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RESUMO GERAL

AMORIM, Ana Carolina Lourengo. Caracterizacio quimica da Copaifera
Langsdorffi Desfon e avaliagio de sua atividade fungitéxica. LAVRAS:
UFLA, 2003. 94p. (Dissertagio — Mestrado em Agronomla/ Agroquimica e

Agrobioquimica)”

Caracterizaram-se, inicialmente, os compostos quimicos presentes nos
extratos foliares da Copaifera Langsdorffi Desfon, por meio de uma prospecgio
fitoquimica preliminar dos constituintes quimicos, seguida de cromatografia
liquida de coluna e cromatografia de camada delgada. A elucidagZo estrutural foi
realizada em 6 amostras, denominadas Ay, By, En, Gy e hy, do extrato hexanico
e Dy do metandlico, por meio da espectrometria do infravermetho e da
Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio. A partir dos espectros,
observou-se que as amostras Ay e By sdo a mesma substincia, provavelmente
um terpeno de cadeia carbdnica curta; as amostras Ey, € Gu apresentaram
espectros semelhantes e as amostras h, e Dy, apresentaram caracteristicas de um
éster. A obtengdo do oleo essencial foi realizada por meio do aparelho de
Clevenger modificado, utilizando-se a técnica de arraste de vapor de agua, sendo
caracterizado por meio de IV e CG/EM. Os resultados obtidos determinaram a
presenga de: limoneno, B-sesquiciclogeraniol, espatulenol, B-selineno, ledeno,
(+) aromadendreno, epiglobulol, torreyol, a-copaeno, t-muurolol e
metilfamasato. O rendimento da extragfio, utilizando-se 15 e 20 gramas de
folhas frescas e secas em estufa a 40 °C, apresentou melhor resultado quando
utilizaram-se folhas frescas. Avaliou-se a fungitoxicidade dos extratos hexanico
e metandlico da Copaifera langsdorffi Desf. por meio de ensaios biologicos,
contra os fitopatdgenos Colletotrichum gloeosporioides, repicado em meio de
cultura BDA e Bipolaris sorokiniana, repicado em PCA. Ambos foram
mcubados em cdmara de germinacdo com controle de temperatura e luz.
Empregaram-se cinco tratamentos (0/100/200/400/800 ppm), realizando-se trés
repeticdes e avaliando-se 4 raios, medidos em centimetros, a partir do micélio
central. Os valores aferidos foram aplicados a formula do indice de Crescimento
Micelial (ICM) para as analises estatisticas. Observou-se que o extrato
metandlico apresenton uma tendéncia de redugd@o de 32%, contra o B.
sorokiniana, ao passo que o hexinico foi eficaz para ambos os fitopatdgenos,
apresentando uma tendéncia de redugao de 49% para o B. sorokiniana e de 18%
para o C. gloeosporioides.

* Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora),
PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Co-orientador), Dr. Paunlo Estevio de
Souza - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT GERAL

AMORIM, Ana Carolina Lourengo. Chemical characterization of Copaifera
Langsdorffi Desfon and evaluation of it's fungitoxic activity. LAVRAS:
UFLA, 2003. 94p. (Dissertation — Master degree in Agronomy/ Agrochemistry
and Agrobiochemistry)®

The characterization of the chemical compounds present in the extracts
of the leaves of Copaifera Langsdorffi Desfon, began with the preliminary
phytochemical prospection of the chemical constituents, followed by column
liquid chromatography and thin layer chromatography. The structural
elucidation was performed by infrared and hydrogen nuclear magnetic resonance
spectroscopy with six samples, denominated Ay, By, En, Gy and h,, from the
hexane extract and Dy from the methanolic extract. Based on the spectra, it was
concluded that fractions Ay and By were composed of the same substance,
probably a short chain terpene; samples Ey and Gy presented similar spectra and
the spectra of h; and Dy were both characteristic of esters. The essential oil was
obtained by steam distillation with a modified Clevenger apparatus and was
characterized by infrared spectroscopy and GC/MS analysis. The results
demonstrated the presence of limonene, B-sesquicyclogeraniol, epatulenol, B-
selinene, ledene, (+)-aromadendreno, epiglobulol, torreyol, a-copaene, t-
muurolol e methyl famasate. The yield obtained from the extraction of 15-20
grams of fresh leaves was higher than that obtained from leaves dried in na oven
at 40 °C. The fungitoxicity of hexane and methanol extracts of Copaifera
langsdorffi Desf. were evaluated by biological tests against the phytopathogens
Colletotrichum  gloeosporioides, transplanted in BDA, and Bipolaris
sorokiniana, in PCA. Both was incubated in a germination chamber with control
of light and temperature. Five treatments (0/100/200/400/800 ppm) were used
with three repetitions of each, and four mutually perpendicular radii, were
measured in centimeters from the center micell. The formula for the Micelial
Growth Index (MGI) was applied to the values obtained for statistical analyses.
A 32% reduction in the growth of B. sorokiniana was observed in the presence
of the methanol extract, while the hexane extract was effective against both of
the phytopathogens, resulting in a 49% reduction 'in the growth of B.
sorokiniana and an 18% reduction in the growth of C. gloeospoioides.

* Guidance Committee: Dra. Maria das Gracas Cardoso (Adviser), PhD. José
Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Co-Adviser), Dr. Paulo Estevio de Souza -
UFLA (Co-Adviser).



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A contribuigio das plantas para a Medicina e Quimica advém desde o
inicio da existéncia humana. Antigas civilizagdes, em diversos paises, como na
China e India, utilizavam e ainda hoje usufruem terapeuticamente dos vegetais,
pesquisam suas virtudes medicinais, subsistindo durante milénios os
conhecimentos adquiridos transmitidos por meio de geragdes.

Apo6s uma era na qual a utilizagdo das plantas x‘fxedicinais era puramente
empirica, utilizando-se métodos de observagio da utilizagdo das espécies
vegetais pelos animais e tentativas, no século XIX ocorren a primeira
caracterizag3o de principios ativos obtidos por meio de plantas.

A partir da Segunda Grande Guerra, houv:e a chamada era dos
antibiéticos, que destituiram os fitoterapicos (medicamentos de origem vegetal
com agdo terapéutica) de credibilidade. Atualmente, como grande parte da
populagio mundial é carente de elementos basicos para a sobrevivéncia, tais
como medicamentos, toma-se de suma importincia para os paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento adotarem politicas voltadas para os
menos favorecidos. Dentre essas, pode-se citar o incentivo para a pesquisa € 0
comércio dos fitoterapicos, visto apresentarem custos inferiores, facil aceitagdo e
acesso. |

Em razio da falta de uma fiscalizagdo voltada inteiramente para as
industrias farmacéuticas, infelizmente, na maioria dos casos, a fitoterapia em
nosso Pais esta fundamentada na utilizagdo popular, sem nenhuma comprovagio
clinica ou pré-clinica. Atualmente, bioensaios de sui:sﬁncias obtidas pelo
fracionamento de extratos de plantas medicinais ligados a técnicas de separagdo
cromatografica de metaboélitos secundarios sdo mhzados com o intuito de isolar
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¢ identificar as estruturas quimicas das moléculas com atividade biolégica por
meio de técnicas modemas de cromatografia e espectrometria. Esses ensaios,
realizados em laboratorios de fitoquimica e bioquimica, podem envolver a
confirmagio da bioatividade dos metabdlitos com agdo amtibacteriana,
antifingica, antimitética, inseticida, larvicida e moluscocida.

Entre inimeros vegetais nativos com a¢do medicinal e que apresentam
substancias quimicas biologicamente ativas, estd o género Copaifera,
compreendendo diversas espécies produtoras de um oleo-resina extraido do
tronco dessas arvores. Dentre varias espécies, destaca-se a Copaifera langsdorffi
Desf., encontrada em todo o territorio brasileiro, ocorrendo principalmente na
regido do cerrado brasileiro, sendo conhecida como angico-vermelho, ou
copaiba-vermelha. Assim, objetivou-se com este trabalho identificar e
caracterizar quimicamente 0s compostos presentes nos extratos e no dleo
essencial extraido de suas folhas, além de verificar a atividade fungitoxica a

partir desses em Colletotrichum gloesporioides e Bipolaris sorokiniana.



CAPITULO 2

CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL E
DOS EXTRATOS HEXANICO E METANOLICO DAS
FOLHAS DA Copaifera langsdorffi Desfon

RESUMO

AMORIM, Ana Carolina Lourengo. Caracterizagfio quimica do éleo essencial
e dos extratos hexinico e metanélico das folhas da Copaifera Langsdorffi
Desfon, LAVRAS: UFLA, 2003. 94p. (Dissertacdo - Mestrado em Agronomia/

v .

Agroquimica e Agrobioquimica)’

A caracterizagio dos compostos quimicos presentes nas folhas de
Copaifera Langsdorffi Desfon. foi realizada inicialmente pela identificacdio das
classes de metabdlitos secundarios, por meio de uma prospecgdo fitoquimica
preliminar dos constituintes quimicos e posteriormente, utilizando a
cromatografia liquida de coluna seguida de cromatografia de camada delgada.
Para a caracterizagio dos compostos quimicos utilizaram-se os extratos hexanico
e metandlico devido o maior rendimento obtido na extragdo. A elucidagdo
estrutural foi realizada em 6 amostras, denominadas Ay, By, Ey, Gy e hy do
extrato hexénico e Dy do metandlico, por meio da espectrometria do
infravermetho e da Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio. A partir dos
espectros observou-se que as amostras Ay e By sio a mesma substincia,
provavelmente um terpeno de cadeia carbdnica curta; a amostra Ep, ¢ Gu
apresentaram espectros semelhantes e as amostras h; e Dy, apresentarem
caracteristicas de um éster. A obten¢do do dleo essencial foi realizada por meio
do aparelho de Clevenger modificado, utilizando-se a técnica de arraste de vapor
de agua, sendo caracterizado por meio de IV e CG/EM. Pelos resultados obtidos,
determinou-se a presenga de limoneno, P-sesquiciclogeraniol, espatulenol, B-
selineno, ledeno, (+) aromadendreno, epiglobulol, torreyol, a-copaeno, t-

* Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora),
PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Co-orientador), Dr. Paulo Estevio de
Souza — UFLA (Co-orientador). ‘



muurolol e metilfarnasato. O rendimento da extragdo, utilizando-se 15 e 20
gramas de folhas frescas e secas em estufa a 40 °C, apresentou melhor resultado
quando utilizaram-se folhas frescas.



ABSTRACT

AMORIM, Ana Carolina Lourengo. Chemical characterization of essential oil
and hexanic and metanolic extracts of Copaifera Langsdorffi Desfon leaves.
LAVRAS: UFLA, 2003, 94p. (Dissertation - Master degree in

Agronomy/Agrochemistry and Agrobiochemistry) *

The characterization of the chemical compounds present in the leaves of
Copaifera Langsdorffi Desfon, began with the identification of the classes of
secondary metabolites by preliminary phytochemical prospection of the
chemical constituents, followed by column liquid chromatography and thin layer
chromatography. The hexane and methanol extracts were used for the
characterization of the compounds because of the higher yield in the extraction.
The structural elucidation was perfonned by infrared and hydrogen nuclear
magnetic resonance spectroscopy with six samples, denominated Ay, By, Ex, Gu
and h,, from the hexane extract and Dy, from the methanohc extract. Based on
the spectra, it was concluded that fractions Ay and By were composed of the
same substance, probably a short chain terpene; samples Ey and Gy presented
similar spectra and the spectra of h; and Dy, were both characteristic of esters.
The essential oil was obtained by steam distillation with a modified Clevenger
apparatus and was characterized by infrared spectroscopy and GC/MS analysis.
The results demonstrated the presence of limonene, B-sesquicyclogeraniol,
epatulenol, B-selinene, ledene, (+)-aromadendreno, epiglobulol, torreyol, «-
copaene, t-muurolol e methyl ﬁmasate The yield obtained from the extraction
of 15-20 grams of fresh leaves was higher than that obtamed from leaves dried
in na oven at 40 °C.

