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Resumo

As Plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos
(farmacos) e uma alternativa viavel, efetivas e seguras no controle de pragas e
doencgas que acometem culturas de plantas de interesse comercial. Este projeto tem
como objetivo identificar as principais classes de metabolitos secundarios e avaliar a
atividade antifungica sobre o desenvolvimento de Mycosphaerella musicola dos
extratos vegetais de Crataeva benthamii Eichler (Capparidaceae). Os experimentos
foram conduzidos nos Laboratério de Quimica e Laboratério de
Fitossanidade/Fitopatologia do Instituto de Educacdo, Agricultura e Ambiente da
Universidade Federal do Amazonas em Humaita-AM. O material vegetal foi coletado
no municipio de Humaita (AM), sendo as partes utilizadas as folhas e cascas da
espécie Crataeva benthamii Eichler. Apds seco o material vegetal foi submetido a
extragdo com etanol PA. Para triagem fitoquimica preliminar, através de reacgdes
quimicas que resultam no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado,

caracteristico para cada classe de substancias quimicas (SIMOES et al., 2010).

Palavras chave: antifungica, Metabolitos secundarios, Crataeva benthamii Eichler.
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1. Introducao

A floresta amazénica é caracterizada por alta diversidade biolégica, mas ainda
pouco se sabe sobre as espécies que a compdem (RIBEIRO et al., 1999). E os
componentes dessa biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de produtos
de importancia econémica (GUERRA & NODARI, 1999).

As Plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
namero de farmacos. Apesar do aumento de estudos nessa area, os dados
disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao
seu potencial medicinal (SIMOES et al., 2010).

A familia Capparaceae ou Capparidaceae (Dicotyledonae), descrita por
Antoine Laurent de Jussieu, tem aproximadamente 46 géneros e 650 espécies,
espalhadas nas regides tropicais e subtropicais de todo mundo (JOLY, 2002).

Dentre esta a espécie Crataeva benthamii Eichler utilizada popularmente a
entrecasca esverdeada, moida com um pouco de sal e agua, este suco € dado para
beber a quem foi picado por surucucu e um emplasto da massa deve ser posta
sobre a ferida (BORRAS, 2003).

A comprovagao da eficacia terapéutica de constituintes quimicos obtidos a
partir de plantas (MIGUEL & MIGUEL, 2004), impulsiona novas pesquisas em busca
de espécies que apresentem atividade bioldgica. Por exemplo, novos agentes
antifangicos, a partir de plantas, que devido a crescente resisténcia dos
microrganismos patogénicos frente aos produtos sintéticos. Desse modo, a
utilizagcao de produtos naturais extraidos de vegetais pode ser uma alternativa para o
controle de patdgenos associados a sementes, com a vantagem de redugao de
gastos e auséncia de impacto ambiental causado pelos agroquimicos (LAZAROTTO
et al., 2009).

A banana é uma das frutas mais populares no Brasil. Faz parte da dieta
alimentar das mais diversas classes sociais, ora na forma “in natura”, ora cozida, frita
ou processada na forma de doces ou passas (KIMATI et al., 1997).

Um dos grandes problemas da bananicultura nacional é a Sigatoka-amarela,
uma doencga endémica, com picos durante o periodo chuvoso no Brasil. E causada

pelo fungo Mycosphaerella musicola Leach, que, ao infectar as folhas, provoca a



morte prematura das mesmas, causando perdas superiores a 50% na producao
(FERREIRA, 2003; CORDEIRO E MATOS, 2005). Estudos recentes afirmam que
essa doenga compromete o rendimento do produto final. Torna-se indispensavel
investigar métodos alternativos para o controle de doengas de plantas que aliem
eficiéncia, menor agressividade a saude humana e ao equilibrio de ecossistemas,

como, por exemplo, os extratos vegetais (BRAND et al. 2010).



2. Revisdo bibliografica

O uso de plantas que apresentam atividades medicinais é conhecido e
propagado através da cultura e da tradicdo popular. No Nordeste do Brasil, grande
parte dos habitantes da regido usa o conhecimento de geragdo para tratar de
enfermidades e procurar manterem-se sadios (SILVA, 2000).

