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RESUMO

Os meétodos atuais de controle das plantas daninhas tém provocado uma
insatisfacdo de ordem social, por colocarem em risco a qualidade dos alimentos de uso
humano e animal. Diante de tal problema, associado ao aparecimento de espécies mais
resistentes aos atuais herbicidas, se faz necessario, a busca de novas alternativas de
controle. O presente trabalho descreve uma avaliacdo fitotoxica do extrato em
diclorometano de folhas de Curatella americana L. (lixeira) com o propdsito de avaliar
sua eficiéncia em relacdo a inibi¢do na germinacdo, desenvolvimento das raizes e parte
aérea de sementes de Panicum maximum (capim-colonido), em caixas Gerbox e em casa
de vegetacao, e a posterior caracterizacdo dos compostos alelopaticos responsaveis pela
inibicdo. Foram realizados testes de germinacgdo, com fotoperiodo de 10 h por 7 dias e
utilizando solugdes dos extratos nas concentragdes de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 ppm. O
extrato apresentou um elevado potencial fitotoxico, em concentracdes semelhantes as
utilizadas pelos herbicidas comerciais. Na analise qualitativa dos metabdlitos
secundarios presentes no extrato em diclorometano de folhas de Curatella americana L.
foram classificados flavondides, agliconas antraquindnicas, triterpenos, esterdides,
polifendis e taninos. O mesmo foi analisado através da técnica de Cromatografia a Gas
acoplada a espectrometria de Massas, no qual foram identificados seis picos principais,
sendo eles: 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 2-Hexadeciloxirano; 1-(+)-&cido
ascorbico2,6-dihexadecanoato; Etil-hexadecanoato; Etil-octadecanoato e

Tetrapentacontano.

Palavras-chave: extrato, diclorometano, metabélitos secundarios, herbicidas naturais.



ABSTRACT

Current methods of controlling weeds have caused a dissatisfaction of social
order, for putting at risk the quality of food for human or animal. Faced with this
problem, associated with the appearance of more resistant species to current herbicides,
it is necessary to find new methods of control. This paper describes a phytotoxic
evaluation of diclorometanolico extract of leaves of Curatella americana (lixeira) in
order to evaluate their efficiency in relation to the inhibition of seed germination of
Panicum maximum (capim-colonido), in boxes Gerbox and greenhouse and the
subsequent Panicum maximum characterization of allelopathic compounds responsible
for inhibition. Were conducted germination, with a photoperiod of 10 hr for 7 days and
with solutions of the extracts at concentrations of 0, 50, 100, 150, 200 and 250 ppm.
The extract showed a high potential phytotoxic at concentrations similar to those used
by commercial herbicides. In the qualitative identification of secondary metabolites
present in the extract diclorometandlico sheet Curatella americana L. identificate
flavonoids, anthraquinone aglycones, triterpenes, steroids, polyphenols and tannins.
Identification the extract in Cromatography Gas: 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-
ol, 2-Hexadeciloxirano; 1-(+)-ascorbic acid2,6-dihexadecanoate, Ethyl-hexadecanoate,

and Ethyl-octadecanoate and Tetrapentacontano.

Keywords: extract, dichlorometane, secondary metabolites, natural herbicides.

1. INTRODUCAO
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1.1 - ALELOPATIA

Em 1937, o pesquisador alemdo Hans Molish estudou o efeito do etileno no
crescimento das plantas e cunhou a palavra “alelopatia”, proveniente da unido de duas
palavras gregas “allelon” e “pathos”, que significam respectivamente “mutuo” e
“prejuizo”. Apesar do significado etimoldgico da palavra alelopatia, Molish define que o
termo engloba tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais entre uma e outra.
(EINHELLIG, 1995).

Alelopatia € um fendbmeno que ocorre largamente em comunidades de plantas,
através da introduc&o ou liberacdo de elementos no ambiente. E um dos mecanismos por
meio dos quais determinadas plantas interferem no desenvolvimento de outras, alterando-
Ihes o padréo e a densidade (SMITH, 1989).

A acumulacdo de substancias com efeitos alelopaticos tem sido verificada em
todos os 6rgdos vegetais: raiz, caule, folha, flor e frutos, havendo uma tendéncia de
acumulo nas folhas, sendo que a liberacdo desses compostos pode ocorrer por exsudacao
radicular, lixiviagdo ou volatilizagdo (SOUZA FILHO, 2009).

E importante distinguir os processos de alelopatia e de competicdo, que sdo
considerados mecanismos opostos, uma vez que a competicdo envolve a reducdo ou a
retirada de algum fator do ambiente, necessario a outra planta no mesmo ecossistema, tal
como agua, luz e nutrientes (RICE, 1984).

Recentemente, Miller (1996) classificou o efeito alelopatico em dois tipos:
autotoxicidade, que ocorre quando plantas de uma espécie liberam compostos quimicos
que interferem na germinacdo e/ou crescimento de plantas da mesma espécie; e
heterotoxicidade, quando uma planta produz substancias que sdo toxicas para germinacdo
e/ou crescimento de plantas de outras espécies.

Quando o composto liberado causa somente efeitos prejudiciais, recebe também
0 nome de fitotoxina. Esses compostos podem ser produzidos em qualquer parte das
plantas e a sua concentracdo varia de espécie para espécie e, numa mesma especie, de
acordo com a parte da planta e o seu estagio de desenvolvimento. (RODRIGUES et al.,
1992).

Um herbicida pode ser definido como qualquer produto quimico que mata ou

inibe grandemente o desenvolvimento de uma planta daninha (LORENZI, 1990). O uso
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agricola de herbicidas substituiu a acdo humana e mecanica de capina em paises
desenvolvidos, tendo reduzido enormemente 0 numero de pessoas empregadas na
agricultura (BAIRD, 2002).

O grande interesse por estudos fitoquimicos no controle de plantas daninhas,
usando produtos naturais modificados e/ou sintéticos que apresentem atividade herbicida
e que diferente dos herbicidas usados na atualidade, ndo provoquem contaminacao do solo
e plantas e apresentem baixa toxidez as diferentes formas de vida na escala bioldgica
(ZIMDHAL, 1999). Nas ultimas duas decadas, os herbicidas tem tido uma utilizacao
crescente na agricultura. Algumas estruturas dos herbicidas citados anteriormente estéo

apresentadas na Figura 1.

Cl Cl
— — =
. q H
el )—Cponper oy L
HO Cl
oH
Paracust Glifozato Pentaclorofenal

dicloreto de 1, 1'-dimetil-4 4-hipiridineo

Figura 1: Exemplos de estruturas de herbicidas comerciais.