* Guidance Committee: Dra. Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Major
Professor), PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Co-Adviser), Dr. Paulo
Esteviio de Souza — UFLA. (Co-Adviser). ‘



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1  Fitoquimica: historia e atualidade

Desde a pré-histéria o homem procurou aproveitar os principios ativos
existentes nos vegetais, embora de modo totalmente empirico ou intuitivo,
baseado em descobertas ao acaso. Isso pode ainda ser observado entre os povos
primitivos isolados, como algumas tribos indigenas da América do Sul (Van
Den Berg, 1987). E admiravel que variadas civilizagdes em todos os continentes
tenham desenvolvido a pesquisa das virtudes terapéuticas das plantas, e que esse
conjunto de conhecimentos tenha subsistido durante milénios, aprofundando e
diversificando-se, sem nunca cair totalmente no esquecimento.

Os antigos egipcios desenvolveram a cura de enfermidades com a
utilizagio de plantas, inclusive espécies aromiticas, cujos efeitos bem
conheciam, como a papoula (sonifera), a babosa, o 6leo de ricino (catartico’) e
outros. Em muitos papiros descobertos por pesquisadores, foram encontrados
receituarios médicos que constavam plantas misturadas com outras substincias
(Matos, 1987).

Segundo Mors (1982), assim como no Egito, também na Babilénia a
medicina combinava o poder curativo (ou supostamente curativo) de
determinadas substancias e de certas espécies vegetais para serem utilizadas em
rituais religiosos, fendmeno ainda presente em vérias seitas e cultos.

Apés uma era em que a utilizagdo das plantas medicinais era puramente
empirica, através de métodos de observagio da utilizagdo das espécies vegetais
pelos animais e tentativas, somente no século XIX ocorreu a primeira
caracterizacdo dos principios ativos obtidos por meio de plantas, a quinina
(Figura 01), resultando no desenvolvimento de um novo ramo da quimica, que

'medicamentos que provocam efeito purgativo mais acentuado.



tem como objetivo o conhecimento dos constituintes quimicos dos vegetais, sua
caracterizagdo mediante de ensaios preliminares, identificagdo desses com
determinada atividade biologica a partir de técnicas de cromatografia e a
elucidagdo estrutural por meio de aparelhos de espectrometria.

Pouco antes do século XIX, as plantas medicinais e seus respectivos
extratos constituiam a maioria dos medicamentos, 0 que é constatado em
farmacopéias da época. Assim, esses recursos terapéuticos come¢aram a Ser
estudados e estabeleceu-se, paulatinamente, a utilizacdo de substancias ativas
isoladas denominadas “principios ativos”, resquicio da linguagem utilizada pelos
alquimistas (Schenkel, 2001).

A partir da descoberta da quinina, houve grande interesse nas espécies
nativas do novo mundo e, conseqiientemente, expedi¢bes foram realizadas com
o objetivo de pesquisar novos medicamentos. Antes da segunda guerra mundial,
uma série de produtos naturais isolados de plantas superiores tornaram-se
agentes clinicos, os quais continuam sendo uuhzadc])s até os nossos dias.
(Hostettmarn, 1991; Phillipson, 2000). |

A substituicio da utilizagio dos extratos brutos das espécies medicinais
pelas substincias isoladas impuseram-se pelas inimeras vantagens, como maior
eficicia, seguran¢a e qualidade dos medicamentos. Nz{ mesma época em que
houve a caracterizagio das primeiras substiincias a partir de plantas, a quimica
orginica foi impulsionada. A idéia de que compostos orgénicos nio poderiam
ser sintetizados foi descartada no ano de 1807, quando realizou-se a sintese da
uréia pelo quimico alemio Wohler (Schenkel, 2001). {

Pouco antes da Segunda Guerra Mundial, vérios produtos naturais foram
isolados e tomaram-se ageates clinicos, dos quais mmto§ ainda sdo aplicados,
como, por exemplo, a morfina e codeina, extraidasfi do latex da papoula;
digitoxina, um glicosideo cardioténico, obtido a partir da}lDigitaIis purpurea e a



hiosciamina, extraida das espécies da familia Solanaceae (Hostettmann &

Hamburger, 1991) (Figura 01).
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FIGURA 01: Estruturas quimicas isoladas a partir de diversas espécies vegetais.

Nos anos posteriores & guerra, novas drogas foram descobertas: a
reserpina, com agdo tranquilizante; a vincristina, extraida da Carharanthus
roseus, a qual promove a inibicdo de células cancerigenas. O impacto da
fitoquimica, com a descoberta dessas e de outras substincias, propiciou a
inevitavel inova¢do na industria farmacéutica e, conseqiientemente, promoveun o
desenvolvimento de drogas sintéticas (Phillipson, 2000). De acordo com esse



pesquisador, agentes clinicos de notavel eficiéncia emergiram de pesquisas
multidisciplinares, com a colaboragdo de farmacologistas e quimicos.

Posteriormente a década de 60, com a sintese de drogas, houve um
decréscimo no interesse da comunidade cientifica e das industrias farmacéuticas
em investir no desenvolvimento de medicamentos a partir dos vegetais. Isso
poderia estar relacionado com o lento desenvolvimento e custo oneroso para o
fracionamento e identificagdo quimica dos compostos, visto que nessa época os
aparelhos utilizados para os referidos estudos eram ainda obsoletos. Atualmente,
técnicas modemnas de separagio cromatografica, como, por exemplo,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG)
associada a métodos de identificagiio de compostos, tais §omo, espectrometria de
massas ou a ressonancia magnética nuclear, permifem obter rapidamente
informagbes sobre os constituintes quimicos de extratos vegetais ou oleos com
conseqiiente diminuigio do tempo investilo para a realizagio dos ensaios
(Schenkel, 2001).

De acordo com Matos (1987), apés a Segunda Guerra Mundial, com a
descoberta dos antibicticos e o incremento cada vez maior de remédios a base de
drogas sintéticas, houve um relativo abandono e uma certa descrenca a respeito
das drogas naturais. Com uma tendéncia ao retomo da Fitoterapia, a
Organizagio Mundial de Saiide (OMS), no final da década de setenta, por meio
de uma resolugiio. da XXXI Assembléia Gemal desse Orgio, promoveu uma
reunifio na qual recomendou-se o estudo e uso de plant?s medicinais regionais
como forma de baixar os custos dos programas de saude publica e ampliar o
namero de beneficiirios, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. Essa recomendagfio contribuiu e contribui para o crescimento
do uso e do comércio das plantas medicinais. Conseqflentemente, os orgdos
governamentais de Saide Publica apresentam uma nova e dificil obrigacdo: criar
meios para preservar a populagdo do uso de plantas ineficazes ou téxicas que



provavelmente surgirdo no mercado com o aumento da procura. E provavel,
portanto, que © consumo de plantas medicinais continue crescendo,
impulsionado pela busca de novos modelos estruturais de moléculas naturais
ativas. Entre os constituintes dos vegetais, estdo os metabdlitos secundarios, que
s30 de grande interesse da indiistria quimica e farmacéutica.

Os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais originam farmacos em
menor tempo, com custos muitas vezes inferior e, conseqiientemente, mais
acessiveis a populagdo que, em geral, encontra-se sem quaisquer condigdes
financeiras de arcar com os custos elevados da aquisi¢io de medicamentos que
possam ser utilizados como parte de atendimento das necessidades primarias de
saude. Por esses motivos, ou pela deficiéncia da rede publica de assisténcia
primaria de saide, cerca de 80% da populagio brasileira n3o tém acesso aos
medicamentos ditos essenciais (Furlam,1998).

O Brasil distingue-se por possuir um conteido inesgotivel de matéria-
prima fitoterapica devido a enorme variedade da flora nacional, porém nada se
sabe do aspecto quimico de 99% das espécies que a compdem (Gottlied & Mors,
1980). Estima-se que existam cerca de 250.000 espécies vegetais conhecidas,
mas somente 10% dessas ja foram estudadas (Corréa, 1998).

Baseado em trabalhos de Grimwald (1996), pode-se verificar o
crescimento da fitoterapia. Em 1995, o mercado mundial dos medicamentos
fitoterapicos estava avaliado em U$ 12,4 bilhdes de dolares e, atualmente, as
formulagGes herbais geram em tomo de 22 bilhes de ddlares (Yunes, 2001).

Dados de Ferreira (1998) mostraram que em 1988 entre as vinte drogas
mais vendidas no Estados Unidos, apenas sete nio derivavam diretamente de
espécies vegetais. Recentemente, Phillipson (2000) afirmou que, em 1996, seis
das vinte mais dispensadas prescrigdes médicas no mundo foram medicamentos
derivados de produtos naturais.
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A industria farmacéutica apresenta grande interesse em plantas e extratos
vegetais para a identificagdo e caracterizagdo de substancias ativas, com intuito
de desenvolver medicamentos, tanto fairmacos como adjuvantes farmacéuticos.
No Brasil, como forma de garantir a qualidade das formulagdes herbais,
estabeleceu-se uma resolugdo (RDC- Resolugdo da Diretoria Colegiada
n°17/2000) voltada especificamente para os fitoterapicos, determinando a
obrigatoriedade da realizacdo de estudos de comprovagdo da eficacia e
toxicidade dos produtos (Schenkel et al., 2001). Concomitante a resolugdo
citada, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria) é o orgdo
controlador e fiscalizador dos medicamentos, apresentando uma divisdo
direcionada especificamente para os produtos terapéuticos derivados

exclusivamente de vegetais.

1.2 O género Copaifera

As espécies vegetais pertencentes ao género Copaifera séo
representantes da familia Leguminosae e sdo encontradas principalmente na
regido Norte da América do Sul (Pinto, 2002) e Centro-Oeste do Brasil (Maciel,
2002). Sio conhecidas diversas espécies do género Copaifera distribuidas nao
apenas na América do Sul, como também na Africa Ocidental e na Malasia
(Veiga, 1997, Ferreira, 2002). Segundo esses, entre as mais conhecidas espécies
localizadas no Brasil, tém-se a C. officinalis L., C. guianensis Desf., C.
reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. convertiflora Bth., C. coriacea Mart. e
C. cearensis Huber ex Ducke e C. langsdorffi Desf., das quais a ultima apresenta
grande destaque por distribuir-se por todo territério brasileiro (Pinto, 2002).

A Copaifera langsdorffi Desf. (Figura 02), denominada também copaiba
vermelha, é uma arvore frondosa com até 13 metros de altura ou um pouco mais
(apenas 2 metros quando vegeta no campo ou no cerrado), ressaltando que na

Venezuela essa altura pode chegar a 50 metros. Apresenta casca vermelhao-
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escura com profundas fendas longitudinais, e avermelhada interiormente. Suas
folhas sdo pinatifidas, compostas de foliolos, altemos ou opostos, ovado-
lanceolados ou elipticos, obtusos, com, no maximo, 5 centimetros de
comprimento e 3 de largura, glabros. Suas flores apresentam-se brancas ou com
uma tonalidade clara de amarelo, reunidas em pequenos ramos; seus frutos sao
do tipo vagem drupacea, pedunculada ovéide, contendo uma semente recoberta

por uma capsula alaranjada denominada de arilo (Corréa, 1984; Nunes, 1988).

FIGURA 02: Aspecto geral da C. langsdorffi Desf.

