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RESUMO 

 

As atividades madeireiras tradicionais no Brasil são geradoras de resíduos e 

grande parte é subutilizada por falta de conhecimento sobre seu aproveitamento. Em 

trabalho de parceria, o grupo de pesquisa “Plantas da Amazônia: Química, 

Quimiossistemática e Atividade Biológica” utiliza as sobras de madeira do 

Laboratório de Tecnologia da Madeira (LTM) do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia (INPA) como fonte de pesquisa, para fornecer a comunidade científica 

conhecimentos químicos e biológicos sobre a madeira de diferentes espécies. Nesse 

trabalho as sobras da madeira de Protium puncticulatum (Burseraceae) foram 

estudadas na investigação química e avaliação da atividade antifúngica. Após os 

fracionamentos cromatográficos e análise por espectroscopia por Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN), o trabalho com o extrato hexânico resultou na obtenção 

em mistura dos triterpenos lupeol, de α e  β-amirin e dos esteroides β-sitosterol e 

estigmasterol. O fracionamento com extrato metanólico conduziu ao isolamento das 

lignanas 7-oxo-parabenzolactona e 7’-hidroxi-9α-metillcubebina. Considerando o alto 

potencial biológico das substâncias pertencente à classe das lignanas, foi realizado 

o ensaio antifúngico com as lignanas isoladas dos resíduos madeireiros frente às 

cepas de Cryptococcus neoformans (ATCC90112), Cryptococcus gattii 

(ATCC32269) e Cândida albicans (ATCC60193). A lignana 7’-hidroxi-9α-

metillcubebina apresentou maior atividade contra as cepas de C. neoformans e C. 

gattii (CIM 160 µg/ml) pela técnica de microdiluição em  caldo.   

 

Palavras-chave: Burseraceae; Fitoquímica; Triterpenos, Lignanas, Antifúngico. 

 

 

 

 



  

 

 

ABSTRACT 

 

Traditional logging activities in Brazil are waste generators and much of it is 

underutilized due to lack of knowledge about their use. In partnership work, the 

research group "Plants of the Amazon: Chemistry, Chemosystematics and Biological 

Activity", use as wood lefovers from the Wood Technology Laboratory (LTM) of the 

National Institute of Amazonian Research (INPA) as a research source, to provide 

the scientific community with chemical and biological knowledge about the wood of 

different species. In this study the remains of the wood of Protium puncticulatum 

(Burseraceae) were available and used to chemical research and evaluation of 

antifungal activity. After the chromatographic fractionations and the analysis by 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy, the work with the hexane extract 

resulted in the mixture of triterpenes α and β-amirina, in addition to lupeol; of steroids 

β-sitosterol and stigmasterol. The fractionation with methanolic extract led to the 

isolation of the lignans 7-oxo-parabenzolactone and 7'-hydroxy-9α-methylcubebin. 

Considering the high biological potential of the compounds belonging to the class of 

lignans, the antifungal test was carried out with the lignans isolated from the wood 

residues against the strains of Cryptococcus neoformans (ATCC90112), 

Cryptococcus gattii (ATCC32269) and Candida albicans (ATCC60193). The lignan 

7'-hydroxy-9α-methylcubebin showed higher activity against the strains of C. 

neoformans and C. gattii (MIC 160 μg/ml) by broth microdilution technique. 

 

 

Keywords: Burseraceae; Phytochemistry; Triterpenes, Lignans, Antifungal. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1. Introdução 

 

O Brasil é detentor da maior biodiversidade de fauna e flora do planeta, 

segundo avaliação feita pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2016), esta se 

traduz em mais de 20% do número total de espécies da Terra. A grande extensão 

florestal, além de satisfazer uma importante função no equilíbrio ambiental do 

planeta, também desempenha um papel essencial para economia do país, pois é 

fonte de madeira de alto valor comercial, frutos, borracha, resinas, óleos essenciais, 

entre outros produtos de importância industrial.  

Para os pesquisadores é vista como um grande campo de estudo, promissor 

na busca de atividade biológica e de novas substâncias de origem vegetal. Estudos 

têm revelado um diversificado grupo de metabólitos secundários de grande interesse 

devido às suas aplicações na indústria de cosméticos, alimentos, agroquímica e 

principalmente na indústria farmacêutica, que visam usar produtos de origem natural 

presente em óleos essenciais e extratos brutos que apresentem algum potencial 

biológico como ponto de partida para o desenvolvimento de novos fármacos.   

Os estudos fitoquímicos de diversas partes das plantas são frequentemente 

referenciados na literatura utilizando-se folhas, sementes, frutos, raízes e casca, 

mas há poucos relatos de estudos sobre a madeira (cerne ou alburno), devido à 

carência de material vegetal disponível. 

As atividades industriais madeireiras tradicionais no Brasil são altamente 

geradoras de resíduos de madeira, principalmente nas indústrias de processamento 

mecânico como serrarias, movelarias, fábricas de lâminas e compensado 

(WIECHETECK, 2009). A subutilização desses resíduos madeireiros por falta de 
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conhecimento voltado ao aproveitamento tem levado aos pesquisadores à 

observação desses rejeitos, que poderão torna-se um recurso viável para a 

obtenção de material vegetal que muitas vezes são de espécies ameaçadas de 

extinção. 

Essa grande quantidade de resíduo madeireiro pode ser melhor explorado, a 

exemplo de Nascimento (2007) que vem apresentando uma alternativa viável para  o 

aproveitamento desses recursos na produção de instrumentos musicais, brinquedos 

e diversas peças artesanais cujas atividades são realizadas no Laboratório de 

Tecnologia da Madeira (LTM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 

(INPA). Em trabalho de parceria, o grupo de pesquisa “Plantas da Amazônia: 

Química, Quimiossistemática e Atividade Biológica” utilizam as sobras de madeira do 

LTM como fonte de pesquisa, para fornecer a comunidade cientifica conhecimentos 

químicos e biológicos da madeira. 

Portanto, diante da importância do reaproveitamento, um dos focos dessa 

dissertação foi a investigação fitoquímica e biológica dos resíduos gerados na 

produção de artefatos, realizando estudos com resíduos madeireiros do breu-

vermelho (Protium puncticulatum Macbr.;  Burseraceae), considerada madeira de 

boa qualidade, no entanto carente de estudos científicos. 

A proposta de aliar os estudos fitoquímicos de P. puncticulatum com busca 

de atividade antifúngica é devido ao gênero Protium bem como vários outros de 

Burseraceae conterem em sua composição química as lignanas. Essa classe de 

substâncias é relatada na literatura pelo alto potencial biológico, entre elas o 

antimicrobiano (CÉSPEDES et al. 2006; HWANG et al. 2010; HWANG et al. 2011).  
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2.1. Resíduos madeireiros e estudos fitoquímicos 

 
 

Regiões que tradicionalmente apresentam intensa exploração de madeira, 

como é o caso da Amazônia, enfrentam sérios problemas em relação ao 

aproveitamento de resíduos florestais e madeireiros (BARBOSA et al. 2001), uma 

vez que, no ato do processamento das atividades de desdobro, laminação das toras 

e beneficiamento da madeira serrada nas indústrias, conjuntamente, acumulam 

perdas significativas de matéria-prima (VIEIRA, 2006). 

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente em 2009, o Brasil 

apresentava uma estimativa de aproximadamente 30 milhões de toneladas de 

resíduos de madeira gerados anualmente. Em meio a essa geração de resíduos, as 

principais fontes foram provenientes do processamento industrial, seguido do meio 

urbano, como demonstrado no Esquema 1. 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Esquema 1 – Classificação dos Tipos de Resíduos de Madeira 

Fonte: Adaptada de WIECHETECK, 2009 
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O enorme volume de resíduos de madeira gerado, aliada as questões de 

desmatamento e ao uso concentrado de algumas espécies são um dos principais 

problemas encontrados pelo setor madeireiro, e quando esses resíduos são 

dispersos no meio ambiente podem trazer sérios problemas de poluição, 

especialmente quando incinerados sem um prévio controle ambiental (DUTRA e 

NASCIMENTO, 2005). 

Como alternativa de aproveitamento citados na literatura para minimizar esta 

problemática ambiental, encontra-se a fabricação de carvão ativado (COUTO, 2009), 

produção de adubos orgânicos (CAMPOS e ANDRADE, 2011), geração de energia 

(SALES et al. 2000) e produção de pequenos objetos (NASCIMENTO, 2007). 

Por outro lado, na busca de agregar valor ao material descartado, através de 

conhecimentos científicos, o laboratório de Química dos Produtos Naturais (LQPN) 

realizou os primeiros estudos com resíduos madeireiros utilizando as partes do 

cerne e alburno da madeira (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
         https:/www.cobrirer.com.br/estrutura-da-madeira-medula-e-cerne 

 

     Figura 1. Seção ilustrativa do tronco de uma árvore (cerne e alburno) 

 

Hayasida et al. (2008) mostraram excelentes rendimentos de metabólitos 

secundários através de estudos fitoquímicos usando resíduos da espécie Brosimum 

rubescens Taubert (pau-rainha) do qual obtiveram alto teor de xantiletina (2,35%), 
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uma cumarina reportada por apresentar potencial biológico como atividades 

antiplaquetária (TENG et al. 1992), antifúngica (GODOY et al. 2005) e herbicida 

(ANAYA et al. 2005). Nesse estudo ficou evidenciado que o alburno não produziu 

xantiletina e foram identificados o triterpeno 3β-acetoxi-olean-12-eno-28-al e o 

esteroide β-sitosterol (HAYASIDA et al. 2011). 

