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RESUMO

A investigagdo fitoquimica do extrato hexanico das folhas
de Protium hebebatum Daly (PHB), coletadas na cidade
de Cruzeiro do Sul, Acre, permitiu o isolamento de alguns
constituintes quimicos por métodos cromatograficos. O
extrato foi adsorvido em silica gel e filtrado sob pressdo
reduzida com 700 mL de éter de petrdleo, seguido de
cloroférmio. A partir da fragdo cloroférmio, os
triterpenos o e B-amina foram isolados como uma
mistura binaria e suas estruturas estabelecidas pelos
dados espectrais de H e 3C RMN. Além disso, da fracdo

éter de petrdleo, trés hidrocarbonetos da classe alcano
de cadeia longa foram isolados como uma mistura, sendo
o hentriacontano (63,24%) o principal constituinte.
Outros compostos também foram identificados como
ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia longa
identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). Os ésteres
hexadecanoato de etila (64,33%) e etil octadecanoato
(17,87%) foram os principais constituintes.

PALAVRAS-CHAVE: Hentriacontano; B e a-amirina; Esteres etilicos.

CHEMICAL COMPOSITION OF CUTICULAR WAX FROM LEAVES OF PROTIUM
HEBETATUM DALY (BURSERACEAE)

ABSTRACT

Phytochemical investigation from the hexane extract of
the leaves of Protium hebebatum Daly (PHB), collected in
the city of Cruzeiro do Sul, Acre, allowed the isolation of
some chemical constituents using chromatographic
methods. Extract was adsorbed onto silica gel and filtered
under reduced pressure with 700 mL of petroleum ether,
followed by chloroform. From the chloroform fraction
the triterpenes a and B-amyrin have been isolated as a
binary mixture and their structures established by *H and

13C NMR spectral data. In addition, from the petroleum
ether fraction, three hydrocarbons of the long chain
alkane class were isolated as a mixture, with
hentriacontane (63.24%) being the main constituent.
Other compounds have also been identified as ethyl
esters of long chain fatty acids identified by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS).
The esters ethyl hexadecanoate (64.33%) and ethyl
octadecanoate (17.87%) were the main constituents.
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1. INTRODUCAO

A familia Burseraceae, constituida de 700 espécies, estd dividida em trés tribos: Protieae,
Canarieae e Bursereae. O género Protium Burm. f. (tribo Protieae) é um dos mais importantes
membros da familia, com 150 espécies, encontradas na Africa, Nordeste da Asia, México, América
Centra e do Sul, apresentando alta densidade no Hemisfério Sul (Weeks, Daly, & Simpson, 2005).
Varias espécies do género Protium sdao amplamente distribuidas em todo o territério nacional,
especialmente na regidao Amazonica, onde em dreas de recuperagao 80% de espécies pertencem a
familia Burseraceae (Citd et al.,, 2006). O estado do Acre, localizado no sudoeste da Amazonia
brasileira, apresenta uma densa floresta com uma grande diversidade, principalmente, a regido do
Jurud-Envira (Alto Jurud), por apresentar uma das areas mais ricas em diversidade de espécies, com
varios taxons botanicos, principalmente as espécies de Protium (Lima, 2016).

As espécies do género Protium, na regidao do Alto Jurud, sdo conhecidas por varios nomes,
tais como breu, breu-branco, almecequeira, breu-verdadeiro. A resina exsudada por essas espécies
é rica em Oleo essencial e triterpenos, principalmente da série oleanano e ursano (Marques et al.,
2010). Essas espécies sdo utilizadas na medicina popular como um importante agente terapéutico,
tendo propriedades anti-inflamatéria, analgésica, expectorante e cicatrizante. Estudo
farmacoldgico realizado com a espécie P. heptaphyllum revelou atividade anti-inflamatéria,
atividade gastroprotetora contra ulceras gastricas (Oliveira et al., 2004) e acdo antidepressiva,
mostrando significativo efeito sedativo (Aragdo et al., 2006).