As arvores “copaiba”, assim denominadas vulgarmente, sdo plantas

pertencentes ao referido género, apresentando no interior do tronco um oleo-
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resina ou balsamo (Mesquita, 1989, Pinto, 1998; Pinto, 2000, Maciel 2002). Em
todas as espécies, os canais secretores acham-se na regiio cortical dos caules,
porém dispostos de modo que se prolongam até o lenho, onde existem em
notavel abundincia, formando bolsas. Os canais de uma zona ndo tém
comunicagio com outras e, por isso, os extrativistas retiram o dleo de diversos
pontos, até o centro do caule, destruindo a arvore ou tomando-a incapaz de
produzir o 6leo durante muitos anos (Corréa, 1984). Peio fato de o processo de
manejo da extragdo do dleo-resina da copaiba ser rudimentar, podendo inutilizar
a espécie, sua utilizagio sustentavel toma-se essencial. Nesse contexto, Ferreira
(2002) estimou, em um estudo de avaliagio do pdtencial de extragio e
comercializacio do 6leo-resina da Copaifera spp., o 'seu uso racional com
geracdo de lucros.

Segundo Collyer (1991) e a Farmacopéia Brasileira (Silva, 1929), o oleo
de copaiba apresenta-se transparente, mais ou menos &enso, de cor amarelo-
parda, pouco ou nada fluorescente, de cheiro forte, aromatico e de sabor amargo.
Existem denominagdes diversas para dleo de copaiba, tais como: copahyba,
copaibarana, copaiba, copaibo, copal, maram, marimarije balsamo-dos-jesuitas
(Veiga, 1997).

O descobrimento das principais indicagdes terapéuticas do oleo ou
balsamo de copaiba deve-se aos aborigenes. No século XVI, os primeiros
colonizadores das Américas relataram a utilizacéo do balsamo pelos indios para
curar diversos ferimentos; inclusive, 2 referida espécie foi uma das primeiras a
ser descrita pelos portugueses em cartas e publicagdes escritas (Veiga, 1997).

O éleo supracitado age especificamente contra numerosas enfermidades,
tais como cicatrizante de feridas e ilceras, antitetdnico, \especialmente sobre o
umbigo de recém - nascidos, além de atuar contra catarro pulmonar, bronquites
rebeldes, dermatoses, como a psoriase, e de apresentar agdo antisséptica das vias
urinarias (Corréa, 1984; Maciel, 2002; Rao, et. al. 2002). Apesar das suas
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diversas aplicagdes terapéuticas, tem-se verificado uma escassez de estudos
farmacologicos, toxicologicos e quimicos fidedignos. Os referidos autores
descreveram que, além de sua utilizagdio medicinal, a indistria de vemizes
emprega o dleo-resina como matéria-prima. Além dessas utilizagdes, Spanevello
& Vila (1994) afirmam que os nativos da Amazonia utilizam oleo-resina como
combustivel, quando misturado com Oleo diesel, constitnindo, dessa maneira,
uma altemnativa de energia.

Na medicina popular nortista, o éleo de copaiba é utilizado de maneira
extensa, administrado topicamente scb a forma de pomadas e cremes ou in
natura. O balsamo de copaiba é facilmente encontrado em mercados, ervanarios,
drogarias e em farmicias dessa regido do Brasil (Godinho & Vasconcelos,
2002).

A respeito das pesquisas realizadas para avaliar o efeito medicinal da
copaiba, a agdo antiinflamatéria é considerada por Pinto (2002) como a mais
estudada. De acordo com esse, pesquisador, foram realizados com o dleo-resina
obtido da C. cearensis comparando-se sua ag¢io antiinflamatéria e analgésica
com substincias isoladas do éleo (4cido copalico, bisabolol e éster metilico do
acido solidago), utilizando-se como testemunha a indometacina
(antiinflamatorio). Considerando-se esses resultados, observou-se uma agdo
antiinflamatéria superior do Gleo-resina bruto em relagio aos seus produtos
isolados. Além dos referidos autores, Zanini e colaboradores (1988) pesquisaram
a agdo antiinflamatéria do oleo de copaiba em ratos, sem a identificacdo
botdnica da espécie que o produzin. Desmarchelier (2001) verificou que o
extrato etanohco de C. reficulata apresentava atividade anti-oxidante in vitro,
sugenndo portanto queoexn-atoempazdesupnmnadegradat;aooxxdatwado
DNA in vitro.

Utilizando camundongos como cobaias, Ohsaki e. colaboradores (1994)
verificaram que os diterpenos colavenol e o dcido hardwiickico (Figura 03A),
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ambos extraidos da espécie C. langsdorffi Desf., apresentaram potente atividade
antitumoral sem apresentar citotoxidade. Paiva (1998) confirmou que a espécie
em questdo apresentou a capacidade de proteger a mucosa gastrica contra danos
causados por ulcera gastrica.

Quanto a constituicio quimica das espécies, observa-se em todas a
presenga de sesquiterpenos, como o a-humuleno, a- e B-selineno, B-bisaboleno
e cariofileno (Figura 03B), sendo o 6xido desse ultimo efetivo contra fungos
(Langenheim, 1988; Pinto, 2000). Em todas as analises do odleo-resina ja
publicados, os diterpenos encontrados nas espécies do género Copaifera
apresentam um interessante padrio de esqueletos carbdnicos, sendo de trés tipos:
caurano, labdano e clerodano (Figura 03C). Outro fato interessante é a presenga
em todas as resinas estudadas do acido copilico (Figura 03D), um diterpeno
dcido (Edmonds, 1983; Monti, 1996, Gilbert & Cascon, 2000; Pinto, 2000; Rao,
2002).
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FIGURA 03: Estruturas dos compostos quimicos encontrados no género
Copaifera.

16



2 MATERIAL E METODOS

2,1 Material vegetal
2.1.1 Coleta e identificaciio da espécie

A espécie vegetal foi coletada no Campus da Universidade Federal de
Lavras, préximo ao Departamento de Ciéncias Exatas. Posteriormente, o
material foi identificado pela comparagio com excicata, catalogado com o
nimero 1796, presente no herbirio do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras. )

2.2 Prospecc¢ao fitoquimica preliminar
2.2.1 Obtencio do extrato etandlico

Preparou-se o extrato etandlico com o imtuito de realizar testes
qualitativos idealizado por Matos (1988) para classificagdio dos grupos quimicos
presentes no material a ser estudado. Foram utilizados 30 gramas de folbas secas
(em estufa ventilada a 40 °C) e maceradas manualmente. Posteriormente, o
material foi colocado em refluxo com etanol 80 °GL durante 24 horas. Em
seguida, filtrou-se em funil de Biincher e evaporou-se o solvente em evaporador
rotatério. O residuo obtido foi armazenado em estufa a 30 °C, até atingir massa
constante, '

2.2.2 Testes fitoquimicos

O método aplicado para a classificacio dos grupos quimicos foi
idealizado por Matos (1988). Utilizou-se para cada analise realizada 0,5 mg do
extrato etandlico e, a partir desse, adicionaram-se os reagentes especificos para a
deteccdo de cada classe quimica (Tabela 01). ‘
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TABELA 01: Prospecgdo fitoquimica realizada a partir do extrato etanélico da
C. langsdorfji Desf. (Matos, 1988).

m Orgé‘;n?os Sol. aquosa do extrato / reativo de Pascova
Acucares Redutores Sol. aquosa do extrato / reativo de Fehling A ¢ B
Polissacarideos Sol. aquosa do extrato / lugol
Proteinas/aminoacidos Reagdo de Molish
Taninos Sol. aquosa do extrato / FeCl; 4 1%

Catequinas Sol. metandlica do extrato / vanilina 1% / HCl sq..

Flavonoides Extrato solubilizado em metanol / HCI ..,/ fita de
magnésio

Lactonas Sol. metandlica do extrato / cloridrato de
hidroxilamina 4 10% / solu¢do metanélica de KOH
10%/HC] IN /FeCl; 4 1%

Azulenos Extrato solubilizado em cloroférmio / reativo de
Kaiser

Carotendides Extrato solubilizado em cloroférmio / 4acido
trifluoroacético

Esteroide/Triterpendides  Teste de Lieberman-Burchard

Depsidios/Depsidonas Sol. etérea / FeClsa 1%

Derivados da Cumarina  Sol. etérea do extrato / NaOH 1 N

Saponina Espumidica Sol. aquosa do extrato / etanol 80°GL

Alcaléides Sol. HCl a 5% / reagentes de Bouchardat,
Dragendorff, Bertrand e Mayer

Purinas HC1 6 N/H;0,30%

Antraquinonas Extrato solubilizado em benzeno / NH,OH 10%
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2.3  Fracionamento, isolamento e caracterizacao quimica
23.1 Obtencao dos extratos

A técnica utilizada para a obtengdo dos extratos foi a de extragdo a frio
preconizada por Matos (1988). Em um frasco, colocaram-se 250 gramas de
folhas secas e maceradas. Adicionou-se hexano, até cobrir o volume do
macerado, fechou-se hermeticamente, envolveu em papel-aluminio e deixou-se
em repouso por 8 dias. Em seguida, filtrou-se o matergal a vacuo e o liquido
obtido foi evaporado em um evaporador rotatério, obtendo-se o extrato
hexdnico. O material vegetal desprendido de hexano, vulgarmente denominado
de ‘“torta”, foi reaproveitado, levando-o a estufa ventilada até atingir massa
constante, para posterior utilizagio em outro solvente, o cloroformio. O mesmo
processo realizado para a obtengdo do extrato hexanico foi realizado para
produzir os extratos cloroformico, de acetato de etila, ietandlico e metanélico
(Figura 04).
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Evaporagio do solvente

Extragéio com acetato de etila (8 dias)
Evaporagiio do solvente

Extragdo com etanol
Evaporagio do solvente

Extra¢Zo com metanol (8 dias)
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- Torta(desprezada) . -

FIGURA 04: Seqiéncia adotada para a obtengio dos extratos foliares a partir da
extragdo a frio.

2.3.2 Cromatografia de coluna

Foram preparadas duas colunas cromatogrificas: na primeira,
denominada de coluna A, foi utilizado o extrato metanélico, e na coluna B, o
extrato hexdnico (Figura 05). Esses extratos foram escolhidos para a
caracterizacio quimica em razio de serem os que apresentaram melhores
rendimentos.
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FIGURA 05: Representagdo das colunas A e B, respectivamente.

O adsorvente utilizado foi a silica gel e um suporte de vidro de 50 cm de
comprimento e 2,5 cm de didmetro.

Utilizaram-se 2 gramas de extrato bruto (hexanico e metanolico) obtidos
por extragao a frio, citada anteriormente. O extrato hexanico foi solubilizado em
10 mL de hexano, ao passo que o extrato metanolico, em 10 mL de cloroférmio.
Os eluentes utilizados para a fase movel foram escolhidos mediante ensaios
eluotropicos. Para a coluna A, utilizaram-se cloroféormio, acetato de etila e

etanol, e para a coluna B, hexano, cloroformio e acetato de etila (Tabela 02).
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Acetato de Etila Cloroformio
Etanol Acetato de Etila

2.3.3 Faixa de temperatura de fusdo

A determinagdo da faixa de temperatura de fusdo das amostras Age By
foi realizada para confirmar, aliada as informag¢Ges do IV, se as amostras em
questdo se tratavam de um mesmo compostb. A elucidagdo da faixa de
temperatura de fusdo foi realizada de acordo com o proposto por Shriner (1983)
e obtidos em graus Celsius. Foram realizadas trés repetiges de cada amostra

para verificar sua variag3o.

2.3.4 Cromatografia de Camada Delgada

Com a fragiio Hy, de cor verde escura e de aspecto pastoso, realizou-se a
cromatografia de camada delgada, com o intuito de melhor separagdo dos
constituintes quimicos. Para a separagdo das substincias presentes na amostra
Hp, inicialmente preparou-se uma solugdo cloroformica do extrato a 1%.
Utilizaram-se placas de vidro cromatograficas de 10 cm de comprimento por 2,5
de largura e placas de 10 cm de largura por 10 cm de comprimento,
apresentando como fase estacionaria silica gel G 60 e como revelador, iodo.