No estudo fitoquímico de Gomes (2015) com resíduos madeireiros de Inga 

alba Willd. e Inga paraensis Ducke, constatou-se no extrato metanólico de I. 

paraensis, à presença dos esteroides espinasterol e espinasterona, relatados pela 

primeira vez no gênero Inga. No extrato metanólico de I. Alba foram obtidos os 

flavonóides taxifolina (flavanonol), butina (flavanona), 3-O-metilquercetina (flavonol) 

e uma substância inédita glicosilada derivada do ácido mentiafólico, nomeada de 

dapaznídeo. 

Melo (2016) ao realizar estudos com resíduos madeireiros de Tabebuia 

serratifolia (Vahl) G. Nicholson (piúva-amarela), Acacia mangium Willd. (acácia) e 

Dipteryx polyphylla Huber (cumaru) obteve resultados promissores. No extrato 

metanólico de T. serratifolia foram isoladas e identificadas as naftoquinonas 

(desidro-α-lapachona, desidro-iso-α-lapachona e α-lapachona), além de lignanas 

(paulownina e cicloolivil). Na espécie A. mangium identificou-se os esteroides 

(sitosterol, estigmasterol e um derivado esterificado do espinasterol), um flavonoide 

(3,4’,7,8-tetrahidroxiflavona) e outras substâncias fenólicas como ácido 3-metoxi-4-

hidroxi-cinâmico, metilparabeno e 4-hidroxibenzaldeído. No extrato metanólico de D. 

polyphylla foi possível o isolamento de quatro isoflavanas (2’,7-dihidroxi-4’-metoxi-

isoflavana, 2’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana, 3’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana 

e 3’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana) as duas últimas são inéditas na literatura. 
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2.2. Aspectos botânicos e químicos de Burseraceae 
 

As plantas da família Burseraceae são angiospermas, pertencente à ordem 

Sapindales (=Rutales) e constituem cerca de 19 gêneros e mais de 755 espécies, 

distribuídas sobretudo na América do Sul e no continente Africano (APG, 2016) 

(Figura 2) . No Brasil a família é representada por 7 gêneros, Protium, Paraprotium, 

Trattinnickia, Tetragastris, Crepidospermum, Bursera e Dacryoides com aproxima-

damente 60 espécies, a maioria nativa da região amazônica (SOUZA e LORENZI, 

2005). 

 

 

Fonte:http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb 

 

                Figura 2. Distribuição mundial da família Burseraceae 

 

As plantas desta família são reconhecidas pelo seu exsudato resinoso com 

odor característico (mirra, incenso).  Apresentam folhas compostas imparipinadas, 

com folíolos opostos e em alguns gêneros os folhetos são surpreendentemente 

simétricos (APG, 2016). Algumas plantas possuem grande importância histórica, 

como a mirra (Commiphora) e o olíbano (Boswellia) (LANGENHEIM, 2003), pois a 

milhares de anos os egípcios usavam como o “perfume dos deuses”, uma fragrância 

muito admirada por Cleópatra, Rainha do Egito,  famosa por usar inúmeros produtos 
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naturais (CRAVO, 1996). No Novo Testamento, a mirra costuma estar associada ao 

ato de embalsamar e ao sepultamento, devido a suas propriedades de conservação. 

Os metabólitos secundários relatados na família são principalmente 

triterpenos, mas também são relatados esteróides, lignanas, cumarinas e 

flavonoides (KHALID, 1983). Os triterpenos de Burseraceae apresentam esqueletos 

normalmente do tipo ursano e oleanano, além de outros esqueletos como damarano, 

eufano, tirucalano, lanostano e cicloartano, hopano, lupano, friedelano, taraxarano, 

taraxastano (PERNET, 1972; KHALID, 1983, LIMA et al, 2001 e 2004) e mais 

recentemente foi relatado triterpenos com esqueleto polipodano (SHEN e LOU, 

2008; KIMURA et al. 2001). 

  

2.2.1. O Gênero Protium Burmann f. 

O gênero Protium é o mais diversificado da família Burseraceae contendo 

cêrca de 146 espécies, sendo o mais representativo na flora Amazônica com 73 

espécies na região, sendo 42 endêmicas (FINE et al. 2005; DALY, 1992). As 

espécies deste gênero semelhantes a muitas outras Burseraceae possuem ductos 

resiníferos na parte interna da casca, e exsudam grandes quantidades de óleo-

resina, conhecidas na região amazônica como breu ou breu branco e são bastante 

utilizados para dor de cabeça, descongestionante nasal, como cicatrizantes e 

principalmente como incenso ou repelente de insetos (CORRÊA, 1984; PERNET, 

1972; LORENZI e MATOS, 2002). 

No gênero Protium os triterpenos foram encontrados em folhas e resinas e 

têm esqueletos dos tipos ursano [URS], oleanano [OLE], lupano [LUP], tirucalano 

[TIL], friedelano [FRI] e taraxastano [TAX], sendo mais abundantes os dois tipos 

oleanano e ursano (Tabela 1 e Quadro 1). 
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Tabela 1. Triterpenos identificados no gênero Protium 

 

 

TRITERPENOS [esqueleto] 

ESPÉCIES DE PROTIUM 

P. 

apiculatum 

P. 

crenatum 

P. 

hebetatum 

P. 

heptaphyllum 

P. 

icicariba 

P. 

kleinii 

P. 

paniculatum 

P. 

strumosum 

ácido-3-oxotirucala-8,24-dien-

21-oico [TIR] 
  R [12]      

ácido-3-α-acetoxitirucala-8,24-

dien-21-oico [TIR] 
  R [12]      

ácido-3-α-hidroxitirucala-7,24-

dien-21-oico [TIR] 
  R [12]      

ácido-3α-hidroxitirucala-7,24-

dien-21-óico [TIR] 
 R [10]  R [9]     

ácido-3α-hidroxitirucala-8,24-

dien-21-oico [TIR] 
   R [9]     

ácido-3-α-hidroxitirucala-8,24-

dien-21-oico [TIR] 
  R [12]      

breina [URS]   R [12] R [4, 9, 11]  R [3, 8] R [1]  

cabraleadiol [DAM] F [7]        

epi-friedelanol [FRI]        F [6] 

friedelina [FRI]        F [6] 

lupeol [LUP] F [7]    F [7]   F [6] 

lupenona [LUP]    R [4]    F [6] 

maniladiol [OLE]   R [12] R [4, 9, 11]   R [1]  
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α-amirina  [URS]   
R [12] 

 

R [2, 4, 5, 

9,11] 
F [7] R [8] R [1] F [6] 

α -amirinona [URS]   R [12] R [4]     

β-amirina [OLE]   R [12] 
R [2, 4, 5, 9, 

11] 
F [7] R [8] R [1] F [6] 

β -amirinona [OLE]   R [12] R [4]     

3β-hidroxi-urs-9,12-dienol [URS]    R [9]     

3β-hidroxi-olea-9,12-dienol [OLE]    R [9]     

3-oxo-11β,16β-didroxi-urs-12-

eno [URS] 
     R [8]   

3-oxo-11β-hidroxi-oleano-12-eno 

[OLE] 
     R [8]   

3-oxo-11β-hidroxi-urs-12-eno 

[URS] 
     R [8]   

3-oxo-20S-hidroxitaraxastano 

[TAX] 
   R [11]     

3-β,20S-dihidroxitaraxastano 

[TAX] 
   R [11]     

3-β,24-dihidroxi-urs-12-eno 

[URS] 
   R [11]     

F= Folhas R= Resina; 

[1]=Almeida et al. 2015; [2]=Bandeira et al. 2007; [3]=Calixto et al. 2001; [4]=Chaves et al. 2005; [5]=Endriger et al. 2014; [6]=Guimarães e Siane 2007; 

[7]=Lima et al. 2001; [8]=Lima et al. 2005; [9]=Maia et al. 2000; [10]= Mora et al. 2001; [11]=Susunaga et al. 2001; [12]= Marques et al. 2010 
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              Quadro 1. Esqueletos dos triterpenos de Protium 

 

Mais recentemente, Lokvam e Fine (2012) isolaram do tecido das folhas 

jovens de P. subserratum um derivado do esqualeno chamado de 25,30-dicarboxi-

26,27,28,29-tetraacetoxi-10,11,14,15-tetrahidrosqualeno (Quadro 2). 

OH
OH

O

O O

O O

O O

O O

O

25,30-dicarboxi-26,27,28,29-tetraacetoxi-10,11,14,15tetrahidrosqualeno

 
 

Quadro 2. Derivado do esqualeno 

 

Os esteróides também têm sido relatado em Protium:   3-O-glicosilsitosterol 

em P. strumosum (GUIMARÃES e SIANI, 2007), campesterol, estigmasterol em P. 
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hebetatum (COSTA et al. 2015), β-sitosterol em P. unifoliolatum (MAGALHÃES et al. 

2004) e estigmasterol em P. javanicum (ADFA et al. 2010) (Quadro 3). 

