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Ao estudo da sabedoria jamais havereis de por termo;

ndo acabe ele antes de acabada a vossa vida.

Em trés coisas cumpre ao homem pensar e exercitar-se

enquanto viva: em saber bem, em bem falar e em bem obrar.
Desterra dos teus estudos a arrogancia;

nao fiques presumido pelo que sabes, porque tudo

quanto sabe o mais sabio homem do mundo nada é

em comparagado com o muito que |he falta saber.

Mui escasso €, e muito obscuro e incerto,

tudo quanto os homens alcangam nesta vida;

e 0s nossos entendimentos, detidos e presos neste carcere do corpo,
estao oprimidos por grandissima escuridao, trevas e ignorancia,

e o corte ou fio do engenho é tdo cego que nao pode cortar,

nem passar-lhe de raspao sequer, coisa alguma.

Afora isto, a arrogancia faz com que nao possas tirar proveito do estudo;
creio que tera havido muitos que n&o chegaram a sabios

e que poderiam té-lo sido se ndo dessem a entender que ja o eram.
Deveis guardar-vos, também, de porfias, de competéncias,
de menosprezar ou amesquinhar o que os
outros sabem ou ndo sabem, de desejar vanglérias.
Para isto, principalmente, servem os estudos:
para nos ensinarem a fugir de tais vicios e de outros semelhantes.

Juan Luis Vives
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RESUMO

A Erythrina velutina Willd. € conhecida popularmente como “mulungu”, suas cascas
sao utilizadas principalmente pela populagdo do nordeste brasileiro devido a suas
propriedades calmante, sudorifica, emoliente e anestésica local. A pesquisa teve
como propodsitos o isolamento de substancias quimicas, a partir de técnicas
cromatograficas, presentes no extrato bruto e fragdes deste (hexano, diclorometano,
acetato de etila e hidroalcodlica remanescente). A identificacdo dos compostos
isolados foi realizada por meio da analise dos dados das espectroscopias de
ultravioleta, infravermelho e ressonancia magnética nuclear de carbono e hidrogénio;
a verificagdo da atividade antibacteriana do extrato bruto foi realizada através dos
testes de difusdo em disco e concentracao inibitéria minima e, da fracdo hexano por
teste de difusdo em disco, além disso também foi procedida a verificagdo da
atividade alelopatica na germinagdo e alteracdo do crescimento da radicula e
hipocotilo das sementes de Lactuca sativa para diferentes concentragdes do extrato
bruto e fragdes, os dados foram analisados estatisticamente pela analise de
variancia e teste de comparagao multipla de médias de Scott & Knott. Na fragao
hexano foram identificados o acido fénico, acido cinamico, a-amirina, estigmasterol,
B-amirina, B-sitosterol e lupeol por cromatografia gasosa e isolados o estigmasterol
em mistura com o p-sitosterol. Da fracdo diclorometano foram isolados dois
alcaléides e as estruturas propostas sao eritralina, que foi identificada por
comparagao de seus dados espectrais com os dados publicados e ja foi isolada
desta espécie, 8-oxo-11p-metoxieritralina e eritrinina (n&o relatadas para a espécie);
da fracao hidroalcodlica remanescente isolou-se um composto que exibe algumas
caracteristicas de agucar monociclico, ainda n&do completamente identificado. O
extrato bruto e a fragdo hexano demonstraram atividade antibacteriana moderada,
em relacdo aos antibidticos controle, contra o Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes. A germinacdo das sementes de Lactuca sativa nao foi
inibida e o crescimento da radicula e hipocdtilo destas plantulas para o extrato bruto
e fragdes foi estatisticamente significativo e diferente dos controles com agua e
etanol, a fragdo hidroalcodlica remanescente teve a maior atividade e alterou a
morfologia das plantulas causando enovelamento, auséncia de pélos radiculares e
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auséncia de foliolos. Cabe salientar que a atividade antibacteriana, a atividade
alelopatica e a presenga de estigmasterol e o composto isolado da fragéo
hidroalcodlica remanescente ainda ndo haviam sido citadas na literatura conforme
levantamento bibliografico para Erythrina velutina.

Palavras-chave: alelopatia, analise estatistica, atividade antibacteriana,
microbiologia, alcaléides, estigmasterol.

ABSTRACT

Erythrina velutina Willd. is popularly known as mulungu, and its bark is used
especially by the population of the Brazilian northeast owning to its sedative,
sudorific, emollient and topic anaesthetic properties. This research is aimed at
isolating the chemical substances in the crude extract and its partitions (hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and hydro alcoholic remaining fractions), through
chromatographic techniques. The analysis of the spectrum copies of ultraviolet,
infrared and nuclear magnetic resonance of carbon and hydrogen were used in the
identification of the isolated compounds. The antibacterial activity of the crude extract
was verified by using disk diffusion method and minimal inhibition concentration
(MIC), and hexane fraction activity was verified through the disk diffusion method,
and besides that the allelopathic activity in the germination and growth of the radicle
and plantule of the Lactuca sativa seeds was checked at different concentrations of
crude extract and fractions. Data were statistically examined by analysis of variance
(ANOVA) and Scott Knott multiple comparison test. The hexane fraction GC showed
fenic acid, cinnamic acid, a-amirin, stigmasterol, 3-amirin, -sitosterol and lupeol by
gas chromatography; stigmasterol was isolated and identified as the major compound
in the mixture with B-sitosterol. Two alkaloids were isolated from the dichloromethane
fraction and the structures found were: erythraline that has been identified by
comparing its spectral characteristics to its published ones and has been isolated
from this gender, and 8—oxo—11(-methoxyerythraline and erythrinin which had not
been related to this gender before; from the remaining hidroalcoholic fraction it was
possible to segregate a compound that seems to have monocyclic sugar
characteristics, but has not been thoroughly identified so far. The crude extract and
the hexane fraction gave evidence of moderate antibacterial activity in relation to the
antibiotics control, against Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes. The
germination of Lactuca sativa seeds was not inhibited and the growth of the radicle
and hypocotyls to the amount of crude extract and fractions were statistically
significant and different from the water and ethanol control. The remaining
hidroalcoholic fraction was the most active and that caused the plantules morphology
to show alterations such as curling, radicle hair absence and follicle absence. It
seems important to emphasize that antibacterial activity, allelopathic activity,
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stigmasterol presence and the isolated compound from the remaining hidroalcoholic
fraction had never been mentioned before in literature according to a bibliographic
survey of Erythrina velutina.

Key-words: allelopathy, statistical analysis, antibacterial activity, microbiology,
alkaloids, stigmasterol.
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1 INTRODUCAO

O uso de drogas vegetais € tao antigo quanto a prépria existéncia da vida
humana na Terra e inumeros relatos do seu uso tornam quase mistica a relagao de
beneficios obtidos, dentre estes destaca-se o Papiro de Ebers. A Arqueologia tem
demonstrado que algumas drogas utilizadas pela industria de fitoterapicos
representam um legado que permeia a evolugao de inumeras civilizagbes até os

tempos atuais.

O homem percebeu a importdncia em se estudar e preservar as espécies
vegetais, tal perspectiva se assenta na ocorréncia de uma série de descobertas
apontadas por historiadores. Cita-se o cultivo e preservagao de jardins botanicos
criados pelos egipcios ainda em 1.500 a.C e em Atenas, 350 a.C, Theophrastus
recebe sementes de plantas uteis, dentre elas, muitas espécies medicinais enviadas

por "Alexandre, o Grande" oriundas de expedicbes a india (MAURICE, 1976).

Toda a histoéria evidencia a presenca de herbarios, como exemplo pode-se
citar John Gerard que no século XVII criou em Londres um herbario, o mesmo esta
em funcionamento até os dias atuais. Mais adiante pode-se ver as grandes
conquistas do povo europeu em busca de especiarias, além das plantas uteis as

referidas enfermidades que acometiam o homem, como a malaria e a cdlera.

Essas informacbes puderam perpassar as geragbes por meio da grande
contribuigdo cientifica de um grande naturalista chamado Carl von Linné (1707-
1778). Este estabeleceu um sistema binario de nomenclatura, aceito e adotado

internacionalmente até os dias atuais (THONSON, 1981, p.16).
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A Etnobotanica tem demonstrado que dentre tantas espécies algumas tém
propriedades peculiares e por isto sao escolhidas como objeto de estudo. A
utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico ou para o0
desenvolvimento de novos medicamentos, a partir das substancias delas isoladas,
ou via plantas transgénicas tem se mostrado uma forma ndo convencional de

producdo de matérias primas vegetais, que comega a ser melhor explorada

(SIMOES et al., 2000, p.25).

MIGUEL e MIGUEL (2004, p.13) relatam que "as pesquisas cientificas
iniciaram na tentativa de comprovar a identidade botanica, composi¢cao quimica e
acao farmacoldgica das drogas vegetais, agrupando aquelas de efeitos
semelhantes. Essas pesquisas buscaram determinar as estruturas quimicamente
ativas e a promogao de modificacbes estruturais. Esses estudos possibilitaram a
proposicao de maior atividade terapéutica, junto aos requisitos de qualidade e

auséncia de toxicidade".

Esse grande avango cientifico pode garantir a botanica, a quimica de
produtos naturais e a farmacologia, grandes descobertas com aplica¢des diretas na
medicina tradicional denominada Fitoterapia. Nesta perspectiva programas de
financiamento a pesquisa tém incorporado junto as Universidades e Instituicdes de
Pesquisa incentivo a busca de farmacos com aplicacédo na prevencao a saude e cura

de diversas patologias.

A saude, "estado de completo bem-estar fisico, mental e social - e ndo
apenas a auséncia de desconforto ou enfermidade", € uma das necessidades
basicas do homem e tem sido sua constante preocupacdo (KOROLKOVAS, 1988, p.

39). Assim sendo, os pesquisadores tém como dever desenvolver métodos que
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tragam a realidade o farto arsenal terapéutico proveniente de fontes largamente

disponiveis.

Destaca-se ha tempos na terapéutica popular a Erythrina velutina, espécie
nativa brasileira e de larga distribuicdo, a casca e frutos tém sido utilizados na
medicina popular em algumas regides do Nordeste brasileiro, embora a eficacia e
seguranga de seu uso ainda nado tenham sido confirmadas cientificamente e
havendo indicativos de substancias de interesse, torna-se necessario investir na

pesquisa fitoquimica a fim de se comprovar o potencial terapéutico.

Sao atribuidas as preparagcdes da casca propriedades sudorifica, calmante,
emoliente e peitoral e do seu fruto seco, agao anestésica local, usado na forma de

cigarro como odontalgico (LORENZI; MATOS, 2002, p.306).

Desse modo espera-se ser possivel atender a demanda de informacgdes

cientificas desta espécie, beneficiando também a saude da populacdo que faz uso

das substancias provindas da Erythrina velutina.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a composigao fitoquimica das cascas da Erythrina velutina Willd.,

FABACEAE e avaliar a atividade antibacteriana e microbioldgica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a)

b)

d)

detectar e isolar constituintes quimicos presentes no extrato da espécie

estudada por meio de fracionamento cromatografico;

identificar os constituintes quimicos isolados a partir da analise dos dados das

espectroscopias de UV, IV, CG, RMN TH e 13cC.

avaliar a atividade antibacteriana do extrato bruto e fragcdo hexano das cascas

de Erythrina velutina;
avaliar por meio de analise estatistica a atividade alelopatica do extrato bruto

e fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica

remanescente das cascas de Erythrina velutina;
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2 REVISAO DE LITERATURA

As plantas do género Erythrina sdo conhecidas por produzirem
alcaldides, flavondides, isoflavondides e outras substancias. Segundo AMER et al.
(1991, p. 329) representam a principal fonte de alcaldides tetraciclicos, que possuem
atividade semelhante ao curare causando paralisia muscular (DECKER et al., 1995,

p. 79).

Seus alcaldides também possuem efeitos cardiovasculares e os isoflavondides e
flavonoides apresentam atividades bactericidas e antifungicas e também inibem

agregacao plaquetaria (NKENGFACK et al., 2000, p.855).

2.1 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA FABACEAE

CRONQUIST (1981, p. 601) afirma que a familia Fabaceae consiste de
440 géneros e 12 mil espécies. O maior género, Austragalus, possui em torno de 2
mil espécies, sendo que varios géneros, inclusive Erythrina, tém importante

representatividade.

Segundo JOLY (1998, p.371) a familia das leguminosas compreende mais de
seiscentos géneros que reunem mais de 13 mil espécies (uma das maiores dentre
as dicotiledbneas) e estdo espalhadas em todo o mundo especialmente nas regides

tropicais e subtropicais.
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Os podlens identificaveis da familia Fabaceae foram detectados somente na
metade do Mioceno Superior e entdo a familia parece ser a mais jovem das trés que

compde a ordem Fabales.

As sementes freqlentemente contém quantidades consideraveis de
canavanina, um aminoacido nao protéico aparentemente restrito a esta familia.
BELL, LACKEY e POLHILL1, citados por CRONQUIST (1981, p.601) sugerem que a
canavanina é um antimetabdlito da arginina e tem um importante papel de defesa e

estocagem de nitrogénio.

Seu valor econdémico é significativo e junto com as gramineas representam as
mais importantes familias produtoras de alimentos vegetais. A parte disto, a familia
Fabaceae produz valiosas drogas medicinais, espécies ornamentais, forrageiras,
produtoras de azeites e inseticidas, fixadoras de nitrogénio e muitas outras fungdes

(SALINAS, 1992, p.26).

2.1.1 Descricdo da Familia Fabaceae

Sao plantas de habito muito variado, desde grandes arvores das matas
tropicais a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes e também muitas
trepadeiras, vivem em diferentes altitudes e latitudes. As folhas sdo sempre de
disposicao alterna, compostas, pari ou imparipenadas, com estipulas ou estipelas as
vezes transformadas em espinhos. As folhas podem se apresentar modificadas em
gavinhas ou estar reduzida a dois ou um so foliolo. Folhas e foliolos de todas as
ordens sempre com pulvinos (articulagdes) na base, nos peciolos ou nos peciolulos,
que permitem movimentos diuturnos (as vezes muito rapidos) as folhas em resposta

a variados agentes.
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1 BELL, E.A., LACKEY, J.A., POLHILL, R.M. Systematic significance of canavanine in the
Papilionoideae (Faboideae). Biochemical Systematic Ecology, v. 6, p. 201-212, 1978.

Flores variadas sempre ciclicas, de simetria radial até fortemente zigomorfas,
diclamideas com calice gamossépalo, pentdmero ou tetrdmero; corola dialipétala
pentdmera ou tetrdmera na maioria das vezes com pétalas muito desiguais.
Androceu formado por quatro a dez estames, livres ou soldados entre si. Ovario
sempre supero, unicarpelar e unilocular, as vezes divididos por falsos septos, com
muitos ovulos, fruto variado em geral legume, seco, deiscente por duas valvas, do
tipo lomento segmentando-se, seco e indeiscente ou ainda de pericarpo mais ou
menos carnoso. Sementes as vezes envoltas em mucilagens ou polpa doce, ou com
arilo ou testa durissima. Todas vivem simbioticamente com certas bactérias capazes
de fixar o nitrogénio do ar, encontradas nos conhecidos nédulos ou raizes (JOLY,

1998, p. 372).

Caules por vezes de estrutura anémala frequentemente provido com varios
tipos de pélos. Apresentam comumente cristais solitarios de oxalato de calcio em
algumas células da epiderme ou parénquima. Freqlente presenga dispersa de
células secretoras de tanino, gomas e outras substancias como protoantocianinas,
acido cianogénico, mas nao o acido elagico e sem compostos iriddides, comumente
produzem alcaldides especialmente dos grupos da piridina, quinolizidina e indol. As

folhas contém estdmatos de diversos tipos (CRONQUIST, 1981, p. 599-601).

2.1.2 Distribuicdo Geografica da Familia Fabaceae
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A familia Fabaceae encontra-se dispersa nas regides temperadas, frias e

também tropicais (CRONQUIST, 1981, p. 601).

De acordo com JOLY (1998, p.372) a familia das leguminosas encontra-se
dispersa por todo o mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais.

2.2 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO E A ESPECIE

O género Erythrina (familia FABACEAE) é largamente conhecido, ocorre nas
regides tropicais e sub-tropicais do mundo. Possui cerca de 110 espécies, das quais
70 sao nativas da América (VASCONCELOS et al., 2003, p. 946). O nome Erythrina
vem do grego "erythros", que significa vermelho, em aluséo a cor de suas flores. Séo
empregadas como ornamentais, sombreadoras de lavouras de café e cacau, além
disso, as espécies sado fornecedoras de alcaldides, tanino, madeira e outros. Para o

Brasil sdo relacionadas cerca de doze espécies (EPAMIG, 1993, p. 20).

A madeira da E. velutina (figura 1) é leve, macia e pouco resistente aos
agentes decompositores. E empregada na confeccdo de tamancos, jangadas,
brinquedos e caixotaria. A arvore é extremamente ornamental, principalmente
quando em flor, isto tem estimulado seu uso no paisagismo, principalmente na

arborizagao de ruas, jardins e alamedas.
A arvore também é utilizada como cerca viva pela facilidade com que pega de
estacas espetadas no proprio local. As flores sao frequentemente visitadas por

passaros que sugam seu néctar (LORENZI, 1992, p.207).

O “mulungu“, nome comum de varias espécies de Erythrina, foi escolhido

como arvore simbolo da EMBRAPA Agrobiologia e tem inumeras fungdes ligadas a
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FIGURA 1 - Erythrina velutina Willd., FABACEAE

FONTE: LORENZI (1992, p.207)
2.2.1 Sinonimia da Espécie
2.2.1.1 Sinonimia vulgar

Segundo LORENZI (1992, p.205): mulungu, suind, canivete, corticeira.
Segundo EPAMIG (1993, p.24): mulungu-da-catinga, mulungu, pau-de-coral,
sanadui, sananduva, suina, suinan (Brasil); arbe a coral (Guiana Francesa); bucare,
pinon da costa e pinon espinosa (Cuba); bucare e peonita (Venezuela); cay-boung
(Conchinchina); chocho e coral (Coldmbia); coral bean tree (Inglaterra); imortelle

(Martinica); poro blanco (Costa Rica).
2.2.1.2 Sinonimia cientifica

Segundo MISSOURI BOTANIC GARDEN (2004):

Corallodendron velutinum, Willd. (Kuntze, 1891); Chirocalix velutinum Walp
(fide Krukoff, B. A., Barneby, R.C., 1974); Erythrina aculeatissima Desf. (fide Krukoff,
B. A., Barneby, R.C., 1974; fide Krukoff, B. A., 1971); Erythrina splendida (fide
Krukoff, B. A., Barneby, R.C., 1974, fide Jorgesen, P.M, S & Léon-Yanez (eds.)
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1999); Erythrina velutina fo. aurantiaca (Ridl.) Krukoff, 1939; Erythrina velutina Jacq.
(1804).

Segundo INDEX KEWENSIS (HOOKER; JACKSON, 1960):

Erythrina = CHIROCALYX (1843); CORALLODENDRON  (1745);
DUCHASSAINGIA (1850); HYPAPHORUS (1858); MACROCYMBIUM (1853);

MICROPTERYX (1850); MOURICOU (1763); STENOTROPIS (1855); XYPHANTUS

T LG T LT BT T

FIGURA 2 - MAPA DA DISTRIBUICAO MUNDIAL DE Erythrina velutina
FONTE: http://mobot1.mobot.org/website/map_post.asp

2.2.3 Aspectos Ecoldgicos da Espécie

A Erythrina velutina é uma arvore comumente usada em jardins e parques no
nordeste brasileiro (DA-CUNHA et al., 1996, p. 1371). Planta decidua, helidfita,
caracteristica de varzeas umidas e beira de rios da caatinga da regido semi-arida do
nordeste brasileiro. E também encontrada na orla maritima de Pernambuco e na

floresta latifoliada semidecidua de Minas Gerais e Sao Paulo.
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Ocorre preferencialmente nas formagdes secundarias apresentando,
entretanto, dispersao bastante irregular e descontinua. Produz anualmente grande

quantidade de sementes viaveis.

Floresce a partir do final do més de agosto com a planta totalmente despida
de foliagem, prolongando-se até dezembro. Os frutos amadurecem em janeiro-
fevereiro (LORENZI, 1992, p.207).

