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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico de duas espécies de plantas da familia
Burseraceae: Protium hebetatum Daly e Protium leptostachyum Cuatrec.,
popularmente conhecidas como breu ou breu-branco. As espécies foram coletadas
em propriedade particular, em periodo chuvoso, ao longo da BR-307 no municipio
de Mancio Lima, Estado do Acre, Brasil. Do P. hebetatum foi coletada apenas a
resina do qual foi extraido o 6leo essencial pelo método de hidrodestilacéo,
utilizando aparelho tipo Clevenger modificado. A analise do 6leo essencial permitiu
registrar 8 monoterpenos, 12 sesquiterpenos e 8 compostos que nao foram
identificados. Os constituintes monoterpénicos mais abundantes identificados foram
o a-felandreno (17,363%), a-pineno (9,160%) e o p-cinemo (7,241%). Em relacéo
aos sesquiterpenos, os principais constituintes foram o E-cariofileno (11,160%) e D-
germacreno (10,242%). Este 6leo essencial mostrou atividade bacteriana frente as
bactérias gram-negativas: Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Da espécie P.
leptostachyum foram coletadas as folhas, lenho e cascas do lenho. Na amostra das
folhas foi extraida a cera cuticular utilizando diclorometano sendo determinada a
quantidade de cera cuticular por area foliar (97,59 +5,00 pg cm™). Foram obtidos os
extratos das folhas, lenho e casca do lenho, por maceragédo a quente com hexano e
a frio com etanol. O extrato hexanico foi fracionado por cromatografia filtrante sob
pressdo reduzida com solventes em ordem crescente de polaridade: éter de
petréleo, diclorometano e etanol. O estudo fitoquimico das fracdes éter de petréleo
(FEP) e diclorometano (FDM) do extrato hexanico das folhas permitiu registrar 60
compostos, sendo identificados 43 compostos. Os constituintes identificados foram
classificados em: 19 compostos volateis, 7 ésteres de cadeias longas, 6
hidrocarbonetos de cadeias longas, 3 aldeidos identificados como sendo
tetradecanal, pentadecanal, octadecanal, 3 triterpenos identificados como sendo a-
amirina, B-amirina, lupenona, friedooleanan-3-ona, 2 esteroides o estigmasterol e o
y-sistosterol, &cido octadec-9-enoico, a-tocoferol. Da casca e do lenho foi realizada a
prospeccao fitoquimica qualitativa dos extratos etandlicos, confirmando a presenca,
em ambos, das seguintes classes de metabdlitos: taninos hidrolisaveis, acidos
organicos livres, acucares redutores, triterpenos, glicosideos cardiotdnicos,
flavonoides, saponinas, alcaloides. A quantificacdo dos compostos fendlicos e
flavonoides totais do lenho resultaram em: metanol (185,553 +0,527 mg EAG g™,
21,438 +0,482 mg EQCT g™, etanol (166,737 +3,059 mg EAG g*, 26,953 +3,259
mg EQCT g*) e acetona (74,105 +0,843 mg EAG g™, 17,651 +0,465 mg EQCT g™,
respectivamente. Para a casca, resultaram em: metanol (226,868 1,000 mg EAG g
! 24,395 +0,484 mg EQCT g), etanol (206,474 4,780 mg EAG g*, 23,698 +1,817
mg EQCT g*) e acetona (186,868 +2,387 mg EAG g™, 19,979 +0,209 mg mg EQCT
gl), respectivamente. A anélise microbiolégica da FEP dos extratos hexanico das
folnas e etandlico da casca da espécie P. leptostachyum apresentou atividade
bactericida para Streptococcus pneumoniae, o0 extrato etanélico do lenho apresentou
atividade bactericida para Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae.

Palavras-chave: Protium. Oleo Essencial. Cera Cuticular. Prospec¢do Fitoquimica.



ABSTRACT

This work describes the phytochemical study of two species of Burseraceae family
plants: Protium hebetatum Daly e Protium leptostachyum Cuatrec., known popularly
as breu orbreu-branco. The species were collected in a private property, on the rainy
season, along the BR-307 highway, in the city of Mancio Lima, Acre, Brazil. Only the
resin was collected from the P. hebetatumand the essential oil was extracted by
hydrodistillation method by using a modified Clevenger-type apparatus. The analysis
of the essential oil allowed to register eight (8) monoterpenes, twelve (12)
sesquiterpenes and eight (8) unidentified compounds. The most abundant
monoterpene constituents identified were the a-phellandrene (17.363%), a-pinene
(9.160%) and p-cyneme (7.241%). Regarding the sesquiterpenes compounds, the
main constituents were the E-caryophyllene (11.160%) and D-germacrene
(10.242%).This essential oil presented bacterial activity against gram-negative
bacteria: Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Leaves, wood bark and wood
were collected from the P. leptostachyum species. The cuticular wax was extracted
on the leaves by using dichloromethane and the amount of cuticle wax per leaf area
(97,59 + 5,00 pg cm™) was determined. The extracts of leaves, wood bark and wood
were obtained by hot maceration with hexane and cold extraction with ethanol. The
hexane extract was fractionated by filtering chromatography under reduced pressure
with solvents of increasing polarity order: petroleum ether, dichloromethane and
ethanol. The phytochemical study of the petroleum ether fractions (PEF) and
dichloromethane fractions (DMF) of the hexane extract of leaves allowed to register
60 compounds, being 43 compounds identified. The constituents identified were
classified into 19 volatile compounds, 7 esters of long chain, 6 long-chain
hydrocarbons, tetradecanal, pentadecanal, octadecanal, a-amyrin, [(-amyrin,
lupenone, friedooleanan-3-one, stigmasterol, y-sitosterol, octadec-9-enoic acid, a-
tocopherol. The phytochemical screening of the ethanol extracts from the bark wood
and the wood was carried out, confirming the presence in both of the following
metabolites classes: hydrolyzable tannins, organic acids, reducing sugars,
triterpenoids, cardiotonic glycosides, flavonoids, saponins, alkaloids. The
quantification of the phenolic compounds and total flavonoid of wood resulted in:
methanol (185.553 +0.527 mg EAG g*, 21.438 +0.482 mg EQCT g*), ethanol
(166.737 +3.059 mg EAG g*, 26.953 +3.259 mg EQCT g) and acetone (74.105
+0.843 mg EAG g*,17.651 +0.465 mg EQCT g), respectively. To the bark wood:
methanol (226.868 +1.000 mg EAG g*, 24.395 +0.484 mg EQCT g), ethanol
(206.474 +4.780 mg EAG g*, 23.698 +1.817 mg EQCT g™) and acetone (186.868
mg EAG #2,387 g*, 19.979 +0.209 mg EQCT g™*), respectively. Microbiological
analysis of FEP of the hexane extract of the leaves and the ethanol extract of the
bark species P. leptostachyum showed bactericidal activity over Streptococcus
pneumoniae, the ethanol extract of the wood showed bactericidal activity over
Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae.

Keywords: Protium. Essential Oil. Cuticular wax. Phytochemical screening.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa de produtos naturais de origem vegetal ou animal tem como
objetivo principal a busca por principios ativos que leve no futuro, a producao de um
farmaco. Contudo, existem outros ramos da pesquisa de produtos naturais de
origem vegetal interessados na compreensao da relacao existente entre a planta e a
biodiversidade, fomentando, portanto, a conservacdo do meio ambiente e da
biodiversidade. Esses estudos podem fomentar novas atividades econémicas e uma
melhor qualidade de vida.

No tocante a busca por novos farmacos, deve-se principalmente ao uso
popular de plantas com a finalidade terapéutica. Esta pratica foi e continua sendo
uma rotina na vida da humanidade. No entanto, o uso milenar de uma planta dentro
da medicina tradicional ndo pode ser entendido como método de validagédo para sua
aplicagdo, mesmo na forma da chamada medicinal tradicional, como medicamentos
eficazes e seguros. Neste sentido, as plantas medicinais, para que possam receber
a autorizacao oficial de seu uso como fitoterapicos, devem passar por estudos, a fim
de se comprovar sua eficicia e beneficios que possam advir do seu uso. Diante do
exposto, o estudo fitoquimico de espécies vegetais vem contribuir com o
conhecimento quimico das espécies vegetais ditas medicinais, além de possibilitar a
descoberta de novos farmacos.

Recentemente, o Brasil adotou politicas publicas importantes que dizem
respeito ao uso de plantas medicinais. Duas grandes medidas foram adotadas, a
primeira foi a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares do
Sistema Unico de Saude (BRASIL, 2006a) que possibilitou a pratica no Sistema
Unico de Saude (SUS) de tratamentos relacionados com o uso de fitoterapia,
acupuntura e homeopatia. Outra acdo importante foi a publicacdo da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006b) que possibilitou o
acesso seguro e a aprovacao legal do uso de plantas medicinais. Em funcéo desta
medida, em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a 12
Edicdo do Formulario de Fitoterapicos Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2011).
Essas medidas vislumbram a possibilidade de novas pesquisas, no sentido de

promover 0 uso sustentavel da biodiversidade brasileira e também no
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desenvolvimento de novas cadeias produtivas na industria nacional, principalmente
no tocante aos fitoterapicos.

Apesar do grande papel da fitoquimica na busca de novos farmacos, a

mesma nao pode se restringir exclusivamente a este objetivo. Por exemplo, os
estudos da composicdo quimica da cera cuticular das folhas dos vegetais tornam-se
cada vez mais importante para se entender o nivel de atuacdo dos herbicidas
principalmente para o controle de espécies daninhas.
A cera cuticular é constituida por uma matriz complexa de varias classes de
compostos, sendo os principais hidrocarbonetos e acidos graxos de cadeias longas,
alcoois, aldeidos e também uma vasta classe de triterpenos pentaciclicos e
tetraciclicos, além de esteroides. A cuticula, que é rica em cera, exerce varias
funcdes de protecao e de conservacado para a planta. Entre as principais funcdes da
cuticula pode ser citadas: o controle da perda de agua por transpiracdo, a protecao
contra raios solares, radiacdo ultravioleta, protecdo aos ataques de agentes
patdgenos e a repeléncia da dgua e de particulas atuando como agente de limpeza
(TAFOLLA-ARELLANO, 2013).

1.1  As Espécies de Protium no Estado do Acre

O Estado do Acre, localizado no sudoeste da Amazodnia brasileira, apresenta
uma densa floresta com uma diversidade maior do que as demais regides da
Amazoénia Continental representando, portanto um grande laboratério natural que
deve ser preservado (GOTTLIEB; KAPLAN, 1990). A flora acreana tem
caracteristicas que a diferencia de outras regibes da Amazoénia, mostrando maiores
afinidades floristicas com a Amazénia Peruana e a Boliviana do que com a propria
Amazonia Legal, conforme mostraram os dados do Banco da Flora do Acre, projeto
do Parque Zoobotéanico (PZ) da Universidade Federal do Acre (UFAC). Estudos que
possibilitem entender os varios niveis de interagdes entre as espécies vegetais e 0
seu habitat representam uma das formas da preservacdo da biodiversidade
Amazobnica.

A familia Burseraceae representa um dos grandes taxons botanicos presente

na Floresta Amazonica, sendo o género Protium o maior representante, com mais de
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80% das espécies de Burseraceae (SIQUEIRA, 1991). Na regido do Alto Jurud, no
municipio de Cruzeiro do Sul, Estado do Acre, foram registradas mais de 40
espécies do género Protium, conforme levantamento realizado pelo projeto do PZ da
Flora do Acre (MARQUES, 2010c).

As espécies do género Protium, na regido do Alto Jurua, sdo conhecidas por
varios nomes: breu, breu-branco, almecequeira. A resina exsudada por essas
espécies sdo utilizadas na medicina popular como um importante agente
terapéutico, tendo propriedades anti-inflamatérias, analgésicas, expectorantes,
cicatrizantes e acado repelente. Também é utilizada na industria artesanal de verniz,
na calafetagem de pequenas embarcacdes e queimada como incenso em rituais
religiosos (RIBEIRO et al., 1999). Estudos farmacologicos realizados com o 6éleo
essencial obtido das resinas de varias espécies do género Protium comprovaram
atividades anti-inflamatérias e analgésicas (SIANI et al., 1999).

Apesar da grande quantidade de trabalhos publicados na literatura
relacionada as atividades biolégicas de espécies do género Protium, poucos foram
os estudos fitoquimicos sobre a composicdo da cera cuticular ou sobre a
composicdo quimica da casca e do lenho dessas espécies.

Essas observacoes induziram a selecdo do género Protium para investigacao
cientifica, tendo como principais objetivos, a identificacdo dos constituintes da cera
cuticular, a quantificacdo de metabdlitos secundarios da casca e do lenho e a
analise dos constituintes volateis. Os estudos fitoquimicos foram realizados com as
folhas, a casca do lenho e o lenho da espécie P. leptostaschyum Cuatrec., e Oleo
essencial da resina do P. hebetatum Daly. Além desses estudos foram realizados
testes antimicrobianos em cepas do Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia, Streptococcus pneumoniai do laboratério de microbiologia da

Universidade Federal do Acre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Composicdo Quimica da Cera Cuticular, Propriedades Bioldgicas e

Biossinteses

O corpo dos vegetais é constituido por 6rgdos vegetativos formados por raiz,
caule e folhas e pelos 6rgéos reprodutores como a flor, fruto e sementes. Os tecidos
que compdem, em particular, os 6rgdos vegetativos das plantas, realizam varios
tipos de interacdes e cada um deles desempenha funcdes especificas (TAFOLLA-
ARELLANO, 2013).

A raiz é o O6rgao responsavel pela fixacdo da planta ao solo, como também a
absorcdo da 4gua e sais minerais; nutrientes necessarios a sobrevivéncia da planta.
O caule, assim como a raiz, s80 0s responsaveis pelo crescimento da espécie.
Entretanto, o caule se diferencia pelo fato de apresentar uma organizacdo mais
complexa, sendo o responsavel pela fixacdo dos apéndices laterais, tais como:
ramos, folhas e os 6rgaos reprodutivos. Neste sentido, o caule torna-se o principal
elemento responsavel pela formacéo da estrutura fisica da planta onde se agrega as
raizes, ramos e folhas. Tem o papel de desempenhar fun¢cédo de conducéo da 4gua e
de sais minerais (seiva bruta) da raiz a folha, como também a conducdo da matéria
organica da folha para a raiz (seiva elaborada) (APPEZZATO-DA-GLORIA;
CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

A folha, assim como a raiz e o caule, apresenta em sua estrutura primaria 0s
trés sistemas de tecido, que compdem os érgdos das plantas. O sistema dérmico ou
epiderme, o sistema fundamental denominado de mesofilo e o sistema vascular
constituido pelo xilema e o floema. O sistema dérmico ou epidérmico representa o
tecido, geralmente de uma sé camada de células, que reveste os 6rgdos vegetais. O
sistema fundamental ou mesofilo € o tecido localizado entre as duas faces da
epiderme, superior ou adaxial e inferior ou abaxial, de uma folha e o sistema
vascular ocorre na superficie da lamina da folha (limbo) denominada de nervuras
(MAGALHAES et al., 2010) (Figura 1A, Pag. 18).
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A folha é um apéndice caulinar presente em todas as espécies de vegetais
superiores, com raras excecbes em algumas espécies de vegetais da familia
Euphobiaceas e Cactaceae (MAGALHAES et al., 2010).

