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RESUMO

A cultura do cajueiro (Anarcadium Occidentale L.) € um importante agronegdcio
responsavel pela movimentagdo econdmica brasileira. No entanto, o declinio da
safra de améndoa da castanha do caju ocorrente nos ultimos anos fez o Brasil
ocupar a décima quarta posi¢do no ranking mundial de producdo no ano de 2016. O
enfraquecimento da cajucultura é atribuido, em partes, a propagacao de doencas e
pragas, por falta de manejo, sendo a antracnose a doenga mais preocupante, pois
ataca o hospedeiro em qualquer fase do seu desenvolvimento e se potencializa pela
acdo de fatores ambientais. A continua utilizacdo de substancias quimicas sintéticas
para controle e manejo resulta na seletividade e resisténcia de patdgenos e,
portanto, métodos alternativos de fonte natural sdo uma eficaz solugdo para o
tratamento destas patologias vegetais, minimizando o impacto ambiental e
diminuindo o risco a saude humana. Desta maneira, o presente trabalho tem por
objetivo avaliar o potencial antifungico dos extratos da folha da Prosopis Juliflora
(Sw) no controle do Colletotrichum gloeosporioides, agente fitopatdbgeno da
antracnose. A coleta das folhas da P. juliflora foi realizada na cidade de Juru-PB, e
apos secagem e trituracdo do material vegetal, a prospeccao fitoquimica dos
extratos aquosos e etandlicos foi realizada sendo comprovada a presenca de
compostos fendlicos, tanicos, flavonoidicos e alcaloidais. Em seguida foi realizada a
obtencéo da fracdo de alcaloides totais por meio de extracdo acido-base da planta
em estudo. Depois da coleta de folhas, frutos e galhos com caracteristicas
sintomaticas tipicas da antracnose, em Fatima, Distrito de Flores-PE, o patégeno foi
identificado por método macroscopico e microscopico apés ser cultivado em placas
petri vertidas com meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) por sete dias de cultivo a
temperatura ambiente e fotoperiodo de 12 horas. Extratos aquosos, etandlicos e
alcaloidais foram preparados e submetidos a avaliacdo antifungica, sendo
inicialmente realizado pré-testes de difusdo em pocos e discos com melhores
resultados para o extrato etandélico e posteriormente com reproducdo do método de
difusédo em pogos com extrato alcaloidal. Na metodologia de crescimento micelial por
diluicdo em placa a dose de 13,6 mg mL™ do extrato da FAT e 100% do extrato
etandlico resultaram numa PIC de 100% e com a dose de 6,8 mg mL™ do extrato da
FAT e do extrato etandlico diluido a 50% o resultado foi uma PIC de 75 % e 81%,
respectivamente. Desta forma, todos os extratos da folha da P. juliflora testados no
presente trabalho, com comprovacéo da presenca de alcaloides, possuem potencial
antifungico sobre o C. gloeospoioides.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides; Prosopis Juliflora; alcaloides
piperidinicos; atividade antifungica.



ABSTRACT

The cashew culture (Anacardium Occidentale L.) is an important agribusiness
responsible for the Brazilian economic movement. However, the decline of the
cashew nut almond crop in recent years has made Brazil the 14th place in the world
production ranking in 2016. The weakening of cashew cultivation is attributed to the
spread of diseases and pests, lack of management, anthracnose is the most
worrying disease because it attacks the host at any stage of its development and is
enhanced by the action of environmental factors. Continuous use of synthetic
chemicals for the control and management results in selectivity and resistance to
pathogens and thus alternative methods of natural source are an effective solution
for the treatment of such plant diseases, while minimizing the environmental impact
and reducing the risk to human health. In this way, the present work aims to evaluate
the antifungal potential of leaf extracts of Prosopis julifiora (Sw) in the control of
Colletotrichum gloeosporioides, phytopathogenic agent of anthracnose. P. juliflora
leaves were collected in the city of Juru-PB, and after drying and crushing of the
plant material, the phytochemical prospection of the aqueous and ethanolic extracts
was carried out, proving the presence of phenolic, tannic, flavonoid and alkaloid
compounds. Then it was performed to obtain the fraction of total alkaloids by acid-
base extraction from the plant under study. After harvesting leaves, fruits and
branches with symptomatic features typical of anthracnose, in Fatima, District of
Flores-PE, the pathogen was identified by macroscopic and microscopic method
after being cultured in petri dishes discharged with BDA (Potato-Dextrose-Agar ) for
seven days of cultivation at room temperature and photoperiod of 12
hours. Aqueous, ethanolic and alkaloidal extracts were prepared and submitted to
antifungal evaluation. Pre-tests were carried out in wells and disks with better results
for the ethanolic extract and later with reproduction of the diffusion method in wells
with alkaloidal extract. In the methodology of mycelial growth by plate dilution the
dose of 13.6 mg.mL-1 of the FAT extract and 100% of the ethanolic extract resulted
in a PIC of 100% and with the dose of 6.8 mg.mL-1 of the extract of FAT and the
ethanolic extract diluted to 50% resulted in a PIC of 75% and 81%,
respectively. Thus, all leaf extracts of P. juliflora tested in this work, proof of presence
of alkaloids having potential antifungal about C. gloeospoioides.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides; Prosopis juliflora; piperidinic alkaloids;
antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais com uma extraordinaria biodiversidade e tem se tornado
referéncia em pesquisas da area dos Produtos Naturais, pois um grande
crescimento de trabalhos de cunho cientifico nos ultimos anos levou a descoberta de
substancias com aplicacdo medicinal e tecnoldgica (BORGES E
COLABORADORES, 2017).

Segundo Viegas Junior, Bolzani e Barreiro (2006) ao decorrer da histéria da
humanidade, tendo destaque nas civilizacbes Grego-romana, Egipcia e Chinesa, 0s
produtos naturais foram utilizados com énfase nos remédios da medicina popular;
venenos utilizados em execucfes, como no caso de Sdécrates envenenado por
extrato de cicuta; inseticidas naturais; extratos utilizados pelos indios em suas
flechas para a defesa e auxilio na caca; em rituais indigenas; como compostos
alucindgenos utilizados em magias e rituais religiosos, dentre outros.

Santos (p. 404, 2007) relata a desvalorizacdo do uso dos produtos naturais
por inUmeras décadas sendo os metabolitos secundarios considerados como
“produtos de excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes,
propriedades biolégicas interessantes”. As opinibes sobre o0s beneficios dos
metabolitos secundérios foram se fortalecendo com o passar do tempo e o potencial
terapéutico e tecnoldgico de boa parte destas substancias organicas, sendo o reino
vegetal o maior colaborador, tem sido comprovado por meio da pesquisa cientifica
(PINTO E COLABORADORES, 2002; SANTOS, 2007).

A crenca e a medicina popular dos diversos povos vém se fortalecendo por
meio do uso de extratos de ervas na cura e alivio de doengas. A relagdo entre os
produtos naturais e o desenvolvimento de medicamentos é evidenciada nas palavras
de Viegas Junior, Bolzani e Barreiro (2006), ao se afirmar que a quimica passou a
estudar as plantas utilizadas como remédio pela sua popularidade na sociedade, de
maneira que era realizado o isolamento e determinag&o dos principios ativos destas,
as quais passaram a ser transformados, de fato, em medicamentos. Tem-se como
exemplo os salicilatos extraidos da Salix alba, originaria do acido acetil-salicilico
(AAS) e precursor dos farmacos sintéticos.

Com o passar do tempo, uma crescente aplicagdo dos metabdlitos
secundarios extraidos dos organismos vegetais passou a ser destinada aos meios

rurais, almejando o manejo e controle de pragas e insetos. Para isso extrato de
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plantas com propriedades apropriadas para tais séo utilizadas. Segundo Cavalcante,
Moreira e Vasconcelos (2006) o uso alternativo destes extratos de fonte natural e
menos agressivos ao meio ambiente e a saude humana, tem como ponto positivo o
fato de ter um efeito mais durador quando aplicados adequadamente.

Dentre as espécies nativas brasileiras responsaveis pela movimentagao
econdmica de varios estados da regido nordeste do Brasil destaca-se o0 cajueiro
(Anacardium occidentale L.), cuja cultura também foi distribuida para regiées norte e
centro-oeste do pais e difundida para os continentes da Africa, Asia e Oceania por
volta do século 16 (ALMEIDA; LOPES; ARAUJO, 2002).

Segundo Serrano e Pessoa (2016), a producdo desta espécie também é
capaz de acontecer durante periodos de estiagem, uma vez que a mesma € capaz
de se adequar as condi¢cdes de solo, temperatura e estresse hidrico dos estados
nordestinos. Menezes (2005) afirma que ambas as partes do caju possuem uma
aplicacdo comercial, sendo o pedunculo hipertrofiado (o0 pseudofruto) destinado a
producdo de doces, sucos, geleias, bebidas alcodlicas, dentre outros. A castanha, o
seu fruto, dispde de dois tipos de utilizacdo: o 6leo da castanha do caju na producéo
de resinas, tintas e polimeros; e améndoa da castanha do caju, destinada ao
mercado alimenticio e aplicada para diversos fins. Paiva, Criséstomo e Barros
(2003) apontam que a cajucultura é responsavel por movimentar aproximadamente
160 milhdes de ddlares por ano da améndoa da castanha do caju e gerar cerca de
42.000 vagas empregos desde o momento do seu cultivo/producdo a
comercializagao.

Menezes (2005) afirma que o cajueiro pode ser atacado por diversas
patologias vegetais, sendo a antracnose classificada como a mais importante, a
mesma €& causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, podendo manifestar-
se nas folhas e frutos em qualquer momento do seu desenvolvimento, destacada
inicialmente através do aparecimento de queimaduras irregulares e desenvolvendo
posterior de manchas necrosadas.

O uso das substéancias extraidas das plantas, levando em consideracdo a
grande diversidade de substancias bioativas, € uma alternativa natural para o
tratamento destas patologias vegetais. Corréa e Salgado (2011) defendem que a
capacidade de cura é justificada pelo carater téxico dos metabolitos existentes
nestes organismos, agindo no controle de pragas e outras fitopatologias

ocasionando um retardamento no seu crescimento e dificultando a sua reproducéo.
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Estudos realizados por Cunha e Silva (2012), Ribaski e colaboradores (2009)
e Tabosa e colaboradores (2000) apontam propriedades relacionando a Prosopis
Juliflora a este campo, observando a sua forma de atuacéo na natureza, em relacéo
a organismos vegetais e animais e a sua composicdo quimica e biolégica. Sendo
uma planta originaria do Peru, as primeiras mudas de algarobeira chegaram ao
Brasil em 1942, sendo posteriormente classificada como um problema de &mbito
ambiental ao se observar sua relagdo com o meio a qual se encontra inserida.
Assim, a partir de estudos concluiu-se que estes comportamentos ocorriam gracas a
composicdo dos seus metabolitos secundarios, visto que a mesma € composta por
alcaloides, sendo eles substancias toxicas e de grande importdncia na area dos
produtos naturais. Na literatura encontram-se registros da utilizacdo de extratos e
metabdlitos secundarios da algaroba como anti-helmintico (BATATINHA E
COLABORADORES, 2011); antitumoral (COSTA; CAVALCANTE, 2018);
anticolineterasica (CARNEIRO E  COLABORADORES, 2017); inseticida
(CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELOS, 2006) e fungicida (CUNHA, 2012),
dentre outros.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial
antifangico dos extratos das folhas da Prosopis Juliflora (Sw) no controle do
Colletotrichum gloeosporioides, agente patégeno da antracnose.