2.2.4 Enquadramento Taxondmico da Espécie

O enquadramento taxonémico da Erythrina velutina segundo ENGLER (1964)

e CRONQUIST (1981) encontra-se inserido no quadro 1 abaixo.

QUADRO 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA Erythrina velutina

| Segundo ENGLER (1964) |  Segundo CRONQUIST (1981)
Divisao Angiospermae Magnoliophyta
Classe Dicotyledoneae Magnoliopsida
Subclasse Archichlamydeae Rosidae
Ordem Rosales Fabales
Familia Leguminosae Fabaceae
Sub-familia Papilionoideae -
Género Erythrina Erythrina
Espécie E. velutina E. velutina

2.2.5 Morfologia da Espécie

Arvore pequena de caule tortuoso, caule e ramos armados; folhas
trifolioladas, peciolo de 13-15 milimetros; foliolos largos, deciduos durante a
floracdo; raques compridas, armada de aculeos. Flores vermelhas ou vermelho-
alaranjadas, curto-pediceladas, em racemos multifloros; calice truncado-
campanulado de 16-18 milimetros de comprimento, corola de 5-6 centimetros de
comprimento; carena ligeiramente menor, arredondada de pétalas livres. Estame

vexilar conato apenas na base, de filetes avermelhados. Legume estipulado, glabro,
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polispermo, com varias sementes vermelhas, duras, vernicosas, com macula preta

(EPAMIG, 1993, p.24).

2.2.6 Aspectos Etnobotanicos da Espécie

A Erythrina velutina é conhecida na medicina popular como sudoripara e
sedativa (RABELO, 2001, p. 543). O infuso das cascas é empregado como calmante
e sedativo de tosses e bronquites, bem como para tratamento de verminoses e
hemorroidas. O decocto € utilizado para acelerar a maturagdao de abcessos

gengivais (LORENZI; MATOS, 2002, p. 306).

Outros representantes deste género demonstram atividades com interesse
farmacéutico, como a E. speciosa que no Brasil é utilizada como analgésica, anti-
inflamatdria e bactericida (DIAS FILHO et al., 2002, p.1027). A E. variegata L. var.
orientalis tem reputacado folclérica na india, China e Indochina sendo suas cascas
empregadas como adstringente, febrifugo, anti-séptico, para o tratamento do figado,
sedativo e colirio para oftalmia, as folhas sao consideradas estomaquicas, diuréticas,
para o alivio de dores nas articulagbes (TELIKEPALLI et al., 1990, p.2005) e no
tratamento da epilepsia (GHOSAL; DUTTA; BHATTACHARYA, 1972, p. 1274). A
Erythrina sigmoidea é utilizada no pais de Camardes para o tratamento de
disenterias, asma, dores no estébmago, infertilidade feminina e infec¢gées microbianas

(NKENGFACK et al., 1994, p.1047).

2.2.7 Aspectos Quimicos das Espécies do Género Erythrina

As plantas do género Erythrina sdo a principal fonte dos alcalbides
tetraciclicos tipo eritrina (figura 3), que foram originalmente identificados em 1937

por Folkers e Major, as plantas do género Cocculus, da familia Menispermaceae
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também produzem alcaléides muito semelhantes aos das eritrinas, somente

diferindo no padrao de oxigenacgao do anel A (AMER et al., 1991, p. 161).

O prefixo "eryso-" denota a presenga de fungao fendlica, o prefixo "erythroi-"
indica que o anel D do esqueleto é lactdnico e o prefixo "erythra-" reporta que o anel
D do esqueleto é o classico. Os alcaldides diendides possuem uma ligagdo dupla
carbono-carbono no anel A e no anel B e, os alquendides tém somente uma dupla
ligacdo geralmente no anel A. Os alcaldides tipo eritrina sdo geralmente
dextrorrotatérios (AMER; SHAMMA; FREYER, 1991, p.329) e sua configuragéo

absoluta esta demonstrada na figura abaixo.

Erythrina foram extensivamente estudados e
KSON (1994, p.175) ha grande estimulo nestes

ciarias, enquanto, os alcaléides com atividade

juaternarios.

T A
|
|
5IGURA'3 — ESQUELETO CLABSICO DOS ALCALOIDES DE Erythrina sp.

FONTE: AMER; SHAMMA; FREYER, 1991, p.329.
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Alguns exemplos de alcaldides deste género (erisotrina, erisodina, erisovina,

eritralina, erisopina, erisonina, erisopitina, eritratina, hipaforinage5 quadro 2, foram

QUADRO 2= E \DE ALGUN’\é(?ATSC)iALCﬁE%gi’! 0@ NERO Erythrina
RO" | _ L R .
B C
Estrutura R1 Ro R3 R4 Rs N

Erisotrina A CH3 CH3 CH3 H - -
Erisodina A H CH3 CH3 H - -
Erisovina A CH3 H CH3 H - -
Eritralina A -CHo - CH3 H - -
Erisopina A H H CH3 H - -
Erisonina A H CH3 H H - -
Erisopitina B H H CH3 OH H -
Eritratina B -CHp - CHs3 OH H -
Hipaforina C - - - - - -
N éxido de erisotrina A CH3 CH3 CH3 H - N*t--O-
N éxido de eritratina A -CHp - CH3 OH H N*t--O-

A erisotrina, eritratina, hipaforina, N-6xido de erisotrina, N-6xido de eritratina

(quadro 2) foram isolados da E. mulungu, sendo que os trés primeiros compostos
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sdo de ocorréncia comum neste género, dos dois ultimos compostos nao foi excluida
a possibilidade de serem artefatos, mas considerando o processo de extracido e o
material vegetal utilizado foi definido que sdo produtos naturais do metabolismo da
espécie (SERRAGIOTTO; LEITAO FILHO; MARSAIOLI, 1981, p. 2771 e 2775).

Nas duas ultimas décadas, mais de cinquenta flavondéides foram isolados de
varias partes de cerca de quinze espécies do género Erythrina, sendo que a larga

ocorréncia de flavanonas preniladas, isoflavonas, pterocarpanos e saponinas

triterpendides dentre os derivados ndo-alcaloidicos € uma importante caracteristica

@iOCHg,
OCH3

alina @ )erltratlna (AMER;

quimica (NKENGFACK et al., 1994, p.1047).
O

Erythrina velutlnaéﬁy&lﬂ”@ faseolldlna e E&mﬁﬁgeretma s%g&m&a ultima ainda
nao havia sido isolada de uma planta da familia FABACEAE (RABELQ et al., 2001,
p.543), também a ervelutingna (2',4’-dihydroxy-6-prenyl-7-methox '/soflavanone)
Como uma gomm\\aqi‘;g:;;ﬁ’ja

1996, p.137 |

I
HO O

FIGU %%A6£§E§H’\LU RA DE CE%MEL%%E&\%JA ISOLADOS DAﬁg%EQﬁé/ISHB%\IA
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Alcaldides glucodiendides estdo sendo isolados das espécies, como por

SLUCOERISOPINA ERIVAESTIRENO
UCOERISOPINA
\OMe
\OMe
INDICANINE A ACIDO ROBUSTICO

Também se reporta o isolamento das seguintes isoflavonas: eritrinina A, B e
C, osajina, alpinum isoflavona, oxiresveratrol estireno e diidroestilbeno
diidroxiresveratrol, warangalona, 5,7,4"-triildroxy-6,8-diprenilisoflavona, quatro

pterocarpanos ja conhecidos (ericristagalina, eritrabissina Il, faseolina e faseolidina),
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uma flavanona (isobavachin) e um cinamilfenol (erivariestireno) separados das

cascas de E. variegata (TELIKEPALLI et al., 1990, p.2005).

Cumarinas sao isoladas a partir desta planta sendo que a primeira deste
género foi da Erythrina stricta (SINGH et al., 1981, p.527), assim como as estruturas
das seguintes fenilcumarinas: indicanina A, fenilcumarina &cido robustico e
isoflavonas como daidzeina e 8-prenildaidzeina das cascas de E. indica
(NKENGFACK et al., 2000, p. 855). Trés isoflavonas preniladas foram isoladas da E.
vogelii, a saber, vogelin A, vogelin B e vogelin C (ATINDEHOU et al., 2002, p.181).

As sementes das leguminosas sao ricas em lectinas, proteinas de natureza
nao-imunoglobulina capazes de reconhecimento especifico e ligagdo reversivel a
carboidratos. As lectinas tém atraido interesse devido aos efeitos em varios sistemas
biolégicos como aglutinacéo de células, indugdo de mitose em linfécitos, produgao
de y-interferon por células periféricas mononucleares de sangue humano, atividade
semelhante a insulina e citotoxicidade, sendo que algumas destas proteinas com
atividade ligante de carboidratos tém sido utilizadas em bioquimica, biologia celular,

imunologia e areas afins com finalidade de analises.

Seu papel nas plantas ainda nao esta bem estabelecido, diferencas minimas
na estrutura das lectinas sao responsaveis por atividades e especificidades

diferentes.

A lectina extraida das sementes de Erythrina velutina forma aurantiaca
demonstrou indugdo da migragao de neutrdéfilos na cavidade peritoneal e bolsa de ar
dorsal de ratos podendo ser utii no desenvolvimento de medicamentos
antiinflamatérios baseados na estrutura de lectinas deste tipo (MORAES et al., 1996,

p.078-984).
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Muitos outros compostos quimicos de classes estruturais variadas, com
atividade demonstrada ou nao, ja foram isolados de diversas espécies de eritrinas,

demonstrando que este género € uma fonte de substancias biologicamente ativas.

2.2.7.1 Biossintese dos alcaldides do género Erythrina sp.

Apesar da divergéncia entre alguns autores, presume-se que os alcaldides da
Eythrina sdo biossintetizados a partir da tirosina, via condensagdo de duas
moléculas de dopamina, diferentemente da proposicdo anterior, de que eram

derivados diretos do acido xiquimico.

Alguns passos da biossintese foram demonstrados experimentalmente
usando intermediarios marcados com 14C (MANTLE; COLEMAN, 1984, p.1617).
DYKE e QUESSY (1981, p.53) citam um experimento de alimentagdo induzida com
a (+)-(S)-norprotoisomenina marcada com 14¢C, onde foi demonstrado que este é o
intermediario precursor especifico dos alcaldides. A figura 6 mostra um exemplo de

biossintese destes.

2.2.8 Aspectos Farmacoldgicos do Género e Espécie

Segundo BARROS (1970, p. 118) os extratos aquoso e etandlico das cascas
de Erythrina velutina utilizados em testes farmacoldgicos na concentragéo de 1:1,
demonstraram resultados significativos tais como depressor da respiragao e pressao
sanguinea de gatos com o extrato etandlico e estimulante da respiragdo com o
extrato aquoso, depressor da atividade do musculo cardiaco de sapo para ambos os
extratos, inibidor das contragdes musculares induzidas em uma preparagao de

musculo abdominal de sapo para ambos os extratos, inibidor da motilidade e ténus
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Erisotrina— Erisovina + Erisopinz

HO
inibidora-de-contra¢besuterinas induz bcitocinpa’em uma preparacagdesutero

de rata-adutta virgem para ambos os extra
TS \ Eritratina—> Eritralina

Erisodienona

FIGURA 6 — BIOSSINTESE DOS ALCALOIDES DE Erythrina sp.

FONTE: DYKE; QUESSY, 1981.

Estudos farmacolégicos com a Erythrina velutina em animais de laboratério
constataram uma significativa atividade espasmolitica de seu extrato bruto
hidroalcodlico, atividade curarizante, antimuscarinica e depressora do Sistema
Nervoso Central, compativeis com as propriedades preconizadas pela medicina
popular para esta planta (LORENZI; MATOS, 2002, p. 306).

Varios alcaldides extraidos de eritrinas demonstram atividades farmacologicas
semelhantes ao curare, incluindo a diidro-B-eritroidina que € o composto mais
potente isolado deste género e, em adigdo a estes efeitos, esta substancia € um
antagonista competitivo dos receptores neuronais nicotinicos para a acetilcolina de
uso comum. Os receptores nicotinicos sao estruturas pentaméricas compostas de
oito subunidades a e trés subunidades B. A elucidacdo de compostos com diferentes
afinidades para receptores nicotinicos neuronais e musculares é de grande
importancia para o entendimento do funcionamento deste complexo sistema de

receptores (DECKER et al., 1995, p. 79).

Estes alcaléides com atividade bloqueadora neuromuscular transitéria séo

ativos mesmo quando administrados oralmente (TANAKA et al., 2001, p. 871).
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Apesar dos efeitos de varios alcaléides de Erythrina nos receptores
nicotinicos musculares para acetilcolina estarem caracterizados, somente os efeitos
da diidro-p-eritroidina foram extensivamente estudados para os receptores neuronais

nicotinicos para acetilcolina.

A erisodina, outro alcaléide deste género foi estudado e demonstrou
seletividade maior do que a diidro-B-eritroidina para os receptores neuronais em

relacdo aos receptores musculares (DECKER et al., 1995, p.79).

Os efeitos do tratamento oral com extrato hidroalcoolico das inflorescéncias
da Erythrina mulungu em varios modelos para ansiedade foram comparados com
padrao benzodiazepinico e demonstraram que o extrato exerce efeitos ansioliticos
em tipos especificos de comportamentos de defesa, particularmente naqueles
sensiveis ao tratamento com baixas doses de benzodiazepinicos (ONUSIC et al.,
2002, p.473).

VASCONCELOS et al. (2003, p.949) demonstraram que a Erythrina velutina e
a Erythrina mulungu possuem efeitos antinociceptivos significantes em diferentes
modelos experimentais e, que os efeitos analgésicos destas plantas sao

independentes do sistema opidide.

Foram avaliados os efeitos no comportamento de ratos em estudo com o
extrato hidroalcodlico de E. velutina e E. mulungu no testes de cruz elevada, campo
aberto e de coordenagédo motora (rota rod). Doses unicas de 200, 400 ou 800 mg/kg
foram administradas via oral e doses de 200 e 400 mg/kg via intraperitoneal (IP) em
ratas fémeas. Observou-se reducido da atividade locomotora com os dois extratos
hidroalcodlicos apds tratamento IP em ambas as doses. Houve diminuicdo no
numero de entradas nos bracos aberto e fechado da cruz elevada apods

administragcdo da dose maxima (800 mg/kg) via oral para ambos os extratos, este
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efeito pode ser devido a diminuicdo na atividade locomotora. Os extratos n&o tiveram
efeito na coordenagao motora no teste “rota rod”. Demonstrou-se que estes extratos
tém efeitos depressores no Sistema Nervoso Central, o que pelo menos
parcialmente colabora com o uso popular destas plantas como tranquilizante na

medicina brasileira (VASCONCELOS et al., 2003).

Em recente trabalho publicado por DANTAS et al., (2004, p. 132), o extrato
aquoso das folhas de Erythrina velutina demonstrou aumento do sono induzido por
pentobarbital de maneira dose-dependente (10 mg/kg, 100 mg/kg e 300 mg/kg)
indicando efeito sedativo, hipnético e diminuicido da atividade motora em roedores
nas doses de 50 mg/kg e 200 mg/kg, fato que pode estar relacionado a interacéo de
alguns compostos com receptores neuronais periféricos resultantes da atividade
bloqueadora neuromuscular ja conhecida. Um dos dados mais interessantes refere-
se a interferéncia com os processos mneménicos em doses baixas de 10 mg/kg no
ensaio denominado teste de locomogao e habituacdo, houve a perda de memoaria a
habituagcdo ao campo aberto, fato que pode estar relacionado a uma interacdo com
os circuitos neuronais no hipocampo, concluiu-se que o extrato aquoso das folhas

demonstrou efeitos centrais e periféricos dependentes da dose utilizada.

Muitas outras substancias isoladas de espécies do género Erythrina
demonstram atividades farmacolégicas de grande interesse, porém ha necessidade

de estudos mais aprofundados acerca de suas acoes.

2.2.9 Aspectos Toxicologicos do Género e Espécie

Em muitos dos paises desenvolvidos a maior fonte de proteinas da dieta provém
das plantas. Sementes de legumes e cereais tém suprido de proteinas e energia
as ragdes para animais (NORTON, 1991, p. 68). Colheitas de forragens exceto as
gramineas incluem os membros da familia Leguminosae (DUFFUS; DUFFUS,
1991, p. 2). Na familia das leguminosas sao encontrados alguns componentes
téxicos, como por exemplo:
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- Aminoacidos: os aminoacidos potencialmente toxicos ndo sdo componentes
normais de proteinas, mas ocorrem livremente em muitas plantas e particularmente
nas leguminosas, fato que tem limitado seu uso como alimento. Estes s&o
encontrados concentrados em sementes, mas podem ocorrer na planta inteira.
Destes compostos os latirdgenos sdo os mais importantes e, podem causar duas
sindromes que sao o osteolatirismo (anormalidades no esqueleto e hemorragias) e
neurolatirismo (fraqueza, paralisia das pernas e dificuldade respiratoria, e em
humanos além dos anteriores também causam tremores dos musculos (DUFFUS;

DUFFUS, 1991, p. 12 - 13).

- Lectinas: Estao presentes particularmente nas sementes das leguminosas e tém
demonstrado causar gastroenterites, nauseas e diarréia em humanos e gatos
(DUFFUS; DUFFUS, 1991, p. 13).

- Inibidores de Protease: os inibidores de protease e inibidores de tripsina séo
considerados a principal causa de morte em animais de experimentos
alimentados com racgao crua. Estes fatores antinutricionais estdo presentes em
varios alimentos para humanos e animais. Um dos inibidores de protease mais
estudado é o inibidor de tripsina da soja, sendo que seus homologos foram
isolados de sementes de eritrinas. Estes compostos podem causar depressao do
crescimento em animais em teste, afetar a digestibilidade de proteinas da soja em
roedores, reduzir a absorgao de enxofre e nitrogénio (quando em ragdes cruas) a
partir de soja em ratos e galinhas atuando com mecanismo diferente em cada
animal, induzir hipertrofia e hiperplasia do pancreas estimulando a excessiva
secregao de enzimas, estimular a sintese de tripsina e quimotripsina no pancreas
aumentando a demanda de metionina e cisteina.

Estes compostos podem ser inativados por um processo combinado e bem
controlado de secagem, temperatura, duragdo do aquecimento, tamanho da
particula e condi¢cées de mistura (NORTON, 1991, p. 68 - 98).

- Alcaléides: atuam por varios mecanismos e sdo comuns na familia Leguminosae.
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- Glicosideos cianogénicos: sado toxicos devido a liberagdo de acido hidrocianico
apos a digestdo ou por lesdo da célula vegetal antes da ingestdo. Em algumas
plantas incluindo as familias Rosaceae, Leguminosae e Gramineae podem estar
presentes em altas concentragdes principalmente nas folhas (DUFFUS; DUFFUS,
1991, p. 15).

A Erythrina cristagalli € considerada tdxica devido aos alcaldides, estes séo
lentamente absorvidos pelo tubo gastrintestinal e rapidamente excretados pelo rim,
tornando dificil a intoxicacdo por esta via, mas a administragdo parenteral de
extratos pode determinar um quadro neuroldgico, astenia, paresias ou paralisias
musculares. A acdo paralisante € consequéncia dos alcalbdides sobre a acetilcolina e
obedece a seguinte sequéncia: musculos enervados pelos nervos cranianos,
musculos do tronco e das extremidades e musculatura respiratéria. A morte

sobrevém por asfixia consequente a paralisia dos musculos que atuam na respiragao

(SCHVARTSMAN, 1979, p. 101 e 102).

2.2.10 Aspectos de Atividade Antimicrobiana do Género:

O extrato da planta africana Erythrina abyssinica demonstrou atividade contra
leveduras e fungos sendo que a eritroabissin-l e faseolina tiveram atividade
antilevedura contra Sacharomyces cerevisae e Candida utilis com CIM
(Concentracao Inibitéria Minima) entre 25-50 ug/mL e atividade antifungica contra
Sclerotinia lebertiana, Mucor mucedo, Rhizopus chinensis com CIM entre 6 -25

ug/mL (NAKANISHI, 1982, p. 23).

