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RESUMO GERAL



Este trabalho teve como objetivo, determinar o rendimento dos extratos de folhas e
cascas da espécie florestal Guazuma ulmifolia, identificar os principais componentes
quimicos dos extratos obtidos, e analisar a agéo fungitoxica ao fitopatbgeno Fusarium
sp. Para a determinacdo da umidade, inseriu-se as amostras em formas de aluminio,
posteriormente colocadas na estufa a 50°C por 4 dias. Para avaliar o rendimento das
amostras na extracdo com Soxhlet, utilizou-se os cones de filtros secos em estufa a
50°C, e na maceracao a frio avaliou-se o peso dos recipientes. Na representatividade
das extra¢Bes, o alcool etilico apresentou maior rendimento para amostras de folhas
e cascas. No bioensaio com o fitopatdgeno, foram selecionados os extratos de folhas
e cascas em hexano e acetato de etila, nas concentragbes de 50.000uL/mL a
1.000uL/mL. As andlises fitoquimicas foram realizadas em CG(M-S), utilizando o gas
hélio (He), e os principais componentes detectados nos extratos em acetato de etila
foram: Fitol, Esqualeno, Tetracontano, Lupeol e Tocoferol (Vitamina E) para as folhas,
e Acido Linolénico, Tocoferol, Esqualeno, Estigmasterol e o Fucosterol, para as
cascas.

Palavras-chave: Mutamba; Extracao soxhlet; Maceracéo a frio; Cromatografia gasosa.



ABSTRACT

The objective of this work was to determine the yield of leaves and bark extracts of the
Guazuma ulmifolia forest species, to identify the main chemical components of the
extracts obtained, and to analyze the fungitoxic action of the phytopathogen Fusarium
sp. For the determination of the humidity, the samples were inserted in aluminum
forms, later placed in the oven at 50°C for 4 days. In order to evaluate the yield of the
samples in the Soxhlet extraction, the greenhouse filter cones were used at 50°C, and
in the cold maceration, the weight of the containers was evaluated. In the
representativity of the extractions, ethyl alcohol presented higher yields for leaf and
bark samples. In the phytopathogen bioassay, extracts of leaves and bark were
selected in hexane and ethyl acetate at concentrations of 50,000 yL / mL at 1,000 pL
/ mL. The phytochemical analyzes were performed in CG (MS), using helium gas (He),
and the main components detected in ethyl acetate extracts were: Fitol, Esqualeno,
Tetracontano, Lupeol and Tocoferol (Vitamin E) for the leaves, and Linolenic Acid,
Tocopherol, Squalene, Estigmasterol and Fucosterol, for bark

Keywords: Mutamba; Soxhlet extraction; Cold maceration; Gas chromatography.
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1. INTRODUGAO GERAL

A espécie Guazuma ulmifolia Lam, pertence a familia Sterculiaceae, a classe
das Magnoliophyta (Angiospermae), a ordem das Malvales (CARVALHO, 2007).
Segundo as analises de Vieira (1968), essa espécie florestal é conhecida
popularmente como mutamba, sendo uma espécie de grande abrangéncia no bioma
Cerrado, e de elevada importancia na recuperacéo de areas degradadas. As arvores
atingem cerca de 10 m de altura, as folhas sé&o simples com filotaxia alterna distica,
as flores sdo actinomorfas, com calice trilobulado e corola pentamera amarela a
amarela-esverdeada. O fruto é verde em formato de cépsula e quando maduro,
apresenta coloragdo preta ou cinza-escuro, de consisténcia rigida, lenhosa e com uma
média de 64 sementes por fruto. (LORENZI, 1992; ALMEIDA et al., 1998).

O fitopatdégeno, Fusarium solani, identificado e caracterizado primeiramente
por Roy et al., (1989) e Rupe, (1999), é o principal agente causador da sindrome-da-
morte-subita-da-soja (sudden death syndrome — SDS). Ap6s a andlise das
caracteristicas morfolégicas, o fitopatdégeno foi classificado como Fusarium solani,
Fusarium sp. Glycines (FSG). Posteriormente, com base nas observacdes das
analises moleculares, caracteristicas morfolégicas e o comportamento do fungo em
sua patogenicidade, realizadas por Aoki et al. (2005), foram identificadas quatro
espécies de Fusarium: Fusarium brasiliense sp. Nov., Fusarium cuneirostrum sp. nov.,
Fusarium tucumaniae sp. nov., na América do Sul e Fusarium virguliforme sp. nov.,
na América do Norte. Atualmente, em virtude da variabilidade fenotipica encontrada
ndo apresentar conformidade com a caracterizacdo molecular, e as espécies
brasileiras ndo estarem devidamente atualizadas, foi considerado neste trabalho a
denominagé&o Fusarium sp.

Conforme as anadlises de Nakajima et al., (2005), o Fusarium possui um
crescimento micelial extenso, primeiramente branco, posteriormente cor rosa, purpura
ou amarelo e com textura algodonosa em cultura. Os conideos do esporoddquio
apresentam trés a cinco septos, curvados, levemente pontiagudos no apice, e 0s
clamidésporos possuem formato ovédide, isolados ou em correntes. A invasao
oportunista do fitopatégeno é responsavel pelas doencas em plantas cultivadas, raiz
e em grdos de milho, sendo os colmos e as espigas 0s mais afetados, ressalta

Munkvold et al., (1997), ocasionando podridées radiculares, murchas vasculares,
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podridbes de sementes, sintese de micotoxinas, enfraquecimento do caule e
tombamento de plantula (BOOTH, 1971). Devido ao uso constante e excessivo de
produtos quimicos no manejo de doencas em plantas cultivadas, e levando em
consideracao os impactos causados no meio ambiente, 0 comprometimento da salude
humana e a resisténcia adquirida pelos patdgenos, torna-se necessario a insercao de
um manejo mais sustentavel, onde os extratos e 6leos oriundos dos metabdlitos
primarios ou secundarios das espécies vegetais, possam minimizar o uso de grupos
quimicos. (LAMICHHANE et al., 2016).

