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RESUMO

Palavras-chave: Protium tenuifolium; Manilkara huberi; Estudo fitoquimico

Protium (Burseraceae) e Manilkara (Sapotaceae) ocorrem na Amazbnia e
apresentam importancia econémica no setor madeireiro, além do potencial biologico
dos seus metabdlitos secundarios. Considerando a escassez de estudos em
residuos madeireiros e florestais desses géneros, neste trabalho foi avaliado do
ponto de vista quimico, residuos florestais e madeireiros de Protium tenuifolium e
Manilkara huberi. Assim, o estudo fitoquimico do extrato metandlico dos residuos
madeireiros de Manilkara huberi conduziu ao isolamento do p-hidroxibenzaldeido e
de uma nova saponina triterpénica identificada como 28,33,68,28-tetra-hidroxi-olean-
12-en-23-o0ico éster 23-O-a-L-ramnosepiranosil. No extrato hexanico de residuos
florestais (galhos) de Protium tenuifolium foram identificadas misturas de triterpenos
(a e B- amirina) e de esteroides (B-sitosterol e estigmasterol). O estudo do extrato
metandlico desta espécie resultou no isolamento de policetideos inéditos na familia
Burseraceae, conhecidos como integracina A e Integracina B. A identificacdo das
substancias foram baseadas nos espectros de RMN uni e bidimensional. Os
constituintes volateis das cascas de P. tenuifolium foram obtidos por hidrodestilacéo
e avaliados por CG/DIC e CG/EM. Na composi¢cdo predominou 0s monoterpenos
limoneno (56,17%), a-felandreno (16,22%) e p-cimeno (10,52%). O presente estudo
contribuiu de maneira significante para o conhecimento quimico das espécies
amazonicas, agregando valor comercial, cientifico e biologico aos residuos

madeireiros e florestais.



ABSTRACT

Key words: Protium tenuifolium; Manilkara huberi; phytochemical study

Protium (Burseraceae) and Manilkara (Sapotaceae) occur in the Amazon and show
economic importance in the timber industry beyond the biological potential of its
secondary metabolites. Considering the scarcity of studies on wood and forest
residues of these genus, this study was evaluated from the chemical point of view,
forest and wood residues of Protium tenuifolium and Manilkara huberi. Thus, the
phytochemical study of the methanol extract of wood residues from Manilkara huberi
led to the isolation of p-hydroxybenzaldehyde) and a new saponin triterpen identified
as 2B, 3P, 6B, 28-tetrahydroxy-olean-12-en-23-oic ester 23-O-a-L-ramnosepyranosyl.
In the hexane, extract of forest residues (branches) from Protium tenuifolium were
identified the mixture a and B-amyrin (triterpenes) B-sitosterol and stigmasterol
(steroids). The study of the methanol extract of this species resulted in the isolation
of the unpublished polyketides in the Burseraceae family; known as integracin A and
B. Identification of compound were based in NMR spectra uni and two-dimensional.
The volatile constituents of the bark of P. tenuifolium were evaluated, the essential oil
obtained by hydrodistillation and the chemical constituents analyzed by GC/FID and
GC/MS. In the composition predominated the monoterpenes limonene (56.17%), a-
phellandrene (16.22%) and p-cymene (10.52%). This study contributed significant to
the chemical knowledge of Amazonian species studied, aggregating commercial,

scientific and biological value to compounds identified in wood and forest residues.
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1.INTRODUCAO
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1.1. Biodiversidade e classificacdo das espécies madeireiras

Segundo o0 ministério do meio ambiente (MMA, 2000), a biodiversidade é a
variabilidade de organismos vivos e suas espécies, provenientes de todas as
origens, sejam elas de ecossistemas terrestres, aéreos ou aquaticos. Esse conceito
deixa evidente que a quantidade de espécies, area territorial e tipo de habitat irdo
influenciar na determinacéo da dimensao da biodiversidade. O Brasil ocupa quase a
metade da América do Sul e abriga a maior biodiversidade do planeta (MMA, 2012)
gue se distribui entre diversos biomas, dentre eles a Amazoénia.

A Amazbnia estd presente em nove paises. A Amazobnia brasileira abrange
cerca de 4 milhdes de Km? e nove estados (SECOM, 2012). Diversas riquezas
naturais com importancia econdmica e cientifica estdo inseridas nesse territorio,
sendo esta regido a maior produtora de madeira tropical no mundo (OIMT, 2010).

Segundo o sistema APG Ill, do reino plantae, as arvores produtoras de
madeira (folhosas) sdo da divisdo das Espermatdfitas (com sementes),
Fanerégamas (com flores) e Tracheophyta (vasculares). Subdivididas em
Gimnospermas (sem frutos) e Angiospermas (com frutos) e sao classificadas em
Dicotyledoneae e Monocotyledoneae (MOBOT, 2014) (Esquema. 1). As
angiospermas possuem 0 maior numero de espécies (250.000) e no Brasil podem

chegara 45.000 (Lewinsohn e Prado, 2002).

Gimnospermas — Coniferas

Faner6gamas

Monocotiled6éneas

Angiospermas /
\ Dicotiledéneas
(folhosas)

E2quavteal @ir@lassifecag@bduianica das folhosas
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Traque%C3%B3fito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dicotiled%C3%B3nea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Monocotiled%C3%B3nea

A madeira é um produto das arvores, segundo Klock e Muniz (1998) dentre
as substancias principais que a formam estdo os polimeros de celulose (glicoses),
hemicelulose (pentoses e hexoses), ligninas (precursores basicos: &lcoois p-

cumarico, sinapilico e coniferilico) e os metabdlitos secundarios. (Figura 1)

sCH, OH SCH, OH sCH, OH
SHLOH
X o o 0, COH
/OH ™ a0t o] s OH 1 O s OH !
OHJ_T l“ L B(1-4) : 2 BQ1-4) o
OH
OH H H
OH OH OH
glicose celulose
—_
CH,OH CHLoll l
CH i
(8} CH
nco” =7 oo,
OH OH
Abcool pecumarnie
Alcool sinapilico
CHL,OH
CH
CH
007

ol — lignina

Alcool conferilico

Figura 1. Principais constituintes da madeira e percussores na formacao de
ligninas

A anatomia de uma arvore examinada de fora para dentro tem as seguintes
camadas: casca exterior (seca e totalmente inerte), floema ou casca interior
(principal funcdo transportar seiva elaborada), cambium (pelicula que produz o
crescimento diametral do tronco) e xilema (divide-se em medula, alburno e cerne)

(Burger e Richter 1991) (Figura 2).
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MEDULA

XILEMA CERNE

ALBURNO.

CASCA
EXTERIOR

ALBURNO CAMBIUM FLOEMA

Fonte: Gonzaga, 2006
Figura 2. Desenho esquematico da anatomia do tronco de uma folhosa

Segundo Burger e Richter (1991) outras caracteristicas anatdbmicas de
algumas folhosas séo as estruturas secretoras de niveis celulares ou intercelulares
gue contém 6leos, gomas, ceras, balsamos, taninos e resinas. As estruturas
secretoras incluem os canais resiniferos e laticiferos que estdo em varias partes
vegetativas e sao responsaveis pela producdo de um grande nimero de substancias
gue desempenham diferentes funcdes (Esau, 1985). As caracteristicas anatdmicas

sdo fundamentais na identificagdo de uma espécie.
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1.3. Identificacdo anatébmica de madeiras

Na definicdo da espécie de uma arvore é de fundamental importancia a
identificacdo boténica, onde os 6rgaos reprodutivos (flores e frutos) e as
caracteristicas morfolégicas (cascas, folhas e etc) sdo analisados (Burger e Richter,
1991). Nem sempre é possivel ter o material reprodutivo disposto facilmente, devido
ao periodo especifico de floracdo e frutificacdo serem especificos e até mesmo
demorado, dependendo da espécie.

Outra forma de identificacdo € a analise anatdbmica, onde sdo empregadas as
técnicas macroscépicas e microscopicas. Na identificacdo sdo observadas vérias
caracteristicas dos tecidos e células. Os principais elementos a serem observados
sdo o parénquima axial (células de forma retangular e paredes normalmente finas
que tem como funcdo o armazenamento de nutrientes), vasos (conjunto de células
que forma uma estrutura tubiforme com funcdo de conducado de liquidos) e o raio
(faixas horizontais formadas por células com a funcdo de armazenamento de
nutrientes) (Figura 3). A partir dessas observagbes sao realizados estudos
comparativos via amostra de madeira padronizada disposta na Xiloteca (Freitas e
Vasconcelos, 2010).

FIBRAS . - -

- «@ CORTE TRANSVERSAL

VASO
\ 7 ? ; 5 =
- - b -
- -
“ g

——————
PARENQUIMA —

CORTE RADIAL

RAIOS

Fonte: Gonzaga, 2006

Figura 3. Planos de corte em um corpo de prova e principais elementos

observados 21



1.4. Residuos madeireiros

Os residuos sélidos sao provenientes de atividades de origem industrial,
domeéstica, hospitalar, comercial, agricola e outras (ABNT, NBR/10004). A Amazobnia
brasileira € uma das principais regiées produtoras de madeira tropical no mundo
(OIMT, 2010). A atividade industrial das madeireiras gera residuo cujo volume é
proporcional ao baixo rendimento da madeira processada. O Servico Florestal
Brasileiro, em 2009 registrou que na Amazonia brasileira o processamento de 14,2
milhdes de m® de madeira gerou 5,8 milhdes de m3 de madeira processada, cujo 8,4

milhdes de m? foram categorizados como residuos (Figura 4) (SFB-IMAZON, 2010).

Queima
Entulho 0,75
133 n Produto
processado
5,81

Diversos™
2,0

Energia
2,67

Carvido
1,58

*incluem adubos, aterros, lenhas e outros

Fonte: SFB-IMAZON, 2010
Figura 4. Uso da madeira nativa amazonica pelo setor madeireiro em 2009

(milhdes m?3)
Segundo MMA (2009), na regido amazbnica, aspectos econdmicos,
tecnoldgicos, logisticos, politicos, entre outros, sdo as principais barreiras para a
valorizagéo e aproveitamento dos residuos madeireiros. I1sso foi observado em 2000,

no estudo realizado nas indastrias madeireiras de Manaus por Sales e
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colaboradores, foi constatado que a macaranduba (Manilkara sp, Sapotaceae) esta
entre as madeiras mais utilizadas e que o desperdicio de matéria-prima € de 15 a
50% por tora. O baixo rendimento € resultante do mau condicionamento da madeira,
imperfeicdes e sobras de madeiras obtidas na fabricacdo do produto. A maioria das
serrarias utiliza seus residuos industriais para geracdo de energia (olarias e

padarias), e varias movelarias descartam como lixo no meio ambiente (Quadro 1).

Quadro 1. Utilizacao dos residuos madeireiros pelas industrias de Manaus

. . Cabo de Tabuas e Sarrafeado e .
Indastrias Energia . . Fogo Lixo
vassoura grades caixotaria
Compensados 6 1 1
Serrarias 11 1 1 1
Movelarias 3 17

(Sales-Campos et al, 2000).

A problematica do grande volume dos residuos vem sendo estudada e
propostas para o destino dos residuos madeireiros surgem tais como, aproveita-los,
na producdo de energia. No entanto, hA ma repercussao ambiental, especialmente
devido ao processo de combustdo de biomassa ser fonte de producédo de gases
toxicos, material particulado e gases do efeito estufa (Crutzen e Andreae, 1990).
Outras maneiras de valorizacdo dos residuos madeireiros, exemplificados pela
confeccdo de pequenos objetos (Nascimento, 2005), compostagem, adubo orgéanico,
confeccdo de chapas de aglomerado e outros (Gomes e Sampaio, 2004). Diversas
formas de aproveitamento desses residuos podem ser reveladas, mas isso requer
investimentos e estudos, onde o conhecimento sobre essa matéria-prima e seu

potencial é necessario para fundamentar propostas de valorizagéo.
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1.5. Estudos quimicos e bioldgicos em residuos madeireiros

A literatura reporta os estudos quimicos e o potencial biolégico das espécies
de Burseraceae e Sapotaceae bem como de espécies de varias familias produtoras
de madeira. Ainda assim existe caréncia de estudos em residuos madeireiros. Um
dos estudos foi realizado por Granato et al (2005) com extratos obtidos dos rejeitos
de madeiras nobres comercializadas no Parana, onde € relatada atividade
antimicrobiana em  Staphylococcus, Proteus, Escherichia, Enterobacter,
Micrococcus, Klebsiella, Pseudomonas, Bacillus e Streptococcus.