O género Erythrina tem provado ser uma fonte farta de espécies contendo
agentes antimicrobianos que pertencem a varias classes estruturais de flavondides
(TELIKEPALLI et al., 1990, p.2005). Raizes de Erythrina variegata demonstraram

atividade contra Staphyloccus aureus e Mycobacterium smegmatis (TELIKEPALLI et
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al., 1990, p.2005). Segundo MAJINDA; ABEGAZ; BEZABIH et al. (2001, p. 1199) os
alcaldides isolados da Erythrina latissima ndo demonstraram atividade antibacteriana
contra os microrganismos testados. Os alcaléides foram a (+)-eritralina, (+)-
erisotrina, (+)-erisovina, (+)-erisodina, (+)-B-D-glucoerisodina, (+)-8-oxoeritralina, (+)-
erisotramidina, (+)-163-D-gluco-erisopina, (+)-15p-D-glucoerisopina e (+)-10,11-di-
oxoerisotrina € 0s microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, B. subtilis, C. mycoderma e Sacharomyces cerevisiae.

Os extratos metandlico e diclorometano de Erythrina vogelii mostraram
propriedades antifungicas contra Cladosporium cucumerinum no ensaio direto de

autobiografia (ATINDEHOU et al., 2002, p. 181).

A atividade antibacteriana da Erythrina velutina ainda n&o foi relatada,

segundo levantamento bibliografico.

2.2.11 Consideracdes Sobre Alelopatia

Os individuos vivem em comunidades dindmicas constituidas por fatores
fisicos e quimicos e interacdes que entre eles se estabelecem. A estas interacoes,
ainda pouco conhecidas, da-se o nome de interferéncias, diferenciadas em
alelospolia, alelomediacdo e alelopatia. A alelospolia é a competicdo entre
organismos que retiram do ambiente elementos essenciais prejudicando o

desenvolvimento normal de outros.

A alelomediacao ou interferéncias indiretas sdo as que alteram o ambiente
fisico ou biolégico com reflexo nos seres vizinhos, como no caso da alimentagéo
seletiva dos herbivoros e a alelopatia € a introducdo de substancias quimicas

produzidas pelo organismo que afetam a comunidade (ALMEIDA, 1988, p.5).
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O termo deriva das palavras gregas alleton (mutuo) e pathos (prejuizo) e foi
primeiramente usado por Molish em 1937, sendo durante algum tempo interpretado
de varias maneiras. Alguns autores conferem uma atividade mais ampla ao termo e
consideram a alelopatia como todas as interferéncias entre seres vivos provocadas
por substancias quimicas por eles elaboradas quer ocorram ou ndo no reino vegetal,
0 que inclui insetos e herbivoros (ALMEIDA, 1988, p. 5 - 7). Em 1996 a definicao de
alelopatia foi ampliada, segundo a IAS (International Allelopathy Society) e diz
respeito aos processos que envolvem a producado de metabdlitos secundarios por
plantas, microrganismos, virus e fungos que influenciam no crescimento e
desenvolvimento de sistemas agricolas e biolégicos. Atualmente a alelopatia é
considerada uma nova ciéncia prioritaria nos paises desenvolvidos (MALHEIROS;

PERES, 2001, p. 504).

As substancias alelopaticas também s&o denominadas aleloquimicos ou
produtos secundarios, dentre os diversos seres € nas plantas que estes se
concentram com maior frequéncia, independente de células especificas ou 6rgaos, a
producdo nao é cumulativa e sofre influéncia de fatores edaficos, climaticos e de
sanidade. O objetivo da formagao destes compostos nas plantas ainda ndo é bem
determinado, mas sabe-se que obedecem as leis da genética e sdo produzidos com
finalidades especificas como defesa, talvez devido a imobilidade, prevencdo da
decomposicado das sementes, interferéncia na dorméncia de sementes e gemas. Os
principais grupos de aleloquimicos sao os gases toxicos, acidos organicos e
aldeidos, acidos aromaticos, lactonas simples insaturadas, terpendides e esterdis,
quinonas, flavonodides, taninos, alcaldides, cumarinas e outros. A liberagao destas
substancias pode ser volatilizacdo, exsudacao pelas raizes ou lixiviagao através da

agua da chuva ou orvalho, de partes vivas ou mortas (ALMEIDA, 1988, p. 7 - 10).
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A maneira como agem as substancias alelopaticas nédo ¢é totalmente
esclarecida, mas sabe-se que atuam em mais de uma funcdo como assimilacdo de
nutrientes, crescimento, fotossintese, respiragao, sintese de proteinas,
permeabilidade da membrana celular, atividade enzimatica dentre outras. A
interferéncia entre as plantas na natureza se deve ao conjunto de substancias e aos
efeitos ambientais, um unico composto ndo tem concentracido suficiente para que
atue isoladamente (ALMEIDA, 1988, p. 16 - 18) e estudos de alelopatia com

compostos isolados e combinados teve resposta mais acentuada para o ultimo

(MALHEIROS; PERES, 2001, p. 506).

Os aleloquimicos podem ser interessantes do ponto de vista da pesquisa de
substancias com caracteristicas de herbicidas naturais com alta especificidade para

plantas daninhas em culturas de vegetais com potencial alimenticio ou medicinal.

Os ensaios mais comuns para o teste de atividade alelopatica sdo os de
germinagao de sementes e crescimento ou desenvolvimento de plantas medindo-se
o comprimento da radicula e hipocdtilo, que evoluirdo para raiz e caule

respectivamente.

2.2.12 Analise Estatistica

A analise do crescimento é feita estatisticamente. A premissa de uma
avaliagao estatistica € que os tratamentos sejam designados as unidades de analise
de modo aleatério e com repeticdes dentro dos tratamentos, se houver mais de um
interferente no processo analisado € necessaria a formacao de blocos que dividam
as interferéncias, estas condicbes formam o tipo de estudo denominado
Delineamento Inteiramente ao Acaso (DIC) ou Delineamento em Blocos ao Acaso

(DBC). Neste caso, os resultados gerados sao as médias de crescimento. Ha
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necessidade de que estes dados representem a populacéo (inferéncia estatistica).
Para tal, submetem-se os valores das médias ao teste de hipoteses que verificara se
as médias sao iguais (HO ou hipdtese de nulidade) ou diferentes entre si (H1 ou
hipotese alternativa). O teste exige também que se estabelega um nivel de
probabilidade de ocorrer o erro da rejeicdo de uma das hipoteses sendo ela

verdadeira, este parametro é denominado nivel de significancia ou probabilidade (o)

do teste que pode ser estipulado entre 1 a 10%.

Faz-se entdo a analise de variancia dos dados (médias), que por diversos
calculos verifica se houve variacido destes devido aos tratamentos ou devido ao
acaso (residuo). Na tabela gerada pela analise de variancia (ANOVA) verifica-se o
valor do teste F e compara-se ao valor de Fc (F critico) padronizado por tabelas
estatisticas conforme o nivel de significancia estipulado para o teste (1 a 10%). Se o
valor de F for maior do que Fc rejeita-se HO, ou seja, rejeita-se a hipotese de que as

médias sdo iguais com a entre 1 a 10% de significancia.

Outro valor gerado pela ANOVA é o P-valor que estima diretamente se F é
maior que Fc. Se isto for verdadeiro o P-valor sera menor que o nivel de significancia
estabelecido, por exemplo, se o nivel de significancia for fixado em 5% ou 0,05, e 0
P-valor for 0,01 conclui-se que F € maior que Fc e rejeita-se a hipétese de que todos
os tratamentos sdo iguais ou, aceita-se que pelo menos um tratamento é diferente

dos demais.

Estes primeiros resultados séo gerados se houver inferéncia estatistica ou,
dados amostrais que reflitam a veracidade dos resultados para a populacédo. Se as
médias forem consideradas diferentes parte-se para os testes de comparacao

multipla de médias que utilizam a diferenga minima significante (d.m.s.) entre estas.
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Cada vez que o valor absoluto da diferenga entre duas médias for igual ou
maior do que a d.m.s, essas sdo consideradas diferentes ao nivel de significancia

estabelecido.

Existem varias maneiras de calcular a d.m.s e cada uma é um teste que em
geral leva o0 nome do seu autor, ndo existindo algum que seja melhor, mas cada um
exibe propriedades adequadas ao tipo de experimento desenvolvido (VIEIRA;
HOFFMANN, 1989, p. 62). Os mais utilizados para este tipo de analise sdo os testes
de Tukey (compara duas médias entre diferentes tratamentos) e Scott & Knott

(subgrupos do grupo original de médias que diferem estatisticamente).

Na pratica estes testes demonstram ao pesquisador qual tratamento teve

atividade maior ou menor, facilitando e orientando o processo de escolha e aplicagao

dos dados da pesquisa em relagcédo ao custo, tempo, praticidade e outros.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO DO MATERIAL VEGETAL

Cascas secas e estabilizadas de Erythrina velutina Willd. adquiridas junto a
EMBRAPA Semi-Arido (Petrolina, Pernambuco). Identificacdo sob numero de
registro 2298 realizada por meio do Herbario desta instituicdo. A moagem foi

realizada em moinho de facas e martelo.

2 ENSAIOS FITOQUIMICOS

A partir dos extratos aquoso e etandlico de 80 gramas de cascas moidas de
Erythrina velutina foram determinadas as caracteristicas organolépticas, pH e
reagcdes para grupamentos especificos dos principios ativos das drogas vegetais,

segundo metodologia adaptada de MOREIRA (1979) e MIGUEL (2003).

3.2.1 Preparo do Extrato Aquoso a 20%

Pesou-se 40 g do vegetal moido que foram adicionados de 200 mL de agua
destilada como liquido extrator. O processo de maceracao a quente foi efetuado em
banho-maria a 70°C por uma hora em frasco aberto. Decorrido o tempo, o material

foi filtrado e o volume completado para 200 mL lavando-se com o liquido extrator.

3.2.1.1 Caracteristicas organolépticas e pH
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Foram observadas as seguintes caracteristicas organolépticas do extrato: cor,

sabor e odor. O pH foi verificado em tira para verificacdo de pH Merck®.

3.2.1.2 Pesquisa de antocianinas

O ensaio foi realizado transferindo-se 5 mL do extrato aquoso para trés tubos
de ensaio, o primeiro tubo foi acidificado com &cido cloridrico 1% (pH
aproximadamente 4), adicionou-se hidréxido de amoénio (pH aproximadamente 10)

no segundo tubo alcalinizando-o e neutralizando o terceiro tubo (pH 7).

3.2.1.3 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Os tubos da pesquisa anterior foram agitados energicamente por cinco
minutos. A altura do anel de espuma formado foi medida em seguida. Apds repouso
de 30 minutos a leitura do anel foi realizada novamente. O desenvolvimento de
espuma com altura superior a um centimetro persistente apds o repouso indica

reacao positiva.

3.2.1.4 Pesquisa de heterosideos cianogenéticos

Comumente encontrados, produzem acido cianidrico nas plantas (ROBBERS,
et.al.,, 1997 p.64). Foram adicionados 5 mL de extrato aquoso em tubo de ensaio
com o cuidado de ndao umedecer suas paredes, adicionou-se 1 mL de solugao
aquosa de acido sulfurico 1 N. Uma tira de papel picro-sddico foi suspensa no tubo
de ensaio e levou-se o conjunto ao aquecimento em banho-maria por trinta minutos
a 60°C. Este ensaio baseia-se na reacado de formacao do isopurpurato de sddio na

tira de papel picro-sddico, se houver formacéo de coloragao castanha a avermelhada
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a reacao € positiva. Para o preparo do papel picro-sédico tiras de papel de filtro com
1 cm de largura sdo embebidas com solugcéo de acido picrico 1%, secas ao abrigo
da luz e apés, embebidas com solugdo de carbonato de soédio 10%. As tiras secas
sao armazenadas em frasco ambar.

3.2.1.5 Pesquisa de taninos

Os seguintes reagentes foram utilizados nesta pesquisa:

- Solucao de Gelatina: em trés tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL, 1,0 mL e
2,0 mL, respectivamente, de extrato aquoso e 2 mL de solugao aquosa de gelatina

2,5%. O desenvolvimento de precipitado indica reagao positiva.

- Cloreto Férrico: em 1 mL de extrato aquoso adicionou-se trés a cinco gotas de
solugdo aquosa a 1% de cloreto férrico. O desenvolvimento de coloragao azul indica

reacao positiva para taninos, verde para flavonoides e marrom para polifendis.

- Cloridrato de Emetina: o desenvolvimento de precipitado apds adicdo de 4 mL de
agua destilada e duas gotas de solugéo aquosa de emetina 1% em 1 mL de extrato

aquoso indica reacao positiva.

- Formol Cloridrico ou ensaio de Staniasny: Em baldo de fundo chato com 250 mL de
capacidade colocou-se 30 mL de extrato aquoso, 6 mL de formaldeido 40% e 4 mL
de acido cloridrico 37%. O balao foi acoplado a um condensador de bolas e levou-se
a refluxo durante uma hora. Apds deixou-se esfriar, e o extrato formol-cloridrico foi
filtrado e reservado para pesquisa de taninos hidrolisaveis. O residuo da filtragao foi
lavado com solugéo de alcool 50% e gotejou-se sobre o residuo da lavagem solugao
aquosa de hidroxido de potassio 5%. O desenvolvimento de coloragéo verde ao

gotejar o hidroxido de potassio indica reagao positiva para taninos condensados.
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Ao filtrado reservado foi adicionado excesso de acetato de soédio, sem
agitacao, e gotas de solugdo aquosa de cloreto férrico 1%. Coloragao azul na adigéo

de cloreto férrico indica reagao positiva para taninos hidrolisaveis.

3.2.2 Preparo do Extrato Etandlico 20%

O extrato foi preparado por maceragao a quente, em banho-maria a 70°C por
uma hora, a partir de 40 g do material vegetal moido e 200 mL de &lcool etilico 70%
como liquido extrator. Decorrido o tempo, o frasco foi retirado do banho-maria,
filtrou-se o extrato e lavando-se o material com o liquido extrator o volume foi

completado até 200mL.

3.2.2.1 Fracionamento do extrato em solventes de polaridade crescente

O extrato etandlico 20% foi concentrado em evaporador rotatério sob vacuo a
40°C até um terco de seu volume visando eliminar o excesso de alcool etilico. O
fracionamento foi realizado sequencialmente com hexano, cloroféormio e acetato de

etila, solventes de ordem de polaridade crescente.

Em funil de separagao 10 mL do extrato concentrado e 50 mL do respectivo
solvente foram agitados, repetindo-se o processo por quatro vezes. Foram obtidas a
fracao hexano, fracdo cloroférmio, fracdo acetato de etila e a fracdo hidroalcéolica
remanescente, acondicionadas em frasco ambar. O volume foi completado a 200 mL
com os respectivos solventes, quando necessario. Com as fragbes seguiu-se a
pesquisa de alcalbides, leucoantocianidinas, heterosideos flavénicos, cumarinas,

antraquinonas, esteroides e triterpenos.
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3.2.2.2 Pesquisa de alcaldides

Levou-se a secura 50 mL de cada fragao obtida em banho-maria a 70°C. O
residuo foi dissolvido em 1 mL de alcool etilico e acrescido de 20 mL de &acido
cloridrico (HCI) a 1%. Transferiu-se 1 mL do extrato cloridrico para cinco tubos de
ensaio e adicionaram-se duas gotas de cada reativo. Os reativos utilizados foram:
reativo de Mayer (mercurio tetraiodeto de potassio), reativo de Dragendorff
(tetraiodeto bismuto de potassio), reativo de Bouchardat e reativo de Bertrand (acido

silico tungstico).

Observar a formacgao de precipitado branco ou leve turvacido branca para os
reativos de Mayer e de Bertrand, precipitado de cor tijolo para o reativo de

Dragendorff e precipitado de cor laranja para o reativo de Bouchardat.

Se houver reacao positiva, o restante do extrato cloridrico é transferido para
um funil de separacao, alcalinizado com hidroxido de aménio até pH 9 a 10 e
procede-se a extracdo com 15 mL de uma solugdo de diclorometano e éter na
proporcdo de 3:1 por trés vezes. Os extratos organicos sdo reunidos, levados a
secura em banho-maria e adiciona-se 0,5 mL de alcool etilico e 5 mL de HCl a 1%. A
reunido € ligeiramente aquecida e apds esfriar, divide-se em cinco tubos de ensaio e
realiza-se novamente a pesquisa para alcaldides utilizando os mesmos reativos. A
reacao positiva € a formacao de precipitado confirmada pela dissolugdo do complexo

com 2 mL de solugao alcodlica de acido tartarico 5%.

3.2.2.3 Pesquisa de leucoantocianidinas

Levou-se 10 mL de cada fracdo a secura em banho-maria e adicionou-se 5

mL de alcool etilico e cinco gotas de HCI concentrado em cada fragdo, o material foi
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aquecido a ebulicdo. A reacao € positiva se houver a reacdo de reducdo da
leucoantocianidina (de coloragdo amarela) em antocianidina em presenga de acido
cloridrico confirmada pela formacédo de coloracdo vermelha. As leucoantocianidinas

sao consideradas flavonéides monomeéricos, 4 — didis ou raramente 4 -dis.

3.2.2.4 Pesquisa de flavonoides

Baseia-se na modificagcao da estrutura do flavondide em presenca de acido.
Foram levados a secura em banho-maria 10 mL das fragcbes hexano, cloroférmio e
acetato de etila, apds resfriamento adicionou-se 5 mL de alcool etilico e transferiu-se
o conteudo para tubos de ensaio. O total de 5 mL da fragdo hidroalcodlica foi
transferido diretamente para tubo de ensaio, sem secura prévia. A cada tubo de
ensaio adicionou-se pastilha de zinco, com os tubos acondicionados em copo de
béquer contendo gelo e em capela foi adicionado HCI fumegante lentamente em
quantidade suficiente. A reacao € positiva se houver formagao de coloracido amarela
a vermelho para flavonas, vermelho a vermelho-sangue para flavondis e
diidroflavondis, vermelho a violeta para flavononas, vermelho a rosa para derivados
antocianicos, chalconas, auronas, dihidrochalconas, isoflavonas e isoflavononas néo

apresentam coloracao.

3.2.2.5 Teste oxalico-borico

Também conhecida como reacdo de Taubock. Em capsula de porcelana
10 mL de cada fragado foram levados a secura em banho-maria. Ao residuo foram
adicionadas 5 gotas de acetona e 30 mg de uma mistura na proporcéo 1:1 de acido
bdrico e acido oxalico. Apds agitagao foi levado a secura e 5 mL de éter etilico foram
adicionados, o conteudo foi transferido para tubos de ensaio e visualizado sob

ldmpada ultravioleta, se houver fluorescéncia indica reagao positiva especialmente
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para flavonois. As flavanonas e isoflavonas nao tém esta propriedade e os derivados
antocianicos coram-se, mas nao produzem fluorescéncia. Esta reacdo € explicada
pela formacado de quelatos, produzindo deslocamento batocrémico da banda | dos
derivados do acido borinico (compostos obtidos do acido boérico com substituicdes
na molécula por dois radicais organicos).

3.2.2.6 Ensaio de Pacheco

Em capsula de porcelana foram adicionados 10 mL de cada fragao e levados
a secura em banho-maria. O residuo foi aquecido em fogareiro e adicionaram-se
alguns cristais de acetato de sédio e 0,1 mL de anidrido acético, logo em seguida
0,1 mL de HCI concentrado. O desenvolvimento de uma coloracdo roxa indica
reacdo positiva para dihidroflavondis, flavonas, chalconas, auronas, flavondis e

flavononas dao resposta negativa.

3.2.2.7 Pesquisa de cumarinas

Em copo de béquer foram adicionados 30 mL de cada fracdo e acidificados
até pH 1,0 adicionando HCI 2N, o volume foi concentrado em banho-maria para
5 mL. Apds resfriamento foi passado para um funil de separagao e extraido duas
vezes de 10 mL em éter etilico e novamente concentrado em banho-maria até 5 mL.
Do extrato etéreo transferiu-se 3 mL para tubo de ensaio e adicionou-se 2 mL de
hidréxido de sédio solugdo Normal. A solugao foi deixada por 15 minutos em camara
de luz ultravioleta a 366 nm. A reacao positiva é a fluorescéncia de coloragao azul ou

verde-amarelada.