A mistura biniria utilizada para a separagdo do composto foi hexano e
éter etilico (1:1). Posteriormente, a area da mancha encontrada foi destacada da
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placa de vidro com auxilio de um capilar, e o composto foi solubilizado em
cloroférmio e filtrado para a separagiio da silica. Evaporou-se o solvente em
evaporador rotatdrio, obtendo-se o composto purificado designado by.

2.3.5 Elucidacao Estrutural

As amostras obtidas a partir da cromatografia liquida de coluna, Ay, Bg,
Egn e Gg, por meio do extrato hexinico, a amostra Dy do extrato metandlico ¢ a
fragio h, obtida por cromatografia de camada delgada foram analisadas
utilizando-se espectrofotometro por Infravermelho . As amostras oleaginosas By
e Gg e a amostra h, obtida por CCD foram analisadas por Ressonincia
Magnética Nuclear de Hidrogénio, utilizando-se como referéncia o
tetrametilsilano. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (g). As
amostras foram solubilizadas em DMSO. Na figura seguinte, estdo dispostas as
analises realizadas nas amostras submetidas aos métodos de extracdo,
fracionamento e isolamento descritas.
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FIGURA 06: Fluxograma da metodologia aplicada aos extratos para o
fracionamento das amostras e elucida¢do estrutural.

24  Oleo essencial
2.4.1 Obtencio do dleo essencial por meio da técnica “arraste de vapor”

Para a extragiio do 6leo essencial a partir das folhas da C. langsdorffi
Desf., utilizaram-se folhas frescas e secas em estufa ventilada a 40 °C e
maceradas manualmente. A técnica empregada foi de arraste a vapor, idealizada
por Craveiro (1981), utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado (Figura
06).
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FIGURA 07: Aparelho de Clevenger Modificado utilizado para extragdo de dleo
essencial.

O oleo essencial foi extraido de 15 e 20 gramas de folhas frescas e secas,
realizando-se trés repeticOes para cada trtatamento. Em todas as extragoes,
utilizaram-se 250 mL de agua destilada e coletaram-se cerca de 200 mL de
hidrolato. Apos, em um funil de separagdo, particionou-se com 3 fragdes de 65
mL de diclorometano. Reuniram-se as fragdes organicas, adicionou-se sulfato de
magnésio anidro, deixando em repouso por 4 horas. Filtrou-se vacuo e

evaporou-se em evaporador rotatorio, obtendo-se o dleo.

2.4.2 Elucidag¢io estrutural

Para elucidagdo estrutural do oleo essencial, foram utilizados:
espectrofotometro por Infravermelho e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM) com modulo de injecdo com razdo de divisdo
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(split) de 1:20. A programagio da coluna foi de dois minutos a 50 °C, seguida de
um aumento de 5 °C por minuto até atingir 280 °C. O 6leo foi solubilizado em
éter etilico e a temperatura do injetor foi de 250 °C. Os espectros das amostras
analisadas foram comparadas com biblioteca eletronica Wiley-275 PBM Format.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Prospecgio fitoquimica preliminar

Os resultados obtidos dos testes fitoquimicos preliminares encontram-se
descritos na tabela a seguir.

TABELA 03: Resultados da prospecgdo fitoquimica mhzada a partir do extrato
etandlico da C. langsdorffi Desf.

Acucares Redutores lfositivo
Polissacarideos Positivo
Proteinas/aminoacidos Positivo
Taninos Positivo
Catequinas Negativo
Flavonéides Negativo
Lactonas Negativo
Azulenos Ppsitivo
Carotenéides Negativo
Esteroide/Triterpendides Positivo
Depsidios/Depsidonas Positivo
Derivados da Cumarina Negativo
Saponina Espumidica Piositivo
Alcaléides Negativo
Purinas N?gativo
Antraquinonas Positivo
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Com base nesses resultados, pode-se inferir a presenca de acidos
orginicos, agucares redutores, azulenos, depsidios e depsidonas, esterdides e
triterpendides, proteinas e aminodcidos, antraquinonas, saponina espumidica e
taninos.

Em estudos fitoquimicos realizados com as sementes das espécies C.
salikounda Heck. e C. langsdorffi Desf., foi identificada a presenga de
cumarinas (Oliveira, 2000; Pinto, 2002). Os referidos autores descrevem
também no éleo extraido das sementes de Copaifera sp. a presenga do referido
metabolito. Apesar de cumarinas serem encontradas nas sementes da C.
langsdorffi Desf., ndo foi possivel identificar, por meio da triagem fitoquimica, a
presenca desse grupo quimico nas folhas da espécie estudada. A presenga de
cumarinas nas sementes e nio nas folhas pode ser em decorréncia dessa
substincia ser um metabdlito secundario com agdo antioxidativa, provavelmente
evitando a deterioracdo das sementes, para garantir sua germinagdo (Kuster,
2001).

O teste positivo para polissacarideos era esperado, pois pesquisas de
Buckeridge (1999) relatam a presenga de galactosidase presente nos cotilédones
da C. langsdorffi Desf.

A presenga de triterpenos ratifica trabalhos publicados, nos quais onde a
caracterizagio quimica de sesquiterpenos, tais como a-copaeno, a-humuleno e
a-cubebeno, foram isolados e identificados a partir da resina foliar de duas
espécies de Copaifera, a C. officinalis L. e a C. venezuelana var. Laxa
(Edmonds, 1983). Isso pode ser concluido de acordo com a rota metabélica dos
terpenos (Figura 08), pois tanto os triterpenos e esterdides como os
sesquiterpenos derivam de um mesmo precursor, o pirofosfato de famesila.
(Robbers, 1997; Liao, 2001; Santos, 2001).
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FIGURA 08: Rota metabélica dos terpensides (Fonte: Robbers, 1997).

3.2  Fracionamento, isolamento e caracterizaco quimica
3.2.1 Obtencio dos extratos

Com a extracdo a frio, obtiveram-se maiores rendimentos dos extratos
brutos com os solventes hexano e metanol (Tabela 04).
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TABELA 04: Rendimento dos extratos brutos de copaiba obtidos por meio de
extragio a frio.

Clorofdrmio 8,56 3,42
Acetato de Etila 2,66 1,06
Etanol 11,05 4,42
Metanol - 35,17 14,07

De acordo com Falkenberg (2001), o hexano extrai preferencialmente
lipideos, ceras, pigmentos e furanocumarinas, a0 passo que o metanol apresenta
afinidade pelos heterosideos em geral, saponinas e taninos. A provavel presenca
de lipideos no extrato hexénico reafirma estudos que comprovam a presenga do
icido palmitico, oléico, linoléico, araquidinico e beénico no dleo da semente de
uma espécie do género Copaifera ngo identificado botanicamente (Pinto 2002).
A provavel presenca de saponina e taninos no extrato etanélico obtido foi
confirmada pelos testes fitoquimicos preliminares realizados no extrato foliar.

3.2.2 Faixa da temperatura de fusio

A faixa da temperatura de fusdo que foi determinada para as amostras Ag
e By foi de 60 = 3 °C. Com base nesse resultado, pode-se inferir que por
apresentarem a mesma faixa de fusdo, trata-se provavelmente de compostos de
cadeia carbdnica curta e com poucos ou nenhum atomo que promova a formagio
de pontes de hidrogénio.
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3.2.3 Cromatografia liquida de coluna, cromatografia de camada
delgada e elucidacio estrutural

A partir da coluna A, obtiveram-se 81 fragdes de 100 mL que, quando

fracionadas por um mesmo eluente, foram reunidas e evaporadas por meio de

evaporador rotatorio. Ao final, obtiveram-se 10 fragdes organicas apresentadas

na Tabela 03,

TABELA 05: Fragdes organicas fracionadas por CLC a partir do extrato

metanolico.
Fragdo - Eluente Mancha - Aspecto da-fmgip-ohtida

-AM 100% CHClI; 1* mancha residuo de cor verde

By 100% CHCl; 2* mancha residuo de cor verde-escuro
Cu  100% CHCl; 3" mancha residuo de cor verde

Dy 100% CHCl; 4* mancha residuo de cor verde

Em  75% CHCI; 25%AcEt  5*mancha  residuo de cor verde-palido
Fu  50% CHCIL; 50%AcEt  6*mancha  residuo de cor castanho

Gu  25% CHCI; 75%AcEt  7°mancha  residuo de cor castanho

Hy  100% AcEt 8*mancha  residuo de cor castanho

I 75%AcEt25%EtOH  9°mancha residuo de cor castanho-

escuro
JmM  50% AcEt 50% EtOH 10" mancha residuo de cor castanho

Na coluna B, foram recolhidas 75 fragdes, coletadas em frascos de 30

mL, reunindo-se as pertencentes ao mesmo eluente. Ao final, obtiveram-se doze

fragBes organicas apresentadas na Tabela 04.



TABELA 06: Fracdes organicas fracionadas por CLC a partir do extrato
hexdnico.

Fro s Mamcha. ]t Aspecfo.da
1* mancha

By 100% hexano 2* mancha P9, amarelo-alaranjado
Cu 100% hexano 3* mancha 6leo amarelo-palido
Dy 100% hexano 4* mancha 6leo amarelo-palido
En 100% hexano 5" mancha é6leo amarelo-palido

Fu 75% hexano/ 50%CHCl;  6° mancha oleo amarelo-palido
Hy  50%hexano/ 50%CHCl; 8'mancha  pasta de cor verde-escura
Iy 50%hexano/ 50%CHCl;  9° mancha oleo castanho

Ja 50% hexano/ 50%CHCl; 10* mancha o6leo amarelo-palido
Ky  50% hexano/ 50%CHCl; 11*mancha 6leo amarelo-palido
Ly 50% CHCI;/50%AcEt  12* mancha o6leo amarelo-palido

Os espectros das amostras Ay e By obtidas do fracionamento do extrato
hexanico por cromatografia liquida de coluna submetidas & amilise no
infravermelho apresentam-se dispostos nas Figuras 09 e 10.
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Em relagio a esses, notam-se bandas situadas nos intervalos em 2965 -
2848 cm’ (amostra Ay) e 2859,7 - 2848,7 cm™” (amostra By), referentes a
vibragdes de estiramentos de grupamentos metilas (-CHs), metilénicos (-CH.) e
metinicos (-CH); picos em 1473,5 e 1463,9 cm™ equivalentes i deformagdo
angular de C-H de grupamentos metilénicos; banda em 1377,1 cm™, em ambas
amostras atribuido 3 deformagdo angular de grupos metilas. Em 1654 cm™,
observa-se um sinal, o qual deve ser equivalente 3 deformacdo axial de C=C
correspondente a deformagdes angulares fora do plano de (=CH,), confirmado
pelas bandas centradas em 729 e 719,4 cm™ (Silverstein, 2000). Vale ressaltar
que a auséncia de bandas equivalentes a hidroxila é compativel com o baixo
ponto de fusdo da amostra.

Com os resultados semelhantes do ponto de fusdo e dados obtidos nos
espectros de infravermelho para as amostras Ap e Bpm, obtidas pelo
fracionamento do extrato hexinico por cromatografia liquida de coluna, conclui-
se que se trata de uma mesma substéncia ou compostos quimicos semelhantes.

De acordo com os espectros do RMN 'H da amostra By, o sinal em -
0,897 (t) e em 8-1,225 (s), cuja area corresponde proporcionalmente a 3 e a 4
hidrogénios, respectivamente, equivale possivelmente a grupamentos metilas
(Figura 11).

O sinal em 5-1,645 (d), cuja area é correspondente a 4 hidrogénios,
refere-se a grupamentos metilas ou metinicos. Em aproximadamente 5,0 ppm
observa-se um sinal fraco que pode ser equivalente a duplas liga¢oes.
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FIGURA 11: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
amostra BH.