A folha completa € constituida de trés partes: o limbo ou lamina foliar
adaptada a captacdo de luz e gas carbbnico (COy), o peciolo representado pela
parte mais alongada e cilindrica onde se une o limbo ao caule, geralmente na parte
inferior, mas pode ocorrer a formacdo do peciolo no meio da folha e a bainha,
também denominada base, sendo a porcéo terminal do peciolo que se une ao caule.
Algumas folhas apresentam as estruturas laminares bem desenvolvidas
denominadas estipulas, que se encontram na base do peciolo, ligadas ao caule
(FiguralB).

o

Caule
) [ a0
\:* ® O
g QQ
Raiz
Sistema dérmico

Sistema
Fundamental

Sistema vascular

Figura 1 — Estrutura priméria dos érgaos da planta e morfologia externa da folha (ENCINA, 2015).

A folha apresenta duas faces, que sdo recobertas pela epiderme,
caracterizada como face adaxial, parte superior da folha e a face abaxial, parte
inferior. As duas faces estéo recobertas por uma fina membrana lipidica denominada
cuticula (PIGHIN et al., 2004). A cuticula esta relacionada com a evolucdo das
plantas superiores e, representa uma estrutura de essencial importancia funcional e
ecolégica. Como a cuticula representa a parte mais externa das células vegetais,
gue estd em contato com o0 meio ambiente, tem como o objetivo fundamental de
protecdo com o meio externo em torno da planta (TAFOLLA-ARELLANO, 2013).

A composig¢do quimica da estrutura da cuticula varia muito entre as espécies
vegetais, tipo de O6rgdo e estado de desenvolvimento. Contudo, todas as cuticulas
sdo constituidas de dois tipos de materiais lipofilicos denominados cutina e cera

cuticulares (TAFOLLA-ARELLANO, 2013).
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Do ponto de vista morfoldégica de uma folha pode-se observar a formagéo de
uma fina camada mais externa constituida de material lipofilico cobrindo a camada
de células da cuticula chamada de cera epicuticular (TAFOLLA-ARELLANO, 2013).
Na camada inferior da cera epicuticular encontra-se outra capa denominada cutina e
cera que se entrelagam com substancia formadora da parede celular, formando uma

estrutura que € denominada camada cuticular (Figura 2).

Ceras
epicuticulares

Cutina e ceras —

infracuticulares =1 e ¥ N

Parede celular

Membrana
plasmadtica I

Figura 2 — Estrutura morfolégica da cuticula em relacdo a camada de cera epicuticular (TAFOLLA-
ARELLANO, 2013).

A constituicdo quimica da cera epicuticular é principalmente de série
homologas de n-alcanos de cadeias longas, alcoois, cetonas e ésteres. Além desses
compostos, também estdo presentes triterpenos pentaciclicos, esteroides e
flavonoides embora em pequena proporcao (BAKKER; ALVARADO, 2006). Também
foram encontrados na cera cuticular da espécie Cocos mucifera, outros, como 0s
cicloartanos da classe de triterpenos tetraciclicos além do lupeol da classe dos
triterpenos (ARROYO-SERRATA et al. 2012). Também foram encontrados outros
grupos de compostos como: acidos graxos, ésteres, alcoois e aldeidos em outras
espécies vegetais (VRKOSLAV et al., 2010).

2.2 Constituintes Quimicos da Cera Cuticular da Familia Burseraceae

A familia Burseraceae é constituida por taxons distribuidas em 18 géneros
com aproximadamente 700 espécies que estdo divididas em 3 tribus: Bursereae,
Canarieae e Protieae (WEEKS at al., 2005). A regido amazonica se caracteriza por
apresentar uma vasta quantidade de espécies da familia, principalmente do género
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Protium. As espécies da familia ttm como caracteristica principal a producéo de uma
resina que € exsudada quando a planta sofre algum tipo de estresse. A resina é
constituida basicamente de triterpenos e 6leo essencial (MARQUES et al., 2010a,
2010b). As pesquisas realizadas com as espécies da familia Burseraceae estédo
predominantemente relacionadas com a investigacdo fitoquimica da resina,
principalmente com relagdo ao isolamento e identificagédo estrutural dos constituintes
quimicos da resina e também do 6leo essencial.

Os trabalhos realizados na identificagdo da composicdo quimica da cera
cuticular das folhas, das espécies da familia Burseraceae, sdo restritos e, neste
sentido, foi realizado um levantamento dos estudos fitoquimicos sobre a composicéo
quimica da cera cuticular da familia Burseraceae. A pesquisa bibliografica foi
realizada nos bancos de dados ScienceDirect, Scielo e Periddicos da CAPES
utilizando as palavras chaves: Burseraceae, cera cuticular e epicuticular, registrando
os trabalhos contidos nestes bancos bibliogréaficos.

O trabalho realizado por Proksch et al., (1981) relataram a composicao
guimica da cera epicuticular das folhas de varias espécies, coletadas no deserto de
Vizcaino. Entre elas, a espécie Bursera microphyll A. Gray (Burseraceae). Os
autores identificaram 13 alcanos de cadeia linear de C,3 — C35 sendo 0 nonacosano
(C29) € 0 untriacotano (Cgs;), 0s alcanos que apresentaram maior propor¢cao 28,9% e
54,1%, respectivamente, da massa total de alcanos identificados (Tabela 1, Pag.
23). Os autores extrairam a cera usando amostras de folhas submersas em éter
etilico por 60 segundos. A identificacdo dos constituintes foi realizada usando
técnica de cromatografia géas-liquido (CGL), sendo confirmada a composicdo
guimica da cera utilizando um padréo de alcanos.

Abas et al., (1995) realizaram um trabalho de identificacdo da composicao
quimica da matéria organica de maior peso molecular proveniente da combustédo da
biomassa amazbnica. A area utilizada pelos pesquisadores estava localizada no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA). A mata era constituida pelas
seguintes  espécies Protium heptaphylium (Burseraceae), Ingaedulis
(Caesalpinoidea), Theobroma grandiflorum (Malvaceae). Foram identificadas na
fumaca, particulas lipidicas, que segundo os autores sdo derivadas diretamente da
cera vegetal. Os compostos identificados foram alcanos de cadeias linear de Cig —

Cs7, contudo, sem mencionar quais foram as estruturas dos alcanos. Além desses
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compostos, foram também identificados triterpenos pentaciclicos e esteroides, néo
podendo, entretanto afirmar que tais compostos sao oriundos apenas da cera
cuticular da espécie Protium heptaphylium (Burseraceae). Os autores extrairam 0s
compostos lipidicos usando filtros submersos em diclorometano por 15 minutos. A
identificag@o dos constituintes foi realizada usando técnica de cromatografia a géas
acoplada a um espectrometro de massa (CG/EM) confirmando a composi¢cédo
quimica da fracao lipidica com padrdo de alcanos.

O trabalho realizado por Siani et al., (2004) relatou a composi¢cédo quimica da
cera epicuticular da folha do Protium icicariba, coletadas no litoral de Carapebus em
uma regido de mata atlantica, na cidade do Rio de janeiro, Brasil. Os autores
identificaram 11 alcanos de cadeia linear de Ci4 — C1g, Cs7, C29,C30- C3s3, SENdO O
nonacosano (Czg) e o hentriacontano (Cs;), 0s alcanos mais abundantes (Tabela 1,
P4ag. 23). Os autores extrairam a cera usando amostras de folhas submersas em
100 mL de hexano por 3 minutos. A identificagdo dos constituintes foi realizada
usando técnica de cromatografia gasosa de alta resolucdo, acoplado a um
espectrometro de massa (HRCG/MS). A confirmacdo da composicdo quimica da
cera foi estabelecida com padréo de alcanos.

Estudo quimico realizado por Marques (2010c) apresentou a composicao
qguimica da cera epicuticular da folha do Protium hebetatum, coletado no municipio
de Cruzeiro do Sul, Acre, Brasil. O autor identificou 3 alcanos de cadeia linear
identificados como sendo o heptacosano (C»7), hentriacontano (Cs;) e tritriacontano
(Cs3). Além desses alcanos lineares, o autor também identificou 8 ésteres etilicos:
dodecanoato de etila, tetradecanoato de etila, pentadecanoato de etila,
hexadecanoato de etila, heptadecanoato de etila, 9-hexadecenoato de etila,
octadecanoato de etila, eicosonoato de etila, sendo identificado como constituinte
principal o hexadecanoato de etila. A cera foi extraida usando amostras de folhas
submetidas a extracdo por maceracao a frio em hexano. O extrato hexanico foi
fracionado usando éter de petréleo, e apds sucessivas cromatografias em coluna,
empacotada com gel de silica, e permitiu o isolamento da mistura dos ésteres supra
mencionados. A identificacdo dos constituintes foi realizada usando técnica de
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa (CG-EM). A
confirmacéo da composi¢cdo quimica da cera foi realizada a partir da presenca do

pico do ion molecular, o pico base e a comparagéo visual, levando-se em conta o
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padrdo de fragmentacdo caracteristico de ésteres, com espectros de massa
descritos na literatura.

Com relacdo aos constituintes identificados na cera cuticular das espécies da
familia Burseraceae apenas na espécie Protium hebetatum foram identificados
ésteres etilicos. Na espécie Protium icicariba (SIANI et al., 2004) foram identificados
também quatro triterpeno, a-amirina, B-amirina, lupen-3-ona e friedelano. Os
triterpenos a-amirina e B-amirina também foram identificados na espécie Protium

hebetatum (Tabela 1, P4g. 23).
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Tabela 1 — Metabdlitos da cera cuticular de espécies da familia Burceraceae.

Constituintes Quimicos B.M. P.H. P.l. P.HB.
Tetradecano (Ci4) - - c.i -
Pentadecano(Cis) - - c.i -
Hexadecano (Cs) - - C.i -
Heptadecano (C17) - - C.i -
Octadecano (Cig) - - C.i -
Tricosano (Cz3) + - - -
Tetracosano (Cog) + - - -
Pentacosano (Cys) + - - -
Hexacosano (Czs) + - - -
Heptacosano (Cy7) 4,70% - C.i 6,97%
Octacosano (Czs) + - - -
Nonacosano (Czo) 23,15% - C.i -
Triacontano(Csp) 1,90% - C.i -
Hentriacontano (Ca;) 54,10% - c.i 63,24%
Dotriacontano(Csy) 1,9% - C.i -
Tritriacontano (Cs3) 8,5% - - 30,04%
Tetratriacontano (Css) + - - -
Pentatriacontano (Css) + - - -
6,10,14-trimetilpentadecan2-ona - C.i. - -
a-Copaeno - - C.i 3,79%
B-Cariofileno - - C.i -
y-Elemeno - - C.i -
Germacreno D - - C.i -
Biciclogermacreno - - c. -
0-Cadineno - - C.i -
B-Copaen-4a-ol - - C.i -
Guaiol - - c.i -
1-metil-pentadecanato de metila - - C.i -
B-Selineno - - C.i 1,83%
a-Amirina - C.i C.i +
B- Amirina - C.i C.i +
Lupenone - - C.i -
Friedelina - C.i. c.i -
a-Amerinona - C.i. - -
B-Amerinons - C.i. - -
B-Sitosterol - C.I. - -
Dodecanoato de etila(C12) - - - 2,47%
Tetradecanoato de etila (C14) - - - 3,15%
Pentadecanoato de etila(Cys) - - - 3,95%
Hexadecanoato de etila(Cye) - - - 64,33%
Heptadecanoatode etila(C17) - - - 3,32%
9-hexadecenoato de etila(Cyg:1) - - - 2,92%
Octadecanoato de etila(C1sg) - - - 17,87%
Eicosonoato de etila(Cxp) - - - 1,99%

Legenda: + = < 0,1; c.i. = constituinte identificados; -

P.H. = Protium heptaphyllum; P.l. = Protium icicariba

, P.HB. = Protium hebetatum.

= nao identificado; B.M. = Bursera microphylla;
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2.3 Funcéao da Cera Cuticular nas Folhas da Planta

O estudo da composicdo quimica da cera cuticular das partes aéreas dos
vegetais se justifica em funcdo das varias funcbes bioldgicas, fisicas e quimicas
desenvolvidas por seus constituintes quimicos. Como anteriormente apresentado, a
cera epicuticular € a camada mais externa dos O6rgdos aéreos dos vegetais. A
composicao quimica que reveste as partes aéreas da planta é muito variada, sendo
de um lado a cutina normalmente constituida de poliésteres insollveis que se
encontram entrelacados entre os acidos graxos de cadeias longas que os compdem.
Por outro lado, a cera pode estar também entrelacada no interior da cuticula ou na
parte exterior da cuticula, formando a cera epicuticular (TAFOLLA-ARELLANO,
2013).

Segundo Herodia (2003), dentre as principais fungdes fisioldgicas da cera
vegetal pode-se mencionar: reduzir a perda descontrolada de agua e nutrientes,
constituir uma barreira mecéanica que impede a penetracdo de hifas de fungos e
ataque de insetos, proteger os tecidos de possiveis danos mecanicos, refletir e
acumular a radiacéo ultravioleta, atuar como compartimento estanque de compostos
lipofilicos, servir como meio de percepcao por insetos e micrébios, dos sinais
quimicos emitidos pela planta, ser habitat para microrganismos que vivem na
superficie das folhas. No fim do século XX, Dominguez e Heredia, (1998) publicaram
um trabalho intitulado “Ceras: um tema esquecido no ensino lipidico” (em uma
traducdao livre). Os autores chamaram a atencdo da importancia do estudo da cera
cuticular dos vegetais para diversas areas, bioquimica, quimica, etc., incluindo
também a biotecnologia.

Muitos pesquisadores trabalham numa perspectiva de se estabelecer uma
identificacdo botanica, levando em consideracdo a composicdo quimica das plantas,
denominada de quimiotaxonémica. Neste sentido, pesquisadores tém salientado a
importancia taxondmica do estudo das ceras epicuticulares (BAKKER; ALVARADO
2006).