O restante do extrato etéreo foi depositado em papel de filtro em trés pontos
previamente marcados a grafite de modo a obter trés manchas de aproximadamente

1 cm de didmetro. As manchas 1 e 2 foram tratadas com uma gota de solugao de
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hidréxido de sddio Normal. A mancha 1 foi coberta com papel aluminio e o papel de
filtro foi levado a camara de luz ultravioleta a 366 nm ficando em exposicao por 15
minutos. Se houver reagao positiva a mancha 2 (tratada e ndo coberta) apresenta

fluorescéncia de coloracdo azul ou verde amarelada.

A pesquisa baseia-se no fato de que a dissolucdo das cumarinas em alcali
com clivagem do anel pirrélico forma o acido o-hidroxi cindmico ou sais de seu
anion. O sal alcalino do acido hidroxi cinamico exibe fluorescéncia. Sem irradiagao
da luz ultravioleta, nenhuma fluorescéncia €& exibida para solugdes recém
preparadas ou solugdes estocadas no escuro por meses; no entanto, ao irradiar luz
ultravioleta, a forma cis migra para forma trans, que exibe coloragao azul ou verde

amarelada em poucos minutos.

3.2.2.8 Pesquisa de antraquinonas

Em baldo de fundo chato de 250 mL de capacidade 30 mL da fracdo
hidroalcodlica e 5 mL de solugdo aquosa de acido sulfurico a 10% foram misturadas.
As fragdes hexano, diclorometano e acetato de etila (30 mL de cada) foram levadas
a secura em banho-maria e recuperadas até 30 mL com alcool 70% e apds,
receberam o mesmo tratamento. O baldo, acoplado a um condensador, foi levado a
refluxo por 30 minutos, em seguida filtrado ainda a quente em papel de filtro. Ao
filtrado foram adicionados 30 mL de agua destilada, transferiu-se o conteudo para
um funil de separagdo e extraiu-se com éter etilico (duas vezes de 10 mL). Os
extratos etéreos foram concentrados em banho-maria até 5 mL, transferidos para
tubo de ensaio onde realizou-se a reagao de Borntraeger adicionando-se 5 mL de

solugéo de hidroxido de aménio e agitando-se lentamente.

3.2.2.9 Pesquisa de esteroides e triterpenos - reagao de Liberman Bouchard
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Levou-se a secura 30 mL de cada fracdo em banho-maria e com auxilio de
bastdo de vidro seco dissolveram-se 5 mL de cloroférmio, filtrando em seguida. O
extrato cloroférmico foi pipetado para trés tubos de ensaio nos volumes de 0,1 mL,
0,5 mL e 1,0 mL completou-se para 2 mL com cloroférmio.

Em capela efetuou-se a reagdao de Liberman Bouchard adicionando

lentamente 1,0 mL de anidrido acético e 2,0 mL de acido sulfurico.

Observa-se a formacdo de coloracdo rosea escura ou azul que indica
presenca da fungao carbonila na posi¢ao 3 e dupla ligacéo entre os carbonos 5 e 6.
A coloragao verde indica presenga da fungao hidroxila na posi¢cao 3 e ligagao dupla
nas posicoes 5 e 6. Se houver coloracdo amarela provavelmente existe uma metila

no carbono 14.

3.2.2.10 Pesquisa de esterodides e triterpenos - reacao de Keller Kelliani

Sobre 50 mL das fragbes foram adicionados 50 mL de agua destilada e 5 mL
de solugdo de acetato basico de chumbo a 10%, apds agitagdo o conteudo foi
centrifugado, decantando o liquido sobrenadante para um funil de separagao e foi
procedida a extracdo com 10 mL de cloroférmio por trés vezes. O extrato

cloroférmico foi concentrado em banho-maria a 40° C sob ventilacdo até 15 mL.

A reacao de Keller Kelliani foi realizada transferindo-se 2 mL do extrato
cloroférmico para tubo de ensaio e levando-se a secura. O residuo foi dissolvido com

2 mL de acido acético glacial e 0,2 mL de solugéo aquosa de cloreto férrico a 1%.

A mistura foi cuidadosamente transferida para um tubo de ensaio que

continha 2 mL de acido sulfurico concentrado.

v
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O desenvolvimento de coloragdo na zona de contato e/ou coloragao na fase
acética indicam presenca de desoxi acucares, sendo azul para esterdides e verde

para triterpenos.

3.3 OBTENGCAO DO EXTRATO BRUTO E POSTERIOR FRACIONAMENTO

3.3.1 Obtencao do Extrato Bruto

As cascas de Erythrina velutina, em total de 2,672 kilogramas, foram
processadas em aparelho de soxhlet (CARVALHO, 2001, p. 24). O aparelho foi
conectado a um condensador de bolas e a um baldo de fundo chato de capacidade
para 3 L com pérolas de vidro. A este sistema foi adicionado alcool etilico 96 °GL até
que metade do baldao fosse preenchida de liquido. Todo o sistema foi levado ao

aquecimento em manta aquecedora e deixado em refluxo por 4 horas.

O material obtido foi concentrado em evaporador rotatério (LABOROTA 4000
Heidolph®) sob pressao reduzida (50°C) para aproximadamente um quinto do seu
volume. Este volume foi conservado em freezer por 24 horas, em frasco ambair,
visando a precipitacdo de gomas e pigmentos. Apos esse periodo o extrato foi
filtrado a vacuo, obtendo-se o extrato bruto (EB). O residuo obtido no processo de

filtracao foi separado e acondicionado para analises posteriores.

3.3.2 Fracionamento do Extrato Bruto

O processo foi realizado em aparelho de soxhlet adaptado com
solventes de ordem de polaridade crescente, iniciando-se pelo fracionamento do

extrato bruto em hexano, diclorometano, acetato de etila obtendo-se a fragcdo hexano
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(FHEX), fragao diclorometano (FDMT), fragcao acetato de etila (FATE) e o residuo foi
denominado fragao hidroalcéolica remanescente (FHAR). O aparelho foi conectado a
um condensador de bolas e a um baldo de fundo chato de capacidade para 150 mL,
com pérolas de vidro. Todo o sistema foi levado ao aquecimento em chapa

aquecedora e deixado em refluxo por 4 horas.

3.3.2.1 Testes com o vegetal, extrato bruto e fragdes

Foram realizados os testes de teor de umidade e teor de cinzas do vegetal
conforme normas oficias da Farmacopéia Brasileira IV ed. O residuo seco do EB e
fracbes FHEX, FDMT, FATE e FHAR foi realizado pesando-se 1,0 mL (medida
volumétrica) do material, em triplicata e submetendo as amostras a 105°C até peso

constante apds resfriamento em dessecador.

3.4 PURIFICACAO DAS FRACOES DO EXTRATO BRUTO

Apods o fracionamento do EB e baseando-se nos resultados obtidos na analise
fitoquimica preliminar, cada fragao foi submetida a uma analise prévia de seus
componentes por cromatografia em camada delgada (CCD). Todos os
procedimentos foram utilizados na busca de métodos racionais para o isolamento
das substancias. Os solventes utilizados em todos os procedimentos descritos a

seguir foram de grau de pureza para analise (P.A.).

3.4.1 Fragao Hexano (FHEX)

Apés o fracionamento a fracdo hexano foi concentrada para
aproximadamente um quinto de seu volume em evaporador rotatério sob vacuo a
40°C. A cromatografia em camada delgada prévia da FHEX foi realizada em

comparacgao a padrdes de esterdides e triterpenos: B-sitosterol, estigmasterol, lupeol
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HEXANO

A partir de 9 g de amostra de FHEX foi procedida a primeira coluna
cromatografica. Na pastilha foram utilizadas 12 g de silica gel 60 (70 — 230 mesh
ASTM) 0,063 — 0,200 mm, marca Merck® e para a coluna 105 g da mesma silica. O
diametro interno da coluna foi de 4,2 cm, altura da pastilha foi de 3 cm e da silica 9
cm. A eluigdo foi iniciada com hexano 100%, seguida de acetato de etila e metanol

com aumento de polaridade de 5% e 100mL para cada combinagao.

O conteudo foi recolhido em frascos de aproximadamente 20 mL. Apds a
ultima eluicdo com metanol 100% o conteudo dos frascos foi evaporado em

temperatura ambiente.

Nos frascos 28 a 34 da eluicdo com 90 a 85% de hexano em acetato de etila
foram obtidos cristais envoltos em material resinoso verde escuro, os

aproximadamente 60 mg obtidos deste material foram submetidos a nova coluna

Iviii



This document has been created with a DEMO version of PDF Create Convert
(http://www.equinox-software.com/products/pdf_create_convert.html)

To remove this message please register.

cromatografica com mesmo diametro interno, pastilha com 2 cm de altura e 9 g de
silica gel 60, coluna com 5 cm de altura e 22 g. A eluigdo foi desenvolvida com
hexano e acetato de etila com aumento de 2,5% na polaridade até 20% de acetato
de etila recolhidos em frascos de aproximadamente 20 mL, o conteudo foi seco em

temperatura ambiente.

Nos frascos 4 a 14 (97,5 a 90% de hexano em acetato de etila) os cristais
estavam quase limpidos, foram reunidos e filtrados em filtro sinterizado utilizando
benzina gelada. O filtrado foi resfriado em geladeira e re-filtrado até esgotamento. A

substancia obtida foi denominada de composto 1 (C1).

Houveram na primeira coluna outros frascos com cristalizacao, este conteudo
reunido em metanol, seco ao ar e separado visando maior purificagao e identificacao

por analises espectrométricas.

3.4.2 Fragao Diclorometano (FDMT)

A fracdo diclorometano apds fracionamento foi concentrada para
aproximadamente um quinto de seu volume em evaporador rotatério sob vacuo a
40°C. Foi realizada cromatografia em camada delgada em cromatoplaca de silica gel
G de 5 cm de altura por 2,5 cm de largura, com fase médvel diclorometano em
metanol na proporcao de 90:10. Apds seca ao ar a cromatoplaca foi revelada com
solugdo de Dragendorff cloridrico (STAHL, 1969, p. 873). A partir dai 20 g de
amostra foram divididas em duas aliquotas de 10 g cada, para dois procedimentos, o
primeiro foi coluna cromatografica e o segundo extragao acido-base.

3.4.2.1 Coluna cromatografica da fragédo diclorometano

lix



| propor¢oes crescentes de polaridade de 5%

Reuni&o dos frascos 53 — 62 (60:40 — 55:45 de diclorometano em acetato de etila)
mis aocurmernt nas peen created Wit a L)t:‘/IU version or PDF Create Lonvert

R T 20 f T A R ESanS 7Bcrenetame 3 Niethnol 1 (240 m)
12 frascos de 20 mL
Conforme a revisao de literatufa acerca de procedimenios de separacao e

r s2-8(z1 CC.em Sili |.com Hexano — EtQAc 50%
f!|:c§<§§8 ge gléaﬂﬁ(i: Oé:sc))rﬁ:gtaﬂgnﬁ%%\gf)gﬁr o%d gR/I’et?aor{oFSCO%I&o ¢Brfio| um dos
métados de separacdo a coluna cromlatografica desenvolvida em silica gel 60 com

4l7 Fdas(i:os S— 1.2t—> C. Preparativa com FM Diclorometano 9: Acetona 1
&M gp '?ég%téoa'ﬁwgﬁfbo% 3 substancias — maior corrida : alcaléide — isolar

I
Composto 2 ou C2

-

pu

Fl

GURA 8 - PROCESSO DE SEPARAGAO DA FRACAO DICLOROMETANO

Para a coluna foram utilizadas 80 g de silica com altura de 6 cm e para a
pastilha foram utilizadas 18 g de silica e altura de 2,2 cm. A eluigdo ocorreu em
diclorometano 100% a acetato de etila em metanol na proporgdo de 65:35 com
aumento de polaridade de 5% entre as misturas, na quantidade de 100 mL por
combinacao. O conteudo foi recolhido em frascos de aproximadamente 20 mL, seco
ao ar em temperatura ambiente e os frascos foram analisados por CCD com fase
movel cloroférmio em metanol na proporcao de 85:15, visualizadas em camara de
luz ultravioleta e reveladas com Dragendorff cloridrico, visando a reunido dos pontos
de interesse para novas purificagcbes. Em varias reunides houveram pontos de

alcaldides que serado objeto de futuras pesquisas.

O conteudo dos frascos 53 a 62 (60:40 a 55:45 de diclorometano em acetato
de etila) foi reunido por semelhanga e apresentou apos cerca de 20 dias uma
formacado de cristais pequenos e aderidos a parede dos frascos. O material foi
submetido a nova purificagao utilizando o polimero Sephadex® LH 20 com fase
movel ciclohexano, diclorometano e metanol na proporgao de 7:4:1, baseado no

comportamento em CCD, em quantidade de 240 mL.

Foram obtidos 12 frascos de 20 mL aproximadamente, o material dos frascos

2 a 8 com aproximadamente 1,5 g, foi reunido e submetido a nova coluna
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cromatografica de 4,1 cm de diametro interno, com coluna de 3,2 cm e 8 gramas de
silica gel 60 (70 — 20 mesh - 0,063 — 0,200 mm, ASTM, marca Merck®) e pastilha
com 1,5 cm de altura e 1,6 g de silica. A eluigdo iniciou com hexano e acetato de
etila na proporg¢ao de 1:1 no total de 20 mL, apds seguiu com diclorometano a 100%
até 20% de metanol e aumento de polaridade de 5%. O conteudo dos frascos foi
deixado secando ao ar e apds analise por cromatografia em camada delgada,
utilizando como fase mével diclorometano e acetona na proporcéo de 9:1 em cuba

saturada com vapores de ambnia e como revelador Dragendorff cloridrico, os

frascos 5 a 12 (eluicao 100:0 até 85:15) foram reunidos.

Com este material, quase totalmente purificado, foi realizada cromatografia
em camada preparativa com 5 cm de altura e 20 cm de largura utilizando como fase
movel diclorometano e acetona na proporcao de 9:1 em cuba saturada com vapores
de amoénia. Sob visualizagdo em camara de luz ultravioleta e comparando-se a uma
CCD nas mesmas condigdes e revelada com Dragendorff cloridrico, a cromatoplaca
foi assinalada com grafite demarcando a regidao de corrida maior, onde estava o
alcaléide de maior concentragdo, esta regido foi raspada com auxilio de espatula
metalica, a silica contendo o alcaldide foi suspensa em metanol e filtrada em filtro
sinterizado até esgotamento do material aderido a silica, confirmado através de CCD
nas mesmas condicdes anteriores. O filtrado foi deixado evaporar ao ar e em
dessecador. Foi realizada uma CCD de verificacdo e o alcaléide apareceu como um
ponto isolado na metade superior da cromatoplaca (5 cm de altura por 2,5 cm de
largura). Esta substancia foi denominada composto 2 (C2). Sua identificagdo esta

descrita nos itens subsequentes.

3.4.2.2 Extracao acido-base da fracdo diclorometano
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O processo de extragao acido-base € comum na separacao de alcalbides e se
baseia na propriedade destes em solugcdo acida se tornarem sais, soluveis em
solventes aquosos e em meio basico serem soluveis em solventes organicos, desta
maneira s&do isolados como bases livres usando-se, por exemplo, diclorometano

como solvente extrator. A figura 9 traz o processo simplificado utilizado nesta etapa.

A partir da segunda aliquota de 10 g da fragao diclorometano foi realizada a
extragdo acido-base em aparelho de soxhlet modificado, ou seja, o equipamento

perdeu a funcdo de “sifonacdo” passando a funcdo de percolagao, utilizando

d C'OrQTE}?rQSéOCRETb% Slyente. gxlRlly, BEB‘eié%‘rﬁ%%e fol.f6ifas 8, extfacao acida
5 e e R ABEs on ioico
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A amostra, em total aproximado de 6,8 g foi submetida a coluna
cromatografica de 4,1 cm de didmetro interno. Para a coluna foram utilizadas 24,6 g
de silica gel 60 com altura de 5,2 cm e para a pastilha utilizou-se 13,6 g da mesma
silica (altura de 2,9 cm). A eluigdo iniciou com hexano em diclorometano na
proporcdo de 20:80 até diclorometano em metanol a 80:20, com aumento de
polaridade de 10% entre as combinag¢des e aliquotas de 50 mL recolhidas em
frascos de aproximadamente 20 mL. Apds secos ao ar em temperatura ambiente, o
conteudo dos frascos 17 a 31 (eluicdo de diclorometano em metanol a partir de 95:5
até 80:20) foi reunido por similaridade em CCD, utilizando o mesmo tipo de
cromatoplaca, a mesma fase movel e revelador descritos anteriormente.

Este material, em total aproximado de 2,1 g foi purificado novamente em
coluna cromatografica de 4,7 cm de didametro interno utilizando-se para a pastilha
10,8 g da mesma silica da coluna cromatografica anterior com altura de 1,1 cm e
para a coluna 31,9 g de silica com altura de 2,9 cm. A eluigdo ocorreu em acetato de
etila 100% a acetato de etila em metanol na propor¢gao de 65:35 com aumento de
5% entre as combinagdes em aliquotas de 60 mL recolhidos em frascos de
aproximadamente 20 mL. Por CCD nas mesmas condi¢des descritas anteriormente,
verificou-se que os alcaléides estavam concentrados entre os frascos 4 a 22. Este
material foi reunido, seco ao ar em temperatura ambiente e em dessecador

totalizando cerca de 0,7 g.

A amostra foi submetida a cromatografia em camada preparativa de silica gel

G com 5 cm de altura e 20 cm de largura, a fase mével foi hexano, tolueno e acetato

Ixiii



This document has been created with a DEMO version of PDF Create Convert
(http://www.equinox-software.com/products/pdf_create_convert.html)

To remove this message please register.

de etila na proporcao de 3:7:7 em cuba saturada com vapores de amodnia. Devido a
quantidade de amostra foram necessarias duas cromatoplacas preparativas (CCP 1
e CCP 2). A CCP1 gerou quatro pontos de alcaldides e a CCP 2, gerou trés pontos
de alcaldides, visualizados sob camara de luz ultravioleta e comparando-se a uma
CCD nas mesmas condigdes (com 5 cm de altura e 2,5 cm de largura) revelada com
Dragendorff cloridrico. Cada faixa de corrida foi demarcada com grafite e a silica foi
raspada com auxilio de espatula metalica para frascos individuais gerando sete
frascos no total. Adicionou-se diclorometano em cada frasco e seus conteudos foram
filtrados isoladamente em filtro sinterizado. Para verificacdo do desprendimento dos
alcaldides da silica foi feita uma CCD nas mesmas condi¢cdes anteriores e verificou-

se que ainda havia material preso a silica. Adicionou-se etanol em quantidade

suficiente, seguiu-se filtragdo e os alcaldides desprenderam-se.

Por nova CCD foram escolhidos para analises espectroscopicas o conteudo
dos filtrados da silica. Da CCP 1 foi eleito o de maior corrida, denominado composto
3 (C3) e da CCP 2 foram escolhidos o de maior e menor corrida denominados

respectivamente de composto 4 (C4) e composto 5 (C5).

3.4.3 Fracao Acetato de Etila (FATE)

Apds o fracionamento a fracdo acetato de etila foi concentrada em evaporador
rotatério sob vacuo a 40°C e submetida a CCD em cromatoplaca de silica gel G de 5
cm de altura por 2,5 cm de largura, com fase movel acetato de etila, diclorometano e
metanol na propor¢ao de 1:1:0,3 e ap6s secagem ao ar foi visualizada em camara
de luz ultravioleta. A cromatoplaca foi revelada para flavondides com o reativo de
Neu (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1983, p. 172). A FATE foi separada,
acondicionada em frasco e sera submetida a procedimentos de separacédo e

purificacao futuramente.
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3.4.4 Fragao Hidroalcodlica Remanescente (FHAR)

Apos o fracionamento com acetato de etila, o conteudo remanescente (FHAR)
foi concentrado para aproximadamente um quinto de seu volume em evaporador
rotatério a 40°C. Foi feita a CCD prévia em cromatoplaca de silica gel G, utilizando
como fase movel acetato de etila em metanol na proporg¢ao de 65:35 e apds seca ao

ar foi visualizada em camara de luz ultravioleta.

