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RESUMO

O objetivo geral foi caracterizar as cascas do caule das espécies arboreas Schizolobium
parahyba var. amazonicum, Zanthoxylum ekmanii e Protium tenuifolium que ocorrem em area
de manejo sustentavel na Amazonia brasileira, tendo em vista o potencial de utilizacdo de suas
cascas como fonte de compostos fendlicos para aplicacdo em antioxidantes naturais. As cascas
das espécies foram coletadas de oito individuos em &rea de manejo sustentavel no municipio de
Dom Eliseu, Estado do Pard, Brasil. A caracterizacdo anatdbmica consistiu na andlise
macroscopica e microscopica das cascas. A mensuragdo das células foi realizada a partir da
dissociacdo do macerado das cascas das espécies. As cascas foram caracterizadas ainda quanto
a quimica somatica, componentes minerais, compostos fenolicos e atividade antioxidante.
Extratos tanicos foram obtidos das cascas com e sem adigdo de 3% de Na.SOs (sulfito de sddio)
em relagdo a massa seca e seus rendimentos em taninos condensados determinados pelo indice
de Stiasny. Observou-se que as cascas de S. parahyba. var. amazonicum, Z. ekmanii e P.
tenuifolium s&o formadas por floema condutor, floema nédo condutor e ritidoma. As cascas de
S. parahyba var. amazonicum, Z. ekmanii apresentaram grande quantidade de aglomerados de
esclereides, e P. tenuifolium foi observado elevada quantidade de células secretoras. Na espécie
S. parahyba var. amazonicum ocorreu astroesclereide. Os principais resultados quimicos
demonstraram que os extratos das cascas de S. parahyba. var. amazonicum apresentaram 0,67%
de taninos condensados na extracdo em agua e 1,81% com adicdo de Na»SOs. Ja S. parahyba
var. amazonicum apresentou 0,80% e 1,24%, respectivamente. Em P. tenuifolium os valores
para as duas condicdes de extracdo foram 5,1% e 8,1%, respectivamente, resultados superiores
a das outras espécies. Em relacdo aos resultados de atividade antioxidantes, os valores de 1IC50
do extrato de S. parahyba. var. amazonicum foram mais elevados em compara¢do com o
antioxidante comercial butil-hidroxitolueno (BHT), indicando que a casca necessitava de uma
maior quantidade de extrato para inibir 50% dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl
hydrate (DPPH), entretanto em outras concentra¢des de amostras foram observado que o extrato
da casca apresentou atividade antioxidante mais elevada que o BHT, o mesmo foi observado
nos extratos da casca de Z. ekmanii. Os extratos da casca de P. tenuifolium apresentou os valores
de IC50 superiores em comparagdo com o antioxidante comercial butil-hidroxitolueno (BHT),
indicando que a concentracao foi insuficiente para inibir 50% dos radicais livres 2,2-difenil-1-
picrylhydrazyl hydrate (DPPH), entretanto em todas as concentragdes de amostras do extrato
da casca P. tenuifolium foram apresentados atividade antioxidante superior ao BHT. Na
concentracdo de 25 ug mL ~?, 0 extrato da casca atingiu 83,5% de inibi¢éo contra o radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), enquanto o BHT inibiu apenas 75,0%.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Antioxidante natural. Extrativos. Amazonia.



ABSTRACT

The general objective was to characterize the stem barks of the tree species Schizolobium
parahyba var. amazonicum, Zanthoxylum ekmanii and Protium tenuifolium that occur in areas
of sustainable management in the Brazilian Amazon, considering the potential use of their barks
as a source of phenolic compounds for application in natural antioxidants. The species' barks
were collected from eight individuals in a sustainable management area in the municipality of
Dom Eliseu, Para State, Brazil. The anatomical characterization consisted of macroscopic and
microscopic analysis of the bark. Measurement of the cells was performed by dissociating the
macerated bark of the species. The barks were further characterized for somatic chemistry,
mineral components, phenolic compounds, and antioxidant activity. Tannic extracts were
obtained from the barks with and without addition of 3% Na>SOs (sodium sulfite) in relation to
dry mass and their yields of condensed tannins determined by the Stiasny index. It was observed
that the barks of S. parahyba. var. amazonicum, Z. ekmanii and P. tenuifolium are formed by
conductive phloem, non-conductive phloem and rhytidome. The barks of S. parahyba var.
amazonicum, Z. ekmanii showed a large amount of clusters of sclereids, and P. tenuifolium had
a high amount of secretory cells. In the species S. parahyba var. amazonicum there were
astrochlereids. The main chemical results showed that the bark extracts of S. parahyba var.
amazonicum presented 0.67% of condensed tannins in water extraction and 1.81% with the
addition of Na>SOs (sodium sulfite). S. parahyba var. amazonicum showed 0.80% and 1.24%,
respectively. In P. tenuifolium the values for the two extraction conditions were 5.1% and 8.1%,
respectively, which were higher than the other species. Regarding the results of antioxidant
activity, the IC50 values of the extract of S. parahyba var. amazonicum were higher compared
to the commercial antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT), indicating that the bark needed
a greater amount of extract to inhibit 50% of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazy| hydrate (DPPH)
free radicals, however in other sample concentrations it was observed that the bark extract
showed higher antioxidant activity than the BHT, the same was observed in Z. ekmanii bark
extracts. The extracts of P. tenuifolium bark presented IC50 values higher compared to the
commercial antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT), indicating that the concentration was
insufficient to inhibit 50% of the free radicals 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl hydrate (DPPH),
however, in all concentrations of samples of P. tenuifolium bark extract, the antioxidant activity
was higher than the BHT. At the concentration of 25 ug mL - 1, the bark extract achieved 83.5%
inhibition against the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH), while BHT inhibited only
75.0%.

Keywords: Phenolic compounds. Natural antioxidant. Extractives. Amazon.
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1 INTRODUCAO

O bioma Amazonia é o maior do Brasil ocupando cerca de 4 milhdes de km2 do territorio
brasileiro (ICMBio, 2022), resultando em aproximadamente 49% do territorio nacional
(INSTITUTO BRASILEIRO DE FLORESTAS, 2022). A Amazénia é formada por diferentes
ecossistemas, como: florestas ombroéfilas, campinaranas, matas de terra firme, savanas, varzeas,
igapos, florestas inundadas e campos abertos (MMA, 2006; INSTITUTO BRASILEIRO DE
FLORESTAS, 2022).

Vérias partes de espécies amazo6nicas podem ser exploradas tais como: madeira, folhas,
raizes, frutos e cascas. Ressaltando que especificamente as cascas de espécies arbdreas
amazonicas sdo exploradas por populagcfes tradicionais que vivem nesse bioma devido o0s
principios etnomedicinais presente nessas cascas (AMORO0ZO0,1997; SIANI, et al., 2017
SARAIVA FILHO et al., 2020). Entretanto, ainda sdo insipientes os estudos cientificos em
relacdo as cascas dessas espécies e as possiveis aplicacdes industriais em produtos de bases
renovaveis como antioxidantes naturais.

Araujo et al. (2020) destaca que as informacdes a respeito dos componentes celulares
das cascas do caule € um instrumento importante que quando combinado com a composi¢do
quimica, é benéfico para busca de potenciais usos ndo madeireiros, e assim valorizar as espécies
florestais. Ja que variados produtos de alto valor agregados podem ser produzidos a partir das
cascas de arvores (JANSONE et al., 2017). Além disso, diversos resultados de pesquisa tém
informado sobre eficacia das cascas e seus derivados para biorrefinarias e, sobretudo, na
extracdo dos compostos fendlicos (SARTORI et al., 2016; MOTA et al.,2017; SARTORI et al.,
2018; NEIVA et al., 2018). Esses extrativos fendlicos das cascas, dentre os quais se destacam
0s taninos, sdo utilizados na fabricacdo de bebidas, industria farmacéutica, tratamento de agua,
curtimento de couros, conservantes e adesivos para madeira (SHIRMOHAMMADLI et al.,
2018). Nesse sentindo, o0 estudo das cascas de espécies amazdnicas € um passo importante para
se obter informacgdes para futuramente ofertar compostos a partir dessas cascas, uma vez que
na atualidade as principais espécies estudadas quanto aos componentes da casca se encontram
nos Biomas Cerrado e Caatinga (ARAUJO et al., 2021).

Na Amazonia 0 manejo sustentavel destaca-se, e possui como principal objetivo a
exploracdo madeireira e na maioria das ocasides as cascas sdo descartadas em campo ou no
local de beneficiamento do lenho, dessa forma as cascas de arvores de areas de manejo também
podem ser usadas industrialmente como para produzir antioxidantes naturais, entretanto, para

isso se faz necessario mais pesquisas que visem caracterizar essas cascas (EMBRAPA, 2022).
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Estudos recentes com espécies amazonicas como Myrcia eximia e Astronium lecointei
mostraram atividade antioxidante com potencial para ser aplicado em escala industrial
(ARAUJO et al., 2020; MOTA et al., 2021). Atualmente existe uma crescente busca por esses
produtos naturais, ja que os sintéticos tém causado efeitos colaterais como variadas alergias nos
usuarios (GAO et al., 2007; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

Sendo assim, esse estudo buscou pesquisar as espécies Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby, pertencente a familia Fabaceae e que possui como
nome popular parica, Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain, que faz parte da familia Rutaceae e é
conhecida popularmente como limdozinho e Protium tenuifolium (Engl.) Engl que integra a
familia Burseraceae e possui como nome vernacular Breu. Existem relatos da utilizacdo das
cascas dessas espécies para fins medicinais por popula¢Ges amazonicas 0 que pode ser indicio
de compostos fenodlicos, além disso, Protium tenuifolium possui cascas com coloracdo
avermelhada, caracteristica que indica a presenca de compostos fenélicos (AMOROZ0,1997;
THOMAS; GRANT, 2011; SANTOS et al., 2021).

Baseado na hipdtese do potencial de extracdo em compostos fenolicos, a pesquisa foi
realizada com o objetivo geral de caracterizar as cascas do caule das espécies arboreas
Schizolobium parahyba var. amazonicum, Zanthoxylum ekmanii e Protium tenuifolium que
ocorrem em area de manejo sustentavel na Amazonia brasileira, tendo em vista o potencial de
utilizacdo de suas cascas como fonte de compostos fendlicos para aplicacdo em antioxidantes
naturais. Além de especificamente, (i) Descrever a composi¢ao anatdmica e quimica das cascas,
(i) Quantificar o rendimento em taninos condensados extraidos com e sem sulfito de sodio, (ii)

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das cascas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby
Schizolobium parahyba var. amazonicum € uma variagdo da espécie Schizolobium

parahyba (Vell.) Blake, da familia Fabaceae, popularmente conhecida como paricad € uma
espécie arbdrea de ocorréncia natural nos estados de Acre, Amazonas, Mato Grosso, Para e
Ronddnia (BARNEBY, 1996; LEWIS, 2015; MELO et al., 2018). Essa espécie possuli
ocorréncia registrada em florestas primaria de terra firme e varzea alta e também em florestas
secundérias, sendo que as arvores podem atingir até 30m de altura e didmetro de
aproximadamente 1, 2 m (SOUSA et al., 2003).

O parica tem sido explorado tanto em vegetacdo natural quanto em area abandonada,
como matéria prima para compensados (ALVINO et al., 2005). Alem de ser explorada a partir
de plantios, sendo a espécie madeireira com a maior area plantada na regido amaz6nica, com
aproximadamente 90.000 hectares (MASCARENHA et al., 2021).

Ressalta-se a utilizacdo de S. parahyba var. amazonicum em cultivos florestais e
sistemas agroflorestal na Amazo6nia, devido a qualidade da madeira para diferentes fins, bom
desenvolvimento silvicultural, rapido crescimento, adaptacdo as diversas condicoes
edafoclimaticas e a capacidade de atingir uma produtividade de 38 m® .ha  .ano %, sendo assim
uma das poucas espécies nativas que possuem uma produtividade semelhante a espécies do
género Eucalyptus (PEREIRA et al., 2017).

A madeira do Paricd é usada principalmente para produzir laminados e painéis
compensados devido as carateristicas favoraveis a essas aplica¢des industriais (IWAKIRI et al.,
2011). A madeira produzida a partir do Parica apresenta poucos defeitos e trocos com fatores
de forma elevados, tais parametros tecnoldgicos refletem no rendimento e qualidade do
compensado produzido (SILVA et al., 2019). Apresenta fibras com tamanho entre 1,10 e 1,59
mm e o teor de lignina de 35% (SOUSA et al., 2003). A madeira de Parica permite facil remocéo
da casca, laminacdo, secagem, prensagem e excelente acabamento (TEREZO; CORDOVA,;
SAMPAIO, 2019).

A casca interna é creme-rosada, granulosa, amarga e tem um odor desagradavel de
almiscar, ja a casca externa € lisa e verde quando jovem, tornando-se cinza-amarelada com
manchas brancas quando adulta, com lenticelas e marcas anulares provenientes da cicatriz das
folhas, podendo atingir até 15 milimetros de espessura, como na figura 1 (SOUSA et al., 2003;
CARVALHO, 2007;SOUZA, 2014).

Figura 1 - Casca da espécie, Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke)

Barneby
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o P
Fonte: Santos (2021)

Na medicina popular etnias indigenas amazénicas usam a casca para fazer chas e as
folhas como febrifugo. Em Barcarena, Para, o cha da casca do tronco de Schizolobium
amazonicum é utilizada pela populagéo local para o tratamento de diarréia e outras parte do
tronco sdo usadas para o tratamento de disenteria e hemorragia uterina (AMOROZ0,1997). As
cascas possuem propriedades terapéuticas adstringentes (FERREIRA et al., 2007).