A grande diversidade da flora brasileira oferece uma grande fonte de metabolitos
secundarios, 0s quais podem ter uma aplicacdo direta, ou como modelos para o

desenvolvimento de novos agentes herbicidas.

1.2 - METABOLITOS SECUNDARIOS

Déa-se 0 nome de metabolismo ao conjunto de reacBes quimicas que
continuamente estdo ocorrendo em cada célula. A presenca de enzimas especificas
garante certa direcdo a essas reacdes, estabelecendo o que se denomina de rotas
metabolicas. Os compostos quimicos formados, degradados ou simplesmente
transformados sdo chamados de metabdlitos. Vegetais, microorganismos e, em menor
escala, animais apresentam todo um arsenal metabdlico (enzimas coenzimas e
organelas) capaz de produzir, transformar e acumular inimeras outras substancias. Estas

ndo estdo diretamente relacionadas & manutencdo da vida do organismo produtor. A
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todo este conjunto metabolico costuma-se definir como metabolismo secundario, cujos
produtos, embora ndo necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem
vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie, em seu ecossistema
(SIMOES et al., 2000).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados como
produtos de excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes,
propriedades biologicas interessantes. Atualmente, entretanto, sabe-se que muitas destas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequacéao do
produtor a seu meio. De fato, ja foram reconhecidas como funcgdes de vérias substancias
pertencentes a essa classe de metabolitos, por exemplo, a defesa contra herbivoros e
microorganismos, a protecdo contra os raios UV, a atragéo de polinizadores ou animais
dispersores de sementes e em alelopatias. (SIMOES et al., 2000).

Todas as plantas produzem metabdlitos secundarios, que variam em qualidade e
quantidade de espécie para espécie, até mesmo na quantidade do metabélito de um local
de ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro, pois muitos deles tém suas sinteses
desencadeadas por eventuais vicissitudes a que as plantas estdo expostas (MANO,
2006).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos secundarios,
muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicaces como medicamento,
cosmeéticos, alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON e ANDERSON, 1998).

Os produtos do metabolismo secundario ou produtos naturais podem ser
produzidos por plantas, microorganismos, insetos e outros animais e muitos deles sdo
extraidos e usados como remédios, corantes, perfumes, inseticidas, entre outros usos ou
constituem um modelo que o homem utiliza para sintetizar em laborat6rio substancias
com as mais diversas propriedades. Teoricamente todas as plantas sdo potencialmente

capazes de sintetizar compostos com propriedades alelopaticas (EINHELLIG,1995).

1.3 - ALELOQUIMICOS
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Os compostos quimicos que possuem atividade alelopatica sdo chamados de
aleloquimicos, substancias alelopéticas, fitotoxinas ou apenas produtos secundarios e séo
produzidos pelo metabolismo das plantas.

Os aleloguimicos estdo presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo
folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caule e sementes (PUTNAM E TANG, 1986).

Observou-se que para certa quantidade de aleloquimico, o aumento da densidade
de plantas diminuia o efeito alelopatico, embora tenha aumentado o efeito de competicéo.
Isto porque cada planta dividiu com suas companheiras os efeitos fitotoxicos, de forma
que houve atenuacéo dos efeitos (WEIDENHAMER, 1996).

Os aleloguimicos, que sdo produtos do metabolismo secundario podem ser

relacionados nas seguintes categorias principais (RICE, 1984):

e Acidos orgénicos sollveis em agua, alcoois de cadeia linear, aldeidos alifaticos e

cetonas; exemplos: &cidos citrico e acético; metanol e acetaldeido, Figura 2.

) OH
150k
HO OH

OH
acido citrico

Figura 2: Estrutura quimica do écido citrico (K.PETER, 2001)

e Lactonas insaturadas simples: Varias lactonas simples sdo fortes inibidoras da

germinacdo de sementes. Exemplo: cumarinas (umbeliferonas) Figura 3:

/@1
HO (8] (8]

Tmheliferona

Figura 3: Estrutura quimica da umbeliferona (K.PETER, 2001)

e Acido graxo de cadeia longa e poliacetileno. Exemplo &cido esteérico Figura 4.
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dcido estearico

Figura 4: Estrutura quimica do &cido esteérico (K.PETER, 2001)

Naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas, Figura 5.

Figura 5: Estrutura quimica da tetraciclina (K.PETER, 2001)

Fendis simples, acido benzoico e derivados Figura 6.

acido benzoico

Figura 6: Estrutura quimica do acido benzéico (K.PETER, 2001)

Acido cinamico e derivados Figura 7.

arido cinamico

Figura 7: Estrutura quimica do acido cinamico (K.PETER, 2001)

Flavonoides. Figura 8.
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OH

OH o

Chiecertina

Figura 8: Estrutura quimica da quecertina (K.PETER, 2001)

e Taninos hidrolisdveis e condensados: o grupo dos taninos inclui os compostos
hidrolisaveis e condensados. Os primeiros sdo ésteres de acucar do acido galico
enquanto os segundos sdo complexas misturas de varios acidos fendlicos. Os
taninos hidrolisaveis inibem germinacdo das sementes, fixacdo do nitrogénio e o
crescimento da planta. (PUTNAM e TANG 1986) Figura 9.

Oy, -OH

Q
HO™ 7 “OH
OH
acido galico
Figura 9: Estrutura quimica do &cido galico(K.PETER, 2001)
e Terpenodides e fitoesterdis: os monoterpenos que sdo encontrados em maior

quantidade nos 6leos de plantas também fazem parte do principal grupo de

inibidores Figura 10.

S

H;C CHs

Lithionietio

Figura 10: Estrutura quimica do limoneno (K.PETER, 2001)
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e Aminoacidos e polipeptidios; alcaldides e cianoidrinas: Os alcal6ides s&o
compostos ciclicos contendo nitrogénio em seus aneis ou cadeias laterais. S&o
particularmente importantes inibidores do tabaco, café e sementes de cacau
Figura 11.

0 CH,

Ppae

5

Cafeina

Figura 11: Estrutura quimica da cafeina (K.PETER, 2001)

e Sulfetos e glicosideos: ex: alilisotiocianato.

e Purinas e nucleosideos.

Ao longo dos anos tem-se comprovado que as plantas produzem substancias
quimicas com propriedades alelopaticas que afetam algumas espécies de plantas
(especificidade). Tais substancias sdo distribuidas em concentracdes variadas nas
diferentes partes da planta e durante o seu ciclo de vida (periodicidade). Quando essas
substancias sdo liberadas em quantidades suficientes, causam efeitos alelopaticos que
podem ser observados na germinagdo, no crescimento e/ou no desenvolvimento de
plantas j& estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microorganismos
(CARVALHO, 1993).