A cera representa um importante papel, sendo a primeira barreira protetora
entre a planta e 0 meio exterior, destacando sua agado protetora contra agentes
patégenos, radiacdes solares e a entrada de produtos quimicos e contaminantes

(GUIMARAES et al., 2009). Estudos realizados por esses autores, com espécies de
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azavém, uma planta daninha presente nas culturas anuais e perenes cultivadas nas
regibes brasileira. Esta espécie é normalmente combatida com o herbicida glifosato
(Figura 3), que além de sua toxicidade, é prejudicial ao meio ambiente. Apesar da
facilidade de combater essa espécie, algum biotipo tem mostrado resisténcia ao
herbicida. Os estudos revelaram que a composi¢cao quimica da cera epicuticular do
bidtipo resistente apresentou menor propor¢do de compostos polares, dificultando a
penetracdo do herbicida, que tem caracteristica de um composto com alta

polaridade.
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HO/ Jk dﬁ Nj{ f/N \;ITPJTPJ \(
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Glifosato Trifloxysulfuron sodium Ametryn
Figura 3 — Herbicida usado no controle de praga daninha em culturas perenes ou anuais.

Estudo semelhante foi realizado por Cunha et al., (2014) com outras espécies
de plantas daninhas do género Sida que mostraram também resisténcia aos
herbicidas. Os estudos mostraram que a composi¢cdo quimica da cera epicuticular
das espécies do género Sida é variavel conforme a idade da folha e que pode estar
influenciando no uso de herbicida. Outra pesquisa realizada por Viana et al., (2010)
em plantio de eucalipto, também mostrou que o uso do herbicida glifosato no
combate as ervas daninhas prejudicava o desenvolvimentos dessa cultura. Segundo
0s autores, a cera cuticular da folha de eucalipto absorve o herbicida prejudicando o
desenvolvimento da planta. A0 mesmo tempo, 0S autores recomendaram Nnovos
estudos para o uso de herbicida no controle de ervas daninhas em plantio de
eucalipto.

Ferreira et al. (2005) estudando a composicao quimica de varias cultivares de
cana-de-acucar, observaram diferenca na composi¢cdo quimica da cera epicuticular
entre as plantas. Segundo os autores, algumas dessas cultivares mostraram-se mais
sensiveis a mistura de herbicida formada por trifloxysulfuron sodium e ametryn

(Figura 3), herbicidas usados na cultura de cana-de-acUcar para combater ervas
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daninhas. Segundo os autores, a sensibilidade esté relacionada com o poder da
interagcdo quimica intermolecular da cera epicuticular com os herbicidas.

Em muitas espécies vegetais ocorre a formacdo de elaborados cristais na
cera epicuticulares que auxiliam na autolimpeza da superficie foliar, removendo
poeira e outras particulas solidas, além de atuarem como refletores do excesso de
radiacdo ultravioleta, auxiliando no desenvolvimento da planta e estabelecendo
limites fisicos dos 6rgaos (YEATS; ROSE, 2013).

Pesquisas realizadas, na tentativa de se reproduzir essa superficie foliar com
propriedades de autolimpeza, foram desenvolvidas com a geracdo de superficies
micro e nanoestruturas de metal com propriedades de autolimpeza altamente
eficientes, comparavel ao modelo natural dos vegetais (BARGEL et al., 2006 Apud
FURSTNER et al., 2005).

As vérias propriedades que a cera cuticular desenvolve na folha, conforme
Herodia (2003), Bargel et al., (2006) Yeats e Rose (2013) sao representadas pelas
seguintes funcbes de: Constituir a barreira mecanica impedindo a perda de agua e
nutrientes; Repelir a agua promovendo uma autolimpeza evitando entre outros
fatores o desenvolvimento de patdgenos e de fungos parasitarios; Impedir fixacéo e
locomocéao de insetos, atuando como antiadesivo; Emitir sinais quimicos como meio
de percepcédo de insetos e micrébios. Atuar como protecdo a radiacao ultravioleta;

Ampliar a resisténcia contra estresses mecanica.

2.4 Rota Biossintética de Formacgédo da Cera Cuticular

Por definicdo, cera cuticular representa uma mistura complexa de compostos
organicos hidrofébicos que sao extraidos da superficie da folha por uma breve
imersdo em solvente organico apolar como cloroférmio, diclorometano ou hexano.
Esta mistura complexa é constituida de compostos organicos de cadeia longa de
vérias funcbes, sendo as principais: hidrocarbonetos, &cidos graxos, alcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres, triterpenos, esteroides e flavonoides (POST-
BIETTENMILLER, 1996). Como a composi¢cdo quimica da cera apresenta uma
grande diversificacdo de metabdlitos secundérios, serd apresentado a biossintese

da cera cuticular sera a dos metabdlitos das classes dos acidos graxos.
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A biossintese de metabdlitos secundarios é coordenada por acdo de um
grande numero de enzimas que catalisam as reacdes levando ao alongamento da
cadeia do precursor da cera de acidos graxos a uma multiplicidade de compostos
alifaticos. A formacao dos lipidios cuticulares tem como precursor 0s acidos graxos
de cadeias Ci6 € C1g, que sao sintetizados em leucoplasto encontrados na epiderme.
A formacdo destes &cidos graxos tem como constituinte fundamental, o acido
acético, rota do acido acético, na forma do acetil-coenzima A (Ac-SCoA) (DEWICK,
2004).

O processo da biossintese depende fundamentalmente da biotina carboxilada
originada de uma reacéo de carboxilacdo com bicarbonato (HCO3) catalisado por
uma enzima carboxilase com a biotina (Esquemal). (LOBO, LOURENCO, 2007). A
reacdo tipica de adicdo do nitrogénio ao carbono sp®do bicarbonato, com uma

eliminacéo de agua.

OH Enzima

Biotina

Biotina carboxilada

Esquema 1 — Proposta de reagéo de carboxilagdo da biotina, formando a biotina carboxilada.

O &cido acético sob a forma de acetil-coenzima A (Ac-SCo0A) na presenca da
biotina carboxilada e catalisada com enzimas (EnzSH) através de uma reacao
analoga a condensacédo de Claisen, forma o precursor da rota de biossintese dos
acidos graxos formando o malonil-coenzima A (malonil-CoA), através de uma reacao
de carboxilacdo (Esquema 2, Pag. 28) (DEWICK, 2004).
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EnzSH EnzS- + H+

/\ H O -O%j)‘\ Biotina carboxilada
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H

OH
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- - HOM\SCOA N HN NH
H 3 OH
Malonil-SCoA
Biotina

Esquema 2 — Proposta de formac&o do malonil-coenzima A (malonil-SCoA) através da reacao do tipo
de condensacéo de Clasen.

O acetil-coenzima A (Ac-SCoA) e o malonil-coenzima A (malonil-SCoA) sao
convertidos em outros tioésteres ligados a enzimas, o tioéstere do melanil € formado
na presenca da proteina transportadora do grupo acil (ACP). Estes sdao
condensados em uma rea¢do do tipo Claisen com uma descarboxilacdo prévias,

formando o B-cetoacil-ACP (Esquema3).

O O

N

EnzS-H + H3;C” “SCoA H,C” “S-Enz
Ac-SCoA Ac-S-Enz
O (|3 O ?
ACP-SH 4+ M E—— M
HO SCoA HO S-ACP
Malonil-SCoA Malonil-S-ACP

o o -
o) < O O
= | - )\ + e I
H-OJE)\S—ACP ™ S-ACP H CJ\S-Enz HscMS-ACP
Cco,

3
\/ B-cetoacil-ACP

Esquema 3 — Proposta de formagédo do B-cetoacil-ACP através da reacdo de descarboxilagdo e

condensacéo.

A etapa de elongamento da cadeia carbbnica ocorre com varias reacdes
repetidas, portanto em um sistema ciclico. Inicialmente, o B-cetoacil-ACP sofre uma
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reacdo de reducdo do grupo carbonila C-3, através de uma reagdo estereosseletiva
pela face-ré, catalisada pelo fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
(NADPH) levando a formacao do 3-(3R)-hidroxiacil-ACP (Esquema 4).

O O ; o)
M Redugéo Desidratacgao /\)L
S-ACP NADPH S-ACP ™~ X~ S-ACP

H20 Trans-enoil-ACP

3-(3R)-Hidroxiacil-ACP

O
\)L Reducgao
S-ACP

NADPH

Butanoil-ACP
Esquema 4 — Proposta de formagédo do butanoil-ACP com a condensacao de outro B-cetoacil-ACP.

A adicdo sin é catalisada pela enzima B-hidroxiacil-CoA deshidratase, com
propriedades esteroespecificas pré-S (Hs), gerando a trans-enoil-ACP, uma cadeia
a,B-insaturada tioester. Através da atuacdo da enzima enoil-ACP redutase ocorre
uma reacdo de reducdo do trans-enoil-ACP, também catalisada pelo fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH), levando a formacédo do butanoil-
ACP, uma cadeia de quatro atomos de carbono.

Este complexo de reacao forma, portanto o sistema ciclico. O B-cetoheptanoil-
ACP reentra no ciclo de elongamento, que se repete por varias vezes o ciclo,
inicialmente com as reacdes de descarboxilacdo do malonil-ACP com a consequente
condensacdo do butanoil-ACP, até a formacdo do acido graxo com Cj (&cido
palmitico) e Cig (acido estearico) (YATS, ROSE, 2013).

Os compostos constituidos de cadeia longas, tais como alcanos, alcoois,
cetonas e aldeidos sdo derivados dos acidos graxo Cis € Cyg através de reacdes
enzimaticas especificas de descarboxilacdo e oxidacdo (POST-BEITTERNMILLER,
1996, LI et al. 2008). Uma grande quantidade de acidos gordos de cadeia longa, que
pode variar de Cg a Cz4, S80 encontradas na cera cuticular. Estes compostos sao
também originados pela rota do acido acético e diversos compostos de cadeia
similares s@o derivados desses &cidos graxos, seja por reacdo de descarboxilacéo,
formando alcanos de cadeia longas ou por rea¢des de reducdo formando alcoois (LI,
BEISSON, 2009; LI et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletado Material Botanico

As amostras das folhas (2,28 kg) e do lenho (10,26 kg) da espécie Protium
leptostachyum Cuatrec. e da resina (367,43 g) da espécie Protium hebetatum Daly
foram coletadas no municipio de Mancio Lima, Estado do Acre, Brasil ao longo da
BR-307 em setembro de 2014, em periodo chuvoso.

As exsicatas foram obtidas in loco e registradas, para a espécie Protium
leptostachyum Cuatrec. No Laboratério de Botéanica e Ecologia Vegetal (LBEV) e
para Protium hebetatum Daly no Parque Zoobotéanico (PZ), ambos da Universidade
Federal do Acre (UFAC) (Tabela 2), sendo as espécies identificadas por um
especialista, professor PhD. Douglas C. Daly, curador do Jardim Botéanico de Nova

lorque.

Tabela 2 — Coordenadas geograficas e registro das espécies coletadas.

L : Longitude N°
Espécies Latitude Sul Oeste Registro
Protium leptostachyum Cuatrec. (PLC)  7° 28’ 51” 72° 53 58” 6.648
Protium hebetatum Daly (PHD) 7°28' 51" 72°54' 20" 18.374

3.2 Determinacio da Area Foliar

No momento da coleta do material botanico, foram aleatoriamente separadas
as amostras foliares da espécie Protium leptostachyum. Foram designados trés
grupos, identificados como: lote 1, lote 2 e lote 3, sendo cada lote constituido de seis
folhas, cada. As amostras foliares foram fotografadas individualmente ao lado de
uma régua, para ser utilizada como escala de medida conhecida, a fim de se
determinar a area foliar total, calculada através do software ImageJ 1.49
(CORDEIRO et al., 2011).
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3.3 Obtencao da Cera Cuticular

A extracdo da cera foliar foi realizada conforme Cordeiro et al., (2011) e Viana
et al., (2010) com pequenas modificacdes. As seis folhas de cada lote foram imersas
em uma placa de Petri contendo 150 mL de diclorometano (CH.Cl;) por 30
segundos, com agitacdo suave, para que ndo ocorresse rompimento das folhas. Os
extratos obtidos foram filtrados e evaporados sob pressédo reduzida, usando
evaporador rotativo. O material seco foi transferido, usando diclorometano, para um
frasco de peso conhecido, sendo 0 mesmo evaporado a temperatura ambiente. O
quantitativo de cera foi expresso por unidade de area foliar (ug cm™). O resultado

final foi expresso, pela média aritmética obtida dos trés lotes.

3.4 Processamento do Material Vegetal

As amostras de folhas, cascas da madeira e o lenho descascado da espécie
Protium leptostachyum foram secas em estufa de circulacdo de ar forcado por 72
horas a 40°C. Posteriormente, as amostras secas de folhas(1,31 kg) e das cascas
(1,28 kg) foram trituradas em moinho de ac¢o inox na Unidade de Tecnologia de
Alimento (UTAL) da UFAC. A madeira (1,23 kg) foi fatiada no Polo Moveleiro da
cidade de Rio Branco, sendo em seguida triturada em moinho de martelo do tipo

moageiro na UTAL.

3.5 Obtencao dos Extratos

As amostras trituradas foram submetidas a extracao por maceracao a quente
usando inicialmente hexano (CgH14), € posteriormente foi extraido por maceracdo a
temperatura ambiente usando o etanol (CH3;CH,OH), durante 72 horas. O processo
foi realizado em triplicata e as solugdes resultantes foram concentradas em
rotaevaporador, sob pressao reduzida. As massas dos extratos estdo expressas na

tabela 3, pag. 32.
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Tabela 3 — Massa dos extratos obtidos da espécie Protium leptostachyum.

Amostras
Extratos
Folhas (g) Cascas (g) Lenho (g)
Hexano 18,9654 20,5111 0,9376
Etanol 34,3590 86,0049 10,6930

3.6 Obtencdo do Oleo Essencial

O dleo essencial foi obtido pelo método de hidrodestilacdo com aparelho tipo
Clevenger modificado (Figura 4). A resina (367,43 g) da espécie Protium hebetatum
foi imerso em 1000 mL de agua destilada, aquecido até a fervura, por um periodo de
aproximadamente 4 horas.

O rendimento porcentual do 6leo essencial foi determinado com relacdo ao

volume de 6leo extraido e a massa de resina (v/m).

! N
Figura 4 — Aparelho extrator de 6leo essencial tipo Clevenger modificado.
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3.7 Andlise Cromatogréfica

3.7.1 Preparacao de Cromatoplacas

As cromatoplacas qualitativas foram preparadas no laboratorio de Quimica e
Biodiesel da UFAC, obedecendo a relacdo de 1:3 m/v de silica gel 60 G, para
cromatografia em camada delgada (CCD) em agua destilada (Figura 5). As placas
foram ativadas em estufa a 105°C por 30 minutos. As revelacdes das cromatoplacas
foram realizadas com vapores de iodo ressublimado.