Extratos das folhas de Schizolobium amazonicum possui propriedades capaz de
neutralizar veneno de cobra (Mendes et al., 2007). Vale et al. (2011) isolou quatro compostos
do extrato aquoso liofilizado de folhas de Schizolobium parahyba, sendo esses compostos:
isoquercitrina, miricetina-3-O-glicosideo, catequina e galocatequina esses COmMPOStos
apresentaram propriedades anti-ofidicas.

Entretanto, ndo existe muitas informag6es em relagdo ao uso especifico da casca de S.
parahyba var. Amazonicum. apesar da industria de laminag&o fazer uso de um grande volume
da madeira da espécie, a casca € descartada ndo existindo valorizacdo desse matéria-prima,
assim como também ndo existem muitas informac@es sobre as propriedades tecnoldgicas da

casca dessa espécie e qual o melhor direcionamento industrial.

2.2 Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain
Zanthoxylum L. é o maior género pertencente a familia Rutaceae, composto por

aproximadamente 225 espécies das quais 26 sdo encontradas no Brasil (GROPPO; PIRANI,
2017). As arvores desse género alcancam de 6 a 18 metros de altura, o tronco e 0s ramos
normalmente possuem aculeos que sdo estruturas semelhantes a espinhos (LORENZI, 1992).
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A espécie Zanthoxylum ekmanii é conhecida popularmente na regido amazo6nica como
limdozinho € uma arvore com aproximadamente de 7 a 13 metros de altura, possui aculeos na
base do tronco, (fig 2) , com ocorréncia na Bolivia, Brasil, Costa Rica, Cuba, Equador, Guiana
Francesa, México, Panama e Peru (FACUNDO et al., 2005). De acordo com Ruschel et al.
(2015) em um estudo com amostragem de 50 parcelas permanentes de 50 m x 50 m
estabelecidas em uma area experimental de 535 ha, na Fazenda SHET, propriedade do Grupo
Arboris no municipio de Dom Eliseu, Para, do universo amostral de toda a comunidade 16.096
arvores inventariadas, a espécie Z. ekmanii ocupou 1,66% (267 arvores) e media de 22,2

arvores.ha.

Figura 2 - Casca da espécie, Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain

RSO N

Fonte: Santos (2021)

Todas as partes vegetais de Zanthoxylum, folhas, frutos e casca tém sido relatados
propriedades medicinais (THOMAS; GRANT, 2011). Pesquisas etnoboténicas relatam que a
populacdo que vive na regido do baixo madeira em Porto velho - Rondbnia utiliza o cha das
folhas e raizes da espécie de Z. ekmanii na medicina popular para tratar, malaria, doencas
vaginais e aliviar dor de dente (FACUNDO et al., 2005; SARAIVA FILHO et al., 2020). A
espécie Zanthoxylum rhoifolium € utilizada pela populacdo amazobnica brasileira para
tratamento de variadas doengas tais como maléria, cncer e reducdo de processos microbianos
(GONZAGA et al., 2003). A casca de Z. Rhoifolium é usada como antimalaricos na Guiana
Francesa (BESSA et al., 2019).

As diversas espécies de Zanthoxylum sdo ricas em 6leos essenciais que tem demonstrado

serem eficientes como repelente, insecticida, larvicida, antimalarico, anti-helmintico, além de
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algumas espécies do género serem utilizadas na culinaria local no nordeste do Brasil (COSTA
et al., 2010). Os frutos de Zanthoxylum rhetsa sdo secos ao sol e posteriormente adicionados a
alimentos leguminosos e peixes na India Ocidental. As cascas do fruto de Zanthoxylum
piperitum é utilizada para a confeccdo da pimenta-de-sichuan ou pimenta-chinesa que é uma
das especiarias mais importantes da china que integra o condimento conhecido como cinco
perfumes chinés que consegue equilibrar os sabores doce, amargo e picante (NOOREEN et al.,
2019).

Esses 0leos essenciais podem ser encontrados nas folhas de diversas espécies do género
Zanthoxylum, tais como: Zanthoxylum ekmanii (11,5%), Zanthoxylum syncarpum (9,2-9,3%),
Zanthoxylum setulosum (13,7%), Zanthoxylum rubescens (22,1%), além disso, podem ser
encontrados no fruto de Zanthoxylum schinifolium e Zanthoxylum bungeanum, ja a espécie de
Zanthoxylum avicennae o 6leo essencial é encontrado nas folhas e no caule (HE; WANG; ZHU,
2018).

Ja a casca de varias espécies do género ao longo dos anos, tem sido muito utilizada para
dores de dentes, cdlicas e reumatismo. Tradicionalmente Zanthoxylum armatum € amplamente
usada no nordeste da india e sudeste Asia, sob a forma de infuséo e decocgo. A casca da planta
tem berberina, Oleo volatil, compostos fenolicos e resina (NOOREEN et al., 2019).
Zanthoxylum gilletii é utilizada para o tratamento de mordida de cobra, tosse aguda, resfriado
e a casca do caule, especificamente, € direcionada para o tratamento de feridas e dor de dentes
(GAYA etal., 2013). A casca de Z. armatum possui efeito terapéutico para reduzir inflamacdes,
dores e disfuncdo articular (MA et al., 2015).

De acordo com Tavares et al. (2014) o extrato metandlico das cascas Z.
rhoifolium apresentou a atividade antimicrobiana contra varias cepas de bactérias (B. subtilis,
S. aureus, Enterococcus spp, E. coli, Salmonella typhimurium) e fungos (C. tropicalis, C.
parapslosis, C. albicans, Morganella morganii).

Facundo et al. (2003) descreveram a composicao quimica do 6leo das folhas fresca de
Zanthoxylum ekmanii e Facundo et al (2005) realizaram a descrigdo dos constituintes quimicos
das folhas e raizes dessa espécie. Dentre os resultados destacados por eles, tem se que algumas
substancias encontradas nos extratos possuem atividade biologica, tais como: skimianina
(possui atividade cardiovascular e leishimanicida) e lignana sesamina (apresenta atividade
antifungica e efeito anti-hipertensivo), entretanto segundo os autores o que justifica a utilizagdo
etnobotéanica dessa espécie é a substancia encontrada chamada de lupeol que possui atividade
inibitéria contra o protozoario Plasmodium falciparum que é uma das espécies do género

Plasmodium capaz de causar malaria no ser humano.
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Nesse sentido, justifica-se a investigacdo anatdmica e quimica das cascas dessa especie
que até entdo sdo limitadas as informacGes sobre a composicdo celular e 0os componentes

quimicos e as suas respectivas atividades antioxidantes.

2.3 Protium tenuifolium (Engl.) Engl
A familia Burseraceae compreende cerca de 700 espécies, sendo que no Brasil, ocorrem

aproximadamente 100, distribuidas nos géneros Protium Burm. f., Bursera Jacg. ex L.,
Tetragastris Gaertn., Crepidospermum Hook. f., Dacryodes Vahl e Trattinnickia Willd (JOLY,
1983; BARRROSO, 1984; TOSTES, 2015). Somente do género Protium Burm.f. existem 68
espécies que sdo encontradas no Brasil (SANTANA et al., 2020). Dessas espécies, 20
sdoencontradas no territorio brasileiro sendo endémicas nos biomas, Amazénia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica. Entretanto, Toste (2015) ressalta que grande parte dessas espécies
nativas ocorrem na Amazonia.

O género Protium se destaca na familia Burseraceae por apresentar cerca de 146
espécies e essas ocorrem predominantemente na Amazonia legal (DALY, 1987; TOSTE et al.,
2020). As suas cascas sdo lisas, grossas, fissuradas e normalmente apresentam desprendimento
de fragmento de variados tamanhos e canais resinosos associados com os tecidos vasculares
(DALY, 1987). A madeira do género Protium € utilizada para construcao civil, moveis, barcos,
instrumentos musicais e celulose e papel (FERNANDEZ E SCUDELLER, 2011).

Figura 3 - Casca da espécie, Protium tenuifolium (Engl.) Engl

e

Fonte: Santos (2021)

As espécies do genéro Protium possuiem um grande potencial para producédo de novos
produtos, pois produzem as oleoresinas, conhecidas popularmente como breu que sdo usadas
na medicina tradicional pelas populacdes amazénicas, como é o caso das comunidades
quilombolas que vivem no entorno do rio Erepecuru em Oriximind, Para. As oleoresinas sao
usadas como anti-inflamatorio, analgésico, expectorante, inseticida natural, bem como incenso
e para calafetar barcos. A industria utiliza principalmente para a fixacdo de perfumes (SILVA
et al., 2017; FERREIRA et al., 2020). As resinas produzidas a partir de espécies de Protium,
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fazem parte do extrativismo ndo madeireiro e gera renda para comunidades como acontece no
municipio de Silves, Amazonas (SIANI, et al.,2017). Nas angiospermas, as resinas localizam-
se nos aparelhos secretores constituidos por bolsas esquizogéneas que ocorrem no floema
primario e xilema de tecido de plantas jovens (PLOWDEN, 2001).

A espécies de P. altsonii produzem madeira para uso industrial, entretanto ndo é uma
espécie muito explorada na Amazénia (BASTISTA, 2018). Pesquisas que analisaram a
composicdo quimica das resinas provenientes dessa espécie mostraram um padrdo de
composic¢do, constituido por limoneno, e p-cymene, trans-dihydro-a-terpineol (MURTHY et
al., 2016). Silva (2012) analisou o 6leo essencial da madeira dessa espécie e observou que 0
constituinte predominante deste é 0 sesquiterpenos e 0Ss componentes marjoritarios
identificados foram o a-calacoreno e 0 epi-a muurolol.

A espécie P. tenuifolium é conhecida popularmente como breu-vermelho na regido
norte do Brasil. Santos et al. (2021) estudaram o 06leo essencial da casca dessa espécie e
obteveram um rendimento de 0,05%. O GC/MS e os principais constituintes quimicos do éleo
foram o limoneno (56,17%), a-phellandrene (16,22%) e p-cymene (10,52%), respectivamente.
Entretanto, na literatura ainda sdo escassas informagdes detalhadas sobre a caracterizacdo
anatémica e quimica da casca de P. tenuifolium e do tdxon Protium sp. tornando necessarias

pesquisas nessas linhas de conhecimento.

2.4 Anatomia da casca
A casca corresponde todos os tecidos exteriores ao cambio vascular (EVERT;

EICHHORN, 2006). O desenvolvimento das cascas se da a partir dos meristemas secundarios,
cambio vascular e o felogénio (FAHN, 1982; EVERT, 2006). O floema secundario é formado
a partir do cdmbio vascular, sendo constituido por diversos tipos de células (EVERT, 2006).

A periderme é um tecido de revestimento secundario formado a partir do felogénio que
produz internamente a feloderme e externamente o stber (FAHN, 1982). A feloderme é um
tecido composto por células parenquimaticas vivas que geralmente estdo dispostas radialmente
com as iniciais do felogénio (FAHN, 1982, EVERT, 2006). J4 o stber é um tecido composto
por células mortas na maturidade, suberizadas, com arranjo compacto e sem espagos
intercelulares (EVERT, 2006).

O cambio vascular produz menos floema do que xilema, devido a isso o floema € mais
comprimido para a periferia (ESAU, 1976). Dessa forma, o floema possui duas regides
diferentes, sendo uma mais interna localizada préxima ao cadmbio vascular, estruturalmente

organizada e funcionalmente ativa que é o floema ndo colapsado e outra mais externa,
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desorganizada e fisiologicamente inativa para a conducdo nomeada de floema colapsado
(RICHTER et al.,1996).

O felogénio € um meristema formado com um Unico tipo de células que em cortes
transversais apresentam forma retangular (CHATTAWAY, 1953). O felogénio produz através de
divisdes periclinais, células de felema que é o tecido suberoso (suber) para o exterior e células
de feloderme para o interior. A periderme é assim constituida pelo conjunto de feloderme,
felogénio e felema. As camadas de tecidos mortos isolados pela ultima periderme formam o
ritidoma. O ritidoma pode incluir uma grande variedade de tecidos e de diferente origem,
inclusive incluir tecido primario (ROTH, 1981).

As caracteristicas anatdbmicas e morfoldgicas da casca podem ser utilizadas para fins
taxondbmicos, avaliacGes filogenéticas e investigacbes forenses (GOULART, 2010;
CACCIANIGA et al, 2021).

2.5 Quimica da casca
A composicao quimica da casca é complexa e varia entre a casca interna e externa e

entre e dentro de espécies. Essa composicdo difere da madeira em devido ao alto teor de
extrativos solUveis em agua ou solventes organicos, cinzas e polifenolicos, sendo que os taninos
séo responsaveis pela fracdo majoritaria dos polifenolicos (FRADINHO et al., 2002).

De acordo com Rowell (2005) estudos sobre os componentes quimicos das cascas de
variadas espécies demonstraram que a composi¢do quimica pode ser classificada em quatro
grandes grupos: polissacarideos (celulose, hemiceluloses e materiais pécticos); lignina e
polifendis; suberina e extrativos (gorduras, 6leos, fitoesterdis, acidos de resinas, ceras, taninos,
terpenos, flobafenos e flavonoides).

Da mesma forma que nas madeiras, as cascas possuem em sua composi¢do quimica
componentes estruturais e 0s acidentais organicos (extrativos) e inorganicos (cinzas). Dentre 0s
componentes estruturais encontram-se celulose, hemiceluloses e lignina (GARCIA HORTAL,
2007, SARTORI, 2016). A madeira possui de 40 a 50% de celulose, o floema contém de 18 a
25% e a casca externa possui de 3 a 17% (PASZTORY et al., 2016).

A lignina é um componente principal da casca, sendo descrita como um material
polifendlico, que apresenta variadas ramificacGes, tridimensional e amorfo que confere rigidez
a parede celular e atua como um permanente agente de ligacdo entre as células (GARCIA
HORTAL, 2007). Deineko e Faustova (2015) pesquisando lignina na casca externa de alamo,
observaram uma concentracdo de mais de 20% desse componente quimico estrutural.

