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e Introducéo e justificativa

O conhecimento da composi¢do anatdmica e quimica das cascas do caule é uma
importante ferramenta para diferenciacdo e descricdo de arvores, cuja juncdo com 0s
estudos quimicos permitem o direcionamento a potenciais usos nao madeireiros e a
valorizacdo das espécies florestais.

E possivel produzir produtos com alto valor agregado a partir da casca de
arvores (Jansone et al., 2017) e diversas pesquisas tem relatado a eficiéncia das cascas e
seus compostos na producdo de painéis MDP (Soratto et al.,2013), em biorrefinarias
(Lima et al., 2013; Sartori et al., 2016; Neiva et al., 2018) e, principalmente, na extracao
de compostos fendlicos (Conde et al. 1996; Sen et al.,2011; Vazquez et al.,2012; Mota
et al.,2017; Sartori et al., 2018; Neiva et al., 2018).

Os extratos vegetais ricos em compostos fendlicos sdo atualmente requeridos
devido ao seu principio como antioxidantes e bioativos (Carmo et al.,2016), que por sua
vez, atuam na prevencdo da oxidacdo excessiva que € a causa de muitas doencas
(Mérmol et al.,2018). Os antioxidantes sdo muito utilizados na industria alimenticia,
principalmente para a preservacdo de alimentos (Sillero et al., 2019), e para suprir essa
demanda, inmeros antioxidantes sintéticos encontram-se disponivel no mercado.

Porém, existe um interesse crescente na comercializacdo de novas fontes
naturais de antioxidantes (Marmol et al.,2018), em decorréncia do aumento dos efeitos
alérgicos causados pelos componentes sintéticos. Neste cenario de busca, as cascas de
arvores sdo matérias primas potenciais, por serem biomassas geralmente ricas em
extrativos fendlicos.

Além disso, as cascas sdo também as principais fontes de taninos, que sdo
empregados em diversos processos e produtos sustentaveis. Segundo Shirmohammadli;
Efhamisisi; Pizzi (2018), esses polifendis sdo principalmente utilizados no curtimento
de couro, na fabricagdo de bebidas, como coagulantes para tratamento de agua e na
sintese de adesivos para madeiras.

Desta forma, o conhecimento da composicao das cascas de diferentes espécies é
0 passo inicial para a oferta futura desses compostos naturais para uso em produtos de
base sustentavel. No Brasil, as principais espécies ja estudadas quanto aos componentes
da casca se encontram no Bioma Cerrado e Caatinga. Em relacdo a regido Amazonica,
pouco se conhece do potencial das cascas das espécies arboreas, sendo que a Amazénia

em extensdo é o maior Bioma brasileiro.
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O Bioma Amazonia ocupa uma area de 4.196.943 Kmz?, que corresponde mais de
40% do territdrio nacional, sendo constituido principalmente por uma floresta tropical
(Instituto brasileiro de florestas, 2019). E, suas ricas florestas abrigam por volta de
2.500 especies de arvores (Ministério do meio ambiente, 2019).

Em algumas comunidades extrativistas da Amazonia, as cascas das arvores de
diversas espécies sdo comercializadas, devido seus principios ativos e ethomedicinais.
Essa atividade vem gerando renda e mantendo a floresta em pé devido a reducdo da
extracdo madeireira. Contudo, em areas de florestas secundarias oriundas de
perturbacdes os recursos ndo madeireiros geralmente sao inutilizados pelos moradores.