Hayasida e seus colaboradores (2008) identificaram em residuos do cerne
de pau-rainha (Brosimum rubescens) alto teor de xantiletina, que possui potencial
para atividades antiplaquetaria, antifingica e herbicida (Teng et al, 1992; Godoy et
al., 2005; Anaya et al, 2005). Na continuacdo desse estudo, em 2011, ficou
evidenciado que o alburno desta espécie produz metabdlitos diferentes do cerne,
pois foi identificado o triterpeno 3B-acetoxi-olean-12-eno-28-al além do B-sitosterol e
nao foi detectada a presenca da xantiletina.

Recentemente relatou-se a producao de nano poros de carbono a partir do
processamento de residuos madeireiros e seu usO em super capacitores e na
captura de CO:2 a partir de diversos residuos de madeira (Dobele et al, 2012).

Considerando a escassez de estudos em residuos madeireiros de
Sapotaceae e Burseraceae e a disponibilidade dos residuos das espécies de
Protium e Manilkara, neste projeto serdo avaliados do ponto de vista quimico e

potencial bioldgico, residuos Protium tenuifolium e Manilkara huberi.
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2. GENEROS Protium e Manilkara
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2.1. Género Protium (Burseraceae)

A familia Burseraceae é dividida nas tribos Protieae, Boswellieae e Canarieae
(Daly, 1989). O género Protium pertence a tribo Protieae e é o mais abundante na
familia, com cerca de 120 espécies, apresentando ocorréncia de cerca de 70
espécies na regido amazobnica (Fine et al, 2005). As espécies dessa familia
geralmente produzem resinas aromaticas que sdo conhecidas popularmente na
Amazobnia como breu (Corréa, 1984). Dentre as espécies utilizadas no setor
madeireiro do Amazonas estdo P. tenuifolium, P. heptaphyllum e P. puncticulatum,
que apresentam madeira moderadamente pesada, faceis de trabalhar e sdo usadas
na marcenaria, construgcdes e caixotaria (Loureiro et al, 1979; Silva, 2002).

Os estudos quimicos nao volateis em Protium foram realizados principalmente
em resinas, que sao constituidas predominantemente de triterpenos do tipo ursano,
oleanano e tirucalano, sendo a-amirina (ursano) e S-amirina (oleanano)
encontrados na maioria das espécies estudadas (tabela 1). Os triterpenos
identificados em outras partes vegetativas de Protium foram a e S—amirina no caule
de P. hebetatum (Costa et al, 2012) e [B—-amirina na casca da madeira de P.
paniculatum (Zoghbi et al, 1993).

Conforme mostram as tabelas 2-4, outros constituintes ndo volateis foram
encontrados em madeiras e cascas. Até o0 momento existem raros registros da
ocorréncia de triterpenos em madeira e cascas. Nestas partes vegetativas sdo mais
relatadas a presenca de cumarinas, lignanas, cumarinolignanas e esteroides
(Quadro 2).

Com relacdo aos constituintes quimicos ativos isolados de Protium, os
triterpenos a-amirina e B-amirina isolados do P. heptaphyllum (resina), P. hebetatum

(madeira) e P. paniculatum (cascas) foram avaliados em mistura e mostraram
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potencial antinoceptivo (Holanda-Pinto et al, 2008), anti-inflamatorio (Vitor et al,

2009; Melo et al, 2011), antiagregante plaquetario (Aragdo et al,

2007),

antihiperglicémico e hipolipemiante (Santos et al, 2012). A cumarina escopoletina e

seus derivados isolados de Protium javanicum apresentaram atividade antitermitica

(Adfa et al, 2010).

Tabela 1. Triterpenos isolados das resinas de Protium

Constituintes quimicos

Espécies

Ref.

a—-amirina

B—amirina

a e B-amirina (Mistura)

B—amirenona
lupenona, a e B-amirinona

breina

maniladiol

breina e maniladiol (mistura)

ursa-9 (11): 12-dien-3-B-ol

oleana-9 (11): 12-dien-3-$-ol
acido3-a-hidroxi-tirucala-8,24-dien-21-oico
3-0x0-11-hidroxi-ursa-12-eno
3-0x0-11,14-dihidroxi-ursa-12-eno
3-0x0-11- hidroxi-ursa-12-eno

3-oxo- 11- hidroxi-olean-12-eno

3-o0x0-11 a - hidroxi-olean-12-eno

3-0x0-11 a -hidroxi-ursa-12-eno

P. hebetatum
P. heptaphyllum
P. Kleinii

P. hebetatum
P. heptaphyllum
P. kleinii
heptaphyllum
P. hebetatum
P. hebetatum
P.heptaphyllum
P. kleinii

P. hebetatum
P.heptaphyllum
P. hebetatum
P.heptaphyllum
P.heptaphyllum
P.heptaphyllum
P.heptaphyllum
P.heptaphyllum
P. kleinii

P. kleinii

P. kleinii

P. kleinii

P. kleinii

P. kleinii

o

» »
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acido 3-oxotirucala-6,24-dien-21-oico P. hebetatum 1
acido 3-a-hidroxitirucala-6,24-dien-21-oico P. hebetatum 1
acido 3-a-acetoxitirucala-6,24-dien-21-oico P. hebetatum 1
acido 3-a-hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico P. hebetatum 1
3-B-24-dihidroxi-ursa-12-eno P.heptaphyllum 7
3-0x0-20-S-hidroxitaraxastano P.heptaphyllum 7
3 beta, 20-S- dihidroxitaraxastano P.heptaphyllum 7

1. Marques et al, 2010a; 2. Zoghbi et al, 1993; 3. Lima et al, 2005; 4. Bandeira et al, 2002; 5. Vieira-
Janior et al, 2005; 6. Maia et al, 2000; 7. Susunaga et al, 2001,9.

Tabela 2. Esteroides isolados das partes lenhosas de Protium

Constituintes quimicos Espécies Parte vegetativa Ref
[B-sitosterol, estigmasterol, campesterol P. hebetatum Caule 1
(mistura)

B-sitosterol P. paniculatum  Cascas

estigmasterol

3-0-B-D-glicopiranosil-B-sitosterol P.heptaphyllum Caule e cascas 3

1. Costa et al, 2012; 2. Zoghbi et al, 1993; 3. Almeida et al, 2002;.

Tabela 3. Lignanas isoladas do caule de Protium

Constituintes quimicos Espécies Ref
5-metoxijusticidina A, P. unifoliolatum 1
(+)-(2S, 35)-2-(3, 4”-metilenodioxibenzil)-3-(3’,4’- P. tenuifolium 2

metilenodioxacetofenona)-butirolactona

(-)-cubebina (mistura epimérica)

1. Siani et al, 1998; 2. Siqueira et al, 1995
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Tabela 4. Cumarinas e cumarinolignanas em partes lenhosas de ocorréncia em Protium

Constituintes quimicos Espécies Parte vegetativa Ref
escopoletina P. hebetatum Caule 1
P.heptaphyllum 2
Caule e cascas 3
propacina P. opacum Caule 4
P.heptaphyllum Caule e cascas 3
acido éster etilico p-cumarico 3
fraxetina 3
cleomiscosina A 3
5-metoxipropacina P. unifoliolatum. Cascas 5

1. Costa et al, 2012; 2. Bandeira et al, 2002; 3. Almeida et al, 2002; 4. Zoghbi et al, 1981; 5.
Magalh&es et al, 2006



estigmasterol B-sitosterol campesterol

OMe
MeO. A MeO |
o}
OMe OMe OMe
propacina 5-metoxpropacina cleomiscosina

0 0 0
5-metoxjustidicina A (-)- cubebina (+)-(2S,3S)-2-(3",4"-metileno

dioxibenzil)-3-(3’,4’-metileno
dioxiacetofenona)-butirolactona
O

0 N

HO
Ester etilico p-cumérico

HO,
0
o)
HO
HO OH

3-0-B-D-glicopiranosil-B-sitosterol R

R1
R, OH
OMe
MeO o) O
X Ze
O
HO 0~ o ‘ 0
HO
R ' MeO
R=H (escopoletina) R=R,= CH3; R:= H (a-amirina) HO
R= OH (fraxetina) R=R:= CH3; R,= H (B-amirina)  3,3’-di-O-metilelagico

Quadro 2. Substéancias isoladas das partes lenhosas do género Protium sp
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2.2. Estudos da composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais de Protium

Quando se trata de estudos quimicos por CG/ EM da composicdo de 6leos

essenciais no género Protium, a literatura reporta estudos em 19 espécies, sendo P.

heptaphyllum a espécie mais estudada. Resina e folhas sdo as partes vegetativas

mais estudadas, seguidas dos galhos e frutos. Estudos com cascas e madeira sao

escassos. Dentre os constituintes majoritarios do 6leo essencial de Protium os mais

relatados sdo p-cimeno, a-pineno, a-felandreno, limoneno e g-cariofileno. Todos

esses sao frequentes na resina, exceto o B-cariofileno que é mais relatado nas

folhas. O limoneno é também relatado em frutos. Nas demais partes vegetativas ndo

se observa a frequéncia de um composto majoritario (tabela 5).

Tabela 5. Principais constituintes quimicos dos Oleos essenciais de Protium

Espécies

Parte

Constituintes majoritarios (%)

Ref.

P. altsonii

Resina

trans-di-hidro-a-terpineol (25,8)

P. bahianum

Folhas

Frutas

Resina

a-cadineno (25,3)

a-pineno (19,1)

aromadendreno (20,3; 21)
oxido de cariofileno (22,6 ; 20,3)

a-pineno (34,0)

terpinen-4-ol (7,4)
trans-di-hidro-a-terpineol (25,8)

22

P. confusum

Cascas

Caule

Folhas

p-cimen-8-ol (14,4)
acido hexadecandico (8,4)

espatulenol (9,5)

p-cimen-8-ol (6,1)
acido hexadecandico (7,8)

espatulenol (9,0)

B-cariofileno (8,0)
espatulenol (19,3)
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Frutas

oxido de B-cariofileno (14,1)

limoneno (60,2)

P. copal

Resina

a-pineno (17.95)
limoneno (16.88)
sabineno (12.51)

P. crassipetalum

Folhas

Galhos

a-copaeno (19,6)
espatulenol (13,9)

trans-cariofileno (16,4)

a-copaeno (15,2)

trans-cariofileno (10,1)

P. decandrum

raquis
folhetos
Galhos finos
Ramos

Resina

terpinen-4-ol (64,8)

terpinen-4-ol (33,0)

a-pineno (78,6)

trans-a-bergamoteno (22,1)

trans-a-bergamoteno (47,7)

P. grandifolium

Folhas

B-cariofileno (24,5)
y-cadineno (11,4)

P. hebetatum

Folhas

Ramos

Raquis foliar

Resina

B-cariofileno (12,8)
y-cadineno (6,99)
p-cimeno (8,17)

a-copaeno (11,7)
a-cubebeno (9,2)
a-pineno (14,6)

B-cariofileno (9,1)

Oxido de cariofileno (15,4)

a-copaeno (8,3)
a-cubebeno (5,6)
B-cariofileno (12,8)

Oxido de cariofileno (23,3)

a-felandreno (3,5; 8,1); (10,7)

a-pineno (15,2-59,4); (20,3 -74,6)

p-cimeno (35,8; 38,9)

cis-B-dihidroterpineol (10,0; 3,2)

limoneno (9,0; 11,7)

9,10

P. heptaphyllum

Folhas e caule

(6leo comercial)

a-felandreno (10,0)
a-pineno (40,0)

16

32



p-menta-1,4 (8)-dieno (12)

Folhas

9-epi-cariofileno (21,4)
14-hidroxi-9-epi-cariofileno (16,7)
B-cariofileno (18,5)
trans-cariofileno (16,9)
trans-isolongifolanona (10,7)
copaeno (11,8)

germacreno B (12,8)

mirceno (18,6)