A suberina € um componente quimico importante para casca por ser essencial para a

suberificacdo. Esse biopoliéster € um quimico aromatico-alifatico e hidrofobico que ¢é
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amplamente encontrado nos vegetais (PASZTORY et al., 2016). A suberina constitui uma fonte
natural de compostos valiosos como como w-hidroxiacidos, acidos o, (FERREIRA et
al.,2013).

Dada a sua complexidade quimica as cascas sdao vistas como uma fonte para novos
produtos quimicos de alto valor agregado, variando desde a empregabilidade em biorefinaria,
compostos naturais bioativos, polimeros verdes, farmacos e diversos materiais de base
bioldgica (JANSONE et al., 2017).

2.6 Antioxidantes provenientes de cascas arboreas
Os polifendis séo classificados como um dos grupos de metabdlitos secundarios mais

distribuidos no reino vegetal. Nos Gltimos anos, o0s polifendis tém ganhado destaque nas
pesquisas na area de saude médica, biomédica, alimentacdo e nutricdo, além do mercado de
cosmetologia (AGARWAL et al., 2021). Esses quimicos sdo conhecidos amplamente devido
sua propriedade antioxidante, que consiste na capacidade de doar um elétron ou um atomo de
hidrogénio de um grupo hidroxila, para neutralizar as espécies altamente reativas, como 0s
radicais superoxido (O2) e hidroxila (OH ") produzidos devido ao estresse oxidativo
(CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

Um antioxidante é definido como uma substancia que, quando esta presente em baixas
concentra¢Ges em comparagdo com as de um substrato oxidavel, retarda de forma significativa
ou impossibilita a oxidacdo do substrato (HALLIWELL, 1990). Essa definicdo é valida para
antioxidantes que combatem os radicais livres em nosso corpo ou quando sdo utilizados como
aditivos alimentares.

Os radicais livres sdo compostos reativos que tendem a capturar elétrons de moléculas
bioldgicas estaveis para se estabilizarem. Em situac6es de diagnostico de patologia, ocorre uma
superproducdo de radicais livres devido a presenca de compostos pro-oxidantes ou de outros
fatores de risco como estresse, tabagismo, excesso de atividade fisica, entre outros, dando inicio
ao estresse oxidativo (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

Existe uma busca crescente para utilizacdo de antioxidantes de fontes naturais visando
subsistir os sintéticos que causam variados efeitos coletarias como alergias nos consumidores
(GAO et al., 2007). Dessa maneira pesquisas com antioxidantes de cascas de vegetais
contribuem com novas informacg@es que podem ajudar as industrias a formular antioxidantes de
fontes renovaveis.

Nesse sentido, Araujo et al. (2020) trabalhando com a casca da espécie amazonica
Myrcia eximia, observaram que a atividade antioxidante com extrato da cascas foi superior a

atividade antioxidante do BHT que é um antioxidante sintético muito utilizado na inddstria,



22

devido as propriedades antioxidantes do extrato da casca de M. eximia serem eficaz, os autores
indicaram que as cascas dessa espéecie pode ser utilizado na industria quimica, alimenticia e
farmacéutica como fonte de antioxidantes naturais.

Sousa et al. (2021) analisaram a atividade antioxidante do extrato da casca de
Stryphnodendron rotundifolium e observaram que todas as concentragdes avaliadas foram
maiores que do butil-hidroxitolueno (BHT), utilizado como padrdo Eles observaram ainda que
na concentragio de 250 pg mL?, 0 extrato da casca atingiu 89,4% de inibi¢do contra o radical
2,2-difenil-1-picrylhydrazyl hydrate (DPPH), enquanto o BHT inibiu apenas 76,4%. Mota et
al. (2021) trabalharam com a casca de Astronium lecointei e observaram que o extrato da casca
dessa espécie também apresenta atividade antioxidante. Diante do exposto, fica evidente que
cascas de espécies arboreas apresentam atividade antioxidante com potencial de ser aplicada
nas industrias, entretanto ainda sdo limitados os estudos do potencial antioxidante de casca de

espécies amazonicas.

3. CONCLUSAO
InformacBes de novas espécies amazonicas que gerem matéria prima para compor a

matriz de produtos sustentaveis visando substituir material ndo renovavel sdo extremamente
importantes. Dessa maneira, a pesquisa da composi¢do das cascas do caule das espécies
florestais de area de manejo sustentdvel da Amazoénia, Schizolobium parahyba var.
amazonicum, Zanthoxylum ekmanii e Protium tenuifolium, permitiu o direcionamento de seus
constituintes quimicos para aplicacdo em produtos, ou seja, as trés espécies sao novas fontes de
polifendis que podem ser utilizados como antioxidantes naturais. Outros constituintes quimicos
dessas espécies como extrativos, ligninas e nutrientes elementares também podem ser usados
para confecgdo de produtos sustentaveis como substratos para plantas. Além disso, o estudo
permitiu a caracterizacdo anatdmica da casca das trés espéecies pela primeira vez. Dessa forma,
como os lenhos dessas especies ja sdo utilizados industrialmente, as cascas também podem ser
usadas, contribuindo para o desenvolvimento florestal tecnoldgico de areas de manejo

sustentavel da Amazonia.
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ARTIGO 1 - CARACTERIZACAO ANATOMICA E QUIMICA DAS CASCAS DE
SCHIZOLOBIUM PARAHYBA VAR. AMAZONICUM E ZANTHOXYLUM EKMANII,
DA AMAZONIA UTILIZADAS PARA LAI\/IINAQAO

Elaborado conforme normas do periodico BioResources (Versao preliminar)

RESUMO

As cascas de Schizolobium parahyba var. amazonicum e Zanthoxylum ekmanii, provenientes
da floresta amazonica brasileira, foram estudadas anatomicamente e quimicamente. As cascas
S. var. amazonicum apresentou ritidoma estreito e Z. ekmanii possui o ritidoma mais espesso.
Em ambas as espécies foram observados aglomerados de esclereides. Em S. var. amazonicum
foi observado raios dilatados o que néo foi visualizado em Z. ekmanii. As analises quimicas
mostraram que S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii obtiveram, respectivamente: 8,26%
e 15,65% de extrativos, 3,56% e 1,86% de suberina, 5,89% e 4,76% de cinzas, 22,01% e 24,38%
de lignina total, 60,28 e 53,33 de polissacarideos. Nas extracfes de taninos condensados com
somente agua e agua e Na>SOs, foram observados os seguintes rendimentos 0,67% e 1,81% e
0,80% e 1,24% nas espécies S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii, respectivamente. A
quantificacdo dos fenolicos das extragdes feitas em etanol/agua, foram: O teor de fendlico total
(14,54 e 26,33 mg GAE™ extrato), com atividade antioxidante na concentragio de 500 ug mL"
1 Os principais elementos quimicos encontrado nas cascas das espécies sdo Ferro (F),
Manganés (MG) e Célcio (CA). As cascas de Schizolobium parahyba var. amazonicum e
Zanthoxylum ekmanii, podem ser fonte de compostos fenolicos.

PALAVRAS-CHAVE: Anatomia de casca. Fenélicos. Amazonia brasileira.
INTRODUCAO

Schizolobium parahyba var. amazonicum é uma variagcdo da espécie Schizolobium
parahyba (Vell.) Blake, da familia Fabaceae, popularmente conhecida como parica. Essa
espécie ¢ arbdrea de ocorréncia natural nos estados de Acre, Amazonas, Mato Grosso, Para e
Rondonia (Barneby 1996; Lewis 2015; Melo et al. 2018). Ja Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain,
pertencente a familia Rutaceae, € conhecida vulgarmente na regido amazo6nica como
limdozinho, sendo encontrada na Bolivia, Brasil, Costa Rica, Cuba, Equador, Guiana Francesa,
México, Panamé e Peru (Facundo et al. 2005a; Groppo e Pirani 2017).Ambas as espécies sdo
utilizadas industrialmente na regido amazonica para laminacdo e confec¢do de compensados e
durante o processamento do lenho para essas finalidades ocorre a descascamento e grande parte
da casca ndo é aproveitada pelas industrias (Silva et al. 2019; Mascarenha et al. 2021).
Entretanto, populac¢Ges indigenas fazem uso da casca da espécie Schizolobium amazonicum,
para o tratamento de diarréia e outras parte do tronco sao usadas para o tratamento de disenteria
e hemorragia uterina (Amorozo 1997).

Pesquisas etnobotanicas relatam que a populacdo amazonica que vive na regido do baixo

madeira em Porto velho em Ronddnia -RO utiliza o cha das folhas e raizes da espécie de Z.
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ekmanii na medicina popular para tratar, malaria, doengas vaginais e alivio dor de dente
(Facundo et al. 2005b; Saraiva Filho et al. 2020).

A composicdo anatdbmica e quimica das cascas de Schizolobium parahyba var.
amazonicum e Zanthoxylum ekmanii ndo foram estudadas, entretanto estudos quimicos com
extratos das folhas de Schizolobium amazonicum, mostraram gue seus componentes possuem
propriedades antiofidicas (Mendes et al. 2008; Vale et al. 2011). Diversos estudos apresentam
a descricdo microscopica e propriedades tecnoldgicas do lenho da espécie S. parahyba (Paula
1980; Coradin et al. 1993; Rodriguez Rojas e Sibille Martina 1996; Silva et al., 2016).

Facundo et al. (2003) descreveram a composi¢do quimica do 6leo das folhas frescas de
Z. ekmanii e Facundo et al. (2005) descreveram o0s constituintes quimicos das folhas e raizes
dessa espécie e encontraram a substancia lupeol que inibe o protozoario Plasmodium
falciparum que é uma das espécies do género Plasmodium capaz de causar malaria no ser
humano.

As cascas de arvores vém sendo caracterizadas anatomicamente e quimicamente nas
Gltimas décadas buscando descrever o seu potencial como matéria-prima para confeccdo de
produtos de alto valor agregado (Araujo et al. 2020; MOTA et al., 2021a). Dentre esses produtos
destacam-se os quimicos com propriedades antioxidantes e biolégicas, que podem ser aplicados
em varios setores industriais (Jansone et al. 2017; Mota et al. 2017; Sartori et al. 2018).

Recentemente varios estudos tém demostrado que a caracterizagdo anatdbmica e quimica
da casca é essencial para uma melhor destinacao industrial desse material (Carmo etal. 2016a;
Baptista et al. 2013; Mota et al. 2017, Sartori et al. 2018; Araujo et al. 2020; Mota et al., 2021a;
Mota et al., 2021b). Neste estudo, foi realizada a caracterizacdo anatdmica e quimica das cascas
de Schizolobium parahyba var. amazonicum e Zanthoxylum ekmanii, enfatizando a composicao
quimica somativa e a composi¢do mineral, bem como o conteudo fendlico e a atividade
antioxidante dos extratos. Estas cascas foram quimicamente caracterizadas para analisar o seu
potencial para utilizd-las como matéria-prima para inddstria. O objetivo subjacente de
considerar as suas aplicacdes é a perspectiva de que a inddstria ndo descarte as cascas dessas
espécies durante o processamento do lenho para a confeccao de ldminas, aumentando assim as
receitas potenciais para a regido amazonica.

EXPERIMENTOS

Amostragem

As cascas das espécies Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke)

Barneby e Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain, foram coletadas em floresta nativa em uma area
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de manejo sustentavel na regido amazdnica, localizada no municipio de Dom Eliseu, no sudeste
do Estado do Para, Brasil (Fig. 1). O clima local é tropical umido com temperatura média anual
em torno de 25° C, a precipitacdo anual média é de 1638 mm e a altitude é 247 metros (Hijmans
et al. 2005). A coleta foi realizada no més de abril de 2021. Foram retiradas cascas do tronco
de oito individuos de cada espécie, com um didmetro médio a altura do peito (DAP) de 50,29
cm (S. parahyba var. amazonicum) e 35,97 cm (Z. ekmanii). Foi coletado material botanico de
todos os individuos e realizado a identificacdo das espécies por comparacdo com a colecdo do
Herbario da Embrapa Amazénia Oriental (IAN), Belém (PA). Todo o material foi coletado com
técnicas que visassem o menor impacto possivel nos vegetais, inclusive apds a remocédo da
casca, foi aplicado calda bordalesa (sulfato de cobre e cal virgem) para colaborar com a

regeneracdo das cascas desses individuos arboreos.
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Fig. 1. Localizagdo da area de coleta.
Caracterizacdo anatbmica da casca

O estudo anatémico consistiu na analise da casca de cinco individuos de S. parahyba
var. amazonicum e Z. ekmanii. Para a analise macroscopica da casca, as amostras foram
seccionadas e as superficies da secdo transversal foram polidas com uma sequéncia de lixas
com granulometrias de 200, 300, 400. Em um estereomicroscopio binocular, utilizando um
sistema de imagem, foram obtidas fotografias para observar o ritidoma, periderme e floema

condutor e ndo condutor.
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Pequenos fragmentos da casca interna e externa foram retirados e macerados em solugéo
de CH3COOH e H20; 1:1 (v/v) a 60° C durante aproximadamente 48 h (Franklin 1945). A
partir do macerado foram determinados a largura total e a largura do limem (para estimar a
espessura parede) das fibras, bem como o comprimento das fibras e dos elementos de tubo.