Deste modo, o presente estudo visa investigar as cascas de Byrsonima sp.,
Croton sp. e Tapirira sp., as quais tém elevada ocorréncia em florestas secundaria do
Norte do Brasil. Essas espécies foram selecionadas por apresentarem cascas de
coloracdo fortemente avermelhada (Figura 1), caracteristica tipica associada a presenca
de compostos fendlicos, os quais podem promover a valorizacdo das cascas dessas

espécies como matéria-prima.

e Objetivo geral

Caracterizar as cascas de trés espécies arbdreas que ocorrem em floresta

secundaria da Amazonia e direcionar usos com base em seus compostos fenolicos.

e Objetivos especificos

v' Conhecer a composicdo anatdmica e quimica das cascas de Byrsonima
sp., Croton sp. e Tapirira sp.

v' Quantificar os compostos fenolicos e o potencial da atividade
antioxidante dos extratos das cascas.

v Avaliar a influéncia do periodo de frutificacdo do vegetal no teor de
compostos fendlicos nas cascas.

v Averiguar o rendimento em taninos condensados nas cascas de cada
espécie.

v Verificar a possibilidade do uso de seus taninos na producdo de adesivo

natural para madeira, com base no indice de Stiany do extrato das cascas.
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e Metodologia
Serdo estudadas as cascas das espécies Byrsonima sp. (Muruci do mato),

Tapirira sp (Tatapiririca) e Croton sp. (Muravuvuia), Figura 1.

Figura 1. Detalhes do caule (cascas) das espécies que serdo estudadas (A) Byrsonima sp
(Muruci do mato); (B) Tapirira sp (Tatapiririca) e (C) Croton sp (Muravuvuia).

Fonte: Acervo pessoal.

» Amostragem

A coleta sera realizada das arvores com e sem frutos em duas areas de florestas
secundarias de aproximadamente 25 e 40 anos. A area mais nova fica localizada na
Universidade Federal Rural da Amazénia, em Belém do Pard. A outra se localiza no
municipio de S&o Jodo da Ponta, na regido nordeste do Estado do Para.

As cascas serdo coletas de aproximadamente seis arvores de cada espécie com
diametro entre 10 a 30 cm. A remocdo das cascas sera feita com auxilio de facdo da
regido da base do tronco da &rvore até um metro acima do solo, as quais serdo secas ao
ar livres e depois encaminhadas ao Laboratério de Anatomia da Madeira do
Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Minas Gerais.



Elesandra da Silva Araujo

» ldentificacdo das espécies

Serdo coletados materiais botanicos para identificacdo das espécies no herbario
Jo&o Murca Pires do Museu Paraense Emilio Goeld e na Universidade Federal Rural da
Amazonia, localizados em Belém, Estado do Para. Durante a coleta, os individuos de
cada espécie receberdo placa metalica com codigo para monitoramento do processo de

regeneracdo da casca.
» Caracterizacdo anatbmica da casca

As cascas de cada espécie serdo caracterizadas macroscopicamente e
microscopicamente. A biometria dos elementos da casca sera realizada em amostras
maceradas com uma solucédo de &cido acético e perdxido de hidrogénio 1:1 (v/v) a 60 °C
por aproximadamente 48 h. As amostras de cascas serdo impregnadas com polietileno
glicol (PEG) 1500 (Quilhé et al.,2000). SeccGes transversais, tangenciais e radiais de
aproximadamente 16pum de espessura serdo obtidas em microtomo de deslize, modelo
Leica SM 2000. Os cortes serdo corados em dupla coloragdo de crisoidina (1%) / azul
de astra (1%), desidratados em série alcodlica e montados em Entellan.

Os detalhes macroscopicos da superficie transversal das cascas serdo observados
em microscopio estereoscépio com sistema de imagem. As observacdes microscopicas e
aquisicdo dos dados serdo realizadas em microscopio Optico Olympus BX41TF,
acoplado a uma camera digital Pixelink PL-A662. Serdo feitas 180 medicOes para cada
parametro microscopico, utilizando software WinCELL-PRO. Imagens dos cortes
histoldgicos serdo obtidas usando um microscépio acoplado a um sistema de captura de
imagens (CX31, Olympus, Tokyo, Japan). A descricdo anatdbmica seguird a
terminologia de (Angyalossy et al., 2016).