As espécies florestais, sintetizam compostos organicos localizados ao longo
da sua estrutura denominados metabdlitos priméarios e secundarios. No grupo dos
metabdlitos primarios estdo os carboidratos, lipideos, proteinas, nucleotideos,
aminoécidos, e no grupo dos metabdlitos secundarios estao os alcaldides, terpendides
e 0s compostos fenolicos (BUCHANAN et al., 2000). Segundo Barbosa et al., (2015),
estudos preliminares realizados “in vitro”, indicaram que alguns produtos oriundos de
plantas, possuem elevado potencial no controle de fitopatdgenos, o que reforca a
afirmacdo de Cowan (1999), quando afirma que os produtos naturais sao fonte de
substéancias biologicamente ativas que possuem elevado potencial para realizacdo de
uma investigacao cientifica, pela capacidade em sintetizar metabdlitos primarios e
secundarios. As espécies vegetais sintetizam metabdlitos que podem apresentar
atividade direta por meio dos extratos ou Oleos essenciais, atuando em
microorganismos como bactérias, nematoides, fungos, insetos e pragas, ou
simplesmente ativando os seus mecanismos de defesa frente aos patdgenos e
agentes externos (FRANZENER et al., 2007). A planta contém varios fitoconstituintes
como alcaloides, terpendides, saponinas, taninos, flavonoides, esteroides, além dos
triterpinoides.

A extragéo, o fracionamento e o isolamento dos metabolitos secundarios das
espécies vegetais, aliada a analise da atividade biologica das moléculas existentes
nos complexos compostos dos metabdlitos secundarios, contribuem com informacdes
para esclarecer questionamentos, ampliar conhecimentos e reforcar a hipétese da sua
utilizacdo como um método alternativo no biocontrole de doencas de plantas.
(STANGARLIN et al., 1999).

Este trabalho teve como finalidade, determinar o rendimento de extragdes das
folnas e cascas da espécie florestal Guazuma ulmifolia, por meio do Soxhlet e

Maceracéo a Frio, sob a acéo de diferentes polaridades de solventes como hexano,
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cloroférmio, alcool etilico e acetato de etila, e realizar as andlises fitoquimicas dos
compostos do extrato. Também realizar bioensaios para verificar a acao fungitoxica

dos extratos obtidos frente ao fitopatégeno Fusarium sp.
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3. CAPITULOI

RESUMO

Titulo: Rendimento de folhas e cascas da Guazuma ulmifolia por métodos extrativos
Soxhlet e Maceracéo a Frio, sob a acéo de diferentes polaridades de solventes

Este trabalho teve como objetivo determinar o rendimento de extratos das folhas e
cascas da espécie florestal Guazuma ulmifolia, popularmente conhecida como
mutamba, pelo método de extracdo com Soxhlet e maceracéo a frio, sob a acéao de
diferentes polaridades de solventes. Os solventes utilizados para as folhas e cascas
das arvores selecionadas da Guazuma ulmifolia foram, Hexano, Cloroférmio, Alcool
Etilico e Acetato de Etila. Os métodos de extracBes utilizados foram Soxhlet e
maceracdo a frio. Para folhas e cascas o processo de preparacdo e execucao
consistiu em coleta, pesagem do material fresco, lavagem do material com agua
destilada e hipoclorito a 2%, seguida de secagem na estufa a 50°C por 4 dias.
Posteriormente as cascas foram submetidas ao triturador em moinho de facas e as
folhas maceradas manualmente. Nas extragdes pelo método com Soxhlet, utilizou-se
200mL dos solventes selecionados para cada cone de papel filtro contendo as
amostras de folhas e cascas. Nas extracdes de maceracéo a frio, utilizou-se frascos
de vidros com a mesma quantidade de solvente, onde as amostras permaneceram
em contato com 0s solventes por oito dias em recipientes fechados e sob agitacao
constante de 50rpm no agitador mecanico. Foram utilizadas seis repeti¢cdes de folhas
e de cascas, para cada tratamento. Os resultados obtidos mostram que o solvente
alcool etilico apresentou maior eficiéncia em rendimento para extrato, independente
da matéria-prima. Observou-se uma tendéncia de aumento no rendimento do extrato
com o aumento da polaridade do solvente.

Palavras-chave: Espécie florestal; Métodos de extracdes; Diferentes solventes;
Andalise rendimentos.
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ABSTRACT

Title: Yield of leaves and barks of Guazuma ulmifolia by Soxhlet and Cold Maceration
extractive methods, under the action of different solvent polarities

The objective of this work was to determine the yield of extracts of the leaves and bark
of the forest species Guazuma ulmifolia, popularly known as mutamba, by the method
of Soxhlet extraction and cold maceration, under the action of different solvent
polarities. The solvents used for the leaves and barks of the selected Guazuma
ulmifolia trees were Hexane, Chloroform, Ethyl Alcohol and Ethyl Acetate. The
extraction methods used were Soxhlet and cold maceration. For leaves and barks the
preparation and execution process consisted of collection, weighing of fresh material,
washing of the material with distilled water and 2% hypochlorite, followed by drying in
the oven at 50 ° C for 4 days. Afterwards, the husks were submitted to the mill in a
knife mill and the leaves were macerated manually. In the extractions by the Soxhlet
method, 200mL of the selected solvents were used for each cone of filter paper
containing the leaves and bark samples. In the extraction of cold maceration, glass
vials with the same amount of solvent were used, where the samples remained in
contact with the solvents for eight days in closed containers and under constant stirring
of 50rpm in the mechanical stirrer. Six replicates of leaves and bark were used for each
treatment. The results show that the ethyl alcohol solvent presented higher yield
efficiency for extract, independent of the raw material. A tendency to increase the yield
of the extract was observed with increased polarity of the solvent.

