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RESUMO

Os radicais livres sao produzidos naturalmente no organismo, mas quando em
desequilibrio com os antioxidantes causam o estresse oxidativo, envolvido com
varias doencas capazes de causar problemas no sistema imunolégico e o
aparecimento das doencas crénicas ndo transmissiveis. Assim, os antioxidantes sao
muito estudados por sua capacidade de controlar a producdo dos radicais livres,
manter a homeostase e diminuir o risco de desenvolvimento dessas doencas. Muito
se discute sobre a busca por novas fontes com potencial acdo antioxidante, que
ultimamente tem sido relatada nas plantas, e mais recentemente em
polissacarideos. Por isso, 0 objetivo deste trabalho foi extrair e caracterizar duas
xilanas de galhos e folhas da espécie Protium puncticulatum e avaliar a atividade
antioxidante in vitro promovida, em comparacao com padrées de acido ascoérbico e
hidroxitolueno butilado, tendo como controle a xilana da madeira de bétula
(comercial). Para tal, foi realizada a analise de composi¢cdo quimica dos galhos e
folhas, extracdo das xilanas, caracterizacdo fisica e quimica, por espectroscopia de
reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR),
comportamento de degradacédo térmica e determinacdo de fendlicos totais presentes
na estrutura. Por fim, os testes de atividade antioxidante in vitro de reducéo de
radicais DPPH, sequestro do radical ABTSe+, poder redutor de ions ferro e do
molibdénio. A xilana das folhas apresentou maior teor de hemicelulose (24,57%), os
rendimentos das xilanas foram de 24,32% nos galhos e 19,57% nas folhas. A ATR-
FTIR permitiu a determinacédo dos grupos funcionais das xilanas de galho e folha de
Protium puncticularum e da xilana de madeira de bétula, observando bandas em
3700-3000 cm™ de grupos OH, 2936-2920 cm™ relacionadas ao estiramento
simétrico do CH, 1620 cm™ da flexdo da ligacdo O-H, 1420-1310 cm™ das vibracdes
da flexdo de C-H, OH ou CH,, entre 1175 a 100 cm™ do estiramento das ligacdes C-
O, C-C, C-O e CO-C e 897-890 cm™ do estiramento e deformacdo das ligacées
relacionadas as hemiceluloses, de ligagdo B-glicosidicas. A analise e derivada
termogravimétrica apresentaram trés estagios de degradacao térmica, 35 a 160 °C
da perda de teor de umidade/agua, 170 °C a 350°C decomposi¢do térmica
em moléculas menores e 350 °C a degradacdo. A atividade antioxidante in vitro,
promoveu baixos resultados. Para o ensaio de reducdo de radicais DPPH, variaram
em 10%. Captura de radicais ABTS o percentual foi entre 30-35,9%. Foram capazes
de reduzir o complexo de fosfomolibdénio, com valores menores que 6%. E ndo
foram capazes de reduzir ions ferro. Também apresentaram baixos teores de
fendlicos em sua estrutura (<0.1 ng EAG/g xilana). A atividade antioxidante das
xilanas esta relacionada com a estrutura quimica, e polissacarideos sulfatados,
fosforilados e acetilados parecem apresentar melhores resultados. Assim, as xilanas
obtidas nesse estudo apresentam-se aptas a passar por modificacbes estruturais
como sulfatacdo, fosforilacdo e acetilacdo, tendo em vista que pode proporcionar
resultados antioxidantes mais significantes, para a realizacdo de futuros testes e
aplicacoes.

Palavras-chave: radicais livres; antioxidantes; polissacarideos; xilanas.
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ABSTRACT

Free radicals are produced naturally in the body, but when out of balance with
antioxidants, they cause oxidative stress, involved with various diseases capable of
causing problems in the immune system and the appearance of chronic non-
communicable diseases. Thus, antioxidants are widely studied for their ability to
control the production of free radicals, maintain homeostasis and reduce the risk of
developing these diseases. Much is discussed about the search for new sources with
potential antioxidant action, which lately has been reported in plants, and more
recently in polysaccharides. Therefore, the objective of this work was to extract and
characterize two xylans from branches and leaves of the species Protium
puncticulatum and to evaluate the promoted in vitro antioxidant activity, compared to
standards of ascorbic acid and butylated hydroxytoluene, with commercial xylan as
control. For this, the analysis of the chemical composition of the branches and
leaves, extraction of xylans, physical and chemical characterization, by total
reflection attenuated infrared spectroscopy with Fourier transform (ATR-FTIR),
thermal degradation behavior and determination of phenolics were carried out. totals
present in the structure. Finally, in vitro antioxidant activity tests of DPPH radical
reduction, ABTSe+ radical scavenging, reducing power of iron and molybdenum ions.
The xylan from the leaves showed the highest hemicellulose content (24.57%), the
xylan yields were 24.32% in the branches and 19.57% in the leaves. The ATR-FTIR
allowed the determination of the functional groups of the branch and leaf xylans of
Protium puncticularum and the commercial xylan, observing bands at 3700-3000 cm-
1 of OH groups, 2936-2920 cm-1 related to the symmetric stretching of CH, 1620 cm-
1 of the bending of the O-H bond, 1420-1310 cm-1 of the vibrations of the bending of
C-H, OH or CH2, between 1175 to 100 cm-1 of the stretching of the C-O, C-C, C-O
and CO-C bonds and 897- 890 cm-1 of the stretching and deformation of the bonds
related to hemicelluloses, of B-glycosidic bonds. The thermogravimetric analysis and
derivative showed three stages of thermal degradation, 35 to 160 °C for the loss of
moisture/water content, 170 °C to 350 °C for thermal decomposition into smaller
molecules and 350 °C for degradation. The in vitro antioxidant activity promoted low
results. For the DPPH radical reduction assay, they varied by 10%. ABTS radical
capture percentage was between 30-35.9%. They were able to reduce the
phosphomolybdenum complex, with values lower than 6%. And they were not able to
reduce iron ions. They also had low levels of phenolics in their structure (<0.1 ng
EAG/g xylan). The antioxidant activity of xylans is related to the chemical structure,
and sulfated, phosphorylated and acetylated polysaccharides seem to present better
results. Thus, the xylans obtained in this study are able to undergo structural
modifications such as sulfation, phosphorylation and acetylation, considering that it
can provide more significant antioxidant results, making them promising for future
tests and applications.

Keywords: free radicals; antioxidants; polysaccharides; xylans.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres sdo espécies quimicas altamente reativa, tendo em vista
seus elétrons desemparelhados, possuindo capacidade oxidante ou redutora. S&o
produzidos de forma natural no organismo humano, estando envolvidos em varios
processos metabdlicos normais (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU,
NAIK, 2012). Porém, quando ocorre um desequilibrio entre a geracdo de radicais
livres e a habilidade do organismo como antioxidante, que € capaz de causar a
degradacédo desses radicais, ocasiona o que chamamos de estresse oxidativo
(MELO-SILVEIR et al., 2012).

O estresse oxidativo metabdlico faz parte do processo patologico de muitas
doencas incluidas como as principais causas de morte no mundo, podendo causar
enfraquecimento do sistema imunoldgico e o aparecimento de doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT) (REYES-FERMIN et al., 2020; YAZHEN et al., 2020). Tendo
em vista que as DCNT sdo consideradas um dos maiores problemas de saude
(IBGE, 2020), o estudo de potenciais antioxidantes se faz muito importante, pois eles
possuem a capacidade de atrasar ou inibir as taxas de oxidacdo (YAZHEN et al.,
2020), conseguindo obter a homeostase e diminuir o risco de desenvolvimento
dessas doencas (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU, NAIK, 2012).

Os antioxidantes sdo moléculas com hidroxila em sua estrutura, que através
de diversos mecanismos possuem a capacidade de controlar a producao de radicais
livres no organismo (BREWER, 2011; YAZHEN et al., 2020). O uso de antioxidantes
em industrias de alimentos, farmacéuticas e cosméticas, tem crescido. Como
exemplos vé-se o0 uso do aditivo alimentar hidroxitolueno butilado (BHT) e do acido
ascorbico (vitamina C), sendo empregados em alimentos e formulagcdes cosméticas
e medicamentos (SILVA, L. et al., 2017).

Nesse contexto, muito se discute sobre a busca por novas fontes com
potencial acdo antioxidante (GUIMARAES, 2015). Pesquisas voltadas para o estudo
de plantas medicinais estdo sendo consideradas para a descoberta de novas
potenciais drogas. Isso devido ao antigo uso de produtos naturais com atividade
terapéutica na medicina popular (SALMERON-MANZANO et al., 2020).