Tendo como objetivos especificos identificar os metabolitos secundéarios dos
extratos aquosos e etanolicos das folhas da P. juliflora, bem como obtencdo da
fracdo dos alcaloides totais (FAT) e avaliacdo do potencial antifingico dos extratos

aguosos, etanolicos e alcaloidal.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAJUEIRO (A. occidentale L.)

O cajueiro (A. occidentale L.) é uma planta nativa brasileira cuja cultura,
conforme relatos,foi expandida inicialmente por colonizadores portugueses para
regibes da Africa e India de maneira que facilmente esta espécie passou a ser
admirada e distribuida para éareas costeiras intertropicais, sendo encontrado
atualmente em regides que véo desde o sul da Florida & Africa do Sul (ALMEIDA;
LOPES; ARAUJO, 2002; BARROS E COLABORADORES, 2002). De acordo com 0
Herbéario Virtual da Reflora, no Brasil a sua distribuicdo geografica acontece em

todas as regides do pais, conforme pode ser visualizado na Figura 01.

Figura 01: Mapa boténico da A. occidentale L.

Argentina

Fonte: http://reflora.jbrj.gov.br Acessado em 27/05/2019.

Embora o cajueiro seja uma planta adaptavel ao meio a qual se encontra,
existem condi¢cdes favoraveis para a cajucultura, como os fatores climéaticos e do
solo. Para uma boa reproducao do cajueiro, a regido a qual se deseja cultivar deve
ter uma média pluviométrica entre 800 e 1500 mm/ano ocorrente entre 6 a 7 meses,

havendo periodos de estiagem de 5 a 6 meses, para ocorréncia da floracdo e


http://reflora.jbrj.gov.br/
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frutificagdo do cajueiro. Em regides de chuvas continuas ocorrem alteracdes no
crescimento, floragdo e frutificacdo, havendo uma maior sensibilidade a fungos,
diminuindo assim a producdo. A temperatura ideal para a cultura é
aproximadamente 27°C, suportando uma temperatura maxima de 40°C. Alteracbes
de temperatura como o aumento excedente a 45°C por longo tempo é responsavel
pelo ressecamento e declinio das flores e frutos, as temperaturas abaixo de 18°C
afetam a floracao e frutificacdo, ocasionando a queda destes e afetando a producéo.
A umidade do ar deve estar entre 70 e 80%, como € o0 caso das regides litoraneas,
nas regides de baixa umidade como no caso das semiaridas, possuindo cerca de
50% da umidade relativa, o bom desenvolvimento e produgdo dos cajueiros
acontece caso o0 solo esteja em condi¢Bes favoraveis e a cultura seja irrigada. Os
solos ideais para a cultura sado profundos, arenosos, de fertilidade natural, baixa
concentragcdo de aluminio trocével, pH entre 4,5 e 6,5 e de boa drenagem (AGUIAR;
COSTA, 2002; ALMEIDA; LOPES; ARAUJO, 2002).

2.1.1 A botanica do cajueiro

O cajueiro nativo faz parte da familia Anacardiacae, a qual possui entre 60 a
74 géneros e 400 a 600 espécies, estando entre as mais populares, além da
propriamente dita, a manga (Mangifera indica), pistache (Pistacia vera), umbu
(Spondias tuberosa), caja (Spondias mombim), siriguela (Spondias purpurea) e caja-
manga (Spondias cytherea). Na cajucultura outras espécies de cajueiro,
classificadas como sem valor econdmico, sdo encontradas, sendo elas a A.
microcarpum, A. humili, A.othonianum.. A A. occidentale L. € mais conhecida e
utilizada para cultivo, sendo identificadas na natureza duas variedades de
caracteristicas bem definidas: o cajueiro comum e o ando precoce (ALMEIDA;
LOPES; ARAUJO, 2002; BARROS E COLABORADORES, 2002).

A diferenca entre o cajueiro comum e 0 ando precoce se dar ao se observar,
inicialmente o porte fisico de ambos, onde o cajueiro comum € considerado uma
planta de alto porte e 0 ando precoce de menor porte, esse atingindo normalmente
uma altura de 10 a 12m e possuindo uma envergadura de 14 a 16m e o segundo,
atingindo cerca de 6m e envergadura entre 6 a 8m. Outra diferenca que se pode
observar normalmente € o tempo de floracdo e producdo de ambos os tipos, de
modo que o0 cajueiro ando precoce inicia a sua floragdo entre os seus 12 meses

iniciais, frutificando-se em um periodo de 6 a 7 meses seguidos. Os pedunculos
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originarios do cajueiro comum possuem um pequeno tamanho e formato achatado,
podendo ser encontrado na em coloragdo entre laranja e amarelo e coloracao
interna amarelo claro, enquanto o pedunculo originario do cajueiro ando precoce sao
grandes e alongados, de coloracdo laranja ou amarela e coloracdo interna entre
branco e creme (ALMEIDA; LOPES; ARAUJO, 2002; BARROS E
COLABORADORES, 2002; SERRANO; OLIVEIRA, 2013; HORTIESCOLHA, 2017).

Conforme observado na Figura 02, o cajueiro possui um sistema radicular
duplo, sendo dividido em raizes centrais localizadas verticalmente, a qual pode
chegar a apresentar 10 metros de profundidade, e raizes distribuidas
horizontalmente em suas laterais, onde ao longo da sua extensdo encontra-se
radicelas, sendo esse tipo responsavel pela absor¢cdo de nutrientes e agua para o
mantimento da planta, de maneira que cerca de 82% das raizes laterais encontram-
se distribuidas nos primeiros 30 cm da superficie do solo (ALMEIDA; LOPES;
ARAUJO, 2002; BARROS E COLABORADORES, 2002; SERRANO; OLIVEIRA,
2013; VIDAL NETO E COLABORADORES, 2013).

15cm

0

28%
30cm

Distribuigao percentual
de raizes absorventes

18%
60cm

Fonte: Almeida, Lopes e Araujo (2002).

A demanda por melhoramento nas condi¢cdes de cultivo e manejo dos
cajueiros foi crescendo com 0 aumento do processo extrativo do caju, sendo assim,
grupos de pesquisa agricolas se dedicaram ao melhoramento das condi¢cdes do
solo, do tratamento e prevencéo de pragas, espagamento da plantagcéo, quantidade
de agua adequada para o cultivo, processo pds-colheita, e modificagdo genética dos
cajueiros naturais, almejando o aumento e melhoramento da producéo e colheita do

caju, como também o0 aprimoramento e ascensdo dos produtos advindos deste.
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Outro motivo para o melhoramento genético foi a busca pelo aproveitamento do
pedunculo (pseudofruto), sendo produzidas plantas capazes de originar frutos com
maior peso, rendimento e peddnculos mais atrativos pelo publico consumista. Os
clones sdo desenvolvidos visando as caracteristicas da regido a qual se deseja
produzir, tendo em vista as condi¢des climaticas, pluviométricas, condigdes de solo,
dentre outras. Visto isso, a produtividade dos clones existentes pode ndo ser a
mesma ao serem utilizados em regides diferentes, resultando em uma queda
significativa na produtividade, uma vez que nem todos possuem a capacidade de
facil adaptacdo ao ambiente (GOMES, 2010; VIDAL NETO E COLABORADORES,
2013).

2.1.2 Importancia econdmica da A. occidentale L.

A améndoa da castanha do caju é o principal produto de comercializacao,
caracterizando uma atividade especifica e de grande importancia econdémica
brasileira, onde segundo Araujo (2015) “[...] a améndoa de castanha-de-caju,
participa de um mercado mundial bilionario, com movimentacdo superior a US$ 2,4
bilhdes por ano, além de empregar diretamente 1,2 milhdo de pessoas”, desde a
mao de obra da producédo até a exportacao.

Apesar da relevancia da comercializacdo da améndoa da castanha do caju, a
indUstria possui interesse comercial nos seus subprodutos, desta maneira, o caju é
inteiramente comercializado. Conforme pode ser observado na Figura 03, o caju &
formado por um fruto e pseudofruto, estando este localizado entre o fruto e e unidos
pelos galhos da arvore. O pseudofruto, ou peddnculo, sofre um aumento
significativo, sobressaindo o tamanho do fruto em si. A castanha do caju é
classificada cientificamente como seu fruto, sendo formada por um liquido presente
na casca da castanha de propriedade corrosiva denominado de liquido da castanha
do caju (LCC) e a améndoa da castanha do caju (ACC), composta por um alto teor
de vitaminas, fibras, proteinas e minerais (ARAUJO, 2015; GOMES 2010).
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Figura 03: Partes do caju.
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Eoto: Luiz Augusto Lopes Serrano

Fonte: Serrano e Oliveira (2013).

Cerca de 90% do peso total do caju é referente ao pedunculo, o qual pode
apresentar formato cilindrico, piriforme ou alongado, variando sua coloracéo entre o
amarelo-palido ao vermelho intenso. Por muito tempo, este caracterizou a maior
parte do desperdicio visto que a importancia comercial se encontra na ACC. O
pedunculo possui um alto valor nutritivo, sendo composto por célcio, fosforo, ferro,
polifendis, conferindo a este uma alta atividade antioxidante, e um teor de vitamina C
entre 3 e 5 vezes superior ao contido na laranja, segundo estudos, 100mL de um
copo de suco de caju possui cerca de 261mg de vitamina C, 14,7mg de calcio,
32,5mg de fosforo e 0,34mg de ferro. Os fatores de perca deste estdo relacionados
a sua pouca resisténcia a poés-colheita, como também ao processo de
industrializagcdo e processamento do suco, o qual ao passar do tempo conferem
alteracdes no seu sabor e odor. Na atualidade, o pedunculo do caju € destinado a
uma infinidade de produgbes sendo utilizado como fruto de mesa, doces
processados, sorvetes, barras de cereais, bebidas, dentre outros (ALMEIDA E
COLABORADORES, 2002; ARAUJO, 2015; GOMES, 2010; LOPES E
COLABORADORES, 2012).

A castanha do caju apresenta coloracdo entre verde-acinzentado, marrom-
acinzentado e cinza, possuindo o formato semelhante ao de um rim humano. A sua
améndoa é composta em sua grande parte por carboidratos, lipidios e proteinas. A
castanha é constituida por quatro partes: a casca, também conhecida como

epicarpo, que compde aproximadamente 70% do peso do fruto; o mesocarpo, a qual
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corresponde a 3% do peso do fruto e encontra-se na regido intermediaria apos a
casca, formada por bolsas preenchidas do LCC; endocarpo, localizado internamente
na casca, responsavel pela protecdo da améndoa; e a améndoa, parte de
importancia comercial por ser comestivel e nutritiva (ALMEIDA; LOPES; ARAUJO,
2002; GOMES, 2010; SERRANO; OLIVEIRA, 2013), podendo ser observado na
Figura 04.

Figura 04: Interior da castanha do caju.

epicarpo
Mesocarpo esponjoso
AMENDOA (alvéolos com LCC)
<i e &/ pelicula

C - Améndoa

B - Corte longitudinal
A - Castanha g

Fonte: Almeida, Lopes e Araujo (2002).