6, 13,17

Frutos

Resinas

a-felandreno (16,7)
a-pineno (10,5)
a-terpinoleno (28,5)
a-terpineno (47,6)
limoneno (16,9)

13,17

1,8-cineol (58,7)

a-felandreno (7,2; 16,7; 10,4),
a-pineno (10,5; 27; 71,2)
a-terpineol (7,7)

a-terpineno (18,0; 13,7)
B-cimeno (11,2)

B-cariofileno (7,2)

y-terpineno (12,0)

p-cimeno (36,0; 11,0; 16; 39.93)
(10,78%) (11.0)

p-cimen-8-ol (11,0; 11.3)
0-3-careno (7,1)

dilapiol (16,0; 16.1)

eucaliptol (10,92)

limoneno (18,2; 16,9; 49,96)
mirceno (35)

sabineno (11)

terpinoleno (21,8; 28,5; 28; 42.31;
21.8) trans-B-ocimeno, (11,81)

8, 11-15, 23-

25

P. icicariba

Folhas

Frutos

a-copaeno (9.8; 12; 7.5)
germacrene D (16; 23; 14)

18

a-terpineno (26; 21; 30)

18
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Resina

p-cimeno (30; 20; 40)

18

. lewellyni

Folhas

B-cariofileno (32,2)
limoneno (18,6)

. heglectum

Resina

a-terpineol (6,9)
p-cimeno (5,2)

durenol (15,6)

eugenol de metilo (9,2)
piperitenona (25,4)
timol (17,5)

19

. nitidifolium

Resina

a- tujeno (30,5)
p-cimeno (34,6)

10

. paniculatum

Resina

a-felandreno (23,8)

a-terpineno (11,4)

p-cimeno (38,3; 33,8; 90,0; 69,3)
p-ment-3-eno (31,4)

10

. pilosissimum

Folhas
Galhos

B-sesquifelandreno (24,3)

selin-11-en-4-ol (56.5)

. pilosum

Folhas e Galhos

finos

p-cimeno (31,2)
a-felandreno (24,1)
a-pineno (31,7)

22

P. polybotryum

Galhos

khusimona (35,9)

6

P. spruceanum

Resina

a-felandreno (41,6; 38,5; 24,3)
p-cimeno (17,1; 31,3; 20,2)
6leo de canfora (14,5)
epi-a-cadinol (20,4)

limoneno (90,93)

sabineno (61,3)

1,10,21, 20

Folhas

B-cariofileno (36,4)
sabineno (81,4)

folhas e ramos

finos

a-pineno (31,7)
a-felandreno (24,1)
B-cariofileno (10,8)
p-cimeno (31,2)
sabineno (56,3; 79.8)
terpinen-4-ol (10,3)

1, 22,20

Casca de

limoneno (19,4)
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madeira sabineno (33,8)

Frutas limoneno (22,1) 1
sabineno (56,1)
P. strumosum Resina a-felandreno (17,4) 22,10

p-cimeno (31.5; 27,4)
limoneno (75.5)

terpinoleno (22,4)

Folhas a-selineno (15,4) 8
B-selineno (17)

1-Zoghbi et al, 2002; 2-Pontes et al, 2010; 3-Moraes et al, 2013; 4-Santana et al, 2009; 5-Case et al,
2003; 6-Carvalho et al, 2013; 7-Carvalho et al, 2010; 8-Siani et al,1999; 9-Pinto et al, 2010; 10-Ramos
et al, 2000; 11-Cit6 et al, 2003; 12-Bandeira et al, 2006; 13-Bandeira et al, 2001; 14-Siani et al, 2011;
15-Amaral et al, 2009; 16-Araujo et al, 2011; 17- Pontes et al, 2007; 18- Siani et al., 2004; 19- Suarez
et al, 2013; 20- Machado et al, 2003; 21- Lima et al, 2014; 22. Zoghbi et al, 2005 23. Marques et al,
2010; 24- Siani et al,1999a 25-Rao et al, 2007.
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2.3. Género Manilkara (Sapotaceae)

A familia Sapotaceae é dividida nas tribos Mimusopeae, Isonandreae,
Sideroxyleae, Chrysophylleae e Omphalocarpeae. O género Manilkara da tribo
Mimusopeae € pantropical, possui cerca de 40 espécies (Pennington, 2004). Entre
as madeiras com potencial econdmico no género esta Manilkara surinamensis. E
conhecida no Amazonas pelo nome de maparajuba e no Pard como macaranduba,
sua madeira é muito pesada (0,95 a 1,00 g/cm?3), boa de trabalhar e recebe bom
acabamento sendo usada em vigamentos, modveis, cabos de ferramentas e
construcdes (Loureiro e Silva,1968).

Os estudos fitoquimicos sobre o género Manilkara sdo escassos, nos frutos
de M. subsericea foram encontrados alguns triterpenos, principalmente ésteres de a
e B-amirina (Fernandes et al, 2013) e de M. zapota um polissacarideo acetilado
(Mondal et al, 2012). Em folhas de M. indica foi encontrada a flavona Isoafinetina
(Haraguchi et al, 2003). Os constituintes quimicos das partes lenhosas (casca e
caule) das espécies estudadas estdo mostrados no Quadro 3 e tabela 6.

Quanto a atividade biolégica alguns extratos foram testados. O extrato do
caule de M. zapota com elevado teor de quercetina (flavonoide) apresentou
atividade anti-inflamatéria (Hossain et al, 2012), e de M. hexandra apresentou
potencial estimulante do sistema imunolégico (Gomathi et al, 2012). Os extratos das
cascas de M. subsericea apresentaram potencial anticancer (Osman et al, 2011).
Nos extratos de folhas de M. subsericea foi relatada atividade acaricida (Rajakumar
e Rahuman, 2012) e de M. hexandra, inibicdo da formacdo de lesbBes gastricas

induzidas (Shah et al, 2004).
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Tabela 6. Compostos isolados das partes lenhosas de Manilkara

Constituintes quimicos Espécies Parte vegetativa Ref.

a-espinasterol (esteroide) M. bidentata Caule 1
acido palmitico e estearico (mistura) lipidios

alcanos (mistura de tridecano e tetracosano)

B-amirina*

ciclolaudenol*

polissacarideos M. hexandra Casca 2
taraxerol* M. kauki Casca 3
taraxerona*

* triterpenos
1.Cocker e Shaw, 1963 2. Gomathi et al, 2012; 3. Misra et al, 1970

B- amirina ciclolaudenol a-espinasterol

OH
OH
OH
R=0 (taraxerona) quercetina

R=0H (taraxerol)

Quadro 3. Substancias isoladas das partes lenhosas de Manilkara
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo Geral

v Realizar o estudo quimico em residuos madeireiros e florestais das espécies

de Protium tenuifolium (Burseraceae) e Manilkara huberi (Sapotaceae).

3.2. Objetivos Especificos

v ldentificar as estruturas das substancias isoladas;
v' Agregar valor aos residuos madeireiros.
v Contribuir para o conhecimento quimico dos residuos madeireiros e florestais

de espécies amazodnicas.
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4 METODOLOGIA
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4.1. Materiais utilizados

v' Cromatografia em coluna (CC): Foram utilizadas colunas de vidro de
diversas alturas e diametros, sendo escolhidas com base na quantidade de
amostra a serem fracionadas.

v' Suportes para cromatografia em coluna: Silica gel 60 (70-230 mesh e 230-
400 mesh) da Merck; Sephadex LH-20 e celulose microcristalina Avicel
(Merck).

v' Cromatografia em camada delgada (CCD): cromatofolhas de aluminio
impregnadas com silica gel 60, indicador de fluorescéncia Fzss e 0,2 mm de
espessura da Merck. Os reveladores utilizados foram radiacao ultravioleta
(254 e 365 nm) e vanilina sulfarica.

v' Solventes: Foram utilizados solventes comerciais destilados no LQPN-INPA.

Para as analises de RMN foram utilizados solventes deuterados.
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4.2.

Equipamentos

Evaporador rotativo: Yamato, modelo RE500, equipado com banho Yamato
BM200.

Balanca analitica: marca Shimadzu, com capacidade de até 320 g.

Moinho: marca Marconi, modelo MA-340.

Chapa de aguecimento: marca Fisaton, modelo 753A.

Cromatografo gasoso/ detector por ionizacdo de chama (DIC): modelo CG
2010 da Shimadzu®©, coluna CP-Sil 5 DB (100% dimetilpolisiloxano) da
Varian®©.

Cromatografo gasoso/ espectrometro de massa: modelo QP-5000 da
Shimadzu®© com detector por espectrometria de massas (CG-EM).
Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear: espectros obtidos em
aparelho Brucker DRX- 300 (INPA) e DRX-600 (UFSCar)

Sistema de cromatografia Liquida acoplado a Extracdo em Fase Soélida e
Ressonéncia Magnética Nuclear (CLAE-EFS-RMN): CLAE: AGILENT
TECHNOLOGIES, 1200 SERIES. RMN: Bruker, modelo AVANCE III, 14,1

Tesla (600 MHz).
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4.3.Material botanico

4.3.1 Coleta e identificagdo

Os residuos florestais (galhos e cascas) de Protium tenuifolium foram
coletados na reserva experimental Zona Franca 2 (ZF-2), localizada no Km 60 da
BR-174 (Manaus-Boa Vista) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA). Os residuos madeireiros (caules) de Protium tenuifolium e Manilkara huberi
foram fornecidos pelo Laboratério de Tecnologia da Madeira (LTM) do INPA. Os
espécimes foram previamente identificados com base na Xiloteca do LTM pelo

pesquisador e anatomista de madeira Jorge Alves de Freitas.

4.3.2. Processamento das amostras vegetais

O material vegetal fresco (residuo florestal) foi submetido ao processo de
secagem em temperatura ambiente por 7 dias, os residuos madeireiros ja
encontrava-se Secos. Posteriormente, ambos o0s materiais vegetais foram

pulverizados em moinho de faca.

4.3.3. Preparacédo dos extratos brutos

A obtencdo dos extratos foi por maceracdo, em frascos do tipo mariote,
através de extracdes sucessivas em hexano e metanol, por um periodo de 7 dias em
cada solvente. As solucdes obtidas foram filtradas e concentradas em evaporador

rotativo, obtendo-se os extratos brutos, conforme o esquema 2.
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Residuo

pulverizado

- Maceracdo em hexano por 7 dias
- Filtragc&o
- Evaporacéo do solvente

Extrato hexanico l Torta l

- Maceracao em metanol por 7 dias
- Filtragc&o
- Evaporacéo do solvente

l 1

[ Extrato metanélico ] Torta

Esquema 2. Preparacéo dos extratos vegetais hexanicos e metanolicos

A maioria dos extratos selecionados para continua¢do dos estudos quimicos
foram os extratos metandlicos. Os perfis cromatograficos dos extratos hexanicos
apresentaram predominancia de lupeol e sitosterol (substancias comuns em

plantas), quando avaliados e comparados com o0s padrdes destas substancias em

CCD.
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4.4. Extrato metandlico de Manilkara huberi

4.4.1. Fracionamento cromatografico do extrato metanélico do caule

O extrato obtido (15,78 g) foi fracionado em coluna tipo filtrante (Esquema 3).

Apés analise por CCD, as fra¢des foram reunidas pesadas e codificadas (Tabela 7).

A fragdo MHM-7 apresentou solido amarelo e substancia florescente (254) intensa

quando analisada em CCD. MHM-32 apresentou aspecto de cristal (agucar) e alta

pigmentacado. Estas fragOes foram selecionadas para continuidade do estudo.