Keywords: Forest species; Extraction methods; Different solvents; Analysis of yields.
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4. INTRODUGAO

Os extratos vegetais séo misturas complexas compostas por variadas classes
de produtos naturais e por diferentes grupos funcionais, onde a separacdo desses
compostos biologicamente ativos ocorre primeiramente na extracdo da matéria-prima,
seguida do fracionamento do extrato ou 6leo, e finalmente na purificacdo do principio
ativo obtido (SIMOES, 2001). Existem diversos métodos de extracio de compostos
de origem vegetal que utilizam solventes organicos ou agua, sendo que o método mais
adequado pode estar diretamente ligado com as caracteristicas das substancias da
espécie escolhida.

Estudos realizados com as cascas e as folhas da Guazuma ulmifolia,
detectaram a presenca de ligninas, além de alcaloides, flavonoides, taninos,
sesquiterpenos, triterpenos, diterpenos, -sitosterol e glicosideos cianogénicos, como
metabdlitos secundarios (EIGLER, 2005; SILVA, 2006; LOPES, 2009), que segundo
as andlises fitoquimicas de extratos etandlicos e metandlicos realizadas por
Camporese, 2003, as folhas revelaram a presenca de Oleos volateis e
proantocianidinas nas cascas. No método de extracdo em Soxhlet obtém-se maior
guantidade de material e 6leo em relacdo a outros métodos pelo fato da amostra
permanecer em contato com o solvente pela evaporagdo e condensacao do mesmo
sobre a amostra. Este método € ideal para pequenos volumes de material.

Na maceracao, o material € colocado em um recipiente, em contato direto com
0 solvente por um tempo que varia entre horas ou dias, sendo o solvente removido
por filtracdo (JONES e KINGHORN, 2006).

Os compostos presentes em extratos apresentam grande interesse e
importancia na indastria farmacéutica, além de outras aplicagbes como na area
agrondmica, pois, segundo Silva et al., (2010), as substancias bioativas presentes nos
metabalitos secundarios de produtos naturais, como 0s 6leos essenciais e 0s extratos
apresentam relevancia em estudos desta natureza, porque possibilita descobertas de
novos compostos que podem trazer avancos para sociedade, principalmente nos
tratamentos de males provocados por diversos microorganismos.

Por esse motivo este estudo teve como objetivo determinar rendimento do
extrato das folhas e cascas da espécie florestal Guazuma ulmifolia, popularmente
conhecida como mutamba, pelo método de extragcdo com Soxhlet e pela técnica de

Maceracdo a frio, sob a acdo de diferentes polaridades de solventes.



21

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta e Identificagdo botéanica
As amostras da espécie florestal Guazuma ulmifolia, foram coletadas nas
dependéncias da Universidade Federal do Tocantins, sob as coordenadas (11° 44’
47.005” S, 049° 03’ 03.513 W) e (11°44’ 28.409” S, 49° 03’ 05.665” W), no periodo de
Maio a Setembro de 2016, no municipio de Gurupi — TO. Foram coletadas folhas e
cascas da espécie florestal escolhida para a realizacdo do experimento. A exsicata
confeccionada foi enviada ao herbéario da Universidade Federal do Tocantins, campus

de Porto Nacional para assegurar a identificacdo botanica dos espécimes coletados.

5.2 Local de Execucao do Experimento
A execucéo dos experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Manejo
Integrado de Pragas (MIP) e no Laboratorio de Tecnologia de Produtos Florestais,

ambos localizados no campus de Gurupi da Universidade Federal do Tocantins.

5.3 Preparacao do material vegetal

Para a execucdo das extragcdes adotou-se a metodologia adaptada da
Farmacopéia Brasileira V edicdo (2010) e Santos et.al (2007).

As folhas e as cascas coletadas e selecionadas, foram colocadas
separadamente em sacos plasticos, identificadas, pesadas na condicdo fresca em
seguida imersas em agua destilada e hipoclorito a 2% por 15 minutos no primeiro ciclo,
mais 15 minutos em imersdo somente com agua destilada no segundo ciclo da
lavagem. As folhas e as cascas foram colocadas na estufa a 50°C por 4 dias, para a
secagem do material. Apos a secagem as folhas foram maceradas manualmente e as
cascas trituradas em moinho de facas.

Foi determinado o teor de umidade base Umida das folhas e cascas.

5.4 Extracdes pelo método Soxhlet
Para a realizagéo da extragao (Figura 1), foram utilizados cones de papel filtro
de tamanho médio para acondicionar o material de folhas e cascas de cada solvente
utilizado no processo extrativo. Os cones de filtro foram colocados na estufa de
circulacdo de ar a 50°C por duas horas, para diminuir a umidade do papel. ApGs esse

procedimento, foram pesados vazios em balanca analitica de precisédo, preenchidos
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com o material de folhas e cascas para cada solvente, sendo seis tratamentos para

cada amostra e solvente, e por fim pesados novamente.

Figura 1: Procedimento de extracdo em Soxhlet e extratos. (Fonte: Autora)

Os baldes volumétricos de 250mL que compdem o aparelho, foram
preenchidos com 200mL de cada solvente (Hexano, Cloroférmio, Alcool Etilico e
Acetato de Etila). Os cones de papel filtro foram colocados no aparelho para o inicio
da extracdo por um tempo de aproximadamente 4 a 6 horas. ApGs o ciclo da extracao,
colocou-se 0s cones com as amostras Umidas na estufa a 50°C, e realizou-se
pesagens diarias por um periodo de 4 a 5 dias, para a verificacdo da estabilidade do
peso dos cones em relacdo ao material seco, obtendo assim os valores para calcular

o rendimento.

5.5 Extracdo pelo método de maceracao a frio

Na realizacdo da extracdo por maceragao a Frio, os procedimentos foram os
mesmos descritos acima para verificagdo do teor de umidade das folhas e cascas. A
dindmica no método de maceracéo a frio, implica inserir diretamente as amostras de
folhas e cascas em vidros ou erlemmeyers, previamente secos em estufa a 50°C por
4 horas, para diminuir a umidade e viabilizar as pesagens dos recipientes secos e
vazios, secos e com as amostras, e por fim adicionar 200mL dos solventes
selecionados. Os recipientes com as amostras e 0s solventes, permaneceram o0ito

dias sob agitacédo continua de 50rpm na mesa agitadora orbital (Figura 2).
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Figura 2: Extracdo por Maceracédo a Frio em Mesa Agitadora Orbital e extratos apds

8 dias - (Fonte: Autora)

ApoOs esse periodo, realizou-se a separacdo dos solventes e amostras por
meio de funil e papel filtros.