Das demais partes da castanha do caju, Gomes (2010) afirma que estas séo
utilizadas para fins alternativos, como por exemplo, o epicarpo é reutilizado por
empresas para a producdo de energia térmica para as caldeiras, no qual se utiliza
uma proporcao de 30% de cascas, fazendo-se uso de filtros para a saida de vapor
visando a prevenc¢ao da poluicdo ambiental. O LCC foi o primeiro produto exportado,
sendo utilizado na Segunda Guerra Mundial pela industria bélica, nos dias atuais é
de grande importancia na inddstria quimica por ser utilizado para diversos fins, como
por exemplo, na fabricacdo de tintas, de polimeros, fungicidas, inseticidas e etc. Sua
extracdo acontece a partir de processos térmicos, quimicos ou mecanicos. O
endocarpo possui aplicacdo na producdo de curtumes, visto que a mesma possui
entre seus componentes os fenois, bem como utilizada para producdo de racdes

para animais.
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Barros e colaboradores (2008, p.345) ressaltam como o Brasil adentrou no
mercado de exportacdo da améndoa da castanha do caju, sendo relatado o lucro de

US$ 348 mil nos seus dez primeiros anos de exportacgao.

Apesar da origem e da tradicdo de uso da améndoa da castanha-de-caju
(sic) no Brasil, foi a india que iniciou a comercializacdo da ACC para 0s
Estados Unidos da América e Europa no inicio do século 20. O Brasil s
entrou no mercado na década de 1950, aproveitando o0s canais de
comercializacdo do LCC, cujo mercado se encontrava em declinio, e

motivado pelo atrativo preco da ACC na ocasiéo.

Ao se observar a grande capacidade do cajueiro de adequagéo a solos pouco
férteis e estresses hidricos e térmicos, bem como a relevancia da exportacdo da
ACC, em 1970 o governo passou a investir em programas de incentivo a cajucultura
almejando a ampliagdo do cultivo de cajueiros e processos industriais para 0
pedunculo nos estados nordestinos, assim fazendo deste um potencial econdmico
para a regido, no que diz respeito a producdo, comercializacdo e geracao de
empregos (SERRANO; PESSOA, 2016; VIDAL, 2017).

Durante muito tempo o Brasil ocupou importantes colocac¢des no ranking de
maior producdo de ACC, estando em quinto lugar no ano de 2011 e passando a
ocupar a décima quarta posicdo em 2016 devido ao declinio da cajucultura no
nordeste brasileiro. A produtividade do Brasil caiu a ponto de perder o seu potencial
exportador e assim necessitar realizar importacées da ACC para suprir a demanda
do pais (BRAINER; VIDAL, 2018).

Conforme dados do IBGE (2018), no ano de 2017 o Brasil produziu 134.580 t
de ACC, sendo o nordeste a regido brasileira de maior producao, perfazendo um
total de 133.028 t neste mesmo ano. Entre os estados nordestinos de maior
producdo encontra-se o Ceara responsavel por 83.996 t da producédo nordestina. O
Grafico 01 contém informacdes referentes a area de caju colhida e a quantidade de
castanha de caju produzida no Brasil, sendo observado que a area colhida
apresentou uma queda entre os anos de 2013 e 2017 e declinio da producéo de

castanha de caju nos periodo de 2013 a 2016, havendo uma alta no ano de 2017.



Area colhida (hec.)

Gréfico 01: Producgéo de castanha de caju.
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7

Levando em consideragcdo que a regido nordeste é a regido de maior

producao, a queda da produtividade pode ser explicada por Vidal (2016, p 17):

Um dos motivos é que a maior parte dos pomares

natural da producéo [...] A prépria arquitetura da

estd em fase de declinio

planta inviabilizada (sic)

alguns tratos culturais a exemplo do controle quimico de pragas e

doencas. Além disso, a baixa rentabilidade da cultura n&o viabiliza o

aumento dos custos com tratos culturais [...] A situacdo da atividade de

baixo desempenho em termos de lucratividade e rendimento da cultura por

hectare foi agravado pelo longo periodo de seca e ocorréncia de pragas e

doencas, que causaram nao somente a quebra da safra, mas também a

morte de grande numero de plantas, principalmente as mais antigas.

Segundo Brainer e Vidal (2018) o crescimento observado no ano de 2017 é

recorrente as melhorias climaticas e a lenta regularizacdo das chuvas ocorridas

entre os anos de 2017 e 2018, responsaveis por possibilitar a recuperacdo e

crescimento da cajucultura em relacdo aos anos de declinio, embora ainda exista

uma grande distancia entre a producéo atual e a producéo de 2011.



26

2.2 DOENCAS DO CAJUEIRO

O cajueiro € suscetivel a mais de 20 doencas, das quais grande parte sdo
causadas por fungos, afetando desde a raiz as folhas e frutos da planta, havendo
maior conhecimento das doencas responsaveis por afetar a parte aérea, uma vez
que se apresentam mais aparente e sdo mais agressivas a producdo. Os danos
causados sdo observados desde o campo a pos colheita, sendo identificado como
fitopatologias de campo a antracnose, resinose e 0 mofo preto; encontradas em
viveiros a requeima e o tombamento de plantulas; e em pdés colheita a deterioracéo
fungica da améndoa (CARDOSO E COLABORADORES, 2013; CARDOSO;
FREIRE, 2002).

221 O género Colletotrichum Corda e a espécie Colletotrichum
gloeosporiodes (Penz.) Penz & Sacc.

Os patégenos pertencentes ao género Colletotrichum sdo responsaveis pela
reducdo da colheita de importantes culturas agricolas (Menezes, 2006). O género
Colletotrichum faz parte da familia Glomerellaceae, pertencendo ao grupo dos
anamorficos e classe Sordariomycetes, caracterizando-se estruturalmente por
conidios unicelulares e hialinos, podendo variar o seu formato entre cilindrico, retos
e curvos (KIRK E COLABORADORES, 2008; PITT; HOCKING, 2009). Segundo Pitt
e Hocking (2009, p 81, TRADUCAO NOSSA) “os conidios sdo carregados dentro de
um acérvulo, uma estrutura com uma tampa mais ou menos fechada que
eventualmente se rompe”.

A determinacdo do género Colletotrichum aconteceu em 1831 por Corda, 0
gual o descreveu como formado por acérvulos em forma de setas responsaveis pela
producdo de conidios hialinos de coloracdo creme ou laranja. Visto a existéncia de
semelhancas entre as estruturas dos acérvulos o género Colletotrichum foi
considerado como fase final do desenvolvimento da Vermicularia e suas espécies
como pertencentes ao género Gloeosporuim, apesar de ndo haver relacéo entre os
acérvulos, existiam equivaléncias em suas caracteristicas. Porém ao se levar em
consideracao que o formato dos acérvulos pode variar de acordo com as condi¢cdes
ofertadas pelo meio de cultivo, a classificagdo quanto a esta caracteristica passou a
ser desconsiderada. Em 1957 Von Arx afirmou que os componentes do géneros
Colletotrichum, Vermicularia e Gloeosporuim, até entdo existentes, na verdade

faziam parte do mesmo género, sendo assim mantido a denominacdo genética de
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Colletotrichum e reorganizado os conceitos a respeito deste, onde ao se observar as
caracteristicas morfologicas das 750 espécies referentes aos trés grupo, concluiu-se
que levando em consideracdo a mesma ordem genérica, estas resumiam-se em 11
espécies. Ao decorrer do tempo, 0 niumero de espécies referentes a este foi alterada
diversas vezes, definindo-se um total de 119 espécies agrupadas em nove
complexos, sendo eles: gloeosporioides, boninense, acutatum, graminicola,
spaethianum, destructivum, demantium, truncatum e orbiculare (MENEZES, 2006,
MENEZES; HANLIN, 1996; CANNON E COLABORADORES, 2012).

Menezes (2006) e Pitt e Hocking (2009) apontam que existem organismos
saprofiticos como também patogénicos nas espécies pertencentes ao
Colletotrichum. Um exemplo de espécie patogénica de grande importancia e
comumente responsavel pelo dano em frutas tropicais, por serem causadores da
antracnose, € o C. gloeosporioides, sendo considerada a sua definicdo como mal
estruturada, visto a quantidade de espécies que se assemelham as suas
caracteristicas. Tendo como fase teleomédrfica a Glomerella cingulata, o C.
gloeosporioides produz conidios entre 12 e 18 mm de comprimento e formato
cilindricos de pontas arredondadas, existindo registros de ataque desta espécie a
cerca de 470 hospedeiros distintos (Figura 05).

Figura 05: Conidios do C. gloeosporioides.
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2.2.2 Antracnose

Dentre as doencas causadas pelos patogénicos, a antracnose é considerada
uma das doencas mais importantes de ambito econdmico, podendo acontecer o
ataque do patégeno ao hospedeiro em qualquer fase do seu desenvolvimento. A
propagacdo de patdgeno pode acontecer por intermédio de fatores ambientais,
sendo disseminado de planta para planta, ou através do cultivo de sementes
infectadas. No Brasil, a antracnose € considerada a fitopatologia de maior dano,
podendo afetar todas as partes da planta, causando prejuizos significativos na
producdo (CARDOSO; FREIRE, 2002).

Tendo como inicio do seu ciclo o aparecimento de numerosas lesdes
denominadas acérvulos, que podem ocorrer nas faces das folhas, nos ramos, nas
flores, nos frutos e pseudofrutos. A doenca manifesta-se intensamente nas folhas,
de modo que as de pouca idade apresentam necroses entre tons avermelhados,
possuindo formato irregular e diversos tamanhos, definidos pelo local de ataque dos
patdgenos. Ao se agravar o nivel da doenca, as folhas tomam uma conformacao
envergada e desfigurada, cessando a sua proliferacdo ao acontecer o
amadurecimento das folhas, nesta fase podem ocorrer cortes na area infetada
causando assim sua ruptura (Figura 06). Na fase da inflorescéncia os danos sao
observados conforme as caracteristicas citadas da doenca, ja nos frutos e
pedunculos a mesma manifesta-se como les@es circulares e escuras, causando no
pedunculo uma espécie de fissura seguida de apodrecimento e no seu fruto
machucados arredondados e de coloracao escura, podendo também ser identificado
as fissuras caracteristicas do pedunculo (CARDOSO E COLABORDORES, 2013;
CARDOSO; FREIRE, 2002; MENEZES, 2005).
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Menezes (2006) explica o processo de penetracdo e germinac¢ao dos conidios
no organismo hospedeiro visto a consisténcia gelatinosa da membrana que os
envolve, a qual é composta por polissacarideos e proteinas e de grande afinidade
com agua.

Algumas medidas podem ser tomadas para auxiliar no controle da antracnose
estando entre elas a poda e queima do material infectado, diminuindo a inoculagéao
na regido. Para controle quimico recomenda-se a pulverizacdo com os fungicidas
comerciais: benomyl, oxicloreto de cobre, hidroxido de cobre e mancozeb. Sendo
indicado a pulverizagdo quinzenal das folhas novas no periodo de afloracdo e/ou
apo6s a incidéncia dos periodos iniciais chuvosos (MENEZES, 1997).