Figura 5 — Confeccao das cromatoplacas qualitativas.

3.7.2 Cromatografia Classica Filtrante

O extrato hexanico (18,9654 g) da folha foi adicionado a 70 g silica gel 60 de
70-230 mesh e acondicionado em um funil de buchner, contendo papel filtro. A
cromatografia filtrante foi realizada sob pressdo reduzida, utilizando 500 mL de
solventes em ordem crescente de polaridade: éter de petrdleo (misturas de alcanos),
diclorometano (CH,Cl,), etanol (CH3CH,OH).

3.7.3 Cromatografia em Coluna Classica

Uma amostra da fracédo éter de petréleo (FEP = 4,2711 g) e da diclorometano

(FDM = 7,6948 g) foram submetidas ao processo de separacdo em coluna
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cromatografica de diametro versus comprimento de 3x60 cm empacotada com 65 g
de silica gel 60 de 35-70 mesh. As colunas cromatograficas foram eluidas com
gradiente de polaridade crescente de solventes organicos: hexano, diclorometano e

acetato de etila.

3.7.4 Cromatografia Gas-Liquido Acoplado a Espectrometro de Massa (CGL/EM)

As amostras cromatograficas das fragfes do extrato éter de petréleo da folha
FEP1-2; FEP3-8; FEP9-20 da espécie Protium leptostachyum; do 6leo essencial da
espécie Protium hebetatum foram realizadas no Instituto de Analise Forense (IAF)
do Departamento de Policia Técnico Cientifica da Policia Civil do Estado do Acre,
em aparelho CGL/EM, modelo 5975C da Agilent Technologies. Foi utilizado coluna
capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm de didmetro interno x filme de0,25 ym) e o hélio
(He) como géas de arraste, em modo splitless. A temperatura do injetor foi de 290°C,
em programacdo de gradiente com temperatura inicial de 80°C, por 5 minutos,
aumentando 4°C min™ até 285°C, permanecendo por 40 minutos. A temperatura do
detector e da interface do sistema CGL/EM foi de 290°C. O detector de massas
operou com ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV. Os espectros foram
registrados fazendo uma varredura de massas de 30 a 600 Dalton.

As amostras do extrato diclorometano da folha da espécie Protium
leptostachyum FDM1; FDM11-21; FDMZ22-34; FDM35-59; FDMG60-72; foram
analisadas no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade
Federal do Ceara, em aparelho CGL/EM, modelo QP5050 da Shimadzu. Foi
utilizada coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm de diametro interno x filme de 0,25
pum) e hélio (He) como gas de arraste em modo split 1:27. A temperatura do injetor
foi de 290°C, com temperatura inicial de 80°C, por 5 minutos, aumentando 4°C min™
de 80 a 285°C, permanecendo por 40 minutos.

A quantidade injetada foi de 1 yL de cada amostra, e a identificagdo dos
compostos registrados conformes os cromatogramas foram feita por meio de
comparacao direta dos espectros de massas das amostras registradas com aquelas
existentes na biblioteca W9N11 e NISTO08.LIBdo banco de dados dos equipamentos

e por meio de comparagéao visual com os espetros de massa publicados na literatura
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(ADANS, 2007) e no banco de dados do National Institute of Standards and
Technology (NIST, 2010).

3.8 Espectrometria do Infravermelho

Os espectros na regidao do infravermelho das amostras FDM1; FDM11-21;
FDM22-34; FDM35-59; FDM60-72 e FEP1-2 da espécie Protium leptostachyum
foram realizadas no Instituto de Andlise Forense (IAF) do Departamento de Policia
Técnico Cientifica da Policia Civil do Estado do Acre, em um espectrébmetro de
infravermelho FT-IR/NIR Spectrometer Perkin, com acessério de refletancia total

atenuada horizontal empregando um cristal de seleneto de zinco (ZnSe).

3.9 Prospeccéo Fitoquimica Qualitativa

Os extratos etanol brutos da casca e do lenho da espécie Protium
leptostachyum foram submetidos a ensaios de pesquisa qualitativa de metabolismo
secundarios da espécie. As técnicas foram realizadas conforme descrito por Matos
(1997) e Barbosa (2001).

3.9.1 Pesquisa de Flavonoides

Reacdo de Shinoda: Foi transferido para um tubo de ensaio cerca de 3 mL do
extrato a ser analisado. Em seguida, foram adicionados seis pequenos pedacgos de
fragmentos de magnésio (Mg) metélico e, adicionado 1 mL de acido cloridrico (HCI)
concentrado. O desenvolvimento de coloragcédo rosea avermelhada indica presenca
de flavonoides (BARBOSA, 2001).
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3.9.2 Pesquisa de Taninos

Reacdo com Cloreto Férrico: Foi transferido para um tubo de ensaio 3 mL do
extrato a ser pesquisado. Em seguida, foram adicionadas de 2 a 3 gotas de solucéo
de cloreto férrico (FeCl3) a 2% (m/v). Foi realizado um branco usando agua destilada
e o cloreto férrico para comparacdo. A formacédo de coloracdo azul indica taninos
hidrolisaveis ou gélicos e a formacéo de coloracao verde indica presenca de taninos
condensados, protocianidinas ou catéquicos (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

3.9.3 Pesquisa de Saponinas

Teste de Espuma: Foram transferidos para um tubo de ensaio 3 mL do extrato
a ser analisado. Em seguida, foram adicionados 15 mL de &gua destilada, agitando
vigorosamente durante 2 minutos com o tubo de ensaio fechado. A formacédo de
uma camada de espuma, permanecendo estavel por mais de 30 minutos indica
presenca de saponina (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

Teste de Confirmacé&o de Saponinas: Ao mesmo tubo anteriormente usado
foram adicionados 2 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado ao contetdo do tubo
de ensaio do teste anterior de saponinas. A amostra acidificada permaneceu imersa
em banho-maria por 60 minutos. Em seguida, a amostra foi retirada neutralizada
com hidroxido de sédio (NaOH) 6 M, usando gota a gota, até pH neutro. A presenca

de precipitado e a ndo formacéo de espuma confirma a presenca de saponinas.

3.9.4 Pesquisa de Catequinas

Reacdo com Vanilina: Foram transferidos 3 mL do extrato a ser analisado
para um tubo de ensaio. Em seguida, foi adicionado 1 mL da solugdo aquosa de
vanilina (CgH3CHO(OCH3)OH) a 1% (m/v) e 1 mL de &cido cloridrico (HCI)
concentrado. A formacdo de coloracdo vermelha indica a presenca de catequinas
(MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).
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3.9.5 Pesquisa de Acidos Organicos Livres

Reacdo de Pascova: Foram transferidos para um tubo de ensaio 3 mL de
solucédo a ser analisada. Posteriormente, foram adicionados 2 a 3 gotas do reativo
de Pascova. O reativo foi preparado no momento do ensaio com 9 gotas do reativo
Pascova A e depois uma gota do reativo de Pascova B. A mistura € estavel somente
por 5 a 10 minutos. A descoloracdo do reativo de Pascova indica a presenca de
acido organico livre (BARBOSA, 2001).

Reativo Pascova A: Foram dissolvidos 0,075g de verde de bromocresol
(C21H14Brs0OsS) mais 0,25 g de azul de bromofenol (C19H;10Brs0sS) em etanol até 100
mL de solucéo.

Reativo Pascova B: Foram dissolvidos 0,25 g de permanganato de potassio
(KMnQO,4) mais 0,25 g de carbonato de sddio (Na,CO3) em éagua destilada até
completar 100 mL de solugdo. No momento de uso para os testes, foram usados
usar 9 partes da solucao A para 1 parte da solucdo B. A mistura so € estavel entre 5

a 10 minutos.

3.9.6 Pesquisa de Polissacarideos

Reacdo de Lugol: Foram transferidos para um tubo de ensaio 3 mL de extrato
a ser analisado. Em seguida, foram adicionados de 2 a 9 gotas do reagente lugol.
Foi feito um branco usando agua e o reativo de lugol. O aparecimento de coloracéo
azul indica a presenca de polissacarideos (BARBOSA, 2001).

O reativo de Lugol: Foram dissolvidos 5 g de iodeto de potassio (KI) e 2,5 g
de iodo ressublimado em 25 mL de agua destilada e completado o volume para 50

mL.

3.9.7 Pesquisa de Acucares Redutores

Reacdo de Fehling: Foi transferida para um tubo de ensaio uma aliquota de 3

mL de extrato a ser analisado. Em seguida, foram adicionados 2 mL de reativo
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Fehling A e 2 mL de reativo Fehling B. Apés a adi¢éo, foi aquecido em banho-maria
e deixado em ebulicdo por 5 minutos. O aparecimento de um precipitado vermelho
tijolo, indica presenca de acucares redutores (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

3.9.8 Pesquisa de Glicosideos Cardiotdnicos

Reacdo de Kedde: Foi transferida uma aliquota de 3 mL do extrato a ser
analisado para um tubo de ensaio. Em seguida, foram adicionadas 3 gotas do
reativo Kedde A e 3 gotas do reativo de Kedde B. A formacao de coloragédo azul ou
castanho-avermelhada ou vermelho-violeta indica a presenca de glicosideos
cardiotdnicos (BARBOSA, 2001).

Reativo Kedde A: Foram dissolvidos 2 g de 3,5-dinitrobenzoico
(CsH3(NO2),COOH) em 50 mL de metanol.

Reativo de Kedde B: Foram dissolvidos 5,7 g de hidréxido de potassio (KOH)

em 100 mL de metanol.

3.9.9 Pesquisa de Proteinas

Reacdo de Ninidrina: Foi transferida para um tubo de ensaio uma aliquota de
3 mL de extrato a ser analisado. Em seguida foi adicionado 0,5 mL de solucéo
aquosa de Ninidrina (CgHgO4) a 1% (m/v). Em seguida, foi aquecido até a ebulicdo.
A formacéo de coloracdo azul-violeta persistente indica a presenca de aminoacidos,
com excecdo de prolina e hidroxiprolina que desenvolvem cor amarela (MATOS,
1997; BARBOSA, 2001).

3.9.10 Pesquisa de Antraquinonas

Reacado de Borntraeger: Foi transferido para um tubo de ensaio uma aliquota
de 3 mL do extrato a ser analisado. Foram adicionados 2 mL de solugdo de

hidréxido de aménio (NH,OH) a 10% (v/v) ou solucdo aquosa de hidroxido de sodio
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(NaOH) a 5% (m/v). Agitar suavemente e aguardar até 5 minutos. A formacdo de
coloragéo rosea, vermelha ou violeta indica a presenca de antraquinonas (MATOS,
1997; BARBOSA, 2001).

3.9.11 Pesquisa de Carotenoides

Reacdo com Tricloreto de Antimdnio: Foram transferidos para um tubo de
ensaio 5 mL do extrato a ser analisado e em banho-maria foi evaporado o solvente
até a secura. Em seguida, foram dissolvidos com 3 mL de cloroférmio e adicionado 2
mL de solucéo saturada tricloreto de antiménio (SbCl3) em cloroférmio. A formacao
de coloracdo azul indica a presenca de carotenoides (MATOS, 1997; BARBOSA,
2001).

3.9.12 Pesquisa de Alcaloides

Para a pesquisa de alcaloides, foram dissolvidos em torno de 10 mg do
extrato a ser analisado em 5 mL de solugéo de acido cloridrico (HCI) a 5% (v/v). Em
seguida o extrato &cido foi filtrado e separada em duas por¢des de 2 mL em tubos
de ensaios, para realizacédo dos ensaios.

Reacéo de Dragendorff: Em um tubo de ensaio foram adicionados 3 a 9 gotas
do reagente de Dragendorff (iodo-bismutato de potéssio). A formacao de precipitado
vermelho tijolo indica a presenca de alcaloides (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

3.9.13 Pesquisa de Depsideos e Depsidonas

Ensaios para depsideos e depsidonas: Foram dissolvidos em um tubo de

ensaio 10 mg do extrato seco a ser analisado em 5 mL de éter etilico. Em seguida,

foi filtrado e evaporado o solvente em banho-maria. O sélido residual foi dissolvido

em 3 mL de metanol (CH3OH) e adicionado 3 gotas de solugdo de cloreto férrico
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(FeCl3) a 1% (m/v). A formacao de coloracdo verde, azul ou cinza indica a presenca
de depsideos e depsidonas (BARBOSA, 2001).

3.9.14 Pesquisa de Esteroides e Triterpenos

Reacdo de Liebermann-Burchard: Foram dissolvidos em um tubo de ensaio
10 mg do extrato seco a ser analisado em 30 mL de cloroformio. Em seguida, foi
filtrado e transferido uma aliquota para outro tubo de ensaio. Foi adicionado 1 mL de
anidrido acético (C4HsO3) e agitado suavemente, em seguida, adicionado
cuidadosamente, 3 gotas de acido sulfarico (H.SO,4) concentrado. Torne a agitar
suavemente. A formacéao de cloracdo azul evanescente seguida de verde persistente
€ indicativa da presenca de esterdides livres; a formacao de coloracdo parda até
vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

3.10 Métodos Quantitativos

As andlises quantitativas, fenois e flavonoides totais foram realizadas
utilizando técnicas espectrofotométricas na regido do ultravioleta e visivel (UV/Vis).
As andlises foram realizadas em espectrofotbmetro UV/Vis, marca SHIMADZU,
modelo UV-1650PC.

3.10.1 Preparacdo das Amostras Desengorduradas

As amostras da casca e do lenho foram retrituradas em liquidificador e
passada em peneira com a granulometria de 48 mesh. As amostras de casca (50 g)
e do lenho (50 g) foram desengorduradas, utilizando extracdo por maceragdo a
temperatura ambiente com hexano por 24 horas. Apds a separacdo do extrato
hexano, as amostras desengorduradas foram secas em estufa de circulacéo de ar
forgcado por 24 horas a 40°C. As amostras desengorduradas foram acondicionadas

em frasco ambar e guardadas em ambiente refrigerado.
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3.10.2 Obtencéo dos Extrativos para Quantificagao

Para a quantificacdo dos fendis e flavonoides totais foram utilizados trés
solventes de polaridade crescente: acetona (CH3COCHj3), etanol (CH3CH,OH) e
metanol (CH3OH) para a extracdo dos metabdlitos. O processo de extracdo foi
realizado usando 1,0 g de cada amostra desengordurada, casca e lenho, com 20 mL
de cada solvente. As 6 misturas, foram agitadas durante 30 minutos e filtradas em
funil de filtro de placa porosa. As solucdes resultantes foram concentradas em estufa
de circulagdo de ar forcado a 40°C por 24horas, sendo 0s extrativos
desengordurados guardados em ambiente refrigerado.