» Caracterizagdo quimica somativa da casca

As cascas secas serdo reduzidas em moinho martelo e peneiradas até uma
granulometria de 60 mesh. Amostras compostas das cascas cada espécie serdo
preparadas para quantificacdo das cinzas, extrativos totais, suberina e lignina total. As

analises serdo feitas em triplicata seguindo os procedimentos apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Analises quimicas somativa a serem realizadas nas cascas das espécies em
estudo e suas respectivas normas.

Anélise Procedimento
Teor de Cinzas TAPPI (T 211 om-93)
Extrativos totais TAPPI (T 204 om-88 e T207 om- 93)
Suberina Pereira, 1988
Lignina Klason TAPPI T222 om-88
Lignina soltvel TAPPI UM 250

> Indice de Stiasny e rendimento em taninos condensados

Serdo obtidos estratos de cada espécie em triplicata via banho-maria utilizando-
se 100g de casca moida e 1500 mL de agua, relacdo licor/casca 15:1(v/m), sem e com
adicdo de 3% de sulfito de sddio (Na,SO3) em relacdo a massa seca, com duracdo de 3h
de extracdo a temperatura de 70°C. Apds extracdo a solucdo sera filtrada em coador
(Imm?2), peneira (200 mesh) e cadinho forrado com 14 de vidro de porosidade 01
acoplado em bomba a vacuo, respectivamente. O filtrado serd concentrado por
evaporacdo em chapas de aquecimento até atingir o volume de 150 mL, os quais serdo
armazenados em frascos de vidro em ambiente refrigerado.

Para determinacio do Indice de Stiasny, serfo utilizados duas amostras de 20g
do extrato concentrado, 10 mL de agua destilada, 4 mL de formaldeido (37 %, m/m) e
2 mL de &cido cloridrico (HCI) 10 N, que irdo reagir sob aguecimento em sistema de
refluxo por 35 minutos. Posteriormente o extrato serd filtrado em cadinho de porosidade
01 e secado em estufa a temperatura de 103 + 3 °C até massa constante para calculo do
indice de Stiasny, conforme Equac&o 1.

1)

massa seca do precipitado

indice de Stiasny (%) = ( > * 100

massa seca de 20g do extrato

De posse do Indice de Stiasny, ira multiplicar o seu valor pelo rendimento em
solidos totais de cada tratamento, obtendo-se assim o rendimento gravimétrico de
taninos condensados em porcentagem. Pela diferenca entre o rendimento em sélidos e o
rendimento em taninos condensados se determinara o rendimento de componentes nao

tanicos.
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» Rendimento da extracdo, fenois totais, flavonoides e taninos condensados

Amostras de 0,59 da casca (base seca) serdo extraidas em solucdo de
Etanol/Agua 1:1 (v/v) utilizando banho ultrassonico a 50°C durante 60 min. A solugio
serd filtrada em cadinho de vidro sinterizado n® 2 e o filtrado terd seu volume
completado para 50 mL com agua deionizada. O residuo sélido retido na filtracdo sera
seco e o rendimento de extracdo calculado com relagdo a massa do material inicial.

Do extrato serd determinado os teores de fendis totais, flavonoides totais e
taninos condensados a partir da leitura de absorbancias em espectrofotometro biospectro
SP-22. O teor de fendis totais sera determinado pelo método Folin-Ciocalteau utilizando
acido galico como padrdo (Singleton et al., 1965) e seu resultado serd expresso em mg
de equivalentes de acido galico (GAE) / g de extrato seco da casca. Os flavonoides
totais serdo quantificados por ensaio colorimétrico de cloreto de aluminio com padrao
de catequina (Zhishenet al. 1999) e os taninos condensados pelo método de vanilina-
H.SO, (Abdalla et al., 2014). Ambos os resultados serdo expressos em mg de

equivalentes de catequina (CE)/g de extrato da casca.

» Analise quantitativa dos extratos por HPLC

A técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) seréa utilizada na
determinacdo do perfil e quantificacdo de compostos fendlicos do extrato da casca.
Serdo utilizados os padrfes de &cido galico, acido caféico, acido clorogénico , acido
rosmarinico, acido transcindmico, catequina, vanilina, quercetina, acidos: ferulico, p-
cumarico, O-cumarico e m -cumarico. Para as analises cromatograf icas, amostras e
solventes serdo filtrados utilizando membranas de 0,45um.