O Brasil € um pais reconhecido por sua biodiversidade, tendo a regido

amazonica como a mais conhecida por possuir espécies medicinais, dentre elas,
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estd a Familia Burseracea, que abrange aproximadamente 21 géneros, incluindo o
Protium com mais de 800 espécies, sendo uma delas Protium puncticulatum,
conhecida como breu vermelho. Seu uso tem destaque em madeireiras, com
estudos sobre atividade biolégica escassos (ALMEIDA et al., 2020). Porém, Iwakiri
et al. (2016) e Santos H. (2018) relataram metabdlitos secundarios como principais
responsaveis por atividades antiparasitarias e lignanas com potencial acdo para
fungos oportunistas de Candida e Cryptococcus, respectivamente.

Os principais componentes das plantas s&o celulose, polioses, lignina,
extrativos e sais minerais (ZHAO et al., 2019). E estudos recentes vém relatando
gue fontes bioativas isoladas das plantas, como compostos fendlicos e metabolitos
secundarios (REYES-FERMIN et al., 2020; YAZHEN et al., 2020), s&o capazes de
promover agdo antioxidante.

Mais recentemente, os polissacarideos tem se destacado, devido a sua
versatilidade estrutural e por promoverem diferentes atividades bioldgicas ja
relatadas na literatura (MELO-SILVEIRA et al., 2012; MELO-SILVEIRA et al., 2019).
A hemicelulose, componente da parede celular das plantas, € um polimero amorfo
composto por pentosanas e hexosanas, constituida principalmente por xilanas, que
sdo um homopolissacarideo ou heteropolissacarideo de xilose (MELO-SILVEIRA et
al., 2012).

Mesmo seu potencial de aplicagdo ndo estando totalmente desenvolvido,
devido a diversidade estrutural, e sua aplicacdo industrial ser limitada, ha estudos
relatando atividades biolégicas, incluindo antioxidante (MATTOS, 2017; MELO-
SILVEIRA et al., 2012; HROMADKOVA et al., 2013). A atividade antioxidante dos
polissacarideos esta relacionada aos grupos hidroxilas, que podem ser doadores ou
aceptores de hidrogénio (MELO-SILVEIRA et al.,, 2012; MELO-SILVEIRA et al.,
2019).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Extrair e estudar a estrutura quimica de duas xilanas de galhos e folhas da

espécie Protium puncticulatum e avaliar sua atividade antioxidante in vitro.

1.1.1 Especificos

- Andlise da composicao quimica das folhas e galhos;
- Extracao das xilanas;
- Caracterizagao fisico-quimica das estruturas;

- Investigacéo da atividade antioxidante.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 RADICAIS LIVRES E DOENCAS ASSOCIADAS AO ESTRESSE
OXIDATIVO

Estresse oxidativo € um desequilibrio que ocorre entre a producdo dos
radicais livres e a competéncia do organismo de gerar a defesa antioxidante,
havendo radicais livres em grande quantidade e diminuicdo ou deficiéncia de
antioxidantes no organismo (EBRINGEROVA et al., 2008; BOONCHUAY et al.,
2021).

Os radicais livres (RL) sdo espécies quimicas reativas, ou seja, todo atomo ou
molécula que tenha elétrons desemparelhados em sua 6érbita externa, isso o torna
altamente reativo, proporcionando a capacidade de reagir com qualquer composto
proximo dessa Orbita, passando a ter funcdo oxidante ou redutora (KUNWAR,;
PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU, NAIK, 2012). Assim, os RL podem receber
outro elétron solitario e sdo reduzidos, ou doam e sdo oxidados, resultando ou
provocando reacdes de oxido-reducao (SHINDE; GANU, NAIK, 2012).
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Sao instaveis, reativos e com vida média muito curta. Seu elétron pode se
encontrar em atomos de Nitrogénio, denominado de Espécie Reativa de Nitrogénio
(ERN) ou em atimos de oxigénio, denominado de Espécie Reativa de Oxigénio
(ERO) (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU, NAIK, 2012). As EROs
mais comum incluem Anion Superoxido (0O,), Peroxido de Hidrogénio (H.0,),
Radicais Peroxil (ROO) e Radicais Hidroxil (OH’). E as ERNs mais comuns sdo o
Oxido Nitrico (NO) e Anion Peroxinitrito (ONOO-) (KUNWAR; PRIYADARSINI,
2011).

Esses atomos sdo produzidos naturalmente e a todo o momento no
organismo humano (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU, NAIK,
2012), essa producdo ocorre em diferentes situacdes, como no metabolismo
mitocondrial, via de &cido U(rico, peroxissomos, inflamacdo, em fagocitos, no
exercicio fisico, além da influencia de fatores externos nos niveis de radicais
presentes no organismo (VELLOSA et al., 2021). Eles estao envolvidos na produgéo
de ATP, regulacéo do crescimento celular, fagocitose, sinalizacéo celular, sintese de
substancias bioldgicas e outros mecanismos endégenos (MELO-SILVEIRA et al.,
2012).

Sendo assim, observa-se que essas espécies quando balanceadas com o0s
mecanismos de defesa antioxidantes, possuem funcdes relevantes para o
organismo (SHINDE; GANU, NAIK, 2012). Porém, quando h& uma producao
exagerada de EROS, acarreta em um desequilibrio que gera o chamado estresse
oxidativo (MELO-SILVEIR et al., 2012). Esse processo conduz a oxidacdo de
biomoléculas e perda de funcdes bioldgicas, bem como, desequilibrio homeostético,
com geracdo de danos estruturais em células e tecidos, levando a alteracdes
funcionais ou até destruicdo completa das células, desencadeado diversas doencas
(MELO-SILVEIRA et al., 2012; MELO-SILVEIRA et al., 2019; LIAN et al., 2020).

A permanéncia desse desequilibrio pode causar danos cronicos, ocasionando
0 que chamamos de doengas crbonicas nao transmissiveis (DCNT) (KUNWAR,;
PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU, NAIK, 2012). Segundo o IBGE, no Brasil,
pelo menos uma doenca crénica afetou cerca de 52% da populacéo adulta do pais,
por isso, é considerada um dos maiores problemas de saude publica, levando a

ocorréncia de mortes e perda da qualidade de vida (IBGE, 2020).
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As DCNTs com maior incidéncia e prevaléncia estdo associadas ao
envelhecimento precoce, problemas pulmonares, cardiopatias, aterosclerose, danos
no DNA com mutagénese e carcionogénese, processos inflamatorios, diabetes,
artrites, processos degenerativos, Parkinson, acidente vascular cerebral, Alzheimer,
esclerose multipla e outras (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU,
NAIK, 2012).

2.2 ANTIOXIDANTES

Como os radicais livres sao altamente reativos, o organismo visa controlar a
degradacgéo causada por eles, por meio de dois sistemas antioxidantes. S&o eles o
enddgeno enzimatico, que realiza a degradacdo de superoxido em agua, e 0
exdgeno ndo enzimatico, que usa 0s compostos antioxidantes da dieta para atuar
sobre as EROs. Mas quando ocorre o desequilibrio entre a producdo dos EROs e
sua degradacdo, ocorre 0 estresse oxidativo, que influencia negativamente a
qualidade de vida do individuo (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011; SHINDE; GANU,
NAIK, 2012).

Assim é fundamental o estudo de antioxidantes (AO), tendo em vista que eles
sdo os autores capazes de combater radicais livres e alcancar o equilibrio desejado
para obter a homeostase, diminuindo assim os riscos de desenvolvimento das
doencas crbnicas ndo transmissiveis (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011; SHINDE;
GANU, NAIK, 2012).

Os antioxidantes podem ser definidos como uma familia heterogénea de
moléculas aromaticas, com ao menos uma hidroxila, que mesmo em baixas
concentragdes podem atrasar ou mesmo inibir as taxas de oxidagdo (YAZHEN et al.,
2020; OLIVEIRA, A. et al, 2009). E a juncdo de vitaminas, minerais, pigmentos
naturais, enzimas, em suma, um conjunto de substancias, com a capacidade de
controlar a producéo de radicais livres no organismo, sendo capazes de reagir com
eles, e assim prevenir ou reduzir o estresse oxidativo, protegendo as células,
proteinas, lipidios, DNA, dentre outras, de seus efeitos (BREWER, 2011; YAZHEN et
al., 2020).
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De modo geral, eles agem no organismo por diferentes mecanismos, e
segundo Bianchi e Antunes (1999) e Oliveira, A. et al. (2009), estao relacionados a:

e Complexacao de ions metalicos;

e Captura de radicais livres;

e Decomposicéo de peroxidos;

e Inibicdo de enzimas responsaveis pela geracdo de espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio;

e Modulagéo de vias sinalizadoras celulares;

e Impedir que radicais livres sejam formados, através da inibicdo das

reacdes em cadeia com ferro e cobre;

e Interceptar radicais livres gerados, impedindo seu ataque a lipideos,

aminoéacidos, e DNA, evitando les@es e perda de integridade celular;

e Reparar a lesdo causada pelos radicais livres, através da remocéo de

danos do DNA e reconstituicdo das membranas celulares;

e Adaptacdo do organismo a geracdo dos radicais livres, através de um

aumento da sintese de enzimas antioxidantes.