Tendo em vista as implicacbes de ambito ambiental, a satde humana e
resisténcia dos patdégenos causada pelo uso destas substancias quimicas, nos
altimos anos existe um aumento na busca por alternativas de controle menos
prejudiciais, havendo registros na literatura da aplicacdo de produtos de origem
natural para substituicdo dos fungicidas comerciais. Entre as vantagens elencadas a
esta pratica esta a pouca toxidade dos produtos naturais ao homem, animais e
ambiente e, em alguns casos, ativagdo da defesa vegetal. Nesta perspectiva, para o
controle da antracnose encontra-se extratos de alecrim pimenta (Lippia sidoides),
nim (Azadirachia indica), alho (Allium sativum L.), cebola (Allium cepa), meldo de

Sdo Caetano (Momordica charantia), dentre outros, com comprovado potencial
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bioativo (ALVES, 2017; CARVALHO, 2010; NUNES, 2011; RIBEIRO; SERRA;
ARAUJO, 2016).

2.3 ALGAROBEIRA (Prosopis juliflora (Sw))

A Prosopis juliflora (Sw) é uma espécie arbdérea da familia Fabacae
(Leguminosae) da subfamilia Mimosoideae, sendo conhecida popularmente como
algaroba, algarobeira ou algarobo, pertencente ao género Prosopis onde segundo
Ribaski e colaboradores (2009) existe conhecimento de mais de 40 espécies deste
género, estando elas distribuidas no continente americano, asiatico e africano,
sendo encontrada em todo continente americano, com maior concentragao nas
regides de semiarido das quais 70% das espécies do género estdo na América do
Sul, sendo 93% originadas da Argentina.

A biodiversidade brasileira est4 cada vez mais ameacada, pois a implantacéo
de espécies exodticas sem o0 controle ou monitoramento do espaco geografico
contribui para extingdo da flora nativa. A caatinga, bioma exclusivamente
pertencente ao territorio brasileiro, também tem sofrido impacto ecolégico com a
invasdo em massa de plantas com propriedades alelopaticas e que competem pelos
nutrientes do solo e recursos hidricos. As primeiras mudas da algarobeira chegaram
no nordeste brasileiro no inicio da década dos anos de 1940 e atualmente é quase
impossivel ndo encontrar arvores robustas de algarobeira nas regides de semiarido
dos estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais correspondendo
cerca de 0,5 milhGes de hectares. A algarobeira apresentou uma excelente
adaptacdo visualmente comprovada apos décadas e, em consequéncia, ja foi
identificada em grande escala em &reas de pouca preservagdo de vegetagdo nativa,
mantendo-se verde e em bom estado mesmo nos periodos de seca (LIMA, 2009;
SANTOS; DIODATO, 2016).

2.3.1 Descrigéo da P. Juliflora
A Figura 07 ilustra a arvore, folhas e frutos da algaroba, Ribaski e

colaboradores (2009) descreve esta espécie vegetal como:

Arvore espinhosa ou raras vezes inerme (sem espinhos), apresentando

altura de 6 m a 15 m, tronco ramificado com didmetro a altura do peito
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(DAP) variando de 40 cm a 80 cm e copa com 8 m a 12 m de didmetro.
Folhas bipinadas, comumente com poucos pares de pinas opostas; foliolos
pequenos e oblongos. Os frutos sdo indeiscentes, lomentos drupéceos,
lineares, falcados; mesocarpo carnudo; endocarpo dividido em
compartimentos contendo uma semente em cada; segmento coriaceo para
lenhoso [...], sementes ovoides [...], achatadas, com linha fissural nas
faces, duras, amarronzadas. As flores sdo pequenas, actinomorfas,
hermafroditas, de coloracdo branco-esverdeada, tornando-se amarela com

a idade.

Figura 07: P. Juliflora.

LT,

Fonte: Lider Agronomia (2012).

A algaroba é conhecida pela resisténcia ao estresse hidrico e térmico, o que
permite com que a mesma tenha capacidade de se reproduzir em solos pouco

férteis, e em que outras culturas ndo possuem a capacidade de reproducéo.

2.3.2 Historico da P. Juliflora no Brasil

A busca por alternativas para a alimentacéo dos rebanhos da regido nordeste
fragilizados pelas condi¢des climaticas levou a implantagdo no século XX de plantas
exoticas no Brasil, tendo destaque a P. Juliflora pela facil adaptacdo a ambientes
secos e com escassez de agua (BURNETT, 2017).

A ideia da inser¢éo da P. Juliflora no nordeste brasileiro partiu do professor J.
B. Griffing, diretor de uma escola agricola do estado de Goias, que enviou sementes
da algarobeira, originarias do Novo México, para Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecudria em Serra Talhada — Pernambuco. O objetivo foi de ofertar

uma alimentacao rica em proteinas e carboidratos ja que a alimentacéao irregular dos
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rebanhos em tempos de estiagem possuia praticamente fibras de palmas e plantas
secas. Nos anos seguintes os demais estados nordestinos passaram a semear esta
planta, inicialmente vista como milagrosa, devido ao seu potencial para forragem e
também de suas multiplas aplicacdes no uso da madeira (CUNHA E SILVA, 2012).

ApoOs algumas décadas a algarobeira, do ponto de vista ambiental, foi
deixando de ser a solugdo para o semiarido nordestino e foi ganhando a fama de
“vila”, pois compete fortemente na retirada de agua do solo dificultando o
desenvolvimento de outras plantas ao seu redor e em consequéncia a destruicdo de
plantacbes e espécies nativas (BURNETT, 2017).

Além do impacto ambiental causado pela falta de controle territorial da
algarobeira outros fatos negativos se agregaram ao uso da planta. Dentre eles uma
doenca que afeta os bovinos conhecida popularmente por “cara torta”, causada pela
ingestdo de 100% da vargem na racdo animal. Estudos cientificos de carater
biolégico e sobre a composi¢do quimica da planta levaram a crer que os metabolitos
secundarios da P. juliflora, principalmente os alcaloides que sdo 0s responsaveis
pela toxicidade da planta, sdo os causadores da doenca (TABOSA E
COLABORADORES, 2000).

Diversos estudos realizados ao longo do tempo buscaram caracterizar a
composigdo fitoquimica de toda a planta, sendo comprovada a existéncia de
alcaloides em todas as partes. Ao analisar extratos das folhas da P. juliflora, foi
identificado alcaloides e taninos em sua composicdo, os alcaloides presentes nas
folhas apresentam estruturas piperidinicos (AHMAD E COLABORADORES, 1978 E
1989; CAVALCANTE, 2006; CUNHA, 2012). A tabela a seguir apresenta 0s
alcaloides identificados nas folhas, bem como a sua abundancia relativa, sendo
constatados os resultados obtidos por Singh e Verma (2012 p 207) e Teixeira (2018
p 28) através dos métodos Direct Analysis in Real Time Mass Spectrometry (DART-
MS) e UPLC-QTOFMS, respectivamente.
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Tabela 01: Alcaloides das folhas da P. juliflora.
Alcaloides

Alcaloides _ N
identificados por

identificados por
Teixeira (2018)

Singh e Verma

(2012)
Juliprosopina Juliprosopina
Juliprosinina Juliprosinina
Prosopina Prosopina
Prosopinina Prosopinina
Julifloridina Julifloridina
Prosafrinina Prosafrinina
Benzamidina Prosoflorina
Espectalina Juliprosina
Hidroxispectalina 3-oxo-juliprosina
Spectalinina Projulina
3””-0x0

juliprosopina
N-metil
julifloridina

Fonte: Singh e Verma (2012), Teixeira (2018).

A figura a seguir mostra as estruturas dos alcaloides mais abundantes e com

maior frequéncia nas folhas da P. juliflora (SINGH; VERMA, 2012).

Figura 08: Alcaloides mais abundantes das folhas da P. juliflora.

NH

HO

HO . .
CH;s Juliprosina

Juliprosopina
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H N
OH OH on o

Prosopina Prosopinina

Fonte: Propria.
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2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

As reagfes quimicas ocorrentes constantemente nos organismos celulares
promovidas em sua maioria por enzimas presentes recebem a denominacao de
metabolismo. As rotas metabdlicas (reacdes de formacdo, degradacdo ou
transformacao) originam compostos quimicos chamados de metabdlitos. Os
metabolitos exercem fungbes importantes e indispensaveis nos organismos Vivos.
Sejam desde as funcbes basicas e essenciais como as reacdes bioquimicas,
recebendo o nome de metabolitos primarios, as funcdes ligadas a sobrevivéncia dos
organismos e atividades biolégicas, os metabdlitos secundarios (SANTOS, 2007).

Os metabolitos secundarios, denominado por muitos de metabolitos
especiais, sdo compostos complexos que desempenham func¢des nao obrigatorias
nos organismos, como por exemplo, a protecdo contra predadores, reproducao,
dentre outras. Sendo reconhecida nos dias atuais como grande aliada do homem
por ser fonte de inspiragdo para industria farmacéutica, agricola, alimenticia e
cosmética (SANTOS, 2007; KREIS; MUNKERF; PADUA, 2017).

O &cido chuiquimico (1) e a acetil-CoA (2) sdo o0s principais precursores
biossintéticos de diversas rotas metabdlicas (Figura 09), gerando quatro grandes
classes moleculares: os alcaloides, policetideos, terpenoides e fenilpropanoides

(KREIS; MUNKERF; PADUA, 2017).

Figura 09: Rotas biossintéticas dos metabdlitos secundarios.
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2.4.1 Alcaloides

Segundo Henriques e colaboradores (2007), cerca de 20% dos metabdlitos
secundarios descritos sdo compostos por alcaloides, sendo encontrados muitos
exemplos no decorrer da histéria como a execucdo de Socrates na Grécia por
envenenamento com extrato de cicuta cujo principio bioativo é a coniina e também
bebidas alucindgenas utilizadas em rituais indigenas que despertaram o interesse
por suas propriedades bioativas.

Os alcaloides sao substancias de origem natural e grande complexidade, que
se comportam como bases de Lewis devido a presenca do atomo de nitrogénio,
sendo biossintetizados a partir dos aminoéacidos ornitina, arginina, lisina, fenilalanina,
tirosina e triptofano. Os alcaloides podem ser: alcaloides verdadeiros, os quais
possuem um anel heterociclico sendo o seu heteroatomo o nitrogénio, sendo
classificados a partir do anel presente na molécula, como ilustrado na Figura 10;
protoalcaloides, moléculas de cadeia aciclica heterogenia, sendo o nitrogénio seu
heterodtomo; e pseudoalcaloides, compostos onde o nitrogénio ndo possui origem
em aminoacidos. Sdo conhecidos desde o século XIX e possuem funcdes de defesa
quimica importantes nos vegetais como repelir animais e insetos em razao do seu
caradter toxico e gosto amargo (BRUNETON, 2001; HENRIQUE E
COLABORADORES, 2007; KREIS; MUNKERF; PADUA, 2017).

Figura 10: Alguns nucleos presentes nos alcaloides.
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Fonte: Pinho (2013).

Nos vegetais os alcaloides podem ser biossintetizados em diversas partes
dos tecidos e depois direcionados para outros 6érgdos diferentes. De acordo com
Henriques e colaboradores (2007) “os alcaloides sdo sintetizados nos reticulos

endoplasmaticos, concentrando-se, em seguida, nos vacuolos e, dessa maneira,
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nao aparecem em células jovens antes de ocorrer a formagao dessas estruturas”.
Para Bruneton (2001):

Os alcalbides (sic) sdo geralmente localizados em tecidos periféricos:
camadas externas de casca de caule e raiz, revestimento de sementes,
etc. [...] Normalmente, a sintese destes alcalbides (sic) é feita ao nivel de
certos locais (raiz em crescimento, células especializadas dos laticiferos,
cloroplastos) e posteriormente transportados para o seu local de

armazenamento.