As laminas permanentes foram feitas com os cortes das secOes transversais e
longitudinais das cascas. Para retirar os cortes histoldgicos as cascas foram impregnadas com
polietilenoglicol (PEG) 1500 (Quilho et al. 2000). A impregnacao consistiu em duas fases,
primeiramente as amostras foram adicionadas em solucéo contendo 20% de PEG 1500 e 80%
de agua deionizada, e depois aquecidas em estufa a 60 °C durante aproximadamente 48 h. Na
segunda fase, apenas foi utilizado PEG puro, e as amostras foram mantidas na estufa durante 2
h a 60 °C. A temperatura ambiente o PEG solidifica e posteriormente foram retirados cortes
histol6gicos variando entre 14 — 18 um utilizando um micrétomo de deslize Leicam SM 2000.

Foi feita dupla coracdo de e crisoidina (1%) /azul astra (1%), posteriormente realizou-
se a desidratacdo dos cortes por aumento das séries alcodlicas de 20, 30, 50, 80 e 100%, e
CeH1202 (3:1), (1:1) e 100%. Os cortes foram montados em laminas e colados a resina sintética
Entellan. Na secdo transversal, foi determinado o didmetro dos elementos de tubo e esclereides.
Na secdo longitudinal tangencial, foi determinado altura, largura e o nimero de células dos
raios por altura. Observa¢fes microscopicas e aquisicdo de dados foram realizadas num
microscopio 6ptico Olympus BX41TF, acoplado a uma camera digital Pixelink PL-A662.
Foram feitas 150 medi¢bGes em cada espécie para cada parametro microscépico utilizando o
software WIinCELL-PRO. Foram obtidas imagens das seccBes histolégicas utilizando um
microscopio acoplado a um sistema de captura de imagens (CX31, Olympus, Toquio, Japao).

A descricdo anatdmica seguiu a terminologia da Angyalossy et al. (2016).

Caracterizacdo quimica somativa da casca

As cascas secas de cada espécie foram reduzidas em moinho martelo para obter um
material homogéneo com granulometria de 60 mesh para as analises quimicas. Amostras
compostas de cascas de oito arvores por espécie foram misturadas para quantificacdo de
extrativos totais, suberina, cinzas e lignina total. As cinzas foram quantificadas de acordo com
as normas TAPPI (T 211 om-93) e os extrativos totais de acordo com as normas TAPPI (T 204
om-88 e T207 om-93).

A determinacdo do conteudo de suberina foi feita em cascas livre de extrativos usando
50 m mol L-* de solucdo de sddio metalico (Pereira, 1988). Nesse processo, 1,5 g de cascas

com 100 ml de solucédo de sodio metalico a 3% foi aquecido em manto de aquecimento durante
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3 h. Posteriormente, a solugdo foi filtrada através de cadinho de vidro sinterizado com
porosidade 2 em condicdes de vacuo e lavada com metanol, os residuos retidos no funil foram
novamente aquecidos com mais 100 ml de solucdo de sodio metalico durante 15 minutos e
filtrados mais uma vez.

A solugéo filtrada resultante foi acidificada a um PH 6 com 2 mol L-* de solugéo de
acido sulfurico metanol. Apos a acidificacdo, o metanol foi recuperado por um evaporador
rotativo e o baldo foi lavado com 50 mL de &gua desionizada e o residuo foi derramado num
funil separador durante trés lavagens sucessivas com 50 ml de diclorometano cada. No final,
foram adicionadas duas espéatulas de sulfato de sodio anidro, e a solucdo foi armazenada num
frigorifico durante a noite. No dia seguinte, a solucdo foi filtrada por um papel filtro para
remover o sulfato de sodio anidro e o volume, determinado. Num baldo volumétrico limpo e
seco, a solucdo foi derramada, e o diclorometano recuperado por um evaporador rotativo. O
frasco foi armazenado a 60 °C durante a noite e depois a 100 °C durante 2 h. O teor de suberina
foi determinado gravimetricamente e os resultados expressos em relacdo a massa seca inicial.
A andlise foi realizada em duplicata.

A lignina Klason foi determinado em duplicata de acordo com a Norma TAPPI T222
om-88. A lignina soluvel foi quantificada a partir do material filtrado da lignina de Klason,
realizando as leituras de absorbancia a 205 nm num espectrofotémetro, de acordo com a TAPPI
UM 250.

Analise elementar quantitativa da casca

As cascas foram moidas e as particulas que passaram através de uma peneira de 60 mesh
foram utilizadas. Uma amostra composta de 100g de casca das oito arvores foram
homogeneizadas para analise. A composicao elementar das cascas (macro e micronutrientes)
foi quantificada por espectrometria de emissao Optica de plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES, Spectro Instrumentos Analiticos, Alemanha).

Extracéo de taninos

As cascas secas de cada espécie foram reduzidas em moinho martelo para obtencéo de
um material homogéneo. Os taninos foram extraidos em triplicado em um banho-maria a 70 °C
durante 3 horas. Foram utilizados 100 g de casca (base seca) e 1500 ml de agua, relacdo 15:1
(volume: massa), com e sem a adicdo de 3% de Na>SOs em relacdo & massa seca da casca. As
fracdes solidas foram removidas por filtracdo utilizando uma peneira de 200 mesh e depois em
um cadinho de vidro sinterizado com porosidade 1 em condicGes de vacuo.

Determinacao do rendimento do tanino condensado
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O rendimento de taninos condensados foi determinado pelo indice Stiasny. Primeiro
uma extracdo de cada espécie foi concentrada a 70 °C até atingir o volume de aproximadamente
150 ml. Alem da massa do extrato concentrado, o conteudo de solidos, em triplicata, foi
determinado a 103 + 2 °C durante 24 horas. O teor de s6lidos (TS) foi calculado de acordo com
a Equacdo 1. A percentagem do rendimento total de solidos (RTS) foi determinada de acordo

com a Equacéo 2.

1)

TS=(

massa seca do extrato
- 00
massa umida do extrato

()

TS% * massa total do concentrado
100 ) * 100

O indice de Stiasny foi determinado em triplicatas. Para isso, foram colocados em um

RTS=<

baldo volumétrico 20 g de extrato concentrado, 10 ml de agua deionizada, 2 ml de HCI 10 mol
Lt e 4 ml de formaldeido 37 % sucessivamente e colocados sob aquecimento em sistema de
refluxo por 35 minutos a contagem dos minutos foi iniciada apos a fervura. O precipitado foi
filtrado em cadinho de vidro sinterizado com porosidade 2 e seco em estufa de ar quente a 103
+ 3°C até massa constante. O indice de Stiasny foi calculado de acordo com a Equacédo 3. O
rendimento gravimétrico de taninos condensados (RGTC) foi determinado pela Equacédo 4. O
rendimento de componentes ndo tanicos (RCNT) foi obtido pela diferenca entre RCNT e
RGTC.

©)
. ) massa seca do precipitado
Indice de Stiasny = ( ) * 100
massa seca de 20g do extrato
(4)

I1S% = RCNT

RGTC =
100

Andlise estatistica

A analise estatistica foi conduzida num desenho completamente aleatorio, utilizando
software Origin (Pro), versdo 2018 SR1, OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA. O
teste Tukey foi aplicado para verificar as diferencas entre as condi¢des de extracdo em ambas
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as espécies (com e sem Na>S0s). Foi adotado um nivel de significancia de 5% (p<0,05) para
todas as analises estatisticas.
Compostos fenolicos do extrato de cascas de arvores

Foram extraidas amostras de 0,5 g da casca (base seca) numa solucdo de etanol-agua
com proporcao 1:1 (v/v) utilizando banho ultrassonico a 50 °C durante 1h. A solugéo foi filtrada
através de cadinho de vidro sinterizado com porosidade 2 em condi¢Ges de vacuo e 0 volume
do filtrado foi preenchido até 50 ml com agua desionizada. A partir deste extrato, foram
determinados os contetidos de fendis totais, flavonoides totais e taninos condensados. O residuo
solido retido na filtracdo foi seco e o rendimento da extracdo foi calculado em relacdo a massa
do material inicial. O teor total de fendis foi determinado pelo método Folin-Ciocalteu
utilizando acido galico como padrdo (Singleton et al. 1965). Os flavonoides totais foram
quantificados por ensaio colorimétrico de cloreto de aluminio com padrdo de catequina
(Zhishen et al.1999). O teor de taninos condensados foi determinado pelo método da vanilina
H2>SO4 (Abdalla et al. 2014) As leituras de absorbancia foram realizadas utilizando um
espectrofotdbmetro SP-22 Biospectro SP-22 e os resultados foram expressos em miligramas de
equivalente acido galico (fenois totais) e equivalente catequina (flavonoides e taninos
condensados) / g de extrato seco.

Caracterizacdo dos compostos fendlicos dos extratos das cascas por HPLC

Para determinar o perfil de compostos fendlicos presentes nas amostras foi utilizada a
técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Os padrfes empregados para
analise dos compostos fendlicos foram trigonelina, acido galico, catequina, acido clorogénico,
acido caféico, acido siringico, vanilina, acido p-cumarico, acido ferrulico, acido m-cumarico,
acido o-cumarico, reveratrol, quercertina, acido rosmarinico, acido transcinamico e rutina. Para
as analises cromatograficas, amostras e solventes foram filtrados utilizando membranas de
0,45um.

As amostras foram quantificadas pelo método de padronizacdo externa, sendo as curvas
analiticas construidas por diluigdes das solugdes estoque, contendo 1000 mg L™ de cada padréo
solubilizado em metanol. As curvas analiticas foram obtidas por regresséo linear, considerando
o coeficiente de determinagio R?=0,99.

As analises foram realizadas em cromatografo de alta eficiéncia Shimadzu®, equipado com
quatro bombas de alta pressdo LC-20AT, detector de arranjo de diodos SPD-MZ20A,
degaseificador DGU-20A5, interface CBM-20A, forno CTO-20AC e injetor automatico com
autoamostrador modelo SIL-20A. As separacOes foram realizadas utilizando-se uma coluna
Shimadzu® — Shim- pack GVP-ODS-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) conectada a uma pré-coluna
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Shimadzu® — Shim-pack GVP-ODS-C18 (4,6 x 10 mm, 5 um). Os solventes de eluigao
utilizados foram: solucdo de acido acético 2% em agua ultrapura, obtida a partir de Milli-Q
Integral Water Purification System na Fase A; metanol; agua, acido acético (70:20:2 % v/v) na
Fase B. O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo de 1,0 mL min™, temperatura
da coluna de 35 °C e volume de injegdo de 20 pL. Para o calculo da concentragao dos compostos
fenolicos empregou-se equacOes da reta especificas para cada padrao utilizado.

Atividade antioxidante do extrato de casca

Os extratos da analise de compostos fendlicos foram liofilizados e utilizados na
determinacdo da atividade antioxidante pela estabilizacdo do 2,2-difenil-1- radical livre de
hidrato de picrilhidrazil (DPPH). A analise foi realizada conforme metodologia descrita por
Teixeira (2012) com modifica¢bes, onde amostras de 0,0125 g (casca liofilizada e extratos de
BHT) foram solubilizadas em 25 ml de CHzCH2OH, posteriormente diluidas nas concentragdes
de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 ug mL-! em CH3sCH.OH e mantidos sob refrigeracéo
durante a noite.

A solucéo etanolica de DPPH com concentragdo de 40 mg L foi preparada e mantida
ao abrigo da luz. Aos tubos de ensaio foram adicionados 0,3 mL de amostras nas concentragdoes
de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 pg mL?, sequido da adigdo de 2,7 mL da solucio de DPPH.
De uma s6 vez, preparou-se o controle negativo e branco. O controle negativo foi preparado
pela adicdo de 0,3 mL de CoHsOH e 2,7 mL de solugcdo de DPPH, e o branco (para cada
concentracdo), pela adicdo de 2,7 mL de etanol e 0,3 mL da solucdo das amostras. As solucbes
permaneceram no escuro por 60 minutos. Apos isso, as leituras de absorbancia foram realizadas
em espectrofotdbmetro UV/Vis (Shimadzu UV-1601 PC) a 515 nm. A comparacdo padrdo
utilizada na analise foi o antioxidante sintético hidroxitolueno butilado (BHT) e todas as
analises foram realizadas em triplicata. A atividade antioxidante foi expressa em porcentagem
de inibicéo, calculada a partir dos valores de absorbancia, de acordo com a equacgéo 5 e foi
calculado plotando os dados de inibicdo em relagéo a concentracdo da amostra. O valor de I1Csg
expressa a concentracdo antioxidante necessaria para reduzir a presenca do radical livre DPPH
em 50%.

(5)

A

o ADPPH— Amostra
Inibigao (%) = ADPPH x 100
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Estrutura anatémica das cascas

A espessura média da casca de S. var. amazonicum é de 5,9 mm. Carvalho (2007) relata
que a casca da espécie pode atingir até 15mm. A superficie do ritidoma é lisa sem escamacao,
cinza-amarelada com manchas brancas, e com lenticelas e marcas anulares proveniente da
cicatriz das folhas, enquanto que o interior da casca € granulosa com a cor creme-rosada (Fig.

2, A). As cascas incluem o floema (condutor e ndo condutor) e o ritidoma (Fig. 2, B).

B

Fig. 2. (A) Aspectos macroscopicos da casca externa de Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby.; B) Corte da casca S. parahyba var. amazonicum
evidenciando floema condutor (1), floema ndo condutor (2) e ritidoma (3). Barra de escala =
100 pm.

O ritidoma de S. parahyba var. amazonicum apresentou peridermes sequenciais
lenticelas (Fig. 2A-C). A periderme de S. parahyba var. amazonicum possui células finas no

felema e feloderme que desenvolveu esclereides, muitas vezes na forma de anel irregular.
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Fig. 3. Plano transversal de Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke)
Barneby (A) ritidoma (R), esclereide (E) e ndo é periderme. E o floema n&o condutor.; (B)
periderme (P), raio (R);(C) Periderme sequencial (P); (D) elemento de tubo (ET) e células
companheiras (seta). Barra de escala (A-C) = 100 pum.