E importante destacar que os efeitos benéficos dos metabolitos secundarios de
uma planta sobre outra ndo devem ser desvinculados do conceito de alelopatia, uma vez
que essas substancias podem ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo da
concentracdo do mesmo no meio ambiente (VOLK et al., 2005; RIGANO et al., 2006;
CUNICO et al., 2006; ALIAS et al., 2005). Ademais, vale a pena ressaltar que o efeito
alelopético depende de um composto que é adicionado ao ambiente (WEIDENHAMER et
al., 2004). Nesse sentido, uma planta na pastagem pode afetar o crescimento da outra, sem
que ocorra o efeito alelopatico, mediante competi¢do por fatores do ambiente, tais como
agua, luz e nutrientes (RODRIGUES et al., 1992).

Os aleloguimicos podem ser liberados no ambiente através de processos

ecoldgicos como, a volatilizacdo, a lixiviagdo, exsudacdo radicular e a decomposicao de
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residuos de plantas no solo (RICE, 1984). A volatilizacdo é comum em plantas aromaticas
e os aleloquimicos volatilizados sdo de dificil deteccdo ou identificacdo. O processo de
lixiviagdo consiste na remocdo de substancias quimicas das plantas vizinhas pela a¢éo da
agua através da chuva, orvalho ou neblina. No solo estas substancias podem sofrer
degradacdo ou acdo de microorganismos.

A exsudacdo radicular é muito importante, especialmente quando associada ao
efeito de microorganismos no solo, que podem ter efeito direto com as raizes de outras
plantas ou simplesmente ficar acumulada no solo (REIGOSA et al., 1999).

Toxinas sdo liberadas pela decomposicdo das partes aéreas ou subterraneas,
direta ou indiretamente, pela acdo de microrganismos. Perdas da integridade de
membranas celulares permitem a liberagdo de um grande numero de compostos que
impGem toxicidade aos organismos vizinhos, tais como os glicosideos cianogénicos,
acidos fendlicos, cumarinas e flavondides (SOUZA, 1988). Segundo Almeida (1988) o
processo de decomposicao de produtos vegetais é decorrente do rompimento de tecidos de
células ou extravasamento de contetdo celular. No entanto, a atividade destes produtos no
solo é normalmente transitéria, uma vez que estd sujeita a adsorcdo pelos coldides,

degradacdo, inativacdo ou transformacéo pelos microorganismos.

1.4 — HERBICIDAS SINTETICOS X BIOHERBICIDAS

Herbicidas sintéticos tém causado resisténcia em plantas daninhas e danos a
populacdo e a0 meio ambiente. Assim, € necessario buscar herbicidas alternativos mais
seletivos e menos prejudiciais ao homem e ao meio (VYVYAN, 2001).

Espécies que inibem ou mesmo estimulam a germinagdo e o crescimento de
outras espécies, tém valor significativo na agricultura na busca de herbicidas seletivos,
produzindo menor impacto ambiental e residuos indcuos ao homem (BASTIDA, 2008).

Os agrotdxicos representam os produtos quimicos mais amplamente encontrados
em corpos hidricos superficiais e subterraneos do mundo todo, em funcdo do amplo uso
em areas agricolas e urbanas. Eles compreendem uma variedade de moléculas com
distintas propriedades que Ihes conferem diferentes graus de persisténcia ambiental,
mobilidade e potenciais toxico, carcinogénico, mutagénico ou algum efeito endocrino a

diversos organismos ndo-alvos, inclusive o ser humano (ARMAS, et al 2007).
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Segundo Miranda et al (2007), os gastos mundiais com agrotoxicos, entre 1983 e
1997, aumentou de 20 para 34 bilhdes de dolares por ano e produzem, a cada ano,
segundo a OMS, entre trés a cinco milhdes de pessoas contaminadas.

Dias (2006) relata que a pesquisa de metabdlitos secundarios como fonte de
bioherbicidas aléem de eventuais vantagens ambientais, tem como principal atrativo a
possibilidade de aumentar o numero ainda relativamente reduzido de locais de acdo de
herbicidas. Diversos estudos tém mostrado eficiéncia na aplicacdo de extratos e inibicdo
ou mesmo reducdo na velocidade de germinacao de espécies.

De acordo com Ferreira (2009) a atividade biologica dos herbicidas ocorre de
acordo com sua absorcdo, metabolismo e a sensibilidade da planta a este herbicida e, ou,
a seus metabdlitos. Assim, o fato de um herbicida atingir as folhas ou ser aplicado no
solo, ndo é suficiente para que ele exerca a sua acdo. Ha necessidade de que ele penetre

na planta e atinja a organela onde atuara.

1.5 — DISTRIBUICAO E OCORRENCIA DO Panicum maximum Jacg. (Capim-

colonido)

Conhecido vulgarmente como capim-colonido, esta planta é cientificamente
denominada Panicum maximum Jacq. Tém-se efetuado hibridacgdes artificiais e muitos
hibridos tem se apresentado com caracteristicas peculiares.

No Brasil, as primeiras introducbes foram feitas no tempo da escravatura.
Através dos anos muitas variedades e cultivares tém sido introduzidos. Hoje, plantas
dessa espécie sdo encontradas em quase todo o territdrio nacional. As vantagens
positivas apresentadas sdo que se trata de uma das melhores forrageiras para regides
guentes e produz enorme quantidade de massa verde, durante todo o ano.

As sementes sdo apreciadas por diversos tipos de passaros. As desvantagens sao
que pela agressividade e resisténcia esta espécie é considerada infestante em mais de

vinte tipos de culturas. A cultura mais afetada é a da cana-de-acgucar.
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1.6 — DISTRIBUICAO E PROPRIEDADES DE Curatella americana L. (Lixeira)

O cerrado, a segunda maior formacgdo vegetal do Brasil, apresenta grande
diversidade fisionémica e floristica em seus dominios. As variagcdes fisiondmicas do
cerrado produzem um gradiente, em densidade e altura, definido por formacOes
campestres a florestais (COUTINHO, 1978).

A familia Dilleniaceae possui 12 géneros e cerca de 310 espécies,
compreendendo arvores, arbustos, subarbustos eretos ou escandentes, lianas lenhosas,
raramente ervas (AYMARD, 1998). No Brasil estd representada por cinco géneros e
cerca de 40 espécies e 0 género Curatella Linn, com apenas um representante, Curatella
americana L.

A Curatella americana L. (Dilleniaceae) € uma planta caracteristica do Cerrado
(LORENZI, 1992) e, assim como grande parte das plantas desse bioma, por questdes
bidticas ou abidticas, possui folhas coreaceas e diversas estruturas de defesa
(FERNANDES, 1998). Além dessas, uma das caracteristicas mais marcantes é sua folha
aspera ao tato, que a proporcionou 0 nome popular de “lixeira” (SILVA-JUNIOR,
2005). Segundo Turner (1994), esta caracteristica em vegetais estd relacionada com a
conservacdo de agua; com a conservacdo de nutrientes ou com a defesa contra
herbivoros.