Com base nas informagdes obtidas pelo espectro do infravermelho e
RMN 'H pode-se inferir que a amostra By provavelmente trata-se de um terpeno
(sesqui ou diterpeno) sem apresentar grupamentos carbonilicos ou hidroxila.

As amostras Ey e Gy, apresentando aspecto oleaginoso similar,
apresentaram bandas similares no espectro do infravermelho. Nas Figuras 12 e
13, observa-se um sinal largo compreendido entre 3300 e 3500 cm”, o qual é
atribuido a absor¢do de estiramentos simétricos e assimétricos de OH em
associagdes poliméricas (Silverstein et. al., 2000). Sinais caracteristicos de
estiramento e deformagdes angulares de grupamentos —CHs, —CH, e —CH podem

ser observados aproximadamente nas regides 2958 - 2854 cm™ (amostra Ey);
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2929 - 2869 cm® (amostra Gp) e 1456 - 1375 cm’; 1453-1379 cm’,
respectivamente. A presenca de um sinal preseate em 1261 cm™ (amostra Ey) e
1269 em™ (amostra Gy) evidencia a absorgdio devido ao estiramento de ligacio
C-O de alcool primario, secundario ou tercidrio (Pavia, 1996). A presenca de
carbonila é evidenciada pela presenca de bandas fortes centradas em 1732 e
1716 cm’ (amostra Ex) e em 1747 (amostra Gy). Para a amostra Gy, pode-se
observar um sinal fraco préximo a 1650 cm”, caracteristico possivelmente do
estiramento de ligacSes duplas entre carbonos. Portanto, pode-se inferir que,
possivelmente, o segundo sinal caracteristico de carbonila presente no espectro
da amostra Ey em 1716 cm™ pode ser referente a interferéncia de sinal evidente
de duplas ligagGes com grupamentos carbonilicos.
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FIGURA 12: Espectro no infravermelho da amostra Ey.
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FIGURA 13: Espectro no infravermelho da amostra Gy.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de l%idrogé:io realizado na
amostra GH nio permitiu a obtengdo de informagdes conclusivas, em
conseqiiéncia de a referida amostra ndo se apresentar purificada (Figura 14).
Porém, pode-se observar um sinal proximo a 8 4,35 equlvaleme a hidrogénio
caracteristico de hidroxila, e em 8 5,341 de olefinas.
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FIGURA 14: Espectro de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio obtido
da amostra Gy.

A amostra h,;, obtida a partir da amostra Hy, fracionada por meio do
extrato hexinico por meio de cromatografia liquida de coluna, foi isolada por
cromatografia de camada delgada, formando uma mancha cromatografica de cor
verde ¢ Rf de aproximadamente 0,48 em todas as placas cromatograficas

utilizadas (Figura 15).
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FIGURA 15: Cromatografia de camada delgada realizada na amostra H.

No espectro apresentado pela Figura 16, pode-se verificar as absorgdes
importantes existentes nesse composto: sinais de absor¢cdo simétricas e
assimétricas de estiramento das ligagdes —CH;, -CH,, -CH, ocorrendo
aproximadamente na regido compreendida entre 2927 - 2856 cm”. Observa-se
um sinal de absor¢do forte na regido compreendida entre 1747 - 1716 cm™,
caracteristica do grupamento carbonila, evidenciando-se, assim, a presenga desse
grupo na molécula. Na regido compreendida entre 3490-3600, nota-se
claramente a presenga de uma banda forte, caracteristica de grupamentos
hidroxilicos, confirmado pela absor¢do presente em 1164, equivalente 2
deformagdo axial da ligagdo C-O de alcoois primarios, secundarios e terciarios
(Williams & Fleming, 1995).

O espectro de RMN 'H apresentado na Figura 17 apresenta sinais entre
5-0,854 e 0,907 e em 6-1,206 (s), com area de 6 e 16 hidrogénios
respectivamente, correspondendo possivelmente a grupamentos metilas. O
singleto presente em 8-1,545 pode corresponder a hidrogénios de grupamentos

metilénicos, com area correspondente a 10 hidrogénios, aproximadamente.
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FIGURA 17: Espectro de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio obtido
da amostra h,.
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O sinal presente em 8- 2,363 corresponde, possivelmente, a hidrogénio
de grupamentos metinicos proximos a carbonila, confirmando, portanto, o
estiramento no espectro do infravermelho em 1747 cm-1. Hidrogénios proximos
a ligagoes duplas ndo s@o observados no espectro; porém, em situagdes em que o
carbono apresenta-se tetrasubstituido, sinais de absorgdo ndo seriam
visualizadas.

A auséncia de sinal de hidrogénio correspondente a hidroxila contradiz o
apresentado no espectro do infravermelho; portanto, acredita-se que a banda seja
devida absor¢do de umidade do ar.

De acordo com as informagGes anteriores, pode-se inferir que a amostra
h,, por apresentar grupamento carbonilico, com auséncia de hidroxila, trata-se
possivelmente de um éster.

Na Figura 18 pode ser visto o espectro no infravermelho da amostra Dy,
obtida a partir do extrato metanolico. Nesse, podem-se observar absorg¢des na
regido de 2958-2856 cm-l, caracteristicas de vibragdes de estiramento das
ligagdes C-H dos grupos metilas, metilénicos e metinicos, confirmados pelas
absor¢des de deformagdo angular presentes em 1463 - 1379 cm-1. Verifica-se
um sinal de absor¢do forte em 1732 cm-1 caracteristico do grupamento da
carbonila, confirmando sua presenca na molécula, e absor¢des na regido
compreendida entre 1271-1072 cm-1 devidas, possivelmente, a deformacdo axial
de C-O.

Com base informagdes obtidas nos espectros do infravermelho, pode-se
inferir que a amostra Dy, por evidenciar a presenca de grupamentos carbonilicos
e auséncia de hidroxila, pode ser de um éster ou outro composto que apresente

essas caracteristicas descritas.
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FIGURA 18: Espectro no infravermelho da amostra Dy.

33  Oleo essencial
3.3.1 Obtencdo do éleo essencial por meio da técnica “arraste de vapor”

O rendimento do dleo essencial da Copaifera apresentou valores baixos,
possivelmente por essa nio ser uma espécie aromatica. Quanto 4 comparagdo
dos teores de oleo essencial entre folhas frescas e secas em estufa, pode-se
verificar que a 1ltima apresentou resultados inferiores, provavelmente em
consegqiiéncia de o processo de secagem ser desfavordvel para a extragio de éleo
essencial, visto que o mesmo apresenta a propriedade de ser extremamente
volatil (Tabela 07).
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TABELA 07: Rendimento bruto e teor em porcentagem de massa de dleo
essencial da C. langsdorffi Desf., em grama, extraido de suas
folhas frescas e secas.

, 0,18

Folha fresca
20 0,008 0,04
Folha seca em 15 0,010 0,06
estufa 20 0,008 0,04

3.3.2 Elucidac¢io estrutural

O espectro apresentado na Figura 19 apresenta uma banda larga centrada
a 3490 cm’, caracteristica de absorgbes de estiramentos de —OH; sinais de
absorgio forte, na regifo compreendida em 2954-2854 cm’, tipicas de
absorgdes simétricas e assimétricas de estiramento das ligagdes —~CH;, -CHs, -
CH; sinal de absor¢iio forte caracteristica do grupamento carbonilico em 1730
cm. Em 1456 e 883cm’, observa-se a presen¢a de sinais fortes, que podem ser
atribuidos a deformacdo axial e angular de C-H. Na regido compreendida entre
1261-1020, a presenga de bandas confirmam a deformacgo axial de C-O.
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FIGURA 19: Espectro no infravermelho do ¢leo essencial da C. langsdorffi
Desf.

Na Figura 20 ¢ apresentado o cromatograma correspondente a analise
realizada no odleo essencial de copaiba. De acordo com os resultados da analise
do CG-EM, o ¢dleo essencial da C. langsdorffi Desf. é constituido por onze
moléculas majoritarias, determinadas pela da comparagdo entre os espectros de
massa das substancias e o banco de dados da biblioteca eletronica. Observa-se
que a composi¢ao quimica do Oleo essencial de copaiba € constituido, na
maioria, por monoterpenos, sesquiterpenos e éster, confirmando os resultados
obtidos por meio do espectro no infravermelho, pelo qual evidenciavam-se

grupamentos carbonilicos e hidroxila (Tabela 08).
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FIGURA 20: Cromatograma do o6leo essencial obtido das folhas da C.
langsdorffi Desf.
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TABELA 08: Compostos majoritarios presentes no dleo essencial das folhas da
C. langsdorffi Desf. detectados por meio de CG/EM.

10851097  Limoneno o8 [

B- sesquiciclogeraniol 93 CisHx0

25.96-26.01 a-trans sesquiciclogeraniol 90 CisHy0

1,6,10-Dodecatrien-3-ol 89 CisHaO

26.57-26.66 Espatulenol 99 CisHy0
26.74-26.77 B-selineno 90 CisHz,
26.96-26.99 Ledeno 95 CisHy
27.23-27.28 (+) Aromadendreno 97 CisH,

27.22-27.27 Epiglobulol 90 CsH,0

28.05-28.09 Torreyol 92 CisH,0
28.18-28.25 a-copaeno 78 CisHza

28 38.28 44 T-muurolol 95 CisHasO

T-Cadinol 86 CisHys0

31.08-31.14 Metilfarnasato 93 CiHh60,

O sinal correspandente ao tempo de retengio compreendido entre
10.853-10,970 equivale, comparando-se com a biblioteca eletronica ao
limoneno, 2 98% de probabilidade. Esse composto é um monoterpendide
monociclico, que apresenta um consideravel valor comercial, sendo utilizado
como aromatizante de cosméticos e sabonetes, além de ser empregado na
industria de alimentos e remédios (Craveiro, 1981). Liao & Barkovic (2000)
citam inclusive a possivel agio desse composto como anticarcinogénico.
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O espectro de massa do limoneno e da biblioteca eletronica estao
apresentados Figura 21. A Figura 22 representa o fragmento correspondente ao
pico-base em m/z 68 do limoneno, e € caracteristico da movimentagdo da dupla
ligacdo no ciclohexano, com posterior quebra de ligagdo. De acordo com
Silverstein (2000), o sinal correspondente ao ion em m/z 93 € provavelmente

produzido por uma estrutura de formula C;H,™ (Figura 23).
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FIGURA 21: A) Espectro de massas do limoneno referente ao tempo de retengao
entre 10,85 e 10,97 minutos. B) Espectro de massas da biblioteca
eletronica do limoneno.
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FIGURA 22: Fragmentagio do pico-base do limoneno.
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FIGURA 23: Fragmentagio do limoneno (C;H,") levando & formagio do

fragmento em m/z 93.

Com base nos espectros de massa da biblioteca eletrénica, pode-se
inferir que o pico cujo tempo de retengdio ocorre entre 25,96 e 26,01 minutos do
cromatograma do dleo essencial da copaiba equivale a 93% de probabilidade ao
B-sesquiciclogeraniol (Figura 24). Observando o espectro de massas do possivel
composto, pode-se verificar que o pico-base apresenta-se em mZz 69,

correspondendo provavelmente ao fragmento iénico CsH," (Figura 25).
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FIGURA 24: A) Espectro de massa do B-sesquiciclogeraniol referente ao tempo
de retencdo entre 25,957 e 26,011 minutos. B) Espectro de massa

da biblioteca eletrdnica do B-sesquiciclogeraniol.
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FIGURA 25: Fragmento do B-sesquiciclogeraniol (CsH,") levando a formagio
do fragmento em m/z 93.