15,7 g

Hex-Hexano; DCM-Diclorometano; AcOEt-Acetato de Etila; MeOH- Metanol; H.O-Agua

Hex 1
Hex/DCM
(1:1) 2
DCM 3.6
DCM/AcOEt
(9:1) 7-10
DCM/AcOEt
o (7:3) 11
CC - silica gel (70-230 mesh)
h=22cm @ =4,47cm DCM/ACOEt
Empacotada em hexano .
(1:1) 12
AcOEt 13-17
AcOEt /MeOH
(9:1) 18
AcOEt /MeOH
(8:2) 19-23
AcOEt /MeOH
(1:1) 24-30
MeOH/ H.0
(1:1) 31-34
H>O 35

Esquema 3. Fracionamento cromatografico de MHM

45



Tabela 7. Reunido das fragcbes obtidas de MHM

Frac6es Reunidas | Codigos | Massa (mg)
1 MHM-1 7,0
2-4 MHM-2 16,0
5-6 MHM-5 10,0
7-11 MHM-7 101,0
12-19 MHM-12 1000,0
20- 22 MHM-20 306,0
23 MHM-23 293,0
24 MHM-24 854,0
25 MHM-25 80,3
26 MHM-26 303,0
27 MHM-27 314,0
28 MHM-28 675,0
29 MHM-29 189,0
30 MHM-30 1068,0
31 MHM-31 2490,0
32-34 MHM-32 6046,0
35 MHM-35 100,0
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4.4.2. Fracionamento cromatografico de MHM-7

A fracdo MHM-7 foi submetida a fracionamento em coluna cromatografica,

fornecendo 68 fracbes. A subfragdo MHM 7-20 apresentou um solido amarelo claro

cujo processo de purificacdo utilizado foi o de recristalizacdo, que forneceu a

substéancia codificada como MHM7-20S (Esquema 4).

MHM-7
101 mg

CC —silica gel

(230-400 mesh)
h=43cm @=12cm
Empacotada em hexano

Hex 1
Hex/AcOEt
(99:1) 2
Hex/AcOEt
(98:2) 3
Hex/AcOEt
(95:5) 4
Hex/AcOEt
(911) 5
Hex/AcOEt
Hex/AcOEt
Hex/AcOEt
(1:1) 62
AcOEt 63

Hex-Hexano; AcOEt-Acetato de Etila; MeOH- Metanol

Esquema 4. Fracionamento cromatografico de MHM-7

- Gotas de hexano

- Filtrac&o

Sélido
branco

I

Agua
mae

]

J
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4.4.3. Fracionamento cromatografico de MHM-32

A fracdo MHM-32 foi fracionada em coluna cromatogréfica de XAD-2 e

sephadex- LH20, onde a subfracdo MHM1.32.X1.10.4. foi obtida como um sélido

cristalino branco (Esquema 5).

MHM-32
6,09

CC-XAD 2
h=24cm @=3,5cm
Empacotada em agua

H.0O H.O/MeOH MeOH Hex Acetona AcOEt
1:1
1 2-3 4 5 6 7
r
|
Il MHM1.32.X1
1020 mg

CC: Sephadex LH-20
Eluente: Metanol
@=2cm h=415cm

Subfragéo 10
18 subfragbes | Formacéao de cristais
l (marrom claro)

MHM1.32.X1.10
298 mg

CC: Sephadex LH-20
Eluente: Metanol
@=2cm h=41,5cm

\ 4

Subfracéo 4
Obtencéo de cristais
(branco)

10 subfracdes

MHM1.32.X1.10.4
113 mg

Hex-Hexano; DCM-Diclorometano; AcOEt-Acetato de Etila; MeOH- Metanol; H.0-Agua

Esquema 5. Fracionamento cromatografico de MHM-32
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4. 5. Extrato hexanico de Protium tenuifolium

45.1.

Fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico do galho

O extrato hexanico dos galhos (PTHG) foi submetido a fracionamento

cromatografico conforme o0 esquema 6 e apds analise em CCD as fragGes foram

reunidas (tabela 8). Duas fracBes foram selecionadas para continuidade dos

estudos, PTHG-6 e PTHG-8. Ambas apresentaram a formacdo de um sélido

amarelo.
PTHG
796 mg
CC - silica gel (70-230 mesh)
h=33cm @=28cm
Empacotada em hexano
Hex Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt AcOEt
9:1 8:2 7:3 1:1
1-4 5-8 10 11 12

Hex-Hexano; AcOEt-Acetato de Etila

Esquema 6. Fracionamento cromatografico de PTHG

Tabela 8. Reunido das fraces obtidas de PTHG

Fracdes Reunidas | Cbédigos | Massa (mgQ)

1 PTHG1 0
2 PTHG2 4
3 PTHG3 1
4 PTHG4 3

5 PTHGS 137

6 PTHG6 131

7 PTHG7 44

8-9 PTHGS 115

10-12 PTHG10 205
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sephadex LH-20 conforme o esquema 7, resultando no isolamento de PTHG 6.2.5.

4.5.2. Fracionamento cromatografico de PTHG-6

A fracdo PTHG-6 foi submetida a uma filtragdo em coluna de celulose e

PTHG-6
131 mg

CC — celulose
h=14cm @=26cm
Empacotada em hexano

8:2

Hex/AcOEt Hex/AcOEt

1:1

AcOEt

CC: Sephadex LH-20

Hex Hex/AcOEt Hex/AcOEt
95:5 9:1
1-3 4-5 6
i fee--- 1 Subfracio 4
| PTHG-6.2 ]
Subfragéo 102 mg J
2-3

Eluente: Metanol

@=2cm

Hex- Hexano; AcOEt- Acetato de Etila

h=41,5cm

9 subfracbes

'

PTHG 6.2.5
36 mg

Esquema 7. Fracionamento cromatogréafico de PTHG-6

Subfracdo 5
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4.5.3. Purificacdo de sélido da fragdo PTHG-8

A fracdo PTHG-8 apresentou grande quantidade de um sélido branco purificado
por recristalizacao, segundo o esquema 8.

PTHG 8
138 mg

- Gotas de hexano
- Filtragc&o

l l
[ Solido ] [ Agua mée ]

- Gotas de metanol
- Filtragc&o

l l
[ Solido ] [ Agua mae ]
{

PTHG 8-S
88 mg

Esquema 8. Purificagdo do sélido PTHG 8
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4.6. Extrato metandlico de Protium tenuifolium

4.6.1. Fracionamento cromatogréafico do extrato metandlico do galho

O extrato metandlico dos galhos (PTMGE) foi submetido a particédo liquido-
liquido e originou trés fases (esquema 10). Com base nas analises em CCD, a fase
organica DCM foi selecionada para o fracionamento cromatografico e renomeada

como PTMG.

PTMGE - )
109g - Solubilizado em MeOH/H,O (7:3)

| - extragdo em DCM (3 X 300 mL)

l l

[ Fase DCM ] [ Fase hidroalcolica ]
1649
l - extragdo em AcOEt (3 X 300 mL)
PTMG 1 y
Fase AcOEt Fase hidroalcoolica
569 299

DCM-Diclorometano; AcOEt-Acetato de Etila; MeOH- Metanol

Esquema 9. Particdo do extrato metandlico dos galhos de PTMGE
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4.6.2. Fracionamento cromatografico PTMG

O fracionamento cromatografico de PTMG foi efetuado segundo o esquema

10. A subfracdo PTMG-14.8 foi submetida ao fracionamento descritos no esquema

11, O isolamento de PTMG-10 pico 1 e 2 foram realizados por CLAE-EFS (subitem

1649
CC - silica gel (70-230 mesh)
h=27cm @ =3,5cm
Empacotada em hexano
Hex | Hex/ AcOEt | Hex/ AcOEt |Hex/ AcOEt |Hex/ AcOEt AcOEt MeOH
9:1 8:2 7:3 1.1
1-3 4-12 13-15 16-18 19 20-21 22-23
1
1
1
i Hex 1
1
i Hex/ACOEt
! (9:1) 2-3
1
~ 1
,-.S_liQf_réQQQE_l_“;li__l Hex/AcOEt
i (85:5) 4.5
1
i Hex/AcOEt
i (8:2) 6-7
1
i : Hex/AcOE
| cC-silica gel (70-230 mesh) A
h=38cm @ =2,3cm : 8 Esquema
PTMG-14 11
Empacotada em hexano Hex/AcOEt
199 mg (6:4)
9
Hex/AcOEt
(1:1) 10
AcOEt 11
AcOEt MeOH
(1:2) 12
MeOH 13
Hex-Hexano; AcOEt-Acetato de Etila; MeOH- Metanol
Esquema 10. Fracionamento cromatografico de PTMG 53



PTMG-14.8
83 mg

CC - silica gel

(70-230 mesh)

h=27cm @ =2,7cm
Empacotada em hexano

Hex/Acet Hex/Acet Hex/Acet Hex/Acet

9:1 8:2 7:3

1:1

Acet | Acet/MeOH
1:1

1-2 3

4-5 6

PTMG-1

4.8.6

12 mg

Subfracéo 6

CC - silica gel (230-400 mesh)

h=29cm @=1,0cm

Isocratica; Hex/Acetona 8:2

y

20 subfragbes

PTMG-14.8.6.11
9mg

CC: Sep
Eluente:
@=2cm

Subfra¢Bes 11-16 reunidas

hadex LH-20
Metanol
h=41,5cm

v

32 subfragbes

Subfracdes 16-20 reunidas

PTMG-14.8.6.11.16 ]

5mg

) I

LC/RMN

v

PTMG-10A

2mg

Hex-Hexano; MeOH- Metanol; Acet: Acetona

v

PTMG-10B
2 mg

Esauema 11. Fracionamento cromatoarafico de PTMG-14.8



4.6.3. Parametros utilizados no CLAE

A amostra (5 mg) a ser injetada foi solubilizado em acetona (1,5 ml) e filtrada
em membrana PVDF (fluoreto de polivinilideno), obtendo-se a solucédo estoque.
Inicialmente foi realizada uma corrida exploratoria em modo reverso utilizando uma
coluna ProntoSil 120-5-EuroBOND-C18 (5 pm, 120 A, 15 cm x 4,0 mm), tendo como
fase movel uma mistura de CH3CN/H20 com gradiente linear variando 0-100% de
CHsCN, com vazao de 0.8 mL/min e volume de amostra injetado foi de 30 uL. O
cromatograma adquirido nesta corrida exploratéria apresentou 2 picos de
intensidades significantes (Figura 5).

Para a purificacdo das substancias utilizou-se a coluna ProntoSil 120-5-
EuroBOND-C18 e fase movel CH3CN/H20 com gradiente constante de 72,0% de
CHsCN (18 min.) até 100% CH3CN (2 min.) e permanecendo em MeOH por 5 min.
ApoOs este periodo, retornou-se ao gradiente inicial (100-72,0% de CHsCN, 1 min,
permanecendo em 72°0% de CH3CN por 4 min).

Os picos foram “trapeados” estavam aderidas nos cartuchos de EFS (C-18). As
amostras foram extraidas em MeOH, apés secas, foram solubilizadas em MeOD
para injecdo e analise no RMN. As substancias foram identificas como PTMG-10A e

PTMG-10B.
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Figura 5. Cromatograma da amostra PTMG-10 e os picos “trapeados”
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4.6.4. Fracionamento cromatogréafico do extrato metandlico do caule

O extrato metanolico do caule (PTMC) foi submetido a cromatografia de coluna
em silica gel por sucessivas vezes, conforme o esquema 12. A subfragcdo PTMC-

5.10.11 apresentou uma substancia isolada, a mesma foi renomeada para PTMC-3.

Hex 1 [ pTmcs
Hex/AcOEt i 106 ma
9:1 |
S 2 i CC —silica gel
Hex/AcOEt | (230-400 mesh)
(8:2) ' h=43cm @=15cm
3 | Isocratica: Hex/AcOEt 7:3
Hex/AcOEt |
(7:3) 4 | 16 subfracoes
Hex/AcOEt Subfrages 10 e 11
(11) 5 _____:
PTMC ACOEL PTMC-5.10
C
145¢g 6 8 mg
CC - silica gel AcOEt/ MeOH CC - silica gel
(70-230 mesh) (9:1) . (2_30—400 meshz
h=27cm @ =5,0 cm h=28cm @=13cm
Empacotada em hex Isocrética: Hex/AcOEt 75:25
AcOEY MeOH
(8:2) 8 13 subfracdes
ACOEU MeOH ﬂ Subfracdes 11
(7:3) 9
AcOEY MeOH

Hex-Hexano; AcOEt — Acetato de etila; MeOH: Metanol

Esauema 12. Fracionamento cromatoarafico de PTMC
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4.7. Extracao de Oleo essencial de Protium tenuifolium

4.7.1. Extracdo dos 6leos essenciais

As amostras de 0Oleos essenciais foram obtidas em triplicata por hidrodestilagdo
em aparelho tipo Clevenger modificado, acoplado a um baldo de fundo redondo,
com uma manta elétrica aquecedora, mantendo-se a temperatura em 100°C. Para
cada extracdo em triplicatas, a proporcao de material vegetal e 4gua destilada foi de
1:10. Apos quatro horas, recolheu-se o 6leo essencial que foi seco com sulfato de

sddio anidro, acondicionado em ampola de vidro &mbar e mantido sob refrigeracéo.