Os recipientes contendo as amostras de folhas e cascas foram colocados na
estufa a 50°C por um periodo de 4 a 5 dias, onde realizou-se pesagens diarias do
material para a verificacdo da estabilidade do peso dos vidros em relacdo ao material

seco, obtendo assim os valores para calcular o rendimento.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados baseou-se na andlise das diferencas entre os
métodos de extracao, tipo de matéria-prima e solventes utilizados para obtencdo do
extrato.

Na tabela 1, estdo apresentados o resumo da analise de variancia do efeito
método, tipo de matéria-prima e solvente na obtencdo do rendimento em extrato da

Guazuma ulmifolia.

Tabela 1: Resumo da andlise de variancia para obtencéo do rendimento de extrato da

Guazuma ulmifolia.

Fonte de variacao GL QM F
Método de extracao 1 154,457634 10,475 *
Matéria-prima 1 81,604376 5,534 NS
Solvente 3 439,989145 29,839**
Erro 90 14,745395

NS: nédo signifitivo; * significativo, a 5% de probabilidade; ** significativo, a 1% de

probabilidade.

De acordo com a andlise de variancia, o efeito do método e solvente foram
significativos, embora o tipo de matéria-prima, casca ou folhas, ndo ter apresentado
diferenca. Houve uma tendéncia de aumento do rendimento em extrato com o
aumento da polaridade dos solventes, conforme pode ser observado na tabela 2, onde
sdo apresentados o teste de médias para as fontes de variacdo que apresentaram
significancia. As letras iguais significam que ndo houve diferenga estatistica nos

valores determinados, e as letras diferentes significam que diferem entre si.



25

Tabela 2: Teste de médias de rendimento de extrato da Guazuma ulmifolia em funcéo

do tipo de solvente utilizado.

Solvente Rendimento de extrato (%)

Hexano 5,11 A
Acetato de etila 5,64 A
Cloroférmio 6,05 A
Alcool etilico 14,13 B

Na tabela 3, esta representado o teste de médias para o método de extracao,

Soxhtet ou Maceracao a Frio.

Tabela 3: Tabela teste de médias de rendimento de extrato da Guazuma ulmifolia em

funcdo ao método de extracao.

Método de extracao Rendimento de extrato (%)
Soxhlet 6,47
Maceracéao a Frio 9,00 B

Neste resultado apresentado na tabela 3, podemos observar que o método de
Maceracao a Frio foi mais eficiente com uma média de rendimento 30% maior que o
método Soxhlet. Essa constatacdo apresenta grande vantagem em razdo da
simplicidade do método, menor consumo de energia que ele necessita, trazendo
assim maior facilidade para obtencao do extrato. Outro fator que pode ser considerado
€ o tempo de contato, interacdo e adesao entre solvente e amostra que é maior na

Maceracéo a Frio, possibilitando assim um maior rendimento.

Conforme citado e observado na figura 3, pode ser constatada a tendéncia do
aumento do rendimento do extrato em funcdo da polaridade dos solventes, isso nos
leva a concluir que as substancias integrantes deste extrato apresentam caracteristica

de materiais hidrofilicos, uma vez que quanto mais polar € o solvente maior o

rendimento em extrato.



26

16

14

12

10

Rendimento de extrato (%)
(0]

Hexano Acetato de etila Cloroférmio Alcool etilico

Tipo de solventes

Figura 3: Rendimento de extrato de Guazuma ulmifolia nos diferentes solventes

utilizados na extracao.

Essa tendéncia de aumento do rendimento em funcdo da polaridade esta
ligada a natureza do composto extraido da Guazuma ulmifolia. De acordo com a
literatura, estudos fitoquimicos realizados por Camporese et al., (2003), em extratos
etandlicos e metandlicos de Guazuma ulmifolia, revelaram a presenca de Oleos
volateis nas folhas e proantocianidinas na casca. No entanto, a estabilidade, o
rendimento e a viabilidade dos constituintes no extrato de Guazuma ulmifolia
dependem de varios fatores como pH, armazenamento, temperatura, concentracéo,
luz, oxigénio, solventes, flavonoides, proteinas, ions metélicos e a presenca de
enzimas (CASTANEDA-OVANDO, et al., 2009).
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7. CONCLUSAO

Para a obtencédo de extratos da Guazuma ulmifolia, 0 método de maceracéo
a frio revelou-se mais eficiente, supostamente pelo maior tempo de contato dos
solventes com as amostras.

Dentre os solventes utilizados, o alcool etilico alcangou maior rendimento em
extrato.

N&o houve diferenga entre folhas e casca no rendimento de extrato.

Houve uma tendéncia de aumento do rendimento de extrato com o aumento

da polaridade dos solventes utilizados.
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9. CAPITULOII

RESUMO

Titulo: Caracterizacdo quimica e avaliacdo dos extratos de folhas e cascas da
Guazuma ulmifolia com possivel acéo fungitoxica para o fitopatdbgeno Fusarium sp.