Apesar do grande numero de trabalhos publicados na literatura cientifica com varias
espécies do género, a grande maioria das pesquisas realizadas esta relacionada com investigacao
fitoquimica e bioldgica da resina ou do 6leo essencial exsudada por essas espécies, sendo raros os
estudos fitoquimicos das folhas. Morfologicamente a superficie deste érgao das plantas é recoberta
por uma camada de cera chamada de membrana cuticular ou cuticula, que consiste de uma cutina
e cera (Bengston, Larsson, & Liljenberg, 1978). A cera cuticular representa uma complexa mistura
de compostos de cadeia alifatica como n-alcanos, acidos graxos, alcoois, aldeidos e cetonas, ésteres
de n-alquil (Cordeiro et al., 2011). Algumas espécies apresentam compostos com cadeias ciclicas
tais como triterpenoides (Arroyo-Serralta et al., 2012). Compostos aromaticos e carotenoides
podem estar presentes em pequena concentracdo, conforme estudos realizados por Yin et al.
(2011).

A cera cutilar de origem de vegetais apresenta vasta aplicacdo econémica e em algumas
regioes brasileiras tem um peso significativo na balanca comercial (Costa, & Gomes, 2016). Além
de sua importancia econbmica, este complexo de constituintes quimicos desempenha fungdes
essenciais de protecao contra estresse bidtica e abidtica sofrida pelas espécies vegetais, estd
envolvido no controle de perdas de dgua por transpiracdo, bem como na regulacdo das trocas de
gas e absorcdo de compostos lipofilicos (Dragota, & Riederar, 2007), na protecdo contra a invasao
de microrganismos, insetos e inibicdo na germinacao de esporos de fungos (Yin et al., 2011).
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A identificacdo da cera cuticular do género Protium foi registrada inicialmente na espécie P.
icicariba (Siani et al., 2004), sendo realizada por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria
de massa (CG/EM). Contudo, conforme Martins et al. (2010), ainda sdo escassos os trabalhos na
area de identificacdo da cera cuticular, que venha permitir elucidar questdes medicinais,
farmacoldgicas, quimiotaxonOGmicas, questdes ambientais, bem como as adaptacbes ao ambiente
hostil na defesa de parasitas ou herbivoros, em que se encontram as espécies vegetais.

Com o objetivo de contribuir para o conhecimento quimico do género Protium, este trabalho
reporta o estudo fitoquimico da cera cuticular da espécie P. hebetatum Daly, com o isolamento da
mistura binaria de triterpenos da série oleanano e ursano e a identificagdo de varios ésteres etilicos
de cadeia longa.

2. MATERIAL E METODOS

As folhas do P. hebetatum Daly (PHB) foram coletadas no Alto Jurua, municipio de Cruzeiro
do Sul, estado do Acre, Brasil, na rodovia BR 307, (072 29" 13,4” S, 722 50’ 09,8” W). A espécie foi
identificada pelo PhD Douglas C. Daly, curador do Jardim Botanico de Nova lorque, e uma exsicata
(N¢. 18.374) foi depositada no herbario do Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre
(UFAC), Brasil.

As folhas (2,19Kg) foram secadas a temperatura ambiente e submetidas a extragao a frio
com hexano (Hex), obtendo o extrato hexanico (40g). O extrato foi adsorvido em silica gel e filtrado
sob pressao reduzida, utilizando 700 mL de éter de petréleo e, posteriormente, com 700 mL de
cloroférmio. O extrato de éter de petrdleo (8,8g), apds cromatografia em coluna (CC) de gel de silica,
permitiu obter cinco fracdes: F1 (5,34g) eluida com Hex (100%), F2 (0,156g) Hex:CH2CI2 (95:5), F3
(0,079g) Hex:CHCl, (9:1), F4 (0,098g) CH,Cl, e F5 (0,043g) com acetato de etila (AcOEt). A primeira
fracdo (F1) apresentou um sélido branco, amorfo (5,34g), que foi analisado por: CG/EM e RMN?H.
A Ultima fracdo (F5) forneceu um liquido amarelado, que foi analisado por CG/EM, IV e RMN *H e as
demais fragdes foram analisadas somente em CG/EM. A porg¢do cloroférmica (17,0g) foi adsorvida
em silica gel (3,0g) e fracionada em CC permitindo o isolamento de uma mistura bindria de
triterpeno pentaciclico da série oleanano/ursano (0,92g Hex:AcOEt, 9:1), que foi identificada
utilizando dados espectrais de RNM H e 13C.