2.4.2 Policetideos

As substancias pertencentes a este grupo sdo geradas a partir da reacao
combinatdria entre unidades de acetilzoenzima A (Figura 11) resultando em
compostos com oxigénios alternados em suas estruturas, podendo ser encontrados
em cadeias alifaticas reduzidas, os [-carbonilicos, e cadeias aromaticas,
poliidrxiladas. Estes compostos podem ser encontrados na natureza em
microrganismos marinhos e terrestres, apresentando atividades antibacteriana,
citotdxica, anticolinesterasica, dentre outras (DEWICK, 2002; KREIS; MUNKERF;
PADUA, 2017).

Figura 11: Exemplo da biossintese de um metabdlito secundario (antranoide) via regra do
acetato.
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2.4.3 Terpenos e terpendides

Segundo SimBes e Spitzer (2007) as moléculas pertencentes a este grupo
sdo originadas pela condensacdo de unidades de isopreno, composta por cinco
carbonos. A classificacdo deste grupo de moléculas depende da quantidade de
atomos de carbonos na estrutura molecular, que pode ser monoterpenos/oides com
10C a ploisoprenos/oides com mais de 40C (Tabela 02).

Tabela 02: Condensacéo de unidades de isopreno na formacao de terpendides.

N’ de Unid. Numero de 4tomos de carbono Nome ou classe

1 A )\/ isopreno

2 10 /]\/\/l\/ monoterpendides
3 15 /k/\/L/\/k/ sesquiterpendides
4 20 /k/\/I\/\)\/\/k/ diterpendides

5 25 W\/\)\/\)\/ sesterpenos

6 30 WM triterpendides

8 40 )\/\)\/\)\/\)\/\)\/\/k/\/’\/\)v tetraterpendides
n n polisoprendides

Fonte: Simdes e Spitzer (2007).

2.4.4 Fenilpropanoides

Os fenilpropandides possuem em sua estrutura blocos de construcdo CgCs
biossintetizados pela rota do acido chiquimico formando assim os acidos cindmico e
p-cumarico que podem sofrer reacdes (Figura 12) de reducéo, oxidacéo e ciclizacao,
para gerar acidos fendlicos, fenéis, cumarinas, etc (KREIS; MUNKERF; PADUA,
2017; SIMOES; SPITZER, 2007).
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Figura 12: Formacédo de compostos fenilpropandides.
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Fonte: Simdes e Spitzer (2007).

Simdes e Spitzer (2007) e Morais (2009) salientam que os 0Oleos volateis ou
essenciais sdo formados por substancias derivadas de terpendides e
fenilpropandides, ressaltando que a composi¢do dos 6leos depende de fatores de

ambito genético, bioticos, abidticos e técnicos.



3 METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Quimica (LAQUIM) e
no Laboratorio de Biologia (LABBIO) da Unidade Académica de Serra Talhada
(UAST), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), entre os meses

setembro de 2018 e junho de 2019, seguindo o diagrama 01.

Diagrama 01: Sequéncia metodoldgica até a obtencéo da FAT.

( \ [ \ N\ [ 3
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-

3.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL
As partes aéreas da P. Juliflora foram coletadas no sitio Xavier, zona rural do

sertdo paraibano, localizado na cidade de Juru Paraiba localizado nas
coordenadas Lat. -7,567537 / Log. -37,812334, em setembro de 2018 no periodo da
manha. O material coletado foi armazenado em sacos de papel e encaminhado para
o Laboratério de Quimica (LAQUIM) da Unidade Académica de Serra Talhada

(UAST), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

3.2 SECAGEM
O material vegetal foi devidamente pesado em uma balanca analitica da
marca ACCULA e posteriormente levado a estufa de secagem da marca New Lab, a

temperatura de 45°C por 48h.
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3.3 MOAGEM

As folhas secas da P. Juliflora foram separadas do peciolo e, em seguida,
trituradas em liquidificador domeéstico. O material vegetal foi peneirado com uma
peneira granulométrica ASTM 18 TYLER/MESH 16 e, logo depois, foi armazenado
em recipiente de plastico devidamente fechado.

3.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA QUALITATIVA

Testes fitoquimicos preliminares foram realizados em extratos aquosos e
etandlicos para detectar as classes de metabdlitos secundarios seguindo as
metodologias propostas por Barbosa (2001) e Mattos (2009) com algumas
adaptacdes. Assim, os extratos foram preparados a partir de 10 g do material
vegetal seco e triturado suspensos em 40 mL de agua destilada e alcool etilico 70%,
respectivamente, sob agitacdo mecanica durante 1 hora e em seguida coletados
apos filtracdo a vacuo. O extrato etandlico foi diluido para 100 mL e para cada teste
fitoquimico, realizados em duplicata, foram transferidos 2 mL dos extratos para tubos

de ensaio.

a) Compostos fendlicos
Para a identificacdo de compostos fendlicos foi utilizado 5 gotas de uma
solucéo aquosa de cloreto férrico a 1%. Este teste confirma a presenca de fendis ao
se observar a variagdo na coloracdo entre o azul e o vermelho, de taninos
hidrolisaveis ao se obter uma precipitacdo de coloracdo azul e verde para taninos
catéquicos (BARBOSA, 2001).

b) Taninos
Foi adicionado a cada extrato 2 gotas de acido cloridrico diluido e 5 gotas da
solucdo de gelatina a 2,5% saturada em NaCl. A formacédo de precipitado € o

indicativo da presenca de taninos.

c) Flavonoides
Realizou-se o teste de Shinoda o qual consiste na adicdo de 1 mL de acido
cloridrico concentrado e 1 cm de fita de magnésio a ambos os extratos, para o
extrato aquoso foi adicionado 1 mL de alcool etilico. A formac¢do de uma coloracao

rosa € o indicativo da presenca de flavonoides.
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d) Flavonoides por classe
Para cada teste foi transferido 2 mL do extrato aquoso e etandlico para tubos
de ensaio. Para a avaliacdo dos flavonoides por classes o pH de cada extrato foram
ajustados com &cido cloridrico (HCI) e hidroxido de potassio (KOH) concentrados
nas faixas de pH 3, 8,5 e 11. A seguinte tabela porta informagbes quanto a

determinacao das classes de flavonoides nos determinados pH.

Tabela 03: Resposta padréo aos testes de identificagdo da classe de antocianinas,
antocianidinas e flavonoides conforme mudanca de coloracao.

Constituinte pH 3 pH 8,5 pH 11
Antocianinas e > ’
- Vermelho Lilas Azul purpura
antocianidinas
Flavonas,
flavonais e - - Amarelo
xartonas
Chaleanas e ’
Vermelho - Vermelho purpura
Aureanas
Flavononois - - Vermelho laranja

Fonte: Barbosa (2001).

e) Alcaloides
Para comprovar a presenca de alcaloides foi utilizado os reagentes de
Dragendorff, Mayer e Bouchardat, sendo adicionado 5 gotas de cada reagente em
trés tubos de ensaio contendo os extratos da espécie em analise, sendo
considerado positivo aqueles que apresentasse formacédo de complexos insoluveis
de coloracgéo laranja avermelhado para o reativo de Bouchardat, vermelho tijolo para

Dragendorff e branco para Mayer.

f) Saponinas

Em dois tubos de ensaio devidamente fechados, 2 mL do extrato aquoso e
etandlico foi agitado vigorosamente por cerca de 2 minutos. O teste € considerado
positivo para saponinas se a camada de espuma resultante do processo entao

descrito persistir por aproximadamente 15 minutos.



42

g) Esteroides

Para os testes de esteroides e triterpenos foi obtido a fase organica dos
extratos aquosos e etanolicos, através de uma extracao liquido — liquido. Assim,
foram adicionados 10 mL de cloroférmio em 10 mL de extrato aquoso e, para o
extrato etanolico, 10 mL de agua apos o cloroférmio. Depois de obtida a fase
organica, a mesma foi filtrada em papel de filtro com sulfato de sédio anidro.

O teste de esteroides foi realizado através da reacdo de Lieberman -
Burchard onde 2 mL da fase organica filtrada foi transferida a um tubo de ensaio,
acrescentando-se a este 2 mL de anidro acético, o qual foi agitado cuidadosamente.
Em seguida, foi adicionado 1 mL de acido sulfurico concentrado a solugéo,

considerando-se o teste positivo ao se obter uma coloracdo azul ou verde.

h) Triterpenoides

Para a identificacdo de triterpenos foi utilizado a reacdo de Salkowski, que
consiste na adicdo de 2 mL da fase organica a um tubo de ensaio e adicionado,
lentamente, 1 mL de acido sulfarico concentrado. Ao se obter uma coloragéo

amarelo ouro, vermelha ou roxa, obtém-se resultado positivo para triterpenos.

3.5 OBTENQAO DO EXTRATO BRUTO

Num primeiro momento o extrato foi obtido a partir da maceracao (extracao
a frio) por 48h, seguindo a metodologia de Tabosa (2000) com algumas
modificacdes, onde 100 g das folhas secas e trituradas da P. Juliflora foram
suspensas em 300 mL de alcool etilico 70% num Erlenmeyer em temperatura
ambiente por 48h. Apds o tempo proposto o extrato etandlico foi obtido por meio de
filtracAo a vacuo e em seguida o solvente foi retirado em evaporador rotativo a

presséao reduzida resultando no extrato bruto concentrado.

3.6 OBTENCAO DA FRACAO DE ALCALOIDES TOTAIS

Para a obtencéo da fracdo de alcaloides totais (FAT), o extrato bruto seco e
concentrado foi acidificado com 500 mL de acido cloridrico a 5% em banho de gelo
sob agitacdo durante 1 hora com auxilio de uma barra magnética e um agitador
magnético e me seguida o filtrado foi coletado apos filtracdo a vacuo. (TABOSA E
COLABORADORES, 2000). Em um funil de decantagéo a solu¢do aquosa acida foi

submetida a uma particdo (duas vezes) com 250 mL de cloroférmio e apds coleta da
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fase aquosa a fase organica foi descartada. Em seguida a fase aquosa &acida
desengordurada foi alcalinizada com 58 mL de hidréxido de amdnio a 3% em banho
de gelo atingindo um pH aproximadamente 11. Logo em seguida, 0 extrato aquoso
alcalino foi particionado (duas vezes) com 250 mL de cloroférmio, num funil de
decantacdo, onde desta vez a fase aquosa foi descartada e a fase organica foi
secada com sulfato de sédio anidro e por fim levada a evaporagdo por pressao

reduzida obtendo-se entéo a fracdo alcaloidal total.

3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Em cajueiros ando precoce (Anacardium occidentale L.) coletou-se folhas,
frutos e partes do caule possuindo caracteristicas sintomaticas tipicas da antracnose
(citadas no item 2.2.2), em Fatima, Distrito de Flores — PE, sendo armazenadas em
sacolas de papel do tipo Kraft e encaminhadas para o Laboratério de Biologia da
Unidade Académica de Serra Talhada - Pernambuco (LABBIO/UAST), para
aplicacdo dos ensaios antifingicos, ocorridos entre os meses de maio e junho de
20109.

