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Resumo

A familia botanica Burseraceae inclui o género Protium, que apresenta alta diversidade na América do Sul,
com destaque para Protium spruceanum Benth. Engl, conhecida por suas propriedades medicinais. Este
estudo investigou a composigéo fitoquimica e a capacidade antioxidante do extrato acetato de etila dessa
espécie. Foram quantificados fendlicos totais (302,35 mg EAG/g) e flavonoides (88,58 mg EqR/g e 59,74
mg EqQ/g), indicando uma rica presenga de compostos bioativos. A capacidade antioxidante do extrato foi
avaliada pelo ensaio DPPH, resultando em um valor de EC50 de 23,10 ug/mL. Embora inferior a outros
extratos, esse resultado sugere uma atividade significativa. Além disso, a analise UV revelou picos de
absorgao em A 279/217 nm, caracteristicos de acidos fendlicos e flavonoides, sugerindo uma complexidade
estrutural dos metabolitos presentes. Esses achados reforcam o potencial de Protium spruceanum para
aplicacdes terapéuticas, destacando sua relevancia na medicina tradicional e moderna. A pesquisa contribui
para a compreensao do solvente utilizado na extragéo, ressaltando a importancia do acetato de etila na
captura de uma diversidade de metabolitos. Futuros estudos devem focar nos mecanismos de agédo dos
compostos bioativos identificados, visando o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Protium spruceanum; fendlicos totais; flavonoides; capacidade antioxidante; analise especitral.

Abstract

The botanical family Burseraceae includes the genus Protium, which has high diversity in South America,
with emphasis on Protium spruceanum Benth. Engl, known for its medicinal properties. This study
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Avaliagao da capacidade antioxidante, quantificacao de fendlicos e perfil UV do Veloso & Lacerda
extrato acetato de etila de Protium spruceanum Benth. Engl

investigated the phytochemical composition and antioxidant capacity of the ethyl acetate extract of this
species. Total phenolics (302.35 mg EAG/g) and flavonoids (88.58 mg EqR/g and 59.74 mg EqQ/g) were
quantified, indicating a rich presence of bioactive compounds. The antioxidant capacity of the extract was
evaluated by the DPPH assay, resulting in an EC50 value of 23.10 uyg/mL. Although lower than other
extracts, this result suggests significant activity. In addition, UV analysis revealed absorption peaks at A
279/217 nm, characteristic of phenolic acids and flavonoids, suggesting a structural complexity of the
metabolites present. These findings reinforce the potential of Protium spruceanum for therapeutic
applications, highlighting its relevance in traditional and modern medicine. The research contributes to the
understanding of the solvent used in the extraction, highlighting the importance of ethyl acetate in capturing
a diversity of metabolites. Future studies should focus on the mechanisms of action of the bioactive

compounds identified, aiming at the development of new therapeutic agents.

Keywords: Protium spruceanum, total phenolics; flavonoids; antioxidant capacity; spectral analysis.

Introducgao

A familia botanica Burseraceae, é composta por 19 géneros e 750 espécies de arvores e arbustos
caracterizados pela casca lisa, escamosa, aromatica e por ductos localizados na casca e folhas que
produzem resinal’-2l. Dentre os géneros da familia, Protium tem maior heterogeneidade e o principal género
encontrado na América do sul, com 175 espécies conhecidas distribuidas na regido neotropicalll. No Brasil,

0 género é representado por 86 espécies, das quais 19 sdo endémicasl4l,

A espécie Protium spruceanum Benth. Engl da familia Burseraceae, popularmente conhecida como
Almescla, Almecegueira ou Breu®, ¢ uma planta utilizada na medicina tradicional como analgésica e anti-
inflamatorialfl. A atividade anti-inflamatoria associada a espécie foi estuda, no qual a fragdo hidrometanolica
controlou os niveis de citocinas pré-inflamatdrias, o qual pode estar associado a presenca de flavonoides
de forma oligomérica, polimérica e glicosilados!Z. Na literatura, ainda é relatada a atividade antibacteriana

contra nove bactérias patogénicas para o extrato bruto e fragdo acetato de etila e hidrometanolical,

Estudos sobre extratos brutos, e fragdes obtidas por solventes de diferentes polaridades tem sido estudados
sobre sua bioatividade, como é o caso do Protium spruceanum, com tudo, foca-se normalmente no estudo
das fragbes hexanicas e hidrometandlicasl®. Ja relacionado a fragdo acetato de etila ha estudos
relacionadas a atividade antimicrobianal®l. Ja o extrato feito com acetato de etila foi eficiente na redugéo da
eclodibilidade de ovos de Rhipicephalus microplus®l. Contudo, ndo ha relatos na literatura sobre o contetido

de fendlicos totais, flavonoides e a capacidade antioxidante do extrato acetato de etila.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo quantificar a composi¢ao de fendlicos e flavonoides,

bem como a capacidade antioxidante e o perfil UV do extrato acetato de etila do Protium spruceanum.
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Material e Métodos

Coleta e preparo do material

A coleta do material botanico foi realizada no més de setembro de 2016 em uma vereda, localizada no
municipio de Buendpolis/MG. Posteriormente, foi feita a exsicata da espécie, e depositada no herbario
Montes Claros Minas Gerais (MCMG) sob voucher 5060.