Os cromatogramas (CG/EM) foram registrados em aparelho da Shimadzu, modelo HP-5971,
acoplado a detector de massa com fonte de ionizacdo de impacto eletrénico (70 eV), usando um
cromatodgrafo a gas modelo HP-5890, série Il (CG/EM), com coluna capilar OV-5 (Dimetilsiloxisano:
30 m x 0,30 mm id. x 0,25 um de espessura do filme) nas seguintes condi¢Ges: gas hidrogénio como
fase mével com fluxo de 1 mL min!, no modo split, na razdo de 1:48 e temperatura do injetor 2502C.
A programacdo de temperatura foi de 42C min? de 40 a 180°C e 202C min* de 180 a 280°C,
permanecendo a essa temperatura por 5 minutos.

O espectro na regidao do infravermelho foi registrado em aparelho da Perken Almer, modelo
FT-IR Espectrum 1000 e os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono em
espectrometro da Bruker, modelo Avance DPX 300.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolamento de uma mistura binaria de triterpenos pentaciclicos, da fracdo cloroférmica,
gue ndo puderam ser separados por CC, apresentou uma proporc¢ao relativa de 1:2, determinada
pelo método de RMN *H. No espectro de RMN !H, vale ressaltar os sinais tripletes devidos aos
hidrogénios olefinicos (=C12-H), que possibilitaram a quantificacdo da proporg¢ao, em 64 5,20 (t, J =
5,8 Hz) e 5,14 (t, J = 5,9 Hz), caracteristicos de triterpenos da série oleanano (PH-1) e ursano (PH-2),
respectivamente (Figura 1).

A analise do espectro de RMN*3C (HBBD), em combinac¢do com o espectro de sequéncia de
pulso DEPT (1359), além dos sinais na regido de carbono sp3, caracteristicos de triterpenos
pentaciclicos, revelou também dois pares de sinais para carbono olefinicos, um par em 6¢ = 121,94
(CH) e 145,40 (C) e, outro par em &¢ = 124,63 (CH) e 139,80 (C) (Tabela 1). Estes sinais carateristicos
de duplas ligagdes tipicas de triterpenos pentaciclicos corroboram com a mistura da série oleanano
e ursano, respectivamente. Em comparac¢ao dos demais dados espectroscépicos da mistura binaria
isolada, com os descritos na literatura (Tamai et al., 1989), permitiu-se confirmar a identificacdo da
mistura binaria (PH-1/PH-2) como sendo os triterpenos 3B-hidroxiolean-12-eno (B-amirina) e 3pB-
hidroxiurs-12-eno (a-amirina), respectivamente. A ocorréncia da mistura f e a-amirina é frequente
nas resinas exsudas pelas espécies do género Protium.

p—Amirina (PH-1) a-Amirina (PH-2)

Figura 1: Estrutura dos triterpenos B-amirina e a-amirina.

Tabela 1: RMN *3C (125 MHz, CDCl3) da mistura de triterpeno PH-1/PH-2.

Sequéncia 6-Amirina a-Amirina | Sequéncia B-Amirina a-Amirina

PH-1 | Lit. | PH- | Lit* PH-1| Lit* |PH-2 | Lit*
1 38.80 38.58 39.00 38.76 16 26.82 2693 28.31 28.09
2 27,14 27,23 27,43 27,26 17 32,70 32,48 33,96 33,74
3 79,22 79,01 79,25 79,03 18 47,92 47,22 59,21 59,04
4 38,98 38,77 3899 38,76 19 47,04 46,82 39,81 39,60
5 55,39 55,17 55,39 55,17 20 31,29 31,07 39,87 39,60
6 18,57 18,37 18,57 18,35 21 34,94 34,72 31,46 31,25
7 32,86 32,64 33,15 32,92 22 37,35 37,13 41,74 41,53
8 40,00 39,78 40,22 39,99 23 28,34 28,10 28,34 28,12
9 47,84 47,62 47,43 47,70 24 15,71 15,57 15,88 15,62
10 37,11 36,94 37,11 36,88 25 15,83 15,49 15,83 15,68
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11 23,57 23,52 23,57 23,36 26 17,07 16,80 17,62 16.88
12 121,94 121,72 124,63 124,40 27 26,36 25,98 23,48 23,27
13 145,40 145,19 139,80 139,57 28 28,61 28,39 28,61 28,75
14 42,29 41,71 42,29 42,06 29 33,55 33,33 15,71 17,47
15 28,31 26,14 26,36 26,61 30 2348 2368 21,61 21,40

* Tamai et al., (1989).