3.10.3 Determinacédo de Composto Fendlico

O teor de compostos fendlicos foi determinada de acordo com o método
descrito por Do et al., (2014) utilizando o reativo de Folin-Ciocalteau com
modificacdes. Inicialmente foi preparada uma solugédo aquosa de todos os extrativos
a serem analisados, na concentragdo de 100 ppm. Foi adicionada em um tubo de
ensaio uma aliquota de 5,0 mL da solucdo aquosa (100 ppm), em seguida, foram
adicionados 0,25 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. ApoOs trés minutos, foi
adicionado 1,0 mL de solugcdo de carbonato de sodio (Na,CO3) a 30% (m/v). A
mistura reacional foi deixada em repouso por uma hora na auséncia de luz.

As absorbancias das misturas reacionais foram determinadas em
espectrofotometro a 760nm. Como branco, foram utilizados 5 mL de agua e os
reagentes conforme descrito anteriormente.

Foi construida uma curva de calibragdo com solucdo padrédo de acido gélico
[CsH2(OH)3COOH], nas concentragbes de 25, 50, 100 e 200 ppm. Todas as analises
foram realizadas em triplicata. O teor de compostos fendlicos totais foi expresso em

equivalente de acido galico (EAG), ou seja, mg EAG g™ de amostra desengordurada.
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3.10.4 Determinacéo de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides total dos extrativos desengordurados foi determinado
utilizando o método de cloreto de aluminio (AICl3) conforme Do et al., (2014) com
modificacdes. Inicialmente foi preparada uma solucdo metanodlica dos extrativos
desengordurados, na concentracdo de 100 ppm. Foram adicionados 2,0 mL da
solucdo metandlica (100 ppm) em um tubo de ensaio, em seguida, foi misturado 0,1
mL da solucéo de cloreto de aluminio (AICI3) 10% (m/v) e 0,1 mL da solucdo acetato
de potassio (CH3CO2K) 0,1 M. A mistura foi mantida a temperatura ambiente durante
30 minutos. As absorbéncias das misturas reacionais foram determinadas em
espectrofotometro a 415 nm.

Foi construida uma curva de calibragdo com solucdo padrdo de quercetina
(C15H1007), nas concentragcbes de 25, 50, 100, 200 e 300ppm. Todas as analises
foram realizadas em triplicata. O teor de flavonoides totais foi expresso em
equivalente de quercetina (EQCT), ou seja, mg EQCT g' de amostra

desengordurada.

3.11 Atividade Microbiolégica

A atividade microbiologica foi realizada com as amostras oriundas do extrato
hexanico das folhas: FEP, FDM e FET, dos extratos hexanicos e etandlicos da casca
e do extrato etandlico do lenho da espécie P. leptostachyum e do 6leo essencial da
resina da espécie P. hebetatum.

As amostras oram submetidas ao ensaio utilizando a técnica de difusdo em
disco segundo o NCCLS (2003). As cepas das bactérias patogénicas utilizadas
foram Staphylococcus aureus (ATCC 12598), Streptococcus pneumoniae (ATCC
11733), Escherichia coli (ATCC 10536) e Klebsiella pneumoniae (ATCC700603). As
cepas foram crescidas a 37°C por 4-6 horas sendo sua turbidez ajustada para escala
0,5 de McFarland. Em seguida, as bactérias foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio Muller-Hinton. Sobre o meio de cultura, foram depositados discos de
papel e sobre estes, 20 yL das amostras a serem analisadas, sendo incubadas a

37°C por 24 horas. Posteriormente ao processo de incubacao, foram consideradas

42



com atividade antibacteriana, as amostras que nao permitiram 0 crescimento
bacteriano ao redor do disco. Os halos de inibicdo produzidos foram medidos com

ajuda de paquimetro digital.

43



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Constituintes Volateis da Resina da Espécie Protium hebetatum

O oOleo essencial da resina da espécie P. hebetatum, obtido por
hidrodestilacao, apresentou rendimento de 4,60% de Oleo calculado em relacéo a o
volume extraido de 6leo essencial por massa de resina (v/m). O 6leo foi analisado
em cromatografo gas-liquido acoplado a espectrémetro de massa (CGL/EM).
Conforme andlise do cromatograma e dos espectros de massa registrados, a

amostra apresentou um total de 28 constituintes (Figura 6).
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Figura 6 — Cromatograma do 6leo essencial da resina obtido da espécie P. hebetatum.

A andlise dos espectros de massa registrados de acordo com o
cromatograma permitiu identificar um total de 20 compostos, representando 77,62%
dos constituintes registrados (Tabela 4, Pag. 45). Dos constituintes registrados foram
identificados 8 monoterpenos, 12 sesquiterpenose 8 compostos nao identificados,
representando 28,57%, 42,86% e 28,57%, respectivamente. Os constituintes foram
identificados por andlise de comparagdo com o banco de dados da biblioteca do

equipamento, por comparagao visual com os espectros de massa publicados na
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literatura (ADAMS, 2007) e no banco de dados National Institute of Standards and
Technology (NIST,2008).

Tabela 4 — Compostos quimicos do 6leo essencial da resina da espécie Protium hebetatum.

Ord Composto AR% T.R. LK. I.B. M*

1 a-Tujeno 0,679 5,704 930 93 136
2 a-Pineno 9,160 5,937 939 93 136
3 B-Pineno 0,833 7,108 979 93 136
4 a-Felandreno 17,363 7,929 1002 93 136
5 a-Terpineno 1,424 8,265 1017 121 136
6 p-Cinemo 7,241 8,531 1024 119 134
7 B-Felandreno 4,398 8,712 1029 93 136
8 1,8-Ceneol 2,471 8,776 1031 43 154
9 0-Elemeno 1,679 17,121 1338 121 204
10 a-Cubebeno 1,584 17,729 1348 161 204
11 a-Copaeno 1,529 18,965 1376 161 204
12 B-Bourboneno 2,241 19,372 1388 81 204
13 N&o identificado 1,262 19,534 * * *
14 B-Elemeno 0,813 19,734 1390 93 204
15 N&ao identificado 1,589 19,948 * * *
16 E-Cariofileno 11,160 20,918 1419 93 204
17  Na&o identificado 2,152 21,183 * * *
18 Y-Elemeno 0,602 21,481 1436 121 204
19 6,9-Guaiadieno 0,711 21,869 1444 105 204
20 D-Germacreno 10,242 22,367 1485 161 204
21 N&ao identificado 0,673 22,613 * * *
22 B-Germacreno 0,784 22,690 1561 121 204
23 Nao identificado 8,548 23,363 * * *
24 Nao identificado 7,579 24,295 * * *
25 y-Cadineno 1,039 24,832 1513 161 204
26 0-Cadineno 1,063 25,498 1523 161 204
27 Oxido de cariofileno 0,606 26,863 1583 41 219
28 Nao identificado 0,577 27,367 * * *
Total Identificado (%) 77,620

AR% = abundancia relativa; T.R.= Tempo de retencéo; |.K.=indice de Kovats segundo Adans (2007);

I.B. = ion base; M"= ion molecular.

O constituinte monoterpeno mais abundante identificado foi o a-felandreno

com 17,363% (Figura 7, Pag. 46), seguido do a-pineno com 9,160% (Figura 8, Pag.
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47) e do p-cinemo com 7,241% (Figura 9, Pag. 47). Em relacdo aos constituintes
classificados como sesquiterpeno, o principal constituinte foi identificado como
sendo o E-cariofileno com 11,160% (Figura 10, Pag. 48) seguido do D-germacreno
com 10,242% (Figura 11, Pag. 48). Normalmente, quando o Oleo essencial
apresenta o constituinte cariofileno, outro constituinte decorrente da sua oxidagéo é
formado, o 6xido de cariofileno (0,606%). Neste caso o produto de oxidagdo €
considerado um artefato, pois a oxidacdo ocorre durante o processo de extracao do
O0leo, em contato com o0 oxigénio atmosférico. A presenca deste artefato
normalmente é identificada pela alteracéo de coloracdo do 6leo, amarelo claro para
azul, caracteristica do Oxido de cariofleno. Em conformidade com esta
caracteristica, a amostra analisada apresentou coloracdo azulada de baixa

intensidade.

: 83.0
8500/
9000
H'hl.:llJ'é
800D
TEDU;
roood
CELLE
EGDUE
5500
so0n |
4'!1[3"'%
2000
3son;
3000
2500
zunué
15001
i a

10004
b 135.0

BT .0
| | |

:,...I,...., e
70 80 90 100 110 120 130 140

500} ”

53.0
n'.....l:...!| .|..|.|.
50 &0

3o a0

Figura 7 — Espectro de massa do monoterpeno a-felandreno.
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4.2  Estudo Fitoquimico do Protium leptostachyum

4.2.1 Prospeccao Fitoquimica do Lenho e da Casca

A pesquisa qualitativa dos extratos etandlicos do lenho e da casca da espécie
P. leptostachyum esta descrita na tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da prospeccao fitoquimica qualitativa do lenho e da casca da espécie P.
leptostachyum (Burseraceae).

ENSAIOS QUALITATIVOS LENHO CASCA

Taninos Hidrolisaveis(FeCls) +++ +++
Proteinas (Nihidrina) - -
Acidos Organicos Livres (Pascova) + +
Polissacarideos (Lugol) - -
Acucares Redutores (Fehling) + +
Glicosideos cardiotbnicos (Kedde) - -
Esteroides(Liebermann-Burchard) - -
Triterpenos (Liebermann-Burchard) + +
Antraguinonas (Borntrage) - -
Flavonoides (Shinoda) ++ ++
Carotenoides (Tricloreto de antimdnio) - -
Saponinas (Teste de espuma) + +
Alcaloides (Dragendorff) + +
Depsideos e Depsidonas(FeCls) - -

+ = Presenc¢a do metabdlito; - = Auséncia do metabolito; ++ = Presente em alta concentracéo (critério
visual); +++ = Presente em altissima concentragao (critério visual)

As espécies do género Protium tém sido objeto de pesquisa fitoquimica com o
intuito de isolamento e identificacdo dos constituintes volateis da resina, exsudado
caracteristico da familia Burseraceae, como também da folha e frutos (SIANI et al,
2004, ZOGHBI et al. 1993, MARQUES et al., 2010b). Além dos estudos da
identificacdo dos constituintes volateis, a grande maioria dos trabalhos publicados na
literatura esté relacionada ao isolamento e identificacdo dos constituintes fixos da

resina.
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Em relacdo aos estudos fitoquimicos do lenho e da casca, sdo raros o0s
registros na literatura especializada (SIANI et al., 2004; MARQUES et al., 2010c;,
COSTA et al., 2012).

A pesquisa qualitativa realizada para identificar as principais classes de
metabdlitos secundarios do lenho e da casca do P. leptostachyum apresentaram a
mesma constituicdo de classe de metabdlitos secundarios. Todos 0s ensaios
positivos no lenho foram também identificados na casca, ndo apresentando grandes
variacfes de intensidade de coloracdo, o mesmo principio foi observado em relacéo
a auséncia dos constituintes.

Jardim et al. (2005) realizou a prospecc¢do qualitativa no ch& oriundo das
folnas do Protium heptaphylium e constatou a presenca de alcaloides, taninos,
saponinas, esteroides e triterpenos, entrando em concordancia com os resultados
obtidos para o extrato etandlico da casca e do lenho. Entretanto, a sintese de
metabdlitos secundarios em uma planta pode variar em decorréncia de varios
fatores, entre eles: da época de coleta, sazonalidade, da disponibilidade de
nutrientes e hidricas, da inducdo por ataque de patdgenos, poluicdo atmosférica,
entre outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4.2.2 Quantificacdo de Fendis Totais da Casca e do Lenho

A tabela 6, pag. 51, apresenta a quantificacdo dos compostos fendlicos totais
obtidos da casca e do lenho, expressos em miligrama de acido galico por grama de
extrato seco desengordurado (mg EAG g), determinado pelo método colorimétrico
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau.

O teor de fendis totais dos extratos da casca foram superiores aos valores
obtidos para os extratos do lenho. Isso é de se esperar, sendo que a casca exerce
maior interacdo com o0 meio externo, onde os compostos fendlicos atuam como

protetores a radiacao ultravioleta e defesa contra patégenos (PERES, 2004).
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Tabela 6 — Quantificacdo dos fendis totais nos extratos secos da casca e do lenho da espécie P.
leptostachyum.

Extrato Absorbancia Média mg EAG g
1,480
Metanol 1,484 1,484 1+805’552573
1,488 -
1,368
Lenho Etanol 1,326 1,341 1+636’075397
1,330 -
0,633
Acetona 0,625 0,637 74,105 +0,843
0,655
1,800
Metanol 1,812 1,798 2+216680608
1,782 -
1,604
Casca Etanol 1,648 1,643 2+O46’748704
1,676 -
1,507
Acetona 1,501 1,494 1+826’388678
1,473 -
1,8
1,6 +
1,4
1,2
w 1,0
2 y = 0,0076x + 0,0738
0,8 R?=0,9812
0,6
0,4
0,2
0,0 &
0 50 100 150 200 250

Acido Galico (ppm)

Figura 12 — Curva padréo do acido galico em 760 nm.

O teor determinados de fendis totais nos extratos apresentou maior
guantidade na casca. O extrato metandlico, em todas as amostras analisadas,
apresentou maior teor de compostos fenolicos. O maior poder de extragcdo do
metanol para os compostos fendlicos pode ser justificado em funcdo da sua

polaridade média, semelhante a dos compostos fendlicos. O efeito da polaridade dos
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solventes extratores pode ser observado na ordem decrescente do percentual de

fendis totais conforme os resultados apresentados.

4.2.3 Quantificagdo de Flavonoides Totais da Casca e do Lenho

Os teores de flavonoides nas amostras da casca e do lenho apresentaram

valores inferiores aos quantificados para os fendis totais (Tabela 7) como previsto,

pois na quantificagdo de fendis totais também s&o inclusos os flavonoides. A casca

apresentou os maiores teores, exceto o teor médio do extrato metandlico que

apresentou 3,255 mg EQCT g, inferior ao teor médio extrato metandlico do lenho.

Tabela 7 — Quantificacéo dos flavonoides totais nos extratos secos da casca e do lenho da espécie P.

leptostachyum.