3.7.1 Isolamento de Fitopatogénicos

O isolamento e cultivo dos fitopatdgenos foram realizados em camara de fluxo
laminar devidamente assepsiada com alcool 70% através de um isolamento direto
com infestacdo, conforme metodologia proposta por Alfena e colaboradores (2007).
Pequenos fragmentos lesionados nas folhas, frutos e caules foram retirados
(transicdo entre as partes sadias e doentes), com o auxilio de um estilete em folhas,
frutos e partes de caules, em sequéncia foram transferidos, com auxilio de pinca de
ponta fina, para placas de Petri vertidas com o meio BDA (Batata-Dextrose-Agar),
sendo devidamente vedado com papel plastico filme. Para o desenvolvimento e
crescimento da colonia, os isolados foram mantidos a temperatura ambiente e

submetidos fotoperiodos de 12 horas (claro/escuro) sob luz fluorescente.

3.7.2 Identificacdo do agente patégeno
A identificacdo da espécie Colletotrichum gloeosporioides, apos sete dias de
cultivo, foi realizada por método macroscopico e microscopico (FAIA, 2011). Na

identificagdo macroscopica observou-se o desenvolvimento do fungo isolado



44

bY

levando em consideragdo as caracteristicas morfologicas referentes a colbnia de
crescimento. Para a identificagdo microscépica seguiu-se as recomendacdes de
Mafia e Alfenas (2007), sendo retirado das coldnias ja desenvolvidas, com o auxilio
de uma alca de ferro devidamente esterilizada, uma pequena amostra da colénia
que foi transferida para laminas microscopicas preparadas com corante azul de
Aman, em seguida adicionado cuidadosamente uma laminula de microscopia. A
visualizacdo microscopica deu-se sob objetiva de 40X, constatando-se a formacgéao

de hifas e conidios tipicos do género Colletotrichum.

3.7.3 Preparagéo dos extratos

O extrato aquoso (EAQ) e extrato etandlico bruto (EEB) descrito no topico 3.4
foram reproduzidos para realizacdo dos testes antifungicos. Para preparacdo do
extrato alcaloidal (EAL), a fracdo dos alcaloides totais foi dissolvida em 30 mL de
Dimetilsulféxido (DMSO) a 2%, atingindo uma concentracéo de 13,6 mg mL™. Em
seguida os extratos sofreram diluicdo aguosa de 50%. Posteriormente os extratos

foram submetidos a esterilizacdo em Luz UV por 15 minutos.

3.7.4 Ensaios preliminares

Os testes preliminares tinham por objetivo a observacdo de como o0s
experimentos poderiam transcorrer e decidir qual metodologia seria empregada,
sendo realizados testes preliminares de difusdo de disco e po¢cos na mesma placa
de Petri contendo o meio de cultura BDA, sendo utilizados os EEB e EAQ na
concentracdo de 100%, calda bordalesa a 1% (preparada a partir de sulfato de
cobre, oxido de célcio e dgua) como controle positivo e alcool etilico a 70% e agua
destilada estéril, respectivamente, como controle negativo.

Utilizou-se a metodologia descrita por Silveira e colaboradores (2009) sendo
consideradas algumas alteracdes, onde foram vertidos 20 mL do meio BDA em
placas de petri de 100 x 20 mm e, apoés o resfriamento, feito 04 po¢os com o auxilio
de um tubo de ensaio de nove mm de didmetro no meio de cultura, preenchidos com
85uL do EEB, EAQ, calda bordalesa e alcool etilico como controle negativo. Em
seguida foi adicionada a superficie do meio de cultura, no sentido oposto aos po¢os,
discos de papel de filtro feitos com perfurador e autoclavados, impregnados dos
extratos utilizados para o teste, de agua como controle negativo e calda bordalesa.
Por fim foi repicado no centro da placa discos do cultivo do C. gloeosporioides com
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08 dias de crescimento. As placas foram submetidas a periodos de
fotoluminescéncia de 12 horas por seis dias e mantidas a temperatura ambiente.

Apo6s obtencado dos resultados, o método de difusdo em pocos foi reproduzido
em duplicata por apresentar melhor reprodutibilidade, sendo testado o potencial
antifangico do EAL das folhas P. juliflora na concentracdo de 50 e 100% e como
controle negativo uma solugcdo composta por 50% de agua destilada estéril e 50%
de DMSO a 2%.

3.7.5 Anadlise dos dados dos testes preliminares
A avaliacdo consistiu na observacdo do halo de inibicdo ao decorrer do
experimento onde foi realizada, com o auxilio de uma régua milimetrada, a medicao

do halo de inibicdo da borda dos pocos ao limite de crescimento micelial do fungo.

3.7.6 Ensaios antifiingicos

Para o ensaio antifungico foi utilizada a metodologia seguida por Nunes
(2011) considerando algumas alteracdes, o qual consistia na adicdo de cada extrato
ao meio de cultura. Para o teste foram utilizadas 3 placas de petri para os EEB, EAL,
ambos em concentracéo de 100 e 50% do extrato, e controles negativos, sendo eles
uma solucdo de agua destilada autoclava e DMSO a 2% e alcool 70%. ApoOs o
preparo dos extratos, estes foram submetidos a Luz UV por 15 minutos e em
seguida adicionado 2 mL de cada extrato a 18 mL de BDA, o qual apGs ser
homogeneizado, foram vertidos nas placas de Petri. Apds o resfriamento do meio de
cultura foi transferido para o centro da placa de Petri, com o auxilio de uma alca de
ferro, micélios do C. gloeosporioides de 08 dias de crescimento. As placas foram

mantidas a temperatura ambiente e fotoluminescéncia de 12 horas durante seis dias.

3.7.7 Determinacao da percentagem de inibicdo do crescimento micelial

O crescimento micelial foi realizado a partir da medicdo com régua
milimetrada da coldnia fangica no sentido vertical e horizontal e comparado com o
crescimento micelial das colénias nas placas contendo 0s respectivos controles
negativos. A porcentagem de inibicAo de crescimento foi calculada a partir da
seguinte féormula (MENTEN E COLABORADORES, 1976):



diametro da testemunha — diametro do tratamento

%PIC = (

diametro da testemunha

>x100
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

Apoés a realizacdo da coleta, secagem, moagem e peneiracdo da matéria
vegetal seca obteve-se 1,100 Kg de amostra coletada, a qual foi utilizada para
obtencao dos extratos em duas repeticoes.

4.2 SECAGEM

O material vegetal é utilizado apés a sua desidratacdo, pois, conforme mostra
Falkenberg, Santos e Simfes (2007) este processo confere uma estabilizacao
quimica, sendo importante possuir bastante cautela uma vez que a secagem do

mesmo pode acarretar a interrupcao de processos metabdlitos.

4.3 MOAGEM

Falkenberg, Santos e Simdes (2007) evidenciam que o objetivo de diminuir a
area do material vegetal, e assim aumentar a superficie de contato, € de facilitar no
momento de extracdo e tornar a operagdo mais eficiente. A forma e tamanho da
moagem se devem as condi¢Bes do tecido vegetal, o qual quanto mais rigido maior
necessidade de divisao.

4.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA QUALITATIVA

A Tabela 04 contém informacdes sobre os resultados dos testes qualitativos
fitoquimicos dos extratos das folhas da P. juliflora. Foi adotado como “++” 0s testes
onde a precipitacdo ou coloracgéo foi facilmente visualizada e identificada, como “+”

aqueles em que ndo houve uma grande expressdo com clareza e as nao
precipitadas e sem mudanca de coloracéo caracteristica, os resultados obtidos séo
comparados com os testes fitoquimicos das folhas da P. juliflora realizado por
Khandelwal, Sharma e Agarwal (2016).

E importante levar em consideracdo que os testes fitoquimicos de caréater
colorimétricos possuempois os resultados dependem da observacao do analista, que
podem ser diferentes dos resultados encontrados na literatura. Reginatto (2017)
acrescenta que, durante a realizacdo dos ensaios pode ocorrer reagcdes nao
esperadas, havendo interferéncias no resultado final, gerando assim erros com

resultados falsos-positivo e/ou falsos-negativo.



Tabela 04: Resultado dos testes fitoquimicos da Prosopis juliflora.

Testes
Testes . o
_ o fitoquimicos
fitoquimicos
do extrato
do extrato .
etanalico
aguoso das
das folhas
folhas da p.
Testes Reagente/ Extrato  Extrato . da p.
' . . Juliflora .
realizados Metodologia aquoso etandlico Juliflora
(khandelwal,
(khandelwal,
sharma e
sharma e
agarwal,
agarwal,
2016)
2016)
Compostos Cloreto
. o + + ++ ++
fendlicos Férrico 1%
) Gelatina
Taninos - + + +
2,5%
Flavonoides Shinoda + + ++ ++
Antocianinas
e - -
antocianidinas
Flavonas,
flavondis e  Teste de pH + + NR NR
xantonas
Chaleanas e
Aureanas
Flavononois - =
Reativo de
++ ++
Bouchardat
_ Reativo de
Alcaloides ++ ++ ++ ++*
Mayer
Reativo de
++ ++
Dragendorff
Saponinas Teste da - - - -
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espuma
Triterpenoides  Salkowski - - ++ ++
: Lieberman
Esteroides - - ++ +
— Burchard

*Teste classificado pelo autor como de moderada concentracdo; NR — néo realizado.

Os testes para compostos fendlicos ndo apresentaram um resultado t&o
precisos visto que, na presenca de FeClza 1% a solucédo apresentou uma coloracao
de tonalidade marrom escuro, conforme pode ser observado na Figura 13, enquanto
nos testes realizados por Khandelwal, Sharma e Agarwal (2016) houve uma clara
expressdo. Carvalho, Gosmann e Schenkel (2007) explica a positividade para este
teste afirmando que a mudanca de coloracdo existente no decorrer da reacédo, é

uma consequéncia da oxidacao sofrida pelos compostos fendlicos.

Figura 13: Teste com cloreto férrico 1% para comp

0

ostos fendlicos.

Fonte: Prépria. Legenda: a) extrato aquoso; b) extrato aquoso com cloreto férricd; C)
extrato etanolico; d) extrato etanolico com cloreto férrico.

O teste para taninos em extrato aquoso foi classificado como negativo, uma
vez que ndo houve precipitacdo (Figura 14b), ja o extrato etandlico, assim como em
Khandelwal, Sharma e Agarwal (2016), apresentou coloracdo escura, sendo
considerado como positivo (Figura 14d). Segundo Haslam e Lilley (1988) a reacao
para a interacdo entre a gelatina e o extrato ocorre pela capacidade de formacao de

complexos insolUveis entre taninos e proteinas.
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Figura 14: Teste com gelatina 2,5% para taninos.

Fonte: Propria. Legenda: a — extrato aquoso; b — extrato aquoso + gelatina 2,5%; ¢ — extrato
etanolico; d — extrato etanolico + gelatina 2,5%.

A reacgéo para flavonoides foi classificada como pouco expressiva, conforme
observado na Figura 15b e 15d a mudancga de coloragdo em ambos o0s extratos ndo

permite uma classificacao exata.

Figura 15: Teste para flavonoides.