Existem antioxidantes de origem natural, originados principalmente de plantas
que possuem a substancia bioativa, ou os sintéticos, como Butil-hidroxianisol (BSA)
e Butil-hidrotolueno (BHT) usados nas industrias de alimentos. Endogena, produzida
pelo proprio organismo, podendo ser enzimatico ou ndo (POKORNY, 2007), com
destaque para superoxidbo dismutase, glutationa peroxidase e redutase, e exdgena
obtidas principalmente da dieta com destaque para vitaminas E e C, caratendides e
polifendis (VELLOSA et al., 2021).

Como exemplos, o Butil-Hidroxitolueno (BHT), figura 1, € um antioxidante
sintético, lipossoluvel, analogo da vitamina E, do grupo dos fendis, envolvido
principalmente na reacdo de conversdo dos radicais peroxil em hidroperéxidos
lipidicos, ele doa H+ e elétrons, e interrompem a reacdo em cadeia durante a
peroxidacao lipidica, por isso, € considerado um eficiente protetor de membrana.
Sendo muito utilizado como aditivo alimentar, conservantes e empregado em
formulagBes cosméticas principalmente que contém Oleo em sua composi¢céo, pois

ajuda a prevenir a rancidez do produto e medicamentos (SILVA, L. et al., 2017).
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Figura 1 - Estrutura molecular do BHT
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Fonte: SILVA, L. et al., 2017

Ja o &cido ascorbico (vitamina C), figura 2, € um antioxidante ndo enzimatico,
hidrossoluvel, que atua como agente redutor doando elétrons e H+ para as espécies
reativas, tornando-as inofensivas. E devido a sua hidrossolubilidade, age em
associacdo com a vitamina E para eliminar a peroxidacao lipidica. E muito utilizado
como conservante alimenticio, por proporcionar maior tempo de vida util para muitos
alimentos, conferindo preservacao de sabor e cor, além de seu uso como aditivo em
carnes, e sendo ainda usada em cosméticos para proporcionar acdes desejadas a
pele (SILVA, L. et al., 2017).

Figura 2 - Estrutura molecular do acido ascorbico
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Fonte: SILVA, L. et al., 2017

O uso de AO nas industrias de alimentos, farmacéuticas e cosméticas, tem
sido amplamente estudada, e é perceptivel que se tem buscado, cada vez mais, a
descoberta por novos potenciais farmacos com acdo antioxidante (GUIMARAES,

2015). Os compostos naturais devido ao antigo uso relatado, e por possuirem
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diversas propriedades comprovadas como anti-inflamatoria, anti-bactericida, acéo
antioxidante, entre outras (MOURE et al., 2001; BREWER, 2011; YAZHEN et al.,

2020), tem se tornado alvo de pesquisas em busca de evidencias sobre sua eficacia.

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

A pesquisa voltada para o estudo de plantas medicinais vem sendo
reconhecida como um dos melhores caminhos para a descoberta de novas
potenciais drogas (SALMERON-MANZANO et al., 2020). O uso de produtos naturais
com atividade terapéutica € antigo, e existem inimeros exemplos de plantas usadas
na medicina popular com os mais variados propositos (ALMEIDA et al., 2020).

O Brasil é conhecido por ser um pais com muita diversidade de espécies
vegetais, em que sao consideradas cinco regiées em abundancia de espécies com
uso medicinais, com destaque para floresta amazbénica (ALMEIDA et al., 2020). A
Amazonia é a maior reserva de produtos naturais que possuem efeitos fitoterapicos,
a biodiversidade da sua flora tem estimulado a comunidade cientifica pelas possiveis
aplicacdes medicinais dos produtos produzidos pelas plantas amazénicas e por ser
uma provavel rica e ilimitada fonte de novos produtos e compostos naturais
(ALMEIDA et al., 2020).

Atualmente, as plantas medicinais sdo muito utilizadas em todo mundo, como
recurso alternativo para o tratamento de enfermidades (SALMERON-MANZANO et
al., 2020; YAZHEN et al., 2020; CAMPOS; ALBUQUERQUE, 2021). Basicamente as
plantas tem habilidade de produzir uma variedade dos chamados metabolitos
secundéarios (YAZHEN et al., 2020), que sdo micromoléculas de estruturas
complexas com baixo peso molecular, que conferem vantagens adaptativas as
plantas, com objetivo principal de protecdo a estresses abidticos e bidticos. Esses
metabolitos variam em quantidade e qualidade a depender da espécie (MELO-
SILVEIRA et al., 2012). Além disso, possuem atividades biologicas e farmacéuticas
bem significantes, dentre elas, anti-inflamatorias, antitumoral e antioxidante (MELO-
SILVEIRA et al., 2012; MELO-SILVEIRA et al., 2019).

A floresta amazonica apresenta uma grande variedade de plantas medicinais,

dentre as diferentes especies estudadas, tem-se as pertencentes a Familia
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Burseracea, que abrange aproximadamente 21 géneros, incluindo Protium,
amplamente distribuida e encontrada na regido amazoénica, possuindo mais de 800
espécies, entre elas esta a espécie Protium puncticulatum também conhecida como
breu vermelho vista na Figura 3, de uso com destaque em madeireiras (IWAKIRI et

al., 2016), e com estudos de atividade biologica escassas.

Figura 3 - Folha da espécie Protium puncticulatum

Fonte: IWAKIRI et al., 2016

Porém, Iwakiri et al. (2016), realizando estudos com as espécies do género
Protuim, observaram que, 0s metabdlitos secundarios eram o0s principais
responsaveis por atividades antiparasitarias. Os metabolitos secundarios
encontrados por estudos sao principalmente triterpenos, lignanas, cumarinas e
flavonoides. E Santos H. (2018) identificou lignanas com potencial acdo para cepas

de fungos oportunistas de Candida e Cryptococcus.
2.4 COMPOSI(}AO QUiMICA DAS PLANTAS

As plantas sdo constituidas por celulose, polioses, lignina, extrativos e sais
minerais, apresentando uma estrutura lamelar na qual se distribuem seus
componentes (ZHAO et al.,, 2019). A celulose e a hemicelulose predominam na
regido da parede celular e a lignina distribui-se por toda estrutura, apresentando
maxima concentracdo na lamela média enquanto as substancias pécticas séo

encontradas distribuidas tanto na parede celular como na lamela média das células
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vegetais (MALHERBE; CLOETE, 2002; ZHAO et al., 2019). A Figura 4 apresenta a
localizac&o e os principais componentes presentes nas biomassas vegetais.

A celulose € um polimero formado por longas cadeias lineares de residuos de
glicose unidos por ligagbes R-D-glicose. A hemicelulose € um polimero amorfo
composto por pentosanas e hexosanas, constituido principalmente por xilose. Os
acucares obtidos a partir da hidrolise da celulose e da hemicelulose podem também
gerar diversos produtos por via fermentativa, dentre estes, etanol, acido latico, acido
succinico, butanol, acetona, xilitol além de apresentarem diferentes atividades
biologicas (KOBAYASHI; FUKUOKA, 2013; ZHAO et al., 2019).

Substancias pécticas sdo os polimeros em que o acido galacturdnico se
encontra metilesterificado (pectinas), os polimeros em que este se encontra
desesterificado (acidos pécticos) e o0s polissacarideos neutros (arabinanas,
galactanas e arabinogalactanas) que, apesar de nao possuirem uma cadeia de
acido galacturdnico, encontram-se, geralmente, em associacdo com as pectinas
(PELLOUX; RUSTERUCCI; MELLEROWICZ, 2007). Essas substancias apresentam
diversas aplicacfes: na industria de alimentos, como geleificante, espessante e
estabilizante. Na industria farmacéutica, na incorporacao de farmacos administrados
na mucosa oral e como bioadesivos (ZHAO et al., 2019).