Preparo do extrato

Para preparo do extrato, foram utilizadas amostras do caule, trituradas até a obtengdo de um pé na
proporgédo 10 g do pé (1:10) para 100 mL de acetato de etila. O extrato foi entdo armazenado em béquer
por sete dias, realizando-se agitagdes esporadicas para completa mistura da amostra ao solvente. O

solvente entéo foi evaporado, e o extrato seco foi armazenado em ambiente controlado e ao abrigo de luz.
Determinacgao do teor de fendlicos totais

Para a determinagao de fenolicos totais foi utilizado o método Folin-Ciocalteu com modificagdes!'Y. Para a
realizagdo do ensaio o extrato foi solubilizado em metanol 99%, em concentrages entre 200 e 400 ug/ml
(250 L) foi adicionado a uma aliquota de 2,75 mL do reagente de Folin-Cicalteu a 3%, apds 5 minutos
foram adicionados 250 pL de carbonato de sédio a 10%. A solugéo foi mantida ao abrigo de luz, por uma
hora a 25°C. A absorbancia foi medida a 765 nm, com branco de metanol (250 yL) e Folin-Ciocalteu a 3%
(2,75 mL), usando um espectrofotémetro UV-VIS (SHIMADZU-UV-VIS 2550). Todas as medi¢cdes foram
feitas em triplicata, e entdo os resultados foram calculados e plotados em um grafico de
(concentragdo/absorvancia) para determinar a equagdo da reta e R2. O acido galico (acido 3,3,4-tri-
hidroxibenzdico em concentragdes entre 20-140 pL/mL) foi usado como padréo para derivar a curva de

calibragéo. O conteudo fendlico total foi expresso em mg equivalente de acido gélico por 1 g do extrato.

Determinacao do teor de flavonoides totais

O método do cloreto de aluminio foi utilizado para determinar o teor total de flavonoides!!!l. Para a realizagéo
do teste, o extrato, em concentragdes entre 50 e 100%, foi utilizado (3000 pL) e adicionado a 200 uL de
cloreto de aluminio a 5%. Esta solugdo foi mantida no escuro por 25 minutos a 25°C. A absorbancia foi
medida a 417 nm, com branco de metanol, usando um espectrofotémetro UV-VIS (SHIMADZU UV-VIS
2550). Todas as medicdes foram feitas em ftriplicata e, em seguida, os resultados foram calculados e
plotados em um grafico de (concentragdo/absorvéncia) para determinar a equagao da reta e R2. Rutina (5-
45 ug/mL) e quercetina (1,5-13,5 pg/mL) foram usadas como padrao para derivar a curva de calibragdo. O

teor total de flavonoides foi expresso em mg equivalentes de rutina e quercetina por 1 g do extrato.

Capacidade antioxidante Ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A atividade de eliminagédo do radical DPPH de amostras de mel foi determinada conforme descrito por
Brand-Williams, et al.'2 com algumas modificagdes. Para a realizagdo do teste, foi utilizado o extrato, em
concentragdes entre 20 e 45 ug/ml em metanol. Foi preparada uma solugao estoque de DPPH de 40 pL/mL
em metanol. A amostra foi entdo adicionada a 2000 pyL de DPPH, agitada vigorosamente e mantida no

escuro por 30 minutos a 25°C. Para obtengéo da curva padréo do &cido galico, foi preparada uma solugéo
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estoque a 10 ug/mL e utilizadas concentragdes entre 2 e 5.5 ug/mL. A absorbancia da solugao foi medida
a 517 nm, utilizando um espectrofotdmetro (SHIMADZU UV-VIS 2550) contra um branco de metanol. Todas
as medidas foram feitas em triplicata. Com os valores de absorbancia, a porcentagem de atividade

antioxidante foi calculada pela equagéol3l,

{(AbsCont—-AbsAmos) /AbsCont)} x100, onde:
AbsCont representa o valor de absorbancia do controle;

AbsAmos representa o valor de absorbancia da amostra.