4.7.2. Calculo do rendimento
O rendimento da extragdo foi calculado com base na massa do 6leo volatil obtido
em relacdo a massa de material vegetal utilizado, multiplicado por 100. Os valores

foram dados em porcentagem segundo a equacao:

Rendimento (%) = volume de 6leo obtido (mL) x 100
material de partida (Q)

4.7.3. Avaliacao e identificacdo dos constituintes do 6leo essencial

As andlises foram realizadas em triplicata no Instituto Agrondmico de
Campinas sob a supervisdo da Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques. Os Oleos
essenciais foram diluidos em acetato de etila (1,0 pL/mL) e as solu¢des obtidas
foram submetidas a analise por Cromatografia em fase Gasosa com Detector de
lonizagdo de Chama (CG-DIC) utilizando como géas de arraste hélio (He) em fluxo
de 1,0 mL/min. A injegdo em modo split 1:20 foi realizada com injetor a 250°C. A
temperatura do detector foi de 290°C e o forno foi programado de 60°C a 240°C a

3°C/min.
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As andlises foram realizadas com coluna capilar de silica fundida OV-5, com
medidas de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.). As
condi¢cBes da analise foram as mesmas utilizadas por CG-DIC; impacto eletrénico a
70 eV.

A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacdo dos seus
espectros de massas e célculos dos indices de retencdo com o banco de dados do
sistema CG/EM, da literatura (ADAMS, 2006) e com dados das espectrotecas NIST
12, NIST 62 e WILEY 139, sendo quantificados por CG/DIC.

Os indices de retencéo foram calculados utilizando a equacéo de van der dool-
kratz, relacionando os tempos de retencdo dos compostos presentes nos 6leos
essenciais com os tempos de retencdo de uma série homologa de hidrocarbonetos
lineares (co-c22) que foi co-injetada com a amostra na seguinte programacéo: 60 °c -

240 ¢, 3% /min; split: 1/20; fluxo: 1,0 ml/min.
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4.8. ldentificagcdo macroscoOpica e microscopica de madeira

4.8.1. Preparo dos corpos de prova e caracterizacao anatdmica da madeira

Os estudos anatdomicos foram desenvolvidos no Laboratorio de Anatomia e
Identificagdo de Madeiras do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia. Para
caracterizacdo macroscopica de Protium tenuifolium, foram confeccionados corpos

de prova a partir dos discos de madeira com dimensdes de 2x2x2 cm.

4.8.2. Preparo de laminas permanentes para microscopia

Os cortes histoldgicos (transversal, tangencial e radial) micrométricos foram
obtidos com auxilio de um micrétomo de deslize, de 15 a 20 um de espessura.
Foram preparados dois tipos de lamina, com o0s cortes naturais e com 0s cortes
tratados com corante. Estes foram clarificados com uma solucdo de hipoclorito de
sodio comercial (20%) e foram imersos em série alcodlica: etanol 50, 70, 96 e 100%
(5 min) para desidratar. Para coloracdo do tecido foi usada safranina hidroalcodlica,
a mesma série alcodlica foi usada para retirar o excesso de corante. Apds a
desidratacéo e coloragéo, os cortes foram submergidos em xilol (fixador) e montados
em lamina e laminula com a resina (balsamo do Canad4), preparando-se as laminas

permanentes.

4.8.3. Descrigcbes macroscopicas, microscépicas e identificacao.

As analises foram realizadas em microscopio Optico associado a um
computador com software de analise de imagem (MOTIC) com aumentos de 10x,
30x e 50x. As descrigdes sdo de acordo com as normas para procedimentos em

estudos de anatomia de madeira (Coradin e Muniz, 1992). A identificacdo da
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espécie foi realizada pelo método de comparacéo, tendo como suporte a Colecéo

botanica disponivel na Xiloteca do INPA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Estrutura das substancias identificadas

OH

MHM-7.20.S 0 MHM-1.32. X1. 10.4
HO

OH OH

Quadro 4. Substancias identificadas no extrato metandlico do caule de Manilkara

huberi

HO

‘ PTHG-6.2.5-A PTHG-6.2.5-B

PTHG-8-A PTHG-8-B

Quadro 5. Substancias identificadas no extrato hexanico dos galhos Protium
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HO

@) 40
OH HO
OH
OH PTMG-10A
HO
O 40
OH HO
N
OH PTMG-10B 0

PTMC-3*

Quadro 6. Substancias identificadas nos extratos metanodlicos de galhos e caule*
de Protium tenuifolium
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5.2. Identificacdo das substancias isoladas de Manilkara huberi

5.2.1. Identificagdo de MHM-7.20. S

A substancia MHM-7.20.S foi isolada do extrato metandlico (esquemas 3 e 4),
apresentou-se na forma de um sélido amorfo de cor branca, solivel em metanol.
Nas andlises em CCD foi detectada absorbancia na luz UV (254 nm). Quanto aos
reveladores quimicos, a substancia apresentou mancha amarela em vapor de iodo e
nao reagiu com vanilina sulfurica.

No espectro de RMN de 'H (Figura 6) foram observados sinais como o
singleto em & 9,74, tipico do grupo funcional aldeido e sinais de hidrogénios
aromaticos 6 7,78 e 6,92. Ao analisar os desdobramentos foi observada simetria
desses sinais de hidrogénio aromaticos, caracterizando o sistema AA'BB’ e
evidenciando um benzeno 1-4 para-dissubstituido.

No espectro HSQC (Figura 7) observa-se a correlacées dos sinais de H em &
7,78 e 6,92 com os sinais de carbonos em 6 131,8 e 115,4, respectivamente. No
espectro HMBC (Figura 8) é possivel observar as correlacées do H em 6 7,78 com
os carbonos em & 191,4; 163,7; 131,8 e do H em & 6,89 com os carbonos em &
128,6 e 115,4. Esses dados confirmam que o hidrogénio em & 7,78 esta mais
proximo a carbonila.

MHM-7.20.S foi identificado como p-hidroxibenzaldeido cujos dados de RMN
sdo compativeis aos reportados na literatura (Vaish et al, 2005; Kametani et al,
2007). Na familia Sapotaceae, essa substancia foi recentemente isolada dos frutos
de argan (género Argania) (Khallouki et al, 2015). O p-hidroxibenzaldeido € um
produto comercializado para sinteses (Sawarkar, 2012). Em estudo de avaliacdo
bioldgica foi constatada atividade anticonvulssiva para essa substancia (Ha et al,

2000). Esse € o primeiro relato de p-hidroxibenzaldeido no género Manilkara.
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OH

p-hidroxibenzaldeido

Tabela 9. Dados de 'H (300 MHz, MeOD), HSQC e HMBC (300/75 MHz, MeOD) da
substancia MHM-7.20.S

Ne RMN IH RMN 23C HMBC

1 128,6

2/6 7,78 AA',BB' 131,8 C1": Cd: C-6: C-2
3/5 6,92 AA',BB' 115,4 C-1: C-5: C3

4 163,7

1 9,78 s 191,4

*Obtidos por HSQC e HMBC
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Figura 6. Espectro de RMN H (300 MHz, MeOD) e expansdo de MHM7.20.S

Current Dats Parameters

NAME Sami MHM7.20s
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20130613

Time 9.06
INSTRUM FOURIER30D
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT Me QD

NS 16

DS 2

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 69.6136

ba) B81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 295.4 K

D1 1.000C0000 szec
TDO 1
======== CHANNEL f1 =—==———=
SFO1 300.1818537 MH=z
NUC1 1H

Pl 8.25 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.1800000 MH=z
WDW EM

SSB

LE 0.30 H=z
GB 0

PC 1.00
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Figura 7. Mapa de contorno de HSQC de MHM7.20.S

Ppm

Current Data Parameters
NAME MHM7 20s
EXPNO 5
PROCNO |

F2 - Acquisition Parameters

Dawe_ 20130613

Time .29

INSTRUM  FOURIER3)

II:R?J?'IJD 5 mm DUL 13C-1
ULPROG sgcgpph

™ w‘.‘,j‘*

SOLVENT MeOD
NS 16
DS 16
SWH 3051758 Hzx
FIDRES 2980232 Hz
AQ 01677722 sec
RG 501.187
Dw 163840 usec
DE 10.00 usec
TE 2055K
CNST2 145.0000000
(LGO0D00300 sec
D1 1. 50000000 sac
D4 0.00172414 sec

14 19
P35 75.00 usec
=—==—= CHANNEL fl —=
SFO1 300181207 MHz
NUC1 1H
P 825 usec
P2 16.50 usec
PLW1 20.00000000 W
=——==——= CHANNEL 2 —=
SFO2 754850807 MHz
NUC2 13C
CPDPRG[2 garp

3 930 usec
P4 18.60 usec
PCPD2 75.00 nec
PLW2

50.00000000 W
PLW12 0.80352998 W
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Figura 8. Mapa de contorno de HMBC de MHM7.20.S

Current Data Parameters
NAME MHM7 20s
EXPNO 6
PROCNO |

F2I - Acquisition Parameters
Daw_ 20130613

Time 9.20
INSTRUM  FOURIER3)
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG sgcepph
™ lOgiq.

SOLVENT MeOD
NS 16

DS 16

SWH 3051758 Hz
FIDRES 2980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187

DwW 163.840 usec
DE 10.00 usec
TE 2055K
CNST2  145.0000000
Do (LO0D00300 sec
D1 1. 50000000 sec

X} (.00172414 sec
D1t 003000004 sec
D13 0.00000400 sec
Die 0.00020000 sec
D3t 0.00000825 sec
D3z (0.00001650 sec

D4 000120000 sec
DIS  0.00051614 sec
INO  0.00004000 sec

14 19

P35 75.00 usac
=——==——= CHANNEL fl —=
SFO1 300181207 MHz
NUC1 1H

P 8.25 usec

P2 16.50 usec

PLW1 20.00000000 W
=——==—= CHANNEL 2 =—=
SFO2 754859807 MHz
NuC2 13C
CPDPRG[2 garp

pa 30 usec

P4 18.60 usec

PCPD2 75.00 uec

PLW2 50.00000000 W
PLWi12 0.80352998 W
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5.2.2. Identificagdo de MHM-1.32.X1.10.4

A substancia MHM1.32.X1.10.4 isolada segundo os esquemas 3 e 5 nao
apresentou absorbancia/fluorescéncia na luz UV quando analisada em CCD.
Apresentou-se na forma de um sélido cristalino de cor branca, solivel em dgua com
presenca de espuma sob agitagéo.

No espectro de RMN de 'H (Figura 9, Tabela 10) foram observados sinais de
metilas em singleto na regido entre 6 1,62-0,88 além de metila em dubleto em &
1.94, sinais de hidrogénios carbinolicos com deslocamentos na faixa de 6 4,95-3,66
e olefinico em & 5,72. No espectro de RMN de 3C (Figura 10, Tabela 10) foram
observados sinais de carbonila em 6 176,6, sinais de olefinicos tipicos de triterpeno
do tipo oleanano em 6 143,8 e 124,7, carbindlicos em 6 74,6-67,7. A proposta para
um triterpeno glicosilado foi corroborada pela absor¢cdo em 6 102,5, que se refere a
carbono anomérico, e pela abundancia de carbonos carbindlicos.

O experimento HSQC (Figura 11) mostrou as correlagbes do hidrogénio
olefinico em & 5,72 com o sinal de carbono em & 124,7. Neste experimento
verificaram-se também as correlacdes dos hidrogénios 6 4,34 e 3,66 com o carbono
em 6 70,0 que baseado na correlacdo observada no HBMC (Figura 12) do H em &
3,66 com o sinal do C em ¢ 50,0, evidenciando a presenca da hidroxila em C-28.