Fonte: Propria. Legenda: a) extrato aquoso; b ) teste de Shinoda em extrato aquoso; c)
extrato etanolico; d) teste de Shinoda em extrato etanolico.

Reginatto (2017) afirma que esta reagdo € resultado de uma reducdo dos
compostos derivados desta classe, ocorrida estruturalmente no anel C, em
compostos antocianos, resultando em uma reacdo de coloracdo avermelhada
(Figura 16).
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Figura 16: Reacgéo de Shinoda.
OoH

Fonte: Reginatto (2017).

Nos extratos analisados, o teste de flavonoides por classe apresenta-se
positivo para a classe das flavonas, flavonois e xantonas, adquirindo coloragéo
amarelada em pH 11, conforme visto na Figura 17d e 17h. A coloracdo do extrato
etanolico causou interferéncia na leitura da coloragéo do pH 11, porém ao observar-
se contra a luz comprova-se a coloragdo amarelada deste.

Zuanazzi, Montanha e Zucolotto (2017) descrevem as diversas classes dos
flavonoides com base na oxidacdo e insaturacdo do anel C da estrutura basica

destes compostos.

Figura 17: Teste de pH para flavonoides por classes.
..I'
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Fonte: Propria. Legenda: a ) extrato aquoso; b )extrato aquoso com pH 3; ¢) extrato aquoso
com pH 8,5; d) extrato aquoso com pH 11; e) extrato etandlico; f ) extrato etanélico com pH
3; g) extrato etandlico com pH 8,5; h) extrato etanolico com pH 11.

Em todos os reagentes utilizados para o teste da presenca de alcaloides
obteve-se resultados claros e precisos, ao contrario de Khandelwal, Sharma e
Agarwal (2016) que obtiveram resultados pouco concentrados. Foi constatada a
formacdo de precipitado na coloracdo alaranjado para Dragendorff (Figura 18b e
18f), precipitado branco no extrato aquoso (Figura 18c) e esbranqui¢cado no fundo do
tubo de ensaio no extrato etandlico para o reagente de Mayer (Figura 18g) e
vermelho amarronzado para Bouchardat para ambos os extratos (Figura 18d e 18h).
Henriques e colaboradores (2007) salientam que, a caracterizagdo de positividade
obtida com o uso destes reagentes ocorre visto que estando os alcaloides presentes
no extrato na conformacdo de bases, ao ocorrer a reacdo com mercurio, ouro,
platina e outros metais, componentes dos reagentes utilizados para a identificagéo,
resultam na formagdo dos complexos, sendo assim possivel a observacdo dos

precipitados visualizados.

Figura 18: Testes para alcaloides.
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Fonte: Propria. Legenda: a) extrato aquoso; b) extrato aquoso com reagente de Dragendorff;
C) extrato aquoso com reagente de Mayer; d) extrato aquoso com reagente de Bouchardat;
e) extrato etanolico; f) extrato etanolico com reagente de Dragendorff; g) extrato etanolico
com reagente de Mayer; h) extrato etanolico com reagente de Bouchardat.

O teste de saponinas foi classificado como negativo para ambos 0s extratos,
visto que, apods a agitacdo a camada de espuma formada nao persistiu. A Figura 19b

e 19d mostra os extratos apds 15 minutos da agitacéo.
Figura 19: Teste para saponinas.
a.. C.d.
Fonte: Propria. Legenda: a) extrato aquoso; b) teste de saponinas em extrato aquoso; ¢)
extrato etanolico; d ) teste de saponinas em extrato etanolico.

Os resultados obtidos para os testes de triterpenoides ndo apresentaram
mudancas expressivas na coloragéo, impossibilitando sua classificagdo, sendo entéo

considerados negativo (Figura 20b e 20d).

Figura 20: Teste para triterpenoides.

Fonte: Prépria. Legenda: a) fase organica do extrato aquoso; b) teste para triterpenoides em

extrato aquoso; c) fase organica do extrato etanolico; d) teste para triterpenoides em extrato
etanolico.

Para o teste de esteroides obteve-se resultado negativo nos extratos
analisados, visto que, o extrato aquoso (Figuras 21b) ndo apresentou mudanca de
coloracdo apds o teste, enquanto no extrato etanolico (Figura 21d) houve a

formacao de um anel de tonalidade marrom.



54

Figura 21: Teste para esteroides.

" '.
Fonte: Propria. Legenda: a) fase orgéanica do extrato aquoso; b) teste para esteroides em

extrato aquoso; ¢) fase organica do extrato etanolico; d) teste para esteroides em extrato
etanolico.

4.5 OBTENQAO DO EXTRATO BRUTO

No procedimento para obtencdo do extrato bruto, o material vegetal foi
submerso em etanol por um periodo de tempo de 48 horas, Falkenberg, Santos e
Simdes (2007) explica que a rigidez dos tecidos é responséavel pela determinacéo do
tempo de extracdo, além de outros fatores como superficie de contato, temperatura
e escolha do solvente, sendo este procedimento responsavel pela hidrélise do
composto. Em seguida, esta solugdo foi submetida a evaporacdo em pressao
reduzida para concentragdo dos componentes entdo extraidos, Cunha e Barbosa
Filho (2014) justificam a raz&o deste procedimento evidenciando que a utilizagdo do
etanol (ou outra substancia de carater alcalino) acontece pelo fato que estas séo
responsaveis por hidrolisar os sais de alcaloides e desta forma permitir a
solubilidade em solventes organicos, este procedimento deve ser realizado em
temperatura ambiente pelo fato de alguns alcaloides sdo compostos de caréater
termolabeis. Assim, ao finalizar o processo com a evaporagao por pressao reduzida,
0s componentes extraidos durante a imersdo em etanol sdo concentrados e
combinados, resulta em uma solucéo pastosa.

A Tabela 05 porta dados referentes ao rendimento de Extrato Bruto obtido
durante as duas extracdes realizadas, na qual obteve-se rendimentos aproximados
em ambas as repeticoes.
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Tabela 05: Rendimento do Extrato Bruto.

Extraces Massa do material Massa do Rendimento
& vegetal seco (g) extrato bruto (g) do extrato (%)
Extracédo 01 300,132 19,563 6,518
Extracéo 02 400,060 24,980 6,244

4.6 OBTENCAO DA FRACAO DE ALCALOIDES TOTAIS

Segundo Henriques e colaboradores (2007) os alcaloides possuem carater
basico gracas a presenca de um par de elétrons livres proveniente do nitrogénio
presente em sua estrutura, comportando-se como uma base fraca. Por este motivo,
conforme mostra Cunha e Barbosa Filho (2014), com a agitacdo dos alcaloides em
meio acido diluido ocorre a protonacdo destes permitindo a formacédo de sais,
havendo a separacdo das substancias nao solubilizadas por meio da filtragao
realizada. A protonacdo dos alcaloides permite com que 0S mMesSmMOs sejam
solubilizados em meio aquoso, sendo explicado por Klein-Junior e Henrique (2017)
gue os alcaloides séo obtidos nesse meio a partir da fase aquosa acida originaria da
particao utilizando o cloroférmio como solvente.

Durante a alcalinizacdo da fase aquosa acida a solucdo apresenta uma
textura mais viscosa, isso pode ser explicado pelo fato de que, conforme aponta
Henriques e colaboradores (2007), a alcalinizacdo da fase aquosa acida permite a
liberacdo do préton adquirido no procedimento anterior, havendo novamente a
formacdo de uma amina livre, 0 que resulta aos alcaloides voltar a sua conformacéo
inicial e assim a sua precipitacdo no meio aquoso.

Cunha e Barbosa Filho (2014) explicam que ao submeter a fase aquosa
alcalina a particéo liquido — liquido com cloroformio, os alcaloides séo solubilizados
onde, apos a selecdo da fase organica e evaporacdo do solvente ocorre a
concentracdo da Fragdo de Alcaloides Totais (Figura 22). Bruneton (2001) explica
que geralmente as plantas que possuem alcaloides em sua composi¢éao dispdem de
uma combinacdo de varios tipos deste composto, sendo que apenas um tipo

apresenta-se como componente majoritario.
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Figura 22: Alcaloides extraidos.
o

Fonte: Propria.

A Tabela 06 expde o rendimento de alcaloides adquirido com as extracdes
realizadas, onde pode-se observar que em ambas obteve-se um rendimento

aproximado e satisfatério.

Tabela 06: Rendimento de alcaloides por extracao.

Rendimento Rendimento da

Extracoes do extrato (%) FAT (0) FAT (%)
Extracdo 01 6,518 0,705 3,60
Extracao 02 6,244 0,735 2,94
Média entre

extracoes 6,381 0,720 3,27

4.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.7.2 ldentificacdo dos agentes fitopatogénicos

O microrganismo fungico coletado em campo e cultivado em meio de cultura
BDA apresentou um crescimento micelial rapido, apresentando uma col6nia de
coloragdo acinzentada e uma leve camada esbranquicada em sua superficie (Figura
23a). Pela observagcdo microscopica de um fragmento selecionado, Figura 23b,
observa-se os conidios com formato alongado, extremidades arredondadas e sem
coloracdo com caracteristicas semelhantes as descritas por Menezes (2006) e Pitt e
Hocking (2009).
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Figura 23: Caracteristicas macroscopicas e microscopicas.

Fonte: Prépria. Legenda: a — crescimento micelial do C. gloeosporioides; b — conidios do C.
gloeosporioides.

4.7.5 Analise dos dados dos testes preliminares

Os testes preliminares antifungicos de difusdo de disco e pogos foram
realizados no mesmo meio de cultura em duplicata. As placas apresentaram
pequenos pontos de contaminagdo, entretanto houve formagéo de halos de inibicéo
do crescimento micelial nos pontos onde foram adicionados os extratos em ambos
os métodos (Figura 24), porém com melhor resultado para o teste de difusdo de

POGOS.

Figura 24: Teste preliminar de difusao de discos e

Alcool 70%

Calda bordalesa Calda bordalesa

Agua destilada

Fonte: Propria.
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Os halos de inibicdo pelo método de difusdo de disco e pocos foram maiores
em EEB, provavelmente pela eficiéncia de extragdo, propagacao no meio de cultura
e estabilidade dos metabdlitos em meio alcodlico (Tabela 07). A extracdo de
substancias de média e baixa polaridade em meio aquoso € limitada e, além disso,
apesar da baixa pressdo de vapor do solvente, a acdo de extratos aquosos tem
curto periodo de tempo em razdo da degradacdo dos metabolitos e, em
consequéncia, diminuicdo da atividade biologica (BARBOSA, 2001; MATOS, 2009).
N&o foi necesséaria a correcdo dos dados da Tabela 07, pois o controle negativo
respectivo a cada extrato ndo apresentou atividade antifungica. A calda bordalesa,
controle positivo, usada comumente no controle da antracnose (MAZARO E
COLABORADORES, 2013), ndo apresentou atividade antifungica no meio BDA, pois
sua acdo nao é por contato, ou seja, uma camada de protecdo € formada na

superficie da planta e, portanto, ndo ha propagacao no vegetal.

Tabela 07: Halo de inibicéo do teste de difusdo de disco e pocos.

Extrato Difusdo em Difusdo em Controle Controle
utilizado pocos discos positivo * negativo **
EAQ 0,7 cm 0,1 cm - _
EEB 1,1cm 0,2cm - -

* Calda bordalesa; ** Agua destilada estéril e alcool etilico a 70%, respectivamente.