A Curatella americana L. é conhecida popularmente como lixeira, sambaiba,
cajueiro-bravo, caimbé, folha-de-lixa, cambarba e marajoara. Segundo a Tabela 1 a
planta apresenta porte de arvore, tipica do cerrado, atinge cerca de 6 a 10 metros de
altura (Figura 12). O tronco possui uma casca grossa acinzentada que se desprega em
placas, (Figura 13).
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Tabela 1: Partes da planta Curatella americana L.

Figura 14: Folhas &speras

Figura 15: Ramo florido

Fonte: rede sementes do cerrado

As folhas sdo ovaladas, atingem até 26 cm de comprimento, sdo suavemente
torcidas, quebradicas, de cor verde e superficie muito aspera Figura 14. Antigamente,
foram muito utilizadas para "arear" panelas em funcdo da elevada quantidade de silica
presente na superficie aspera.

As inflorescéncias sdo curtas, contendo de 10 a 20 flores pequenas (5 mm) de
cor amarelo-palido Figural5. Os frutos abrem espontaneamente expondo 3 a 5 sementes
castanhas cobertas por uma estrutura carnosa de cor branca que contrasta com a

coloracgéo interna do fruto que é avermelhada (LORENZI, 1990). Floresce de junho a
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outubro e frutifica de julho a dezembro, estando os frutos maduros principalmente em
outubro e novembro.

Suas caracteristicas morfoldgicas a tornam adequada para uso em paisagismo e
quando esta em floracdo atrai grande quantidade de abelhas.
Apresenta usos: madeireiro; medicinal; melifero; ornamental; tanifero (ALMEIDA et
al., 1998).

2 - OBJETIVOS

Visando a caracterizacdo fitoquimica e a avaliacdo alelopética do extrato em
diclorometano de folhas de Curatella americana L., os objetivos deste trabalho foram:

1. Comprovar a atividade alelopética do extrato em diclorometano mediante a avaliacao
do seu efeito inibitério na germinacdo de sementes e desenvolvimento de raiz e parte

aérea (caule) de Panicum maximum Jacg. (capim colonido).

2. ldentificar qualitativamente os metabolitos secundarios presentes no extrato através

de ensaios quimicos e por meio de cromatografia de camada delgada.
3 - Identificar os compostos quimicos volateis, presentes no extrato em diclorometano

responsaveis pelo comportamento inibitério através de cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas.
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3 - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

e Moinho de facas rotativas;

e Estufa para Esterilizacdo e Secagem Gehaka G4023D;

e Compressor Aspirador Fanem 089-cal, 550W;

e Evaporador rotativo Buchi — Waterbath B-480;

¢ Balanca analitica eletronica Gehaka BG 200;

e Papel de Filtro Qualitativo 12,5cm;

e Funil de placa porosa fina 10 a 16;

e Erlenmeyer de 500 mL;

e BalGes Volumétricos de 50 mL,;

e Béquer de vidro de 100 mL;

e Placa de Petri;

e Espéatulas metélicas e plésticas;

e Tubos de ensaio de vidro;

e Agitador de tubos (marca: Phoenix AP56);

e Caixas gerbox (dimensdes: 11x 11 cm);

e Camara Germinadora Novatecnica NT708;

e Sementes de Panicum maximum fornecidas pelo Laboratério de Solos -
Agronomia UFU;

e Placas de silica gel para cromatografia em camada delgada;

o Luz UV 4nm € luz UV 365 nm;

e Reagentes para Testes Fitoquimicos (reagente de Mayer, Wagner, Dragendorff,
Baljet, Kedde, Raymond-Marthoud, Liebermann-Burchard, Salkowski e
Citrobdrico Borntrager);

e Reagentes (AcOEt, &cido formico, AcOH, agua destilada, NH4OH 10%, MeOH,
tolueno, dietilamina, CH,Cl,, solucdo etandlica de AICI; 5%, éter, KOH 5% em
etanol, butanol, vanilina em etanol 10%, hexano, solucdo etandlica de cloreto
férrico a 2% e KOH 10% em etanol);

e Equipamento CG/EM-QP2010 - Cromatégrafo a Gas acoplado ao
Espectrémetro de Massas.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - COLETA DO MATERIAL

Folhas de Curatella americana L. foram coletadas de uma propriedade rural no
municipio de Uberlandia-MG. Estas foram selecionadas e em seguida, lavadas apenas
com &gua. Apos a lavagem, as folhas foram colocadas em estufa para secar, a
temperatura da estufa ndo ultrapassou 40°C, a fim de evitar a degradacdo de
substancias.

O material seco foi triturado em um moinho de facas e peneirado (malha de 0,5
mm aproximadamente) até obtencdo de um p6 homogéneo. O pé obtido foi utilizado

imediatamente para a preparacdo do extrato em diclorometano.

4.2 - OBTENCAO DO EXTRATO

Para obtencdo do extrato foram usadas 474,629 do p6 homogéneo obtido imerso
em 2,0 litros de diclorometano, por um periodo de agitacdo a cada 12 horas, durante sete
dias. Apds o periodo de agitagdo, a mistura foi filtrada em funil de placa porosa fina a
pressdo reduzida, posteriormente concentrado e transferido para uma placa de Petri. O
extrato obtido ficou conservado em geladeira a 5°C até a finalizacdo dos testes.

Calculou-se o rendimento do extrato.

4.3 - PREPARO DAS SOLUCOES

4.3.1 — ENSAIOS DE GERMINACAO EM CAIXAS GERBOX E EM CASA DE
VEGETACAO

Deste extrato foram preparadas 50 mL de solu¢bes aquosas de cada concentracao:
zero (controle), 50, 100, 150, 200 e 250 ppm.

Primeiramente, pesou-se a quantidade necessaria de extrato para cada solucdo e
acrescentaram-se duas gotas de dimetilformamida para sua dissolu¢do. Esta mesma
quantidade do solvente foi acrescentada ao controle. Em seguida, completou-se o

volume do baldo volumétrico de 50 mL com &gua bidestilada e deionizada. Estas
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solugdes foram utilizadas para ensaios de germinacdo em caixas gerbox (dimensdes
11x11cm).
As solugbes aquosas de concentragdes zero (controle), 100, 200 e 400 ppm foram

utilizadas em casa de vegetacéo.