No HSQC observa-se um sinal de H 6 6,16 (H-1') correlacionando com
carbono anomérico 6 102,5 (C-1’), ao analisar o HMBC observam-se as correlacdes
do H 6 4,30 (H-5’) com C 6 19,5 (C-6’); H 6 6,16 (H-1’) com C 67,5 (C-5’) e 74,5 (C-
2’). Essas correlagbes indicam a presenca de metila no glicosideo que associado
aos deslocamentos dos hidrogénios na regido de 6 4,3-4,7 permite afirmar que o

acucar presente na substancia é a ramnose.
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No HMBC ha correlacédo do sinal de H da metila em & 1,62 (H-24) com o
carbono em & 75,4 (C-3). De acordo com a literatura esse deslocamento de 13C é
compativel para saponinas esterificada em C-23 previamente identificada na familia
Sapotaceae (Wandji et al, 2003). A literatura também mostra saponinas de
Sapotaceae com esterificacdo em C-28 e hidroxilada em C-23, mas o0s
deslocamentos quimicos de *C divergem dos obtidos para MHM1.32.X1.10.4
(Eskander et al, 2014; Tapondjou et al, 2011; Sanchez-Medina et al, 2009; Lavaud et
al, 1996). Desta forma, MHM1.32.X1.10.4 foi identificado pela primeira vez como
acido 2(3,38,68,28-tetra-hidroxi-olean-12-en-23-oico éster 23-O-a-L-ramnosepiranosil
cujos dados foram comparados com a literatura (Wandji et al, 2003; Sahu et al,

1997).
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acido 283,3,68,28-tetra-hidroxi-olean-12-en-23-oico éster 23-O-a-L-ramnosepiranosil
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Tabela 10. Dados de 'H e ¥*C de MHM1.32.X1.10.4 comparados com a
literatura

Experimental Literatura
N° RMN H RMN 3C RMN H RMN C
(300 MHz, Piridina-d5) (75 MHz, Piridina-d5)
1 47,8 47,7
2 4,30 (sl) 74,6 4,36 (sl) 71,8
3 4,19 75,4 4,10 (d, 4,0 Hz) 73,3
4 55,3 55,9
5 51,0 48,6
6 4,95 (sl) 67,7 5,00 (sl) 67,0
7 40,05 40,5
8 39,8 39,1
9 47,8 47,9
10 37,3 36,8
11 24,2 23,6
12 5,72 (sl) 1247 5,12 (t, 2,46 Hz) 123,1
13 143,8 144,2
14 44,3 42,9
15 27,8 28,1
16 24,2 24,2
17 50,0 47,3
18 43,4 41,7
19 46,8 46,2
20 31,3 31,4
21 34,8 34,2
22 33,7 33,7
23 176,6 176,2
24 1,62s 19,1 1,50 15,0
25 1,60s 19,1 1,10 17,3
26 1,09s 25,1 0,98 18,7
27 1,26 s 26,5 1,04 26,8
28 4,34 e 3,66 70,0 72,3
29 0,88 s 33,6 0,86 33,8
30 0,95s 24,4 0,87 24,4
1 6,16 102,5 5,98 (sl) 102,3
2’ 4,70 74,5 4,40 72,0
3 4,18 71,4 4,40 71,7
4 4,59 72,9 4,18 73,6
5 4,30 67,5 4,27 m 69,9
6’ 1,94 (d, 5,7 Hz) 19,5 1,64 (d, 5,8 Hz) 18,7

A- 1H- 500 MHz; 13C-125 MHz, Piridina-d5; B- H- 400 MHz; 13C-100 MHz, DMSO.
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Figura 9. Espectro de RMN *H (300 MHz, piridina-d5) de MHM1.32.X1.10.4

ppm

Current Data Parameters
NAME Sami X1.10.4 novo
EXPNO 19
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150312

Time 9.22
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 200

™D 65535 il
SOLVENT Pyridine
NS 64

DS 4

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687001 sec
RG 22.387

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 2056K

DIl 2.00000000 sec

DI2 0.00002000 sec
P41 2000000.00 usec
TDO |

SFOI 300.2019728 MHz.
NUCI IH
Pl 7.88 usec

PLWI 20.00000000 W
PLWY 0.00000100 W

F2 - Processin ers
SI 6. 56

SF 300.2004360 MHz
WDW EM

SSB O

LB OHz

GB 0

PC L.OO
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Figura 10. Espectro de RMN 13C (75 MHz, Piridina-d5) e ampliacées de MHM1.32.X1.10.4

Current Data Parameters

NAME Sami_X1.10.4 novo

EXPNO 24

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20150320

Time 17.48

INSTRUM  FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zgpe30

™ 32768

SOLVENT Pyndine

NS 133120

DS 0

SWH 24414.063 Hz

FIDRES 0.745058 Hz

AQ 0.67 10886 sec

RG S0 187

DW 20.480 usec

DE 10.00 usec

TE 10309 K

DI 100000000 sec

DIl 003000000 sec

D31 0.00000875 sec

D40 0.03178120 sec

14 20

LS 28

P32 90.00 usec

TDO |
CHANNEL f] ===

SFO1 75.4928982 MHz

NuCt 13C

Pl 8.75 usec

PLWI 50.00299835 W

=—==—=CHANNEL 2 =—=

SFO2 300.2012008 MHz

NuC2 1H

CPDPRG[2 walzz 16

PCPD2 90.00 usec

PLW2 20.00000000 W

PLWIi2 0. 16806000 W

PLWI3 013613001 W

F2 - Processing parameters

S 32768

SF 75.4852926 MHz

WDwW EM
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Figura 11. Mapa de contorno de HSQC de MHM1.32.X1.10.4

ppm

ppm

Current Datz Paramesers
NAME  Sami X1.1{L4 novo
EXPNO 01
PROCNO I

F2 - Acquisition Parsmeers
Date_ 20150312

Time 16
INSTRUM  FOURIER30
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hsgeppph
m 2048
SOLVENT Pyndine

NS

Ds 16

SWH 6103516 He
FIDRES 2980232 Hz
AQ 01677722 sec
RG SOL 187

oW 81.920 usec
DE 10,00 usec
T 2063 K
CNST2 F45. 0000000
Do 000000300 sec
DI 1.00000000 ec
D4 000172414 sec
Dil 003000000 ¢

D45 D.0D0S1614 e
IND L.000N3450 sec
14 19

P3s T5.00F usec

CHANNEL {1 wowee
SFO1 3002019513 M
NUCI IH

'l 7.75 uwec

P2 1550 usec

FLWI 20.00000000 W

CHANNEL 17 e
SFO2 75,202&:137 Mit

NUC2 ¥
CPDPRGY2 garp

i 930 uec

r4 1860 usec
rCrn2 7500 uec
FLW2 w

w2 S0.00000000
FLwiz Q80352098 W
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Figura 12. Mapa de contorno de HMBC de MHM1.32.X1.10.4

Curment Data Parameters
NAME  Sami_X1.10.4 novo
EXPNO 301
PROCNO i

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150312

Time 18.38
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbcgplpodgf
ol hmbeep podq

SOLVENT  Pyridine
NS 180

DS 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.080232 Hz
AQ 0L1677122 sec

RG 501187

DW £1.920 usec

DE 10.00 nsec
240K

D6 0.07142857 sec
Dis 0.00020000 sec
D31 Q00000775 sec
D32 0.00001550 sec
RE] 0.00000930 sec
D36 Q.00100000 sec
Dig 0.00003010 sec
IND 0.00003010 sec

SFO1 300;\')13513 MHz
1

P1 7.75 usec

P2 15.50 usec
PLWI 2000000000 W
SFO2 754937760 MHz
NUC2 13C

P3 9.30 usac

PLW2  50.00000000 W
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5.3. Identificacdo das substancias isoladas de Protium tenuifolium
5.3.1. Identificacdo de PTHG 6.2.5- A e PTHG 6.2.5- B

A substancia PTHG 6.2.5 foi isolada do extrato hexanico (esquema 6 e 7),
apresentou-se na forma de um solido branco amorfo, solivel em DCM. Nas analises
em CCD nédo foi detectada absorbéncia ou fluorescéncia, quando revelada em
vanilina sulftrica apresentou coloragéo roxa.

No espectro de RMN de 'H (Figura 13) foram observados sinais de
hidrogénios de grupos metilicos em 1,34-0,70, hidrogénio carbindlico atribuido ao
hidrogénio 3 em ¢ 3,22 (dd, J= 9,96 e 4,59 Hz) (Figura 14-B). Sado observados sinais
de hidrogénios olefinicos 6 5,12 (t, 3,5 Hz) e 5,18 (t, 3,5 Hz) (Figura 14-A) tipicos de
triterpenos do tipo ursano e oleanano. No mapa de contorno HSQC (Figura 15)
esses hidrogénios correlacionam respectivamente com os carbonos em 0124,5 e
122,07 e foram atribuidos a H-12.

Baseando-se nos dados espectroscopicos de RMN, PTHG 6.2.5 apresenta
uma mistura dos triterpenos a e B amirina. A analise da intensidade dos sinais
desses hidrogénios oleifinicos nos permite afirmar que o triterpeno do tipo ursano (a-
amirina) estd em maior concentracdo. A ocorréncia dessas substancias sao
frequentes em Protium (Burceraceae), sendo relatados nesse género em cascas
(Zoghbi et al, 1993), caule (Costa et al, 2012) e principalmente na resina (Marques et
al, 2010; Zoghbi et al, 1993; Lima et al, 2005; Bandeira et al, 2002; Vieira-Junior et
al, 2005; Maia et al, 2000). a e 8 amirina apresentaram atividade hipolipimiante e

antihiperglicémica (Santos et al, 2012).
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Figura 13. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDClz) de PTHG-6.2.5

ppm

Current Data Parameters

NAME Sami_ PTHC 6.2.5
EXPNO 13
PROCNO 1

F2Z - Acquisition Parameters
Date 20150324

Time 18.26
INSTRUM FOURIER300
PROEHD S5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT CDC13

NS &4

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Ez
AQ 5.3687091 sec
RG 5.623

DwW 81.920 usec
DE 10.00 usec
IE 1030.6 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
— e v CHANNEL 1 = e
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 w

F2Z - Processing parameters
S1 65536

SF 300.2000000 MmHZ
wow EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Figura 14. Expanséao do espectro de RMN *H na regido 4,9-5,3 ppm (A) e 3,1-3,3 ppm (B) e de PTHG-6.2.5
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Figura 15. Mapa de contorno de HSQC de PTHG-6.2.5

-1

ppm

Current Data Parameters

NAME Sami_PTHC 6.2.5

EXPNO 200
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20150324
Time 18.37
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 35 mm DUL 13C-1
PULPROG hsgegpph
™D 2048
SOLVENT CDCI13
NS 180

DS 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 01677722 sec
RG 501.187

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 10306 K
CNST2 145.0000000
DO 0.00000300 sec
Dl 100000000 sec
D4 0.00172414 ¢
D11 003000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 000020000 sec
D31 000000775 sec
D32 0.00001550 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001 860 sec
D36 0.00100000 sec
D37 000000078 sec
D38 000001505 sec
D42 000000155 sec
D43 000002150 sec
D44 0.00120000 sec
D45 000051614 sec
INO 0.00003010 sec
L4 19

P35 75.00 usec

= CHANNEL f1
SFOI 300.2019513 MHz
NUCI IH

Pl 775 usec

P2 15.50 usec
PLWI1 20.00000000 W
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5.3.2. Identificacdo de PTHG-8

A amostra PTHG-8 purificada do extrato hexanico (esquema 6 e 8),
apresentou-se na forma de um soélido branco cristalino, solivel em DCM. Nas
analises em CCD nao foi detectada absorbéncia/fluorescéncia na luz UV. Em
vanilina sulfdrica a substancia apresentou coloracao roxa.