A transicdo do floema condutor para o ndo condutor ocorre de forma gradual (Fig. 3B).
No floema ndo condutor préximo a periderme foi observado aglomerados de esclereides que
formam faixas na disposicéo tangencial (Fig. 3A).
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O floema condutor inclui elementos de tubo com pequenas células companheiras
adjacentes, fibras e células de parénquima axial e radial (Fig. 3B). Os elementos de tubo tém
placas inclinadas e escalariformes e os didmetros tangencias desses elementos sdo de 17-47 um
e o comprimento de 338-774 um, em média (Fig. 4E).

O parénquima axial é distribuido de forma agregado difusos e difusos (Fig. 3B e 4C).
Os raios ndo séo estratificados. O numero de células dos raios varia entre 10-21 em altura e a
largura contabiliza-se entre 3-8. Altura média dos raios foi de 179-444 um e a largura foi de
46-121 um, compostos por células procumbentes (Fig. 4A). No floema ndo condutor, os raios
dilatam-se devido a divisdo anticlinal e expanséo celular (Fig. 4C). De acordo Angyalossy et
al. (2016) a dilatacdo das células é a forma como a casca € capaz de acomodar o crescimento
radial da arvore por divisdo celular. Nas cascas de Albizia niopoides provenientes da Amazonia
também foi observada raios dilatados (Carmo et al. 2016a). As fibras tém um comprimento
médio de 913-1.779 um e uma espessura média de 19,8 um. No floema condutor, as fibras
ocorrem em grupos pequenos isolados entre as células do parénquima (Fig. 4C). Foi observada
a presenca de astroesclereides (Fig. 4D). As esclereides possuem paredes lignificadas e atingem
um didmetro tangencial médio de 15-40 um. Em alguns casos esclereides que possuem paredes
celulares espessas e fortemente lignificadas possuem como fungéo suporte mecanico no vegetal
(Vangeel et al. 2021). Cristais em séries foram observados aderidos nas células de parénquima

axial.
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Fig. 4. Floema de Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (A)
plano tangencial, raio (R) e Cristal (seta); (B) plano radial, raio (R) e fibras (F); (C) plano
tangencial, raio dilatado (RD), parénquima axial (P) e fibras (F) (seta); (D) astroesclereide
(seta); (E) Fibras (F) e elemento de tubo (ET) (seta) (F) fibra (F). Barra de escala =100 pm.
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Estrutura anatémica de Zanthoxylum ekmanii

A espessura média da casca de Zanthoxylum ekmanii é de 5,6 mm. A superficie do
ritidoma é lisa intercalando com aculeos que sdo estruturas semelhantes a espinhos. Inclusive
as especies do género Zanthoxylum s&o bastante caracterizadas por possuirem actleos no caule
(PIRANI e Devecchi 2018). A coloragdo do caule é cinza escuro e marrom com manchas
brancas e marcas anulares provenientes de cicatrizes dos aculeos, o interior da casca € laranja-

amarelada (Fig.5, A). As cascas incluem o floema (condutor e ndo condutor) e o ritidoma.

Fig. 5. (A) Aspectos macroscopicos da casca externa de Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain; B)
Corte da casca Zanthoxylum ekmanii evidenciando floema condutor (1), floema ndo condutor
(2) e ritidoma (3). Barra de escala = 100 um.

Na periderme, algumas das células do felema e feloderme séo esclereificadas e na parte

mais externa apresenta grupos de esclereides (Fig. 6A).
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Fig. 6. Plano transversal Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain (A) ritidoma [R], esclereide (E),
parénquima (P); pode tirar essa imagem; (B) esclereide (E), floema condutor (F); (C) elemento
de tubo (ET), fibra (F). Barras de escala (A-D) = 100 pum.

A transicdo do floema condutor para o ndo condutor ocorre de forma gradual (Fig. 6C).
O floema condutor é estreito e inclui elementos de tubo com pequenas células companheiras

adjacentes, fibras e células de parénquima axial e radial (Fig. 6C, D). Os elementos de tubo tém
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placas inclinadas e escalariformes e os didmetros tangencias do elemento do tubo sdo 9-31 um
e 0 comprimento 199-463 pum, em média (Fig. 7D). No floema ndo condutor as esclereides
foram observadas em células solitarias e em grupos (Fig. 3A). Esclereides sdo registrados em

outras espécies amazo6nicas como Tachigali guianensis e Tachigali glauca (MOTA et al.2021).

Fig. 7. (A) plano tangencial; raio [R], fibra [F]; (B) plano radial; raio [R], fibra [F]; (C) plano
transversal; Parénquima axial [P] e fibra [F]; (D) elemento de tubo com placa de perfuracdo
(seta) [ET]; (E) Fibras [F] e Elemento de tubo [ET], (F) fibra [F]. Barras de escala (A-F) = 100
pm.

O parénquima axial no floema condutor encontra-se em faixas estreitas (Fig. 6C,
7C). Os raios ndo sao estratificados. O nimero de células dos raios varia entre 6-18 em altura
e largura contabiliza-se entre 1-4. A altura média dos raios foi de 122-410 pum e largura foi de
23-68 um, compostos por células procumbentes (Fig. 7A, B). As fibras tém um comprimento
médio de 806-1.308 um e uma espessura média de 25,3 um. No floema condutor, as fibras
ocorrem em grupos e formam faixas de arranjo tangencial (Fig. 6C). As esclereides possuem

paredes lignificadas e atingem um didmetro tangencial médio de 11-30 pm.
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Composicdo quimica somativa da casca

A composicdo quimica somativa das cascas de S. parahyba var. amazonicum e Z.
ekmanii mostrou valores distintos (Tabela 1). O contetdo de extrativos totalizou 8,26% e
15,67%, respetivamente, com 96,25% e 93,94% total removido em cada espécie
correspondendo a compostos polares que sdo sollveis em etanol e agua. S. parahyba var.
amazonicum e Z. ekmanii apresentaram 3,56% e 1,86% de suberina, 5,89% e 4,76% de cinzas

e 22,01% e 24,38% de lignina total, respectivamente.

Tabela 1. Composicao quimica somativa das cascas Schizolobium parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducke) Barneby e Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain

Composicdo quimica S. parahyba var. amazonicum | Z. ekmanii
Extrativos totais 8,26 15,67
Diclorometano 0,31+0,23 0,95+ 0,60
Etanol 2,11+0,21 5,56 + 0,27
Agua 5,84 +0,11 9,16 + 0,57
Suberina 3,56 1,86
Cinza 5,89 0,01 4,76 + 0,03
Lignina total 22,01 24,38
Lignina Klason 18,60 22,3
Lignina solavel 3,41 2,08
Polissacarideos? 60,28 53,33

Os valores sdo mostrados como média da populagédo

desvio padrdo da populagéo.

4Determinado por diferenca.

Tectona grandis apresentou 10,7% de extrativos totais (Baptista et al. 2013). Quercus
crassifolia com 12,7% (Ruiz-Aquino et al. 2015). Sendo que as cascas geralmente sdo ricas em
compostos polares, como encontrado nas cascas de Albizia odoratissima, com a quantificacdo
de 13,5% em extrato etanolico e 10% em extracdo em agua (Amrish e Tarasingh 2011).

O teor de cinza encontrado nas espécies de S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii,
é considerado intermediério, j& que cascas de madeiras com densidade menor tende a ter menor

teor de cinzas quando comparadas as cascas de madeiras com alta densidade. (Harun e Labosky
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1985; Bryers, 1996). Teores de cinza entre 1,3 e 5,4% foi quantificado em variadas espécies de
Eucalipto (Lima et al. 2018).

Suberina € um quimico caracteristico das células de felema (cortica), e como nas
espécies avaliadas nesse estudo foram encontradas pequenas faixas de felema os teores de
suberina foram baixos. Esses valores sdo baixos, ja que se acredita que a variagdo quimica da
parede celular em relacédo a quantidade de suberina é de 23,1% - 54,2%. (Pereira 2013; Oliveira
et al. 2014; Costa et al. 2019).

Os valores de lignina nas espécies caracterizadas nesse estudo séo considerados altos,
pois segundo (Pereira 2013; Oliveira et al. 2014; Costa et al. 2019) a variacdo quimica da parede
celular em relacdo a quantidade de lignina é de 17,1% - 36,4%. A espécie Quercus mongélica
apresentou 24,9% de lignina, valor semelhante encontrado nas espécies S. parahyba var.
amazonicum e Z. ekmanii (Kofujita et al. 1999).

A quantidade de polissacarideos em S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii, foi de
60,28 e 53,33, respectivamente. Em Eucalyptus globulus foi observado 61,14% de
polissacarideos (Neiva et al. 2018). Mota et el. (2017) observaram 40% de polissacarideos em
Anadenanthera peregrina e Anadenanthera colubrina.

Taninos condensados

Os valores médios das extra¢des de taninos na agua, com e sem adic¢éo de 3% de Na>SOs
das cascas de S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii, sdo apresentados na Tabela 2. O
rendimento de taninos condensados determinado do extrato de S. parahyba var. amazonicum
foi de 0,67 % em agua e 1,81 % com adicdo de Na;SOz. As espécies mostraram os rendimentos

médios de 0,80 % e 1,24 %, respectivamente, sendo rendimentos baixos para ambas as espécies.

Tabela 2. Valores médios do rendimento total de sélidos (RTS), indice Stiasny (1S),
Rendimento de taninos condensados (RTC), rendimento de compostos néo tanicos (RCNT) dos

taninos extraidos em agua com e sem a adi¢do de 3% de Na»SOs.

Espécie Tratamentos | RTS (%) IS (%0) RTC (%) RCNT (%)

S. parahyba | Agua 4,57 (3,9)b 14,75 (23,8)b | 0,67(20,0)b | 3,90 (7,8)b

var. Agua 8,23 (2,2)a 22,01 (9,8)a | 1,81(10,0)a |6,42(3,4)a

amazonicum | Na,SO3

Z.ekmanii | Agua 9,74 (5,3)B 8,24 (27,3)B | 0,80 (27,7)B | 8,94 (6,2)B
Agua 13,58 (7,1)A | 9,18 (14,2)A | 1,24 (11,5)A | 12,34 (8,1)A
Na.SOs
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Os valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente com base no teste
Tukey ao nivel de 5% de significancia. Os valores entre parénteses correspondem ao coeficiente
de variacdo de 6 amostras.

Na tabela 2 é possivel verificar que todos os valores de rendimento total de sdlidos,
rendimento de taninos condensados e rendimento de compostos ndo tanicos dos taninos
extraidos em agua com e sem a adi¢do de 3% de Na SOz diferiram estatisticamente. Paes et al.
(2013) ao fazer extracdo de taninos em agua com e sem a adicdo de Na,SOs casca de
Anadenanthera colubrina, observou que todos esses parametros foram maiores na extragdo com
agua e Na»SOs, devido a capacidade do Na>SOsz (sulfito de sodio) de extrair substancias tanicas
e ndo-tanicas.

A literatura demonstra o aumento do rendimento de taninos condensados quando é
realizada a extragdo com solucdo de sulfito de sédio. Mori et al. (2003) utilizando uma solucéo
de 3% de NaxSOs obtiveram um aumento de 34,9% de taninos condensados na casca de
Stryphnodendron adstringens. Nesse trabalho a espécie de S. parahyba var. amazonicum
aumentou 1,14% a quantidade de taninos condensados na extracdo com 3% de Na;SOs em
relacdo a extragdo somente em agua, ja a espécie Z. ekmanii teve um aumento de 0,44%. Ambas
as espécies apresentaram baixa quantidade de tanino condensado.

Trugilho et al. (1997) observaram na espécie Platycyamus regnellii um rendimento
tanico de 1,35% com extracdo feita apenas em agua. O indice Stiasny quantificado nas espécies
S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii, sdo valores baixos, principalmente se for
considerado para fabricacdo de adesivo, que exige que esse indice seja entre 46% e 65% para
produzir um adesivo de boa qualidade (YYazaki e Collins 1994; Ping etal . 2011).

Compostos fenodlicos e atividade antioxidante da casca

Os teores de polifenois e a atividade antioxidante do extrato das cascas de S. parahyba
var. amazonicum e Z. ekmanii sdo apresentados na Tabela 3. O extrato da casca Z. ekmanii
apresentou teor de fendlicos de 26,33 (mg GAE g-! de extrato) valor superior ao da espécie
Schizolobium parahyba var. amazonicum que foi de 14,54. A atividade antioxidante de
estabilizacdo do radical livre DPHH, usando os extratos das cascas foi expressa em termos da
quantidade de extrato necessaria para reduzir a concentracdo de 50% de DPPH (IC50). Os
resultados mostraram que a inibicdo de 50% com o0s extratos das cascas de S. parahyba var.
amazonicum foi de 124,40 pg extracto mL™ e Z. ekmanii foi de 86,65 ug extracto mL-! em
comparagio com o antioxidante comercial BHT (5,69 ng extracto mL™) utilizado como padrao.

Dessa maneira o antioxidante comercial obteve uma atividade superior.
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Tabela 3. Teor do conteudo fendlico total, flavonoides, taninos condensados e atividade
antioxidante pelo radical DPPH, utilizando o extrato das cascas de Schizolobium parahyba var.

amazonicum e Zanthoxylum ekmanii.

Analises S. parahyba var. amazonicum | Z. ekmanii
Teor fendlico total (mg GAE g-! de 14,54 26,33
extrato)

Flavonoides (mg CE g-! de extrato) 2,43 2,00
Taninos condensados (mg CE g-* de 1,13 0,62
extrato)

IC50 casca (ng extrato mL-l) 124,40 86,65
IC50 BHT (ug extrato mL-1) 5,69 pg extrato mL-!

Os valores dos teores fendlicos de S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii sdo baixos
guando comparadas com outras espécies, como C. langsdorffii da Amazdnia com 589,2 mg
GAE/qg de extrato (Carmo et al. 2016b) e Quercus rotundifolia com 219,5 mg GAE/g de extrato
(Sousa et al. 2021).