432 - REAGENTES PARA IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS
SECUNDARIOS. (Apéndice 1)

4.4 — ENSAIOS DE GERMINACAO EM CAIXAS GERBOX

Primeiramente, foi realizada a quebra de dorméncia das sementes de Panicum
maximum Jacg. com 4&cido sulfurico, durante 5 minutos. Em seguida foram pré-
selecionadas e esterilizadas durante 2 minutos com hipoclorito de sédio, em uma
solucdo de 10%. As caixas gerbox (dimensdo 11x11lcm) também foram previamente
esterilizadas.

Cada caixa gerbox foi constituida de um papel de filtro, 20 sementes enfileiradas
e 10,0 mL de solugdo para cada concentragdo. Para a verificacdo da atividade
alelopética foram utilizadas, por triplicata, concentraces de: zero (controle), 50, 100,
150, 200 e 250 ppm do extrato. Além de 2 gotas de dimetilformamida em cada solucao
inclusive o controle.

As caixas foram transferidas para um germinador onde permaneceram por sete
dias, a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 10 horas. Durante este periodo ndo foi

necessario irriga-las, pois ndo houve o ressecamento do papel de filtro.

4.5 — ENSAIOS EM CASA DE VEGETACAO

Os bioensaios feitos em condi¢cdes de casa de vegetacdo tiveram 0 mesmo
periodo de germinacdo, com temperatura minima de 20°C e mé&xima de 30°C, usando
solugdes obtidas a partir do extrato bruto em diclorometano de folhas de Curatella
americana L.

Em recipientes plésticos de 300,0 mL contendo uma mistura de solo e areia na

proporcdo 1:1 foram cultivadas sementes de Panicum maximum Jacg. Este substrato foi
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autoclavado por 1 hora a 120°C. Em cada caixa foram colocadas 40 sementes de
Panicum maximum Jacq.

Dez dias apds a semeadura, foram retirados os espécimes com tamanhos
diferentes para se manter em padrdo regular. No 18° dia ap0s a semeadura foram
adicionados em triplicata, 10,0 mL de cada solucdo, nas concentracdes: zero (controle),
100, 200 e 400 ppm em cada recipiente.

No 25° dia (uma semana apés a aplicacdo dos extratos), as espécies foram
retiradas, com cuidado e efetuadas as mediadas da raiz, do caule e da parte aérea da

espécie alvo para quantificacdo dos resultados.

4.6 - CLASSIFICACAO QUALITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios foram classificados pelo reconhecimento de grupos
funcionais, usando diferentes reativos (os grupos funcionais foram caracterizados de

acordo com os procedimentos descritos por Ugaz, 1994):

a) Alcaldides

Levou-se a secura 30,0 mL de extrato em diclorometano da planta, adicionaram-se 5,00
mL de HCI (10%) e esquentou-se por 10 minutos. Esfriou-se, filtrou-se, dividiu-se o
filtrado em trés tubos de ensaios e colocaram-se algumas gotas dos reativos de
reconhecimento: Dragendorff, Mayer e Wagner. Uma leve turbidez ou precipitado
(respectivamente roxo a laranja, branco a creme e marrom) evidencia a possivel

presenca dos mesmos.

b) Glucosideos Cardiotdnicos

A 10,0 mL de extrato em diclorometano da planta adicionaram-se 5,0 mL de
solucdo de acetato de chumbo a 10% e 4,0 mL de &gua destilada. Esquentou-se a
mistura em banho-maria durante 10 minutos. Filtrou-se. O filtrado foi adicionado em
20,0 ml de cloroformio e agitado. Separou-se a fase cloroférmica em 6 tubos de ensaio,

levando a secura. Adicionou-se:
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- Ao primeiro tubo, 1,0 mL de Reativo de Baljet. Coloragéo roxa, laranja-roxeada ou

violeta sdo glucosideos cardiotonicos.

- Ao segundo, 1,0 mL de Reativo de Kedde. Coloracdo rosa ou azul-violeta ao visivel
indica cardenolidos. Os bufadienolidos ndo reagem. A cor se atenua em poucos
minutos.

- Ao terceiro, 1,0 mL de Reativo de Raymond-Marthoud. Coloragdo roxa, laranja-

roxeada ou violeta indicam a presenca de anéis lactonicos dos cardenolidos.

- No quarto, realizou-se a reacdo de Keller-Kiliani (&cido acético glacial, uma gota de
cloreto férrico a 5% em metanol e &cido sulfarico concentrado). Coloragdes intensas.

- No quinto, realizou-se a reacdo de Liebermann-Burchard cerca de 1,0 mg da amostra/
algumas gotas de acido acético + 3,0 mL anidrido acético/ &cido sulfurico (50:1, v/v).

Coloracéo verde, azul esverdeado, roxo a azul.

- No sexto, realizou-se a reacao de Salkowski para a determinacdo de nucleo esteroidal.

Coloragéo: amarelo-roxo sangue.
¢) Cumarinas volateis

Em um tubo de ensaio colocou-se 2,0 mL de extrato em diclorometano da
planta, tampou-se com papel de filtro impregnado com solugdo diluida de NaOH e
levou-se a banho de agua a 100° C por alguns minutos. Removeu-se o papel de filtro e
examinou-se sob luz UV, fluorescéncia amarela indicaria a presenca de cumarinas.
d) Flavonoides

Colocou-se em um tubo, 2,0 mL do extrato em diclorometano, alguns

fragmentos de Mg e agregou-se, pelas paredes do tubo, algumas gotas de HCI diluido.

Observou-se a coloragéo, que varia para as diferentes estruturas.
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e) Taninos

Evaporaram-se 5,0 mL do extrato em diclorometano e dissolveu-se o residuo em
10,0 mL de agua destilada. Filtrou-se. A 3,0 mL do extrato aquoso, adicionou-se 1 ou 2
gotas de solucdo de cloreto ferrico a 10%. Coloracdo azul indica possivel presenca de

taninos hidrolisaveis, e coloracdo verde de taninos condensados.

) Saponinas

Evaporaram-se 5,0 mL do extrato em diclorometano e colocou-se agua fervendo.
Esfriou-se, agitou vigorosamente e deixou em repouso de 15 a 20 minutos. Classifica-se

a presenca de saponinas pela formacao de espumas.

g) Triterpenos e/ou esterdides

Levou-se a secura 10,0 mL do extrato em diclorometano da planta, adicionaram-
se 10,0 mL de cloroférmio, filtrou-se, dividiu-se o filtrado em duas porcdes. Em cada

tubo realizaram-se as reacdes de Liebermann-Burchard e Salkowski.

h) Derivados antracénicos livres: quinonas

Colocou-se em um tubo de ensaio cerca de 0,20 g do extrato em diclorometano e
adicionaram-se 5,0 mL de cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15
minutos. Recolheu-se a fase cloroférmica e dividiu-a em dois tubos de ensaio.