Extrato

Absorbancia

Meédia

mg EQCT g™*

Metanol

Lenho Etanol

Acetona

0,083
0,079
0,079
0,097
0,104
0,077
0,053
0,051
0,055

0,080

0,093

0,053

21,438 +0,482

26,953 +£3,259

17,651 +0,465

Metanol

Casca Etanol

Acetona

0,084
0,081
0,080
0,088
0,075
0,074
0,073
0,072
0,074

0,082

0,079

0,073

24,395 +0,484

23,698 +1,817

19,979 +0,209

52



1,6
1,4
1,2

1,0

Abs

0,8
y =0,0048x - 0,0229

0,6 R2 = 0,998

0,4

0,2

0,0 &

o

50 100 150 200 250 300 350
Quercetina (ppm)

Figura 13 — Curva padréo da quercetina em 415 nm.

4.2.4 Determinacdo da Area Foliar

Os valores das areas foliares dos 3 lotes, estdo descritos na tabela 8, pag. 54.
Para efeito do célculo do rendimento da cera por unidade de éarea foliar foram
consideradas as faces adaxial e abaxial, portanto, a média da area superficial
representa o dobro da média da area adaxial.

O Lote 1 apresentou &rea adaxial que variou de 12,19 cm? a 51,48 cm?,
apresentando a menor média de area superficial, 50,42 cm? A relacdo de cera
cuticular extraida por unidade de area foliar para este lote apresentou valor de 99,17
Hg cm™. O Lote 2 apresentou area adaxial como o minimo de 15,20 cm? e 0 maximo
de 51,21 cm? originando média de &rea superficial equivalente a 58,06 cm?
resultando em um rendimento de cera cuticular de 101,62 pg cm™.

O Lote 3 apresentou area adaxial com o minimo de 17,29 cm? e 0 maximo de
62,58 cm?, originando média de &area superficial equivalente & 58,70 cm?, resultando
em um rendimento de cera cuticular de 91,99 ug cm™.

53



Tabela 8 - Determinacéo do rendimento da cera cuticular da folha do P. leptostachyum.

Lotes Area Adaxial MédiafAr_e? Cera Cuticular Cera/Area
(cm?) Sl feei el foliar total

L1.1 51,48

L1.2 29,67

tij ;gig 50,42 cm? 5000 pg 99,17 pg cm™

L1.5 20,52

L1.6 12,19

L2.1 15,20

L2.2 27,49

'éj éggi’ 58,06 cm? 5900 ug 101,62 pg cm?

L2.5 30,62

L2.6 29,64

L3.1 62,58

L3.2 26,06

'éj ;g’jg 58,70 cm? 5400 pg 91,99 ug cm™

L3.5 19,87

L.3.6 17,29

Apesar do Lote 3 ter apresentado a maior média de area superficial (58,70
cm?), ndo resultou em maior rendimento de cera cuticular total, 5400 pg. Esta
diferenca pode estar relacionada a perda de massa durante o processo de extracéo
da cera cuticular. A média geral do rendimento da cera cuticular por area foliar foi de
97,59 +5,00 ug cm.

Segundo Mimura et al., (1998) a composicdo quimica e o quantitativo da cera
cuticular pode variar entre grupos taxondmicos, tornado caracteristico de espécies.
Entretanto, fatores ambientais e o estagio de crescimento da planta podem
influenciar na quantidade de cera cuticular (BONDADA et al., 1996; BUSCHHAUS et
al., 2011).
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4.2.5 Estudo Quimico do Extrato Hexanico das Folhas

As folhas (1,424 kg) foram submetidas inicialmente a extracdo em hexano
(aquente) e posteriormente com etanol, utilizando técnica de maceracdo. O extrato
hexanico (18,9654 g) foi adicionado a 70 g de silica gel 60 de 70-230 mesh. A
amostra foi submetida a cromatografia filtrante sob presséo reduzida utilizando 500
mL dos solventes éter de petroleo, diclorometano e etanol em ordem crescente de
polaridade.

ApOs a separacgdo do solvente em evaporador rotativo, sob presséo reduzida,
resultou nas seguintes fracbes: éter de petroleo (FEP = 5,3955 @), diclorometano
(FDM = 8,7608 g) e etanol (FET = 3,1131 g).

Uma amostra da fracédo éter de petréleo (FEP = 4,2711 g) e da diclorometano
(FDM = 7,6948 g) foi submetida ao processo de separacdo em coluna
cromatografica de didametro versus comprimento de 3x60 cm empacotada com 65 ¢
de silica gel 60 de 35-70 mesh. As colunas cromatograficas foram eluidas com
gradiente de polaridade crescente de solventes organicos. Apds sucessivas
cromatografias, a FEP permitiu a obtencédo de 3 misturas codificadas como FEP1-2
(2,5551 g) e FEP3-8 (0,2094q) eluidas com hexano (100%); FEP9-20 (0,0653 @)
eluida com hexano:diclorometano (9:1). A fracgdo FDM permitiu a obtencdo de 5
misturas codificadas como FDM1 (0,0812 g) e FDM11-21 (0,1561 g) eluidas com
hexano (100%); FDM22-34 (0,6748 g) eluida com hexano:diclorometano (9:1);
FDM35-59 (1,6381 g) eluida com hexano:diclorometano (8:2); FDM60-72 (0,3607 g)
eluida com hexano:diclorometano (6:4). As misturas foram comparadas através de
cromatografia de camada delgada (CCD) e submetidas a analise em cromatografia

gas-liquido acoplada ao espectrémetro de massa (Figura 14, Pag. 56).
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FOLHAS
(712 g)

EXTRATO EXTRATOE
HEXANO TANOL
(18,9654 g) (34,3590 g)
FEP FDM FET
(4,2711 g) (7,6948 g) (3,1131 g)

FEP1-2 (2,5551 @)
FEP3-8 (0,2094 g)
FEP9-20 (0,0653 g)

FDM1 (0,0812 g)
FDM11-21 (0,1561 g)
FDM22-32 (0,6748 g)

FDM35-59 (1,6381 g)
FDM60-72 (0,3607 g)

Figura 14 — Fluxograma relativo a purificag&o do extrato hexanico das folhas do P. leptostachyum.

4.2.5.1 — Identificacdo dos Constituintes das Fracdes Diclorometano (FDM)

O resultado das sucessivas colunas cromatogréaficas da fracao diclorometano
das folhas do P. leptostachyum apés as andlises das fracdes obtidas em CCD
originou cinco misturas impuras que foram codificadas por FDM1, FDM11-21,
FDM22-32, FDM35-59 e FDM60-70 (Tabela 9, Pag. 77). As fracbes foram
analisadas em cromatégrafo gas-liquido acoplado a espectrébmetro de massa
(CGL/EM). A andlise dos espectros de massas oriundos dos cromatogramas das
fracbes analisadas permitiu registrar um total de 37 compostos, sendo que 4
compostos nao possiveis de ser identificados.

Os compostos identificados foram classificados em 12 constituintes volateis,
seis ésteres, 6 hidrocarboneto de cadeia longa, 2 aldeidos, 3 triterpenos
pentaciclicos, 2 esteroides, 1 acido insaturado e um composto da classe do

tocoferol.
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4.2.5.1.1 — Identificacdo dos Constituintes da Fracdo FDM1

A analise realizada em CGL/EM da fracdo FDM1 permitiu o registro do
cromatograma com 15 compostos, sendo possivel identificar 100% dos constituintes
(Figura 16). Os compostos identificados foram classificados como: 10 6leos

essenciais e 5 hidrocarbonetos de cadeia longa.
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Figura 15 — Cromatograma da fracdo FDM1.

O espectro obtido da fracdo FDM1 na regido do infravermelho (Figura 16,
Pag. 58) registrou bandas na regido de estiramento sp® C — H simétrico e
assimétrico dos grupos metila (CH3) e metileno (CH,): banda em 2954 e 2848 cm™
relativas ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo C — H do grupo metileno
(CH,), respectivamente, e banda em 2915 cm™ relativa ao estiramento assimétrico

do grupo metila (CHs).
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Figura 16 — Espectro na regido do infravermelho da fracdo FDM1.

Duas bandas em 1462 a 1377 cm™, caracteristicas de deformacéo angular
dos grupos metileno (CH,) e metila (CH3), respectivamente. Além desses sinais,
apresentou também sinais em 729 e 719 cm™caracteristico do grupo metileno (CH,),
associado a cadeia longa de hidrocarboneto com quatro ou mais grupos metilenos.

A andlise dos espectros de massas registrados, conforme o cromatograma da
fracdo FDML1 possibilitou identificar 10 compostos classificados como 6leo essencial,
sendo o B-silineno (4,18%) o constituinte principal entre os 6leos essenciais (Tabela
9, P4g. 77). Os demais compostos identificados foram alcanos de cadeia longa
linear, representando 86,90% dos constituintes identificados. Entre o0s
hidrocabonetos lineares o nonacosano (C29) foi o principal constituinte, com
58,45%, seguido do pentacosano (C25) com 13,62% e o hentriacontano (C31) com
11,27%.

A analise do espectro de massa do nonacosano (Figura 17, Pag. 59) revelou
fragmento ion molecular M'= 408 m/z, seguido do fragmento m/z =393,
representando M* - (CHs), perda da metila (-CHs) terminal da cadeia carbonica. Além
desses ions, apresentou ion base m/z = 57, equivalente ao fragmento (C4Ho)".

A analise do espectro de massa do pentacosano (Figura 18, Pag. 59), néo foi
observado o ion molecular M* = 352 m/z, apresentando um fon M*- 1, no entanto a
fragmentacdo apresentou caracteristicas de hidrocarbonetos lineares, revelando o

fon base m/z = 57, equivalente ao fragmento (C4Ho)".
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O espectro de massa do hentriacontano (Figura 19) foi observado o ion
molecular M* = 436 m/z. O préximo fragmento analisado representa o ion m/z = 393,
representando o fragmento relativo & perda M* - (CzH;). Conforme a analise, os
fragmentos m/z = 422 e m/z = 408, nao estdo de acordo com a fragmentacdo do

hentriacontano.
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Figura 17 — Espectro de massa do nonacosano (C29).
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Figura 18 — Espectro de massa do pentacosano (C25).
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Figura 19 — Espectro de massa do hentriacontano (C31).
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4.2.5.1.2 — Identificagcdo dos Constituintes da Fracdo FDM11-21

A fracdo FDM11-21 apresentou um cromatograma registrando 10 compostos
(Figura 20), sendo possivel a identificacdo de 100% dos constituintes com registro
dos seus espectros de massas (Tabela 9, Pag.77). Os compostos identificados
foram classificados nas seguintes fungdes: 5 ésteres, 2 hidrocarbonetos, 2 aldeidos
e um acido organico.
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Figura 20 — Cromatograma da fracdo FDM11-21.

O espectro na regidao do infravermelho da mistura FDM11-21 apresentou
bandas tipica de estiramento da ligacdo sp® C — H, assimétrico e simétrico dos
grupos metila (CHs) e metileno (CH,): banda em 2916 e 2849 cm™ (Figura 21, PAg.
61). Banda relativa ao estiramento do grupo carbonila na regido de 1738 cm™. Este
sinal é tipico de carbonila de éster, contudo, aldeidos também podem absorver nesta
regido. Duas bandas em 1462 e 1376 cm™ caracteristicas da deformacéo angular
dos grupos metileno (CH,) e metila (CHj3), respectivamente. Além desses sinais,
duas bandas, sendo uma de intensidade média e outra de baixa intensidade na

regido de 1171 a 1012 cm™ caracteristicas de estiramento C — O tipicas de ésteres.
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Figura 21 — Espectro na regido do infravermelho da fragdo FDM11-21.

A andlise dos espectros de massa registradas de acordo com o
Cromatograma, permitiu identificar dois aldeidos: tetradecanal (C14) com 1,83% e
octadecal (C18) com 6,03%. Outros constituintes foram identificados, dentre eles, 5
ésteres, sendo os mais abundantes o hexadecanoato de metila com 7,71%, o
haxadecanoato de etila com 11,61%%, o hexadecanoato de ciclohexila com 48,47%
e um hidrocarboneto ramificado (1-metilexil)-cicloexano com 11,99%.

A andlise dos espectros de massas do tetradecanal (Figura 22, Pag. 62) e do
octadecanal (Figura 23, Pag. 62) ndo revelou o ion molecular M* = 212 m/z e M* =
268 m/z, respectivamente. A comparacgao visual com espectro publicado no banco
do NIST (2010) apresentou semelhanca na fragmentacéo, inclusive a auséncia do
M*. Conforme Vieira et al., (2012) os aldeidos de cadeias longas apresentam como

caracteristicas os fragmentos de origem m/z = 29, 43, 57, 71 como dominantes.

O espectro de massa do hexadecanoato de metila (Figura 24, Pag. 62)
apresentou pico do ion molecular M* = 270 m/z e fragmento tipo McLafferty
originando pico base em m/z = 74. Outro pico de alta intensidade corresponde a m/z

= 87, relativo ao fragmento C4H;0O..

O espectro de massa do hexadecanoato de etila ndo apresentou registro do
fon molecular M* = 284 m/z (Figura 25, Pag. 63). O espectro revelou fragmento base
tipo McLafferty m/z = 88, contemplando o radical etila neste fragmento. Outros
fragmentos foram observados como derivado da perda do grupo etila [M*- (C,Hs)
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255], propila [M*- (C3H;) m/z = 241], nonila [M*- (CgH1g) m/z =
fragmento m/z = 101 relativo ao ion (CsHgO5).

m/z =
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Figura 22 — Espectro de massa do tetradecanal.
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Figura 23 — Espectro de massa do octadecanal.
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Figura 24 — Espectro de massa do hexadecanoato de metila.
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Figura 25 — Espectro de massa do hexadecanoato de etila.

O éster de maior concentracdo, o hexadecanoato de ciclohexila ndo registrou
M* = 338 m/z (Figura 26). A proposta da andlise do CGL/EM mostrou probabilidade
de exatiddo de 86%, ndo sendo possivel a comparacdo do espectro de massa
registrado com o banco de dados do NIST (2010).

A analise do espectro de massa permitiu identificar o ion m/z = 309 oriundo da
fragmentacdo do M* - 29, relativo a perda do ion C,Hs, o fragmento m/z = 239, pode
ser justificado pela perda do fragmento C;H;s do ion molecular. O fragmento relativo
ao ion base m/z = 82 pode ser justificado pelo rearranjo de hidrogénio com a

liberag&o do fon (CgH1o)"
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Figura 26 — Espectro de massa do hexadecanoato de ciclohexila.
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4.2.5.1.3 — Identificacdo dos Constituintes da Fragcdo FDM22-34

A fracdo FDM22-34 apresentou cromatograma constituido de 7 compostos
(Figura 27), sendo que 3 compostos nao foram possiveis de identificacdo atraves da
analise dos espectros de massa (Tabela 9, Pag. 77). Os compostos identificados
foram classificados como: éleo essencial, éster, triterpeno pentaciclico e composto
da classe do tocoferol.