Este capitulo aborda a andlise da possivel acdo fungitoxica dos extratos de folhas e
cascas da espécie vegetal Guazuma ulmifolia, no bioensaio realizado com o
fitopatdgeno Fusarium sp., um microorganismo responsavel pela doenca em plantas
cultivadas, raiz e graos de milho, ocasionando a podriddo, o enfragquecimento, e
comprometendo o desenvolvimento de diversas partes da planta, a produtividade e o
rendimento. Apds obter os extratos de folhas e cascas por meio de extracdo com o
Soxhlet, utilizando os solventes hexano e acetato de etila, os extratos foram
evaporados, secos e posteriormente utilizados nas diluicbes seriadas, que consistiu
em uma solucdo estoque, partindo de uma concentracdo maxima de 50.000pL,
contendo 0,5gr do extrato seco, 0,5gr de DMSO em 9mL de agua destilada e
esterilizada, sendo as préoximas diluigbes, de 25.000p.L, 10.000uL, 5.000pL e 1.000pL.
Para a realizacao do bioensaio, verteu-se 20mL do meio BDA em placas Petry, 100uL
de cada diluicdo e/ou tratamento, e discos de 0,3cm do fitopatégeno depositados no
centro da placa. Para as testemunhas, adicionou-se no meio BDA, 0,5gr de DMSO
em 9,5mL de 4gua destilada, e o disco do fitopatdégeno. As placas foram depositadas
na Camara Incubadora para BOD por 8 dias, com medic¢des dos halos de crescimento
de 2/2 dias. Nos resultados do bioensaio, a diluicdo de 50.000 pL/mL do extrato de
folnas em acetato de etila, apresentou melhor resultado na inibicdo do crescimento
micelial do fitopatégeno, considerando a menor média de crescimento. Na anélise com
0 solvente hexano ndo existe diferenca entre as médias obtidas com relacdo ao
crescimento micelial do fitopatégeno. As analises fitoquimicas dos extratos de folhas
e cascas da Guazuma ulmifolia, foram realizadas em espectrofotdmetro de massas
acoplado a um cromatégrafo gasoso (CG-MS), utilizando o hélio (He). O tipo de
lonizacao foi de Impacto de Elétrons, e a energia de impacto eletrénico (El) utilizada
foi de 70eV. Os componentes detectados nos extratos das folhas com acetato de etila
em maior evidéncia, de acordo com 0s picos e retencdo da amostra, foram: Fitol, o
Esqualeno, Tetracontano, Lupeol e Tocoferol (Vitamina E), e nos extratos das cascas
com acetato de etila foram: Acido Linolénico, Tocoferol, Esqualeno, Estigmasterol e o
Fucosterol.

Palavras-chave: Analise fitoquimica; Bioensaio; Inibicdo micelial; Fungitoxicidade.
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ABSTRACT

Title: Chemical characterization and evaluation of shells and leaves extracts from
Guazuma ulmifolia with possible fungi toxic action for phytopatogeno Fusarium sp.

This chapter deals with the analysis of the possible fungitoxic action of leaf and bark
extracts of the Guazuma ulmifolia plant species in the bioassay carried out with the
phytopathogen Fusarium sp., A microorganism responsible for the disease in
cultivated plants, roots and corn, causing rot, Weakening, and compromising the
development of various parts of the plant, productivity and yield. After obtaining
extracts of leaves and barks by extraction with the Soxhlet using hexane and ethyl
acetate solvents, the extracts were evaporated, dried and subsequently used in the
serial dilutions, which consisted of a stock solution, starting from a maximum
concentration Of 50,000uL, containing 0.5¢g of the dry extract, 0.5g of DMSO in 9mL of
distilled and sterilized water, the next dilutions being 25,000uL, 10,000uL, 5,000uL and
1,000uL. To perform the bioassay, 20mL of the BDA medium was poured into Petry
dishes, 100uL of each dilution and / or treatment, and 0.3cm disks of the
phytopathogen deposited in the center of the plate. For the controls, 0.5 g of DMSO in
9.5 ml of distilled water and the phytopathogen disc were added to the BDA medium.
Plates were deposited in the Incubator Chamber for BOD for 8 days, with growth halo
measurements of 2/2 days. In the results of the bioassay, the dilution of 50,000 pL /
mL of the extract of leaves in ethyl acetate presented better results in the inhibition of
the mycelial growth of the phytopathogen, considering the lower average of growth. In
the analysis with the solvent hexane there is no difference between the means
obtained in relation to the mycelial growth of the phytopathogen. The phytochemical
analyzes of leaf and bark extracts of Guazuma ulmifolia were carried out using a mass
spectrometer coupled to a gas chromatograph (GC-MS) using helium (He). The
lonization type was of Impact of Electrons, and the electronic impact energy (El) used
was 70eV. The components detected in the extracts of the leaves with ethyl acetate in
evidence, according to the peaks and retention of the sample, were: Fitol, Squalene,
Tetracontan, Lupeol and Tocoferol (Vitamin E), and extracts of the shells with acetate
Were: Linolenic Acid, Tocopherol, Squalene, Estigmasterol and Fucosterol.

Keywords: Phytochemical analysis; Bioassay; Mycelial inhibition; Fungitoxicity.
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10. INTRODUGAO

Com o uso indiscriminado de produtos quimicos e defensivos agricolas,
facilitando a ocorréncia da resisténcia de fitopatdgenos como insetos, pragas, fungos,
e contribuindo para o alto impacto da contaminacdo ambiental, surge a necessidade
em explorar recursos naturais que possuam atividades biolégicas nos compostos
quimicos, produzidos pelo metabolismo secundario das espécies vegetais, com
possivel acdo herbicida ou fungitéxica (SINGH et al., 2003; ISMAN, 2006).

Segundo Silva et al, (2005), a analise de diversos compostos presentes no
extrato bruto, ou em 6leos vegetais dos metabdlitos secundarios de plantas, torna-se
promissora para o controle de doencas em plantas cultivadas. Em seus estudos, Di
Stasi, (1996), relata que esses compostos pertencem a diversas classes de
substancias quimicas, tais como, os alcaloides, terpenos, lignanas, flavondides,
cumarinas, benzendides, quinonas, xantonas, lactonas, esterdides, fendis e
saponinas.

Castro et al., (2010), a biossintese desses compostos pode ocorrer por todos
0s Orgaos das plantas, com finalidades bioativas diferentes e concentracfes variadas,
sendo 0s monoterpenos e sesquiterpenos encontrados em maior frequéncia.