No primeiro tubo, colocou-se 1,0 mL de solucdo aquosa de NaOH a 5%.
Coloracdo roxa em fase aquosa indica a presenca de antraquinonas (Reacdo de
Borntraeger).

No segundo tubo, adicionou-se 1,0 mL de solucdo de acetato de magnésio a 5 %

em metanol. Coloragéo roxa indica a presenca de antraquinonas livres.
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4.7 - CLASSIFICACAO DOS METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA DE
CAMADA DELGADA (CCD)

Descricao dos testes realizados na prospeccao fitoquimica de folhas de Curatella
americana L. (WAGNER, 1984).

a) Flavondides

Para identificacdo de flavondides presentes, 1g de Curatella americana L. foi
extraido por aquecimento em banho-maria durante 15 minutos com 5,0 ml de MeOH. O
filtrado obtido foi entdo analisado por ccd.

Aplicou-se os filtrados em placas de silica gel, procedendo-se a eluicdo com
ACOET/ éacido foérmico/ AcOH / &gua (100,0 mL:11,0 mL:11,0 mL:26,0 mL),
misturando-se primeiro AcOEt / &cido férmico / AcOH (a agua foi adicionada em
seguida, devagar e com agitagdo vigorosa).

Segundo Wagner, 1984, a revelacdo sob luz UVs4 nm, 0s flavondides aparecem
como manchas azuis escuras em fundo amarelo e, sob luz UV 345 nm, dependendo do tipo
de estrutura do flavondide, apresentam fluorescéncias amarelas, azuis ou verdes. Em
solucdo etandlica de AICI 5% os flavonoides aparecem como manchas de fluorescéncia

amarela e/ou esverdeada.

b) Alcaldides

Na identificacdo de alcaldides presentes, 1g de Curatella americana L. foi
misturado com 1 ml de solucdo de NH,OH 10% e, entdo, extraido por 15 min. a 60°C
com 5,0 ml de MeOH. O filtrado foi entdo usado para cromatografia em camada
delgada, aplicado em placas de silica gel, eluidas com tolueno/ AcOEt/ dietilamina
(70,0 mL: 20,0mL: 10,0 mL).

Segundo Wagner (1984), muitos alcaléides mostram fluorescéncia sob luz UV
254 nm € SOb luz UV 365 nm, alguns apresentando fluorescéncia azul e/ou amarela. Em
solucéo de Dragendorff apresentam manchas alaranjado-marrons.

¢) Cumarinas

29



Para detectar a presenca de cumarinas, 1g de Curatella americana L. foi
extraido sob aquecimento e refluxo, por 15 min., com 10,0 mL de CHCl,. O filtrado foi
entdo evaporado até a secura e o residuo dissolvido em 1,0 mL de tolueno.

A solucdo obtida foi aplicada em placas de silica gel com:

1°) Tolueno: éter(1:1) saturado com AcOH 10% ag.

Obs: a mistura (50,0 mL + 50,0 mL) dos solventes foi colocada com 50,0 mL AcOH

10% em um funil de separacdo e posteriormente decantada.

2°) AcOEt(para confirmagéo)

De acordo com Wagner (1984), revelando-se sob luz UVs4 nm todas as
cumarinas mostram fluorescéncia distinta. Sob luz UV 365 nm todas as cumarinas simples
mostram fluorescéncia intensa azul/verde. Em presenca de KOH 5% em etanol, intensa

fluorescéncia azul/marrom sol luz UV3g5 nm.

d) Saponinas

Para detectar presenca de saponinas, cerca de 1,0 g de Curatella americana L.
foi extraido separadamente por aquecimento em banho-maria, por 15 min. Com 5,0 mL
de MeOH. O filtrado foi reduzido até 1,0 mL e misturados com 0,5 mL de H,0O e, entdo,
extraido com 3,0 mL de butanol. A fase butandlica obtida foi, entdo, aplicada em placas
de silica gel 60, utilizando como eluentes: CHCIl3/MeOH/H,0 (64,0 mL:50,0 mL:10,0
mL).

Revelando-se com solugéo de vanilina em etanol 10%, saponinas mostram o
aparecimento de manchas azuis, violetas azuis e algumas vezes amarelas no visivel
(WAGNER, 1984).
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e) Polifendis e taninos

Utilizando-se aproximadamente 1,0 g de Curatella americana L. foi extraido por
aquecimento em banho-maria, por 15 min., com 5,0 mL de MeOH. O filtrado obtido foi
aplicado em placas de silica gel 60, eluindo-se com hexano/ AcOEt (1:1), tolueno/
butanol/ AcOH/ H20 (50,0 mL: 25,0 mL: 25,0 mL: 5,0 mL).

A revelagdo foi efetuada com solucdo etandlica de cloreto férrico a 2%
(WAGNER, 1984).

Polifenois: apresentam manchas de coloracdo diversas (castanho-avermelhadas,
violetas, verdes, azuis).

Taninos: as manchas apresentam coloragdo negro-azulada ou esverdeada.

f) Agliconas antraquinénicas

Ap0s extracdo de cerca de 1,0 g de Curatella americana L., por aguecimento em
banho-maria, durante 15 minutos com 5,0 mL de MeOH, o extrato foi aplicado em
placas de silica gel, procedendo-se a eluicdo com AcOEt/ MeOH/ H,0O (100,0 mL: 17,0
mL: 13,0 mL).

A revelagdo sob luz UVyss nm, todos os derivados de antraquinonas mostram
fluorescéncia, enquanto que, sob luz UVzgs nm, todos os derivados ddo fluorescéncia
amarelo/ vermelho/ marrom.

Apos tratamento com reagente de Borntrager (KOH etandlico 10%) aparecem
manchas vermelhas no visivel e fluorescéncia vermelha sob luz UV3es nm, de
antraquinonas ou manchas amarelas no visivel e fluorescéncia amarela sob luz UV g5 nm,
de antronas e antrandis (WAGNER, 1984).

g) Triterpenos/ esterdides

Para se evidenciar a presenca de esterdides e triterpenos, cerca de 2g de
Curatella americana L. foram extraidos com 20,0 ml de CHCI3/ AcOH (99,0 mL;1,0
mL) em banho-maria por 15 minutos. Os filtrados obtidos foram aplicados em placas de
silica gel 60 usando como eluentes: hexano/ AcOEt (1:1).