Calcula-se que 80% da populacdo dos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento sdo quase completamente dependentes da medicina caseira,
utilizando plantas para suas necessidades priméarias de salde (BRAZ-FILHO, 1994).
Entretanto, o uso indevido dessa planta, em tratamentos prolongados, pode causar
hepatite toéxica (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2005).

Das 119 substancias quimicas extraidas de plantas para o uso medicinal no
Brasil, 74% foram obtidas com base no conhecimento popular fitoterapico. Somente
na Amazoénia, calcula-se que existam cerca de 80 mil espécies vegetais, das quais
nem 4% foram estudadas cientificamente (FRANCO, 1996 apud FERREIRA, 2006).

A flora brasileira é riquissima em espécies de plantas com propriedades
terapéuticas, existindo muitos principios ativos ja identificados em ervas nativas,
prontos para serem testados ao baixo custo, necessitando porém, de recursos
humanos especializados, verbas e equipamentos adequados para o
desenvolvimento de pesquisas nessa area (FERREIRA, 2006).

A familia Capparaceae ou Capparidaceae (Dicotyledonae), descrita por
Antoine Laurent de Jussieu, tem aproximadamente 46 géneros e 650 espécies,

espalhadas nas regifes tropicais e subtropicais de todo mundo (JOLY, 2002).

No Brasil ocorrem apenas nove géneros e aproximadamente 45 espécies,
com seus representantes incluindo ervas, arbustos ou pequenas arvores; raramente
sdo descritas lianas (BARROZO, 1978).

A espécie Crataeva benthamii, conhecida popularmente como trapia ou catoré
€ uma arvore da familia das Capparidaceae. De porte médio, mede de 6 a 10 metros
de altura, com caule glabro e pardacento, folhas pecioladas, alternas, compostas de
8 foliolos. Possui flores brancas em forma de cachos. Seus frutos sdo redondos,

medindo cerca de 4 cm, lisos, ficando amarelados quando



Maduros. Possui polpa branca que envolve as sementes, de sabor adocicado. Suas
sementes s&o oleaginosas, de cor marrom clara, medindo cerca de 1 cm. E uma
arvore tipica da area de varzea, encontrada em varias regiées do Brasil como, por
exemplo, na bacia amazénica (GOMES, 2010).

Na medicina popular a entrecasca esverdeada de catoré, moida e misturada
com um pouco de sal e agua, em forma de suco ou emplasto é usada para
reumatismo, frieira, picada de cobra, verruga (BORRAS, 2003).

A grande preocupacdo com o0 meio ambiente tem levado inumeros
pesquisadores a buscarem alternativas viaveis, efetivas e seguras no controle de
pragas e doengas que acometem culturas de plantas de interesse comercial (KIMATI
et al., 1997). Uma alternativa aos inseticidas sintéticos sdo produtos naturais, pois
em sua maioria podem oferecer pouca ameaca ao ambiente e a saude humana.

O emprego de extratos vegetais pode vir a se tornar promissor na medida em
que compostos secundarios presentes na estrutura quimica dos mesmos podem ter
efeitos inibitorios sobre a agéo de varios fungos. Neste contexto, o controle bioldgico
do patégeno se apresenta como uma melhor alternativa (SPADARO & GULLINO,
2004).

A formacdo de uma consciéncia comum sobre a necessidade de se preservar
0 meio ambiente tem gerado a necessidade de testar produtos naturais, visando um
controle alternativo de fitopatégenos (NETO et al., 2012). Nesse sentido pesquisas
realizadas com extrato bruto e dleo essencial, obtidos a partir de plantas medicinais,
tém indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatégenos (CUNICO et al.,
2003), tanto por sua acao fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacgao de esporos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).



3. Objetivo Geral

e Geral

Realizar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antifungica dos extratos
vegetais de Crataeva benthamii Eichler (Capparidaceae) sobre o desenvolvimento

Mycosphaerella musicol.
Especificos

v Identificar as principais classes de metabolitos secundarios tais
como alcaloides, terpenos, cumarinas, flavondides etc. presentes
nas folhas e caule da espécie Crataeva benthamii Eichler.

v' Avaliar o efeito fungitoxico dos extratos vegetais da folha e caule

sobre o desenvolvimento do fungo Mycosphaerella musicola Leach.
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4., Métodos utilizados

4.1 Coletas do Material
O material botanico (folhas, cascas e frutos) foram coletados em Setembro de

2013, no igarapé do Been, afluente do Rio Madeira, no municipio de Humaita-AM, e

foram levados ao laboratério de quimica do IEAA, onde foram realizados a selegao.