Por meio da comparagdo dos espectros de massa da biblioteca eletronica
com a substincia cujo tempo de reten¢do ocorre entre 26,57 e 26,66 minutos,
determinou-se, com cerca 99% de probabilidade, que esse sinal corresponde ao
espatulenol (Figura 26).
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FIGURA 26: A) Espectro de massa do espatulenol referente ao tempo de
retencio entre 26,57 e 26,66 minutos. B) Espectro de massa da
biblioteca eletronica do espatulenol. ,

O espatulenol, um sesquiterpeno, esta presente na constitui¢io quimica
de diversos dleos essenciais de variadas espécies de plantas medicinais, como,
por exemplo, de um estudo de caracterizagio quimica do éleo essencial da
Carqueja [(Baccharis trimera (Less.) DC.] (Silva, 2001).
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Observando-se o espectro de massa, evidencia-se o pico-base em m/z 43,
indicando possivelmente a formagdo de fragmento idnico com formula
molecular C;H; . De acordo com Silverstein (2001), tal qual a fragmentagdo em
m/z 43, as ligagbes proximas a um heteroatomo quebram-se e a carga comporta-
se no fragmento que contém o heteroatomo e os elétrons ndo ligantes estabilizam

o fragmento por ressonancia (Figura 27).

seNc2e Mo lte]

"u‘ﬁﬂ U/i.

FIGURA 27: Fragmento do Espatulenol (C,H:0") levando a formagido do
fragmento em m/z 43.

Comparando-se os espectros de massa da biblioteca eletronica,
verificou-se que o pico com tempo de retengao entre 26,74 e 26,77 minutos
refere-se ao PB-selineno, um sesquiterpeno biciclico também encontrado na resina
foliar das espécies C. officinalis L. e C. venezuelana var. laxa (Langenheim,
1988). (Figura 28).
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FIGURA 28:

A) Espectro de massa do B-selineno referente ao tempo de
retengdo entre 26,57 e 26,65 minutos. wv Espectro de massa da
biblioteca eletrénica B-selineno.

Observando-se o espectro de massa do espatulenol, pode inferir que o

pico-base presente em m/z 93 corresponde vomm?m_u:ou& & estrutura de formula
molecular C/H,", presente também na fragmentagdo n_a estrutura do limoneno

(Figura 23).
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Com base nos espectros de massa da biblioteca eletrdnica, pode-se
inferir que o pico com tempo de reten¢io entre 26,96 e 26,99 minutos do
cromatograma do dleo essencial da copaiba equivale a0 sesquiterpeno ledeno
(Figura 29).
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FIGURA 29: A) Espectro de massa do ledeno referente ao tempo de retenc¢do
entre 26,96 e 26,99 minutos. B) Espectro de massa da biblioteca
eletronica do ledeno.
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Pode-se verificar a partir do espectro de massas do ledeno, que o pico
em nv/z 93 é correspondente a fragmentagiio idnica caracteristica de terpenos
(Figura 24) e o pico-base em m/’z 41 pode ser equivalente ao fragmento de
formula molecular C;Hs" (Figura 30).

-

AN

CaHs'

FIGURA 30: Fragmento do ledeno equivalente ao pico em nv/z 41.

O sinal correspondente ao tempo de retengdo compreendido entre 27,23
e 27,27 minutos apresenta 97% de probabilidade de ser equivalente ao
sesquiterpeno aromadendreno (Figura 31). O pico em m/z 41 possivelmente
equivale ao fragmento idnico CsHs™ (Figura 30).
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FIGURA 31: A) Espectro de massa do aromadendreno referente ao tempo de
retencdo entre 27,23 e 27,27 minutos. B) Espectro de massa da
biblioteca eletrénica do aromadendreno.

Em uma pesquisa recente a respeito do género Copaifera, Pinto (2002)
descreve alguns sesquiterpenos encontrados no éleo-resina deste género,
afirmando a presenga do alo-aromadendreno em sua composigio.

Comparando-se os espectros de massa da biblioteca eletrdnica,
verificou-se que o tempo de retencio entre 27,22 e 27,27 minutos refere-se ao
epiglobulol, com 90% de probabilidade (Figura 32). Evidencia-se que o pico-
base em m/z 43 indica a formagdo de fragmento idnico com formula molecular
C;H;0" semelhantemente a fragmentagdo do espatulenol (Figura 27).
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FIGURA 32: A) Espectro de massa do epiglobulol referente ao tempo de
retengdo entre 27,22 e 27,27 minutos B) Espectro de massa da

biblioteca eletronica do epiglobulol.

Salgado (2001), estudando trés espécies de Eucalipto: Eucalyptus
citriodora, E. urophylla e E. calmadulensis, e avalimndq a agdo fungitoxica dos
oleos essenciais extraidos dessas espécies, oonstatau a presenga desse

constituinte majoritario, epiglobulol, no dleo essencial do E. calmadulensis.
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Pesquisas realizadas com a Carqueja [(Baccharis trimera (Less.) DC.] também
identificam esse terpeno como majoritario no 6leo essencial (Silva, 2001).

De acordo com a comparagido dos espectros de massa da biblioteca
eletronica, o sinal correspondente ao tempo de retengdo de 28,05 a 28,09
minutos equivale ao torreyol, também denominado por cedreanol (Figura 33).
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FIGURA 33: A) Espectro de massa do torreyol referente ao tempo de retencdo
entre 28,05 e 28,09 minutos. B) Espectro de massa da biblioteca
eletronica do torreyol.
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Com base nos espectros de massa da biblioteca eletronica, pode-se
inferir que o tempo de retengio entre 27,78 e 27,82 minutos do cromatograma
do dleo essencial da copaiba apresenta 78% de probabilidade de corresponder ao

a~copaeno (Figura 34).
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FIGURA 34: A) Espectro de massa do a-copaeno referente ao tempo de
reten¢do entre 27,78 e 27,82 minutos B) | Espect:'o de massa da

biblioteca eletronica a-copaeno.
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Com base nos espectros de massa da biblioteca eletrénica, pode-se
inferir que o pico cujo tempo de retengdo corresponde a 28,376 até 28,448
minutos do cromatograma do Oleo essencial da copaiba equivale, com 95%
probabilidade, ao t- muurolol (Figura 35).

A)
Abaadiosi

8000 ]
8000 121
7000
@000 |

6000 81 108 181
4000 4 _
2600

2000 i
1000

m/z
B)
A bcodiaci
$000 4
8000 1
7000 121
8000 ]
5000 i
4000 61 108
2000 3 _§ _ awﬂ %

3 189
1000 222

it (T T O

40 50 60 70 80 $010011012013014015016017 018019020021 (R2023CR40

—miz

161 t- Muurolol

204

3000 -

FIGURA 35: A) Espectro de massa do t- muurolol referente ao pico absorvido
entre 28,38 e¢ 28,45 minutos B) Espectro de massa da biblioteca
eletrdnica do t- muurolol.
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De acordo com a comparagdo dos espectros de massa na biblioteca
eletronica, com 93% de probabilidade, o pico cujo tempo de reten¢do varia entre
31,082 e 31,144 minutos é equivalente ao metilfarnasato (Figura 36).
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FIGURA 36: A) Espectro de massa do metilfamasato referente ao pico
absorvido entre 31,08 e 31,14 minutos B) Espectro de massa da
biblioteca eletronica do metilfarnasato.
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Em publicagdo anterior, na qual Pinto (2002) descreve os sequiterpenos
ja detectados no género Copaifera, o t-muurolol foi apresentado como um dos
componentes do referido género.

Comparando-se os resultados obtidos pela caracterizagdo quimica do
oleo essencial extraido das folhas da Copaifera langsdorffi Desf. por meio de
CG/EM, com aqueles obtidos por Craveiro (1981) e mais recentemente por
Pinto (2003), que pesquisaram os constituintes do dleo-resina, conclui-se que
ambos, entre os compostos majoritarios, apresentaram o a-copaeno. Diante de
tais evidéncias, tal substincia pode ser utilizada como biomarcador para o
controle da autenticidade dos mesmos.
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4 CONCLUSOES

Para essa espécie estudada conclui-se que:

e O rendimento que apresentou melhores resultados na obtengiio do
oleo essencial foi 0 que utilizou folhas frescas.

e Os compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas
de C. langsdorffi Desf. sdo: limoneno, P-sesquiciclogeraniol,
espatulenol, p-selineno, ledeno, (+) aromadendreno, epiglobulol,
torreyol, a-copaeno, t-muurolol e metilfamasato.

e A amostra By possivelmente é um terpeno delcadeia curta; a amostra
h; um éster e a amostra Gy nio apresentou informagdes conclusivas;
no entanto, para tais afirmages, ha necessidade das analises de
CG/EM eelementarde C, He N.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGITOXICA DOS
EXTRATOS HEXANICO E METANOLICO DAS FOLHAS
DA Copaifera langsdorffi Desfon

RESUMO

AMORIM, Ana Carolina Lourenco. Avaliagio da atividade fungitéxica dos
extratos hexinico e metanélico das folhas da Copaifera Langsdorffi Desfon.
LAVRAS: UFLA, 2003. 94p. (Dissertagdo - Mestrado em Agronomia/

Agroquimica e Agrobioguimica)’

Avaliou-se a fungitoxicidade dos extratos hexanico e metandlico da
Copaifera langsdorffi Desf. por meio de ensaios biologicos, contra os
fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides e Bipolaris sorokiniana. Os
referidos extratos foram escothidos por apresentarem os melhores rendimentos
na extragdo a frio. O material biologico foi obtido na UFLA, no Departamento
de Fitopatologia, sendo repicado em meio de cultura, BDA (C. gloeosporioides)
e PCA (B. sorokiniana) e incubados em cdmara de germinacio com controle de
temperatura ¢ luz. Empregaram-se cinco tratamentos (0/100/200/400/800 ppm),
realizando-se trés repeti¢des e avaliando-se 4 raios, medidos em centimetros, a
partir do micélio central. Os valores aferidos foram aplicados a formula do
Indice de Crescimento Micelial (ICM) para as analises estatisticas. Observou-se
que o extrato metandlico apresentou uma tendéncia & redugio de 32%, contra o
B. sorokiniana, ao passo que o hexanico foi eficaz para ambos os fitopatdgenos,
apresentando uma tendéncia a reducdo de 49% para o B. sorokiniana e 18% para
o C. gloeosporioides.

* Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora),
PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Co-orientador), Dr. Paulo Estevio de
Souza — UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT -

AMORIM, Ana Carolina Lourenco. Evaluation of; antifungal activity of
hexanic and metanolic extracts of the leaves of Copaifera Langsdotﬂ‘
Desfon. LAVRAS: UFLA, 2003. 94p. (Dissertation — Master Degree in

Agronomy/Agrochemistry and Agrobiochemistry)® ‘
The fungitoxicity of hexane and methanol extracts of Copaifera
langsdorffi Desf. were evaluated by biological tests against the phytopathogens
Colletotrichum gloeosporioides and Bipolaris sorokiniana. These extracts were
chosen because they presented the highest yields in the extraction at room
temperature. The biological material was obtained from the Department of
Phytopathology of the UFLA, transplanted in BDA (C. gloeosporioides) and
PCA (B. sorokiniana) culture media and incubated in a germination chamber
with control of light and temperature. Five treatments (0/100/200/400/800 ppm)
were used with three repetitions of each, and four mutually perpendicular radii,
were measured in centimeters from the center micell. The formula for the
Micelial Growth Index (MGI) was applied to the valuo;s obtained for statistical
analyses. A 32% reduction in the growth of B. sorokiniana was observed in the
presence of the methanol extract, while the hexane extract was effective against
both of the phytopathogens, resulting in a 49% reduction in the growth of B.
sorokiniana and an 18% reduction in the growth of C. gloeospoioides.