Sera utilizado cromatografo de alta eficiéncia Shimadzu®, equipado com quatro
bombas de alta pressdo LC-20AT, detector de arranjo de diodos SPD-M20A,
degaseificador DGU-20A5, interface CBM-20A, forno CTO-20AC e injetor automatico
com autoamostrador modelo SIL-20A. O comprimento de onda utilizado serda de
280 nm, fluxo de 1,0 mL min™, temperatura da coluna de 35 °C e volume de injego de
20 pL. Para o calculo da concentragdo dos compostos fendlicos serd empregado

equacdes da reta especificas para cada padréo utilizado.
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» Atividade antioxidante do extrato da casca

Os extratos provenientes da analise de compostos fenolicos serdo liofilizados e
utilizados na determinacgéo da atividade antioxidante pela estabilizacdo do radical livre
2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl hydrate (DPPH). A andlise serd realizada segundo
metodologia descrita por Teixeira (2012), com modificacbes. Amostras de 0,0125 g
(extratos das cascas liofilizadas e BHT) serdo solubilizadas em 25 mL de etanol,
posteriormente diluidos nas concentracdes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 pg mL™
e mantidos ao abrigo de luz e calor overnight.

A soluco etandlica de DPPH com concentracdo de 40 mg L™ sera preparada e
mantida ao abrigo de luz. Serdo adicionados a tubos de ensaio 0,3 mL de amostras nas
concentracdes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 pg mL™, seguido da adicdo de
2,7 mL da solucdo de DPPH. Simultaneamente, serdo preparados o controle negativo e
o0 branco. O controle negativo sera preparado pela adi¢do de 0,3 mL de etanol e 2,7 mL
de solucdo 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 misturas permaneceram ao abrigo de luz
por 60 minutos; apds esse periodo, serdo realizadas leituras de absorbancia em
espectrofotdbmetro UV/ Vis (Shimadzu UV-160 1 PC) a 515 nm. Todas as analises serdo
realizadas em triplicata. A atividade antioxidante serd expressa em termos da
concentracdo inibitoria do extrato da casca necessaria para reduzir em 50% (IC50) a

concentracéo inicial do radical livre DPPH.
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e Atividades previstas

As atividades estdo divididas em quatro categorias, sendo: coleta e preparo do

material, posteriormente as analises anatdbmicas e quimicas, e finalmente a obtencdo dos

dados e producdes cientificas. No Quadro 1, as atividades de cada categoria encontram-se

em detalhes.

Quadro 1. Atividades a serem realizadas.

o Ol WN B O b WNDDN B

o OB WDN B

[EEN

OBTENCAO E PREPARO DO MATERIAL

. Coletas das cascas no inicio do periodo vegetativo.

. Coletas das cascas no final do periodo vegetativo.

. Secagem natural.

. Encaminhamento do material para analises.

. Moagem e peneiramento para analise quimica.

. Preparo de corpo-de-prova de cada individuo para estudo anatbmico.

ANALISES ANATOMICAS

. Estudo macroscépico.

. Maceracdo para estudo da biometria dos elementos anatémicos.

. Impregnacdo com PEG para obtencao de cortes transversais, tangenciais e radiais.
. Confeccdo de laminas histologicas.

. Obtencdo de imagens dos trés planos de cada espécie.

. Medigdes de fibras, elementos de vaso e esclereides.

ANALISES QUIMICAS

. Quantificacdo somativa (teor de cinzas, extrativos totais, polissacarideos e lignina).
. Teor de suberina.

. Extracdo e quantificacéo de fenois totais e flavonoides.

. Quantificagdo da atividade antioxidantes do extrato das cascas.

. Extracdo e quantificacdo de taninos condensados.

. Andlise do indice de Stiasny para producéo de adesivo.