A partir dos resultados, foram construidos graficos no Excel relacionando concentracdo e porcentagem de
Atividade Antioxidante (%AA), e o ECso, que consiste na capacidade da amostra de sequestrar 50% dos

radicais livres DPPH, foi calculada através das equagdes de cada grafico.
Andlise UV

Para a analise do perfil UV, foi preparado uma solugéo estoque de 1 mg/mg em metanol, em seguida foram
feitas diluicdes de 2 a 40 ppm de amostra por mL. Os padrbdes (acido galico, acido tanico, rutina e
quercetina) foram preparados entre 40 e 10 ppm em 5 ml de agua destilada. Os espectros de varredura UV
foram registrados na janela ultravioleta de 200 a 400 nm, com resolugdo de 2 nm, em um espectrémetro
UV-Vis. As concentragdes foram ajustadas para a mesma amplitude espectral entre a absorbancia de 2.000

a 4.000. As concentragbes ajustadas até a exclusao de ruidos na regido entre 200 e 230 nm.

Para determinar o perfil UV foram preparadas solugbes de padrdes de 1 mg/mL e, posteriormente,

solubilizadas em agua, como pode ser observado na TABELA 1.

Resultados e Discussao

Os resultados das analises espectrofotométricas podem ser observados na TABELA 1.

TABELA 1: Anadlises do extrato acetato de etila de folhas de Protium spruceanum.

Analises quimicas da amostra

Fendlicos totais EAG* 302.35 + 0.97 mg/g
Flavonoides totais EQR** 88.58 + 0.08 mg/g
Fendlicos totais EQQ*** 59.74 + 0.05 mg/g
ECso 23.10 + 0.005 pg/mL

*Equivalente a acido galico ((y= 0.0066x — 0.049, R? =0.9927),** Equivalente a rutina (y= 0.0283605x — 0.0283091, R?
=0.99816), *** Equivalente a quercetina (y= 0,0557672 x - 0,0402222, R? = 0.99914).

Os teores de fendlicos totais relatados neste estudo para o extrato de acetato de etila de Protium
spruceanum, foram considerados altos, 302.35 + 0.97 mg por grama de extrato. Quando comparado a
estudos com plantas do mesmo género como Protium tenuifolium, no qual o extrato da casca foi preparado
com solugéo de etanol-agua (1:1), com 112.6 mg AEG/g!'4l. Teor relatado para o extrato metanolico Protium
serratum foi de 55,53+14,63[%. Nesse conjunto de dados é possivel observar que o valor de fenolicos
relatado neste estudo é superior a outros estudos que analisaram plantas do mesmo género. Além disso, o

solvente utilizado para a produgéo dos extratos interfere diretamente no conteddo de metabolitos. Solventes
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mais polares como etanol e metanol sdo mais cosmopolitas no processo de extragdo, ja o acetato de etila,
promove a extracéo de diversos grupos de metabdlitos, especialmente pertencentes ao grupo de compostos
fendlicos, devido a sua média polaridade. Estudos realizados com diferentes solventes corroboram com os

presentes resultados®,

A quantificagédo dos fendlicos totais foi feita a partir dos dados obtidos a partir da reta da curva padrédo para
acido galico, o calculo de equivaléncia a acido galico para 1 g de amostra foi utilizado a equacgéo obtida (y=
0.0066x — 0.049, R? =0.9927).

Ja relacionado os flavonoides, foram encontrados os valores de 88.58 + 0.08 mgEqR/g e 59.74 + 0.05
mgEqQ/g, o que pode sugerir um maior teor de flavonoides do tipo glicosilados na amostra. Em estudo
relacionado com a espécie P. serratum o teor de flavonoides foi de 106.33+ 7.35 mgEqQ/g, teor maior que
o encontrado no presente estudol'®l. Para o extrato da casca de P. tenuifolium foi relatado o teor de 5.3 mg

catequina por grama de extrato!4, teor menor que o encontrado no estudo.

A quantificagdo dos flavonoides totais foi feita a partir dos dados obtidos a partir da reta da curva padrao
para rutina e quercetina, o calculo de equivaléncia para 1 g de amostra foi utilizada a equagao obtida, rutina
(y=0.0283605x — 0.0283091, R? =0.99816) e quercetina (y= 0,0557672 x - 0,0402222, R? = 0.99914).

Em estudo realizado por Amparo, et al.l'l direcionado a identificagdo de substancias por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, foi possivel a identificagdo de cinco substancias fendlicas
(procianidina, catequina, quercetina-3-O-glicuronida e quercetina). Em outro estudo do mesmo autor foi
identificada a presenga de rutina, afzelina e quercetrina todas pertencentes a classe dos flavonoides!8. O

que corrobora com os altos teores de fendlicos e flavonoides quantificados neste trabalho.