Entre as diversas doencas resultante da invaséo de insetos, pragas e fungos
gue acometem as plantas cultivares, a podriddo vermelha da raiz, causada pelo fungo
Fusarium solani revela elevados indices como agente causador da doenga
(EMBRAPA SOJA, 2006). Segundo Nazareno, (1989), a relacdo do comportamento
das plantas afetadas e a podriddo do colmo estdo diretamente ligadas as condicdes
ambientais, a variabilidade do patégeno com relagéo a viruléncia, a heterogeneidade
do patégeno no solo, a uniformidade genética das cultivares, a concentracdo de
nutrientes no solo, entre outros fatores externos.

Pesquisas com extratos e Oleos essenciais oriundos dos metabdlitos
secundarios de espécies vegetais desperta interesse no controle de fitopatégenos,
pelos resultados positivos de determinados componentes com capacidade fungitéxica
direta, inibindo o crescimento micelial e a esporulacéo de fungos patogénicos, e pela
capacidade fungitdéxica indireta, induzindo a sintese de fitoalexinas e outros
compostos de defesa da planta (MOTA et al., 2002).

Estudos realizados por Eigler, (2005) e Lopes, (2009), com as folhas e cascas

da Guazuma ulmifolia apresentaram alcaloides, flavonoides, taninos, sesquiterpenos,
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triterpenos, diterpenos, B-sitosterol, e glicosideos cianogénicos, e Roese, (2011),
ressalva que as proantocianidinas sdo os polifendis mais abundantes nas cascas.
Assim, este trabalho objetivou a analise dos extratos obtidos com hexano e acetato
de etila, das folhas e cascas da Guazuma ulmifolia, popularmente conhecida como
mutamba, com possivel acdo fungicida e/ou fungitéxica para o fitopatégeno Fusarium
sp.
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11. MATERIAL E METODOS

11.1 Local de execucgédo dos experimentos
A execucao dos experimentos foram desenvolvidos no Laboratério Integrado
de Pragas (MIP) e no Laboratorio de Tecnologia de Produtos Florestais, ambos

localizados no campus de Gurupi, da Universidade Federal do Tocantins,

11.2 Obtencé&o dos extratos da Guazuma ulmifolia
Os extratos de folhas e cascas obtidos, utilizou-se do método em Soxhlet e
por meio de Maceracdo a Frio, sendo que no segundo método, as amostras
permaneceram em contato direto com os solventes por 8 dias. Em ambas as técnicas,
o material de folhas e cascas foram submetidos aos solventes hexano e acetato de

etila.

11.3 Caracterizacao quimica dos extratos em Cromatografia Gasosa - MS

O principio basico da cromatografia é a separacdo de misturas por interacédo
diferencial dos seus componentes entre uma fase estacionaria (liquido ou sélido), e
uma fase movel (liquido ou gas). Na caracterizacéao fitoquimica de produtos naturais,
a cromatografia é uma técnica utilizada para o isolamento dos metabdlitos
secundarios (PEREIRA; AQUINO-NETO, 2000).

A caracterizacdo quimica dos extratos de folhas e cascas da Guazuma
ulmifolia para hexano e acetato de etila, foi realizada em espectrofotbmetro de massas
acoplado a cromatdgrafo gasoso (CG-MS), marca Shimazu, modelo QP2020, de
acordo com as condicdes operacionais: coluna capilar RTX-5 (30m x 0,25 mm x 0,25
um), temperatura do injetor 320°C, linha de transferéncia, 320°C, 60°C por 1 minuto,
10°C/min até 280°C, permanecendo por 10 minutos, 50°C/min até 320°C
permanecendo por 15 minutos. Split de 5 e fluxo da coluna de 2,5mL/min, utilizando o
hélio (He), como gas de arraste. A coluna foi de 30 metros e a fase estacionaria é de
5% fenil em metilsiloxano. O tipo de lonizag&o foi de Impacto de Elétrons, e a energia
de impacto eletronico (El) utilizada foi de 70eV. A identificacdo dos compostos
presente nos extratos de folhas e cascas da espécie vegetal Guazuma ulmifolia,
obteve-se através da andlise dos espectros de massa (El, 70 eV), comparados com

0s espectros de massa provenientes do banco de dados do equipamento analitico,
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consulta & biblioteca NIST14, Mass Spectral Library (National Institute of Standards

and Technology), pelo indice de Kovats, e com base na literatura.

11.4 Protocolo do meio de cultura “Batata, Dextrose e Agar” (BDA)

O meio de cultura BDA é ideal para favorecer o crescimento de fungos, onde
a batata serve como fonte de nutrientes, a Dextrose como aclcar e o Agar para
solidificar o meio (PITT & HOCKING, 1997). O BDA foi preparado e esterilizado
conforme indicacdo do fabricante: 01 litro de agua destilada, 200gr de amido (batata),
15gr de &gar e 20gr de dextrose, sendo todos os ingredientes pesados em balanca
analitica de precisdo. ApGs a preparacdo do meio BDA, foi adicionado 1mL de acido
lactico com intencdo de prevenir o crescimento bacteriano, e por fim o meio foi

esterilizado em autoclave.

11.5 Protocolo de diluicbes dos extratos com hexano e acetato de etila

No preparo das concentracbes dos extratos de hexano e acetato de etila,
foram realizadas diluicdes seriadas, tanto para as folhas, como para as cascas.
Primeiramente foi pesado na balanca de precisado, 0,5gr dos extratos secos, 0,5gr de
DMSO (Dimetilsulfoxido), ambos adicionados em 9mL de agua destilada, esterilizada,
e acondicionada em frasco ambar. Para a conversdao da primeira concentracao,
denominada solucéo estoque, de 50.000ppm para 50.000uL utilizou-se a formula: C
=M/V (C =concentracdo; M = massa; V = volume), e para realizar as demais diluicbes
(25.000pL, 10.000uL, 5.000uL e 1.000pL), utilizou-se a formula: C1.V1 = C2. V2
(Figura 1).