A lignina € um polimero altamente estavel formado, principalmente, por
unidades fenilpropano. A molécula apresenta diversas aplicacfes na industria de
cimento e concreto, podem ser utilizadas como dispersantes em pastilhas de racéo
animal e micronutrientes agricolas, além de atuar como adsorvente natural,
adsorvendo metais toxicos em aguas e também diferentes atividades biolégicas
antitumoral, antioxidante, imunomoduladora dentre outras (MALHERBE; CLOETE,
2002; VINARDELL; MITJANS, 2017; ZHAO et al., 2019). Os extrativos (moléculas
bioativas) apresentam diferentes propriedades farmacolégicas e 0s sais minerais
podem ser utilizados como suplemento alimentas, estes se encontram distribuidos
por toda planta (MALHERBE; CLOETE, 2002; KOBAYASHI; FUKUOKA, 2013).
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Figura 4 - Estrutura da biomassa vegetal e representacdo dos seus principais
constituintes.
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Fonte: Zhao et al., 2019

O Brasil se encontra em uma posi¢ao privilegiada na utilizacdo integral das
biomassas, isso porque o pais apresenta: grandes extensdes de culturas agricolas,
vasta biodiversidade, agua em abundancia, intensa radiacdo solar e diversidade
climética. Por ano, no pais, sdo produzidos em média 350 milhdes de toneladas de
residuos lignoceluldsicos (ASSUNCAO et al., 2010). Dentre estes constituintes os
polissacarideos tem se destacado devido a sua versatilidade estrutural e por
promover diferentes atividades bioldégicas (MELO-SILVEIRA et al., 2012; MELO-
SILVEIRA et al.,, 2019). Sendo assim, daremos um enfoque nas xilanas, um
polissacarideo.
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2.5 ESTRUTURA QUIMICA DAS XILANAS

A xilana é um homo ou heteropolissacarideo de xilose, elas sado os principais
componentes da hemicelulose das paredes celulares ao lado da celulose (MELO-
SILVEIRA et al., 2012). Consiste em uma estrutura de xilose ligada a 3-1,4 que pode
ser substituida no 2'-OH ou 3'-OH com outras moléculas, como grupos acetil, grupos
4-O-metil glucuronil, arabinose, acido galacturbnico, acido ferulico dentre outros
(MELO-SILVEIRA et al., 2012; MELO-SILVEIRA et al., 2019). A Figura 5 apresenta

a estrutura quimica da xilana evidenciando os diferentes monossacarideos.

Figura 5 - Estrutura quimica da xilana com a evidenciagcdo de diferentes

monossacarideos.
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Fonte: Oliveira, D. et al., 2019

Devido a diversidade dependente da fonte de polissacarideos do tipo xilana,
ramificacdo e composicdo quimica variavel, seu potencial de aplicacdo nao foi
totalmente desenvolvido comercialmente, em contraste com outros polissacarideos
naturais (MELO-SILVEIRA et al.,, 2012; MELO-SILVEIRA et al., 2019). Entretanto,
diferentes atividades bioldgicas sé@o reportadas na literatura, a Tabela 1 apresenta
diferentes atividades promovidas por xilanas obtidas de diversas fontes, tornando-as

um interessante objeto para estudos antioxidantes.
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Tabela 1 - Atividades biologicas obtidas por diferentes xilanas encontradas na
literatura.

Fonte de Referéncias
obtencao

Espigas de milho

Atividade bioldgica

Antioxidante
Anticoagulante
Antimicrobiano
Antiproliferativa

MELO-SILVEIRA et al. (2012)

Farelo de trigo Antioxidante HROMADKOVA et al. (2013)
Espigas de milho Antiproliferativa MELO-SILVEIRA et al. (2019)
Palha de milho Prebidtica LIAN et al. (2020)
Espigas de milho Imunomoduladora SHI et al. (2014)
Xilana de Antiviral STONE et al. (1998)
madeira

Fonte: Autora, 2021

Atualmente, a aplicacdo industrial de xilana isolada é limitada (MATTOS,
2017), ela vem sendo utilizada para fins de producéo de materiais de embalagens de
alimentos, producdo de papel, furfural, no campo téxtil, como estabilizantes para
alimentos (QUEIROS, 2015; OZANSKI, 2018; ALVES, 2021; MARCELINO, 2011).
Um dos produtos gerados é o xilitol, um &lcool com poder adocante usado para
producdo de bebidas, geleias, sorvetes e outros (OZANSKI, 2018). Também
introduzida no processo de panificacdo, pois as xilanas na farinha de trigo deixa a
massa macia devido a sua capacidade de absorver agua. (OZANSKI, 2018;
MARCELINO, 2011). Além do uso em pesquisas, ensaios enzimaticos, bioquimicos
e analises diagndsticas in vitro. Na industria farmacéutica, microparticulas de xilana

tem sido utilizada para producao de formas de liberacdo controlada (ALVES, 2021).

2.5.1 Xilanas como agentes antioxidantes

A atividade antioxidante tem sido estudada em carboidratos, existindo alguns
estudos que pesquisam essa acdo em polissacarideos produzidos por fungos e
algas. Carboidratos com efeitos antiproliferativos e antioxidantes sao provavelmente
bastantes Uteis, tendo em vista sua solubilidade em agua e baixa toxicidade (MELO-
SILVEIRA et al., 2012; MELO-SILVEIRA et al., 2019; LIAN et al., 2020). A atividade
antioxidante dos polissacarideos, moléculas hidratadas, esta relacionada aos grupos

hidroxilas, que podem ser doadores ou aceptores de hidrogénio, o que os tornam
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moléculas com grande potencial antioxidante (MELO-SILVEIRA et al., 2012; MELO-
SILVEIRA et al., 2019).

Diferentes ensaios de atividade antioxidante in vitro tém sido realizados com
as xilanas, a fim de avaliar o potencial destes polissacarideos como agente
antioxidante. A Tabela 2 sumariza 0s principais ensaios realizados com diferentes

xilanas.

Tabela 2 - Atividade antioxidante in vitro realizada por diferentes ensaios,

promovidas por xilanas obtidas por diferentes fontes.

Fonte de Ensaios de atividade Referencias
obtencao antioxidante
Espigas de milho Capacidade antioxidante total, MELO-SILVEIRA et al.
Eliminacao do radical hidroxila, (2012)

Eliminag&o do radical superoxido
Quelante férrico
Poder redutor

Farelo de trigo Potencial de reducao HROMADKOVA et al.
DPPH (2013)
ABTS
Casca de DPPH EBRINGEROVA et al.
améndoa (2008)
Espiga de milho Potencial de reducao BOONCHUAY et al. (2021)
DPPH
ABTS
Sabugo de milho Potencial de reducédo ZHANG et al. (2019)
DPPH
ABTS

Capacidade de absorc¢édo do
radical de oxigénio

Fonte: Autora, 2021.

Assim, diante dos resultados obtidos de estudos ja realizados, a xilana
extraida de folhas e galhos de Protium puncticulatum, pode ser considerada para

realizacdo de estudos inicias relacionado a atividade antioxidante in vitro.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 REAGENTES

Ciclohexano (Merck, CAS: 110-82-7), etanol (Merck, CAS: 64-17-5), acido
sulfurico (Merck, CAS: 7664-93-9), glicose (Merck, CAS: 50-99-7), xilose (Merck,
CAS: 58-86-6), arabinose (Merck, CAS: 5328-37-0), furfural (Merck, CAS: 98-01-1),
hidroximetilfurfural (Merck, CAS: 67-47-0), acetonitrila (Merck, CAS: 75-05-8), clorito
de sddio (Sigma-Aldrich, CAS: 7758-19-2), acido acético (Merck, CAS: 64-19-7),
hidroxido de sodio (Merck, CAS: 1310-73-2), acido boérico (Merck, CAS: 10043-35-3),
acido ascorbico (Merck, CAS: 50-81-7), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
(Merck, CAS:1898-66-4), 2,2°- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS) (Merck, CAS: 30931-67-0), butylated hydroxytoluene (Merck, CAS: 128-37-
0), Xilana de madeira de bétula (Merck, CAS: 9014-63-5), ferricianeto de potassio
(Merck, CAS: 14459-95-1), &cido tricloroacético (Merck, CAS: 76-03-9) cloreto de
ferro (Merck, CAS: 7705-08-0).