Coluna Cromatografica em Silicagel 60 Merck® - 13,9 g amostra

___Na revelacio foi utilizado relelador acido fosfomolibdico a 5% e aquecimento
h SRS OSG4I A ARIC1Ged R O R R OR T 51888 T, squema de
3 b re i @emﬁra $dd ddPIF'mC

separacao e purificacao exposto na figura 10.
Cristais nos frascos 90 — 123 (80:20 a 55:45 — EtOAc:MeOH) 27,8 g
I

A p&alprreCrensatpatalicHAR SticpsepePdderck®gateira coluna|cromatografica
100% EtOAc a 55:45 EtOAc : MeOH, aumento de polaridade de 2,5%

com 3,T cm de diametro interno Jtilizando 95,5 g de silica gel 60 (/0 — 230 mesh
ASTNCHSIRiSAJea% AUASE PYRS I%Bﬂﬁc%sm, 228 2% .82 3RAbiu 8,5 cm de

altura) Peira=g3mstiharerainl ghlizdasiasigiadib ig-slcosesmarediedikrddd cin de altura.
Filtrado: congelado e re-filtrado até esgotamento de precipitados

I
FIGURA 10 — ESQUEN@O%p%Q%'@%ﬁ%& E SERARAGAO DE COMPOSTOS DA

FRAGAO HIDROALCOOLICA REMANESCENTE

A coluna foi eluida iniciando-se pela combinacdo hexano em acetato de etila
na proporgdo de 30:70 seguindo até 45% de metanol em acetato de etila, com
aumento de polaridade de 5% entre as misturas de solventes e 150 mL para cada
combinacgao, recolhidos em frascos de aproximadamente 20 mL. Apds a ultima
eluicdo a coluna foi lavada com 200 mL de agua destilada e o material foi

acondicionado e separado. Em todos os frascos, inclusive no de lavagem com agua
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destilada, foi adicionado etanol, visando evitar a contaminacdo do material por

fungos.

Nos frascos 90 a 123 (eluigdo com acetato de etila em metanol na proporgao
de 80:20 a 55:45) formaram-se precipitados com aparéncia de cristais, o material
pesando cerca de 7,8 g foi reunido com auxilio de metanol e submetido a nova
coluna cromatografica com 3,1 cm de diametro interno e a mesma silica utilizada
anteriormente para a coluna e pastilha. A massa de silica para a coluna foi de 25,6 g
com altura de 6,3 cm e para a pastilha foi de 8,2 g com altura de 2 cm. A eluigéo
iniciou com acetato de etila 100% até acetato de etila em metanol na proporgao de
55:45 com aumento de polaridade de 2,5% entre as eluicbes e 100 mL para cada
combinacgao, recolhidos em frascos de aproximadamente 20 mL. Ao conteudo
adicionou-se gotas de etanol visando a prevengao por contaminantes e o material foi

seco ao ar em temperatura ambiente.

Nos frascos 38 a 60 (eluicdo na proporgao de 72,5: 27,5 a 65:35) houve a
formacdo de cristais do tipo drusas em pequena quantidade, mas de tamanho
consideravel. O material foi reunido e filtrado em filtro sinterizado com auxilio de
metanol gelado, obtendo-se cristais amorfos e o filtrado, que foi mantido sob

refrigeragao e re-filtrado até esgotamento de precipitados.

Foi visualizado em cromatografia em camada delgada em cromatoplacas de
silica gel G em fase modvel metanol em agua destilada na proporgdo 85:15,
visualizado em camara de luz ultravioleta e revelado com ninhidrina (STAHL, 1969,

p. 889) a 110°C.
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O composto obtido foi denominad Cascas Moidas de Erythrina velutin ]FHEX

houve a Crista“zagéo em outrc&“&“&“ﬂsria] nao foi
Extragdo em soxhlet com etanol 96° GL - 4 horas

trabalhado nesta pequisa. |

Concentragéo e Filtragdo a vacuo

Residuo

Testes
de

dis Alelopatia s de flu : ; dd Hexano
P . - : —

Diclorometano Separagéo

FIGURA 11 - Fqux Fragao Dicloremetano (EOMD) K 7TSANDO A | QE/%UZ Purificago e IVOS

Identificagdo de

B Acetato de Etila : Compostos
Fracao Acetato de Etila (FATE) ¢ :

Fragao Hidroalcoolica Remanescente (FHAR) I <

. . Testes ~
(ades  reatizadas para| Obtengéo do Extrato Bruto (EB) ]trv't Microbiologicos  JoSt@0
‘ .

3.5 IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS

3.5.1 Cromatografia Gasosa da Fragdo Hexano

Uma amostra da fragdo hexano solubilizada em metanol foi encaminhada
para analise em cromatografia gasosa conforme método de Padronizagdo Interna de
CARVALHO (2001, p. 49-51) com a finalidade de caracterizar e quantificar os
analitos volateis por retencao relativa (RR) em relagdo ao acetato de tocoferol
(padrédo interno). Utilizou-se cromatografo gasoso Shimadzu® modelo 14-B,
equipado com colunas megabore DB-1 (100% dimetilpolisiloxano, polaridade 5) e
DB-17 (50% fenil e 50% dimetilpolisiloxano, polaridade 24) de 0,53 mm de didmetro
interno por 30 m de comprimento. Utilizou-se como gas de arraste hidrogénio, split a
6 mL por minuto (raz&do 1:1), purga do septo 3 mL por minuto, make up nitrogénio 25
mL por minuto e oxigénio a 100 mL por minuto. O gradiente de temperatura utilizado
foi: temperatura inicial 100°C com patamar de um minuto e rampa de aquecimento a
7°C por minuto até 260°C com patamar de 66 minutos. A temperatura do injetor foi

de 260°C e do detector foi de 280°C. O volume de injecao foi de 2 L.
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3.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono e Hidrogénio dos Compostos

Isolados

A espectrometria de RMN - TH foi realizada em equipamento AC 200
Bruker®, do Departamento de Quimica da UFPR, a 200 Megahertz e a
espectroscopias de RMN — 13C e DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer ou Intensificacdo do Sinal sem Distor¢do por Transferéncia de Polarizagao)
foram realizadas no mesmo equipamento em 50 Megahertz, todas em temperatura
ambiente. O padrao de referéncia interna foi o tetra metil silano (TMS). O solvente
utilizado foi cloroférmio deuterado (CDCI3) para C1 a C5 e dimetilsulfoxido
deuterado para C6. Quantidade aproximada de amostra enviada para analise: C1

(10 mg), C2(8 mg), C3 (10 mg), C4 (11 mg), C5 (13 mg) e C6 (15 mQ).

3.5.3 Espectroscopia no Infravermelho dos Compostos Isolados

Com 1% da amostra em relacdo a pastilha de KBr a analise foi efetuada em
equipamento de infravermelho, 400 a 4000 cm-1 com transformada de Fourier
(IVTF), BIORAD® FTS 3500 GX do Departamento de Quimica da Universidade

Federal do Parana. Esta analise foi efetuada para os compostos C1 e C6.

3.5.4 Espectroscopia no Ultravioleta do Composto 6 — C6

Utilizou-se o espectrofotbmetro UV-Visible Spectrophotometer modelo
UV1601 marca Shimadzu®, da Central Analitica desta P6s-graduagéo, cubetas de
quartzo. A amostra foi diluida a 0,1 mg/mL e o solvente utilizado foi etanol P.A.
Merck® e varredura entre 200 e 400 nm.

3.6 ESTUDO DE ATIVIDADE ALELOPATICA DO EXTRATO BRUTO
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O bioensaio para verificagao da atividade alelopatica foi efetuado a partir do
extrato bruto (EB) e fragbes FHEX, FDMT, FATE, FHAR das cascas da Erythrina
velutina com a finalidade de observar o efeito sobre a germinagéo e crescimento de
sementes de Lactuca sativa (conhecida como alface), cultivar baba com 99% de

germinacgao detectados através de teste padrao de germinagao.

Foram preparadas sete concentracbes do extrato bruto e fracbes. As
concentragdes foram de 0,6 mg; 0,4 mg; 0,3 mg; 0,2 mg; 0,1 mg; 0,05 mg e 0, 025
mg em etanol P.A., que foi o mesmo utilizado na extragdo do material vegetal.

Também preparou-se um controle com agua (CA) e um controle com etanol (CE).

Papéis de filtro qualitativo (Whatman numero seis) recortados do tamanho das
caixas Gerbox foram embebidos com 2 mL das solucdes preparadas com as devidas
concentracdes e colocou-se em estufa a 60° C por 24 horas. Apdés decorrido o
tempo, em fluxo laminar (Labcon Co Purifier® Class Il), colocou-se os papéis de filtro
secos nas caixas Gerbox, que foram umedecidos com 3 mL de agua destilada e
submeteram-se dez sementes de Lactuca sativa (unidades de andlise) em cada
caixa em quatro repeticbes. As caixas foram embaladas com papel aluminio e
colocadas no germinador Mangelsdorf, marca Biomatic® a temperatura de 20 °C.
Para cada concentragao preparam-se duas caixas, uma para estudo da germinacao
e outra para estudo do crescimento. Os ensaios seguem a normatizagao oficial de
analise de sementes para germinagao e crescimento, garantindo a aleatorizagédo da
distribuicdo das sementes e a repeticdo dentro de cada tratamento. Como nao
existem outros fatores interfentes ndo houve necessidade de formacdo de blocos

distintos de analise.

3.6.1 Germinagao
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Conforme ADEGAS, VOLL e PRETE (2003, p. 23) as sementes podem ser
consideradas germinadas quando a protrusdo da radicula através do tegumento se
torna visivel. Foi realizada leitura diaria necessariamente no mesmo horario abrindo
as caixas em fluxo laminar. As sementes que germinam sao retiradas diariamente
até seis ou sete dias (germinacgéao total). A contagem é realizada por quadrantes, em

sentido horario na caixa de germinacgao.

3.6.2 Crescimento

O crescimento é visualizado no sétimo dia de experimento. As caixas sao
abertas e as sementes sao retiradas uma a uma para medir a radicula (que origina a
raiz) e o hipocdtilo (que origina o caule) em papel milimetrado. O resultado é

calculado em centimetros.

Cada teste é realizado com dez sementes e quatro repeticbes para cada
tratamento, considerando-se que as diferentes concentragdes da amostra sdao os
tratamentos, designados por dois algarismos, o primeiro indica a concentragao do

extrato e o segundo indica a repeticao (quadro 3).

QUADRO 3 — DESIGNAGAO DOS TRATAMENTOS PARA A ANALISE ESTATISTICA

CONCENTRACAO ‘ ORDEM REPETICAO ‘ TRATAMENTOS
0,6 mg 1 1,2,3,4 11,12,13, 14
0,4 mg 2 1,2,3,4 21,22, 23,24
0,3 mg 3 1,2,3,4 31, 32, 33, 34
0,2 mg 4 1,2,3,4 41,42, 43, 44
0,1 mg 5 1,2,3,4 51, 52, 53, 54
0,05 mg 6 1,2,3,4 61, 62, 63, 64
0,025 mg 7 1,2,3,4 71,72,73,74
Controle com agua (CA) 8 1,2,3,4 81, 82, 83, 84
Controle com etanol (CE) 9 1,2,3,4 91, 92, 93, 94

3.6.3 Analise Estatistica
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Os resultados do crescimento da radicula e hipocétilo em centimetros foram
submetidos a analise estatistica de variancia e de comparagao de médias utilizando-
se o pacote computacional SISVAR (Sistema de Analise para dados Balanceados)
segundo FERREIRA (2000). A verificagao das diferengas de médias estatisticamente
significantes foi realizada através do teste de Scott & Knott ao nivel de 5% de
significAncia, escolhido para as analises por ser claro, objetivo e isento de

ambigulidades, presentes no teste de Tukey e na maioria dos testes de comparagdes

multiplas.

O tratamento sera considerado efetivo quando todas as repeticoes estiverem

no mesmo grupo de médias.

3.7 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando os métodos de difusdo em
disco e Concentragao Inibitéria Minima (MIC) para o extrato bruto, para a fragéao
hexano foi realizado o método de difusdo em disco, as demais fracbes serdo

submetidas a testes futuramente.

Foram utilizadas as culturas puras (ATCC - American Type Culture Collection)
das seguintes bactérias em ambos os testes: Staphylococcus aureus (ATCC 6538);
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615); Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228);
Proteus mirabilis (ATCC 43071); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27283);
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883); Escherichia coli (ATCC 11229); Salmonella
typhimurium (ATCC 14028). Os microrganismos foram adquiridos comercialmente
(marca Newprov®).

3.7.1 Difusdao em Disco
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O teste de difusdo em disco seguiu a metodologia adaptada por ROMEIRO
(2001, p. 136 — 140) em que se avalia o resultado da atividade pela formagéo de
halo de inibicdo de crescimento ao redor do disco impregnado com extrato. O
microrganismo em solugao padronizada € inoculado em placa com meio sélido onde

sao acondicionados os discos com diferentes concentragdes de extrato. O resultado

positivo é o diametro do halo de inibigdo em milimetros.

Discos estéreis de papel de 6 mm de didmetro foram impregnados com 10 L
do extrato bruto e da fragdo hexano nas concentragdes de 100%, 50%, 25% e 12,5%
(tabela 1). As diluigdes foram realizadas utilizando o mesmo etanol 96° GL da

extracao e os testes realizados em triplicata.

TABELA 1 — CONCENTRAGOES DE EXTRATO BRUTO E FRACAO HEXANO NOS RESIDUOS
SECOS E DISCOS

CONCENTRACAO EXTRATO BRUTO FRACAO HEXANO
Residuo Seco em | Total de sélidos | Residuo Seco em| Total de sélidos
mg/mL em mg/10 pL mg/mL em mg/10 pL
100,0 % 312,75 312,75 x 10-2 200 200 x 10-2
50,0 % 156,37 156,37 x 10-2 100 100 x 10-2
25,0 % 78,19 78,19 x 10-2 50 50 x 10-2
12,5 % 39,10 39,10 x 10-2 25 25 x 10-2

Apos a secagem dos discos a 40 °C, estes foram espalhados em placa de
Petri contendo meio Agar Mueller-Hinton adquiridas comercialmente, previamente
inoculadas com os microrganismos. Como padrdes de inibicdo de crescimento
utilizou-se discos de antibiéticos comerciais marca Newprov®, cloranfenicol 30 g
(codigo CLO30 — Lote A6389, validade Janeiro/05) e cefalotina 30 ug (codigo
CFL30 -Lote 996 validade, Outubro/05). Em cada placa de teste colocou-se um
disco de cada diluicdo, um com etanol 96 °GL (controle) e um com o padrao de

cloranfenicol, totalizando seis discos por placa. Foram feitas placas-controle com os
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dois padrbes de antibidticos e o controle com etanol para cada microrganismo. As

placas foram incubadas em estufa a 35 °C e os resultados lidos apds 24 horas.

3.7.2 Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima do extrato bruto foi
realizada por um método adaptado do descrito em KONEMANN (1993, p. 454). As
suspensodes bacterianas padronizadas pela turbidez conforme o tubo 0,5 da escala
de MacFarland (0,5 mL de BaCl2. 2H20 0,048M - 1,75% peso/volume em 99,5 mL
de H2S0O4 0,36 N — 1% volume/volume), foram diluidas em solugdo estéril de Tween
80 a 0,2% em proporcao de 2:100 e apds inoculadas em caldo triptico caseina de

soja — CASOY.

Foram inoculados 1,0 mL da suspensao de bactérias sobre 1,0 mL de extrato,
puro ou diluido em caldo CASOY nas proporgoes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64.
As concentragdes decrescentes de extrato utilizadas para o teste, partindo-se de
312,75 mg/mL foram 1:1 (156,37 mg/mL), 1:2 (78,19 mg/mL), 1:4 (39,10 mg/mL),
1:8 (19,55 mg/mL), 1:16 (9,77 mg/mL), 1:32 (4,89 mg/mL) e 1:64 (2,44mg/mL). O

teste foi realizado em triplicata com incubacgao de 35° C durante 24 horas .

O controle positivo, que certifica o crescimento dos microrganismos nas
condicbes do teste sem o extrato, & representado por 1,0 mL de suspensao de
bactérias inoculado em 1,0 mL de caldo nutritivo. O controle negativo é representado
por extrato diluido em caldo nutritivo na concentracédo 1:2 sem indculo de bactérias,

para eliminar a turbidez da amostra como fator de confundimento. Segundo
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KONEMANN (1993, p. 455) o ultimo tubo em que a amostra inibe o crescimento de
microrganismos, visualmente comparado ao controle negativo, € considerado a CIM.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TESTES COM O VEGETAL, EXTRATO BRUTO E FRACOES

Os resultados dos testes de umidade, residuo seco, cinzas e rendimento do

material vegetal, do extrato bruto e das fragdes estdo demonstrados nas tabelas 2 e

3. Foram obtidos 200 mL, aproximadamente 71,2 gramas, de Extrato Bruto (EB).

TABELA 2 — RENDIMENTO DO PROCESSO DE FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO

FHEX FDMT FATE FHAR TOTAL
% 14,38 34,88 9,95 40,79 100
G 10,24 24,84 7,09 29,05 71,231

TABELA 3 — RESULTADO DOS TESTES DE UMIDADE, CINZAS E RESIDUO SECO

TEOR DE CINZAS DO
RESIDUO SECO DO
EXTRATO BRUTO
10,40% 17,71% 3,67% 8,57%

TEOR DE UMIDADE TEOR DE CINZAS DO  RESIDUO SECO DO
DO VEGETAL VEGETAL EXTRATO BRUTO

4.2 ENSAIOS FITOQUIMICOS

De acordo com as caracteristicas organolépticas o extrato bruto possui cor
marrom, odor semelhante ao de mato e sabor adocicado, o pH foi de 6,0. Os

resultados dos ensaios fitoquimicos realizados estédo dispostos nas tabelas 4 e 5.

TABELA 4 — RESULTADOS COM O EXTRATO AQUOSO
ENSAIOS COM EXTRATO AQUOSO 20%
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Antocianinas -
Heterosideos Saponinicos -
Heterosideos Cianogenéticos +
Taninos -
LEGENDA: (-) negativo, (+) postivo.

TABELA 5 — RESULTADOS DAS FRAGCOES DO EXTRATO ALCOOLICO

ENSAIOS COM F.H. F.C. F.AE. F.HA.
Alcaléides

Mayer - - - -

Dragendorff - +++ - +++
Bouchardat - + - -
Bertrand - - - -
Leucoantocianidinas - - - -
Flavondides - - - -
Oxalico-Bérico - + + +
Ensaio de Pacheco - - - -
Cumarinas - - - -
Antraquinonas - - - -
Esterodides/ Triterpenos +++ +++ - -

Liberman — Bouchard - - - -

Keller — Kelliani - - - -

LEGENDA: F. H. = Fragdo Hexano; F. C. = Fracao Cloroférmio; F. AE. = Fragao Acetato de Etila;
F.HA. = Fragao Hidroalcdlica; Resultados = (-) negativo, (+) postivo, (+++) fortemente positivo.

Foi demonstrada a presengca de esterdides, alcaldides, flavondis e
heterosideos cianogenéticos, o que coincide com os dados da literatura para o

género Erythrina sp.

Os alcaldides, presentes na fracdo cloroférmio e hidroalcodlica, sao

compostos de carater basico com solubilidade modificavel em fungao do pH do meio.

Em pH basico os alcaldides na forma de base livre sao insoluveis em
solventes aquosos e soluveis em solventes organicos e em pH acido, os alcalbides
em forma de sal, sdo soluveis em solventes aquosos e insoluveis em solventes

organicos.
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Na forma de sal combinam-se ao iodo e metais pesados como bismuto,

mercurio e tungsténio formando precipitados, propriedade utilizada nesta pesquisa.

4.3 RESULTADOS COM A FRACAO HEXANO

4.3.1 Cromatografia em Camada Delgada da Fragao Hexano

ao Hexano em comparagao com os padrdes (figura 12)
nca de todas as substancias em comparacao, concordando com o

htografia gasosa exposta no item 4.3.2.

BROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COMPARATIVA DA FRACAO

EXANO COM PADROES DE ESTEROIDES E TRITERPENO
123456

FOTO: INFANTE VIEIRA, E. D, 2004
LEGENDA: 1 = FHEX; 2 = B-sitosterol; 3 = estigmasterol; 4 = lupeol; 5 = a,p-amirina; 6 = 1 = FHEX

4.3.2 Cromatografia Gasosa da Fragdo Hexano
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FIGURA 14 — CROMATOGRAMA DA FRAGAO HEXANO

oCQ QT D SO0

LEGENDA: a — acido fénico; b — acido cinamico; ¢ — acetato de tocoferol; d - a-amirina;
e — estigmasterol; f - B-amirina; g - B-sitosterol; h — lupeol.