TN T T T Ty T T T Yy

50.000 25.000 10.000 5.000 1.000
L N4 A4

0,59 de extrato seco 50 mL extrato 4,0 mL extrato 5,0 mL extrato 2,0 mL extrato
+ +
05gdeDMSO SOmLHO GOmLHO 50mLH,0 8,0 mLH,0

0,5g de
extrato seco
9mLde H20 dest./estéril

Figura 1: Escala de diluicéo seriada de 50.000pL a 1.000pL dos extratos utilizados no Bioensaio.
(Fonte: Autora)
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11.6 Procedimentos para execucao do Bioensaio

As placas Petry foram esterilizadas em autoclave e colocadas na estufa a
100°C por 1 hora. Na capela de fluxo laminar, verteu-se 20mL do meio BDA nas placas
identificadas para cada extrato/concentracao/diluicdo. A concentracdo definida para
0s 4 tratamentos testemunhas do bioensaio, consistiu em 0,5mL de DMSO,
adicionado em 9,5mL de agua destilada e esterilizada. O frasco foi homogeneizado
em agitador Voértex, em seguida, pipetou-se 100uL da solu¢cdo homogeneizada na
placa contendo apenas o meio BDA, espalhando uniformemente com o auxilio da alca
de Drigalski. O disco de 0,3cm de diametro, de micélio do Fusarium sp., foi depositado
com o auxilio de uma pinca previamente esterilizada e flambada, no centro da placa.
Este procedimento repetiu-se em todas as diluicbes. Realizou-se 4 tratamentos para
cada diluicdo (50.000pL, 25.000uL, 10.000uL, 5.000uL e 1.000uL), com extratos de
folhas e cascas do hexano e acetato de etila. Os discos de 0,3cm de diametros do
micélio do fitopatégeno foram extraidos a partir de coldnias com 8 dias de idade. Ao
término do procedimento do bioensaio, as placas Petry foram vedadas com filme
plastico e acondicionadas na Camara Incubadora para BOD, com fotoperiodo, a uma
temperatura em torno de 26°C, por um periodo de 8 dias.

Para a avaliacdo do crescimento micelial das colbnias, realizou-se medicdes
do crescimento radial das coldnias de cada tratamento em dois eixos ortogonais para
viabilizar o calculo da média. (STANGARLIN et al., 1999).

11.7 Anélise de dados

Na analise de dados foi realizada uma anélise de variancia e o teste de médias
para identificar as diferencas entre os tratamentos avaliados. O teste de média
aplicado foi o Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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12. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, segue os resultados da anélise de variancia do bioensaio.

Tabela 1: Resumo da analise de variancia.

Fonte Variacdo
Material (M) SxD

Variavel

Solvente (S) Diluicéo (D) SxM DxM

Crescimento

1227,3541** 1479,7303** 2585,0013** 562,6813 397,7856*  297,5856**

Micelial

Para as fontes de variacdo apresentadas houveram diferencas significativas,
no solvente, diluicdo e material utilizado, ainda essa significancia foi retratada também
nas interacdes, conforme pode ser observado na tabela 1. Dessa forma podemos
destacar que o crescimento micelial determinado no bioensaio apresenta reacdes
frente a mudanca de diluicédo, solventes e material utilizado para producéo do extrato

(amostras).

Na tabela 2, sdo apresentados os resultados dos desdobramentos das
interacfes, bem como, os testes de médias do desdobramento do material utilizado e
dos solventes aplicados, onde as letras mailusculas mostram a comparacgédo na linha

e as letras mindsculas mostram a comparacéo nas colunas.

Tabela 2: Testes de médias produzidos do bioensaio a partir dos desdobramentos dos

efeitos das diluicbes nos solventes, e das diluicbes com o tipo de material utilizado.

Solvente
Diluicdes Acetato de etila Hexano
(mm) (mm)
50.000 pL/MI 44,0 (aA) 65,9 (aB)
25.000 pL/MmI 62,6 (bA) 66,3 (aA)
10.000 pL/MmI 62,2 (bA) 62,7 (aA)
5.000 pL/MI 59,8 (bA) 62,7 (aA)
1.000 pL/MI 63,1 (bA) 64,4 (aA)
Testemunha 75,8 (cA) 75,8 (bA)
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Material

Diluicoes Casca Folha

(mm) (mm)
50.000 pL/mL 62,5 (aA) 47,4 (aB)
25.000 pL/mL 66,3 (aA) 62,6 (bA)
10.000 pL/mL 66,2 (aA) 58,7 (bB)
5.000 pL/mL 68,3 (aA) 54,2 (bB)
1.000 pL/MI 65,6 (aA) 64,4 (bA)
Testemunha 75,8 (bA) 75,8 (cA)

Nos resultados apresentados na tabela 2, é possivel concluir que a diluicdo
de 50.000 pL/mL apresentou melhor resultado na inibicdo do crescimento micelial,
tendo em vista a menor média de crescimento. Entretanto, na interacdo desta fonte
de variacdo com os reagentes utilizados, somente quando utilizado o solvente extrator
acetato de etila essa diferenca é destacada. Quando se faz essa mesma analise com
0 solvente hexano ndo existe diferenca entre as médias obtidas com relagdo ao
crescimento micelial do fitopatégeno.

Outra analise que se pode destacar € com relacdo ao material utilizado, folhas
Ou cascas, que neste caso aponta ndo haver diferenca para as cascas entre as médias
de crescimento, independente das diluicbes aplicadas, e também independente do
solvente extrator aplicado, conforme observado na Tabela 3. No entanto, ao analisar
o desdobramento dessa interacdo material versus diluicdo na tabela 2, identificou-se
gue quando se trata do extrato das folhas, a diluicdo de 50.000 uL/mL apresenta uma
maior inibicho ao crescimento micelial, se destacando das demais com um

crescimento na ordem de 47,5 mm.

Tabela 3: Testes de médias do bioensaio a partir dos desdobramentos do efeito do

material utilizado com os solventes aplicados para producédo do extrato.
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Solvente
Material Acetato de etila Hexano
(mm) (mm)
Casca 66,3 (aA) 68,5 (aA)
Folha 56,1 (aB) 64,1 (bB)

Ainda na tabela 3, podemos também concluir com a analise dessa interacao,
gue o extrato obtido por meio do solvente acetato de etila € mais eficiente na inibicdo

do crescimento micelial, quando comparado com o solvente hexano.