4.2 Preparo Extrato
As folhas foram selecionadas e colocadas em uma estufa a 35°C, durante

sete o dia até completa secura (peso constante). O material seco foi triturado até a
obtencdo de um p6é homogéneo. Os extratos brutos das cascas (EBC), folhas (EBF)

e frutos (EBFr), foram obtidos por maceragéo em etanol, durante sete dias.

4.3 Identificacoes de Metabdlitos Secundarios Presentes no
Extrato

4.3.1 Reagentes

Reagente de Wagner:

Dissolveram-se 1,279 de iodo e 2g de iodeto de potassio em 5 mL de agua e

completou se o volume para 100mL.com agua.

Reagente de Dragendorff:

Solugédo A: dissolveu-se 1,7g de nitrato de bismuto (lll) e 20g de acido

tartarico em 80 mL de agua.
Solucéo B: dissolveu-se 16g de iodeto de potassio em 40 mL de agua.

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

Reagente de Baljet:

Solucéo A: 1g de acido picrico /100 mL de etanol.
Solucédo B: 10g de NaOH / 100 mL de agua.

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

Solugéo (A): Dissolveu-se 34,65g de sulfato de cobre em agua e leva-se a 500 mL.
Solugéo (B): Dissolve-se 173 de sal de rochelle (tartarato de potassio e sodio). E
125g de KOH em agua destilada e dilui-se a 500mL.

Reagente de Kedde:

Solugdo A: Acido 3,5- dinitrobenzdico a 3% em metanol. Solucdo B: KOH a
5,7% em agua. Reagente: misturaram-se partes iguais de A e B.

Reagente de Raymond-Marthoud:

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

Reagente de Liebermann-Burchard:

Misturou-se 10 mL de anidrido acético e duas gotas de acido sulfurico

concentrado.

Reagente de Salkowski:

Acido sulfurico concentrado.

Reagente citroborico:

Dissolveu-se 5g de acido bdrico e 5g de acido citrico em etanol e completou-

se o volume da solugdo em 100mL.

Solucédo de cloreto férrico:

Preparou-se uma solugéo 10% de cloreto férrico em agua destilada.

Reagente de Borntrager:
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Preparou-se uma solugéo de NaOH a 5% em agua.

4.3.2 Ensaios de Identificacao

A identificacido de metabolitos secundarios foi realizada por reagdes quimicas
qgue resultam no desenvolvimento de coloracédo e/ou precipitado, caracteristico para
cada classe de substancias (BARBOSA, 2004; SIMOES et al., 2010).

Foram realizados os seguintes ensaios:

Alcalodides:

A 2,0mL da solugéo etandlico adicionou-se 2,0 mL de HCI (10%) e esquentou-
se essa mistura por 10 minutos. Esfriou-se, filtrou-se, dividiu-se o filtrado em trés
tubos de ensaios e colocaram-se algumas gotas dos reativos de reconhecimento:
Dragendorff, Wagner. Uma leve turbidez ou precipitado (respectivamente roxo a

laranja, branco a creme e marrom) evidencia a possivel presenga dos mesmos.

Acucares Redutores:

Na pesquisa de acgucares redutores no extrato hidroalcodlico de folha
Crataeva tapia, dissolveu-se alguns miligramas do extrato seco em 5 mL de agua
destilada, filtrando se a solucdo e em seguida adicionando a o filtrado 2 mL do
reativo de Fehling A e 2 mL do reativo B, sendo a solugdo aquecida em banho Maria
por 5 minutos.

A reacao é positiva se houver a formacao de um precipitado de cor vermelha

tijolo, o que indica a presencga de agucares redutor.

Depsideos e Depsidonas:

Na deteccdo dessas classes de metabolitos secundarios, dissolveu-se alguns
miligramas do extrato seco em 5 mL de éter etilico, que foi evaporado em banho e
Maria e em seguida adicionado 3 mL de metanol, juntamente com 3 gotas de FeCls.