No caso de reagdo positiva observa-se uma sucessao de cores, de roseo ao azul e
verde. Revelador: Lieberman-Burchard (WAGNER, 1984).
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48 — CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG/EM)

Em parceria com a Universidade Federal de Ouro Preto, utilizando um aparelho
modelo GCMS-QP2010 da marca Shimadzu, com uma coluna capilar RTX-5MS
(RESTEK) de 30 m, 0,25 mm de d.i. ¢ 0,25 um de filme, foi feita a cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas. O programa de temperatura foi de 60- 240°C (3°C
min™), 240°C (10 min). A energia de impacto foi de 70 eV e foram captados os
fragmentos de 40 a 650 m/z. Foi injetado um microlitro de amostra dissolvido em
diclorometano. A identificacdo dos compostos foi feita por meio das bibliotecas de

espectros de massas de NIST.

32



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes de germinacdo pré e pds-emergentes bem como
prospeccdo fitoquimica para classificacdo de algumas classes relevantes quanto ao

efeito alelopatico de folhas de Curatella americana L.

5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO

Na obtengdo do extrato foram usadas 474,62 g de folhas secas de Curatella
americana L. em 2 litros de diclorometano, obtendo-se 37,49 g de extrato seco e

concentrado. O extrato apresentou um rendimento de 7,9%.

5.2 GERMINACAO EM CAIXAS GERBOX

Apbs o periodo de germinacdo, mediu-se 0 comprimento da parte aérea e das
raizes para a determinacdo da porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle.
Determinou-se também a porcentagem de sementes que germinaram para verificar se
houve inibicdo no desenvolvimento das sementes.

Conforme a Figura 16, para a germinacdo nas concentracdes 50 e 100 ppm
houve um favorecimento de 2 a 5%. Isto se deve ao fato, do extrato ter beneficiado o
desenvolvimento das sementes, nas duas concentragfes ao invés de prejudicar. Porém,
nas demais concentracdes houve apenas inibicdo, variando de 48% em 150 ppm a 100%
em 200 e 250 ppm. Verificando assim, que acima de 150 ppm houve total inibi¢éo pré-
emergente.

Para o desenvolvimento da raiz verificou-se um estimulo de 22% em apenas 50
ppm, nas demais concentracdes ocorreram inibi¢cbes de 59% em 100 ppm, 93% em 150
ppm e 100% em 200 e 250 ppm.

Com relacdo ao desenvolvimento da parte aérea observou-se inibicdo em todas
as concentracfes chegando a 100% em 200 e 250 ppm. Houve favorecimento apenas
nas concentracbes de 50 e 100 ppm. Nos parametros raiz e parte aérea ocorreram

aumento na inibicdo com o aumento da concentracéo.
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Figura 16. Efeitos da concentragdo do extrato em diclorometano das folhas de Curatella
americana L. no desenvolvimento de sementes de Panicum maximum Jacg. em caixas

gerbox.

Estudos feitos com Cenchrus echinatus (timbete) e Origanum majorana L.
(catinga de mulata) também apresentaram resultados significativos de inibicdo destas
plantas em sementes de Panicum maximum Jacq. (SANTOS, 2007)

Segundo Santos 2007, a Figura 17 apresenta os resultados obtidos da
germinacdo e desenvolvimento das sementes de Panicum maximum Jacq. em presenca
do extrato metandlico de caule de timbete. Analisando o grafico da Figura 17, observa-
se que o extrato metandlico de caule de Cenchrus echinatus (timbete), mostrou
consideravel inibicdo sobre o Panicum maximum Jacg. notavelmente com 100 ppm do
extrato, resultado um pouco melhor que o extrato das folhas da lixeira que a total
inibicdo foi a partir de 150 ppm. O aumento no crescimento da raiz e na germinagéo foi
apenas em 25 ppm com o timbete. Ja no crescimento da parte aérea, ambos 0s extratos

apenas inibiram, sem nenhum efeito benéfico.
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Figura 17: Efeitos da concentracdo do extrato metanodlico de caule de Cenchrus

echinatus no desenvolvimento de sementes de Panicum maximum Jacq.

Segundo Alves 2009, na Figura 18 encontram-se os resultados obtidos da
germinacdo e desenvolvimento das sementes de Panicum maximum Jacq. em presenca

do extrato em diclorometano do caule de Origanum majorana L.

1080%

00%

B0% -

T0%

6% -

50% 1

40%

Yo Inibicio

30% 1

20% -

10%

0% -

50 ppm 100 ppm 200 ppm

[BPars Aérea BRaz BGeminacio |

Figura 18: Ensaio de germinag&o do caule de Origanum majorana L.
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Comparando os resultados dos extratos em diclorometano do caule de Origanum
majorana L. e das folhas de Curatella americana L pode-se dizer que ambos atingiram
100% de inibicdo em 200 ppm nos parametros: raiz, parte aérea e germinacdo. No
entanto, Origanum majorana L. apresentou apenas inibicdo em todas as concentragdes,

sem nenhum efeito benéfico.

5.3 CASA DE VEGETACAO

Ap0s o periodo de semeadura e em seguida aplicagdo dos extratos, mediu-se o
comprimento da parte aérea e raiz da espécie alvo para a quantificacdo dos resultados,

conforme a Figura 19:

Figura 19: Foto do Panicum maximum Jacg. no ensaio pos-emergente realizado em casa

de vegetacéo.

Além disso, determinou-se a porcentagem de inibicdo pos-emergente como

mostra a Figura 20:
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Figura 20: Efeitos da concentracdo do extrato em diclorometano das folhas de Curatella
americana L. no desenvolvimento de sementes de Panicum maximum Jacg. em casa de

vegetacao.

Para o desenvolvimento da parte aérea houve apenas inibicao, variando de 24%
em 100 ppm, 35% em 200 ppm e chegando a 80% em 400 ppm. Na raiz a inibicéo
variou de 15% em 100 ppm, 37% em 200 ppm e 75% em 400 ppm. Com rela¢do ao
desenvolvimento do caule a inibi¢do variou de 3% em 100 ppm, 45% em 200 ppm e
chegando a 80 % em 400 ppm. Observou-se inibigdo em todas as partes da planta, ou
seja, em nenhuma concentracdo houve favorecimento na parte aérea, raiz e caule.

O extrato em diclorometano de folhas de Curatella americana L. apresentou
inibicdo das sementes de Panicum maximum Jacq. tanto no ensaio pré-emergente,

guanto no ensaio pds-emergente, conforme as Figuras 16 e 20.
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5.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA
A Tabela 2 mostra os resultados obtidos na prospeccdo fitoquimica da folha de
Curatella americana L., classificados por Cromatografia em Camada Delgada e pela

classificacdo qualitativa de metabdlitos secundarios proposta por Ugaz, 1994.