OBTENCAO DOS DADOS E PRODUCAO CIENTIFICA

. Andlises dos dados.

2. Elaboracéo dos artigos e tese.

. Publicacéo dos artigos e defesa da tese.
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e Detalhamento da infraestrutura fisica e tecnologica

Os materiais botanicos serdo depositados no herbario Jodo Murca Pires do
Museu Paraense Emilio Goeld, localizado em Belém do Para. As analises anatdmicas e
quimicas serdo realizadas na Universidade Federal de Lavras, em Minas Gerais. No
Quadro 2, consta em detalhes a infraestrutura fisica e tecnoldgica de cada departamento
da UFLA a ser utilizado.

Quadro 2. Infraestrutura fisica e tecnologica do Departamento de Ciéncias Florestais
(DCF), Departamento de Quimica (DQI) e Departamento de Biologia (DBI) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

DCF/UFLA DQI/UFLA DBI /UFLA
Banho-maria. Cromatografo de alta efici- | Estereoscépio
Chapa aquecedora éncia Shimadzu

Espectrofotdmetro biospectro
Estufa de esterilizacéo
Forno mufla

Manta aquecedora
Microtomo de deslize
Microscopio Optico
Moinho martelo

Peneira vibratoria
Rotavapor

Sistema de imagem
Software WinCELL-PRO

Espectrofotdbmetro  UV/ | Sistema de captura de

Vis imagens (CX31, Olympus,
Tokyo, Japan)

Liofilizador

10
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e Linhas gerais do cronograma a ser cumprido

Quadro 3. Cronograma com todas as atividades semestrais a serem executadas durante o projeto.

2019 2020 2021 2022 2023
20 1° 20 1° 20 1° 20 1°
ATIVIDADES semestre | semestre | semestre | semestre | semestre | semestre | semestre | semestre
Planejamento geral

Coleta de material no campo
Encaminhamento para analises
Preparo dos materiais

Estudo anatdbmico macroscépico
Estudo anatdmico microscopico
Quantificacdo da quimica somativa
Quantificacdo de suberinas

Extracdo de compostos fenolicos
Quantificacao de compostos fenolicos
Quantificacdo da atividade antioxidante
Extracdo de taninos condensados
Avaliacdo do indice de Stiasny
Analise dos dados

Elaboracgéo de artigos e tese

Defesa de Tese

Periodo de execucdo das atividades .

11
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e Planilha de orgamento com estimativa dos gastos previstos

Quadro 4. Valores estimados das despesas de cada categoria do projeto.

Categoria de despesa Itens* Valor
estimado (R$)
Reagentes, embalagens, material para ensaios, 10.370,00
Uso e consumo combustivel, correios etc.
Servico de Terceiros 1.000
Pessoa Fisica Parabotanico (mateiro).
Passagens, alimentacdo e manutencdo de 8.140,00
Viagens veiculo.
Equipamentos Banho ultrassom, agitador, estufa, freezer etc. 18.490,00
Subtotal R$ 38.000,00

* O orcamento detalhado como descrigdo e valor de cada item encontra-se anexado em planilha Excel.

12
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¢ Resultados esperados e impacto previsto do projeto

Com o desenvolvimento deste projeto, espera-se obter o conhecimento da

composicao das cascas de Byrsonima sp., Croton sp. e Tapirira sp., visando:

(i)

(i)

(iii)

Atribuir valor as cascas por meio do direcionamento de sua utilizacdo
na industria quimica, alimenticia e farmacéutica, como antioxidantes
naturais, bem como, nos diversos produtos (curtimento de couros,

adesivos para madeira e coagulantes) a base de taninos.

Contribuir com a producdo sustentavel das indUstrias por meio da
oferta de novas espécies florestais para extracdo de compostos

fenolicos.

Incluir essas biomassas no extrativismo sustentavel de produtos
florestais ndo madeireiros, e assim contribuir com o desenvolvimento
econdbmico local nas comunidades da regido Amazbnica, e

consequentemente, com a conservacao das espécies.

13
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