A formacao de coloragao azul, verde, ou cinza caracteriza reagao positiva.
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Glucosideos Cardiotonicos:

A 2,0 mL de solugdo do extrato adicionou-se 3,0 mL de solugéo de acetato de
chumbo a 10% e 2,0 mL de agua destilada. Esquentou-se a mistura a banho-maria
Durante 10 minutos. Filtrou-se. Agitou-se o filtrado com 10,0 mL de cloroférmio,
separou-se a fase cloroférmica em 3 tubos de ensaio, e secou-os. Adicionou-se:

Ao primeiro tubo, 1,0 mL de Reativo de Baljet. Coloragdo roxa, laranja-
roxeada ou violeta sdo Glucosideos cardioténicos.

Ao segundo tubo, realizou-se a reagao de Keller-Kiliani (acido acético glacial,
numa gota de cloreto férrico a 5% em metanol e &cido sulfurico concentrado).
Coloragdes intensas é resultado positivo.

Ao terceiro tubo, realizou-se a reagdo de Salkowski para a determinacado de

nucleo esteroidal. Coloracéo indo do amarelo para o roxo € um resultado positivo.

Cumarinas volateis:

Em um tubo de ensaio colocou-se 2,0 mL da solugcado etandlico, tampou-se
com papel de filtro impregnado em solugdo 10% de NaOH e levou-se a banho de
agua a 100 °C por alguns minutos. Removeu-se o papel de filtro e examinou-se sob

luz UV. A fluorescéncia amarela indica a presenca de cumarinas.

Derivados antracénicos livres — quinonas:

Colocou-se em um tubo de ensaio 2,0 mL da solucao etandlico e adicionou-
se 5,0 mL de cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15 minutos.
Recolheu-se a fase cloroférmica e dividiu-a em dois tubos de ensaio. No primeiro
tubo, colocou-se 1,00 mL de solu¢cado aquosa de NaOH a 5%. Coloragéo roxa em
fase aquosa indica a presencga de antraquinonas (Reacgao de Borntraeger).

No segundo tubo, adicionou-se 1,0 mL de solugado de acetato de magnésio a

5 % em metanol. Coloragéo roxa indica a presenga de antraquinonas.

Flavonodides:
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Para analise da presenca de flavondides, dissolveu-se alguns miligramas de
extrato seco em 10 mL de metanol, sendo esta solucéo filtrada e adicionada 15
gotas de HCI concentrado e em seguida alguns miligramas de oxido de magnésio.

Sendo o ensaio positivo quando ocorre o surgimento de coloragdo résea na solugao.

Taninos:

A 2,0 mL da solugdo metandlica adicionou-se 5,0 mL de agua destilada.
Filtrou-se e adicionou-se 1 ou 2 gotas de solugdo de cloreto férrico a 10%.
Coloracao azul indica possivel presenca de taninos hidrolisaveis, e coloracao verde

de taninos condensados.

Saponinas:

A 2,0 mL da solugdo metandlica adicionou-se 5,0mL de agua fervendo.
Esfriou-se, agitou vigorosamente e deixou em repouso por 20 minutos. Classificou-

se a presenca de saponinas pela formagao de espumas.

Triterpenos e/ou esterodides:

A 2,0mL da solugdo metandlica, adicionou-se 5,0mL de cloroférmio, filtrou-se,
dividiu-se o filtrado em duas por¢des. Em cada um dos tubos realizaram-se as
reacoes de Liebermann-Burchard e Salkowski. Os triterpenos desenvolvem

coloragao estavel e os esterdides desenvolvem coloragdo mutavel com o tempo.



15

5. Resultados e discussoes

Para os extratos brutos foram obtido os seguintes resultados:

Tabela 1 - Extrato brutos etandlico da espécie Crataeva benthamii Eichler

(Capparidaceae)
Extratos Brutos Massa Rendimento
EBF 7,539 6,74 %
EBC 4,28 g 15.01%
EBFr 3,719 11,13%

Os extratos brutos obtidos foram reservados para posteriores analises
fitoquimicas e antifungica.