Diversos métodos sao utilizados para testes microbioldgicos, dentre os mais
utilizados e classificados como eficientes encontra-se os métodos de difusdo em
agar. Pinto et al (2003, apud Ostrosky e colaboradores, 2008, p 302) explicam a

relacdo entre as substancias em teste e o desenvolvimento dos patdégenos:

O teste de difusdo em &gar, também chamado de difusédo em placas, € um
método fisico, no qual um microrganismo é desafiado contra uma
substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido e relaciona o
tamanho da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado

com a concentracdo da substancia ensaiada

Estudos comparativos sobre a eficiéncia dos métodos de difusdo em agar
resultaram na conclusdo que ambos os métodos sao eficazes, porém, o método de

difusdo em pocos demonstra-se mais sensivel, seguro e reprodutivel, uma vez que,
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ndo € possivel determinar com certeza a quantidade de extrato absorvido pelos
discos, j& 0s pocos possuem uma quantidade de extrato determinada, conferindo a
este  uma maior confiabilidade nos resultados (MAIA-ARAUJO E
COLABORADORES, 2011; SILVEIRA E COLABORADORES, 2009).

A acédo antifungica de extratos da P. juliflora contra diversos patogenos ja foi
avaliada por alguns autores, dentre eles, Cunha (2012) estudou a atividade
antifangica da P. juliflora com extratos hidroalcodlicos de folhas e cascas contra
espécies de Candida, obtendo melhores para o extrato das folhas. Satish e
colaboradores (2007) avaliaram o potencial antifingico dos extratos aquosos de 52
plantas contra espécies de Aspergillus, a P. juliflora demonstrou significativo
resultado para a espécie A. niger. E possivel que também espécies de
Colletotrichum possam ser controladas, tendo em vista a toxicidade dos extratos da
folha da algarobeira, cujos metabdlitos bioativos séo os alcaloides (CUNHA, 2012).

Os novos ensaios foram adaptados, baseando-se nos melhores resultados
(com o extrato etanodlico e difusdo em pocos) obtidos no teste preliminar discutido
anteriormente. Sendo assim, doses de 85 pL com 0,0 mg mL™, 6,8 mg mL™ e 13,6
mg mL™? da FAT foram adicionadas aos pocos e a formacdo das zonas de inibicéo
foram acompanhadas por seis dias. Os extratos alcaloidais inibiram o crescimento
micelial nas regides de difusdo e, portanto, apresentaram atividade antifungica,
sendo a dose com 13,6 mg mL™ superior em protecdo microbiana e mais uma vez
na regido do controle negativo o crescimento micelial ndo foi interrompido (Figura
25). Este resultado fortalece o fato que os alcaloides do extrato etandlico sdo os

componentes que contribuem para atividade antifungica.

Figura 25: Teste antifingico com extrato alcaloidal.

—

Agua destilada
+DMS0 2%

Fonte: Proépria.
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Os testes foram feitos em duplicata e a média dos halos de inibicdo esta
contida na Tabela 08. As doses aquosas de 6,8 mg mL™ e 13,6 mg mL™ da FAT
tiveram halos de inibicdo de 0,75 cm e 0,90 cm, respectivamente, e ndo houve

inibicdo na regido do controle negativo.

Tabela 08: Teste antifungico de difusdo em po¢os com a FAT em solucdo aquosa.
Dose Halo de inibicao

Controle negativo

* —

6,8 mg mL™ 0,75 cm

13,6 mg mL™ 0,90 cm

* Solugcédo aquosa de DMSO 2%.

Como visto, além de boa solubilidade em meio aquoso por meio da utilizacéo
do DMSO, tensoativo que ajuda na dissolucdo, o extrato alcaloidal tem excelente
propagacdo no meio de cultura BDA (BANDEIRA, 1998; SILVEIRA E
COLABORADORES, 2009) Assim, levando em consideracdo o relato de Pinto e
colaboradores (2003) e também o potencial téxico dos alcaloides da P. juliflora,
acredita-se que estas substancias possuem atividade contra o crescimento micelial

do fitopatdgeno por meio da formacdo de uma barreira fisica no meio de cultura.

4.7.7 Determinacao da percentagem de inibicdo do crescimento micelial

Outra metodologia foi adotada para aumentar a credibilidade do potencial
antifingico dos alcaloides da P. juliflora contra o C. gloeosporioides. Desta vez, o
EEB e EAL foram diluidos no préprio meio de cultura BDA e em seguida o
microrganismo foi inoculado por repicagem. Em todos os casos houve inibicdo do
crescimento micelial quando comparados com o controle negativo, sendo a inibicao

total provocada com dose 100% de ambos os extratos (Tabela 09).
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Tabela 09: Didmetro médio das coldnias no ensaio antifingico de crescimento micelial.

Controle
Extrato 50% 100% )
negativo **
EEB 1,35 cm 0Ocm 7,07 cm
EAL* 1,75 cm 0Ocm 7,02 cm

* Doses adicionadas do EAL ao meio de cultura: 6,8 mg mL™ (50%) e 13,6 mg mL™ (100%)
da FAT; ** Alcool etilico 70% e solu¢do aquosa de DMSO a 2% autoclavada.

Os valores de inibicdo do crescimento micelial foram corrigidos e convertidos
em PIC (MENTEN E COLABORADORES, 1976). Os extratos com dose de 100%
tiveram uma PIC de 100% de eficiéncia. O valor da PIC diminuiu para 81% (EEB) e

75% (EAL) quando as doses foram reduzidas a metade (Tabela 10 e Figura 26).

Tabela 10: Ensaio antifungico comparado pela PIC.

Extrato PIC (%)**
EEB (100%) 100
EEB (50%) 81
EAL (100%)* 100
EAL (50%)* 75

* Doses adicionadas do EAL ao meio de cultura: 6,8 mg mL™ (50%) e 13,6 mg mL™ (100%)
da FAT. ** Porcentagem de inibicdo de crescimento.
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Figura 26: Inibicdo do crescimento micelial do C. gloeosporioides com uso dos extratos.

Fonte: Propria. Legenda: a — alcool etilico a 70% como controle negativo; b — EEB a 50%; c
— EEB a 100%; d — solucdo aquosa de DMSO a 2% autoclavada como controle negativo;
EAL a 50%; EAL a 100%.

Acredita-se que a maior eficiéncia da PIC do EEB na dose de 50% em relagao
ao EAL esta ligada a presenca de outros metabdlitos, além dos alcaloides presentes
no extrato. Por exemplo, os taninos possuem propriedades de inibicdo de enzimas
de microrganismos, o que pode ter potencializado a agdo desse extrato em relacao
ao EAL (CUNHA, 2012; SANTOS E MELLO, 2007; SCARLBERT, 1991). Uma
estimativa do processo do isolamento dos alcaloides, descrita no presente trabalho,
leva a crer que a concentracdo minima deste metabolito no EEB é de 2,33 mg mL™,
entretanto, a extragdo &cido-base € realizada em varias etapas e a perda das
substancias alcaloidais é inevitavel e, portanto, deve-se considerar que a
concentracdo de alcaloides no EEB seja bem maior. A acéo inibitéria do EAL pode
ser referente a sua atividade direta entre a comunicacdo intra e intercelular de
microrganismos, de modo que ocorrem alteracfes nas suas reacdes metabolicas e
funcdes celulares (HENRIQUE E COLABORADORES, 2007).

Outro fator que deve ser levado em considerado sdo as condi¢cdes ofertadas
para o cultivo in vitro. Os fitopatdgenos devem ser cultivados em meio nutritivo com

a presenca de todas as substancias necesséarias para o desenvolvimento e
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crescimento dos fungos, além de condi¢cdes de temperatura, luz, pH e aeracéo
adequadas (ZAUZA; ALFENA E MAFIA, 2007). A interagdo entre os componentes
de carater basico, como os alcaloides (HENRIQUE E COLABORADORES, 2007), e
o0 meio de cultura pode causar modificacdes no pH resultando em alteracbes nas
reacfes quimicas entre 0s microrganismos e o meio, e em consequéncia dificultando
0 crescimento micelial.

Os resultados da atividade antifungica das folhas da P. juliflora contra o C.
gloeosporioides corroboram com trabalhos encontrados na literatura. Alves (2008),
por exemplo, testou a atividade antifungica de extratos aquosos e etanolicos das
diversas partes de 16 espécies vegetais, utilizadas popularmente como ervas
medicinal. Dentre os tratamentos, obteve-se resultados considerados relevantes ao
se utilizar alho, malva e gengibre, perfazendo um percentual de inibicdo superior a
97%, j& o extrato aquoso de cravo da india apresentou o menor potencial obtido em
todos os tratamentos realizados, inibindo 30,5% do crescimento micelial. Carvalho
(2010) testou extratos aquosos de alecrim pimenta, nim e urtiga, resultando a
inibicdo completa do crescimento micelial em todas as concentracfes do alecrim
pimenta, inibicdo proporcional a concentracdo no extrato de nim e efeito reverso com
0 extrato de urtiga.

A atividade antifingica dos alcaloides foi avaliada por Aquino (2006), através
de ensaios com alcaloides de Aspidosperma ramiflorum Muell. Arg e Aspidosperma
tomentosum Mart em quatro espécies de Candida (C. albicans, C. haemulonii, C.
krusei e C. parapsilosis) e isolados de Cryptococcus neoformans. O extrato
alcaloidal apresentou-se ativo em todas as concentragbes para C. krusei e C.
parapsilosis e para os isolados de Cryptococcus neoformans, mostrando-se
relevante, pois esta espécie € resistente a fluconazol, principal medicamento

utilizado no tratamento de enfermidades de sua origem.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da prospeccéo fitoquimica das folhas da P. juliflora a presenca de
compostos fendlicos, flavonoides, flavonas, flavonois, xantonas e alcaloides no
extrato aquoso, e compostos fendlicos, taninos, flavonoides, flavonas, flavonais,
xantonas e alcaloides no extrato etandlico foi detectada.

Os extratos da folha da P. juliflora apresentaram efeito antifingico in vitro
sobre o fitopatdogeno C. gloeospoioides em todos os casos testados. A metodologia
de difusdo em poco levou a melhores resultados em comparacdo ao método de
difuséo em disco.

Num primeiro momento o extrato etandlico das folhas da P. juliflora foi mais
eficiente quando comparado ao extrato aquoso, pois o alcool etilico tem maior
capacidade de extrair metabdlitos em concentracdo e quantidade.

Em relacdo a metodologia de diluicdo em BDA a dose de 13,6 mg mL™ do
extrato da FAT e 100% do extrato etandlico levou a inibicdo total do crescimento
micelial do fungo. No entanto, a dose de 6,8 mg mL™ do extrato da FAT resultou na
PIC de 75 % e o extrato etandlico diluido a 50% forneceu uma PIC de 81%.

Os ensaios bioldgicos com o extrato alcaloidal comprovam o potencial toxico
antifangico dos alcaloides da P. julifiora e fortalece a hipotese destes metabolitos
secundarios serem o principio ativo nos extratos aquoso e etandlico.

Contudo, € necessario mais estudos sobre a concentracdo minima dos
extratos da P. juliflora no controle do C. gloeospoioides in vitro e também ensaios
antifingicos em campo onde serdo levados em consideragdo os fatores ambientais

e fisiologicos do A. occidentale L.
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