A andlise dos espectros de massas originados pela andlise do CG/EM da fragdo F-1,
registrados a partir dos picos do cromatograma, permitiu identificar trés hidrocarbonetos,
representando 98,47% do total dos constituintes registrados (Tabela 2). Os hidrocarbonetos
identificados foram: heptacosano (C27, 6,97%), hentriacontano (C31, 63,24%) e tritriacontano (C33,
28,36%). O espectro de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN!H) da mistura mostrou
um tripleto em 64 = 0,89 (J = 6,7 Hz) e um singleto de alta intensidade em &4 = 1,27, tipicos de
absorcdo de hidrogénio de hidrocarbonetos lineares de cadeia longa, corroborando com a analise
dos espectros e massas da amostra.

Os componentes registrados das fracoes F2 a F4, analisados através dos espectros de massas
registrados a partir dos picos dos cromatogramas, revelaram a presen¢ga marcante dos
hidrocarbonetos identificados na fracdo anterior (F1), sendo o hentriacontano o constituinte
majoritario (60,75%) na fracao F4. A fragdo F3 mostrou a presenga de dleos essenciais e dois
derivados benzénicos, além dos hidrocarbonetos C31 (49,34%) e C33 (26,59%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Constituintes quimicos da fracdo éter de petrdleo do extrato hexanico das folhas do P. hebetatum Daly.

Constituintes TR* Porcentagem (%)
F1 F2 F3 | F4 | &5

Ciclo-hexilbenzeno 10.892 0.86
a-Copaeno 12,433 3,79
1-Ciclo-hexil-3-metilbenzeno 13,542 4,23
6-Selineno 15,200 2,36
a-Selineno 15,417 1,83
Dodecanoato de etila 17,558 2,47
Tetradecanoato de etila 21,867 3,15
Pentadecanoato de etila 23,483 3,95
Hexadecanoato de etila 24,867 5,28 64,33
Heptadecanoato de etila 26,058 3,32
9-Hexadecenoato de etila 26,875 2,92
Octadecanoato de etila 27,142 17,87
Eicosonoato de etila 29,067 1,99
Heptacosano 33,283 6,97 8,03
Hentriacontano 35,301 63,24 58,63 49,64 60,75
Tritriacontano 37,947 28,26 30,04 26,59 27,52
Total % 98,47 96,70 89,30 93,55 100,0

*TR = Tempo de Retengdo.

A fracdo F5 apresentou uma diferenca marcante em relacdo as fragdes anteriores. A partir
dos espectros de massa, registrados por CG/EM, foi possivel identificar a presenca de oito ésteres
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etilicos, representando 100% do total dos constituintes registrados (Tabela 2). O éster
hexadecanoato de etila (64,33%) foi o constituinte majoritario, seguido do octadecanoato de etila
(17,87%) e o eicosanoato de etila (1,99%), com a menor concentracdo. O espectro na regido do
infravermelho (IV) desta mistura revelou como destaque a absorcdo de deformacdo axial de
carbonila de éster (vC=0) 1733 cm™. Analisando também o espectro de RMN H, este apresentou
os sinais caracteristicos de ésteres alifaticos, multipleto em &4 = 4,14 (m, -CH;,0-), tripleto em 2,30
(t, J = 7,6 Hz, -CH»- alfa a C = O), multipleto em 1,65 (m, -CH>- beta a C = O), singletos em 1,29 (s,
demais (CH2)n da cadeia alifatica) e outro tripleto em 0,90 (t, CH3). Estas absorc¢des estdo em acordo
com a analise resultante a partir dos espectros de massa obtidos por CG/EM, confirmando a
presenca dos ésteres etilicos.

4. CONCLUSAO

A andlise de ceras cuticular em folhas do Protium hebetatum Daly permitiu o isolamento da
mistura, em quantidade significativa, de B e a-amirina (0,92g). Além do isolamento desta mistura
binaria de triterpenos, que nao puderam ser separados por CC, a analise dos espectros de massa
registrados por CG/EM permitiu também identificar trés hidrocarbonetos de cadeia linear: C27, C31
e C33 (5,34g) e de oito ésteres etilicos de cadeia longa (0,043g). O isolamento dos triterpenos e a
identificagao dos ésteres etilicos da cera cuticular das folhas de P. hebetatum Daly estao sendo
registrado pela primeira vez na familia Burseraceae.
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