H

H

OH

H

H
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OH

HH
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H
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H
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H
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H
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H
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H
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O

O

H

H
H

3-O-glicosilsitosterol
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Quadro 3. Estruturas dos esteroides 
 

Três cumarinas foram identificadas no gênero, escopoletina em P. javanicum 

(ADFA et al. 2010),  P. hebetatum (COSTA et al. 2015), e  P.  heptaphyllum 

(BANDEIRA et al.  2002), P. unifoliolatum  (MAGALHÃES et al. 2004),  propacina em 

P. opacum (MARQUES e YOSHIDA 1990) e 5-metoxipropacina em P. unifoliolatum 

(MAGALHÃES et al. 2004) (Quadro 4). 

escopoletina

O OOH

MeO
Me

Me

O

O

O

O

OH

O

OMe

O

Me

Me

Me

O

O

O O

O

O

O

OH
Me

propacina 5-metoxipropacina

  
 

Quadro 4. Estruturas das cumarinas 
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As lignanas identificadas em Protium foram 5-metoxijusticidina de Protium 

unifoliolatum (SIANI et al. 1998), cubebina e (+)-(2S,3S)-2-(3",4"-

metilenodioxibenzil)-3-(3',4'-metilenodioxiacetofenona)-butirolactona na espécie de 

Protium tenuifolium  (SIQUEIRA et al. 1995) (Quadro 5). 

Me

Me

O

O

O

O

O

O

Me

Me

O

O

5-metoxijusticidina

O

O

O

O

O

O

O

(+)-(2S,3S)-2-(3",4"-metilenodioxibenzil)-3-(3',4'
-metilenodioxiacetofenona)-butirolactona

O

O

O

O

O

OH

      cubebina

 
 

Quadro 5. Estruturas das lignanas 

 

Na classe dos flavonoides foram identificados em P. heptaphyllum a 

quercetina, catequina, e quercetina-3-O-ramnosil (BANDEIRA et al. 2002). A 

quercetina também foi identificada em P. javanicum  (ADFA et al. 2010) (Quadro 6). 
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            catequina
 

 

Quadro 6. Estruturas dos flavonoides 

 

As espécies de Protium da região Amazônica também são ricas em 

constituintes químicos voláteis especialmente aqueles obtidos das resinas que 

produzem altos teores desses óleos essenciais, predominando os monoterpenos 

seguidos dos sesquiterpenos. A Tabela 2 mostra os constituintes majoritários da 

composição dos voláteis em resina de Protium da região amazônica.  

 

Tabela 2. Constituintes químicos majoritários dos óleos essenciais em resina de 

Protium da região amazônica  

ESPÉCIES [referências] SUBSTÂNCIAS MAJORITÁRIAS 

P.altsonii [1] 
p-cimeno (32,5%), α-felandreno (22,6%),  β–
felandreno (11%), α-pineno (12,4%) e 1,8-cineol 
(10,5%) 

P. decandrum [2] trans-α-bergamoteno (47,7%) 

P.hebetatum [3] 
p-cimeno (35,8%- 38,9 %), cis-β-dihidroterpineol 
(10,0 %) limoneno (11,7 %), α-pineno (20,3 %) 

P. hebetatum [4] 
α-pineno (28,9-23,7%), o-cimeno (18,03-31,16%), 
limoneno (31,89-14,95%) 

P. heptaphyllum [5] 
p-cimeno (11,0%), terpinoleno (21,8%),  p-cimen-8-
ol (11,3%), dilapiol (16,1%) 

P. nitidifolium [1] 
p-cimeno (34,6%), α-pineno (30,5%), p-ment-3-eno 
(10,3%) 

P. paniculatum var. 
riedelianum [1] 

p-cimeno (33,8%), p-ment-3-eno (31,4%), β-
felandreno (12,1%) 

P. paniculatum var. nova [1] 
 

α-terpinene (11,4%), p-cimeno (69,3%) 

P. spruceanum [1] 
β-felandreno (38,5%), p-cimeno (17,1%), α-pineno 
(13,7%), α-felandreno (13,1%) 

P. sprucenum  [6] camphor (14,5%), epi-α-cadinol (20,4%) 
P. spruceanum [7] sabineno (61,3%, 33,5%, 34,8%, 41.5%, 23,3%,  
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48,7%), p-cimeno (12,0%), cis-sabineno (27,5%, 
56,1%, 34,4%), camphor (16,2%), terpinen-4-ol 
(11,8%) 

P. spruceanum [8] limoneno (90,93%) 

P. strumosum [1] 
p-cimeno (27,4%),  terpinoleno (22,4%),  β-
felandreno (17,4%),  α-terpineol (12,3%), p-cimeno-
8-ol (11,4%) 

[1]= RAMOS et al. 2000; [2]= CARVALHO et al. 2010;  [3]= PINTO et al. 2010; [4]= LIMA et al. 2016;  
[5]= SIANI et al. 1999; [6]= (ZOGHBI et al. 2002); [7]= MACHADO et al. 2003; [8]= LIMA et al. 2014 

 

Embora tenha vários estudos com o gênero Protium, a literatura não registra 

investigações fitoquímicas e biológicas com a espécie Protium puncticulatum, sendo, 

portanto o primeiro estudo de investigação com a referente espécie. 
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2.3. Atividade antifúngica  

 

Atualmente as infecções fúngicas nos seres humanos, tem se tornado um 

importante problema de saúde pública, devido ao crescente aumento na ocorrência 

de casos de mortalidade e de complicações resultantes dos tratamentos 

convencionais, como as múltiplas resistências aos medicamentos antifúngicos e a 

reincidência das infecções (HAMDAN e HAHN, 2006; DAWSON et al. 2012).  

Os indivíduos com sistema imunológico comprometido, na maioria das vezes 

pacientes imunodeprimidos ou que estejam em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) 

com doenças variadas, são os principais alvos dessas infecções debilitantes e 

potencialmente fatais que são chamadas de infecções oportunistas (HAY, 2006; 

BROWN et al. 2012).  Entre as infecções fúngicas oportunista, a candidíase é a mais 

comum e tem como principal agente causador a infecção por Candida albicans, mas 

outras espécies de leveduras do gênero Candida também são responsáveis por 

ocasionar candidíase (TORTORA et al. 2005). As leveduras Cryptococcus gattii e 

Cryptococcus neoformans são os agentes causadores da criptococose, uma 

infecção fúngica sistêmica que agride o sistema nervoso central, causando a 

meningite (SUN et al. 2014; CHANG et al. 2015). 

O interesse por novas substâncias químicas com atividades antimicrobianas 

vem crescendo consideravelmente por consequência dos problemas atuais 

relacionados ao uso irracional de antibióticos e a resistência dos microrganismos às 

drogas disponíveis. No meio de diversas classes químicas relatadas na literatura, as 

lignanas estão entre as substâncias que apresentam uma variedade de atividades 

biológicas, a exemplo o potencial antifúngico, como demonstrado nos estudos 

realizados por Gertsch et al. (2003), que testou as  lignanas  justicidina B e 

piscatorina, obtendo inibição no crescimento dos microrganismos de Candida 
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albicans, Aspergillus fumigatus e A. flavus. A levedura de Cryptococcus neoformans 

foi resistente para justicidina.  

A atividade antifúngica das lignanas: (+)-pinoresinol e lariciresinol também 

foram comprovadas, contra Candida albicans, Trichosporon beigelii e Malassezia 

furfur (HWANG et al. 2010; HWANG et al. 2011). Em estudos realizados por 

Panagouleas et al. (2003), observou-se atividades antifúngicas para lignana (-)-

matairesinol, contra leveduras do gêneros de Aspergillus, Penicillium e 

Cladosporium. 

A atividade inibidora de magnolol (neolignanas) também é reportada na 

literatura contra Candida albicans e outras espécies de Candida, além das leveduras 

de Cryptococcus neoformans e Aspergillus niger (BANG et al. 2000; SUN et al. 2015; 

ZHOU et. al 2017).  

Considerando o potencial biológico das lignanas e o crescente interesse por 

substâncias naturais com princípios ativos mais eficazes, motivado pelo surgimento 

da resistência dos microrganismos aos fármacos atuais, é que um dos focos do 

trabalho foi investigar a atividade antifúngica das substâncias pertencente à classe 

das lignanas provenientes dos resíduos madeireiros frente às cepas de Candida 

albicans, Cryptococcus neoformans e gattii. 
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3. OBJETIVOS 
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3. Objetivos  

3.1 Geral 

 

  Realizar estudos químicos com resíduos madeireiros de Protium 

puncticulatum Macbr. (Burseraceae) avaliando as atividades antifúngicas 

frente às substâncias isoladas. 

 

3.2 Específicos 

 
 Extrair e isolar fitoquimicamente as substâncias químicas de P. puncticulatum, 

através de métodos de extração e cromatografia clássica; 

 Identificar e/ou elucidar as estruturas químicas dos constituintes desta 

espécie, através de técnicas espectroscópicas de Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN);  

 Realizar ensaio antifúngico com substâncias oriundas dos resíduos 

madeireiros de P. puncticulatum;  

 Agregar importância aos resíduos madeireiros descartados, através de 

conhecimentos científicos. 
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4.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
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4.1. Materiais utilizados 

 

4.1.1 – Solventes 

 Comerciais: Nas análises cromatográficas foram utilizados solventes 

comerciais (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol) destilados 

no LQPN-INPA. 

 Deuterados: Para a obtenção dos espectros de Ressonância Magnética 

Nuclear utilizou-se solventes deuterados (Metanol, clorofórmio, acetona e piridina) 

da marca Sigma Aldrich. 

  Grau HPLC: Para a análise da Espectrometria de Massas foi utilizado os 

solventes com grau de pureza HPLC (Acetonitrila, metanol e isopropanol). 

 

4.1.2 – Na Cromatografia Clássica  

 Cromatografia em Coluna (CC) – Para os fracionamentos dos extratos e 

frações foram utilizadas colunas de vidro com dimensões que variavam entre Ø = 

0,5-3,5 cm e altura = 40-100 cm, a escolha dependia da quantidade da amostra à 

ser fracionada. 