Os teores de flavonoides foram de 2,43 e 2,00 mg CE g-! de extrato, respectivamente,
sendo considerados valores baixos, quando comparadas com outras espécies, como A.
niopoides da Amazonia com 59,08 mg CE/g de extrato (Carmo et al. 2016a), Anadenanthera
peregrina e Anadenanthera colubrina com 148,4 e 445,3, respectivamente (Mota et al. 2017),
Delonix elata com 75 mg CE/g de extrato (Krishnappa et al. 2014), Salix sp. e Robinia
pseudoacacia com 310 e 177, 3 CE/g de extrato, respectivamente (Vangeel et al.2021).

Os teores de taninos das espécies S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii, foram de
1,13 e 0,62 respectivamente, sendo valores baixos quando comparado com outros valores
relados em literatura, podendo ser que nas cascas dessas espécies tenham mais taninos
hidrolisaveis do que condensados (Konig et al. 1994). Q. faginea apresentou 220,7 mg CE/g de
extrato de taninos condensados (Ferreira et al. 2018). Outras espécies apresentaram teores de
tanino condensado menor, entretanto superior as espécies S. parahyba var. amazonicum e Z.
ekmanii, por exemplo, Thujopsis dolabrata com 11,2% CE/g de extrato (Janceva et al. 2011).

Os valores de 1C50 das cascas S. parahyba var. amazonicum e Z. ekmanii foram mais
elevados em comparacdo com o antioxidante comercial BHT, indicando que seria necessaria
uma quantidade superior de extrato para inibir 50% do radical livie DPPH em solucgéo.

Entretanto nas concentra¢des de (500 pg mL™), as amostras de S. parahyba var. amazonicum e
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Z. ekmanii atingiram 93,2% e 92,0% de inibig&o do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato
(DPPH), inibicdo superior ao alcancado pelo antioxidante sintético butil-hidroxitolueno (BHT)
que foi utilizado como padrao.

Mota et al. (2021) observaram, em condi¢BGes semelhantes, que a espécie amazobnica
Astronium lecointei na concentragdo 500 pg mL™ apresentou atividade antioxidante inibindo o
do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato (DPPH).

Os principais compostos fenolicos identificados por HPLC dos extratos das cascas €
demonstrado na Tabela 4. Os principais compostos fenolicos encontrados na casca de S.
parahyba var. amazonicum sdo: Trigonelina e &cido galico. JA os compostos que foram
identificados na casca de Z. ekmanii sdo: Acido clorogénico, Acido galico, Catequina e
Trigonelina.

Tabela 4. Compostos polifendis de extratos das cascas de Schizolobium parahyba var.
amazonicum e Zanthoxylum ekmanii identificados por HPLC

Polifendis de S. parahyba var. amazonicum mg 100g—1 de casca
Trigonelina 44,63

Acido galico 3,58

Polifenois de Zanthoxylum ekmanii mg 100g—! de casca
Acido clorogénico 981,90

Acido galico 3,25

Catequina 14,68

Trigonelina 84,24

O composto fendlico trigonelina encontrado em ambas as espécies, possui resultados
nutricionais positivos, pois possui efeito sobre o sistema nervoso central e na mobilidade do
intestino (Clarke & Macrae, 1987).0 acido clorogénico encontrado nas cascas de Z. ekmanii
pertence a uma grande familia de ésteres de acidos quinico com uma ou duas por¢oes de acidos
cindmicos, principalmente os &cidos caféico, feralico e cumario (Holowinskia et al. 2022).
Dentre estes ésteres, a classe predominante é de acido caféico e o principal e mais difundido
representante deste composto na natureza é o acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA). Variadas
pesquisas epidemiologicas sugerem que o consumo de alimentos, chas ou café e suplementos
dietéticos contendo 5-CQA podem ajudar a prevenir variadas doencas cronicas, como diabetes,

Parkinson, cirrose e carcinoma hepatocelular (Liao et al. 2021). Além do mais os fendlicos
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encontrados nas cascas de ambas as espécies possuem como funcdo proteger o vegetal de

insetos, fungos e parasitas (Parker 1977).

Andlise dos elementos quantitativos das cascas

A composicdo elementar dos elementos minerais das cascas de S. parahyba var.

amazonicum e Z. ekmanii (, estdo dispostos na Tabela 4. Ferro (Fe) apresentou maior

concentracdo em ambas as especies, sendo de (125,4 pg/100g de casca) e (78,1 ug/100g de

casca), respectivamente. O segundo elemento de maior concentracdo nas espécies foi o

manganés (Mn) com (36,7 pg/100g de casca) e (46,8 pug/100g de casca) e 0 terceiro componente

quimico encontrado em maior quantidade foi o Céalcio (Ca) com valores de (24,7 mg/100g de

casca) e (22,0 mg/100g de casca).

Tabela 4. Anédlise quantitativa elementar das cascas de Schizolobium parahyba var.

amazonicum e Zanthoxylum ekmanii

Elementos S. parahyba var. amazonicum (mg/100g de casca) | Z. ekmanii (mg/100g de
casca)
N 7,9 13,0
0,5 0,3
K 53 5,7
CA 24,7 22,0
MG 0,6 0,9
S 1,2 1,0
Elementos (ng/100g de casca) (pg/100g de casca)
Mn 36,7 46,8
Zn 9,2 9,8
B 9,6 15,9
Cu 4,4 34
Fe 125,4 78,1

Ghavide et al. (2021) estudando a casca de Albizia julibrissin observaram a presenca

de: ferro, célcio, enxofre, magnésio e potassio. A quantidade?? de elementos mineiras nas

cascas de arvores depende da idade dos vegetais, habitat e amostragem (Fengel e Wegener

1984).
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CONCLUSAO
I. Ascascasde Schizolobium parahyba var. amazonicum e Zanthoxylum ekmanii
foram caracterizadas pela primeira vez quanto a estrutura anatbmica e composi¢ao quimica.

Il.  Ascascas de ambas as espécies apresentaram ritidoma, floema condutor e ndo condutor,
aglomerados de esclereides. Em Schizolobium parahyba var. amazonicum foi observado
astroesclereides e raios dilatados.

I1l.  As caracteristicas quimicas marcantes das cascas de Schizolobium parahyba var.
amazonicum e Zanthoxylum ekmanii sdo o alto teor de extrativos totais, lignina e
polissacarideos, além de atividade antioxidantes e alto teor do elemento quimico ferro
(F).

IV. As cascas de S. parahyba var. amazonicum e Zanthoxylum ekmanii, podem ser
consideradas como matéria-prima para biorrefinarias e também deve ser valorizada pelo
seu contetdo quimico de extrativos, polissacarideos, lignina e atividade antioxidante.
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ARTIGO 2 — A casca de protium tenuifolium proveniente da Amazonia como

fonte de extratos fendlicos com propriedades antioxidantes
Elaborado conforme normas do periodico European Journal of Wood and Wood Products

(Versdo preliminar)
Resumo

Este trabalho avaliou 0os componentes anatdmicos e quimicos da casca de Protium tenuifolium,
uma especie arborea da Amazonia brasileira, com o objetivo de fornecer informagdes que
valorizem seu uso como fonte de polifendis e antioxidantes naturais para variadas induastrias.
Anatomia da casca foi analisada, bem como a composi¢do da quimica somativa (extrativos,
lignina, suberina, cinza e polissacarideo), analise elementar quantitativa da casca e extracdo
de taninos em dois tratamentos (apenas em &gua e agua e Na>S0Os). Os extratos da casca foram
quantificados quanto a composicao fenolica e atividade antioxidante. Os resultados indicaram
que a casca é formada por floema condutor, floema ndo condutor e ritidoma. A composi¢éo
quimica média foi de 15,9% de extrativos, 35,3% de lignina total, 1,9% de suberina, 15,4 de
cinzas e 31,5% de polissacarideos. Nas extracfes de taninos condensados a quantificacao
apenas com agua foi de 5,1% e no tratamento com agua e Na>SOsz 0 rendimento foi de 8,1%. O
extrato em etanol-agua apresentou alto teor de fendlicos (112,6 mg GAE g-! de extrato). O
extrato da casca apresentou forte atividade antioxidante, chegando a 83,5% de inibicdo dos
radicais livres DPPH, valor superior ao antioxidante comercial BHT, que inibiu 75,0% na
mesma concentracdo. Esses resultados demonstram que a casa de Protium tenuifolium é um
potencial fonte natural amazoénica de compostos fendlicos e antioxidantes, podendo ser
utilizada para fins medicinais, producdo de variados produtos sustentaveis como cosmeticos.
A extracao desses compostos representara uma importante valorizacao da casca desta espécie
amazonica.

Palavra-chave: Produtos sustentaveis. Caracterizagdo anatbmica. Amazonia brasileira

Introducéo

Atualmente a utilizacdo de cascas possui como finalidade produzir produtos de alto
valor agregado, destacando a utilizacdo de extratos da casca para biocompostos, principalmente
para polifenois, que possui amplo potencial para diferentes aplicacdes (Souza et al. 2021).

Os efeitos bioldgicos atribuidos aos polifendis sdo, principalmente, a capacidade de
neutralizar as espécies altamente reativas, como os radicais superéxido (O2") e hidroxila (OH -
) produzidos devido ao estresse oxidativo, além de ativar enzimas antioxidantes e melhorar o
estresse oxidativo (Carocho et al. 2018). Os antioxidantes de origem vegetal mais comum séo:
taninos, flavonoides, derivados de acido cindmico, cumarinas e acidos organicos (Farias et al.
2013).

O aumento da busca por antioxidantes de origem vegetal se intensificou nas ultimas
décadas, pois pesquisas mostraram que a ingestdo de antioxidantes sintéticos a longo prazo

provoca problemas de satide como, gastrointestinal, alergia na pele e aumento do risco de cancer
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(Engin et al. 2011; Lourenco et. 2019). Doses altas de antioxidantes sintéticos podem causar
danos ao DNA (Kornienko et al. 2019). O antioxidante sintético BHT ja foi considerado
responsavel por efeitos adversos no figado e cancer em animais (Botterweck et al. 2000; Saad
et al. 2007).

A intensificacdo da busca por compostos fendlicos se justifica também devido ao
potencial de possuirem diversas aplicacbes comerciais tais como: corantes alimenticios,
embalagens bioativas, produtos cosméticos, téxteis, borracha, plasticos, espumas, remédios
(Farrag et al. 2018; Mendoza et al. 2018; Chen et al. 2020; Araujo et al. 2021) etratamento de
agua (SAnchez-martin et al. 2010; Bello et al. 2020). Embora existam diversas vantagens para
utilizacdo de cascas, o uso industrial ainda € limitado, principalmente devido o
desconhecimento sobre as caracteristicas especifica das espécies florestais (Jansone et al. 2017).

A maioria dos estudos sobre a composicdo da casca sdao com espécies de clima
temperados (Souza et al. 2021b). No Brasil as principais pesquisas sao com espécies dos biomas
Cerrado e Caatinga, sendo limitada as informac6es de cascas do bioma Amazdnia, embora seja
de grande importancia informacdes cientificas para a valorizacao de espécies da regido e futura
producéo de produtos sustentaveis com polifendis de cascas amazonicas (Araujo et al. 2020).

A familia Burseraceae compreende cerca de 700 espécies, e somente do
género Protium Burm.f. existem 68 espécies que sdo encontradas no Brasil (Santana et al.
2020). Aproximadamente 40 espécies sao endémicas da regido amazodnica (Daly, 1992). A
espécie Protium tenuifolium conhecida popularmente como Breu encontra-se distribuida por
todo o Bioma Amazonia (Flora do Brasil, 2022).

As espécies do genéro Protium possui um grande potencial para producdo de novos
produtos, pois produzem as oleoresinas, conhecidas popularmente como breu. Elas sdo usadas
na medicina tradicional pelas populacdes amazoénicas como é o caso das comunidades
quilombolas que vivem no entorno do rio Erepecuru em Oriximind, Para. As oleoresinas sao
usadas como anti-inflamétorio, analgésico, expectorante, inseticida natural, bem como incenso
e calafetar barcos. A industria utiliza oleoresinas, principalmente, para a fixacdo de perfumes
(Silva et al. 2017; Ferreira et al. 2020).

Santos et al. (2021) estudaram o Gleo essencial da casca de Protium tenuifolium e
obtiveram um rendimento de 0,05%. O GC/MS e os principais constituintes quimicos do 6leo
foram o limoneno (56,17%), a-phellandrene (16,22%) e p-cymene (10,52%).

A casca de Protium tenuifolium é aqui estudada pela primeira vez com uma

caracterizacao anatdmica, quimica somativa, extracao de taninos e propriedades antioxidantes
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de extrativos polares, buscando assim o fornecimento de informagdes que poderdo ser usadas
para agregar valor e direcionar usos para casca desta espécie.
Material e métodos
Amostragem

Foram coletadas as cascas da espécie Protium tenuifolium (Engl.) Engl, em floresta
nativa em uma area de manejo sustentavel na regido amazonica, localizada no municipio de
Dom Eliseu, no sudeste do Estado do Pard, Brasil (Fig. 1). No més de abril de 2021. Foram
retiradas cascas do tronco de oito individuos com um diametro médio a altura do peito (DAP)
de 33,00 cm. Foi coletado material botanico de todos os individuos e realizado a identificacdo
por comparacdo com a colecdo do Herbéario da Embrapa Amazonia Oriental (IAN), Belém
(PA). Todo o material foi coletado com técnicas que visasse 0 menor impacto possivel nos
vegetais, inclusive apos a remocdao da casca foi aplicadas calda bordalesa (sulfato de cobre e

cal virgem) para colaborar na regeneracéo das cascas desses individuos arboreos.
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Fig. 1. Localizacdo da area de coleta.