3.2 PLANTA: GALHOS E FOLHAS DE PROTIUM PUNCTICULATUM

Os galhos e as folhas utilizados neste trabalho foram coletados em junho de
2019 e gentilmente fornecidos pela empresa Mil Madeiras Preciosas Ltda
(PRECIOUS WOODS) http://preciouswoods.com.br/ localizada no municipio de
Itacoatiara no Estado do Amazonas, Brasil. Esta madeireira realiza operacdes de
manejo florestal sustentavel se destacando como referéncia no ramo de produtos
madeireiros de florestas nativas no Brasil e no mundo. A espécie foi cadastrada no
SisGen (Sistema Nacional do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado), n® A3S6E658.

Os galhos e as folhas foram secos a 60 °C por 48 horas em estufa (Tecnal,
TE-393/1), em seguida foram moidos em moinho de facas (Fritsch — Pulverisette 14)
e tamisadas numa granulacdo de 80 mesh. Por fim armazenadas a temperatura de
30 °C.


https://www.merckmillipore.com/BR/pt/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_cas_no_value%3D98-01-1
https://www.preciouswoods.com/en/products/sawn-timber
https://www.preciouswoods.com/en/products/sawn-timber
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3.3 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS GALHOS E DAS
FOLHAS

A anadlise da composicao das folhas e dos galhos (teores de celulose,
hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas) foi realizada utilizando a metodologia
adaptada de Arruda et al. (2021) com poucas modificagdes. Inicialmente 15g do
material vegetal moido (80 mesh) foi submetido a um aparelho Soxhlet, com
solvente extrator ciclohexano/etanol na propor¢cao de 1:1, por aproximadamente 24
horas, até tornar-se incolor. Em seguida o material foi seco a 105° C até peso
constante. 2 g do material seco e livre de extrativos foi transferido para um béquer
com 15 mL de acido sulfurico 72% (v/v). A mistura sofreu agitacdo continua em
banho termostatico a 45 °C/7 min.

Interrompeu-se a reacdo com 275 mL de &gua destilada e o conteudo
transferido para um Erlenmeyer para ser autoclavado a 121 °C/30 min. Apés resfriar,
transferiu-se a suspensédo para um baldo de 500 mL. O volume foi completado com
agua destilada, homogeneizado e filtrado. O residuo solido (lignina insolavel +
cinzas), ap0s varias lavagens, foi devidamente seco em estufa a 105 °C até peso
constante.

Através da diferenca entre a massa do residuo e a massa das cinzas,
determinou-se a percentagem de lignina insolavel. Ja para a determinacdo das
cinzas, aqueceu-se 1 g do material em mufla a 800 °C por 4 horas. Apés
resfriamento, o material calcinado foi pesado. Analisou-se a fracdo liquida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacdo de glicose, xilose,
arabinose, furfural e hidroximetilfurfural, para o calculo da percentagem de celulose,

hemicelulose e lignina soltvel.
3.4 PROCESSO DE EXTRACAO E OBTEN(;AO DAS XILANAS

A obtencéo das xilanas foi realizada conforme Sharma et al. (2020) e Khaire
et al. (2021) com modificacbes. De forma isolada secaram-se as folhas e galhos a
80 °C por 24 horas para remover o teor de umidade. A deslignificacao foi feita em

frasco de 1 L pela adicdo de 500 mL de agua destilada e 50 g do material moido.
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Aproximadamente, 35 g de clorito de sédio (NaClO,) foram adicionados e bem
misturados, seguido pela adicdo de 2,5 mL de acido acético glacial. O frasco foi
entdo fechado e incubado a 60 °C em banho-maria por 3 horas. Apds a incubacéo,
removeu-se o hidrolisado por filtragdo, usando papel de filtro Whatman n° 1, sob
agua destilada até o material solido sem lignificacdo ser neutralizado. O material
deslignificado foi seco a 80 ° C durante 24 horas.

Misturou-se junto ao material deslignificado (34,6 g) 346 mL de solucéo
contendo 10% (p/v) de hidroxido de sédio (NaOH) e 1% (p/v) de &cido bdrico
(HsBO,4) e agitou-se a 200 rpm num agitador magnético a 60 °C durante 3
horas. Filtrou-se a suspensao através de tecido de algodao e a xilana foi precipitada
com 3 volumes de etanol gelado (95%, v / v) contendo 10% (v/v) de acido acético e
incubado a 4 °C por 12 horas. Removeu-se as impurezas por lavagem com etanol a
95% (v/v) e a suspensao foi centrifugada a 10.000 g durante 10 minutos para
recuperar toda a xilana precipitada. A xilana obtida foi ressuspensa em 200 mL de
agua ultra pura e dialisada em 4 L de agua ultrapura trés vezes para remover
vestigios dos reagentes.

Por fim, coletou-se a xilana extraida e liofilizada em temperatura inferior a -
40°C e pressdo inferior a 10™ Torr (10 Pa), por tempo necessario até sua secagem,
aproximadamente 48 h. O armazenamento se deu a 25 °C para experimentos
posteriores. O rendimento total de xilana foi determinado considerado a quantidade
de hemicelulose do material bruto. O rendimento de obtencé&o foi calculado de

acordo com a equacéo 1.

Massa de xilana obtida (g)

Rendimento (%)= < ) *100%

Massa total de material seco (g)

(1)

3.5 CARACTERIZACAO FiSICA E QUIMICA

3.5.1 Analise por espectroscopia de reflexdo total atenuada no infravermelho

com transformada de Fourier (ATR-FTIR)
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Os grupos funcionais presentes nas estruturas das xilanas foram
determinados por ATR-FTIR, utilizando as metodologias de Khaire et al. (2021) e
Hromadkova et al (2013) com modificacdes. Aproximadamente 100 mg de xilana
foram prensados para formulagcdo de um disco de 12 mm de didmetro e 1 mm de
espessura. Os espectros foram coletados em espectrofotémetro Perkin ElImer (FT-IR
Spectrum Two — UART Two) na regi&o de 600 a 4000 cm™.

3.5.2 Comportamento de degradacédo térmica

As analises termogravimétrica (TGA) e termogravimétrica diferencial (DTG)
foram realizadas segundo metodologia proposta por Sharma et al. (2020) e Khaire et
al. (2021) com poucas modificagcbes. O objetivo desse teste é avaliar as
propriedades de degradacdo térmica, através da mudanca de entalpia e perda de
peso, usando um analisador térmico (Sharma et al., 2020).

Os ensaios foram utilizando o equipamento da marca NETSZCH modelo STA
449, realizados em atmosfera de nitrogénio com uma vazdo de 20 mL/min para
evitar a degradacdo oxidativa térmica (taxa de aquecimento: 10°C/min). A faixa de
temperatura foi de 30 a 600 °C. O peso das amostras (xilanas dos galhos, das folhas
e comerciais) foram mantidos em 4,0 mg. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
3.5.3 Determinacao de fendlicos totais presentes na estrutura das xilanas

O teor dos fendis totais foi determinado pelo método descrito por Ebringerova
et al. (2008) com poucas modificagcdes, um método colorimétrico que utiliza o
reagente de Folin-Ciocalteau. Esse reagente € uma mistura de acido fosfomolibidico
com fosfotunguistico, com coloragdo amarela. O molibdénio e tungsténio estdo no
estado de oxidacdo 6" e quando em contato com certos agentes redutores, formam
complexos de coloragcdo azul. Através da variacdo na coloragcdo € possivel
determinar a concentracdo de fendlicos na amostra pela comparagdo com uma
curva padrao de acido galico, um composto fendlico antioxidante forte (LUGO,
2015).
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Para o experimento, um total de 2,0 mL da solu¢do de Folin (1:10 v/v) foi
adicionada a 4,0 mL de xilana (1 mg/mL). Os ensaios foram incubados protegidos da
luz por 3 min e adicionou-se 1,6 mL de Na,COs (7,5%). Entdo os sistemas foram
novamente incubados e protegido da luz a 25 ° C por 120 min.

Apo6s o tempo de incubacéo foram analisados em espectrofotdmetro (Hewlett-
Packard, modelo 8453) a 765 nm. Como branco, foi utilizado agua destilada. Foi
construida uma curva analitica de absorbancia em fungé@o da concentragcdo de acido
galico (0 a 500 ug/mL) e apresentou a seguinte equagdo Y = 0,0048x + 0,0016, R*=
0,9999. Os fendis foram indicados em equivalente de acido gélico (ng GAE / g de

xilana).