  Suportes para Cromatografia em Coluna – Sílica gel 60 (70-230 mesh, 

230-400 mesh) - Merck; Sephadex LH-20 - Sigma-Aldrich e celulose microcristalina - 

Merck. 

 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) – Foram utilizadas 

cromatofolhas de alumínio com sílica gel 60, indicador de fluorescência F254 e 0,2 

mm de espessura da Merck. 
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4.1.3 – Reveladores empregados em CCD  

 Físicos: Câmara de luz ultravioleta com irradiação de luz no comprimento 

de onda de 254 e 365 nm. 

 Químicos: Vanilina sulfúrica, anisaldeido sulfúrico, vapores de iodo e 

cloreto férrico. 

 

4.2. Equipamentos e acessórios  

 

 Balança Analítica – Tecnal, modelo B TEC, com capacidade até 210g. 

 Chapa de aquecimento – Fisatom, modelo 753A. 

 Moinho – Marconi, macro moinho tipo Wiley modelo MA-340. 

 Evaporador rotativo – Buchi, modelo Rotavapor R-3 acoplado a um banho 

ultratermostatizado Marconi, modelo MA-184. 

 Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear – Os espectros de 

RMN foram obtidos em espectrômetros da Bruker, Fourier-300 (300 MHz - 1H e 

75 MHz - 13C) da CA-LTQPN do INPA. 
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4.3. Obtenção do material vegetal 
 
 
 

Os resíduos madeireiros (Figura 3) foram fornecidos pelo Laboratório de 

Tecnologia da Madeira - LTM do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia - 

INPA, no âmbito do projeto Madeiras da Amazônia. A identificação dos resíduos foi 

realizada por comparações das características macroscópica com padrões das 

espécies disponíveis na Xiloteca do Laboratório de Tecnologia da Madeira (COTI-

INPA). Os resíduos de Protium puncticulatum (breu-vermelho) foram obtidos da 

sobra da manufatura de pequenos objetos de madeira.  

. 

 
 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Resíduos de Protium puncticulatum fornecidos pelo LTM 
 
 
 
 

Fonte: arquivo pessoal 
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4.4. Processamento dos resíduos, preparação dos extratos e análises 

preliminares. 

Os resíduos graúdos foram cortados em pedaços menores e posteriormente 

pulverizados em moinho de faca. Após este procedimento, o material moído foi 

pesado e submetido à maceração a frio, com extrações em hexano seguido por 

metanol, cada solvente permaneceu durante 7 dias, conforme demonstra o Esquema 

2. Os extratos brutos foram obtidos por meio de evaporação dos solventes em 

evaporador rotativo, posteriormente tiveram suas massas determinadas e 

rendimentos calculados (Tabela 3). 

  

 

 

 
 

 

 
 

 

                            
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 
Esquema 2. Preparação dos extratos brutos dos resíduos 

        
Material Vegetal 

(resíduos) 

Extrato 

Hexânico 

*Maceração por 7 dias em Hexano 

*Evaporação do solvente 

Torta 

Torta 

Extrato 

Metanólico 

 

*Maceração em MeOH 
*Evaporação do solvente 
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Tabela 3. Massa obtida dos extratos em hexano e metanol 

 
 

 
Espécie 

Massa do Extratos 
Rendimentos 

(%) 

 

 

Resíduo 
  

 

 

Código Massa (g) 
 

 (g)  

 
 

    
 

 
     

 

 Protium puncticulatum 612,23 

PPH 0,22 0,03 

 

 PPM 7,35 1,20  

  

      
 

       

Códigos finalizados com H → extratos hexânicos; Códigos finalizados com M → extratos metanólicos 
 

 

4.5. Análise dos Extratos de Protium puncticulatum  

Os extratos brutos foram submetidos à análises preliminares de 

comparações por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) com padrões de 

substâncias que são muito frequentes em plantas como: amirina, lupeol e β-

sitosterol, utlizando-se Hex/AcOEt (9:1) como sistema de  eluição (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Placa de CCD dos extratos brutos de PPH e PPM com padrões de 
substâncias conhecidas 

 

Após as avaliações em cromatografia de camada delgada - CCD (Figura 4), 

o extrato hexânico (PPH) foi inicialmente considerado o mais promissor para 

começar os fracionamentos cromatográficos por apresentar menor quantidade de 

pigmento e por exibir grande similaridade com os padrões utilizados.   

Vanilina-Hex:AcOEt (9:1) 

PPH  PPM Lup  Am   Sit 
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 4.5.1 Fracionamento cromatográfico do extrato hexânico de P. puncticulatum 

(PPH) 

 O extrato hexânico PPH (215 mg) foi submetido a fracionamento por 

cromatografia em coluna com gel de sílica 60 (70-230 mesh), eluída em sistema 

isocrático com Hexano:Acetato de Etila na proporção de (9:1) (Esquema 3). 

Originou-se 48 frações que foram reunidas por similaridade através de cromatografia 

em camada delgada (CCD) em 13 novas frações (Tabela 4). As frações mais 

promissoras, PPH-23 e PPH-38 foram submetidas à análise por RMN permitindo a 

identificação de mistura de substâncias 1-3 (PPH-23) e 4-5 (PPH-38).  

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 
Esquema 3. Fracionamento cromatográfico de PPH 

 
 

Tabela 4. Reunião das frações obtidas de PPH 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

    

    

Frações 
Reunidas 

Código 
Massa 
(mg) 

1-3 PPH-1 0,8 
4-5 PPH-4 1,1 
6-9 PPH-6 10,7 

10-14 PPH-10 26,5 
15-17 PPH-15 11,8 

18 PPH-18 0,5 
19-22 PPH-19 13,6 
23-37 PPH-23 9,1 
38-39 PPH-38 22,1 

40-44 PPH-40 15,6 

45-47 PPH-46 8,8 

48 PPH-48 41,1 

Substâncias 

1,2 e 3 

Substâncias 
4 e 5 

- Coluna de sílica gel (70-230 mesh) 
- h= 39,4 cm         Ø=2,3 cm 
- Empacotada em hexano 

 

PPH 
215 mg 

 
mg 

 

 

Eluente: 

 

 

Nº das 
Frações

: 

 

 

Hex : AcOEt (9:1)  

 

 

 
 

1 - 47 

 

 

AcOEt (100%) 

 

 

 
  

48 

Sistema Isocrático Limpeza 
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4.5.2 Fracionamento cromatográfico do extrato metanólico de P. puncticulatum 

(PPM) 

O extrato metanólico PPM (7,352 g) foi inicialmente submetido a 

fracionamento por cromatografia de exclusão em coluna com Sephadex LH-20 para 

remoção dos pigmentos e taninos, foi eluída em sistema isocrático com metanol da 

qual se obteve 20 frações (Esquema 4). Os dados estão mostrados na Tabela 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4. Fracionamento cromatográfico de PPM 

 

Tabela 5. Reunião das frações obtidas de PPM 

Frações 
Reunidas 

Códigos 
Massa 
(mg) 

1-2 PPM-1 270 

3 PPM-3 1109,0 

4 PPM-4 2303,4  

5 PPM-5 671,2 

6 PPM-6 176,5 

*7-20   

              *Não observadas em CCD por motivo de solubilidade 

Fr. 4 

Coluna sephadex LH-20 

h= 48,8 cm         Ø=2,9cm 

 

Eluente: 

 

 

Nº das 
Frações: 

 

PPM 
7,352 g 

 

Sistema Isocrático 

 

Metanol  

 

 

 
 

1-20 
 

PPM-4 

ESQUEMA 5 

Sílica gel 
(70-230 mesh) 

ESQUEMA 5 
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A fração PPM-4 de massa marrom-avermelhado passou por outro 

fracionamento cromatográfico (Esquema 5), pois em CCD mostrou-se a mais 

promissora, devido a absorção intensa no UV 365 nm e quando revelada em vanilina 

sulfúrica apresentou mistura de cores rosa, cinza e laranja. Esta fração com 2,303 

mg  foi submetida a fracionamento em coluna de sílica gel ( 70-230 mesh) (Øint = 3,2 

cm e hsílica = 54,8 cm), empacotada em DCM e inicialmente foi eluída com DCM, 

seguido por gradientes de DCM:MeOH e finalizado em MeOH. O fracionamento 

resultou em 18 frações e a frações 8-9 reunidas, contendo material sólido foi 

codificada como PPM-4.8 que após limpeza com metanol (sonicador) forneceu a 

substância 6 (124,4 mg).  Os dados do fracionamento estão mostrados na Tabela 6.  