Analise macroscopicas

O estudo anatdmico consistiu na analise da casca de cinco individuos de Protium
tenuifolium (Engl.) Engl. Para a analise macroscopica da casca, as amostras foram seccionadas
e as superficies da secdo transversal forma polidas com uma sequéncia de lixas com

granulometrias de 200, 300, 400, e as espessuras da periderme, ritidoma, floema secundario



62

total, condutor e ndo condutor foram estimados a partir de imagens obtidas através de um
microscopio estereoscopico (Nikon SMZ745T, Minato-ku, Téquio, Japao).
Anatomia microscopica

As amostras foram impregnadas com polietilenoglicol 1500 e foram confeccionados
cortes histologicos microscopicos das se¢Oes transversais, tangenciais e radiais (Quilhé et al.
1999, 2000; Mota et al. 2017). Um micrétomo de deslize foi utilizado para cortar se¢oes de 14-
20-um de espessura. Os cortes foram coradas com dupla coloracéo de crisoidina (1%)/azul de
astra (1%). As laminas permanentes foram montadas em resina sintética (entellan). Pequenos
fragmentos da casca interna e externa foram retirados e macerados em solugéo de &cido acético
glacial e peroxido de hidrogénio (1:1) a 60 °C durante 7 h (Franklin 1945, modificado por Kraus
e Arduin 1997). O material macerado foi corado com azul de astra, e as laminas
semipermanentes, foram montadas em glicerina. Observagdes microscopicas e aquisicdo de
dados foram feitas com um microscopio Optico Olympus BX41TF, acoplado a uma camera
digital Pixelink PL-A662, usando o software WIinCELL Pro. As laminas foram fotografadas
utilizando um microscépio ligado a um sistema de captura de imagem (CX31, Olympus,
Toquio, Japao). A descricdo seguiu a terminologia da Angyalossy et al (2016).
Composi¢do quimica somativa da casca

As cascas secas de oito individuos foram reduzidas em moinho martelo para obter um
material homogéneo com granulometria de 60 mesh para as analises quimicas. A analise
quimica somativa incluiu determinacdes de extrativos soltveis em diclorometano, etanol, e
agua, lignina Klason e lignina soltvel em acido e cinza. Os extrativos foram determinados de
acordo com as normas TAPPI (TAPPI Standar T204 om-88 e T207 om-93). Sucessivas
extracdes de Soxhlet foram feitas com diclorometano, etanol e agua, durante 6 h, 16 h, e 16 h,
respectivamente. Os extrativos solubilizados por cada solvente foram determinados
gravimetricamente. A lignina Klason foi determinada segundo a Norma TAPPI T 222 om-88,
lignina solavel foi determinado usando a Norma TAPPI UM 250, e cinza usando a Norma
TAPPI T 211 om-93. Polissacaridos foram determinados pela diferenca. O conteudo de
suberina foi determinado no material sem extra¢des utilizando metdxido de sédio em metanol
para despolimerizacdo (Pereira 1988). As analises foram realizadas em triplicata.
Andlise dos elementos quantitativos das cascas

A composicdo elementar (macro e micronutrientes) das cascas de oito arvores foram
quantificadas por espectrometria de emissdo Optica de plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES, Spectro Instrumentos Analiticos, Alemanha). Seguindo um procedimento descrito por
Araujo et al (2020).
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Extracgdo de taninos
As cascas secas de oito individuos foram reduzidas em moinho de martelo para obtencéo

de um material homogéneo. Os taninos foram extraidos em triplicado em um banho-maria a 70
°C durante 3 horas. Foram utilizados 100 g de casca (base seca) e 1500 ml de agua, relagdo 15:1
(volume: massa), com e sem a adigdo de 3% de Na.SOs em relagdo & massa seca da casca. As
fracdes sélidas foram removidas por filtragdo utilizando uma peneira de 200 mesh e depois em
um cadinho de vidro sinterizado com porosidade 1 em condicGes de vacuo.
Determinacgéo do rendimento do tanino condensado

O rendimento de taninos condensados foi determinado pelo indice Stiasny. Primeiro
uma extracdo foi concentrada a 70 °C até atingir o volume de aproximadamente 150 ml. Além
da massa do extrato concentrado, o contetdo de sélidos, em triplicata, foi determinado a 103 +
2 °C durante 24 horas. O teor de solidos (TS) foi calculado de acordo com a Equagdo 1. A
percentagem do rendimento total de sélidos (RTS) foi determinada de acordo com a Equacéo
2.

1)

massa seca do extrato

TS:( )*100

massa umida do extrato

2)
TS% * massa total do concentrado
100

O indice de Stiasny foi determinado em triplicatas. Para isso, foram colocados em um

RTS=< )*100

baldo volumétrico 20 g de extrato concentrado, 10 ml de agua deionizada, 2 ml de HCI 10 mol
Lt e 4 ml de formaldeido 37 % sucessivamente e colocados sob aquecimento em sistema de
refluxo por 35 minutos.A contagem dos minutos foi iniciada apos a fervura. O precipitado foi
filtrado em cadinho de vidro sinterizado com porosidade 2 e seco em estufa de ar quente a 103
+ 3°C até massa constante. O indice de Stiasny foi calculado de acordo com a Equacdo 3. O
rendimento gravimétrico de taninos condensados (RGTC) foi determinado pela Equacédo 4. O
rendimento de componentes nao tanicos (RCNT) foi obtido pela diferenca entre RCNT e
RGTC.
(©)

massa seca do precipitado ) 00

[ndice de Sti = (
ndice de SHashy = \massa seca de 209 do extrato

(4)



64

IS% * RCNT
100
Compostos fenolicos do extrato de cascas de arvores

RGTC =

Foram extraidas amostras de 0,5 g da casca (base seca) numa solucdo de etanol-agua
com proporcao 1:1 (v/v) utilizando banho ultrassonico a 50 °C durante 1h. A solugéo foi filtrada
através de cadinho de vidro sinterizado com porosidade 2 em condigdes de vacuo e o volume
do filtrado foi preenchido até 50 ml com agua desionizada. A partir deste extrato, foram
determinados os contetidos de fendis totais, flavonoides totais e taninos condensados. O residuo
solido retido na filtracdo foi seco e o rendimento da extracdo foi calculado em relacdo a massa
do material inicial. O teor total de fendis foi determinado pelo método Folin-Ciocalteu
utilizando acido galico como padrdo (Singleton et al. 1965). Os flavonoides totais foram
quantificados por ensaio colorimétrico de cloreto de aluminio com padrdo de catequina
(Zhishen et al.1999). O teor de taninos condensados foi determinado pelo método da vanilina
H2SO4 (Abdalla et al. 2014). As leituras de absorbancia foram realizadas utilizando um
espectrofotdbmetro SP-22 Biospectro SP-22 e os resultados foram expressos em miligramas de
equivalente acido galico (fenois totais) e equivalente catequina (flavonoides e taninos
condensados) / g de extrato seco.

Para determinar o perfil e quantificacdo de compostos fendlicos presentes nas amostras
foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Os padrbes
empregados para analise dos compostos fendlicos foram trigonelina, acido galico, catequina,
acido clorogénico, acido caféico, acido siringico, vanilina, acido p-cumarico, acido ferralico,
acido m-cumarico, &cido o-cumarico, reveratrol, quercertina, &cido rosmarinico, acido
transcinamico e rutina. Para as analises cromatograficas, amostras e solventes foram filtrados
utilizando membranas de 0,45um.

As amostras foram quantificadas pelo método de padronizagéo externa, sendo as curvas
analiticas construidas por diluigdes das solugdes estoque, contendo 1000 mg L™ de cada padréo
solubilizado em metanol. As curvas analiticas foram obtidas por regressao linear, considerando
o coeficiente de determinagio R?=0,99.

As analises foram realizadas em cromatografo de alta eficiéncia Shimadzu®, equipado com
quatro bombas de alta pressdo LC-20AT, detector de arranjo de diodos SPD-MZ20A,
degaseificador DGU-20Ab5, interface CBM-20A, forno CTO-20AC e injetor automatico com
autoamostrador modelo SIL-20A. As separacOes foram realizadas utilizando-se uma coluna
Shimadzu® — Shim- pack GVP-ODS-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) conectada a uma pré-coluna
Shimadzu® — Shim-pack GVP-ODS-C18 (4,6 x 10 mm, 5 um). Os solventes de eluigao
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utilizados foram: solugdo de acido acético 2% em &gua ultrapura, obtida a partir de Milli-Q
Integral Water Purification System na Fase A; metanol; agua, acido acético (70:20:2 % v/v) na
Fase B. O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo de 1,0 mL min, temperatura
da coluna de 35 °C e volume de injegdo de 20 uL. Para o calculo da concentragcdo dos compostos
fendlicos empregou-se equacgdes da reta especificas para cada padrdo utilizado.

Atividade antioxidante do extrato de casca

A analise foi realizada de acordo com o método descrito por Teixeira (2012), com
modificacBes apresentadas em Araujo et al. (2020). Os extratos da analise de compostos
fendlicos foram liofilizados e utilizados na determinacdo da atividade antioxidante pela
estabilizacdo do 2,2-difenil-1- radical livre de hidrato de picrilhidrazil (DPPH). Amostras de
0,0125 g (casca liofilizada e extratos de BHT) foram solubilizadas em 25 ml de CH3CH2OH,
posteriormente diluidas nas concentracdes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 pg mL-! em
CH3CH20OH e mantidos sob refrigeracéo durante a noite.

A solucéo etanolica de DPPH com concentragdo de 40 mg L™ foi preparada e mantida
ao abrigo da luz. Aos tubos de ensaio foram adicionados 0,3 mL de amostras nas concentracdes
de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 ug mL*, sequido da adigdo de 2,7 mL da solucéo de DPPH.
De uma s6 vez, preparou-se o controle negativo e branco. O controle negativo foi preparado
pela adicdo de 0,3 mL de CoHsOH e 2,7 mL de solugdo de DPPH, e o branco (para cada
concentracdo), pela adicdo de 2,7 mL de etanol e 0,3 mL da solucdo das amostras. As solucdes
permaneceram no escuro por 60 minutos. Apos isso, as leituras de absorbancia foram realizadas
em espectrofotébmetro UV/Vis (Shimadzu UV-1601 PC) a 515 nm. A comparacdo padrdo
utilizada na analise foi o antioxidante sintético hidroxitolueno butilado (BHT) e todas as
analises foram realizadas em triplicata. A atividade antioxidante foi expressa em porcentagem
de inibicdo, calculada a partir dos valores de absorbancia, de acordo com a equacéo 5 e foi
calculado plotando os dados de inibicdo em relagédo a concentracdo da amostra. O valor de I1Csg
expressa a concentracdo antioxidante necessaria para reduzir a presenca do radical livre DPPH
em 50%.

(%)

A
o ADPPH— Amostra
Inibigao (%) = ADPPH x 100

Analise estatisticas
A andlise estatistica foi conduzida num desenho completamente aleatério, utilizando
software Origin (Pro), versdo 2018 SR1, OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA. O

teste Tukey foi aplicado para verificar as diferencas entre as condi¢cfes de extracdo em ambas
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as espécies (com e sem Na>S0s). Foi adotado um nivel de significancia de 5% (p<0,05) para

todas as andlises estatisticas.

Resultados e discusséo
Estrutura anatbmica da casca

A espessura média da casca de Protium tenuifolium é de 7,4 mm. A superficie €
escamosa e possui uma coloracéo preta, o seu interior € vermelho carmim (Fig. 2A). A casca

inclui o floema (condutor e ndo condutor) e o ritidoma (Fig. 2B).

Fig.2 A Aspectos macroscopicos da casca externa de Protium tenuifolium (Engl.) Eng. B Secéo
transversal da casca de P. tenuifolium evidenciando floema condutor (1), floema ndo condutor
(2) e ritidoma (3). Barra de escala = 100 um.

A periderme € desenvolvida em camadas sequenciais continuas com algumas das células
do felema e feloderme esclereificadas (Fig. 3a). A transicdo do floema condutor para o nao
condutor ocorre de forma gradual (Fig.3c). O floema condutor é largo e inclui elementos de
tubo solitarios e em pequenos grupos com pequenas células companheiras, adjacentes a fibras
e células de parénquima axial e radial (Fig.3b, d). Os elementos de tubo tém placas inclinadas
e escalariformes e os didmetros tangencias do elemento do tubo séo 6-19 pm e o comprimento
185-626 um, em média (Fig 4.c). Os elementos de tubo sdo acompanhados por uma célula

companheira e estdo dispostos em filas radiais no floema condutor (3.b.d).



67

Fig. 3. A Plano transversal de Protium tenuifolium, esclereide (E), s@o células de parénquima
axial; B elemento de tubo (ET), célula secretora (*); C floema (F); D fibra (F), parénquima (P),
elemento de tubo (ET), célula secretora (*). Barra de escala = 100 pm

O ntimero de células dos raios varia entre 9-27 em altura e a largura contabiliza-se entre
2-6, altura média dos raios foi de 95-315 um e largura 11-71 um compostos por células
procumbentes (Fig 4.a).
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Fig. 4. A Plano radial de Protium tenuifolium, raio (R); B Plano tangencial, raio (R), Cristais
(setas); C elemento de tubo (ET): D fibra (F). Barras de escala (A-D) = 100 pm.