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

3.6.1 Reducéo de Radicais DPPH

Os ensaios de reducao de radicais DPPH- (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), foram
realizados segundo Zhang et al. (2019) e Boonchuay et al. (2021) com modificagdes.
Este método colorimétrico consiste de uma reacao de oxirredugao do radical DPPHe
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) de coloragédo purpura e absorbancia a 515 nm, estando
estavel em solucdo alcodlica no que diz respeito a presenca de antioxidantes
doadores de hidrogénio. O DPPH, ao receber um elétron ou um radical hidrogénio, é
reduzido e modifica sua coloracdo de violeta para violeta claro com indicios
amarelados, ficando estavel e consequentemente essa reacdo leva ao
desaparecimento da absorcdo no comprimento de onda analisado, que pode ser
avaliado pelo decréscimo da absorbancia (Zhang et al., 2019).

Para isso, foi preparada a solucdo de DPPH em uma concentracédo de a 60
uM.L™?, onde o mesmo foi devidamente solubilizado em &lcool etilico absoluto. Para
realizacdo do teste, as xilanas foram dissolvidas em &gua destilada, para obter
concentracdes variando entre 7,8 e 1000 pg/mL, em seguida, na auséncia de luz,
100 pL de cada diluicho das amostras foram colocadas em tubos de ensaio
juntamente com 3,9 mL da solucdo de DPPH a 60 pM.L™. Apés isso, os tubos foram
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homogeneizados e incubados a 25°C por aproximadamente 30 minutos, na auséncia
de luz. O controle negativo utilizado foi 3,9 mL da solucdo de DPPH.

Ao final da reacdo, as absorbancias foram determinadas em
espectrofotometro Hewlett-Packard® modelo 8453, em um comprimento de onda de
515 nm, onde o etanol foi utilizado como branco do equipamento. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e em ambiente escuro e os padrfes utilizados neste
experimento foram o acido ascoérbico e hidroxitolueno butilado (BHT), além da xilana
da madeira de bétula (comercial).

A acdo antioxidante foi expressa em % utilizando a equacao 2 e a quantidade
de antioxidante necessaria para diminuir a concentracao inicial de DPPH em 50%,
chamada de ICs foi determinada a partir de uma curva linear, obtida graficamente,
através da plotagem da concentracdo das amostras em relacdo a capacidade
antioxidante. Onde, quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor

sera a sua ICsg e maior a sua atividade antioxidante.

ABS controle — ABS amostra
ABS controle

[DPPH](%) = ( )x1oo

(2)

Onde: ABS controle = absorbancia do controle; ABS amostra = absorbancia da

amostra.
3.6.2 Capacidade de Sequestro do Radical ABTS

O teste de capacidade de sequestro do radical ABTSe+ [2,2"- azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)], foi realizado segundo Zhang et al. (2019) e
Boonchuay et al. (2021). O método colorimétrico de sequestro de ABTSe+,
fundamenta-se na capacidade dos compostos antioxidantes presentes na reagao de
capturar o radical livre ABTS, que possui coloracdo azul esverdeada, havendo assim
a sua reducdo e descoloracdo do meio reacional, com consequente reducédo da
absorbéancia.

Primeiramente, fez-se o preparo da solucdo de ABTS+, onde o ABTS foi
dissolvido em agua destilada para concentracdo de 7 mM e 88 pL de persulfato de

potassio a 2,45 mM foi adicionada a ela, essa mistura foi encubada no escuro por 16
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horas. Posteriormente foi diluida em agua para obter uma absorbéancia de 0,70 + 0,5
em 734 nm.

Para realizacdo do teste, as xilanas foram solubilizadas em &gua destilada
para concentracbes de 7,8 a 1000 pg/mL. Em seguida, na auséncia de luz,
adicionou-se 30 pL de cada, a tubos de ensaio e 3 mL do radical ABTS, o sistema foi
homogeneizado e incubado a 25°C, por 30 minutos em ambiente escuro. Como
controle negativo, foi utilizado foi & solucdo de ABTSe+.

Ao final da reagdo, as absorbancias foram determinadas em
espectrofotometro Hewlett-Packard® modelo 8453, em um comprimento de onda de
734 nm, onde a agua destilada foi utilizada como branco do equipamento. Todas as
analises foram realizadas em triplicata e em ambiente escuro e os padrdes utilizados
neste experimento foram o acido ascorbico e hidroxitolueno butilado (BHT), além da
xilana da madeira de bétula (comercial).

A porcentagem de sequestro de cada concentracdo foi expressa em %,
utilizando a equacéo 3, determinando a sua acdo antioxidante. E a quantidade de
antioxidante necesséaria para diminuir a concentragdo inicial de ABTS em 50%,
chamada de ICsp, foi determinada a partir de uma curva linear, obtida graficamente,
por plotagem da concentracdo das amostras em relacdo a capacidade antioxidante.
Onde, quanto maior o consumo de ABTS por uma amostra, menor sera a sua ICsg €

maior a sua atividade antioxidante.

[ABTS] (%) _ (ABS controle—ABS amostra) x100 (3)

ABS controle

Onde: ABS controle = absorbancia do controle; ABS amostra = absorbancia da

amostra.
3.6.3 Poder Redutor de ions ferro

Os ensaios de atividade antioxidante por meio de reducdo do ferro foram
realizados segundo Melo-Silveira et al. (2012) com poucas modificacbes. Essa
técnica é frequentemente usada como um indicador de atividade de doac&do de

elétron, esse € um importante mecanismo de acao de antioxidantes fendlicos e pode
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ser fortemente associada com outras propriedades antioxidantes (DORMAN et al.,
2003).

Esse método colorimétrico se baseia na capacidade da amostra reduzir Fe** a
Fe?", monitorada pela mudanca da coloracdo amarela da solucéo teste, para varias
tonalidades de verde azulado, a depender do poder de reducdo dos compostos. A
presenca de redutores (antioxidantes) ocasiona a reducdo do complexo
Fe**/ferrocianeto para a forma ferrosa (Fe?*) de coloracao azul.

Para isso, aliquotas de 2,5 mL de xilana, em diferentes concentragbes (7,8-
1000 pg/mL), foram adicionas a tubos de ensaio, juntamente com 2,5 mL de tampéao
fosfato 0,2 M, pH 6,6 e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a 1% (m/v). A mistura foi
incubada em banho-maria a 45 °C por 20 min. Aliquotas de 2,5 mL de &cido
tricloroacético a 10% (p/v) foram adicionadas ao tubo de ensaio, com agitacdo
subsequente. Aliquotas de 2,5 mL da mistura foram transferidas para outro tubo de
ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL de agua destilada e 0,4 mL de FeCl; a
0,1% (p/v), com agitacdo subsequente.

Ao final da reacéo, as absorbancias foram determinadas em espectrofotometro
Hewlett-Packard® modelo 8453, em um comprimento de onda de 700 nm. Onde o
controle negativo foi uma amostra que passou por todas as etapas, porém com agua
destilada no lugar das amostras e o tampao fosfato foi utilizado como branco do
equipamento. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os padrbes
utilizados neste experimento foram o &cido ascérbico e hidroxitolueno butilado
(BHT), além da xilana da madeira de bétula (comercial).

A porcentagem de inibicdo do ferro de cada concentracdo foi expressa em %,
utilizando a equacéo 4 e a concentracao efetiva da amostra necessaria na reducéo
do Fe*" a Fe** em 50%, chamada de ICs, foi calculada a partir de uma curva linear,
obtida graficamente, por plotagem da concentracdo das amostras em relagcdo ao

correspondente efeito de inibicdo da atividade antioxidante.

4
ABS controle — ABS amostra @

ABS controle

RIF (%) = ( )xl{)[)

Onde: ABS controle = absorbancia do controle; ABS amostra = absorbancia da

amostra.



34

3.6.4 Atividade Antioxidante Total: Método do Fosfomolibdénio

A avaliacdo da atividade antioxidante total pelo método do complexo
fosfomolibdénio foi realizada segundo Melo-Silveira et al. (2012) com poucas
modificacdes. Esse método colorimétrico se baseia reducdo de molibdénio (VI) a
molibdénio (V) que possui coloracdo azul, e na presenca de substancias com
capacidade antioxidante, ha formacdo de um complexo verde entre o fosfato e o
molibdénio V em pH acido.

Primeiramente, fez-se o preparo da solucdo de fosfomolibdénio (28 mL de fosfato
de sodio 0,1 mol/L, 12 mL de molibdato de aménio 0,03 mol/L, 20 mL de &cido
sulfirico 3 mol/L e volume final ajustado para 100 mL com agua destilada). Para
realizacdo do teste, as xilanas foram solubilizadas em agua para concentracdes de
7,8 a 1000 pg/mL. Em seguida, na auséncia de luz, adicionou-se 0,1 mL de cada
solucdo em um tubo de ensaio e 1,0 mL da solucdo de fosfomolibdénio. Os tubos
foram parcialmente tampados e incubados a 95°C por 90 minutos.