 

 

 

            
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUBSTÂNCIA 6 
 

PPM-4 
2303.4 mg 

 
mg 

 

  D          D:M         D:M         D:M                D:M             D:M                 D:M                    M   
              (98:2)       (97:3)        (95:5)                (9:1)              (8:2)                  (7:3)              (100%) 

Coluna de sílica gel (70-230 mesh) 

 h= 54,8 cm         Ø=3,2 cm 

Empacotada em Diclorometano 

Gradientes DCM:MeOH 

 

 
 

1-2 

 

 

 
 

3-4 

 

 

 
 

5-7 

 

 

 
 

8-9 

 

 

 
 

10 -12 

 

 

 
 

13-14 

 

 

 
 

15-16 

 

 

 
 

17-18 

 

Eluente: 

 

 

Nº das 

Frações 

Limpeza 

D - Diclorometano;  M – Metanol 

 

Volume da fase móvel (mL):   V1 = 250; V2 = 300; 
                                                
V3 = 400; V4 =500 

 

     V1              V2             V4                     V3                   V2                  V3                   V4                               V4                             

PPM-4.10 

ESQUEMA 6 
Limpeza 

 

Fr. 10 
Fr. 8-9 

   Esquema 5. Fracionamento cromatográfico de PPM-4 
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Tabela 6. Reunião das frações obtidas de PPM-4 
 

Frações 
Reunidas 

Códigos 
Massa 
(mg) 

1-3 PPM-4.1 13,1 

4 PPM-4.4 29 

5-6 PPM-4.5 71,4 

7 PPM-4.7 73,8 

8-9 PPM-4.8 124,4  

10 PPM-4.10 623 

11 PPM-4.11 349,2 

12 PPM-4.12 107,2 

13 PPM-4.13 96,8 

14-15 PPM-4.14 74,3 

16 PPM-4.16 43 

17 PPM-4.17 68,6 

18 PPM-4.18 161,7 

 
 

A fração PPM-4.10 (623 mg) foi submetida a um novo fracionamento 

(Esquema 6) por  apresentar maior  quantidade de massa e por exibir  intensa 

absorção na luz UV (254 e 365 nm) e também por expor uma mistura complexa de 

cores rosa, roxo, laranja e amarelo com diferentes Rf’s, quando revelada em vanilina 

sulfúrica. Esse material foi submetido a fracionamento em coluna de Sephadex LH-

20, eluída com metanol, dando origem a 8 frações (Tabela 7 ) sendo a fração 5, 

(PPM-4.10.5; 73,1 mg), submetida a novo fracionamento (Esquema 6) em coluna de 

Sephadex LH-20 nas mesmas condições do fracionamento anterior, originando 10 

novas frações que foram reunidas por similaridade (Tabela 8). Desta as frações 7-9 

(PPM 4.10.5.7; 60 mg) fracionadas em coluna de sílica gel 60 (esquema x), eluída 

com DCM, DCM:AcOEt  (98:2 → 8:2) e DCM:AcOEt  (97:3 → 7:3, finalizado em 

metanol, fornecendo na fração 6, a substância 7  (PPM-4.10.5.7.6; 10 mg) após 

tratamento em metanol.  

 

Substância 

6 

Sephadex 

LH-20 

ESQUEMA 6 
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Esquema 6. Fracionamento cromatográfico de PPM-4.10 e PPM-4.10.5 

 

 

 

 

 

Coluna Sephadex LH-20 
h= 46,8 cm         Ø=2,8cm 

PPM-4.10.5 
73,1 mg 

 

 

Eluente: 

 

 

Nº das 
Frações

: 

 

Sistema Isocrático 

 

Metanol  

 

 

 
 

1-10 
 

Fr. 5 

Coluna Sephadex LH-20 

h= 46,8 cm         Ø=2,8cm 

 

Eluente: 

 

 

Nº das 
Frações: 

 

PPM-4.10 
623 mg 

Sistema Isocrático 

 

Metanol  

 

 

 
 

1-20 
 



  

44 
 

 

 
Tabela 7. Reunião das frações obtidas de PPM-4.10 

 

Frações 
Reunidas 

Códigos Massa (mg) 

1-2 PPM-4.10.1 9,9 

3 PPM-4.10.3 4,5 

4 PPM-4.10.4 4 

5 PPM-4.10.5 73,1 

6 PPM-4.10.6 156,4  

7-8 PPM-4.10.7 369,4 

 

 

 

Tabela 8. Reunião das frações obtidas de PPM-4.10.5 

Frações 
Reunidas 

Códigos 
Massa 
(mg) 

1 PPM-4.10.5.1 0,5 

2 PPM-4.10.5.2 1,0 

3 PPM-4.10.5.3 1,7 

4-5 PPM-4.10.5.5 3,3 

6 PPM-4.10.5.6 3,4 

7-9 PPM-4.10.5.7 60,0 

10 PPM-4.10.5.10 3,2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESQUEMA 6 

 

Sephadex 

LH-20 

ESQUEMA 7 

 

Sílica gel 
(230-400 mesh) 
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PPM-4.10.5.7 

60 mg 

 

SUBSTÂNCIA 7 
 

   D         D:Ac         D:Ac         D:Ac             D:Ac              D:Ac                D:M                D:M              D:M                D:M                D:M                    M   
              (98:2)        (97:3)         (95:5)                (9:1)              (8:2)                (97:3)                (9:1)               (9:1)                (8:2 )                (7:3)             (100%) 

     V1              V3             V1                    V2                   V2                  V3                   V4                            V4                  V3                    V4                   V3                    V4                          

 

 
 

   12 

 

Limpeza 

 

 
 

 1 

 

 

 
 

 2 

 

 

 
 

3-4 

 

 

 
 

5 

 

 

 
 

6-10  

 

 

 
 

  11 

 

 

Eluente: 

 

 

Nº das 

Frações 

Tratada com MeOH 
 

 

 
 

   13 

 

 

 
 

14-15 

 

 

 
 

   16 

 

 

 
 

   17 

 

Gradientes DCM:AcOEt Gradientes DCM:MeOH 

 

 
 

  18 

Fr. 6 

Coluna de sílica gel (230-400 mesh) 

 h= 53,5cm         Ø=3,4cm 

Empacotada em Diclorometano 

D – Diclorometano; Ac – Acetato de etila; M – Metanol 

 

Volume da fase móvel (mL):  V1 = 125; V2 = 250; 
                                                    
V3 = 200; V4 = 300 
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   Tabela 9. Reunião das frações obtidas de PPM-4.10.5.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Frações 
Reunidas 

Códigos 
Massa 
(mg) 

1-2 PPM-4.10.5.7.1 2,6 

3 PPM-4.10.5.7.3 0,2 

4 PPM-4.10.5.7.4 3,0 

5 PPM-4.10.5.7.5 2,7 

6 PPM-4.10.5.7.6 10 

7 PPM-4.10.5.7.7 2,6 

8-10 PPM-4.10.5.7.8 8,7 

11 PPM-4.10.5.7.11 1,9 

12 PPM-4.10.5.7.12 4,5 

13-14 PPM-4.10.5.7.13 4,7 

15 PPM-4.10.5.7.15 1,8 

16-17 PPM-4.10.5.7.16 10,1 

18 PPM-4.10.5.7.18 6,5 

Substância 

7 
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4.6.  Ensaio antifúngico 

 

4.6.1 Cepas testadas e preparação dos inóculos fúngicos 

Para os testes de atividade antifúngica, foram utilizadas cepas padrão da 

American Type Culture Collection (ATCC), mantidas na Coleção de Microrganismos 

de interesse médico do INPA.  Na Tabela 10 encontramos as cepas fúngicas 

utilizadas nos testes.  

 
Tabela 10. Cepas de fungos utilizadas nos testes 

 

Tipo de fungo Espécie Cepas 

Levedura 

Cryptococcus neoformans ATCC 90112 

Cryptococcus gattii ATCC 32269 

Candida albicans ATCC 60193 

 

O cultivo das culturas de fungos foi feito em meio ágar Sabouraud Dextrose e 

as cepas selecionadas (Tabela 10) passaram por repiques para posteriormente 

serem utilizadas na preparação dos inóculos fúngicos, as quais seguiram as 

recomendações do protocolo M27-A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) (2008). As células foram submetidas ao processo de suspensão em 5 mL de 

solução salina esterilizada à 0,85%. Posteriormente, foram quantificadas em câmara 

de Neubauer através da leitura no microscópio óptico e, por fim, foram realizadas 

diluições da suspensão-padrão da levedura com meio líquido RPMI 1640 para obter 

uma concentração final de 2,5 x 103
 células/mL. 
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4.6.2. Realização do teste de microdiluição em caldo 

 

O ensaio de sensibilidade antifúngica foi realizado no Laboratório de 

Micologia do INPA, com base na técnica de microdiluição em caldo - protocolo M27-

A3, determinada pela CLSI (2008). 

 Inicialmente foram preparados os inóculos de Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii numa concentração final de 

aproximadamente 2,5x103 células/mL como descrito no item anterior. As substâncias 

testadas como agente antifúngico (7-oxo-parabenzolactona e 7’-hidroxi-9α-

metillcubebina) isoladas dos resíduos de madeira de P. puncticulatum passaram por   

diluições seriadas, partindo-se de uma concentração de 320 μg/mL em microplaca 

de 96 poços, com posterior incubação a 35 ºC durante 24h para C.albicans e 72h 

para C. neofarmans e C. gattii. Após esse período, realizou-se a leitura 

macroscópica da placa para avaliar a concentração inibitória mínima (CIM) das 

substâncias, considerando o score à 100% de inibição. A leitura foi realizada 

comparando os poços do controle positivo (Inóculo fúngico + meio de cultivo RPMI) 

e os poços contendo as substâncias testadas. A anfotericina B foi utilizada como 

droga controle de sensibilidade para os três tipos de fungos e os testes foram 

realizados em duplicata (CLSI, 2008). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5.1. Determinação estrutural em mistura das substâncias isoladas do extrato 

hexânico em P. puncticulatum 

 

5.1.1. Identificação dos constituintes químicos da fração PPH-23  

 
 

A fração PPH-23 (9 mg) apresentou-se como sólido branco, mostrando em 

CCD similaridade de Rf=0,4 com os constituintes das amostras usadas como padrão 

(lupeol e mistura de α e  β-amirina), utlizando-se Hex/AcOEt (9:1) como sistema de  

eluição (Figura 5).  