Tabela 2: Testes de prospeccao fitoquimica nas folhas de Curatella americana L

Classes de compostos Reagente Folha
organicos

Flavonoides AICl3 5% positivo
Alcaldides Dragendorff negativo
Cumarinas KOH 5% negativo
Agliconas antraquinonicas Borntrager negativo
Triterpenos Lieberman-Buchard | positivo
Esteroides Lieberman-Buchard | positivo
Saponinas Vanilina negativo
Polifenois Cloreto férrico 2% | positivo
Taninos Condensados Cloreto férrico 2% | positivo

No extrato diclorometanolico das folhas de Curatella americana L. foram
encontrados flavondides, pertencentes a classe de compostos fendélicos, que segundo
Buchanan (2001), sdo metabdlitos secundarios conhecidos por possuirem acéao
antipatdgena ou inseticida. E ha inclusive certas espécies vegetais que desenvolveram
compostos fendlicos para inibir o crescimento de outras plantas competidoras (acédo
alelopatica).

Triterpenos/esterdides foram encontrados e segundo Correia (2006), sdo
substancias que podem ser precursores de horménios em plantas, insetos e mamiferos e
inibem o desenvolvimento de outras plantas.

Também foram encontrados polifendis e taninos condensados, nas folhas de
Curatella americana L., e estes sdo conhecidos por inibicdo de crescimento e
germinacédo de sementes (BUCHANAN, 2001).
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5.5 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

O extrato em diclorometano de folhas de Curatella americana L. foi injetado no

equipamento GCMS-QP2010 e obteve-se o cromatograma como mostra a Figura 21.:
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Figura 21: Cromatograma obtido por CG/EM.
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A Tabela 3 mostra os resultados obtidos na identificacdo de compostos volateis,
usando como solvente extrator diclorometano, o extrato ativo foi analisado atraves da
técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas. Além disso,

apresenta os compostos identificados e suas respectivas estruturas.
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Tabela 3. Compostos identificados por CG/EM, com suas respectivas estruturas e

férmulas moleculares.

Férmula molecular / T.R

Estrutura / Composto

)

Pico 1 ) L :
o e e e e e i ey
CooH400 T.R: 41.467
3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol.
0
N
Pico 2 e S
Ci1sH360 T.R: 40.842
2-Hexadeciloxirano
=-.{"xl,fj;f'--rﬁmwwxm
Pico 3 R T -'ﬁ"" ..
T
ngHngg T.R:42.201 -
1-(+)-acido ascorbico2,6-dihexadecanoato
N O
Pico 4 \/\!:[
C1gH3e0; T.R:44.862 Etil-hexadecanoato
. ~C g N T e
Pico 5
C20Ha00; T.R:49.305 Etil-octadecanoato
Pico 6
CeaHi TR:57.990 Tetrapentacontano
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6. CONCLUSOES

Os resultados evidenciam a presenca de compostos quimicos com potencial
herbicida no extrato diclorometandlico de folha de Curatella americana (lixeira). Este
apresentou um elevado potencial fitotdxico, em concentracdes semelhantes a utilizadas
pelos herbicidas comerciais.

Os principais metabdlitos secundarios identificados no extrato foram
flavonoides, agliconas antraquinénicas, triperpenos, esteroides e taninos.

Os possiveis componentes responsaveis pela atividade inibitoria, presentes na
fracdo diclorometano, identificados atraveés de CG-EM, foram: 3,7,11,15-Tetrametil-2-
hexadecen-1-ol; 2-Hexadeciloxirano; 1-(+)-&cido ascérbico2,6-dihexadecanoato; Etil-
hexadecanoato; Etil-octadecanoato e Tetrapentacontano. Os demais picos ndo foram
identificados

Portanto, este estudo verificou o potencial alelopatico do extrato em

diclorometano de folhas de Curatella americana L. (lixeira) e o potencial uso desse
extrato como herbicida natural, com aplicacdo alternativa aos comerciais e com melhor

seletividade e menor impacto ambiental.
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APENDICE

I) Reagentes para Identificagdo dos metabolitos secundérios:

e Reagente de Mayer (teste para alcaldides):

Misturaram-se 1,36g de HgCl, em 60 mL de agua e 5 g de KI em 10 mL de agua
destilada. Diluiu-se para 100 mL.

¢ Reagente de Wagner (teste para alcaloides):

Dissolveram-se 1,27 g de iodo e 2 g de iodeto de potassio em 5 mL de &gua
destilada e completou-se o volume para 100 mL com agua.

¢ Reagente de Dragendorff (teste para alcal6ides):

Solucgdo A: dissolveu-se 1,7 g de nitrato de bismuto(l1l) e 20 g de acido tartarico em
80 mL de agua destilada.

Solucéo B: dissolveu-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de agua.

Reagente: misturaram-se partes iguais de A e B.

¢ Reagente de Baljet (teste para glucosideos cardioténicos):

Solugdo A: 1 g de &cido picrico em 100 mL de etanol.

Solucgdo B: 10 g de NaOH em 100 mL de &gua destilada.

Reagente: misturaram-se partes iguais de A e B.

¢ Reagente de Kedde (teste para carden6lidos):

Solucdo A: Acido 3,5- dinitrobenzoico a 3% em metanol.

Solucéo B: KOH a 5,7% em agua destilada.

Reagente: misturaram-se partes iguais de A e B.

¢ Reagente de Raymond-Marthoud (lacténicos dos cardenélidos):

Dissolveu-se 1 g de m-dinitrobenzeno em etanol, completando-se o volume a 100
mL.

¢ Reagente de Liebermann-Burchard (teste para glucosideos cardioténicos):
Misturaram-se 10 mL de anidrido acético e duas gotas de &cido sulfdrico
concentrado.

e Reagente de Salkowski (esterdides):

Acido sulfarico concentrado.

e Reagente citrobdrico:
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Dissolveram-se 5 g de &cido bérico e 5 g de &cido citrico em etanol e completou-se
0 volume da solucéo a 100 mL.

e Solucéo de cloreto férrico:

Preparou-se uma solugdo 10% de cloreto férrico em &gua destilada.

e Gelatina:

Preparou-se uma solucéo 1% de gelatina Merck em agua destilada.

e Gelatina-sal:

Dissolveram-se 1 g de gelatina Merck e 10 g de cloreto de sédio em &gua destilada
completando-se o volume da solucdo a 100 mL.

e Solucéo salina:

Dissolveu-se 10% de cloreto de sodio em agua destilada.

e Reagente de Borntréager (teste para antraquinonas):

Preparou-se uma solucdo de NaOH a 5% em agua destilada.

I1) Espectros e suas respectivas estruturas:
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Férmula: C38H6808
Mome: 1-(H)-acido ascérbico2,b-dihexadecanoats
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Férmula: C18H3602
Motne: Bil-hexadecanocato
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Férmula: C20H4DOZ
Mome: Etil octadecancato
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Férmula C54H110

WNome: Tetrapentac ontans
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