O composto da classe dos tocoferdis foi identificado como o a-tocoferol com

25,78% e como constituinte majoritario a lupenona com 35,47%.
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Figura 27 — Cromatograma da fracdo FDM22-34.

O espectro da regido do infravermelho ndo apresentou sinais de estiramento
sp> C — H, como também n&o revelou os sinais caracteristicos de bandas
harmonicas do grupo aromatico (Figura 28, P4g. 65). Conforme Barbosa (2007) nem
sempre 0sS compostos aromaticos apresentam as bandas harménicas que ocorrem
entre 2000 a 1660 cm™. Apesar da mistura conter o a-tocoferol como segundo
composto em maior concentracdo, o espectro de infravermelho n&o revelou o
estiramento sp> C — H, em consonancia com a substituicdo completa do grupo
aromatico do a-tocoferol. O espectro revelou duas bandas relativas ao estiramento
do grupo carbonila, uma em 1735 e outra em 1707 cm™, que podem ser justificada

em virtude da presenca da lupenona e do éster.
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Figura 28 — Espectro na regiéo do infravermelho da fragdo FDM22-34.

O espectro de massa da lupenona (lupen-3-ona) apresentou ion molecular M*

= 424 (Figura 29). Um tipo de fragmentacéo originado por rearranjo de hidrogénio

seguido pelo processo de Retro Diels-Alder (RDA) pode formar o ion base m/z = 218

(C16H26), como também a formacdo do ion m/z = 205 (Ci4H210), este fragmento

contempla a presenca do grupo funcional carbonila (Esquema 5, Pag. 66). O

fragmento m/z = 189 (C,3H;70) pode ser originado do fragmento m/z = 205 pela

perda da metila mais hidrogénio.
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Figura 29 — Espectro de massa da lupenona.
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\ +
T | N
/ T
ol - CH4 @)

m/z = 205 m/z = 189

Esquema 5 — Proposta de fragmentagéo da lupenona (MEBE et al., 1998).

O espectro de massa do a-tocoferol apresentou ion molecular em M*+ 1 =
431 m/z (Figura 30). O tipo de fragmentacdo foi inteiramente compativel com o

registrado no banco NIST (2010), com a excec¢ao do ion molecular.
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Figura 30 — Espectro de massa do a-tocoferol.

A andlise do espectro de massa do a-tocoferol permitiu identificar alguns
fragmentos compativeis com o esqueleto do tocoferol. O espectro apresentou
fragmentos ion base m/z = 165, originado do fon molecular (M* = 430 m/z) que
sofreu fragmentacao através de um rearranjo de hidrogénio seguido de uma quebra

de ligacdo do tipo Retro Diels-Alder no anel pirdnico do tocoferol (CioH1302)"
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(Esquema 6). O fragmento m/z = 205 pode ser originado pela perda da cadeia lateral
do tocoferol originado fragmento (C13H170,)".

alfa-Tocoferol

@)
HO
Rearranjo de Perda da cadeia
Hidrogénio lateral
seguido RDA
+
CH, CH, N
H4C _OH H4C o, “Hs
HO SCH,  HO
CHs, CH;,
m/z = 165 m/z = 205

Esquema 6 — Proposta de fragmentacao do a-tocoferol.

4.2.5.1.4 — Identificagcdo dos Constituintes da Fracdo FDM35-59

A fracdo FDM35-59 apresentou cromatograma com 4 compostos registrados,
sendo possivel a identificacdo de 100% dos constituintes (Figura 31, Pag. 68).
Foram identificados dois 6leos essenciais, o0 espatulenol (3,34%) e o 6xido de
cariofileno (0,62%) e dois triterpenos pentaciclicos: a-amirina (63,13%) e B-amirina
(32,92%) (Tabela 9, Pag. 77).
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Figura 31 — Cromatograma da fracdo FDM35-59.

O espectro na regido do infravermelho da fracdo FDM35-59 apresentou uma

banda arredondada na regi&o de 3276 cm™ tipica de estiramento de hidroxila (Figura

32), que pode ser justificada em funcdo da presencga da a e B-amirina. Apresentou

também sinais de absorcdo tipica de estiramento da ligacdo sp® C — H, assimétrico e
simétrico dos grupos metila (CHs) e metileno (CH,) em 2916 e 2848 cm™,

respectivamente. E duas bandas em 1461 a 1377 cm™ -caracteristicas de

deformacé&o angular dos grupos metileno (CH,) e metila (CHs), respectivamente.
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Figura 32 — Espectro na regido do infravermelho da FDM35-59.
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Os triterpenos pentaciclicos da série oleanano e ursano sédo frequentes nas
espécies do género Protium (Burseraceae) (MARQUES, 2010c). Os esqueletos mais
frequentes sao B-amirina, da série oleanano e o a-amirina, da série ursano. Quando
estes dois compostos estdo presentes em amostras, formando uma mistura binaria,
normalmente a sua propor¢ao relativa é aproximadamente de 1:2, respectivamente,
determinada por método de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, conforme
Marques (2010c).

Os dois triterpenos pentaciclicos identificados, B-amirina com massa de
32,92% e a a-amirina, com 63,13%, apresentaram uma relacao relativa em massa
de 1:2, aproximadamente (Tabela 9, P4g. 77).

A andlise do espectro de massa B-amirina ndo revelou o ion molecular M*=
426 m/z, revelando fragmento m/z = 411, correspondendo a M* - (CHa) (Figura 33).
O espectro apresentou ion base em m/z = 218, caracteristicos dos esqueletos das
séries oleananos e ursanos. Este fragmento (CigHa6)" € originado pelo mecanismo
do tipo Retro Diels-Alder que ocorre no anel C, facilitada em funcao da ligacdo dupla
em C12 e C13 caracteristicas dos compostos a e 3-amirina (Esquema 7, Pag. 71). O
fragmento m/z = 203 (CysH23)" pode ser justificado do ion base, m/z = 218, formado
pela perda do grupo metila (CHs). Entretanto, o fragmento e m/z = 189 (Ci4H21)"
pode ser justificado através da formacédo do fragmento m/z = 207 (C14H230)" de
baixa intensidade nos espectros, originado no processo Retro Diels-Alder, com a

perda de uma molécula de agua.
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Figura 33 — Espectro de massa da 3-amirina.

O espectro de massa da a-amirina apresentou ion molécula M* = 426 m/z
como também o fragmento m/z = 411 (Figura 34, Pag. 70), relativo a perda de metila

(CH3) do ion molecular. O espectro mostrou também o bico base m/z = 218,
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caracteristicos de triterpenos pentaciclicos, bem como os fragmentos m/z = 203 e
m/z = 189 (Esquema 7, Pag. 71).

Os espectros de massa da B-amirina e da a-amirina apresentam uma grande
semelhanca, diferenciando apenas na intensidade dos fragmentos. O espectro de
massa da B-amirina apresenta baixa intensidade dos fragmentos entre 20-175 m/z,
em relagcdo ao espectro de massa da a-amirina. Outra diferenca observada diz
respeito aos fragmentos m/z = 203 e m/z = 189, que no espectro de massa da a-
amirina o fragmento m/z = 189 € mais intenso que o fragmento m/z = 203. Esta
caracteristica € peculiar nos espectro de massa da a-amirina. Esses fragmentos no
espectro de massa da B-amirina ocorrem uma inversao, o fragmento m/z = 203 é

mais intenso do que o fragmento m/z = 189 (TAMAI et al., 1989).
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Figura 34 — Espectro de massa da a-amirina.
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R1 = CH3 e R2 = H - Alfa-amirina
R1 = He R2 = CH3 - Beta-amirina

R2, 30

RDA - CH3

m/z = 218 m/z = 203

Rearranjo de

Hidrogénio e RDA T - HO0
HO” ™

m/z = 207

m/z= 189

Esquema 7 — Proposta de fragmentacao para a a-amirina e 3-amirina.

4.2.5.1.5 — Identificacdo dos Constituintes da Fragdo FDM60-72

A fragdo FDMG60-72 apresentou um cromatograma registrando trés
compostos, onde um deles néo foi possivel de ser identificado (Figura 35, Pag. 72).
Pela analise dos espectros de massa dos compostos registrados, foi possivel
identificar o estigmasterol (8,14%) e vy-sitosterol (83,09%) como o principal

constituinte (Tabela 9, Pag. 77).
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Figura 35 — Cromatograma da fracdo FDM60-72.

O espectro na regido do infravermelho da mistura FDM60-72 permitiu
identificar absorcéo relativa ao estiramento de hidroxila na regido de 3421 cm™
(Figura 36). A mistura apresentou como dois constituintes, o y-sitosterol e o
estigmasterol que justificam a presenca do sinal relativo ao grupo funcional hidroxila.

O sinal em 1710cm™ caracteristico de estiramento do grupo funcional
carbonila pode ser justificado em funcdo da presenca de composto nao identificado

como também em funcéo de compostos nao registrado pelo cromatograma.
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Figura 36 — Espectro na regido do infravermelho da fracdo FDM60-72.
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O espectro de massa registrado do estigmasterol (Figura 37) em comparacao

com o publicado no banco de dados do NIST (2010) mostrou 0 mesmo tipo de

fragmentacao.
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Figura 37 — Espectro de massa do estigmasterol.
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A andlise do espectro de massa do estigmasterol permitiu identificar o ion

molecular M* = 412 m/z. Os fragmentos m/z = 394 e m/z = 379 podem ser relativos a

perda da molécula de agua (H,O) e perda da molécula de agua mais metila (CH3 +

H,O) do ion molecular, respectivamente (Esquema 8, Pag. 75). Os ions m/z = 369,

m/z = 300 e m/z = 271 podem ser originados pela perda da cadeia lateral, CsHz,

CgHis € CioHa1, respectivamente. Outros fragmentos como m/z = 351, m/z = 255 e

m/z = 213 podem ser justificados pela eliminacdo de uma molécula de agua dos ions

m/z = 369, m/z = 271 e m/z = 229 respectivamente.

A analise do espectro de massa do y-sitosterol apresentou jon molecular M*=

414 m/z (Figura 38, Pag. 74). O espectro foi comparado com o banco de dados do

NIST (2010) permitiu confirmar a estrutura pela ocorréncia da semelhanca do tipo de

fragmentacao.
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Figura 34 — Espectro de massa do y-sitosterol.

A andlise do espectro permitiu identificar alguns fragmentos como o ion m/z =
396, m/z = 381 oriundos da perda de uma molécula de agua (M* — H,O) e a perda
agua mais metila [M* — (H,O + CH3)], respectivamente (Esquema 9, Pag. 76). Os
fragmentos ions m/z = 329 e m/z = 271 podem ser justificados pela perda da cadeia
lateral [M*— (CgH13)] € [M" — (C19H21)], respectivamente, contudo n&o foi registrado o
fragmento m/z = 271. Outros fragmentos, como m/z = 255 e m/z = 213, séo
justificados pela perda de uma molécula de agua dos ions m/z = 273 e m/z = 231,

respectivamente.
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Esquema 8 — Proposta de fragmentacdo do estigmasterol.
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Gama-Sitosterol
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Esquema 9 — Proposta de fragmentacado do y- sitosterol.
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Tabela 9 — Constituintes quimicos das fracdes diclorometano (FDM) do extrato hexanico das
folhas do P. leptostachyum.

Amostras (%)

Ord Constituintes ('I;:R;.) I.K. FDM | FDM | FDM | FDM | FDM
1 11-21 | 22-34 | 35-59 | 60-62
1 a-Copaeno 10,774 1376 1,07 * * * *
2  E-Cariofileno 11,852 1419 1,28 * * * *
3 a-Guaieno 12,276 1439 1,31 * * * *
4  a-Humuleno 12,674 1454 0,56 * * * *
5 vy-Muuroleno 13,207 1479 0,36 * * * *
6 B-Silineno 13,473 1490 4,18 * * * *
7 a-Silineno 13,681 1498 0,69 * * * *
8 a-Muuroleno 13,779 1500 0,40 * * * *
9 vy-Cadineno 14,122 1513 0,85 * * * *
10 &-Cadineno 14,331 1523 2,40 * * * *
11 Espatulenol 15,656 1578 * * * 3,34 *
12 Oxido de Cariofileno 15,790 1583 * * 19,73 0,62 *
13 Tetradecanal 16,352 1612 * 1,83 * * *
14 Nao ldentificado * * * 556 * *
15 Octadecanal 18,658 * * 6,03 * * *
16 Hexadecanoato de 23138 . 771 . * *
metila ' '
17 Helxadecanoato de 24 49 . « 1161 * * *
etila ' '
18 Octadecanoato de 27 035 . « 189 * . *
metila ' '
19 Octadecanoato de 28 260 . « 310 * . *
etila ' '
20 Hexadecanoato de 31 477 . x 4847 N . *
ciclohexila ' '
21 Nao identificado 34,275 * * * 0,93 * *
22 Acio_lo octadec-9- 34 315 . x 987 . * *
€enoico ’ ’
23 Octadecatrl-_9,12, 15- 34.418 . . x 143 * .
enoato de etila
24 (1-Metildecil)- 34715 . x 1199 * . .
cicloexano ' '
25 Nao identificado 39,159 * * * * * 8,77
26 Pentacosano (C25) 39,330 * 13,62 * * * *
27 Heptacosano (C27) 40,605 * 1,29 * * * *
28 Nonacosano (C29) 41,640 * 58,45 4,49 * * *
29 a-Tocoferol 42,152 * * * 25,78 * *
30 Triacontano (C30) 42,645 * 227 * * * *
31 Estigmasterol 43,746 * * * * * 8,14
32 Hentriacontano(C31) 43,835 * 11,27 * * *
33 v-Sitosterol 44 555 * * * * * 83,09
34 Nao identificado 44 771 * * * 11,10 * *
35 B-Amerina 45,145 * * * * 32,92 *
36 Lupenona 45,461 * * * 35,47 * *
37 o-Amirina 45,862 * * * * 63,13 *

Total Identificados em Massa (%)

| 100 | 100 | 82,41 100 | 91,23

T.R. = Tempo de retencéo; I.K. = indice de Kovats segundo Adans (2007); * = N&o determinado.
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4.2.5.2 — |dentificacdo dos Constituintes das Fracdes Eter de Petréleo (FEP)

Apoés sucessivas colunas cromatograficas da fracdo éter de petrdleo (FEP)
das folhas do P. leptostachyum e as analises das fra¢des obtidas por CCD, foram
originadas trés misturas impuras que foram codificadas por FEP1-2, FEP3-8 e FEP9-
20 (Tabela 10, Pag. 85).