 
  

 

 
 

  

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

Figura 5. Placa de CCD da fração de PPH-23 com padrões de lupeol, α e  β-amirina 
 

O sólido da fração PPH-23 (9 mg) foi submetido à experimentos de 

Ressonância Magnética Nuclear: RMN 1H, 13C, Dept -135º e HSQC. O espectro de 

RMN 1H (Tabela 11, Figura 7-10), mostrou os sinais característicos dos triterpenos 

sugeridos em CCD devido à presença de vários sinais dos hidrogênios metílicos na 

região entre δ 0,79 - 1,61, hidrogênios olefínicos em  δ 5,13 (t, J = 3,66 Hz) e δ 5,19 

(t, J = 3,57 Hz) de H-12 da mistura de  α- e β-amirina (substâncias 1 e 2, Figura 6), 

além dos hidrogênios vinilícos de dupla terminal (H-29) em δ 4,57 e 4,69 do lupeol 

(substância 3, Figura 6). O deslocamento químico correspondente aos hidrogênios 

                        23   Lup.  Am. Sit.                                    23   Lup. Am. Sit.                                                                                   

    UV 254 nm                           Vanilina 
Hex : AcOEt (9:1)             Hex : AcOEt (9:1)                                                        

lupeol 

α-amirina 
 

β- amirina 

Rf= 0,4 
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carbinólicos da posição H-3, comum aos três triterpenos foram observados em δ 

3,22 (dd, J=10,77 e 5,00 Hz) para α- e β-amirina, enquanto que no lupeol o sinal foi 

detectado em δ 3,18 com área de difícil interpretação de multiplicidade. No 

experimento HSQC (Figura 13) os sinais dos hidrogênios carbinólicos 

correlacionaram com os carbonos em δ 79,05, 79,04 e 78,84, respectivamente. 

A análise do espectro de RMN 13C (Tabela 12, Figura 11) e Dept -135º 

(Figura 12) confirma a ocorrência dos três triterpenos devido à presença de sinais 

característicos dessas substâncias. Para os carbonos olefínicos de α-amirina (1) 

foram evidenciados os sinais típicos em δ 124,40 (C-12) e 139,55 (C-13), para  β-

amirina (2) foram observados sinais em  δ 121,71 (C-12) e 145,19 (C-13) enquanto 

que para o lupeol (3) os sinais foram encontrados em δ 150,95 (C-20) e 109,32 (C-

29).  

Com base nas intensidades dos sinais de RMN de 1H e 13C, infere-se que a 

ordem de predominância na mistura triterpênica é de que a substância α-amirina (1) 

está em maior abundância, seguida por β-amirina (2) e lupeol (3). 

  A mistura dos triterpenos α-amirina (esqueleto ursano) e β-amirina 

(esqueleto oleanano) (Figura 6) tem sido muito relatada em espécies de Protium da 

região amazônica, principalmente nas resinas (MAIA et al. 2000; SUSUNAGA et al 

2001; BANDEIRA et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2004; CHAVES et al. 2005; LIMA et 

al. 2005; SILVA et al. 2009; HAMERSKI et al. 2011; ALMEIDA et al. 2015; ), mas 

também ocorre em folhas (LIMA et al. 2004; GUIMARÃES e SIANI 2007)  e galhos 

(LIMA et al. 2004). Esse é o primeiro registro dos triterpenos em madeira do gênero.   

 
 
 
 
 

 

O
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HO

HO

R2

R1

3

12

3

12

29

 
 
 
 
 
 
Figura 6. Mistura dos triterpenos 1, 2 e 3 identificados na fração PPH-23 de P. 

puncticulatum 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) α-amirina (R1=CH3; R2=H) 

(2) β-amirina (R1=H; R2= CH3) 

(3) Lupeol 
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Tabela 11. Dados dos hidrogênios olefínicos e carbinólicos dos constituintes 1, 2 e 3 

da fração PPH-23 
 

H α-amirina (1) β-amirina (2) lupeol (3) 

3 3,22 dd 

(J=10,77 e 5,00 Hz) 

3,22 dd 

(J=10,77 e 5,00 Hz) 

3,18* 

 

12 5,13 t 

(J = 3,66 Hz) 

5,19 t 

(J = 3,57 Hz) 

 

29   4,69 d  

(J=2,3 Hz; H-29a) 

4,57 dd  

(J=2,3 e 1,2 Hz; H-29b)  

*sobreposição 

 
 
 
Tabela 12. Dados dos carbonos olefínicos e carbinólicos dos constituintes 1, 2 e 3 

da fração PPH-23 
 

C α-amirina (1) β-amirina (2) lupeol (3) 

3 79,05 79,04 78,84 

12 124,40 121,71  

13 139,55 145,19  

20   150,95 

29   109,32 
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     Figura 8. Expansão dos sinais de H-olefínicos nas regiões de 5,19 a 4,57 ppm 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

    Figura 9. Expansão dos sinais de H-olefínicos nas regiões de 5,19 a 4,57 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Figura 10. Expansão dos sinais de H-carbinólicos nas regiões de 3,25 a 3,16 ppm 
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5.1.2. Identificação dos constituintes químicos da fração PPH-38 
 
  

A fração PPH-38 (22,1 mg) apresentou-se como  sólido branco, e em placa 

de CCD, mostrou o mesmo (Rf=0,2) da amostra padrão de β-sitosterol, utlizando-se 

Hex/AcOEt (9:1) como sistema de eluição (Figura 11).  

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 14. Placa cromatográfica de PPH-38 com padrões de β-sitosterol,  lupeol, α e  

β-amirina  
 
 

Esta amostra foi submetida à análise por RMN 1H, para confirmação da 

substância e/ou investigação da presença de outros esteroides. Os dados do 

espectro de RMN 1H (Tabela 13; Figura 15) mostram informações de um perfil 

característico da mistura dos esteroides β-sitosterol (4) e estigmasterol (5). A 

presença de sinais em δ 5,36 é característica de hidrogênio olefínico (H-6), e em δ 

3,52 é referente aos hidrogênios carbinólicos (H-3) dos dois esteroides. Os 

deslocamentos químicos em δ 5,16 e 5,04 são característicos dos hidrogênios 

olefínicos da cadeia lateral (H-22 e H-23) do estigmasterol. 

 
 
 
 
 
 

            38  39   Lup. Am. Sit.                          38   39  Lup. Am.Sit.                 

         254 nm                            Vanilina 
Hex:AcOEt (9:1)              Hex:AcOEt (9:1) 
 

            

                   
 

β-Sitosterol 
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Figura 15. Esteroides 4 e 5 identificados em mistura na fração PPH-38 da espécie 

P. puncticulatum 
 

 

 

Tabela 13. Dados dos hidrogênios olefínicos e carbinólicos dos constituintes da 

fração PPH-38 
 

H β-sitosterol Estigmasterol 

3 3,52 m 3,52 m 

6 5,36 d (J=5,13 Hz) 5,36 d (J=5,13 Hz) 

22  5,16 dd 

(J=15,21 e 8,42 Hz) 

23  5,04 dd 

(J=15,28 e 8,42 Hz) 

 

         (4)   β-sitosterol                                               (5) estigmasterol  
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5.2. Determinação estrutural das substâncias isoladas do extrato metanólico 

em P. puncticulatum 

 
5.2.1. Identificação da substância 6 (PPM-4.8) 

 

A substância 6, codificada na fração PPM-4.8 (124,4 mg) foi isolada na 

forma de um sólido branco, conforme  os procedimentos cromatográficos descrito no 

Esquema 5. Em placa de CCD mostrou absorção intensa no UV 254 e 365 nm, 

depois de revelada em vanilina sulfúrica exibiu mancha rosa claro, apresentou 

Rf=0,8 utilizando-se DCM/AcOEt (98:2) como sistema de  eluição (Figura 14).  

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 
Figura 17. Placa cromatográfica da fração PPM-4.8 

 

Para a determinação estrutural, essa amostra foi submetida a experimentos 

de RMN 1D (1H, 13C e Dept-135º), 2D (HSQC e HMBC e comparação com dados 

existente  na literatura.   

No espectro de RMN 1H (Tabela 14; Figura 19) foi observado a presença de 

6 sinais de  hidrogênios característicos de  sistema aromático na região entre 7,28-

6,54 com padrão de substituição do tipo orto, orto/meta e meta, sugerindo a 

presença de dois grupos arila tri-substituídos. No anel A do sistema aromático foram 

                     DCM:AcOEt (98:2)                 

   254 nm           365 nm            Vanilina       

                        
    8                                    8                                    8 
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detectados pela presença de três sinais em δ 7,19 (d, J=1,6 Hz; H-2), 7,28 (dd, J 

=7,8 e 1,7 Hz; H-6) e 6,81 (d, J=8,16 Hz; H-5). O mesmo padrão de acoplamento foi 

verificado para o anel B, com sinais em δ 6, 62 (H-2’ e H-5’) e 6,54 (H-6’), conforme 

mostra a tabela 14. Os sinais em δ 6,06 e 5,89 integrando para dois hidrogênios 

cada, são indicativos de substituição do grupo metilenodióxi dos anéis aromáticos. 

A presença de um sistema butirolactônica foi evidenciada através dos sinais 

de hidrogênios metínicos em δ 4,05 (H-8) e 3,49 (H-8’) e pelos hidrogênios 

metilênicos δ 4,42 (H-9a) e 4,16 (H-9b).  

 A análise do espectro de RMN 13C (Tabela 14, Figura 23) mostra sinais 

correspondentes a 20 átomos de carbono, que associado com o experimento de 

Dept-135º (Figura 24) foi possível confirmar a presença dos 6 carbonos 

hidrogenados e 6 não hidrogenados pertencente ao sistema aromático, além de 4 

metilênicos, 2 metínicos e 2 carbonílicos. Os sinais do sistema 

oxobenzilbutirolactona foram evidenciados pelos deslocamentos dos carbonos 

metilênicos em δ 34,63 (C-7’), 68,18 (C-9), metínicos em  δ 46,69 (C-8) e 44,82 (C-

8’) além dos grupos carbonílicos de cetona em δ 194,54 (C-7) e de lactona em δ 

177,05 (C-9’).   