Ao final, as amostras foram resfriadas e as absorbancias foram determinadas em
espectrofotometro Hewlett-Packard® modelo 8453, em um comprimento de onda de
695 nm. Onde o controle negativo foi uma amostra que passou por todas as etapas,
porém com agua destilada no lugar das amostras. E o branco do equipamento foi a
solucdo de fosfomobdénio. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e em
ambiente escuro e os padrdes utilizados neste experimento foram o &cido ascérbico
e hidroxitolueno butilado (BHT), além da xilana da madeira de bétula (comercial).

Foi construida uma curva analitica de absorbancia em fung¢do da concentracao
de acido ascorbico (7,8 a 1000 ug/mL) e apresentou a seguinte equagdo Y =
0,0758x - 4,502, R? = 0,9959. A atividade foi indicada como equivalente de &cido
ascorbico (ng EAC / g de xilana). E a concentracdo efetiva da amostra necessaria
para reduzir Mo™ a Mo* em 50% (ICs), foi determinada a partir de uma curva
linear, obtida graficamente, por plotagem da concentracdo das amostras em relagéao
a capacidade antioxidante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DA COMPOSICAO DOS GALHOS E DAS FOLHAS DA
PROTIUM PUNCTICULATUM

A andlise da composicao relaciona-se com a determinacdo dos teores de
celulose, hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas. A Figura 6 apresenta o0s
resultados de composicdo em termos de porcentagem para os galhos e as folhas de

Protium puncticulatum.

Figura 6 — Resultados da analise da composicdo para os galhos (A) e as folhas (B)
de Protium puncticulatum respectivamente.
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Fonte: Autora, 2022.

Os resultados apresentados na Figura 6 mostram que as composicoes
quimicas entre os galhos e as folhas sédo diferentes. Os galhos apresentaram
maiores teores de celulose, lignina e cinzas quando comparado as folhas que

apresentaram maiores teores de hemicelulose e extrativos. Segundo Sluiter et al.
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(2010) e Ayeni et al. (2015), a composicdo quimica pode variar de acordo com a
sazonalidade, condi¢cdes climaticas, regido de estudo, além de outros fatores que
também podem influenciar. Isto justifica as pequenas variagbes que podem ser
observadas nos gréficos, onde a regido (galho e folha) influi nessa variagdo. Mesmo
havendo uma escassez de trabalhos sobre a composicéao da espécie, Araujo (2019)
reporta 0os valores da composicdo da madeira de Protium puncticulatum, onde
obteve os teores de celulose 39%, lignina 27,88%, extrativos 7,28% e cinzas 0,27%.

Como ja citado, a xilana é o principal componente das hemiceluloses, e se faz
importante a determinacdo dos teores de cada substituinte, tendo em vista futuras
aplicacdes industriais da xilana, devido a diferenca de constituicdo entre as partes
ser pequena, considera-se ambas a partes possiveis para realizar extracdo da

xilana.
4.2 RENDIMENTO DE OBTEN(;AO DAS XILANAS

Os resultados de rendimento de obtencdo das xilanas apoés liofilizacdo foram
de 24,32 + 0,1 % para as xilanas dos galhos e 19,57 + 0,3% para as xilanas das
folhas. Esses valores estdo proximos aos obtidos por Sharma et al. (2020) que
obtiveram rendimento de recuperacdo de 22,5% para a xilana de serragem de
Azadirachta indica (neem). Sharma et al. (2020) que obtiveram rendimentos de
23,5% para a xilana da serragem de acéacia. Marques et al. (2019) que otimizando o
processo de extracao alcalina de xilanas da polpa Kraft branqueada de Eucalyptus
globulus obtiveram rendimentos que variaram de 43 a 97%. Khaire et al. (2021) que
obtiveram rendimento de 25% para a xilana de copas de cana-de-acucar. Figueiredo
et al. (2017) que obtiveram rendimento de extracdo de 19,6% utilizando o método
alcalino para a xilana do bagaco de cana-de-acucar.

Da mesma forma, como a diferenca entre os rendimentos foi pequena, pode-
se considerar ambas as partes para realizar futuras extracdes de xilana da Protium

puncticulatum.

4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
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4.3.1 Analise por espectroscopia de reflexdo total atenuada no infravermelho

com transformada de Fouruer (ATR-FTIR)

A andlise de ATR-FTIR é uma ferramenta importante na determinacdo dos
grupos funcionais presentes na estrutura das xilanas (SHARMA et al., 2020;
SHARMA et al., 2020; KHAIRE et al., 2021). A Figura 7 apresenta 0s espectros de
ATR-FTIR para as xilanas obtidas dos galhos e das folhas de Protium puncticulatum
comparados a xilana da madeira de bétula (comercial). As bandas foram
previamente identificadas por Marques et al. (2019), Sharma et al. (2020), Sharma et
al. (2020) e Khaire et al. (2021) caracterizando diferentes xilanas.

Figura 7 — Espectros de ATR-FTIR para as xilanas dos galhos (A) e das folhas (B)
de Protium puncticulatum e da xilana comercial (C) respectivamente
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Fonte: Autora, 2022.

As bandas em 3700 - 3000 cm™, correspondem as vibracdes dos grupos OH
envolvidos nas ligacbes de hidrogénio (MARQUES et al., 2019; SHARMA et al.,
2020; SHARMA et al., 2020; KHAIRE et al., 2021). O estiramento simétrico do CH na

xilana foi observado pela banda na regido de 2936 cm™ a 2920 cm™ (SHARMA et
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al., 2020; KHAIRE et al., 2021). As bandas em 1420 e 1310 cm™ foram associadas
com vibragdes de flexdo C—H, OH ou CH; (SHARMA et al., 2020; SHARAMA et al.,
2020; KHAIRE et al., 2021). A banda em 1620 cm™ relacionada a flexdo da ligacdo
O-H referente a absorcdo da molécula em agua, tratando-se de xilanas sollUveis em
agua (SHARMA et al., 2020; SHARMA et al., 2020). As bandas entre 1175 e 1000
cm™ referem-se ao estiramento das ligagdes C-O, C-C, C-OH e CO-C. As bandas
com absorcdo a 897 - 890 cm™, referentes ao estiramento e deformacéo das
ligacbes C-O-C, C-C-O e C-CH no caso das hemiceluloses, as ligagbes f3-
glicosidicas entre as xilanopiranoses da cadeira principal (MARQUES et al., 2019;
SHARMA et al., 2020; SHARMA et al., 2020; KHAIRE et al., 2021).

4.3.2 Anélises termogravimétrica (TGA) e termogravimétrica diferencial (DTG)

A analise termogravimétrica (TGA) fornece informacdes sobre a perda de massa
da matéria em porcentagem (%) proporcional ao aumento de temperatura, ou seja,
variacdo de massa em relacdo a variacdo de temperatura (SHARMA et al., 2020;
KHAIRE et al., 2021). Esse ensaio € muito utilizado para caracterizacdo de
materiais, permitindo conhecer os efeitos do aquecimento sobre o material analisado
(SANTOS, D. et al., 2021; QUARESMA, 2014).

As amostras de xilana foram sujeitas a um aumento gradual de temperatura
(30°C-600°C), e suas massas de degradacdo foram determinadas. A figura 8
apresenta as curvas de perda de massa (TGA) e a taxa de perda de massa

representada pela primeira derivada (DTG), obtidas para as xinalas deste estudo.

Figura 8 — Curvas de analise termogravimétrica (A) e derivada termogravimétrica (B)
para as xilanas dos galhos e das folhas de Protium puncticulatum e da xilana
comercial respectivamente.
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Fonte: Autora, 2022.

As curvas apresentadas na Figura 8 mostram que as xilanas obtidas e a da
madeira de bétula (comercial) apresentaram trés estagios de degradacgéo térmica. A
primeira etapa de decomposi¢do ocorreu na faixa de 35 a 160 °C, e corresponde a
perda de teor de umidade ou teor de agua. O segundo estagio em 170 °C a 350°C
ocorre a decomposicado térmica da propria xilana em moléculas menores como
CH3COOH, CH,4, CO, CO,; e HCOOH. Por fim, o terceiro estagio, em temperaturas
maiores que 350 °C tem-se a degradacdo da xilana residual remanescente em
cinzas. Resultados similares foram obtidos por Khaire et al. (2021), Jin et al. (2019) e
Bahcegul et al. (2013) avaliando o comportamento térmico de diferentes
xilanas. Além disso, o perfii DTG da xilana mostra picos que podem esta

relacionados as cadeias laterais presentes (KHAIRE et al., 2021).