Os resultados apresentados sugerem que, nos extratos de folhas da
Guazuma ulmifolia, obtidos por meio do solvente acetato de etila e sob concentracéo
de 50.000 pL/mL, apresentam componentes bioativos que afetam o desenvolvimento
micelial do fitopatégeno Fusarium sp. Isso nos leva a inferir que provavelmente os
compostos presentes no extrato apresentam caracteristicas fungitoxicas para este

género estudado, isso pode ser observado na Figura 2.

Figura 2: Bioensaio de extratos de acetato de etila e hexano x Fusarium sp.

A — Primeiro dia bioensaio na BOD. B — Testemunha e diluicdes extrato hexano folhas. C — diluicdes
extrato hexano cascas. D — diluicbes extrato acetato de etila folhas. E — diluicGes extrato acetato de
etila cascas X fitopatdgeno ap6s 8 dias na BOD. (Foto: Autora), Gurupi — TO, 2017.

Na tabela 4, apresenta a composi¢cdo quimica e percentual do extrato de
acetato de etila das folhas da Guazuma ulmifolia, detectados por meio da analise
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fitoquimica em Cromatografia Gasosa (CG-MS), que supostamente determine a
caracteristica de inibicdo ao crescimento micelial do fitopatégeno.
Tabela 4: Composi¢do quimica do extrato das folhas da G.ulmifolia por meio de CG -MS

NC Compounds RT CRI (%)
1 Neophtadiene 15.161 15.125 2.38
2 Fitol 17.834 17.792 10.20
3 Acido Linolénico 18.076 18.042 1.39
4 Kodaflex DOTP 22.936 22.883 15.36
5 Esqualeno 23.527 23.483 511
6 Tetracontano 24.021 23.967 7.45
7 Tocoferol (Vitamina E) 26.779 26.717 8.08
8 Dotriacontane 29.034 28.967 5.92
9 gamma.-Sitosterol 29.858 29.792 5.43
10 Lupeol 31.558 31.492 4.85
11 1-Hentetracontanol 33.551 33.500 2.97

Total (%) 100.00

NC = Number of compounds; RT = Retention time; CRT = Calculated retention index

De acordo com a tabela 4, observa-se os componentes da caracterizacao
fitoquimica, para o extrato de folhas em acetato de etila da Guazuma ulmifolia, sendo
o Fitol, o Esqualeno, Tetracontano, Lupeol e o Tocoferol (Vitamina E), os
componentes em evidéncia.

Seguindo as andlises de Stangarlin et al. (1999), trabalhos que utilizam
extratos vegetais revelam seu potencial no controle de fitopatdgenos, por sua acao
fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, e
também pela capacidade de induzir o acimulo de fitoalexinas. Sugere-se que o efeito
de inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno frente ao extrato de folhas em
acetato de etila, seja oriundo de um ou mais componentes detectados na analise
fitoquimica, em especial atencdo ao esqualeno, pois, de acordo com as analises de
Petranyi e Ryder, (1984), antifungicos de pele como as alilaminas, exerce seu poder
de acao inibindo o ciclo da epoxidacdo do esqualeno, levando a acumulacdo deste
precursor no interior da célula fungica. A acumulacéo de esqualeno afeta naturalmente

a estrutura e a funcdo da membrana plasmatica das células fungicas.

Tabela 5: Composicao quimica e percentual do extrato de acetato de etila das

cascas da Guazuma ulmifolia.



41

Tabela 5: Composi¢do quimica do extrato das cascas da G.ulmifolia por meio de CG -MS

NC Compounds RT CRI (%)
1 Neophtadiene 15.158 15.117 1.43
2 Acido Palmitico 16.381 16.333 5.31
3 Acido Linolénico 18.015 17.967 2.72
4 Acido Vacénico 18.059 18.033 6.34
5 Acido Octadecandico 18.242 18.150 1.22
6 Acido Benzenodicarboxilico 22.936 22.883 34.47
7 Equaleno 23.523 23.475 2.43
8 17-Pentatriacontene 26.155 26.100 2.05
9 alpha.-Tocoferol (Vitamina E) 26.768 26.717 1.73
10 Estigmasterol 28.810 28.750 2.24
11 Fucosterol 29.863 29.750 20.21
12 Friedelan 33.908 33.842 17.94

Total (%) 100.00

NC = Number of compounds; RT = Retention time; CRT = Calculated retention index.

Na tabela 5, apresenta 0 numero de componentes encontrados no extrato de
cascas para o solvente acetato de etila, sendo o Acido Linolénico, Tocoferol,
Esqualeno, Estigmasterol e o Fucosterol, os mais evidenciados de acordo com 0s

picos e tempo de retencao da amostra.
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13. CONCLUSAO

As folhas apresentaram-se como o material de melhor eficiéncia para a
inibicdo do crescimento micelial do fitopatdgeno Fusarium sp., provavelmente devido
aos metabolitos secundarios produzidos e concentrados neste local da espécie

florestal Guazuma ulmifolia.

Deve-se levar em consideracdo que os metabdlitos secundarios das espécies
vegetais, apresentam concentracdes diferenciadas dos seus compostos nas folhas,
cascas, raizes, caules e sementes, mediante estimulos externos e época da coleta. O
solvente utilizado, a volatizacdo dos compostos durante a execucéo do experimento,

e 0 método de extracdo aplicado, podem influenciar diretamente nos resultados.

O extrato de acetato de etila apresentou maior eficiéncia no quesito inibicdo

do crescimento micelial em comparacéo aos extratos do solvente hexano.

A diluicdo indicada para a inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno

consiste na maior concentracao de 50.000 pL/mL.

O composto presente no extrato da Guazuma ulmifolia que possivelmente
contribuiu para a inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno Fusarium sp, € o

esqualeno.
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