 No experimento HSQC (Figura 25), observou-se as seguintes correlações dos 

hidrogênios aromáticos:  δ 7,28 →124,84 (C-6), 7,19→108,29 (C-2), 6,81→107,99 

(C-5), 6,62,  →109,66 (C-5’), 6,62 → 107,92 (C-2’) e 6,54 →122,50 (C-6’). Para os 

grupos metilenodioxi, os hidrogênios em δ 6,06 mostraram correlação com o 

carbono em δ 102,18 (3,4-OCH2O) e o hidrogênio em δ 5,89 com o carbono em δ 

101,03 (3’,4’-OCH2O). 

No espectro de correlação à longa distância HMBC (Figura 26) o hidrogênio 

em δ 7,19 (H-2) mostra correlação com carbono carbonílico em  δ 194,54 (C-7) e 
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com sinais de carbonos aromáticos em δ 124,84 (C-6), δ 148,52 (C-4) e δ 152,65 (C-

3). O hidrogênio  δ 6,62 (H-2’) mostra correlação com o sinal de carbono metilênico 

em δ 34,63 (C-7’) e ainda com carbonos aromáticos em δ 122,50 (C-6’), δ 130,68 (C-

1’) e δ 147,90 (C-3’).  A substituição pelo grupo metilenodioxi na posição 3/4, no anel 

“A” foi confirmada pela correlação dos hidrogênios metilênicos em δ 6,06 com os 

carbonos aromáticos em δ 148,52 (C-4) e 152,65 (C-3) e os hidrogênios em δ 5,89  

com os carbonos em δ 146,58 (C-4’) e 147,90 (C-3’) para a posição  3'/4' no anel B. 

Outras correlações do HMBC essenciais para a identificação da 7-oxo-

parabenzolactona são mostradas  na Tabela 14.  

Na família Burseraceae, essa lignana foi previamente isolada na madeira de 

Protium tenuifollum (SIQUEIRA et al. 1995). Outras lignanas com esqueleto 

dibenzilbutirolactona também isoladas na família são registradas na literatura como 

hinoquinina (MALDINI et al. 2009; ZHANG et al. 2008), gadaina (LIMA et al. 2001; 

ZOGHBI et al. 1981; SIQUEIRA et al. 1995), parabenzolactona acetato (LIMA, 2004).  

 

 
 

 
  
 

 

 

 

 

Figura 18. Estrutura da 7-oxo-parabenzolactona 
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Tabela 14. Dados de RMN da fração 4.8 em CDCl3 

Posição 
RMN 

 1
H                                     RMN 

13
C                                      HMBC 

δ (ppm), multiplicidade, J (Hz)*                                   δ (ppm) 
 

1  130,30  

2 7,19 d (J= 1,6 Hz) 108,29 C-6, C-4, C-3, C-7 

3  152,65  

4  148,52  

5 6,81 d (J=8,0 Hz) 107,99 C-1, C-4, C-3 

6 7,28 dd (J=8,0 e 1,7 Hz) 124,84 C-2, C-7, C-5 

7  194,54  

8 4,05 m 46,69 C-7’, C-8’, C-9, C-9’, C-7 

9 4,42 t (J=8,5 Hz; H-9a) 

4,16 t (J=8,4 Hz; H-9b) 

68,18 C-8’, C-9’ 

C-7, C-8 

1’  

 

130,68  

2’ 6,62 sl 107,92 C-7’, C-6’, C-1, C-3 

3’  147,90  

4’  146,58  

5’ 6,62 d (J= 8,0 Hz) 109,66 C-7’, C-6’, C-1’, C-4’ 

6’ 6,54 dd (J=8,0 e 1,7 Hz) 122,50 C-7’, C-2’, C-5’, C-4’ 

7’ 3,08 dd (J=14,1 e 6,5 Hz; H-7a) 

2,94 dd (J=14,1 e 6,5 Hz; H-7b) 

34,63 C-8’, C-8, C-5’, C-6’, C-1’, C-9’ 

C-8’, C-8, C-5’, C-6’, C-1’, C-9 

8’ 3,49 m 44,82 C-7’, C-8, C-1’, C-9’, C-7 

9’  177,05  

(3,4)-OCH2O- 6,06 s 102,18 C-4, C-3 

(3’,4’)-OCH2O- 5,89 d (J= 1,4 Hz; Ha’) 
5,88 d (J= 1,4 Hz; Hb’) 

101,03 C-4’, C-3’ 

*300 MHz, CDCl3 
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Figura 20. Expansão dos sinais de RMN de 1H de PPM-4.8 nas regiões de 7,28 a 6,54 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. Expansão dos sinais de RMN de 1H de PPM-4.8 nas regiões de 6,06 a 5,89 ppm 
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Figura 22. Expansão dos sinais de RMN de 1H de PPM-4.8 nas regiões de 4,42 a 3,49 ppm 
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5.2.2. Determinação da substância 7 (PPM-4.10.5.7.6) 
 

A substância 7, codificada como PPM-4.10.5.7.6 (10 mg) foi isolada na 

forma de um sólido branco, conforme  os procedimentos cromatográfico descrito no 

Esquema 7, em placa de CCD mostrou absorção intensa no UV 254 , após revelada 

em vanilina sulfúrica exibiu uma única mancha cinza, apresentou Rf=0,6 utlizando-se 

DCM/AcOEt (9:1) como sistema de  eluição (Figura 24).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 27. Placa cromatográfica de PPM-4.10.5.7.6 

 
 

Para a determinação estrutural, essa amostra foi submetida a experimentos 

de RMN 1D (1H, 13C e Dept-135º), 2D (HSQC e HMBC) e por comparação com 

dados existente na literatura.  

No espectro de RMN 1H (Tabela 16; Figura 29) foi observado a presença de 

6 sinais de  hidrogênios característicos de  sistema aromático na região entre δ 6,64-

6,36, com padrão de substituição do tipo orto, orto/meta e meta, sugerindo a 

presença de dois grupos arila tri-substituídos. No anel A do sistema aromático foram 

detectados pela presença de três sinais em δ 6,36 (d, J=1,5 Hz; H-2), 6,41 (dd, J 

=7,8 e 1,6 Hz; H-6) e 6,62 (d; J=7,8 Hz; H-5). O mesmo padrão de acoplamento foi 

verificado para o anel B, com sinais em δ 6, 62 (H-2’ e H-6’) e 6,64 (H-5’), conforme 

          DCM:AcOEt (9:1)                 

254 nm     365 nm     Vanilina 

                6                         6                         6                                 
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mostra a Tabela 16. Os sinais entre δ 5,94-5,96 são indicativos de substituição do 

grupo metilenodióxi dos anéis aromáticos.  

Na região de hidrogênios metínicos foram observados os sinais em δ 2,40 

(H-8) e 2,36 (H-8’), além dos oximetínicos em δ 4,70 (H-9) e 4,59 (H-7’). O singleto 

largo em δ 3,36 foi atribuído ao hidrogênio oximetílico pertencente à metoxila. 

Verificou-se também os hidrogênios oximetilênico em δ 4,18 e 3,92 os quais foram 

atribuídos à H-9’.  

O espectro de RMN 13C (Tabela 16, Figura 33) mostra sinais 

correspondentes a 21 átomos de carbono, que associado com o experimento de 

Dept -135º (Figura 34) foi possível confirmar a presença dos grupos oximetilênico 

em δ 69,02 (C-9’), oximetínico em δ 108,12 (C-9) e 73,60 (C-7’). E também 

deslocamentos característicos do grupo metilenodioxi em δ 100,94 e 100,88.  

No experimento HSQC (Figura 35), observou-se as seguintes correlações 

para os grupos metilenodioxi: δ 5,94 e 5,93 → δ 100,94;   δ 5,95 e 5,91 →  δ 100,88.  

Os hidrogênios do oximetilênico em δ 4,18 e 3,92 mostraram correlações com o 

deslocamento de carbono em δ 69,02 (C-9’).      

 No espectro de correlação à longa distância HMBC (Figura 36) para o anel 

A, o hidrogênio em δ 6,36 (H-2) correlacionou com o carbono metilênico em  δ 38,89 

(C-7) e com sinais de carbonos aromáticos em δ 147,46 (C-3), 145,88 (C-4) e 121,77 

(C-6). Para o anel B, mostra corelações do hidrogênio em  δ 6,62 (H-2’) com o sinal 

de carbono carbinólico em δ 73,60 (C-7’) e ainda com carbonos aromáticos em δ 

118,59 (C-6’), 146,32 (C-3’) e 147,50 (C-4’).  

No espectro de correlação à longa distância HMBC (Figura 36) para o anel 

A, o hidrogênio em δ 6,36 (H-2) correlacionou com o carbono metilênico em  δ 38,89 

(C-7) e com sinais de carbonos aromáticos em δ 147,46 (C-3), 145,88 (C-4) e 121,77 
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(C-6). Para o anel B, mostra corelações do hidrogênio em  δ 6,62 (H-2’) com o sinal 

de carbono carbinólico em δ 73,60 (C-7’) e ainda com carbonos aromáticos em δ 

118,59 (C-6’), 146,32 (C-3’) e 147,50 (C-4’). A substituição do grupo metilenodioxi na 

posição 3/4, no anel A, foi possível devido às correlações dos hidrogênios em δ 5,94 

e 5,93 com os carbonos em δ 147,46 (C-3) e 145,88 (C-4). Da mesma forma que os 

hidrogênios em δ 5,90 e 5,96 correlacionaram com os carbonos em δ 146,32 (C-3’) e 

147,50 (C-4’) pertencente ao anel B, confirmando a substituição na posição 3’/4'. 