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

As xilanas sé@o polissacarideos capazes de promover atividade antioxidante in
vitro (MELO-SILVEIRA et al., 2012; ZHANG et al., 2019; BOONCHUAY et al., 2021).
Embora o mecanismo dessa acdo ainda ndo esteja completamente estabelecido,
sabe-se que os grupos hidroxila, presentes na estrutura podem apresentar-se como
doadores de hidrogénio (ZHANG et al.,, 2021). Além desses grupos, outras
caracteristicas como peso molecular e teores de compostos fendlicos (obtidos
durante o processo de extracdo) podem contribuir para atividade (RENAULT et al.,
2014; ZHANG et al., 2021).

A Figura 9 apresenta as curvas de atividade antioxidante in vitro em diferentes
ensaios, promovida pelas xilanas obtidas dos galhos (PPG) e das folhas (PPF) de
Protium puncticulatum comparada a xilana da madeira de bétula (comercial) e aos

padrdes acido ascorbico e BHT em diferentes concentragdes.
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Figura 9 — Atividade antioxidante promovida pelas xilanas dos galhos e das folhas de
Protium puncticulatum comparadas a xilana comercial e aos padrdes &cido
ascoérbico e BHT por diferentes métodos in vitro DPPH (A), ABTS (B), reducdo do
complexo fosfomolibdénio (C) e reducéo de ions ferro (D) respectivamente.
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Fonte: Autora, 2022

As curvas obtidas na Figura 9 mostram que as xilanas dos galhos e das folhas de

Protium puncticulatum e a xilana da madeira de bétula (comercial) promoveram
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baixos resultados de atividade antioxidante in vitro. Para o ensaio de captura de
radicais DPPH (Figura 9A) foram capazes de promover resultados de atividade que
variaram entorno de 10%. J& no ensaio de captura de radicais ABTS (Figura 9B)
apresentou os maiores resultados de atividade quando comparados aos demais,
tendo percentual de captura variando de 30 a 35,9%. As xilanas foram capazes de
reduzir o complexo de fosfomolibdénio (Figura 9C) apresentando valores menores
que 6%. Por fim, ndo foram capazes de reduzir ions ferro (Figura 9D). Assim, devido
as baixas porcentagens de atividade encontradas, ndo atingindo 50%, nao foi
possivel obter valores de ICsp.

Além desses baixos valores de atividade antioxidante, as xilanas apresentaram
baixos teores de constituintes fendlicos na sua estrutura. Isto €, resultados menores
que 0.1 ng EAG/g xilana para as xilanas dos galhos e das folhas de Protium
puncticulatum e para a xilana da madeira de bétula (comercial). Esses resultados
indicam que atividade antioxidante foi promovida apenas pelas xilanas, além disso,
indicaram alta pureza das estruturas.

A literatura apresenta diferentes resultados de atividade antioxidante in vitro
promovida pelas xilanas. Resultados similares as xilanas deste estudo foram obtidos
por Silva V. (2019) que obtendo xilanas do bagaco da cana de acucar, verificou que
estas ndo foram capazes de promover atividade antioxidante, isso pode estar
relacionado a menor concentracao de compostos fendlicos presentes na amostra. Ja
Bhanja et al. (2022) avaliando xilanas extraidas das folhas secas de Piper betler,
verificaram uma capacidade moderada de eliminacdo de radical DPPH e ABTS, que
aumentaram de forma dose dependente (50-800 pg/mL), foram obtidos valores de
ICso de 148 pg/mL e 188 pg/mL, respectivamente.

Hromadkova (2013), avaliando fragbes de xilanas de farelo de trigo, evidenciou
maiores valores de ICso para aquelas fragbes que apresentaram maiores teores de
compostos fendlicos, evidenciando a importancia desses na capacidade de
eliminacgédo de radicais de xilana.

Melo-Silveira et al. (2012) avaliando xilanas de sabugo de milho obtiveram
valores de atividade de redugcédo do complexo de fosfomolibdénio em concentragbes
de 48,5 mg de equivalente de acido ascérbico/g de xilana (4,85%) valor préximo ao
obtido pelas xilanas deste estudo. Para o ensaio de reducdo de ferro obtiveram
concentracdo de 2,0 mg/mL (70%), em uma concentracdo muito maior do que
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aguela avaliada neste estudo (1mg/mL). Qian et al. (2022) avaliando xilana obtida da
palha de milho, realizou uma modificacdo estrutural, através da fosforilacdo e
obtiveram aumento da capacidade redutora de 0,257 para 0,558. Além disso,
obtiveram resultados de I1Cs (1,23 mg/mL) para os ensaios de captura de radicais
DPPH em uma concentracdo maior do que a avaliada neste estudo (1mg/mL).

A atividade antioxidante das xilanas esta relacionada diretamente com sua
estrutura quimica, sendo assim, Liu et al. (2010), Costa et al. (2010) e Cao e lkeda
(2009), relataram que a presenca de sulfato na estrutura do polissacarideo esta
relacionada a maior capacidade redutora, tendo em vista que a presenca do grupo
sulfato diminui a energia da ligacdo glicosidica C-H e faz com que haja aumento da
capacidade de doacao de atomos hidrogénios. Ou seja, introduzir grupo sulfato, faz
aumentar a densidade da nuvem eletronica de grupos hidroxilas e aumentam a
atividade molecular de retirada de elétrons, sendo dependente do grau e da posi¢cao
da sulfatagéo.

Wei et al. (2012), estudando polissacarideo extraido de Radiz hedysari,
demonstraram que polissacarideos fosforilados apresentaram atividades
antioxidantes in vitro superiores aqueles ndo fosforilados, indicando que essa
modificacdo poderia aumentar a atividade antioxidante, devido a alteracbes na
conformidade da cadeia do polissacarideo analisado. JA Song et al. (2013),
realizando estudos com polissacarideos isolados de Cucurbita pepo, relataram que
polissacarideos acetilados exibiram maior atividade antioxidante do que aquele nédo
modificado, parecendo funcionar como bons doadores de atomos de hidrogénio e
bons conversores de radicais livres, Qi et al. (2006), avaliando polissacarideos
extraidos de Ulva pertusa, indicaram que a modificacdo quimica, nesse caso, a
acetilacdo, também aumentou a atividade antioxidante do polissacarideo em
estudo.

Esses achados mostram que as xilanas avaliadas neste estudo se apresentam
aptas para realizacéo de tais modificacdes, tendo em vista a pureza apresentada, e
essa alteracdo pode promover as xilanas, atividade antioxidante in vitro superiores

as encontras até o momento.
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5 CONCLUSAO

A analise de composicdo de galhos e folhas permitiu a verificagdo de
composicdes diferentes entre as partes, onde as folhas foram as que obtiveram um
maior teor de hemicelulose comparadas aos galhos (24,57% e 20,01%
respectivamente), porém o calculo de rendimento demonstrou que a extracdo das
xilanas de galhos apresentaram maiores rendimentos que as das folhas (24,32% e
19,57% respectivamente). Assim, é possivel utilizar ambas as partes para futuras
extracOes de xilanas da Protium puncticulatum, tendo em vista que tais diferencas
foram minimas.

A extracdo das xilanas foi bem realizada, através de técnica simples, obtendo
xilanas caracterizadas e puras, sendo a pureza comprovada pela técnica de ATR-
FTIR e analise termogravimétrica, bem como pela auséncia de grupos fendlicos nas
suas estruturas.

Apesar das xilanas extraidas se mostrarem com baixa atividade antioxidante in
vitro, deve-se levar em consideracdo o alto grau de pureza e baixo teor de
constituintes fendlicos. Pois, como se sabe, fendlicos sdo grandes responsaveis por
proporcionar essa atividade. Sendo assim, considera-se que as xilanas obtidas
neste estudo, estdo aptas a passarem por processos de modificacdo estrutural,
como acetilacdo, metilacéo ou fosforilacdo. Processos esses, que segundo estudos,
podem proporcionar a polissacarideos, resultados de atividade antioxidante in vitro
superiores. Tais modificacdes estruturais podem promover as xilanas extraidas das
folhas e dos galhos da Protium puncticulatum, melhores atividades.

Sendo assim, tendo em vista a obtencéo de xilanas puras e bem caracterizadas
e que os processos de modificagbes podem ocasionar 0 aumento da potencia das
xilanas como antioxidantes, é possivel seguir com ensaios mais especificos, visando

futuras aplicacgdes.
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