* Guidance Committee: Dra. Maria das Gragas Cardoso (Adviser), PhD. José
Eduardo Brasil Percira Pinto — UFLA (Co-Adviser), Dr. Paulo Estevdo de Souza ~
UFLA (Co-Adviser).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1  Controle biologico

Com o desenvolvimento de microorganismos resistentes a substéncias
quimicas aplicadas indiscriminadamente em lavouras, pesquisas tém sido
realizadas com o intuito de buscar formas alternativas e seguras de controle
agroquimico de pragas, sem causar danos ao meio ambiente e aos seres
humanos, mantendo qualitativamente e quantitativamente a cultura.

< Considerando o aspecto econdémico e a prépria saide humana, investigagoes a

- 7 respeito da atividade biologica de extratos brutos de espécies vegetais

medicinais ou do Oleo essencial tém sido pesquisadas, podendo, inclusive,

substituir com seguranga, parcialmente ou completamente, os pesticidas,
inseticidas e fungicidas. )

Zambolin & Vale (1985) consideram os fungos como o0s principais
causadores de patologia de vegetais; portanto, também é de grande valia a
realizagio ndo apenas de ensaios utilizando extratos ou odleos vegetais, mas
também o conhecimento do mecanismo pelo qual o patogeno atinge a espécie.

De acordo com Cimanga e colaboradores (2002), diversas plantas
medicinais tém revelado algumas atividades interessantes como, por exemplo,
antibacterianas, antifingicas e inseticidas, com diversos metabdlitos secundarios

" ja isolados. Algumas\gasses de metabélitos secundarios tém sido utilizadas para
o controle biolégico de fitopatogenos, como, por exemplo, os terpendides,
alcaldides, saponinas, aminas, amidas, acidos graxos, cadeias longas de
alquenos, compostos fenélicos, flavonéides, xantonas e benzoguinonas.

Varios trabalhos descrevem os sesquiterpenos, principalmente os

e
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lacténicos, extraidos de oleos essenciais, como metabélitos secundirios que
apresentam atividade fungitoxica reconhecida. Entre esses, cita-se a pesquisa de
Harbome (1994), os quais confirmaram a a¢io fungitoxica dessas moléculas,
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demonstrando que 62% dos referidos metabolitos testados apresentam atividade
fungos patogénicos. Posteriormente, Wedge e colaboradores (1999) utilizaram
36 sesquiterpenos lactdnicos naturais e sintéticos contra fungos fitopatogénicos,
tais como o Colletotrichum acutatum, C. fragariae, C. gloeosporoides,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e Phomopsis sp., com resultados
promissores.

A presenga de espécies filngicas patogenas a vegetals de grande interesse
econdmico resulta em indesejavel redu¢io na qual}idade e quantidade da
producdo vegetal. Para o combate desses agentes nocivos, utilizam-se
substancias quimicas eficazes, se usadas de maneira racional, porém, quando
exageradas, sio prejudiciais ao homem. Conseqiientemente, como tentativa de
minimizar a a¢do toxica dessas substincias, faz-se necessirio encontrar
maneiras altemnativas para minimizar a agio desses pa‘tégenos por meio de um
(controle biolégico, utilizando compostos quimicos extraidos de plantas. ) 'l

O uso racional de defensivos agricolas apresenta em curto prazo grandes
beneficios para o produtor; todavia, ao longo do tempo, além do surgimento de
fitopatdgenos resistentes as substéncias quimicas, as conseqiiéncias para o meio
ambiente e sociedade podem ser indesejaveis. Nesse @eﬂo, atualmente tem
sido desenvolvidas pesquisas voltadas para o controle alternativo de 1@@% por

meio de compostos quimicos secundérios presentes em extratos brutos ou éleo
essenciais a partir de plantas medicinais nativas (Cima?ga, et. al, 2001; Rizzati,
2002). ,

Na composi¢do quimica das plantas medxcmalsi existem substancias que
podem atuar nas interacdes entre a espécie vegeﬁl e o fitopatogeno, os
metabdlitos secundarios, atuando como ativador do sistema defensor da planta
hospedeira ou diretamente contra os patdgenos fl,:mgicos. Os metabdlitos
secundarios presentes nas plantas medicinais com bi'oatividade contra fungos
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geralmente apresentam carater atoxico para humanos e animais, maior acgdo
fungitoxica e menor fitotoxicidade quando comparados com os fungicidas
sintéticos (Santos, 1996).

1.2  Espécies fitngicas

Entre variados patdgenos fimgicos, destaca-se o género Colletotrichum
sp., o segundo maior agente etiologico causador de doengas causadas por fiungos
na regido de Lavras (Minas Gerais), com cerca de 10,5 % (Pozza,1999). E um
fitopatogeno com distribuicio geografica cosmopolita e atinge diversas familias,
principalmente fruteiras tropicais e subtropicais (Goes, 1995).

A podridio-peduncular, doen¢a causada por variada quantidade de
fingos, apresenta como principal agente causador de perdas em pés-colheita do
mamio, o C. gloeosporioides, comprometendo a qualidade de frutos do
mamoeiro (Carica papaya L.) (Silva, 2001).

A espécie C. gloeosporioides é causador ndo sé de podridio peduncular
como também causa a antracnose nas folhas do mamoeiro e da pupunheira
(Bactris gasipaes Kunt), espécie de grande importincia econémica para a
Regifo Amazénica, em decorréncia de ser utilizada para a produgéo de palmito e
de produzir fruto comestivel (Dickman, 1982; Veras & Yuyama, 2000).

Os sintomas provocados pela antracnose em frutos de mamoeiro
causados por C. gloeosporioides sdo caracterizados inicialmente pelo
aparecimento de dreas pequenas, aquosas, circulares e superficiais. Quando essas
lesdes estdo presentes em grande nuimero, podem reunir-se e formar extensas
areas de apodrecimento (Silva, 1988).

Além de ser causador de antracnose foliar, o C. gloeosporoides é
causador da doenga denominada de “queda do fruto jovem”, principalmente no
género Citrus (Goes, 1995; Santos, 1996). O referido patogeno apresenta
distribui¢io geogrifica cosmopolita, podendo ser disseminado pelo veato e
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chuva, apresentando conidios unicelulares, hialinos, ovoides a oblongos, com
eventual coloragdo rosea ou salmio, quando massas de conidios sdo formadas.
Apresenta como condigdes desfavoraveis de germinagdo baixa umidade, altas
temperaturas e luz solar intensa (Dickman, 1982).

Outro fitopatogeno de grande importancia € o Bipolaris sorokiniana ou
Helminthosporium sativum, por incidir principalmente em culturas de trigo
(Triticum aestivum L.) afetando os orgdos aéreos e radiculares e causando,
conseqiientemente, a helmintosporiose ou mancha-marrom, sendo, portanto, um
importante patogeno associado a sementes de trigo (Pessoa, 1993; Bach, 1997).

O B. sorokiniana é encontrado nas regides triticolas do Pais, tais como
Sao Paulo, Minas Gerais, Parana, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul e
Distrito Federal (Braga, 1987, Forcelini, 1992; Pessoa, 1993). Apresenta esporos
grandes, pesados, transportados pelo vento a distincias relativamente curtas,
permitindo, assim, o estabelecimento de novos focos de infecgdo no campo
(Bergamin, 1995).

De acordo com Braga (1987), os sintomas iniciais da helmintosporiose
provocados pelo B. sorokiniana sdo manchas foliares ovais de coloragio
castanho-escura a negra. As folhas severamente atingidas sofrem abcisdo
prematura, seus tecidos corticais e da bainha s3o afetados, resultando em uma
coloragdo pardo-escura correspondendo os tecido necrosados, além disso, o
sistema radicular é afetado, levando ao seu apodrecimento. Forcelini (1992) cita
que lesdes de hemintosporiose também podem ser encontradas nos nés e
entrends, causando em determinados casos o estrangulamento da area afetada,

com conseqiiente quebra e morte do vegetal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Atividade fungitéxica
2.1.1 Espécie fiingica

Neste trabatho, utilizaram-se as espécies Bipolaris sorokiniana e

Colletotrichum gloeosporioides.

2.1.2 Esterilizacfio do material

Todo o material utilizado na repicagem, além dos meios de cultura, foi
esterilizado em autoclave, durante 15 minutos, a uma temperatura de 120 °C e
pressio de 1 atm, para evitar a contaminagéo com outros patogenos.

As placas de Petri, para sua total descontaminagdo, foram mantidas em
um forno especifico para esse material.

2.1.3 Repicagem das colonias

As espécies filngicas utilizadas foram obtidas da micoteca do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

As culturas foram repicadas a cada sete dias para obterem-se colonias
novas. Para o crescimento micelial, os patégenos foram cultivados em meios de
cultura especificos. Para o Colletotrichum gloeosporioides, utilizou-se o0 BDA
(batata, dextrose e agar) e para o Bipolaris sorokiniana, o PCA (batata, cenoura
e agar). Os referidos meios de cultura foram escolhidos por promoverem a
melhor produgdo de esporos para cada fitopatogeno.

Os patogenos foram cultivados em meio de cultura previamente
fundidos, colocados em placas de Petri (processo realizado em cimara de fluxo
laminar) e incubados em cidmaras de germina¢io 2 uma temperatura de 20 a
22°C, sob fotoperiodo de 12 horas.
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2.1.4 Preparacio das solu¢des-mae

Os extratos brutos utilizados para a verificagdo da inibigdo fungica foram
o extrato metanolico e o hexanico, obtidos por meio da extracdo a frio, descrita
no capitulo 1. Esses extratos foram escolhidos por apresentarem maior
rendimento no processo de extragdo realizado. As concentragoes testadas foram
100, 200, 400 e 800 ppm, comparando-se com a testemunha (0 ppm).

As solugdes-mde (solugdes obtidas dos extratos e que foram aplicadas no
meio de cultura) do extrato metandlico, foram solubilizadas em 10 mL de agua
destilada e autoclavada, ao passo que para o extrato hexanico, solubilizaram-se
com 1 mL de propanona. Portanto, para a testemunha do extrato hexanico,

adicionou-se ao meio de cultura a solug¢do de propanona a 10%.

2.1.5 Avaliacao do crescimento micelial

Para a montagem dos experimentos, foram inseridos discos miceliais de
4 mm de didmetro no centro da placa de Petri contendo o meio de cultura ja
solubilizado com a solugdo-mae obtida dos extratos (hexanico e metanolico). As
placas foram vedadas com auxilio de um filme plastico e incubadas em camaras
de germinagdo, a temperatura de 22 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Foram
realizadas 3 repeti¢gdes para cada concentragdo. Para a avaliagio do crescimento,
aferiram-se os 4 raios perpendiculares, medidos a partir do centro do halo

micelial inicial, no segundo, quarto e sexto dia (Figura 37).
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FIGURA 37: Raios concéntricos avaliados no crescimento micelial.

Os 20 tratamentos foram obtidos da combinagdo de dois extratos
vegetais em cinco concentragdes aplicadas em duas espécies de fungos.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes. Os
resultados obtidos foram transformados em Indice de Crescimento Micelial
utilizando-se da formula modificada por Nacagava Maguire, adaptada por
Oliveira (1991).

ICM = 23 + < A+ S
Nl N) Nn
Em que:
ICM: Indice de Crescimento Micelial

C;. C, C,: crescimento do micélio, no segundo, quarto e sexto dia;
N], Nz, Nn: numero de dias.

Apés transformados, os resultados foram submetidos as analises de
varidncia e de regressdo. Foram testados os efeitos linear, quadratico e ciibico do
modelo polinomial [Y = a + b x + by X* + b x’] e a raiz quadrada do modelo
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polinomial, ou seja [Y = a + b x** + b; x + b, x"*] . Foi selecionada, dentro de
cada grupo de equagdes com o mesmo numero de pardmetros estimados, aquela
de efeito significativo pelo teste F a 5% de probabilidade, de significado
biolégico e de maior soma de quadrados, ou seja, maior R avaliando-se as

meédias do efeito qualitativo, espécies de fungos e tipos de extratos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados médios obtidos do fndice de Crescimento Micelial I C M)
das coldnias das duas espécies de fungos submetidas a cinco concentragdes dos
extratos vegetais metanolico e hexanico encontram-se no Quadro 1.