No espectro de RMN de 'H (Figura 16) foram observados sinais de um
dubleto largo em & 5,35 (J= 5,19 Hz), atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 e um
multipleto em & 3,53 (H-3) referente ao hidrogénio ligado ao carbono carbindlico. A
presenca do estigmasterol foi confirmada pela presenca de dois duplos dubletos em
0 5,15 (J= 8,5 e 15,2 Hz), atribuidos aos hidrogénios oleifinicos H-22 e H-23,
respectivamente. Baseando-se nos dados observados de RMN a mistura foi
identificada como B-sitosterol e estigmasterol. Os valores das integrais apresentados
no espectro de RMN 'H permite estimar a substancia majoritaria como sendo o B-

sitosterol em aproximadamente 75,0%.
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Curment Data Parameters
NAME Sami_PTHG 8
EXPNO |
PROCNO |

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20150319
Time 11.47
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1)
PULPROG 72
™ 65536
SOLVENT CDCI3
NS 16
Ds 0
SWH 3051.758 Hz
’ FIDRES  0.046566 Hz
[ AQ 10.7374182 sec
l. RG 417108
(lf DW 163.840 usec
]'J‘ DE 10.00 usec
| TE 919K
" DI | 00000000 sec
' ! “i ™o 1
‘ I ﬁ ————— CHANNEL fl
‘ l” | SFOI 3002013509 MHz
. | | | l NUCI IH
| . | ||‘ .m Pl 7.88 usec
L vey PLW1  20.00000000 W
Iu \
_) \__,Jw ” \‘Uk__ J L.... - Processing garamctcrs
a4 52 ) 36 34 5\1" bW mmﬁ? MHz
SSB 0
LB OHz
GB 0
@ n J W R
e . L. ,
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 1 5 1 0 pm

2 g 3 M

Figura 16. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIz) e expansédo de PTHG-8



5.3.3. Identificacdo de PTMG-10A e PTMG-10B

As substancias PTMG-10A e PTMG-10B foram isoladas do extrato metanadlico
de residuos florestais (esquema 10 e 11). Apresentaram-se na forma de um sdlido
branco amorfo, solivel em MeOH. Quando analisadas em CCD revelavam na luz
ultravioleta e em vanilina sulfarica (coloracédo vermelha).

No espectro de RMN de 'H (Figura 17) de PTMG-10A cujas ampliactes
encontram-se na Figura 18, foram observados sinais de aromaticos referentes a dois
anéis. Os sinais atribuidos ao anel A em & 6,10 (d, 2,22 Hz, H-1/5), & 6,06 (t, 2,22
Hz, H-3) e anel Bem & 6,15 (d, 2,46 Hz, H-4’) e 6 6,19 (t, 2,52 Hz, H-6’). Sinais como
multipletos em & 5,24 (H-14) e 3,50 (H-15’) indicaram a presenca de carbindlico de
éster e de alcool respectivamente. Sinais de dois hidrogénios metilicos em & 0,90
(H-18’) e 0,94 (H-17), ambos como tripletos, integrados para 3 hidrogénios e
constante de 7,2 Hz, um tripleto em & 2,41 referente a H-7 (7,9 Hz) e multipleto em
0 2,80 (H-8’) também foram observados, além de sinais de hidrogénios (H-8 a H-13
e H-9' a H-14’) ligados a carbonos sp na faixa de 6 1,31 a 1,65.

Dentre os sinais observados no espectro de RMN de *3C (Figura 19) estdo
os de carbonila com 6 172,8 (C-1’), aroméaticos oxigenados (6 159,3; 166,1 e 163,8)
atribuidos respectivamente a C-2/4; C-3' e C-5’, oximetinicos (6 76,6 e 72,2),
correspondentes a C-14 e C-15'.

O experimento HMBC (Figura 21) foi fundamental no estabelecimento do
padrdo de substituicdo de ambos os anéis aroméaticos (Tabela 11). As correlacbes
param ambos o0s anéis permitem identificar o primeiro carbono de uma cadeia
segmentada por CH2. No anel A, H-1/5 tem a série de CH: ligados a C-6 iniciada por
C-7 (d 37), no anel B, essa série inicia-se com C-8 (& 37,8). As correlagdes de

HMBC para o H & 5,24 (H-14) com a carbonila C-1’ (& 172,8) e com C-2’ (6 105,7)
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confirmam a ligacdo das duas unidades através do éster em C-14. PTMG-10A foi
identificada como integracina B.

Para PTMG-10B os valores dos deslocamentos de hidrogénios apresentados
no espectro de RMN de 'H (Figura 22 e ampliagGes na Figura 23) e *3C (Figura 24)
sdo semelhantes. No espectro de RMN de !'H dessa substancia observou-se um
sinal como singleto em & 1,99 (H-2”), tipico de metila de acetato e um multipleto &
4,88 (H-15"). Sdo observados dois sinais a mais no espectro de RMN de 3C em
relacdo a PTMG-10A, um sinal de metila (6 21,1) e de uma carbonila (& 172,9)
atribuidos a C-2” e C-1”, respectivamente. No espectro de HMBC (Figura 25) é
observada correlacdo H-2” (6 1,99) e de H-15" (& 4,88) com a carbonila. Dessa
maneira PTMG-10B foi identificado como a integracina A. Esta mesma substancia foi
isolada do caule de Protium tenuifolium (Esquema 12) e foi denominada PTMC-3.

Em 2002, Singh e seus colaboradores publicaram o primeiro relato de
isolamento de integracinas (A e B) a partir do fungo endofitico Cytonaema sp,
isolado dos galhos finos de Quercus ilex (Fagaceae). Nesse mesmo estudo as
integracinas apresentaram Inibicdo da integrase (enzima viral essencial para a
replicacdo do HIV-1), com IC50 de 3,2 uM (Integracina A), 6,1 uM (B). A partir dai
comecgaram a surgir os primeiros relatos de integracinas em plantas (Wang et al,
2009; Shi et al, 2010; Lu et al, 2011; . Liu et al, 2012; Huang et al, 2014).

Recentemente estudos computacionais testaram a capacidade de interrupgao
da integracina (A e B) na Nef (proteina de virus HIV essencial para a replicacédo e
progressdo da sindrome da imunodeficiéncia adquirida), e integracina A também
apresentou potencial elevado na inibicdo a NEF (Gautam et al, 2014). O relato de

integracina A e B € inédito na familia Burseraceae.
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Integracina A

Tabela 11. Dados de HMBC para os hidrogénios dos anéis aroméaticos
de PTMG-10A

Anel A Anel B

1/5 C-2,C-3,C5eC-7 4 C-1,C-2,C-3,C-5eC-6

3 C-1,C-2,C4eC5 ©6 C-1,C-2,C4,C5eC-8
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Tabela 12. Dados de H (600 MHz, MeOD) e *3C (150 MHz, MeOD) de PTMG-10A e
B

PTMG-10A PTMG-10B

NP RMN H RMN °C RMN H RMN 5C
1 6,10 (d, 2,22) 107,9 6,11 (d, 2,2) 107,9
2 159,3 159,3
3 6,06 (t, 2,22) 101,0 6,07 (t, 2,2) 101,01
4 159,3 159,3
5 6,10 (d, 2,22) 107,9 6,11 (d, 2,2) 107,9
6 146,2 146,3
7 2,41 (t, 7,9) 37,0 2,43 (t, 7,5) 37,0
8 1,50 (m) 32,4 1,50-1,56 (m) 32,4
9 1,31-1,41 (m) 31,2 1,27-1,45 (m) 30,3
10 1,31-1,41 (m) 30,3 1,27-1,45 (m) 30,4
11 1,31-1,41 (m) 30,4 1,27-1,45 (m) 30,7
12 1,31-1,41 (m) 26,8 1,27-1,45 (m) 26,7
13 1,65 (m) 35,5 1,65 (m) 35,5
14 5,24 (m) 76,6 5,27 (M) 76,6
15 1,65 (m) 37,8 1,65 (m) 37,7
16 1,31-1,41 (m) 19,9 1,39 (m) 19,9
17 0,94 (t, 7,4) 14,3 0,96 (t, 7,2) 14,3
1 172,8 172,7
2’ 105,7 105,7
3’ 166,1 166,0
& 6,15 (d, 2,46) 102,0 6,16 (d, 2,5) 101,9
5 163,8 163,7
6 6,19 (d, 2,52) 112,0 6,20 (d, 2,5) 111,9
7 149,0 149,0
8’ 2,80 (M) 37,8 2,83 (m) 37,7
9’ 1,50 (m) 33,6 1,52-1,54 (m) 33,6
10’ 1,31-1,41 (m) 31,1 1,27-1,45 (m) 31,0
11’ 1,31-1,41 (m) 30,5 1,31 (m) 30,6
12’ 1,31-1,41 (m) 30,9 1,31 (m) 30,6
13’ 1,31-1,41 (m) 26,6 1,37-1,32 (m) 26,4
14’ 1,31-1,41 (m) 38,4 1,50 (m) 35,5
15’ 3,50 (m) 72,2 4,88 (M) 75,4
16’ 1,31-1,41 (m) 40,7 1,67 (m) 37,5
17’ 1,31-1,41 (m) 19,9 1,31 (m) 19,6
18’ 0,90 (t, 7,2) 14,5 0,92 (t, 7,2) 14,3
17 172,9
2” 1,99 s 21,1
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Current Data Parameters
NAME PTMG_10{Pico 1)

EXPNO 11
PROCNO i
F2 - Acquisition Parameters
Date 20140515
Time 13.12
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI IH-
PULPROG lclpnf2
D 65536
SOLVENT McOD
NS 3
DS Rl
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.183399 Hz
AQ 27262976 sec
RG 50.8
DW 41.600 usec
DE 10.00 usec
TE 295.0K
DI 2.40000010 sec
D8 0.01000000 sec
Di2 000002000 sec
DI3 000000400 sec
DO 1
=—==——=== CHANNEL f1
SFOI 600.2329263 MHz
NUC1 IH
Pl 7.00 usec
PLWI1 8.39999962 W
PLW9 0.00001646 W
CHANNEL 12
SFO2 600.2320030 MHz
NUC2 IH
PLW2 8.39999962 W
PLW21 0.00001742'W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 600.2300171 MHz
WDW EM
SSB 0O
LB 0 Hz
GB 0
PC .00
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Figura 18. Ampliacdes no espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD) de PTMG-10A
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Current Data Paramelers
NAME PTMG 10(Pico 1)

EXPNO 2
PROCNO I

F2 - Acquisition Parameters
Date 20150224
Time i3 ’»O
INSTRUM

PROBHD 5 mm CP’TCI I1H-
PULPROG zgpg30
™D 32588
SOLVENT McOD
NS 28363

DS 0

SWH 36057.691 Hz
FIDRES 1.10647 1 Hz
AQ 0.4518869 sec
RG 203

DwW 13.867 usec
DE 18.00 usec

TE 300.0K

D1 0. 20000000 sec
D11 0.03000000 scc
TDO I
===—==== CHANNEL f1
SFO!I 150.9445561 MHz
NUCI 13C

Pl 1010 usec

PLW1 12700000000 W

SFO2 600. 232400 MHz

NuUC2 IH
CPDPRG[2 walzl6
PCPD2 T70.00 usec
PLW2 8.39999962 W

PLWI2 O.08886900 W
PLWI3 0.04354600 W

F2 - Processing parameters

S1 32768

SF 150.9277350 MHz
WDWwW EM

SSB 0O

LB 3.00 Hz

GB 0

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME PTMG_10 (Pico 1)

EXPNO 200
PROCNO 1
i — bt F2 - Acquisition Parameters
PTMC_10 (Pico 1) E %n:r_ 20,’:3':’ 15
- =] INSTRUM spect
= PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
L PULPROG hsqecetzp
=] ™ 3096
- | SOLVENT MeOD
NS 16
= DS 16
-:.'.'.1 - SWH 12019.230 Hz
a = FIDRES 2934382 Hz
= - L AQ 0.1703936 sec
RG 203
DW 41.600 usec
¢ -8 DE 10.00 usee
TE 2950K
- CNST2 145.0000000
DO 0.00000300 sec
L DI 100000000 sec
@ 4 0.00172414 sec
@ | DIl 0.03000000 sec
DI6 0.00020000 sec
INO 0.00001 390 sec
- ZGOPTNS
4 & =—===—=== CHANNEL {1l
L] - SFO! 6002320263 MHz
g NUCI iH
N B Pl 7.16 usec
P2 14.32 usec
- P28 2000.00 usec
PLWI1 8.39099962 W
=== CHANNEL 2 ==
SFO2 150.9430463 MHz
B NUC2 13C
& CPDPRG{2 garp
e P3 10.70 usec
P4 21.40 usec
| PCPD2 70.00 usec
PLW2 140.00000000 W
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T PLW 12 3.27110004 W
& 4 2 0 F2[ppm]