TABELA 7 — TABELA COMPARATIVA DA FRACAO HEXANO COM OS PADROES DE

METABOLICOS
- FRACAO
REFERENCIA TR RR HEXANO RR TR
Acido Fénico 3.464 0.060 Ponto 2 0,061 2.690
Acido Cinamico 12.315 0.214 Ponto 14 0,213 9.415
Acetato de tocoferol 57.629 1.000 - - -
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Alfa-amirina 64.964
Estigmasterol 67.204
Beta-amirina 71.064
Beta-sitosterol 73.261
Lupeol 82.729

1.130
1.170
1.230
1.270
1.440

Ponto 73
Ponto 74
Ponto 75
Ponto 72
Ponto 82

1,135
1,170
1,237
1,273
1,457

50.085
51.605
54.581
56.152
64.278

LEGENDA: TR = tempo de retengéo; RR = retencao relativa

Através da area de cada pico e da area total pode-se calcular a proporgdo em
porcentagem de cada substancia na mistura, neste caso a fragdo hexano. A area
total foi de 65766902 (100%). A seguir estdo listados alguns dos compostos
identificados na FHEX com suas respectivas areas de pico e porcentagem: acido
cindmico 356156 (0,54%); alfa-amirina 262186 (0,40%); estigmasterol 656288
(1,00%); beta-amirina 249933 (0,38%); beta-sitosterol 518441 (0,80%); lupeol

(2,95%).

4.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono e Hidrogénio do Composto 1

1 Discusséao do espectro de RMN de 13C do composto 1

TABELA 8 — DESLOCAMENTOS EM ppm DO ESPECTRO DE RMN — 13C PARA ESTIGMASTEROL

CARBONO ppm CARBONO ppm CARBONO ppm
1 37,2 11 e 21 21,0 22 138,3
2 31,6 12 39,6 23 129,3
3 71,8 14 56,8 24 51,2
4e13 42,2 15 243 26 21,2
5 140,7 16 28,9 27 18,9
6 121,7 17 55,9 28 25,3
7,8e25 31,8 18 12,0 29 12,2
9 50,1 19 19,3 - -
10 36,5 20 40,4 - -

Comparando-se os dados do espectro aos valores relatados por FORGO e
KOVER (2004, p. 48) para o estigmasterol (tabela 8) sugere-se que a estrutura
majoritaria seja o estigmasterol (figura 16) e os sinais excedentes no espectro sao

coincidentes para o B-sitosterol (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003, p. 394). O
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— 15.3543
~ [2.2328
- 12.0257
= 119663
28 ~ 11.8333

s

24
29

25

26

'ARA COMPOSTO 1

ESTIGMASTEROL

A presenca das duas substancias pode também ser visualizada por
em comparagdao com padréoes em que ha

ompostos (figura 17).

OM PADROES DE ESTEROIDES E TRITERPENO
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H3

Para os sinais indicados no espectro tém-se para o hidrogénio do carbono 3
(H3): 3,51a [m 1H]; J3a, 4a = 4,80 Hz; J3a,4p = 11,2 Hz. Para Hg: 5,34 [m 1H];
J6,7B = 5,3 Hz; J6,7a = 1,9 Hz. Para H22: 5,17 [dd 1H]; J22,23 = 15,2 Hz. E para
H23: 5,04 Hz [dd 1H]; J23,24 = 8,6 Hz.

4.3.4 Espectroscopia no Infravermelho do Composto 1
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Com base nos espectros obtidos por RMN para C1 e nos dados de
infravermelho expostos por SILVERSTEIN, BASSLER e MORRIL (1994, p. 85 — 152)
sugere-se para o espectro de C1 (figura 19) que a banda em 3415,93 cm-1 possa
ser atribuida a deformacgao axial da ligagdo O — H da hidroxila livre (b OH), isto &,
sem ligacdes de hidrogénio que em alcoois e fendis absorve fortemente entre 3650 —
3584 cm-1, se ocorrer a ligacdo de hidrogénio intermolecular aparecem outras
bandas em frequiéncia mais baixa, entre 3550 — 3200 cm-1 de intensidade forte e
larga. A banda em 3286,69 cm-1 pode ser atribuida a deformacéao axial de C — H de
alquenos (v CH). Entre 3000 — 2840 ocorrem as deformagdes axiais da ligagao C— H
de ciclo-alcanos em anel de baixa tensdo e alcanos (parafinas) e as bandas em
2960,73 cm-1 (b CH) e 2937,58 podem ser atribuidas a estas vibracbes. As
vibragbes de deformacdo axial de da ligacdo dupla de carbonos (C = C) em
alquenos nao conjugados e ciclo-alquenos em anéis de baixa tensao ocorrem entre
1667 — 1640 cm-1 e s&o fracas a moderadas, o que coincide com a banda presente
em 1647,20 cm-1 (v C=C). A banda em 1465,90 cm-1 pode ser atribuida a vibracso

de deformagdo angular simétrica no plano de C — H (g CH2) que ocorre em 1465

cm'1.

A banda em 1382,96 cm-1 atribui-se a vibracbes de deformacéo angular de
C — H do grupamento metila ligado a carbono (6g CH3). As vibra¢des de deformacao
axial da ligacdo C — O em alcodis e fendis produzem banda na regido de 1200 —
1000 cm-1 e acoplam-se com a vibragdo de deformacao axial da ligagdo C — C
adjacente, os alcoois secundarios ligados a anéis aliciclicos de cinco ou seis atomos
absorvem especificamente entre 1085 — 1050 cm-1, pode-se atribuir a banda em
1051,20 cm-1 este tipo de deformacao. O restante das bandas de absorcao pode ser

atribuido a vibracao axial de C — C que sao fracas.
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4.4 RESULTADOS COM A FRACAO DICLOROMETANO

4.4.1 Caracteristicas dos Compostos Isolados

Todas as substancias isoladas sdo gomas de coloragdo castanha, soluveis
em cloroférmio, diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol. Os rendimentos
aproximados foram de oito mg para o Composto 2, de 10,4 mg para o Composto 3
(em analise), de 12 mg para o Composto 4 e 14 mg para o Composto 5. Seguem as

analises obtidas até o presente momento.

4.4.2 Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono e Hidrogénio do

Composto 2

4.4.2.1 Discusséao do espectro de RMN de 13C do composto 2

Conforme dados de revisdo publicados por AMER; SHAMMA; FREYER
(1991, p. 336 — 337) ha coincidéncia de alguns sinais do composto 2 (tabela 9 e
figura 20) com a eritralina (figura 21), composto ja isolado da Erythrina velutina por
técnicas diferentes da utilizada neste estudo, sugere-se por meio desta analise que o

composto 2 seja a eritralina.

TABELA 9 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM ppm DO ESPECTRO DE RMN 13C PARA O
COMPOSTO 2 E CARBONO CORRESPONDENTE

CARBONO ppm CARBONO ppm CARBONO ppm
1 124,9 10 44.5 OMe 55,9
2e13 131,9 11 25,1 CH202 100,7

Ixxxiii



— il S0
(4] |ﬂ'l'9
“CwEn2

— 3 23,8

H 01,1

11,4

B -
'

FIG

URA 20 - RMN 13C (50 MHz, em CDCé%%PARA O COMP STO 2 E ESTRUTURA SUGERIDA

2,90 m
4.4.2.2>Yidelissao do espegctro de RMN|de TH do co posto 2
5,88 d
J14 1,4 Hz 13,75dd
J12 1851&6 (figura'21) estédo gig eslocamentos quimicos de

J1,3

hi&f@gei‘ﬂd Héonstante de gggrfﬂé?ﬁé?i’_t\(J) em

J34eq 55Hz
(AMHER 1 SHAMMA; PREY Ry 19,91, p.,é{636).
J4eq,7 1,1Hz e /

J24eq 1,1Hz

5,96 d , N
FIGBRA M5 HZRITRALINA E VALORES DE DESI99CAMENTO QUIMICO DE HIDROGENIO,
J 7,8a 2,8 Hz

CONSTANTE DE ACOPLAMENTO E MULTIPLICIDADE DOS SINAIS

dos sindi§ para a eritralina

573 m

IXxxiv



0t

i

aenidd

o _
ES :
—_—

~r

o

or-

0f-

— 1162929

J l’:(}- '\.\" "-“\
1272003
—_— 1243612
1211398

—— JON. 7026
— 06,0513

- [ 00.9507

Wi 1]
= 7560

[ 620383
- 37.8720
_jf 56,9991
:1,- RAR/FASY
:[' 53215

= 31736

— DI

I ~J 1133

= 330508
318649

:iﬁ 316282
29.7347

= 29.6607
206163
— 204832
|- 2043588
—29.2761
- 29.1577
- 28,9654
- 27.8411
|- 27.7967
= 27.1754
= 26,3688
- 26,4209
[~ 26.0954
- 25,1043
= 240,734
—22.6190
I~ 225302
00683
= 13.9500

-

- RMN 13C (50 MHz, em CDCl3

IXxXxVv

f=e
sER

26

g
HE

8

- e BB B RG R R
E -
wE -

el Pl Pl

L
RoE

isto 4

FIGURA 23



This document has been created with a DEMO version of PDF Create Convert
(http://www.equinox-software.com/products/pdf_create_convert.html)
To remove this message please register.

Conforme a andlise do espectro, o composto 4 provavelmente seja uma
mescla de alcaldides, os sinais em 173,2 e 172,8 ppm s&o geralmente atribuidos a
ligacao carbonila em C8 (figura 24 A), o sinal em 166,6045 ppm poderia ser atribuido
ao carbono 15 do anel D ligado a cetona de alcaldides do tipo lactonicos diendides, o
que mudaria o valor aproximado dos sinais dos carbonos 12 e 13 do anel D comum

de 145,0 e 147,0 para 30,6 e 161,5 ppm respectivamente. OH

o ol

F{GURA 24 LCALOID SUGERIDOS PAFT‘
\

O O

A =0 B

O COMPOSTO 4
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Os sinais em 129,8 ppm e 127,2 ppm poderiam ser atribuidos aos carbonos
12 e 13 do anel B com hidroxila ligada ao carbono 11 (figura 24 B).

Os valores de 108,7 ppm e 106,0 ppm sdo comuns aos carbonos 17 e 14 do
anel D ligado ao grupo metilenodioxi (CH202), este gera sinais entre 100,6 e 101,8,
o sinal em 75,6 ppm provavelmente se deve ao carbono 3 ligado a metoxila, entre
57,8 e 54,1 ppm poderiam ser incluidos os carbonos da metoxila e/ou carbono 8 de
anel B tradicional, os sinais restantes podem ser atribuidos aos carbonos nao
citados em diferentes combinagdes de ligagdes quimica. Ainda pode ser sugerida

outra estrutura (figura 24 C).

O composto 4 sera submetido novamente a técnicas de separagao visando a
identificacdo das estruturas e posterior comparagdo ao composto 3 (em analise),
considerando que C3 e C4 partiram da mesma amostra, foram submetidos a
extracao acido-base, seguida de colunas cromatograficas, cromatoplaca preparativa

nas mesmas condi¢des e tiveram a maior eluicdo na corrida.
A partir destas consideragdes pode-se inferir que C3 contenha um dos

alcaldides presentes em C4, porém mais purificado ou até isolado, devido a melhor

separacao em cromatoplaca.
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NOTA: Os valores dos sinais do espectro de RMN foram arredondados

IXxXXix



This document has been created with a DEMO version of PDF Create Convert
(http://www.equinox-software.com/products/pdf_create_convert.html)
To remove this message please register.

A figura 27 mostra a estrutura do alcalggg{denominado 8 - oxo - 11 -

58,9

/. . 129,1 13 1
1991, p. 343), confor levantamenta bibli ra?lco os fados de RMN - 9C e 'H

56,2

-
f”
-
-

56,2

MeO" |
FIGURA 28 — SEGUNDA PROPOSTA DE ESTRITORAPARA O COMPOSTO 5 A PARTIR DOS
DESLOCAMENTOS OBTIDOS NO ESPECTRO

NOTA: Os valores dos sinais no espectro de RMN foram arredondados
O alcaldide acima apresentado (figura 28) é a eritrinina e ja foi isolado de
varias espécies de Erythrina sp., exceto a Eryhrina velutina. Para esta interpretagao

foi descartado o sinal 170,9 ppm.
4.4.4.2 Discussao do espectro de RMN de TH do composto 5

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios para a proposta 1, assim como
os dados dos espectros de RMN — 13C e DEPT desta proposta estdo sob analise.
Os dados da eritrinina (figura 29) como deslocamentos de hidrogénio em ppm,
constante de acoplamento (J) em Hertz e a multiplicidade dos sinais segundo AMER,;

SHAMMA, FREYER (1991, p. 337) sdo apresentados como proposta de estrutura 2.

XC



A L L U L . LU

(i
14 ]

IilclIlllIll

LU

B

A0

i3

4%

i 3488

AARR  ARRD AR
=]
e

-

it

—_— 51T

em CDCI3)

4.5 RESULTADOS COM A FRACAO HIDROALCOOLICA REMANESCENTE

4.5.1 Caracteristicas do composto 6

Apés a filtracdo a substancia perdeu a forma de cristalizagado original,

semelhante a drusas, estabilizando-se como um pé branco cristalino amorfo, soluvel

XCli



This document has been created with a DEMO version of PDF Create Convert
(http://www.equinox-software.com/products/pdf_create_convert.html)

To remove this message please register.

em agua destilada e muito pouco soluvel em etanol, € insoluvel nos demais

solventes.

O rendimento foi de 62 mg. Nao ha visualizagdo do composto sob luz
ultravioleta e a melhor revelagdo € conseguida com ninhidrina dentre acido 5-

fosfomolibdico a 5% e solugao saturada de sulfato cérico.
4.5.2 Espectroscopia no Ultravioleta do Composto 6

Conforme pode ser observado no espectro (figura 31), o composto nao
demonstrou absorbancia significativa, ou seja, ndo possui cromoéforos na regiao do
ultravioleta préoximo ou de quartzo, podendo ser um composto somente com ligagoes

rgia muito alta para transicao,

Q4.7 Jun/27 23205128

ﬁpentrym'. - 1lﬂﬂ,ﬂpm j@.??lﬁ

steroatomo do tipo nitrogénio,
10r energia de transigao, mas

{ 2@)9 4 | /ERSTEIN, 1994, p.268).
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Instrument Bio-Rad Spectral Region NIR-IR X Axis Wavenumber (cm-1)
Y Axis %T ransmittance Spectrum Range 399.2639 - 7501.1477 Points Count 3683
Data Spacing 1.9288

Partindo-se da premissa de que C6 nao possui cromoforos, a interpretagao do
espectro de infravermelho (figura 32) conforme dados de SILVERSTEIN; BASSLER
e MO15I§RIL (1994, p. 94 — 119) sugere que a banda em 3278,98 cm-1 seja referente
a deformacao axial de O — H em ligagdo de hidrogénio intermolecular (bandas em
3550 — 3200:.cm '1), entre 3000 — 2840 cm-Tencontram-se as bandas de deformacéo
axial de C — H nos alcanos e ciclo-alcanos em anéis de baixa tensdo sendo que a
def?rmgéo axial assime’triﬁgge grupamentos—metileno (vgg CH2) aparece como

duaZ% bandas, em 2926 ¢ 2853 cm-1 ou variando em 4tél 10 !" -1e \‘ alcanos ciclicos

serﬁ tEensao, estes dadsf%dem corresponder as ! 5 I 935,65 cm-1 e 2872
505 35

_1 ! 24.93
cm-! do espectro. 33474 717.52

2935.65 !

1456.25 !
931.62

3278.98 10342

0 |
1085.92

FIGURA 32 —ESPECTRO DEINFRAVERMELHO
4000 3

As bandas em 1085 cm-1 e 1024 cm-1 sugerem serem oriundas da
deformacéao axial de C — O em alcoois e fenodis, que produzem bandas fortes entre

1260 cm-1 e 1000 cm-1, deve-se considerar também que as vibragcbes de
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deformacgéao axial do conjunto C — O — C em éteres alifaticos produz banda intensa

na regiao de 1150 a 1085 cm -1,

As demais bandas presentes no espectro sdo de interpretacdo duvidosa na

auséncia de dados provenientes de outras analises espectrométricas.

4 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono do

Composto 6

O espectro demonstra a presenca de sinais da amostra nos deslocamentos
em 71,4 ppm, 69,7 e 63,9 ppm. Estes valores e as intensidades equivalentes
sugerem uma estrutura simétrica. Deslocamentos de 71,3 ppm, 70,9 e 65,9 ppm s&o
descritos para a molécula de frutose (PRETSCH; BUHLMANN e AFFOLTER, 2000,
4.13.2) e deslocamentos semelhantes sdo descritos para moléculas de agucar

monociclico como o galactitol — ducitol.

A partir destas consideragbes, analises confirmatorias serdo efetuadas
visando a identificacdo desta substancia. E valido ressaltar que C6 pode ser eleito
como um dos compostos de referéncia em analises de controle de qualidade da
Erythrina velutina, pois teve rendimento satisfatério, sua separacdo foi simples
considerando a insolubilidade em solventes orgéanicos principalmente em metanol e

obteve-se um composto relativamente isento de impurezas.
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4.6 ATIVIDADE ALELOPATICA

FOTO: INFANTE VIEIRA, E.D., 2004.

4.6.1 Extrato Bruto

4.6.1.1 Germinagao

Conforme os dados expressos (tabela 11), observa-se que o EB nao inibiu a

germinacao das sementes de Lactuca sativa. A germinagao para todas as amostras

foi proxima a 100% (cem por cento).

XCVi



This document has been created with a DEMO version of PDF Create Convert
(http://www.equinox-software.com/products/pdf_create_convert.html)
To remove this message please register.

TABELA 10 — GERMINAGAO DAS SEMENTES DE L. sativa DURANTE 6 DIAS - EXTRATO BRUTO
AMOSTRA 1°DIA 2°DIA 3°DIA 4°DIA 5° DIA 6° DIA TOTAL

0,6 mg 1/0/0/0 8/9/8/8 0/0/1/1 1/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 37
0,4 mg 0/0/0/0  10/10/9/9  0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 38
0,3mg 5/6/1/3 3/4/8/6 1/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 37
0,2mg 511111 5/9/8/8 0/0/0/0 0/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/0 39
0,1 mg 1/1/0/0 9/9/9/9 0/0/0/0 0/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/1 40
0,05 mg 3/4/6/4 5/6/3/6 1/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 1/0/0/0 40
0,025 mg 1141417 8/6/4/1 0/0/0/0 0/0/1/0 0/0/0/0 1/0/1/0 38
CA 7/7/8/6 3/3/2/3 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 39
CE 1/0/0/0 8/8/8/8 0/1/1/0 1/0/0/0 0/0/1/1 0/1/0/0 39
Temperatura 21°C 20°C 21°C 21°C 20°C 20°C

NOTA: A contagem de sementes germinadas esta disposta por quadrantes para cada dia.

4.6.1.2 Crescimento

O P-valor menor que 0,05 (a=5% de significancia) indica que existe pelo
menos um tratamento diferente (tabela 11). Conforme o teste de Scott & Knott (a =
5% de significancia) para o crescimento da radicula (tabela 12) podemos observar
que os tratamentos 11, 12, 13 e 14 (0,6 mg), 41, 42, 43 e 44 (0,2 mg) e também 21,
54 e 64 tiveram crescimento de radicula menor e foram estatisticamente diferentes
dos demais, inclusive dos tratamentos representados pelos controles com agua e
etanol. Isto indica que o extrato bruto de Erythrina velutina diminui o crescimento
normal da radicula das sementes de L. sativa e pode ter potencial alelopatico,
podendo ser utilizado na menor concentragao ativa. Como relatado anteriormente,
somente sera considerado efetivo o tratamento quando todas as repeti¢cdes

estiverem no grupo de menor média de crescimento.