Os testes fitoquimicos foram realizados em ftriplicata, dez classes de
metabolitos secundarios foram investigadas no extrato bruto etandlico das folhas de
espécie Crataeva benthamii Eichler (Capparidaceae) dando resultados positivos
para alcaléides, acucares redutores, depsideos e depsidonas, glucosideos
cardiotdnico, triterpenos ou esterdides, quinonas e negativos para cumarinas

volateis, flavonoide, tanino, saponinas. Descrito na tabela 1.

Tabela 2 - Classes de substancias quimicas detectadas no extrato etandlico da folha
da espécie Crataeva benthamii Eichler (Capparidaceae)

Ensaio Ensaio Ensaio
Metabolito Secundario 1° 2° 3°
Alcaldides + + +
Acgucares Redutores + + +
Cumarinas volateis _ _ _
Depsideos e Depsidonas + + +
Flavonoide _ _ _
Glucosideos cardiotbénico + + +
Tanino _ _ _
Triterpenos ou Esteroides + + +
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Quinonas + + +

Saponinas

Os testes para acucares redutores deram resultados positivos, isto pode
explicar a utilizacdo da planta na alimentacédo de animais, tais como peixes da regido
amazonica (GOMES, 2010).

Para a classe de alcaloides, os resultados foram positivos, estes compostos
apresentam ampla atividade biolégica que esta relacionada com sua variedade
estrutural, sendo algumas atividades biolégicas investigadas pode-se citar:
amebicida, emético, anticolinérgico, anti-hipertensivo, antimalarico, antitumorais,
depressor cardiaco etc. Diversos alcaloides sdo usados em terapéutica, puros ou em
associacdo, na forma de derivados e matéria-prima para a sintese de farmacos
(SIMOES et al., 2010).

Muitos depsideos/depsidonas, isoladas de liquens e plantas superiores,
também apresentam grande potencial farmacoldgico, possuindo atividades
importantes, entre as quais inibicobes de atividade enzimatica, atividades
antimicobacteriana, anti-inflamatéria, analgésica, antitumoral, citotoxica e antiviral
(XU. et al, 2000; NEAMATI et al., 1997; PERMANA et al., 2001; ITO et al., 2001 Apud
MICHELETTE et al., 2009).

Glicosideos cardioativos sd&o recomendados para o tratamento de
insuficiéncia cardiaca congestiva, geralmente em associacdo a diuréticos, em
particular quando existe uma fibrilagdo auricular; na profilaxia e tratamento de
algumas arritmias como fibrilagao atrial, flutter atrial, taquicardia atrial paroxistica e
acompanhada de edema pulmonar (SIMOES et al., 2010).

Deram testes positivos para quinonas, compostos que nos ultimos anos,
apresentam diversas atividades bioldgicas importantes, dos quais foram isolados,
naftolquinona trimérica que apresentou atividade inibitéria da replicagao do virus HIV
e naftoquinona, que demonstraram potente atividade quimioprotetora contra
carcinogénese (DECOSTERD et al. 1993; ITOIGAWA et al., 2001 Apud SIMOES et
al., 2010).

Na medicina popular, assim como na terapéutica, plantas contendo derivados
terpénicos tém sido usadas como sedativas tranquilizantes e anticonvulsivantes,

apresentam agao principalmente sobre os sistemas neurotransmissores (PASSOS et
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al, 2009). Segundo Simdes, 2010, os ftriterpenos sao atribuidos atividades
farmacoldgicas citotdxicas, antinflamatéria e antioxidante.

Os resultados positivos para essas classes de metabolitos secundarios
corroboram com o uso na medicina popular da espécie Crataeva benthamii Eichler

(Capparidaceae).
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6. Consideracoes finais

A analise fitoquimico preliminar da folha da espécie Crataeva benthamii
Eichler (Capparidaceae) indica a necessidade de se ampliar os estudos quimicos,
considerando a possibilidade de isolamento das substancias que foram detectadas
nos testes fitoquimicos.

Nao foi possivel realizar os testes fitoquimicos da casca e frutos, como
também avaliar o efeito fungitdxico, devido ao ndo envio do auxilio a pesquisa, tendo
necessidade de haver a compra de reagentes especificos. Por isso, foi solicitada a

renovagao do projeto de pesquisa para 2014/2015.
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