Ja relacionada a capacidade antioxidante, obtidos com o ensaio DPPH, para o extrato acetato de etila com
ECso foi de 23.10 + 0.005 ug/mL, foi considerada alta. Contudo, resultados melhores para a mesma foram
relatados em estudos anteriores!® para o extrato hidrometandlico 70%, com 12,2 + 1,5 yg/mL, extrato
hidrometandlico 8.56 + 0.52 pg/mLI1 . A atividade antioxidante é frequentemente relacionada a composicéo
de fendlicos2Y. o0 que vem de encontro aos dados quimiométricos ja relatados neste trabalho. O valor inferior
do ECso encontrado neste trabalho pode estar associado a baixa disponibilidade de elétrons ou grupos
doadores, ou pode estar associado a presenca de fendlicos glicosilados, que possuem uma capacidade

antioxidante inferior a agliconas e fendlicos simples.

Para a determinagao do EC50 para a atividade de eliminagdo de DPPH foram utilizadas as equagdes das
retas de curva padréo de acido gélico (y = 0.0066 x — 0.0486, R?> = 0.9921) e para a amostra (y = 0,0133 x
-0,6798, R?=0.993).

Os compostos fendlicos sdo substancias de ocorréncia natural em plantas, com enorme diversidade
estruturais, ocorrendo como glicosideos (ligados a um agucar) ou agliconas (sem ligagdo com agucar), em
estruturas poliméricas ou monoméricasl2l. SZo substancias com bioatividade, que promove a saude
humana, atuando diretamente em doengas nao transmissiveis, como doengas cardiovasculares, diabetes,
cancer, e dentre outrosl22, Efeitos bioldgicos, como atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria também s&o

relatadasi23l. Além disso, os fendlicos tém papel de neutralizar os radicais livres(24,
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Analise UV

O espectro UV obtido do extrato de acetato de etila de P. spruceanum possui seus maximos de absor¢céo
em A 279/217 nm (FIGURA 1). Maximos de absorgdo em 280-290 nm sao atribuidos principalmente a
acidos fendlicos?d. As bandas caracteristicas entre 250-280 estao relacionadas com flavonois e 275-295
com isoflavonas e dihidroflavonois(28. A leitura em A 217 nm tem sido um fenémeno geral relacionado as
transicbes T — T*em sistemas aromaticos, como o anel benzénico em compostos fendlicos. Além disso,
substituicdes no anel benzénico sdo complexas, pois, pode haver deslocamentos batocromicos ou
hipercromicos. Contudo, a regido A 217nm pode também estar associada a grupos alquila a,8 ou B,R24.
Substéncias fendlicas com absorbancia nessa regido ja foram relatados para &cido cafeico e acido
vanilicol28l, Em comparagao com os padrdes analisados (acido galico, acido tanico, quercetina e rutina) o
extrato possui Amax em regiées dos padrdes como o A 279 nm, proximo ao encontrado no acido tanico e A
217/216 nm encontrado para acido tanico e acido galico respetivamente, janela espectral atribuida a

compostos aromaticos com substituintes como grupo hidroxilal22,

FIGURA 1: Analise UV extrato de P. spruceanum na regiao UV 200-400nm.
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Conclusao

A pesquisa sobre o extrato acetato de etila da espécie Protium spruceanum trouxe a luz resultados
significativos sobre seu potencial fitoquimico e antioxidante. A analise fitoquimica revelou um alto teor de
fendlicos totais (302,35 mg EAG/g) e flavonoides (88,58 mg EqR/g e 59,74 mg EqQ/g), indicando que essa
espécie possui uma rica composicdo de compostos bioativos, potencialmente responsaveis por suas

propriedades medicinais, como atividade analgésica e anti-inflamatéria.

A capacidade antioxidante, evidenciada pelo valor de EC50 de 23,10 pg/mL, embora inferior a outros
extratos estudados, ainda demonstra uma atividade consideravel, reforgando a importancia dos fendlicos

na neutralizagdo de radicais livres. As analises espectrofotométricas, incluindo a identificagdo de maximos
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de absor¢do em comprimentos de onda associados a acidos fendlicos, confirmaram a presenga de

compostos bioativos relevantes, que podem ser explorados em aplicagdes na saude.

Adicionalmente, a analise UV do extrato indicou picos de absorgdo em A 279/217 nm, tipicos de compostos
fendlicos, como acidos fendlicos e flavonoides. Esses resultados ndo apenas corroboram a riqueza quimica
do extrato, mas também sugerem a complexidade estrutural dos compostos presentes, que podem contribuir
para sua bioatividade. As bandas caracteristicas observadas nas analises UV oferecem insights sobre a

estrutura dos metabolitos, ampliando a compreensédo de como esses compostos interagem biologicamente.

Em suma, Protium spruceanum se destaca como uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos e fitoterapicos. Futuros estudos sdo recomendados para aprofundar a investigagéo
dos mecanismos de agao desses compostos, bem como sua aplicagdo na medicina tradicional e moderna,

reforcando a relevancia da biodiversidade vegetal na busca por tratamentos eficazes.
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