Figura 20. Mapa de contorno HSQC de PTMG-10A
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Figura 21. Mapa de contorno HMBC de PTMG-10A

Current Data Parameters
NAME PTMG_10(Pico 1)
EXPNO 300
PROCNO |

F2 - Acquisition Parameters
Date 20140515

Time 15.25
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG hmbecgplpndaf
D 4006

SOLVENT McOD
NS 150

DS 16

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 2934382 Hz
AQ 0.1703936 sec
RG 203

DW 41.600 usec
DE 10.00 usec
TE 295.0K

CNST2 145.0000000
CNSTI3 10.0000000
DO 0.00000300 sec

DI 100000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.05000000 sec

Di6 0.00020000 sec
INO 0.00001390 sec

=—==—=——= CHANNEL ] =———=
SFOI 600.2329263 MHz

NUCI IH

Pl 7.16 usec

P2 14.32 usec

PLWI £.39999962 W

=== CHANNEL {2 ===—=
SFO2 150.9430463 MHz

NuC2 13C

P3 10.70 usec

PLW2  140.00000000 W
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Current Data Parameters
NAME PTMG_10(Pikco2)

EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Dale_ 20140514
Time 17.28
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI IH-
PULPROG iclpnf2
™ 65536
SOLVENT McOD
NS 8

DS 4

SWH 12019.230 Hz
FIDRES (.183399 Hz
AQ 27262976 sec
RG 50.8

DwW 41.600 usec
DE 10,00 usec
TE 205.0K

DI 2.40000010 sec

D8 0.01000000 sec
D12 000002000 sec
D13 Q.00000400 sec
TDO |

====—=CHANNEL f1
SFOI 600.2329263 MHz
NUCI 1H

Pl T7.00 usec

PLWI 8.39999962 W
PLW9 0.00001646 W
===—==—= CHANNEL 2
SFO2 600.2320030 MHz
NUC2 IH

PLW2 8.39999962 W
PLW21 0.00001742W
F2 - Processing paramelers
St 32768

SF 600.2300120 MHz
wWDw EM

SSB 0O

LB OH

GB 0

PC 1.00
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b ) ~ ) Current Data Parameters
a3 i v : r NAME PTMG_10(Pico 2)

EXPNO 2

o PROCNO 1

1]

|I II F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140806
Time 8.53
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm CPTCI 1 H-
PULPROG zgpg30

™D 32588
SOLVENT MeOD

NS 112640

DS 0

SWH 36057.691 Hz
FIDRES 1.106471 Hz
AQ 04518869 sec
RG 203

DW 13.867 usec
DE 18.00 usec

TE 300.0K

DI 0.20000000 sec
DI 0.03000000 sec
DO 1
=—=—==—===CHANNEL ] =—=—=
SFO1 150.9445561 MHz
NUCI 13C

Pl 10.10 usec
PLWI1 12700000000 W
==————= CHANNEL 2 =———
SFO2 600.2324009 MHz
NUC2 IH
CPDPRGI2 waltzl6
PCPD2 70.00 usec

PLW2 §.39999962 W
PLWI2 0.088869%00 W
PLWI3 0.04354600 W

F2 - Processing parameiers
63

S 327
SF 150.9277350 MHz
WDW EM
| ] l | [ SSB 0
. Y A s ! e gt = LB 1.00 He
GB 0
PC 1.40
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Figura 24. Espectro de RMN de *3C (150 MHz, MeOD) de PTMG-10B
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Curent Data Parameters
NAME PTMG_10(Pico 2)
EXPNO 200
PROCNO |

F2 - Acquisition Parameters
Date 20140514

Time 1818
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI IH-
PULPROG hsqcetgp

™ 4006

SOLVENT MeOD
NS 16

DS 16

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 2934382 Hz
AQ 0. 1703936 sec
RG 203

DW 41.600 usec
DE 10.00) usec
TE 205.0K

CNST2 145 0000000
D0 0.00000300 sec

D1 100000000 sec
D4 0.00172414 sec

DIl 0.03000000 sec
Di6 0.00020000 sec
IND 0.00001390 sec
ZGOPTNS

CHANNEL {1
SFOI 600.2329263 MHz

NUC1 IH

P1 T.16 usec

P2 14.32 usec
P28 2000.00 usec
PLWI1 8.39990062 W
====—= CHANNEL 2
SFO2 150.9430463 MHz
NuC2 13C
CPDPRG[2 garp

P3 10.70 usec

P4 21.40 usec
PCPD2 70.00 usec

PLW2 140.00000000 W
PLWI2 327110004 W
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Figura 26. Mapa de contorno HMBC de PTMG-10B

Current Data Parameters
NAME PTMG_10(Pico 2)

EXPNO 300
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20140514

Time 19.41
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm CPTCI I1H-
PULPROG hmbcgplpndgf
4096

™D

SOLVENT MeOD

NS 110

DS 16

SWH 12019.230 Hz

FIDRES 2.934382 Hz

AQ 0.1703936 sec

RG 203

DW 41.600 usec

DE 10.00 usec

TE 295.0K

CNST2 145.0000000

CNSTI3 100000000

DO 0.00000300 sec

DI 1. 00000000 sec

D2 (L00344828 sec

D6 0.05000000 sec

D16 0.00020000 sec

INO 0.00001390 sec

=====—== CHANNEL {1l

SFOI 600.2329263 MHz

NuClt IH

Pi 7.16 usec

P2 14.32 usec

PLWI1 8.30099062 W
CHANNEL 12

SFO2 150.9430463 MHz

NucC2 13C

P3 10.70 usec

PLW2 140.00000000 W
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5.4. Composicao do 6leo de Protium tenuifolium

O dleo essencial das cascas da madeira de Protium tenuifolium, obtido a
partir de residuos florestais, apresentou rendimento de 0,005%. A analise por
CG/EM dos componentes volateis indicou a presenca de 33 constituintes, dos quais

24 foram identificados, permitindo 93,93% de identificacdo (Tabela 13).

Tabela 13. Composicao percentual dos Oleos essenciais de Protium tenuifolium

N° Substancia IRcal IRIlit % Relativa
1 a-pineno 930 932 0,58
2 a-felandreno 1003 1002 16,22
3 o-terpineno 1014 1014 0,27
4 p-cimeno 1021 1020 10,52
5 limoneno 1027 1024 56,17
6 terpinoleno 1085 1086 0,24
7 linalol 1096 1095 0,66

8 trans-p-met-2,8-dien-1-ol 1118 1119 0,23

9 trans-sabinol 1135 1137 0,22
10 a-terpineol 1187 1186 1,38
11 ni 1192 -- 0,22
12 piperitona 1251 1249 1,14
13 a-cubebeno 1348 1345 0,73
14 a-copaeno 1374 1374 0,25
15 pB-cariofileno 1417 1417 0,39
16 y-gurjuneno 1474 1475 0,31
17 y-muuroleno 1478 1478 0,68
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18 a-zingibereno 1493 1493 0,29
19 a-muroleno 1497 1500 0,26
20 o-amorfeno 1511 1511 0,21
21 7-epi-a-selineno 1520 1520 1,21
22 ni 1545 - 0,22
23 ni 1573 - 0,39
24 oxido de cariofileno 1580 1582 0,26
25 viridiflorol 1589 1592 0,26
26 ni 1621 - 0,22
27 1l-epi-cubenol 1624 1627 0,87
28 ni 1628 - 0,30
29 ni 1638 - 1,89
30 a-murolol 1642 1644 0,58
31 ni 1646 - 0,18
32 ni 1647 - 0,20
33 Ni 1650 - 2,45
Numero de substancias 33
Hidrocarbonetos monoterpénicos 84%
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 4,33%
Monoterpenos oxigenados 3,63%
Sesquiterpenos oxigenados 1,97%
N&o identificados 6,07%
Total identificado 93,93%

ni- ndo identificado
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O perfil quimico revelou uma proporcdo elevada de hidrocarbonetos
monoterpénicos (84%). Os constituintes majoritarios foram o limoneno (56,17%), a-

felandreno (16,22%) e p-cimeno (10,52%) (Figura 27).

eres P 12 1314 15 AmeRizozes 2
10 15 20 5 U s

Figura 27. Cromatograma CG-EM do d6leo essencial das cascas de Protium
tenuifolium

O limoneno é reportado em seis espécies, principalmente em resinas e frutos,
com percentuais maximos em frutos de 60,2% (Santana et al, 2009) e na resina
90,93% (Lima et al, 2014). O o-felandreno é reportado em cinco espécies,
principalmente na resina, e seus percentuais variam de 3,5% (Pinto et al, 2010) a
24,1% (Zoghbi et al, 2002). Presente como constituinte majoritario em nove
espécies, 0 p-cimeno apresenta percentuais que chegam a 90,0% (Ramos et al,
2000).

Os estudos com o6leos essenciais em cascas de Protium sdo raros. Nas
cascas de Protium confusum foram identificados p-cimen-8-ol (14,4%), acido
hexadecandico (8,4%) e espatulenol (9,5%) (Santana et al, 2009). Nessa mesma
parte vegetativa, Protium spruceanum apresentou limoneno (19,4%) e sabineno
(33,8%) (Zoghbi et al, 2002). O presente estudo da composi¢ao quimica do oleo de

residuos florestais de Protium tenuifolium é inédito.
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5.5. Identificagcdo macroscopica e microscopica de Protium tenuifolium

A andlise foi efetuada com base nas técnicas especificas aplicada na
identificacdo macroscépica e microscopica da madeira, descritas no subitem 4.8.

A descricdo macroscopica para a espécies estudada sao de parénquima axial
praticamente indistinto, poros notados a olho nu, numerosos, pequenos a meédio,
solitarios predominantes, multiplos de 2 a 4 (Figura 28). Vazios, alguns obstruidos.
Raios no topo sao finos, numerosos, visiveis apenas com lentes de aumento, na
face tangencial sédo distribuidos irregularmente (Figura 29), na radial sdo bastante
contrastados (Figura 31). Um Canal secretor foi observado no corte tangencial
(figura 30).

Todos os aspectos observados estdo de acordo com a literatura (Loureiro et
al, 1997), esse trabalho de identificacdo anatémica gerou um laudo técnico (N°

002/2015) que confirma que a espécie estudada € Protium tenuifolium.
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Figura 28. Macrofotografias do plano transversal com aumento de 50X
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Figura 30. Microfotografias com aumento de 50X plano tangencial.
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Figura 31. Microfotografias com aumento de 50X plano radial.
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6. CONCLUSAO
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Foram realizados estudos quimicos em duas espécies secretoras. A partir do
extrato metandlico dos residuos madeireiros (caule) de Manilkara huberi obteve-
se uma substancia fendlica com valor comercial, inédita no género e uma
saponina com esqueleto inédito foi elucidada e identificada em mistura.

Nos residuos florestais de Protium tenuifolium, obtidos de galhos, os
triterpenos (a e (- amirina) tipicos de Burceraceae, foram identificados em
mistura no extrato hexanico. Essa mistura apresenta atividades do tipo
hipolipimiante, antihiperglicémica e anti-inflamatéria. Nesse mesmo extrato uma
mistura de esteroides (B-sitosterol e estigmasterol) foi identificada.

Integracinas (policetideos) com alto valor comercial e potencial anti HIV foram
isoladas e identificadas a partir do extrato metandlico dos galhos e caule pela
primeira vez no Brasil e na familia Burseraceae.

O ineditismo de integracinas na familia Burseraceae levou a um trabalho de
identificacdo anatdmica na busca de ter total certeza da espécie em questao, no
qual foi comprovada o género e a espécie da madeira estudada.

O estudo da composicdo quimica do 6leo essencial de Protium tenuifolium é
inédito, sendo constituido de 84% de hidrocarbonetos monoterpénicos.

O presente estudo contribuiu de maneira significante para o conhecimento
quimico das espécies amazbnicas estudadas, bem como o valor comercial,
cientifico e biolégico das substancias identificadas agregam valor aos residuos

madeireiros e florestais
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