As fibras tem um comprimento médio de 593-1.049 um e uma espessura média de 8,8
um. No floema condutor, as fibras ocorrem em grupos pequenos isolados entre as células do
parénquima (Fig. 3d). As esclereides possuem paredes lignificadas e atingem um diametro
tangencial médio de 11-30 um (Fig. 3a). No floema é presente uma grande quantidade de células
secretoras (Fig. 3a,b e d). De acordo Metcalfe e Chalk (1950) a presenca de canais secretores
de resina aromatica associada ao floema é uma caracteristica constitutiva de muitas espécies de
Burseraceae. Na espécie Protium heptaphyllum é possivel observar células secretoras no floema

assim como em P. tenuifolium (Palermo et al. 2018).
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Composicdo quimica somativa da casca

A tabela 1 resume a composi¢do quimica somativa da casca de P. tenuifolium. O
conteldo do total de extrativos foi de 15,9%, dos quais cerca de 94,3% correspondem a
extrativos polares.

Tabela 1 Composicdo da quimica somativa (% do total de massa seca) da casca de Protium

tenuifolium
Componentes quimicos % Desvio padrdo
Extrativos
Diclorometano 0,9(0,3)
Etanol 8,4(0,1)
Agua 6,6(0,3)
Total 15,9
Lignina
Lignina Klason 32,9(0,3)
Lignina solavel 2,4(0,1)
Total 35,3
Suberina 1,9(1,1)
Cinzas 15,4(0,10
Polissacarideos 31,5

Os valores entre parénteses correspondem ao desvio padréo.

Esse valor de extrativos totais € semelhante & casca de clones de Eucalyptus urophylla
(14, 3% a 17, 6%) (Sartori et al. 2016) e Tachigali glauca (15,3%) (Mota et al. 2021b), maior
que a casca de A. lecointei proveniente da Amazonia (12,9%) (Mota et al. 2021a) e menor que
Tachigali guianensis (18,0%) (Mota et al. 2021b).

A casca de Protium tenuifolium é bastante lignificada (35,3%). Esse valor a casca de
outras espécies amazdnicas como: Copaifera langsdorffii com 36,6% (Carmo et al.2016a) e
Albizia niopoides com 37,1% (Carmo et al. 2016b). Algumas espécies brasileiras apresentaram
valores inferiores como Myrcia eximia com 21,1% (Araujo et al. 2020) e Myracrodruon
urundeuva com 25,74% (Sousa et al. 2020). O alto teor de lignina est& de acordo com a grande
proporcdo de esclereides altamente lignificados (Fig. 3a). Esse alto teor de lignina pode ser
utilizado na industria para producao de biocombustiveis (Moniz et al. 2015).

Os polissacarideos representaram 31,5% da casca. Este valor é inferior aos reportados

de 39,67% para a espécie Betula celtibérica (Sillero et al.2019) e 41,13% para Quercus faginea
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(Ferreira et al. 2018). O valor € superior a 25,9% constatado na espécie amazdnica Goupia
glabra (Carmo et al. 2016c).

O teor de suberina foi baixo (1,9%). As células do felema sdo células mortas,
caracterizadas por uma parede celular contendo suberina que é depositada internamente na
parede celular priméria (Leite e Pereira 2017). Quando a propor¢do de felema é pequena, 0
conteddo de suberina € baixo. Em T. grandis foi observado 1,9% de suberina, valor semelhante
ao encontrado em P. tenuifolium (Baptista et al. 2013).

O teor de cinza foi de 15,4, o que é um valor alto quando comparado a casca de outras
espécies como Eucalyptus globulus (3,5%) (Gominho et al. 2021), A. peregrina (8,2%) e A.
colubrina (7,7%) (Mota et al. 2017). Em Tectona grandis foi observado um valor de 18,5% ,
superior ao encontrado em P. tenuifolium (Baptista et al. 2013).

Andlise dos elementos quantitativos da casca

A composicdo elementar dos componentes minerais da casca de Protium tenuifolium é
apresentado na Tabela 2. O Ferro tem a concentracdo mais elevada (74,5%), seguido de célcio
(64,2%), nitrogénio (17,1%), manganés (13,2%) e potassio (11,9%).

Tabela 2 Componentes minerais elementares da casca de Protium tenuifolium

Minerais mg/100g de casca % da casca
N 6,9 17,1

P 0,2 0,5

K 4,8 11,9

Ca 26,3 64,2

Mg 0,9 2,2

S 1,4 3,5
Minerais ng/100g de casca % da casca
Mn 24,4 13,2

Zn 5,9 3,2

B 9,9 54

Cu 6,8 3,7

Fe 137,3 74,5

A quantidade elevada de célcio, possivelmente, resultou nos frequentes cristais de
oxalato de célcio que sdo observados nas células de parénquima (Fig. 4b), tal fato também é
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observado em outras espécies amazonicas como Astronium lecointei (Mota et al.2021a) e
Goupia glabra (Carmo et al. 2016c). A grande quantidade de Fe, Ca, N, Mn e K, indica que P.
tenuifolium pode ser utilizada como substrato vegetal.
Taninos condensados da casca

Os valores médios de extracdo de tanino em agua e solucdo de Na,SOs da casca de
Protium tenuifolium sdo apresentados na Tabela 3. A adi¢éo de sulfito de sddio representou um
aumento no rendimento de solidos totais de 3,8% e um aumento de 3,0% nos taninos
condensados.
Tabela 3 Valores médios do rendimento total de sélidos (RTS), indice Stiasny (IS),
Rendimento de taninos condensados (RTC), rendimento de compostos néo tanicos (RCNT) dos

taninos extraidos em dgua com e sem a adicao de 3% de NazSOs.

Espécie Tratamentos RTS (%) IS (%) RTC (%) RCNT (%0)

P.tenuifolium | Agua 78(01)B |648(21)B |51(27,7)B |274(0,1)B

Aguae NazSOs | 11,6 (1,3)A | 71,2(22,2)B |81 (115)A | 4,26 (2,7)A

Os valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente com base no teste
Tukey ao nivel de 5% de significancia. Os valores entre parénteses correspondem ao desvio
padrdo de 6 amostras.

Os valores de rendimento de total de sélidos, taninos condensados e compostos ndo
tanicos extraidos em &gua com e sem adicdo de 3% de Na.SOs diferiram estatisticamente de
acordo com a tabela 3, essa diferenca estatistica se deve ao fato do Na>SOs (sulfito de sédio)
ter provido o aumento do rendimento total de sélidos, taninos condensados e compostos ndo
tanicos na extracdo realizada com agua e 3% Na>SO3 O aumento desses rendimentos também
foram constados na espécie Amazénia Myrcia eximia com a extracdo em &gua e 3% NaxSOs
(Araujo et al. 2021).

Diversas pesquisas informam o aumento dos rendimentos em taninos condensados
quando extraidos em solugdo de sulfito de sodio. Hoong et al. (2009) utilizando Na>SOsz na
extracdo de taninos de Acacia mangium obtiveram um rendimento entre 15% e 25%, em
P.tenuifolium a extragdo com solucéo de 3% de Na,SOz demonstrou um rendimento de 8,1%
(Tabela 3). Lins et al. (2019) ao quantificar taninos da espécie Erythrina velutina que foram
extraidos apenas em agua, observaram um rendimento de 4,02%, valor proximo ao observado
em P.tenuifolium.

O indice de Stiasny ¢ um dos métodos mais utilizados para quantificacdo de taninos. A
metodologia em questdo baseia em uma reagdo quimica que ocorre a precipitacdo dos taninos

classificados como flavanol através da condensacao com formaldeido em acido. Esses produtos
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apresentam alto peso molecular e séo de dificil dissolugédo, de forma que quanto mais elevado
for o indice de Stiasny, menor sera a quantidade de outras substancias (Guangcheng et al.1991;
Pizzi e Mital 1994). Em P.tenuifolium os indices de Stiasny quantificados nas extrac6es foram
de 64, 8 e 71,2%, respectivamente, sendo considerados indices elevados. Esse indice pode
ajudar a determinar se os extratos podem utilizados como adesivos (Chupin et al. 2013). De
acordo Yazaki e Collins (1994) é preciso para um adesivo de alta qualidade um indice de
Stiasny de pelo 0 menos 65%.

O teor de sélidos totais se equivale da totalidade de extrativos em forma de po presente
nas amostras analisadas (Medeiros et al. 2019). Em P.tenuifolium os teores de sélidos
quantificados foram de 7,8 e 11,6%. Sousa et al. (2019) observaram 9,8 % de sé6lidos em M.
caealpiniifolia.

Conteudo fenolico de extratos de casca

A composicdo fendlica dos extratos da casca é dada na tabela 3, sendo que os fenolicos
totais correspondem a 111,6 GAE g* de extrato, flavonoides mg de catequina g-1 de extrato e
taninos condensados a 501,3 CE g de extratos.

Tabela 3 Rendimento fendis totais, taninos condensados e flavonoides da casca de Protium

tenuifolium
Teor fendlico total (mg GAE g-! de extrato) 112,6
Flavonoides (mg de catequina g- de extrato) 53
Taninos condensados (mg de catequina g-! de extrato) 14,0

O teor fendlico foi de 112,6 mg GAE g ! sendo um valor menor do que de outros
estudos como 165,90 mg GAE g ! de extrato de Myracrodruon urundeuva (Sousa et al. 2020),
583,0 e 682,0 mg GAE g ! de extrato das espécies Anadenanthera peregrina e Anadenanthera
colubrina (Mota et al. 2017). O valor de flavonoides foi de apenas 5,3 mg de catequina g- de
extrato, sendo considerado baixo quando comparado com extrato de casca de outras espécies
como: 91,36 mg de catequina g ! de extrato de Myracrodruon urundeuva (Sousa et al. 2020) e
300, 8 mg de catequina g ! de extrato de Myrcia eximia (Araujo et al. 2020).

Os valores de taninos em extratos da casca de P. tenuifolium sdo menores do que
encontrado em outras espécies amazonicas como: 877 mg CE g™ de extrato em Myrcia eximia
(Araujo et al. 2020), 59, 1 mg CE g™ de extrato em Albizia niopoides (Carmo et al. 2016b). Em
Astronium lecointei proveniente da Amazonia o valor foi de 7,3 mg CE g de extrato, sendo

inferior ao encontrado em P. tenuifolium (Mota et al. 2021a).
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A composicao fenolica do extrato quantificada por HPLC é mostrada na Tabela 4. Dos
sete compostos presentes a trigonelina foi a mais abundante (295.60 mg 100g—! de casca),
seguido por catequina (259.60 mg 100g—" de casca) e acido galico (173.25 mg 100g—! de casca).

Tabela 4 Compostos fenolicos dos extratos de casca de P. tenuifolium identificado por HPLC

Polifendis mg 100g—! de casca

Trigonelina 295.60
Acido galico 173.25
Catequina 259.28
Vanilina 16.41
Acido p-cumarico 9.35
Acido ferrdlico 6.76

O composto catequina é um composto encontrado em plantas e devido as suas estruturas
quimicas sdo excelentes antioxidantes (Silva et al. 2019). Catequina também foi encontrado nas
cascas da espécie brasileira Stryphnodendron rotundifolium (Sousa et al.2021). Trigonelina
possui a capacidade de reduzir glicose (Mathur e Kamal 2012). O Composto fendlico acido
galico encontrado nas cascas de P. tenuifolium apresenta atividade antioxidantes superior a
outros diversos polifenois (Badhani et al. 2015). Nas cascas da espécie amazénica Myrcia
eximia também foi encontrado o composto fenolico acido galico.

Atividade antioxidante de extrato da casca

O extrato da casca de Protium tenuifolium em quase todas as concentragdes analisadas
apresentou maior atividade antioxidante do que o hidroxitolueno butilado (BHT), que foi
utilizado como padro, exceto na concentragdo 200 pg mL ~ 1, que o BHT inibiu 0,1% a mais
que o extrato da casca. Na concentracdo de 25 ng mL 1, 0 extrato da casca atingiu 83,5% de
inibicdo contra o radical hidrato de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), enquanto o BHT inibiu
apenas 75,0% (Fig. 5).
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Fig. 5 Capacidade de estabilizagdo do radical livre DPPH com extrato da casca de Protium
tenuifolium e hidroxitolueno butilado - BHT, utilizado como controle. Cada valor é expresso
como média.

Apesar em quase todas as concentracfes 0 extrato da casca de Protium tenuifolium
apresenta atividade antioxidante superior ao BHT. Os valores 1C50 (11,00 pg extrato mL™) de
P. tenuifolium quando comparado com BHT (IC50 = 5,69 pg extrato mL™), como o valor de
extrato, foi superior ao de BHT. Esse fato é um indicativo que era necessario uma gquantidade
maior de extrato da casca para inibir 50% dos radicais livres DPPH em solucdo. Ressaltando
gue nas concentragdes maiores 0 extrato da casca foi capaz de inibir mais de 90% do radical
livie DPPH, como nas concentragdes 200 e 500 pg mL ~! com inibicdo de 90,2 e 90,0% e
detrimento que o BHT inibiu 88,9 e 88,9 %.

Ramos da espécie de Protium spruceanum, demonstraram atividade antioxidante
(Amparo et al.2021). As folhas de Protium heptaphyllum também possuem atividade
antioxidante (Patias et al. 2021). O 6leo essencial de Protium heptaphyllum numa concentracdo
de 1,0 mg/ml alcangou 83,2% de inibicéo do radical livre DPPH, sendo indicado para utilizacio
em medicamentos tradicionais (Bandeira et al. 2005).

Concluséo

A composigdo quimica e anatdmica da casca de Protium tenuifolium foram descritas
pela primeira vez. Esta espécie possui ritidoma, floema, floema ndo condutor, cristais e células
secretoras.

A gquimica mais marcante é o teor elevado de extrativos polares ricos em compostos

fendlicos e o elevado teor de lignina que pode ser usado para produtos que se beneficie com
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altas quantidades de lignina. A espécie também apresentou boa atividade antioxidante. Assim,
a espécie possui potencial para ser utilizado para fins medicinais e para compor produtos
cosméticos. Dessa maneira seré feita a valorizacdo da casca dessa espécie amazonica
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