As fracbes foram analisadas em cromatografo gas-liquido acoplado a
espectrometro de massa (CGL/EM). A andlise dos espectros de massa oriundos dos
cromatogramas das fragOes analisadas permitiu registrar um total de 29 compostos,
sendo que 13 nado foram identificados. A analise dos espectros de massa permitiu
identificar 8 compostos volateis monos e sesquiterpenos, 4 triterpenos pentaciclicos,
1 aldeido, 1 éster, 1 hidrocarboneto e 1 composto da classe dos tocoferdis (a-

tocoferol).

4.2.5.2.1 — Identificacdo dos Constituintes da Fracdo FEP1-2

O cromatograma da fragdo FEP1-2 registrou um total de 11 compostos, sendo
que, 10 compostos foram identificados com 92,17% em massa dos constituintes
registrados (Figura 39, Pag. 79). Foram identificados 5 compostos volateis, sendo o
oxido de cariofileno o constituinte em maior concentracdo (34,57%) entre eles, 1
aldeido: pentadecanal (1,89%), 3 triterpenos: B-amirina (1,76%), lupenona (6,42%) e
friedooleanan-3-ona (3,53) e o a-tocoferol (37,92%), sendo este 0 mais abundante
na fracao.

O cromatograma da fracdo FEP1-2 registrou apenas o triterpeno B-amirina,
em desacordo com os resultados demonstrados anteriormente na fragdo FDM, no
qual foi identificada a presenga da mistura binaria (a e B-amirina). Entretanto na

fracdo FEP9-20 foi também observada a presenca da mistura binaria.
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Figura 39 — Cromatograma da fracdo FEP1-2.

O espectro do infravermelho revelou absorcdo na regigo de 1736 cm™ relativo
ao grupo funcional carbonila que pode ser relacionado a presenca da lupenona e do

friedooleanan-3-ona (Figura 40).
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Figura 40 — Espectro na regido do infravermelho da fracdo FEP1-2

O espectro de massa registrado do a-tocoferol (Figura 41, P4g. 80), revelou
fon molecular M = 430 m/z, diferentemente do registrado na amostra FDM 22-34. A
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vitamina E (a-tocoferol) e o friedooleanan-3-ona foram identificados em todas as

fracOes de éter de petroleo do extrato hexanico da folha (FEP) do P. leptostachyum.
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Figura 41 — Espectro de massa do o-tocoferol.

A analise do espectro de massa do friedelina ou friedooleanan-3-ona
apresentou o ion molecular em M* = 426 m/z (Figura 42, Pag. 81). Uma comparacao
visual com o espectro de massa registrado pelo banco do NIST (2010) mostrou-se
compativel com o espectro da friedooleanan-3-ona. O tipo de fragmentacao
caracteristico de triterpeno pode justificar os fragmentos, como o m/z = 109 (C;Hy0)
contendo o grupo carbonila. Uma fragmentacédo originada através de rearranjo de
hidrogénio e, em seguida, uma quebra do tipo de Retro Diels-Alder, caracteristica

dos triterpenos, pode justificar a formacao do fragmento m/z = 205 (CysH2s).
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Figura 42 — Espectro de massa do friedooleanan-3-ona (Friedelina).

Friedooleanan-3-ona (Friedelina)

23
Figura 43 — Estrutura do friedooleanan-3-ona (friedelina).

4.2.5.2.2 — Identificacdo dos Constituintes da Fracdo FEP3-8

O cromatograma da fracdo FEP3-8 registrou um total de 11 compostos, sendo
que 2 nao foram possiveis de serem identificados, totalizando 87,35% em massa
dos constituintes registrados (Figura 44, P4g. 82). Foi identificado o a-tocoferol
(38,95%), como o mais abundante na fracdo, 4 compostos volateis, sendo o oxido
de cariofileno o segundo constituinte em maior concentragdo (24,44%), um aldeido:
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pentadecanal (2,35%), um hidrocarboneto: hentriacotano (1,85%) e 2 triterpenos:
lupenona (8,07%) e friedooleanan-3-ona (3,50%) (Tabela 10, Pag 85).
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Figura 44 — Cromatograma da fracdo FEP3-8.

A andlise da fracdo FEP3-8 permitiu registrar um composto com tempo de
retencdo 28,256 minutos com 11,24% em massa, que ndo foi possivel ser
identificado (Figura 45, Pag. 83). Conforme a andlise do banco de dados do
equipamento foi sugerido o decalino. A comparacdo com o espectro de massa do
decalino do banco de dados do NIST (2010) ndo foi compativel apresentando

divergéncias significativas.
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Figura 45 — Espectro de massa do composto néo identificado (11% - decalino M* = 138 m/z, ion base
néo confirma).

4.2.5.2.3 — Identificacdo dos Constituintes da Fracdo FEP9-20

O cromatograma da fracdo FEP9-20 registrou um total de 23 compostos,
sendo a fragdo que apresentou o maior numero (47,8 %) de compostos né&o
identificados (Figura 46, Pag. 84). Foram identificadosé compostos volateis, sendo o
oxido de cariofileno (32,30%) o composto mais abundante na fracao; 4 triterpenos:
lupenona (8,06%), B-amirina (1,72%), a-amirina (2,59%) e friedooleanan-3-ona
(1,03%), um éster aromético: fitalato de bi-(2-etilhexil) (1,26%) e o a-tocoferol
(1,40%).
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Tabela 10 — Constituintes quimicos das frac8es éter de petrdleo (FEP) do extrato hexanico das folhas
do P. leptostachyum.

Amostras (%)

Ord Compostos (L'iF;') l.K. FEP FEP FEP
1-2 3-8 9-20
1 1,2-Dimetilbenzeno 4.432 * 1,39 * *
2 Carvacrol 18.158 1299 * * 1,11
3 epi-Cubebol 24.640 1494 * * 1,44
4 0-Candineno 25.494 1523 1,24 2,11 2,23
5 N&o identificado 26.205 * * * 1,10
6 Nerolidol 26,749 1532 1,63 2,37 9,13
7 Oxido Cariofileno 27.454 1583 34,51 24,44 32,30
8 Nao identificado 28.159 * 7,83 * 7,63
9 y-Cadino-1,4-dieno 28.256 1534 1,87 * 1,70
10  Na&o identificado 28.256 * * 11,24 *
11 Nao identificado 28.282 * * * 3,37
12  Na&o identificado 28,631 * * * 1,75
13  Nao identificado 29.485 * * 1,41 *
14  Jatamol A 29.860 * * 1,35 *
15 Pentadecanal 30.811 1,89 2,35 *
16  Na&o identificado 33.353 * * * 1,19
17  Fitalato de bi-(2-etilhexil) 49.673 * * * 1,26
18 Na&o identificado 56.491 * * * 1,02
19  Nao identificado 57.992 * * * 1,32
20  Hentriacontano (C31) 59.687 * * 1,85 *
21  a-Tocoferol 60.651 37,92 38,95 1,40
22  Nao identificado 63.128 * * * 1,20
23 B-Amirina 65.871 * 1,76 * 1,72
24  a-Amirina 66,628 * * * 2,59
25  Lupenona 67.385 * 6,42 8,07 8,06
26  Nao identificado 68,251 * * * 6,80
27  Nao identificado 68.594 * * * 2,45
28 Nao identificado 69.991 * * * 1,03
29 Friedooleanan-3-ona 73.374 * 3,53 3,50 1,03
Total de Compostos Identificados (%) 92,17 87,35 71,14

T.R. = Tempo de retencdo; I.K. = indice de Kovats segundo Adans (2007); * = N&o determinado.

85



4.3 Atividade microbiolégica

As atividades microbiolégicas foram realizadas com as amostras oriundas do
extrato hexanico das folhas: FEP, FDM e FET, do extrato hexanico e etandlico da
casca e extrato etanolico do lenho da espécie P. leptostachyum e do éleo essencial
da resina da espécie P. hebetatum contra 4 microrganismos responsaveis por
infeccbes na pele, urinarias, gastrointestinais, respiratorias, hospitalares, e que

frequentemente adquirem resisténcias aos antibiéticos (Tabela 11).

Tabela 11 — Atividade microbiolégica dos extratos do P. leptostachyum e do éleo essencial da resina
do P. hebetatum frente as bactérias Escherichia coli (EC); Klebsiella pneumoniae (KP);
Staphylococcus aureus (SA); Streptococcus pneumoniae (SP).

Amostras EC (mm) KP (mm) SA (mm) SP (mm)
FEP nd nd nd 8,67 £ 0,58
Folha P. FDM nd nd nd nd
leptostachyum
FET nd nd nd nd
Casca P. Ext. Hexano nd nd nd nd
leptostachyum Ext. Etanol nd nd nd 1%652 *
Lenho P. 13,00 + 12,33 +
leptostachyum Ext. Etanol nd nd 2,65 4,73
Resina Oleo 7 67+280 850+071 nd nd

P. hebetatum essencial

FEP = Fracéo éter de petréleo do extrato hexanico; FDM = Fracao diclorometano do extrato hexanico;
FET = Fracao etandlica do extrato hexanico; nd = Nao detectével.

A andlise microbioldgica da fracdo éter de petréleo (FEP) do extrato hexanico
das folhas do P. leptostachyum, apresentou atividade microbiolégica somente para a
bactéria gram-positiva Streptococcus pneumoniae, com halo de inibicdo de 8,67
+0,58 mm. As amostras FDM e FET n&o apresentaram halo de inibicdo de
crescimento. A atividade bactericida da amostra FEP pode estar relacionada com a
presenca dos constituintes majoritarios como o 6xido de cariofileno e o a-tocoferol,
assim como, os triterpenos contidos em menor propor¢gado na amostra ativa.

A amostra de extrato etandlico da casca apresentou atividade microbioldgica

somente para a bactéria gram-positiva Streptococcus pneumoniae, com halo de
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inibicdo de 11,67 +0,58 mm. A amostra de extrato etandlico da lenho apresentou
atividade microbiolégica para as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae, com halo de inibicdo de 13,00 +2,65 mm e de 12,33
+4,73 mm, respectivamente. Esses resultados podem ser justificados pela presenca
dos metabdlitos secundérios, alcaloides, flavonoides, triterpenos e taninos, que
possuem atividade microbiolégica comprovada (COWAN, 1999; CUNHA, 2005;
RESCHKE et al., 2007).

O oleo essencial da resina do P. hebetatum apresentou atividade bactericida
somente para as bactérias gram-negativas: Escherichia coli (EC) e Klebsiella
pneumonia (KP). A composicdo quimica do 6leo essencial apresentou uma variagao
de 28 constituintes, sendo o a-filandreno, E-cariofiieno e o D-germacreno os
constituintes que apresentaram a maior concentracao relativa.

Marques (2010c) avaliou a atividade microbiana do 6leo essencial da resina
do Protium hebetatum, o qual apresentou atividade antimicrobiana frente as
bactérias Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; Staphylococcus aureus, nao
coincidindo com todos os resultados obtidos. Pesquisas demostram que inGmeros
fatores influenciam na composicdo e no quantitativo dos Oleos essenciais, e
consequentemente podem influenciar nas suas atividades biolégicas. Entre estes
fatores destacam-se a maturidade da planta, horario de coleta, sazonalidade e
recurso hidrico (MORAIS, 2009; OLIVEIRA et al., 2012).
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5 CONCLUSAO

O estudo do 6leo essencial da resina do P. hebetatum apresentou um total de
28 constituintes correspondido a 77,620% de massa relativa. Os principais
constituintes principais foram o a-filandreno (17,363%), E-cariofileno (11,160%) e D-
germacreno (10,242%).

A prospeccgdo qualitativa dos extratos etanodlicos da casca e do lenho do P.
leptostachyum apresentou resultados positivos para os metabdlitos: taninos
hidrolisaveis, acidos orgéanicos livres, agucares redutores, glicosideos cardiotdnicos,
triterpenos, flavonoides, saponinas e alcaloides.

A analise guantitativa de fendis totais dos extratos metandlico, etandlico e
acetbnico da lenho e da casca do P. leptostachyum apresentou teores elevados de
fenois totais, sendo o extrato metandlico com o maior poder de extracdo com
185,553 e 226,868 mg EAG g, respectivamente, tendo na casca o maior teor de
fenodis totais. A quantificacdo de flavonoides no lenho e na casca do P.
leptostachyum realizada com os mesmo extrativos, apresentou teor de flavonoides
semelhantes para os extratos metandlico e etandlico, correspondendo para o lenho
21,439 e 26,953 mg EQCT g*, e para a casa 24,395 e 23,698 mg EQCT g™
respectivamente.

O guantitativo de cera cuticular por area foliar total corresponde a 97,58 ug
cm?. A andlise em CGL/EM da cera cuticular das folhas do P. leptostachyum
apresentou 19 compostos volateis, 3 aldeidos de cadeia longa: tetradecanal (C14),
pentadecanal (C15) e octadecanal (C18), 5 hidrocarbonetos de cadeias longas:
Pentacosano (C25), heptacosano (C27), nonacosano (C29), triacontano (C30),
hentriacontano (C31) e (1-metildecil)-cicloexano, 2 ésteres metilicos: hexadecanoato
(C16), octadecanoato (C18), 3 ésteres etilicos: hexadecanoato (C16), octadecanoato
(C18) e octadec-9,12,15-enocato (C18:9,12,15), 2 ésteres de cadeia mista:
octadecanoato de ciclohexila e o ftalato de bi(2-metiletil) e um acido octadecen-9-
oico. Além desses constituintes, foram também identificados triterpenos
pentaciclicos: B-amirina, a-amirina, lupenona, friedooleanan-3-ona, 2 esteroides o

estigmasterol e y-sitosterol e um composto da classe dos tocoferéis: a-tocoferol.
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A amostra de extrato etandlico da casca apresentou atividade microbioldgica
somente para a bactéria gram-positiva Streptococcus pneumoniae. A amostra de
extrato etandlico da lenho apresentou atividade microbiolégica para as bactérias
gram-positivas Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae. O 0Oleo
essencial da resina do P. hebetatum apresentou atividade bactericida somente para
as bactérias gram-negativas: Escherichia coli e Klebsiella pneumonia.

Este € o primeiro estudo fitoquimico na literatura sobre a espécie Protium
leptostachyum, contribuindo para ampliagdo do conhecimento cientifico sobre o
género Protium, no qual, a mesma apresentou quantidades expressivas de
compostos fendlicos, sendo base para futuras pesquisas, complementando este
estudo, com isolamento, identificacdo de outros compostos e avaliacdo de suas

aplicacoes.
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