TABELA 11 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM O EXTRATO
BRUTO PARA A VARIAVEL RADICULA A 5% DE SIGNIFICANCIA

FV GL F P-valor
Tratamento 35 3,134 0,0000
Erro 323

Total corrigido 358

CV (%) = 35,45

Média Geral: 2,9986072
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TABELA 12 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DA RADICULA DA SEMENTE

DE L. sativa — EXTRATO BRUTO

Tratamento| Média |Resultado | Tratamento| Média |Resultado|Tratamento| Média |Resultado
12 1,530000 a 23 2,870000 b 63 3,350000 b
11 1,940000 a 31 2,900000 b 51  3,360000 b
41 2,160000 a 61 2,930000 b 94 3,366667 b
42 2,210000 a 72 3,070000 b 73 3,380000 b
54 2,280000 a 52 3,080000 b 22 3,400000 b
14 2,280000 a 32  3,120000 b 24 3,540000 b
44 2,340000 a 33 3,170000 b 91 3,570000 b
64 2,350000 a 83 3,170000 b 92 3,670000 b
43 2,350000 a 52 3,190000 b 71 3,840000 b
21 2,620000 a 62 3,190000 b 93 3,860000 b
13 2,700000 a 84 3,230000 b 83 3,900000 b
74 2,860000 b 34 3,260000 b 81 3.950000 b

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

As andlises para o hipocétilo submetido ao extrato bruto estdo descritas a

seqguir (tabelas 13 e 14).

TABELA 13 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOTESTE DE ALELOPATIA COM O EXTRATO
BRUTO PARA A VARIAVEL HIPOCOTILO A 5% DE SIGNIFICANCIA

FV GL F P-valor
Tratamento 35 3,5555 0,0000
Erro 323

Total corrigido 358

CV (%) = 34,03

Média Geral: 2,1699164

Considerando que o p-valor foi menor que 0,05 (a=5% de significancia) existe

pelo menos um tratamento diferente.

Conforme teste de Scott & Knott (o = 5% de significancia) para o crescimento

do hipocodtilo (tabela 14), podemos observar que os tratamentos 11, 12, 13 e 14 (0,6

mg), 61, 62, 63 e 64 (0,05 mg) e também 21, 51, 53 e 54 foram os mais eficientes na

diminuicdo do crescimento do hipocdtilo e estatisticamente diferentes dos demais,
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inclusive dos tratamentos representados pelos controles com agua e etanol. E

interessante ressaltar que o hipocétilo foi sensivel a uma concentragcdo menor de EB

em relagdo a radicula (0,05 mg) e possui, estatisticamente, a mesma atividade

inibidora de crescimento do hipocdtilo do que o grupo de maior concentragéo (0,6

mg). Supbe-se que para a escolha do tratamento apds realizado o teste, varios

fatores devam ser considerados podendo ser o custo um dos mais relevantes assim,

cada vez que em um teste desse modelo houverem varias concentracdes efetivas

estatisticamente, sugere-se submeter as menores concentragdes aos respectivos

testes de campo.

TABELA 14 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DA

SEMENTE DE L. sativa — EXTRATO BRUTO

Tratamento| Média |Resultado | Tratamento| Média |Resultado | Tratamento| Média |Resultado
54 1,180000 a 62  2,040000 a 73 2,340000 b
14 1,500000 a 74 2,110000 b 82 2,360000 b
12 1,580000 a 52  2,110000 b 83 2,470000 b
64 1,620000 a 43  2,110000 b 41  2,540000 b
53 1,630000 a 24 2,150000 b 94 2,555556 b
11 1,650000 a 42 2,190000 b 71 2,560000 b
13 1,680000 a 22 2,190000 b 32 2,620000 b
51 1,720000 a 34  2,250000 b 82 2,750000 b
21 1,730000 a 44  2,260000 b 93 2,850000 b
23 1,790000 a 84  2,290000 b 91 2,860000 b
61 1,980000 a 31 2,290000 b 81 2,880000 b
63 2,010000 a 33  2,40000 b 92 2,970000 b

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

4.6.2 Fracido Hexano

4.6.2.1 Germinacgao

A germinagéao diaria apds o ensaio com a Fragdo Hexano esta na tabela 15.
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TABELA 15 — GERMINAGAO DAS SEMENTES DE L. sativa DURANTE 6 DIAS — FRAGAO HEXANO
AMOSTRA 1° DIA 2°DIA 3°DIA 4° DIA 5° DIA 6° DIA TOTAL

0,6 mg 0/0/0/0 7/8/7/6 2/11/2 1111 0/0/0/1 0/0/0/0 39
0,4 mg 0/0/0/0 8/8/6/6 0/1/1/2 1/0/2/2 1/1/1/0 0/0/0/0 40
0,3mg 0/0/0/0 8/6/8/8 2/2/11/0 0/2/01 0/0/1/0 0/0/0/0 39
0,2mg 0/0/0/0  7/10/8/8 3/0/0/1 0/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/0 38
0,1 mg 0/0/0/0 5/4/6/5 3/3/3/1 2/1/0/2 0/1/111 0/1/0/1 40
0,05 mg 0/0/0/0 8/9/9/8 2111 0/0/0/0 0/0/0/1 0/0/0/0 40
0,025 mg 0/0/0/0 8/9/9/9 21111 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 40
CA 0/0/0/0 8/8/6/8 2/2/3/2 0/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/0 40
CE 0/0/0/0 6/7/8/8 3/2111 1/1/0/1 0/0/1/0 0/0/0/0 40
Temperatura 18°C 19°C 20°C 19°C 20°C 20°C

NOTA: A contagem de sementes germinadas esta disposta por quadrantes para cada dia.

A germinacéo total da fragdo hexano foi proxima a 100% o que demonstra
que as substancias nela contidas nao interferem neste processo. A avaliacdo sobre

o crescimento das pléantulas é apresentado a seguir.

4.6.2.2 Crescimento

As mesmas analises estatisticas foram empregadas para este ensaio, ANOVA
e o teste de comparacdo de médias de Scott & Knott, realizado devido ao fato do P-
valor da ANOVA ser menor que 0,05 (o = 5%), tabela 16. Os dados obtidos para o
crescimento da radicula e hipocdtilo de sementes de L. sativa submetidas a fragao

hexano estao dispostos abaixo (tabelas 16, 17, 18 e 19).

TABELA 16 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM A FRAGAO
HEXANO PARA A VARIAVEL RADICULA A 5% DE SIGNIFICANCIA

\% GL F P-valor
Tratamento 35 2,567 0,0000
Erro 324

Total corrigido 359

CV (%) = 37,25

Média Geral: 0,9961111
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TABELA 17 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DA RADICULA DA SEMENTE
DE L. sativa— FRACAO HEXANO

Tratamento | Média Resultado | Tratamento | Média Resultado | Tratamento | Média Resultado
73 0,550000 a 43 0,930000 a 14 1,070000
11 0,590000 a 51 0,930000 a 31 1,090000
94 0,760000 a 64 0,970000 b 44  1,090000
32 0,780000 a 23 1,000000 b 61 1,100000
21 0,790000 a 81 1,000000 b 41 1,100000
74 0,800000 a 52 1,000000 b 83 1,120000
54 0,830000 a 42 1,000000 b 34 1,190000
92 0,860000 a 13 1,010000 b 72 1,190000
12 0,870000 a 63 1,040000 b 24 1,270000
53 0,880000 a 82 1,040000 b 84 1,330000
71 0,910000 a 62 1,060000 b 91 1,340000
22 0,930000 a 33 1,070000 b 93 1,370000

(o

O O T T T T O T T T T

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

Os tratamentos com menor crescimento foram 11, 12, 21, 22, 32, 43, 51, 53,
54,71, 73, 74, 92, 94. Nenhum tratamento teve todas as repetigdes dentro do grupo
de menor média, portanto a fracdo hexano ndo foi efetiva na diminuicdo do

crescimento da radicula de L. sativa, fato diferente do ocorrido para o hipocdtilo.

A andlise de variancia para o hipocétilo submetido a FHEX (tabela 18) e o P-
valor de 0,0206, menor que 0,05 estabelecido para o nivel de significancia permitiu

realizar o teste de comparacao de médias de Scott & Knott (tabela 19).

TABELA 18 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOTESTE DE ALELOPATIA COM A FRACAO
HEXANO PARA A VARIAVEL HIPOCOTILO A 5% DE SIGNIFICANCIA

FV GL F P-valor
Tratamento 35 1,596 0.0206
Erro 324

Total corrigido 359

CV (%) = 76,44

Média Geral: 1,3058333
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TABELA 19 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DA
SEMENTE DE L. sativa— FRACAO HEXANO

Tratamento | Média Resultado Tratamento‘Média Resultado | Tratamento | Média Resultado
73 0,760000 a 74 1,100000 a 92 1,400000 a
11 0,790000 a 32 1,160000 a 71 1,530000 b
21 0,920000 a 31 1,160000 a 84 1,550000 b
54 0,920000 a 81 1,170000 a 91 1,560000 b
51 0,940000 a 23 1,170000 a 72 1,570000 b
12 0,950000 a 34 1,180000 a 63 1,660000 b
43 0,950000 a 14 1,200000 a 62 1,710000 b
52 0,960000 a 24 1,220000 a 93 1,760000 b
41 0,970000 a 44 1,230000 a 64 1,800000 b
82 1,020000 a 13 1,260000 a 94 1,990000 b
22 1,020000 a 83 1,290000 a 53 2,150000 b
42 1,070000 a 33 1,380000 a 61 2,540000 b

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

Os tratamentos 11, 12, 13 e 14 (0,6 mg), 21, 22, 23 e 24 (0,4 mg), 31, 32, 33
e 34 (0,3mg), 41, 42, 43 e 44 (0,2 mg) e 51, 52, 54, 73, 74, 81, 82, 83 e 92 foram os
mais eficientes na diminuicdo do crescimento do hipocadtilo (tabela 19). A FHEX
demonstrou maior atividade consideravel neste caso em relagao a radicula. Mesmo
na concentracédo de 0,2 mg a FHEX pode gerar uma planta (da espécie testada) com

baixas possibilidades de pleno desenvolvimento de suas fungdes.

4.6.3 Fracgao Diclorometano

4.6.3.1 Germinacgao

Em fungdo dos dados (tabela 20) nota-se que a fragdo diclorometano nao

inibiu a germinagéo, sendo que esta foi préxima do total esperado. A FDMT é rica

em alcaldides, estas substancias como visto no item 2.2.1 sdo reconhecidamente

agentes alelopaticos, mas € possivel notar que, ao menos preliminarmente, os
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alcaléides da Erythrina velutina ndo exibiram nenhuma alteracdo em relagdo aos

controles CA e CE para a germinagao.

TABELA 20 — GERMINAGAO DAS SEMENTES DE Lactuca sativa DURANTE 6 DIAS PARA A

FRACAO DICLOROMETANO
AMOSTRA 1°DIA 2°DIA 3°DIA 4° DIA 5° DIA 6° DIA TOTAL

0,6 mg 5/6/6/3 4/3/4/6 0/0/0/0 1/0/0/0 0/1/0/0 0/0/0/1 40
0,4 mg 8/5/4/6 2/5/5/3 0/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/1 0/0/0/0 40
0,3 mg 5/4/5/4 5/4/4/6 0/1/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 38
0,2 mg 3/4/1/3 6/5/7/7 0/1/0/0 0/0/1/0 1/0/0/0 0/0/1/0 40
0,1 mg 4/7/6/5 6/2/3/5 0/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 39
0,05 mg 5/4/2/2 5/5/5/6 0/1/2/0 0/0/0/1 0/0/1/1 0/0/0/0 40
0,025 mg 5/6/4/4 4/4/6/5 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 1/0/0/0 39
CA 9/8/8/7 0/2/0/2 0/0/2/0 1/0/0/1 0/0/0/0 0/0/0/0 40
CE 6/5/4/6 3/4/5/3 1/0/0/0 0/1/0/1 0/0/1/0 0/0/0/0 40
Temperatura 20°C 21°C 20°C 22°C 21°C 20°C

NOTA: A contagem de sementes germinadas esta disposta por quadrantes para cada dia.

4.6.3.2 Crescimento

TABELA 21 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM A FRAGAO
DICLOROMETANO PARA A VARIAVEL RADICULA A 5% DE SIGNIFICANCIA

FV GL F P-valor
Tratamento 35 2,242 0,0001
Erro 324

Total corrigido 359

CV (%) = 46,09

Média Geral: 1,0725000

O dado de P-valor (tabela 21) que permite avancar para o teste de
comparagdo de médias de Scott & Knott (tabela 22), onde verifica-se que os
tratamentos que demonstraram o menor crescimento foram 11, 12, 13 e 14 (0,6 mg),
21, 22, 31, 33, 34, 41, 42, 43 e 44 (0,2 mg), 54, 61, 62, 63, 71, 72, 73 e 74 (0,025
mg), 81, 82 e 94. A menor concentragado (0,025 mg) ja apresentou a propriedade
alelopatica de diminuigdo do crescimento da radicula, que pode gerar uma planta
provavelmente inviavel. Estes resultados podem estar relacionados a presenca de
pélos radiculares na maioria das plantulas deste ensaio. A radicula apresenta pélos

radiculares desprovidos de cuticula e com citoplasma abundante responsaveis pelo
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aumento de superficie e de absor¢cao de agua e nutrientes do meio na planta em

formagao (POTSCH, 1962, p. 53). Com o envelhecimento da raiz os pélos caem e

sdo substituidos pelas raizes secundarias e terciarias (FERRI, 1986, p.19).

TABELA 22 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DA RADICULA DA SEMENTE
DE L. sativa — FRACAO DICLOROMETANO

Tratamento ‘ Média ‘ Resultado | Tratamento ‘ Média ‘ Resultado | Tratamento | Média | Resultado
42 0,620000 a 63 0,950000 a 92 1,150000 b
74 0,740000 a 73 0,960000 a 51 1,190000 b
71 0,810000 a 12 0,970000 a 52 1,210000 b
62 0,820000 a 11 1,000000 a 91 1,220000 b
43 0,850000 a 13 1,010000 a 23 1,280000 b
31 0,540000 a 21 1,020000 a 24 1,300000 b
54 0,540000 a 44 1,020000 a 54 1,360000 b
61 0,880000 a 22 1,040000 a 84 1,390000 b
41 0,910000 a 33 1,060000 a 32 1,420000 b
14 0,920000 a 94 1,070000 a 83 1,530000 b
82 0,920000 a 81 1,100000 a 93 1,540000 b
72 0,930000 a 34 1,120000 a 53 1,570000 b

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

TABELA 23 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM A FRAGAO
DICLOROMETANO PARA A VARIAVEL HIPOCOTILO A 5% DE SIGNIFICANCIA

FV GL Fc P-valor
Tratamento 35 1,302 0,1245
Erro 324

Total corrigido 359

CV (%) = 53,76

Média Geral: 1,3675000

O P-valor para este teste foi de 0,1245 (12,45%) e ultrapassa o valor de

a = 5% de significancia (0,05). Entdo se a hipotese de que existe pelo menos um

tratamento diferente (H1) for aceita, havera um erro porque o P-valor € maior que o

o e, paralelamente, o F deste teste € menor que o Fc. Quando os valores de F sao

proximos a um, neste caso foi de 1,302 (tabela 23), presume-se que os tratamentos

nao serao diferentes estatisticamente. O teste de Scott & Knott foi realizado, mas

nao exposto, porque como esperado todas as meédias foram iguais estatisticamente.

Na pratica isto demonstra que a fragdo diclorometano nao interferiu no crescimento

do hipocoétilo, pois apresentou resultado estatisticamente igual ao controle com agua
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e controle com etanol. O resultado discrepante entre radicula e hipocétilo pode ser

oriundo da presenca dos pélos radiculares na maioria das plantulas neste ensaio.

4.6.4 Fracao Acetato de Etila

4.6.4.1 Germinacao

TABELA 24 — GERMINAGAO DAS SEMENTES DE L. sativa DURANTE 6 DIAS PARA A FRACAO
ACETATO DE ETILA

AMOSTRA 1° DIA 2° DIA 3°DIA 4° DIA 5° DIA 6° DIA TOTAL
0,6 mg 2/0/3/2 6/9/5/8 0/1/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 36
0,4 mg 2/1/1/0 8/9/8/9 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/1/0 39
0,3 mg 3/3/2/3 6/7/8/7 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 39
0,2 mg 2/2/1/4 8/7/9/6 0/0/0/0 0/0/0/0 0/1/0/0 0/0/0/0 40
0,1 mg 3/2/2/2 717/8/8 0/0/0/0 0/0/0/0 0/1/0/0 0/0/0/0 40
0,05 mg 21111 8/7/9/9 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/2/0/0 40
0,025 mg 3/1/0/1 6/8/9/8 0/0/1/0 0/0/0/0 1/1/0/0 0/0/0/0 39
CA 6/2/2/3 4/7/8/7 0/0/0/0 0/0/0/0 0/1/0/0 0/0/0/0 40
CE 3/3/2/2 6/7/8/8 0/0/0/0 0/0/0/0 1/0/0/0 0/0/0/0 40
Temperatura 20°C 20°C 20°C 21°C 22°C 22°C

NOTA: A contagem de sementes germinadas esta disposta por quadrantes para cada dia.

A fracdo acetato de etila a 0,6 mg apresentou uma discreta inibicao da

germinacao das sementes de Lactuca sativa, (tabela 24), mas este resultado nao

chega a ser considerado relevante.

4.6.4.2 Crescimento

TABELA 25 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM A FRAGAO

ACETATO DE ETILA PARA A VARIAVEL RADICULA A 5% DE SIGNIFICANCIA

FV GL F P-valor
Tratamento 35 2,301 0,0001
Erro 324

Total corrigido 359

CV (%) = 47,97

Média Geral: 0,943333
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A partir do dado de P-valor (tabela 25) partiu-se para o teste de comparagéao

de médias (tabela 26).

TABELA 26 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DA RADICULA DA
SEMENTE DE Lactuca sativa— FRAGAO ACETATO DE ETILA

Tratamento ‘ Média ‘Resultado Tratamento ‘ Média ‘Resultado Tratamento | Média Resultado
62 0,620000 a 51 0,810000 a 81 1,030000 b
61 0,650000 a 63 0,820000 a 44 1,070000 b
82 0,670000 a 92 0,860000 a 33 1,120000 b
84 0,680000 a 24 0,880000 a 72 1,150000 b
64 0,690000 a 14 0,900000 a 73 1,150000 b
52 0,700000 a 83 0,900000 a 32 1,180000 b
21 0,730000 a 11 0,970000 b 74 1,200000 b
13 0,740000 a 12 0,970000 b 31 1,210000 b
43 0,740000 a 53 0,970000 b 22 1,260000 b
42 0,750000 a 23 0,980000 b 71 1,310000 b
41 0,760000 a 54 0,990000 b 91 1,340000 b
94 0,780000 a 34 1,010000 b 93 1,370000 b

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

Os tratamentos 13, 14, 21, 24, 41, 42, 43, 51, 52, 61, 62, 63 e 64 (0,05 mg),

82, 83, 84, 92 e 94 foram os mais eficientes na diminuicdo do crescimento da

radicula,

sendo que o tratamento correspondente a 0,05 mg foi

o Uunico

completamente efetivo. Para maior entendimento da acgdo da FATE sobre o

crescimento das sementes de Lactuca sativa €& necessario avaliar os resultados

sobre o hipocdtilo (tabelas 27 e 28).

TABELA 27 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM A FRAGAO
ACETATO DE ETILA PARA A VARIAVEL HIPOCOTILO A 5% DE SIGNIFICANCIA

FV GL F P-valor
Tratamento 35 1,822 0,0041
Erro 324

Total corrigido 359

CV (%) = 56,48

Média Geral: 1,4386111

CVi
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O P-valor para a variavel hipocdtilo esta proxima a 0,05, mas menor, sendo

assim partiu-se para o teste de Scott & Knott (tabela 28).