TABELA 09: Resultados médios (médias de trés repeticdes) do Indice de
Crescimento Micelial de duas espécies fingicas submetidas a
cinco concentragdes de dois extratos vegetais.

Metandlico 0 C. gloeosporioides

Metandlico 100 C. gloeosporioides
Metandlico 200 C. gloeosporioides
Metanélico 400 C. gloeosporioides
Metanélico 800 C..gloeosporioides
Metandlico 0 B. sorokiniana
Metandlico 100 B. sorokiniana
Metandlico 200 B. sorokiniana
Metandlico 400 B. sorokiniana
Metandlico 800 B. sorokiniana
Hexinico 0 C..gloeosporioides
Hexanico 100 C..gloeosporioides
Hexinico 200 C..gloeosporioides
Hexinico 400 C..gloeosporioides
Hexinico 800 C..gloeosporioides
Hexanico 0 B. sorokiniana
Hexdnico 100 B. sorokiniana
Hexanico 200 B. sorokiniana
Hexdnico 400 B. sorokiniana
Hexinico 800 B. sorokiniana
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Verifica-se na Tabela 09 que houve tendéncia inicial de redugio e das
médias do Indice de Crescimento Micelial (I C M) das coldnias do fungo C.
gloesporioides com o aumento das concentragdes do extrato metanélico até a
concentracdo de 200 ppm. Entretanto, para o fungo B. sorokiniana, houve a
redugio do ICM em todos os tratamentos. Utilizando-se o extrato hexanico,
observou-se que com o aumento das concentragdes, hou§e reducdo do ICM, nas
duas espécies de fungos estudadas.

Os dados referentes 4 anilise de varidncia dos resultados do ICM das
duas espécies filngicas submetidas a cinco concentragdes de dois extratos
(hexinico e metanélico) apresentam-se dispostos no Anexo A.

Na Tabela 10, observa-se que nio houve diferenca significativa entre as
médias do ICM obtidas com os extratos metandlico e ?exiinico na auséncia de
extrato (0 ppm) e nas concentracdes de 100 e de 200 ppm; nas concentragdes de
400 e de 800 ppm, as médias do ICM obtidas com o extrato hexanico foram
significativamente inferiores as obtidas com o extrato metandlico.

TABELA 10: Resultados médios (médias de trés repeticoes) do indice de
Crescimento Micelial para o C. gloeosporioides submetido a
quatro concentracdes de dois extratos vegetais.

Extratos 0 00 200 400 800
Metanélico 1,76 a 1,69 a 1,64 a 1,65a 1,74 a
Hexénico 169a 163a 1522 151b  LI3b

Médias seguidas por uma mesma letra em cada coluna ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.

81



Observando-se a Tabela 11, pode-se inferir que as médias do ICM
obtidas com o extrato metanoélico foram significativamente superiores as obtidas
com o extrato hexdnico, para o fitopatogeno B. sorokiniana, nas cinco
concentragdes estudadas.

TABELA 11: Resultados médios (médias de trés repetigdes) do Indice de
Crescimento Micelial para o B. sorokiniana submetido a quatro

concentragdes de dois extratos vegetais.

Extratos 0 100 200 400 300

Metandlico 2,40 a 2,28a 227a 2,12a 1,96 a
Hexanico 2,13b 2,000 1,82b 1,78b 1,L12b

Médias seguidas por uma mesma letra em cada coluna ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.

Na Figura 35, observa-se que o aumento das concentragdes do extrato
metandlico ocasionon redugdo do ICM do fingo B. sorokiniana de 1,69 na
auséncia do extrato, para 1,13 na concentragio de 800 ppm, ou seja, houve
reducio de 32% do ICM. Entretanto, para o fungo C. gloesporioides, o ICM
passou de 1,76 na auséncia do extrato, para um valor minimo de 1,64 na
concentracio de 200 ppm do extrato, aumentando, em seguida, para 1,73 ICM
na concentragio 800 ppm do extrato metandlico. Por outro lado, o aumento das
concentra¢des do extrato hexanico ocasionou redugdo do ICM nas duas espécies
de fungos. Houve reducdes de 18% (2,4 para 1,96) para o fingo C.
gloesporioides e de 49% (2,13 para 1,12) para o fungo B. sorokiniana, quando
se aumentou a concentracdo do extrato hexanico de zero para 800 ppm (Figura
36).
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FIGURA 39: Efeito das concentragdes do extrato hexdnico no indice de
crescimento micelial de das espécies fingicas.

Comparando-se as figuras 35 e 36, observa-se uma inibicdo superior
para ambos os fungos, utilizando-se o extrato hexinico. Sabe-se que o hexano
extrai preferencialmente resinas, dleos e ceras; e portanto, algumas dessas
pesquisa publicada por Diniz (1996) avaliou a a¢io fungitoxica do balsamo de
copaiba contra os patogenos Fusarium moniliforme e Alternaria sp.
confirmando uma drastica reducdo no desenvolvimento dos esporos desses
fitopatégenos. O referido autor também verificou que o dleo de copaiba
promoveu modificagdes na pigmentagdo natural dos fungos, sugerindo uma agéo
em seu metabolismo secundario. Assim, infere-se que o mesmo esteja ocorrendo
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nos ensaios biologicos realizados com o Bipolaris sorokiniana. (Figura 40A e

40B) e com Colletotrichum gloeosporioides (Figura 41A e 41B).

TESTEDMUNIIA 100 PPM TESTEMUNHA 100 PPM TESTEMUND 100 PPAM

200 PPM

K00 Pt

TESTEMUNHA 100 PPy

00 'S 200 PPN

FIGURA 40: A) Crescimento micelial do C. gloeosporioides no 2°, 4° e 6° dia
utilizando-se o extrato metandlico B) Crescimento micelial do C.
gloeosporioides no 2°, 4° e 6°, dia utilizando-se o extrato
hexanico.
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FIGURA 41: A) Crescimento micelial do C. gloeosporioides no 2°, 4° ¢ 5° dia
utilizando-se o extrato metanolico B) Crescimento micelial do C.
gloeosporioides no 2°, 4° e 6° dia utilizando-se o extrato hexanico.
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4 CONCLUSOES

O extrato hexanico, na concentragdo de 0 a 800 ppm, promoveu a
inibi¢do de 18% do ICM para o fungo C. gloeosporioides e de 49%

para o B. sorokiniana.

O extrato metanolico, na concentragdo de 0 a 800 ppm, promoveu a
inibicdo de 32% do ICM do B. sorokiniana. Quanto ao C.
gloeosporioides, houve redugdo do ICM de 1,76 para 1,64, de 0 a
200 ppm.
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ANEXOS

TABELA 1A - Resumo da analise de varidncia dos resultados do Indice de
Crescimento Micelial (ICM) de duas espécies fungicas
submetidas a cinco concentragdes de dois extratos

VEEELALS. ...eeeuvvieeeieeee e e e e et e et et e e e en e s e eneas

TABELA 2A - Resumo das analises de variancia e da regressdo dos
resultados do Indice de Crescimento Micelial (ICM), de
duas espécies fungicas submetidas a cinco concentra¢des

de dois eXITAt0s VEPEIAIS. .. imprissmmsimissiinsmio
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TABELA 1A - Resumo da anilise de varidncia dos resultados do Indice de
Crescimento Micelial (ICM) de duas espeécies fingicas
submetidas a cinco concentrag3es de dois extratos vegetais.

BN s T TR T TR Tt e e R A e P B b A iR e
Extratos (EXT) 1 1 504167**
Concentragdes (CO) 4 0,439994**

Fungos (FU) 1 2,343666%*
EXT X CO 4 0,162855%*
EXT XFU 1 0,210535%+*
COXFU 4 0,086206%*
EXTXCOXFU 4 0,002310ns
Residuo 40 0,006141
C.V.% 2,71

**. significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
ns: ndo-significativo a 5% de probalidade pelo teste F.
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TABELA 2A - Resumo das anélises de varidncia e de regressdio dos resultados
do Indice de Crescimento Micelial (ICM) duas espécies fiingicas

submetidas a cinco concentragdes de dois extratos vegetais.

Extrato metanélloo

Concentragbes/Colletotrichum 4 0,007976
gloeosporioides f

Modelo Polinomial

Linear 1 0,000153ns 0,005
Quadratico 1 0,029145 * 0,918
Cibico 1 0,002506ns 0,997
Desvio 1 0,000102ns

Raiz Modgelo Polinomial ;

Raiz quadrada 1 0,001829ns 0,057
Linear 1 0,027493 * 0,919
Raiz quadrado c¢ibica 1 0,001987ns 0,981
Desvio 1 0,000596ns
Concentragbes/Bipolaris sorokiniana 4 0,144757

Modelo Polinomial ;

Linear 1 0,552672%* 0,954
Quadratico 1 0,009262ns 0,970
Ciibico 1 0,012718ns 0,992
Desvio 1 0,004375ns

Raiz Modelo Polinomial ‘ B

Raiz quadrada 1 0,476331%* 0,823
Linear 1 0,078382%* 0,958
Raiz quadrado ciibica 1 0,012745ns 0,980
Desvio 1 0,011569ns

Extrato hexanico !
Concentragdes/Colletotrichum 4 0,085905
gloeosporioides }

Linear 1 0,331407*+ 0,964
Quadritico 1 0,005357ns 0,980
Cibico 1 0,000060ns 0,981
Desvio 1 0,006799ns

Raiz Modelo Polinomial ‘

Raiz quadrada 1 0,326684** 0,951
Linear 1 0,01 l345ns 0,984
Raiz quadrado ciibica 1 0,000006ns 0,985
Desvio 1 0,005587ns

Modelo Polinomial

Continua...
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Tabela 2A, Cont.

Concentragdes/Bipolaris sorokiniana 4 0,452727

Modelo Polinomial

Linear 1 1,737513%* 0,960
Quadrdtico 1 0,021147ns 0,971
Cibico 1 0,042028 * 0,994
Desvio 1 0,010219ns

Raiz Modelo Polinomial

Raiz quadrada 1 1,518643%* 0,839
Linear 1 0,221690** 0,961
Raiz quadrado ciibica 1 0,039088 * 0,983
Desvio 1 0,031485 *

Fungo Colletotrichum gloeosporioides

Extratos / concentragdo 0 1 0,006528ns

Extratos / concentragio 100 1 0,004983ns

Extratos / concentragio 200 1 0,020417ns

Extratos / concentragiio 400 1 0,029810 *

Extratos / concentracio 800 1 0,557642%*

Fungo Bipolaris sorokiniana

Extratos / concentra¢do 0 1 0,111157**

Extratos / concentragdo 100 1 0,11401]1%*

Extratos / concentracdo 200 1 0,304688%*

Extratos / concentragZo 400 1 0,172269**

Extratos / concentracfio 800 1 1,053855%*

Extrato metanélico :

Fungps / concentracio 0 1 0,624306**

Fungos / concentragdo 100 1 0,523872%*

Fungos / concentracdo 200 1 0,600348%*

Fungos / concentragio 400 1 0,337449%*
Fungos / concentracdo 800 1 0,076407**

Extrato hexinico

Fungos / concentragdo 0 1 0,288935%*

Fungos / concentragdo 100 1 0,208600%*

Fungos / concentragdo 200 1 0,133753%*

Funpgos / concentracio 400 1 0,114586%*

Fungos / concentracdo 800 1 0,000016ns

Residuo 40 0,006141

** ¢ * significativo a 1% e a 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
ns = ndo-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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