Outras correlações essenciais para a identificação da substância 7 são mostradas 

no espectro de HMBC e na Tabela 16. 

A orientação do grupo α-metoxi em C-9 da substância 7 foi baseada nas 

constantes de acoplamento em comparação com a literatura (MARCO et al. 1996). 

Os hidrogênios para esse grupo α posicionado apresentaram constantes menores 

quando comparadas com hidrogênios em beta (Tabela 15) 

As análises dos dados espectrais revelaram que a substância 7 apresenta 

algumas semelhanças estruturais com a lignana oxo-parabenzolactona (substância 

6), a principal diferença entre as duas substâncias é a ausência de dois grupos 

carbonílicos e o surgimento de um grupo metoxila em C-9 e uma hidroxila em C-7’ , 

permitindo assim, identificar  7 como a lignana  7’-hidroxi-9α-metillcubebina 
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Tabela 15. Dados de RMN da orientação do grupo metoxi em C-9 da substância 7 

em comparação com literatura. 

 

*300 MHz, CDCl3; **400 MHz, CDCl3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nº 
RMN  13 C 

δ (ppm) 

RMN  1H 
δ (ppm), mult. J (Hz)* 

     RMN  13 C       e                RMN  1H 

                 δ(ppm)                       δ (ppm), mult., J (Hz)** 

Substância 7 MARCO et al. (1996) 

  9α-OMe 9β-OMe 

9 108,12  4,70 sl  109,9 4,68 d (1,4 Hz) 105,4 4,64 d (4,4 Hz) 

Figura 28. Estrutura da 7’-hidroxi-9α-metillcubebina 
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                Tabela 16. Dados de RMN da fração PPM-4.10.5.7.6 em CDCl3 

 

 

Posição 
             RMN 

 1
H                                                  RMN 

13
C                                  HMBC 

δ (ppm), multiplicidade, J (Hz)*                                             δ (ppm)** 
 

1  132,58  

2 6,36 d (J= 1,5 Hz) 109,01 C-7, C-6, C-4, C-3  

3  147,46  

4  145,88  

5 6,62 d (J=7,8 Hz) 107,75 C-1, C-3 

6 6,41 dd (J=7,8 e 1,5 Hz) 121,77 C-7, C-2, C-4 

7 2,30 dd (J=12,2 e 7,5 Hz; H-7a) 

2,67 dd (J=12,2 e 7,5 Hz; H-7b) 

38,89 C-8, C-2, C-6 e C-1 

C-8, C-8’, C-9, C-6, C-1 

8 2,40 m 49,72 C-7, C-7’, C-9, C-1 

9 4,70 sl  108,12 C-7, C-9’, (9)-OCH3, C-8, C-8’ 

-O-CH3 3,36 sl 54,00 C-9 

1’  137,80  

2’ 6,62 d (J=1,5 Hz) 106,01 C-7’, C-6’, C-3’, C-4’ 

3’  146,32  

4’  147,50  

5’ 6,64 d (J=7,8 Hz) 107,84 C-2’, C-6’, C-3’, C-4’ 

6’ 6,62 dd (J=7,8 e 1,5 Hz) 118,59 C-7’, C-2’ 

7’ 4,59 d (4,4 Hz) 73,60 C-8’, C-8, C-9’, ’C-2’ 

8’ 2,37 m 47,80 C-7, C-8, C-7’, C-9, C-1 

9’ 4,18 t (J=8,9 Hz; H-9a) 

3,92 dd (J=8,9 e 6,2 Hz; H-9b) 

69,02 C-8’, C-8, C-7’, C-9 

C-8, C-7’ 

(3,4)-

OCH2O- 

5,94 d (J=1,5 Hz; Ha) 

5,93 d (J=1,5 Hz; Hb) 

100,94 C-4, C-3 

(3’,4’)-

OCH2O- 

5,95 d (J=1,5 Hz; Ha) 

5,91 d (J=1,5 Hz; Hb) 

100,88 C-4’, C-3 

*300 MHz, CDCl3 
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Figura 30. Expansão dos sinais de RMN de 1H de PPM-4.10.5.7.6 nas regiões de 6,64 a 6,36 ppm 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 31. Expansão dos sinais de RMN de 1H de PPM-4.10.5.7.6 nas regiões de 5,95 a 5,90 

ppm 
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 Figura 32. Expansão dos sinais de RMN de 1H de PPM-4.10.5.7.6 nas regiões de 4,70 a 2,26  ppm 
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5. 3.  Atividade antifúngica sobre as cepas de Cândida e Cryptococcus 

 

Para avaliar atividade antifúngica das substâncias 6 e 7 (Quadro 7), foi 

realizado o teste de sensibilidade antifúngica pela técnica de microdiluição em caldo, 

que investigou a Concentração Inibitória Mínima (CIM) das substâncias frente às 

linhagem de Candida albicans (ATCC 60193), Cryptococcus gattii (ATCC 32269)  

Cryptococcus neoformans (ATCC 90112).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Quadro 7. Estruturas das lignanas utilizadas no ensaio antifúngico 
 

 

A Tabela 17 apresenta os resultados encontrados paras os testes in vitro 

das lignanas provenientes dos resíduos de madeira de P. puncticulatum frente às 

diferentes linhagens de fungos. Os resultados demonstram que as substâncias 6 e 7 

na concentração de 320 µg/ml não apresentaram nenhuma redução do crescimento  

contra as cepas de C. albicans. Entretanto nos testes com as cepas de C. gattii e C. 

neoformans, a lignana 6 apresentou inibição de 100% de atividade com a 
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    7-oxo-parabenzolactona                             7’-hidroxi-9α-metillcubebina 

              (6)                                                         (7) 
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concentração inicial de 320 µg/ml. A lignana 7 exibiu maior atividade inibitória, pois 

sua CIM foi observada em 160 µg/ml, mostrando-se mais eficiente em relação a 

lignana 6, provavelmente os grupos hidroxilas e a metoxila influenciaram de alguma 

forma na atividade produzindo a toxicidade aos fungos seja por desativação de 

enzimas, formação de radicais de oxigênio ativos, alteração na membrana 

plasmática ou nas proteínas de membrana (BRUNTON et al. 2008). 

As lignanas do tipo dibenzilbutirolactona tem sido relatadas pelo potencial 

antifúngico (PANAGOULEAS et al. 2003) no entanto esse são os primeiros relatos 

de atividade com as substâncias 7-oxo-parabenzolactona e 7’-hidroxi-9α-

metillcubebina.  

 

 
Tabela 17. Resultados da CIM das substâncias sobre as cepas de fungos 

 

Substância 
CIM (µg/ml) 

Candida albicans Cryptococcus gattii Cryptococcus neoformans 

6 >320 320 320 

7 >320 160 160 

>Não sensível para essa concentração 
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6. CONCLUSÃO 
 
 

O presente estudo cumpriu o objetivo principal que se fundamentou na 

investigação fitoquímica e biológica dos resíduos da madeira de Protium 

puncticulatum (Breu-vermelho), resultando nas seguintes contribuições cientificas: 

Os estudos fitoquímicos trouxeram as primeiras informações do perfil 

químico da madeira de P. puncticulatum, com as substâncias da classe dos 

triterpenos (lupeol, α-amirina e β-amirina), esteroides (β-sitosterol e estigmasterol) e 

lignanas (7-oxo-parabenzolactona e 7’-hidroxi-9α-metillcubebina), reforçando a 

importância no investimento da pesquisa com os resíduos de madeira, visando a 

preservação de muitas espécies amazônicas que ainda não foram estudadas, mas 

que tem sido ameaçada pela ação antrópica. As substâncias tiveram suas estruturas 

propostas a partir de analises por espectroscopia de Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) e por comparação com dados da literatura. 

As substâncias identificadas no estudo fitoquímico estão em acordo com a 

quimiossistemática da família Burseraceae, pois o gênero Protium pertence à tribo 

Protieae produzem substâncias de origem biossintética na rota do acetato (terpenos 

e esteróides) e do chiquimato (lignanas). 

Na busca por substâncias com potencial biológico, as lignanas 7-oxo-

parabenzolactona e 7’-hidroxi-9α-metillcubebina, contribuíram com os primeiros 

relatos de atividade antifúngica frente as cepas de fungos oportunistas (Candida 

albicans, Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans), levando em consideração 

a literatura consultada. Esse tipo de pesquisa sugere que substâncias com potencial 

biológico podem surgir a partir de metabolitos secundários isoladas de resíduos de 

madeira, como da manufatura de pequenos objetos.  
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A importância de agregar valor aos resíduos madeireiros descartados foi 

evidenciada no presente trabalho, uma vez que os resíduos serviram como ponto de 

partida para realizar estudos fitoquímicos, tornando possível conhecer a natureza 

química da madeira, colaborando assim com a comunidade cientifica através de 

informações dos metabolitos secundários que muitas vezes oferecem propriedades 

farmacológicas importantes. Apesar dos resultados da atividade antifúngica aqui 

reportada ser apenas de caráter preliminar, espera-se que estimulem estudos 

posteriores e que estabeleçam o real potencial das lignanas frente a microrganismos 

causadores de doenças. 
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