TABELA 28 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DA
SEMENTE DE Lactuca sativa— FRAGAO ACETATO DE ETILA

Tratamento | Média Resultado Tratamento‘Média ‘Resultado Tratamento | Média Resultado
84 0,680000 a 11 1,270000 a 23 1,660000 b
83 0,790000 a 92 1,400000 b 51 1,680000 b
82 0,900000 a 12 1,410000 b 41 1,720000 b
94 1,000000 a 42 1,410000 b 33 1,740000 b
61 1,050000 a 44 1,430000 b 93 1,760000 b
21 1,090000 a 81 1,440000 b 74 1,760000 b
14 1,090000 a 13 1,460000 b 31 1,830000 b
62 1,130000 a 72 1,510000 b 71 1,880000 b
63 1,130000 a 24 1,530000 b 53 1,900000 b
52 1,170000 a 34 1,530000 b 73 1,920000 b
64 1,170000 a 91 1,560000 b 54 1,960000 b
43 1,210000 a 22 1,640000 b 32 1,980000 b

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

Os tratamentos 11,14, 21, 43, 52, 61, 62, 63 e 64 (0,05 mg), 82, 83, 84 e 94

foram os mais efetivos. A concentracdo de 0,05 mg também para o hipocatilo foi o

unico tratamento efetivo. A fragdo acetato de etila das cascas da Erythrina velutina

contém flavondides, segundo as analises apresentadas em topicos anteriores. Estas

substancias assim como os alcaldides sdo responsaveis por atividades alelopaticas

interessantes em varias espécies, fato que parece ser aplicavel a FATE das cascas

de Erythrina velutina, que mesmo em concentragdo relativamente baixa pode

inviabilizar o crescimento normal da planta testada.

4.6.5 Fragao Hidroalcodlica Remanescente

4.6.5.1 Germinacgao

A fracao hidroalcodlica remanescente nado inibiu a germinagao (tabela 29).

cvii



This document has been created with a DEMO version of PDF Create Convert
(http://www.equinox-software.com/products/pdf_create_convert.html)
To remove this message please register.

TABELA 29 — GERMINAGAO DAS SEMENTES DE L. sativa DURANTE 6 DIAS PARA A FRACAO

HIDROALCOOLICA REMANESCENTE
AMOSTRA 1°DIA 2°DIA 3°DIA 4° DIA 5° DIA 6° DIA TOTAL

0,6 mg 0/0/0/0  6/6/10/7 1/2/0/2 1/0/1/0 0/0/0/0 0/1/0/0 37
0,4 mg 0/0/0/0 5/5/8/8 2/4/1/0 1/0/0/2 1/0/0/0 1/0/1/0 39
0,3 mg 0/0/0/0 6/7/7/8 0/2/1/0 1/1/211 0/0/0/0 1/0/0/1 38
0,2mg 0/0/0/0 6/7/8/7 3/2/0/3 1/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/0 38
0,1 mg 0/0/0/0 9/7/5/5 1/0/5/5 0/1/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 38
0,05 mg 0/0/0/0 9/8/9/9 0721111 0/0/0/0 1/0/0/0 0/0/0/0 40
0,025 mg 0/0/0/0 9/8/7/9 111211 0/1/0/0 0/0/0/0 0/0/1/0 40
CA 0/0/0/0 8/8/6/8 2/2/3/2 0/0/1/0 0/0/0/0 0/0/0/0 40
CE 0/0/0/0 6/7/8/8 3/2111 1/1/0/1 0/0/1/0 0/0/0/0 40
Temperatura 19°C 20°C 19°C 18°C 20°C 20°C

NOTA: A contagem de sementes germinadas esta disposta por quadrantes para cada dia.

4.6.5.2 Crescimento

O crescimento da radicula foi avaliado pelo teste de Scott & Knott (tabela 30)
apoés a verificagcdo de que existe pelo menos um tratamento diferente dos demais
pela analise de variancia (ANOVA), especificamente pelos valores de P-valor e F

(tabela 31).

TABELA 30 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM A FRAGAO
HIDROALCOOLICA REMANESCENTE PARA A VARIAVEL RADICULA A 5% DE

SIGNIFICANCIA
FV GL F P-valor
Tratamento 35 2,793 0,0000
Erro 324
Total corrigido 359
CV (%) = 35,21
Média Geral: 0,9416667
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TABELA 31 - TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DA RADICULA DA

SEMENTE DE Lactuca sativa - FRACAO HIDROALCOOLICA REMANESCENTE

Tratamento | Média Resultado Tratamento‘Média ‘Resultado Tratamento | Média Resultado
31 0,520000 a 51 0,860000 a 61 1,060000 b
12 0,540000 a 92 0,860000 a 53 1,090000 b
33 0,590000 a 22 0,870000 a 63 1,090000 b
24 0,620000 a 41 0,890000 a 62 1,090000 b
34 0,700000 a 14 0,920000 a 71 1,090000 b
23 0,720000 a 42 0,930000 a 83 1,120000 b
44 0,740000 a 13 0,930000 a 72 1,150000 b
11 0,770000 a 64 0,930000 a 74 1,280000 b
32 0,770000 a 21 0,940000 a 73 1,310000 b
94 0,780000 a 54 0,960000 a 84 1,330000 b
52 0,850000 a 81 1,000000 b 91 1,340000 b
43 0,850000 a 82 1,040000 b 93 1,370000 b

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

Os tratamentos 11, 12, 13 e 14 (0,6 mg), 21, 22, 23 e 24 (0,4 mg), 31, 32, 33

e 34 (0,3 mg), 41, 42, 43 e 44 (0,2 mg), 51, 52, 54, 64, 92 e 94 foram os mais

eficientes na diminui¢gdo do crescimento da radicula. A FHAR parece n&o apresentar

problemas de solubilidade e a atividade das suas substancias para este teste teve

como limite inferior 0,2 mg.

TABELA 32 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO TESTE DE ALELOPATIA COM A FRAGAO
HIDROALCOOLICA REMANESCENTE PARA A VARIAVEL HIPOCOTILO A 5% DE

SIGNIFICANCIA
FV GL F P-valor
Tratamento 35 4,162 0,0000
Erro 324
Total corrigido 359
CV (%) = 49,80
Média Geral: 1,214444
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O P-valor € menor que o nivel de significancia estabelecido (0,05), tabela 32,
e a partir deste dado pode se partir para o teste de comparagdao de médias

estatisticamente diferentes, estes dados estdo na tabela 34.

TABELA 33 — TESTE DE SCOTT & KNOTT PARA O CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DA
SEMENTE DE Lactuca sativa - FRACAO HIDROALCOOLICA REMANESCENTE

Tratamento | Média Resultado Tratamento‘Média ‘Resultado Tratamento | Média Resultado
31 0,500000 a 94 1,000000 a 92 1,400000
12 0,680000 a 41 1,000000 a 84 1,550000
24 0,760000 a 82 1,020000 a 91 1,560000
33 0,800000 a 54 1,020000 a 72 1,590000
44 0,840000 a 42 1,030000 a 64 1,630000
51 0,890000 a 43 1,080000 a 71 1,680000
52 0,900000 a 14 1,080000 a 61 1,730000
23 0,910000 a 32 1,120000 a 74 1,730000
11 0,930000 a 21 1,130000 a 63 1,760000
53 0,950000 a 81 1,170000 a 93 1,760000
13 0,950000 a 83 1,290000 a 73 1,940000
34 0,970000 a 22 1,310000 a 62 2,060000

(o

O O T T T T O T T T T

NOTA: As letras na coluna Resultados indicam quais Tratamentos foram iguais entre si.

Os tratamentos 11, 12, 13 e 14 (0,6 mg), 21, 22, 23, e 24 (0,4 mq), 31, 32, 33
e 34 (0,3 mg), 41, 42, 43 e 44 (0,2 mg), 51, 52, 53 e 54 (0,1 mg), 23, 81, 82, 83, 94
foram efetivos na diminuicdo do crescimento do hipocdtilo. A FHAR foi eficiente na
reducdo do crescimento normal das plantulas de Lactuca sativa, demonstrando

potencial para inviabilizar plantas normais desta espécie.

Em todos os testes houveram algumas sementes com a morfologia alterada
como tortuosidades do tipo enovelamento, auséncia dos pélos radiculares e
auséncia do primérdio foliar que originaria os foliolos. A fragdo hidroalcodlica
remanescente apresentou a falta de primérdio foliar e pélos radiculares em cerca de
60% das sementes para todas as diluicdes, um numero expressivo comparando-se
com as alteragcbes esporadicas das outras fragdes e do extrato bruto e

considerando-se os efeitos gerais, esta fragdo parece ter sido a mais eficiente.
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LEGENDA: 1 = Média de crescimento da radicula com o Extrato Bruto; 2 = Média de crescimento do
hipocétilo com o Extrato Bruto; 3 = Média de crescimento da radicula com a Fracdao Hexano; 4 =
Média de crescimento do hipocétilo com a Fragdo Hexano; 5 = Média de crescimento da radicula com
a Fragao Diclorometano; 6 = Média de crescimento do hipocétilo com a Fragao Diclorometano; 7 =
Média de crescimento da radicula com a Fragdo Acetato de Etila; 8 = Média de crescimento do
hipocétilo com a Fragdo Acetato de Etila; 9 = Média de crescimento da radicula com a Fragao
Hidroalcodlica Remanescente; 10 = Média de crescimento do hipocotilo com a Fragédo Hidroalcodlica
Remanescente.

O extrato bruto teve o maior crescimento em média em relagao as fracdes, o
crescimento do hipocétilo pelo grafico € notadamente menor em relagéao a radicula.

Para as outras fragcdes este resultado foi diferente, ou seja, o crescimento da
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radicula foi menor que do hipocétilo em todos os casos. Considerando-se as fragdes
somente para o crescimento da radicula ou somente para o crescimento do

hipocétilo, ndo houve destaque.

4.7 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os microrganismos para estes testes foram selecionados devido a
capacidade de causarem diversas patologias que podem atingir gravidade
consideravel, alguns também representam riscos de infec¢gdes nosocomiais de dificil
controle, e as culturas purificadas sao de aquisicao acessivel. A partir dos resultados
para os microrganismos escolhidos (tabela 34) pode-se tragar um direcionamento

para analises futuras.

TABELA 34 — RESULTADOS DOS TESTES DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

E. velutina DIFUSAO EM AGAR — MEDIA DO DIAMETRO DOS HALOS DE INIBICAO EM mm

MICRORGANISMOS

CONCENTRACOES
Sa Sp Se Pm Pa Kp Ec St
312,75 mg/mL (100,0%) 7 12 0 0 0 0 0 0
EB 156,37 mg/mL (50,0%) 0 9 0 0 0 0 0 0
78,19 mg/mL (25,0%) 0 7 0 0 0 0 0 0
39,10 mg/mL (12.5%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FHEX 200 mg/mL (100,0%) 7 13 0 0 0 0 0 0
100 mg/mL (50,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
50 mg/mL (25,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
25 mg/mL (12.5%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle Cloranfenicol (30¥g/mL) 34 35 38 28 30 30 33 36
Controle Cefalotina (30¥g/mL) 50 45 40 11 0 26 0 29
Controle dos Microrganismos + + + + + + + +
Controle do etanol 0 0 0 0 0 0 0 0

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (mg/mL)

EB 9,77 9,77 1955 39,10 19,55 19,55 19,55 19,55

(1:16) (1:16) (1:8) (1:4) (1:8) (1:8) (1:8) (1:8)

Legenda: EB = extrato bruto; FHEX = fragdo hexano; S.a = Staphylococcus aureus; S.p =
Streptococcus pyogenes; S.e = Staphylococcus epidermidis; P.m = Proteus mirabilis; P.a =
Pseudomonas aeruginosa; K.p = Klebsiella pneumoniae; E.c = Escherichia coli; S.t = Salmonella
tiphymurium; + = crescimento dos microrganismos no meio de cultura isento de droga.
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Os resultados desta avaliagcdo mostram atividade antibacteriana do EB e
FHEX sobre Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus, nenhuma atividade
sobre as outras bactérias testadas por difusdo em agar e atividade moderada a fraca

contra todos os microrganismos no teste de concentragao inibitéria minima — MIC

Streptococcus pyogenes

Staphylococcus aureus

PARA O S. aureus E S. pyogenes
(1) [NA N4 )

FIGURA 38 — RESULTADOS DO MIC PARA O EXTRATO BRUTO
FOTO: DIAS, J.F.G., 2004.

Segundo LENETTE et al. (1987, p. 1214 e 1215) os microrganismos foram
suscetiveis aos antibidticos controle conforme os halos de inibicdo que
apresentaram, mas houve resisténcia de dois microrganismos frente a cefalotina. A

figura 39 mostra alguns exemplos. Considerando os resultados, o etanol presente
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nas amostras demonstrou nao influenciar os resultados da atividade antibacteriana

FIGURA 39 — PLACA
CONTROLE DO TESTE DE DIFUSAO EM DISCO PARA ALGUNS
MICRORGANISMOS

FOTO: DIAS, J.F.G., 2004.

Os esterdides e triterpenos comumente presentes nas plantas estdo
concentrados geralmente na fragdo mais apolar, neste caso a FHEX, e sao
conhecidos por diversas atividades de interesse biologico, dentre as quais a
atividade antimicrobiana. Substancias como o B-sitosterol, a a-amirina e lupeol
demonstraram atividade contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus

aureus (SINGH; SINGH, 2003, p. 814 - 816) e segundo JAIN, JAIN e SINGH (2003,
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p. 231 - 233) a a-amirina (0,29%) demonstrou a maior atividade entre os triterpenos

presentes na Arnebia hispidissima (Lehm.) DC. contra a E. coli.

O Staphylococcus aureus é conhecido por causar infecgbées como foliculite,
celulite, carbunculo, impetigo, osteomielite, bacteremia, endocardite, pneumonia e
ocasionalmente a meningite, e o Streptococcus pyogenes € causador de
faringoamidalites que podem originar a febre reumatica e glomerulonefrite como
complicacbes, piodermites, erisipela, pneumonias, febre puerperal, pericardites,

peritonites e outras (TRABULSI et al., 1999).

5 CONCLUSAO

Da fragdo hexano das cascas de Erythrina velutina Willd. foi isolado o
composto 1 (C1) como uma mistura de estigmasterol e B-sitosterol, sendo que o
estigmasterol esta em maior proporgdo. O estigmasterol e o B-sitosterol ainda n&o
haviam sido relatados para a Erythrina velutina conforme levantamento bibliografico.
Ambos sao fitoesterois relativamente comuns em plantas, principalmente nas
sementes da familia das leguminosas (EVANS, 1996, p. 299). Alguns estudos
sugerem ao estigmasterol atividade anti-hepatotdxica, anti-inflamatoria,
antinociceptiva, preventivo de varios tipos de cancer, sedativo e hipocolesterolémico
(AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE, 2005), os fitoester6is também tém sido

comercializados livremente no intuito de aumentar a massa muscular de humanos.

A analise por cromatografia gasosa da fragdo hexano sugeriu a presenca de
acido fénico, acido cinamico, oa-amirina, estigmasterol, B-amirina, p-sitosterol e

lupeol, compostos ainda n&o relatados para a Erythrina velutina.
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Da fragao diclorometano foram isolados quatro compostos. O composto 2
(C2) de acordo com comparagao de dados obtidos na literatura sugere ser o
alcaldide eritralina, ja isolado em outras espécie de eritrinas. O composto 3 (C3) esta
sob analise até o momento visando a elucidacdo de sua estrutura. O composto 4
(C4) como uma mescla de alcaldides nao totalmente identificados. O composto 5

(C5) com duas propostas para alcaldides de Erythrina, a (+) — 8 - oxo - 11p -

metoxieritralina ou a eritrinina.

Da fragdo hidroalcodlica remanescente foi isolado o composto 6 (C6)
conforme o tipo de cristalizacdo apresentado. Através das analises realizadas foi
sugerida uma estrutura com esqueleto semelhante a frutose que pode ser

considerado um composto interessante para analises de controle de qualidade.

A atividade alelopatica com influéncia inibitéria do crescimento da radicula e
hipocotilo foi estatisticamente diferente dos controles com agua e etanol para o
hipocétilo tratado com a fragdo hexano, radicula tratada com a fragao diclorometano
e de ambos para o extrato bruto, fracdo acetato de etila e hidroalcodlica
remanescente. Os resultados para a fragcdo hexano e diclorometano, assim como
das demais fragdes sao suficientes para inviabilizar o pleno desenvolvimento de uma
planta de Lactuca sativa. A fragdo hidroalcodlica remanescente alterou a morfologia
de modo deletério de uma quantidade razoavel de plantulas de L. sativa submetidas
ao teste de crescimento, as alteracdes foram enovelamento, auséncia do primérdio
foliar e auséncia de pélos radiculares na maioria das plantulas, resultados nao

evidenciados para o extrato bruto e outras fragoes.

O bioensaio de inibicdo de germinagdo de sementes nao apresentou

resultados satisfatérios em relagao aos extratos e fragdes analisadas.
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O extrato bruto e a fragdo hexano demonstraram atividade antibacteriana
moderada contra o Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes nos testes de
difusdo em disco e concentracdo inibitdria minima para o extrato bruto e difusdo em
disco para a fracdo hexano. Esses resultados colaboram na elucidacdo preliminar

dos compostos envolvidos na atividade biolégica testada e microorganismos

suscetiveis, podendo futuramente direcionar os estudos realizados.

CONSIDERACOES FINAIS

A ciéncia € uma rede intrincada de conhecimentos gerados,
distribuidos e assimilados cada vez mais rapidamente nos dias de hoje, situagao que
corre paralela, mas talvez ndo tado velozmente aos problemas a serem resolvidos.
Este fato nos leva a perceber que a pesquisa cientifica e ética tem sua importancia
intrinseca no contexto da busca de solugbes ou ao menos seus indicadores. Os
conhecimentos utilizados, gerados e combinados deste trabalho fazem parte desta

rede e almeja-se que possam contribuir com seu crescimento.

O Brasil se destaca como fonte farta e promissora de espécies vegetais com
potencial biolégico inestimavel, mas considerando que mesmo as espécies
reconhecidas, e de longa data utilizadas pela populagao, carecem de informacdes
fidedignas € consequente o raciocinio de quanto ainda falta ser elucidado. Neste
sentido esta pesquisa fundamenta-se na busca de maiores conhecimentos acerca
da Erythrina velutina, planta de larga distribuicdo na América do Sul principalmente
no Brasil. O uso de substancias provenientes do género Erythrina ou de seus

extratos € de reconhecida aplicabilidade em varias areas voltadas a saude e bem-
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estar geral. Apesar do uso freqlente das cascas de E. velutina, principalmente pela
populacdo do nordeste brasileiro para varias finalidades, ainda nao existem
informagdes de cunho cientifico suficientes para que esta ou seus derivados sejam
aplicados em beneficio da vida, fato lamentavel considerando as potencialidades

citadas ou percebidas no desenvolvimento deste trabalho, que favoreceriam

consideravelmente a populacéo.

As informacdes aqui obtidas poderao ainda contribuir com o direcionamento
da busca racional de novas alternativas terapéuticas a partir de fontes naturais, pela
industria farmacéutica e de produtos quimicos. A industria farmacéutica nacional,
principalmente de fitoterapicos, deveria ser prioritaria na utilizagao e aplicagao de
informacgdes cientificas a partir de fontes vegetais brasileiras considerando a falta de
apoio financeiro e a rigorosa legislagao aplicada a este setor em relagéo ao registro
de seus fitoterapicos. O rigor das exigéncias € necessario considerando-se a
importancia da aplicacdo e a possibilidade de ocorréncia de fraudes, problemas de
saude contornaveis ou danos mais sérios aos usuarios e deve servir como estimulo,

e nao entrave, a busca de informacoes.

Apdés o0 exame das informacgbes relatadas percebe-se que alguns
conhecimentos foram gerados, mas cada um atrelado a novos questionamentos que
remetem a pesquisa mais aprofundada de alguns pontos como a ag¢ao farmacoldgica
e toxicoldgica do extrato, fragdes, compostos isolados e a partir destes resultados a
elaboracdo de uma forma farmacéutica eficiente e segura apta aos testes pré-
clinicos e clinicos; a avaliagdo da atividade antibacteriana das fracbes nao
pesquisadas, dos compostos isolados e seus derivados com 0sS mesmos € com
outros microrganismos, levando-se em conta os resultados indicadores de potencial
antibacteriano; de acordo com recomendacdes dispostas no manual “Good

Agricultural Practices for Medicinal Plants” da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
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sobre o cultivo de plantas com atividade medicinal deve-se evitar a ocorréncia de
poluicdo e o uso de agentes quimicos devido ao risco toxicologico, este fato estimula
e justifica os estudos de atividade alelopatica; também o aprofundamento nas
técnicas de separacao e identificacdo dos compostos isolados, o isolamento e
identificacdo das substancias até o momento em estudo, visando elencar um
marcador quimico da espécie proporcionando a industria farmacéutica a garantia e

seguranga na aquisicdo da matéria-prima, outros estudos relevantes ainda

poderiam ser incluidos nestas consideracoes.
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