letter capitalized. For
example: Table 1 or (Table 1). In the table legend, the table number should be followed by a period, for instance: "Table 1.
Analysis...". Tables should be self-explanatory.

ADDITIONAL INFORMATION

1. Acta Amazonica can make minor formatting and grammar corrections in the manuscript to adjust to editorial and language
standard. Before printing, the proof is sent to authors for last verification. In this phase only typographical or spelling
mistakes can be corrected in the proof. NO major changes can be made on the manuscript at this stage, otherwise the entire
manuscript will return to the evaluation process by the Editorial Board.

2. Acta Amazonica does not charge a fee for publication. Further information can be obtained by e-mail acta@inpa.gov.br. If
your inquiry is about a submission please inform the submission number.

3. Subscriptions to Acta Amazonica can be paid by check or money order. Institutional subscriptions US$ 100.00; individual
subscription US$ 75.00. Please contact by e-mail: acta@inpa.gov.br.Tel.: (55 92) 3643-3236 or fax: (55 92) 3643-3029.
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