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RESUMO

A alelopatia estuda as interagBes entre plantas através da liberacdo de metabdlitos
secundarios no meio de cultivo, esses interagem com outras espécies de plantas e
podem provocar efeitos benéficos como aumento da protecdo das partes aéreas a
incidéncia de insetos, ou, danosos como a interrupcéo do crescimento. Esses efeitos
sdo observados em sistemas agroflorestais, porém, se tornou objeto de estudo para
possibilidade de desenvolvimento de moléculas como agregado na producédo de
defensivos agricolas ou uso direto como manejo de menor impacto. O presente
trabalho, objetiva identificar substancias quimicas capazes de provocar efeitos
alelopaticos através de mecanismos qualitativos utilizando reac¢des quimicas e testar
os efeitos dos aleloquimicos em plantulas de alface. As partes da planta de Eucalipto
foram compradas em comeércio local de Uberaba-MG, foram submetidas a lavagem,
secagem e calculo de umidade. Realizou-se a extracao e identificacdo das classes de
compostos quimicos através de reagBes quimicas. Além disso, foram preparadas
solucdes, contendo as substancias alelopaticas, e aplicadas em plantulas de alface
em delineamento de blocos casualizados. A medicdo do tamanho das plantas foi
realizada no sexto dia apds a aplicacdo das solugdes nas plantas. Os resultados foram
comparados utilizando ANOVA e Teste Tukey a 5% de significaAncia. Através das
reacoes foram identificadas a presenca de varias classes de substancias, como:
flavonoides, alcaloides, fenantreno e taninos em grandes porcentagens dos testes.
Essas substancias influenciaram tanto o crescimento quanto o desenvolvimento das
plantulas, gerando efeitos em partes dos blocos. Desta forma, os resultados
evidenciam que essas substancias geram efeitos nessas espécies de plantas e pode
ser utilizada como forma de manejo de menor impacto e producao de ativos e produtos
menos agressivos ao meio ambiente.

Palavras-chave: Alelopatia; agentes alelopaticos; germinacéo.



ABSTRACT

Allelopathy studies the interactions between plants through the release of secondary
metabolites into the cultivation medium, which interact with other plant species and
can cause beneficial effects such as increased protection of aerial parts against the
incidence of insects, or harmful effects such as growth interruption. . These effects are
observed in agroforestry systems; however, it has become the object of study for the
possibility of developing molecules as an aggregate in the production of agricultural
pesticides or direct use as lower impact management. The present work aims to
identify chemical substances capable of causing allelopathic effects through qualitative
mechanisms using chemical reactions and test the effects of allelochemicals on lettuce
seedlings. The parts of the Eucalyptus plant were purchased from local stores in
Uberaba-MG and were washed, dried and calculated for humidity. The extraction and
identification of classes of chemical compounds was carried out through chemical
reactions. Furthermore, solutions containing allelopathic substances were prepared
and applied to lettuce seedlings in a randomized block design. Plant size was
measured on the sixth day after applying the solutions to the plants. The results were
compared using ANOVA and Tukey test at 5% significance. Through the reactions, the
presence of several classes of substances was identified, such as: flavonoids,
alkaloids, phenanthrenes and tannins in large percentages of the tests. These
substances influenced both the growth and development of seedlings, generating
effects in parts of the blocks. Thus, the results show that these substances generate
effects on these plant species and can be used as a form of management with less
impact and production of assets and products that are less aggressive to the
environment.

Keywords: Allelopathy; secondary metabolites; germination.



1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento dos métodos de pesquisa, percebeu-se a possibilidade
de comprovar que determinadas espécies de plantas exercem influéncia no
crescimento, desenvolvimento e divisdo celular de outras espécies favorecendo
sistemas de manejo sustentavel (SOARES, SILVA, DIAS, 2020). O eucalipto possui
papel importante nesses sistemas por conter substancias capazes de provocar efeitos
alelopaticos. E por isso tem sido utilizado como objeto de estudo envolvendo essas
substancias (PEREIRA et al., 2020).

A implantacado de sistemas florestais em conjunto com culturas agricolas tem-
se mostrado eficiente no aumento da produtividade, isso ocorre devido a interacéo do
plantio de arvores e plantagfes, indicando o eucalipto por ser grande produtor de
substancias alelopéaticas como alcaloides, flavonoides, fenantreno e taninos
(CASTIANI, 2021). Embora seja eficiente na producéo de aleloquimicos, o eucalipto
merece atencdo por ser percursor de sitios ativos que podem provocar efeitos
benéficos como a protecdo de suas partes aéreas ou danosos como interrupcao de
crescimento (LIMA, 2020). As interacbes em geral ocorrem no meio de cultivo da
planta e podem ser alteradas pelas estacdes do ano e o indice pluviométrico
(BITENCOURT et al., 2021). De acordo com Bedin et al. (2006) “a alelopatia: é
definida pela interferéncia de substancias quimicas produzidas por determinado
vegetal, chamadas de aleloquimicos”. O estudo dos aleloquimicos possui grande
relevancia pois, o conhecimento dessas substancias permite a seletividade entre as
culturas através de sua utilizacdo na inibicdo das ervas daninhas e otimizacéo
consequente do vegetal alvo (GOLDFARB, PIMENTEL, PIMENTEL, 2009; OLIVEIRA
et al. (2020). Essas substancias sao derivadas de metabdlitos secundarios e, Rocha
et al. (2020) ressalta que esses efeitos ndo sao provocados por um Unico fator isolado

e podem ser afetados pelo meio e sazonalidade de cultivos.

Os aleloquimicos variam de acordo com as espécies de vegetais, e
diferenciam-se em quantidade e qualidade, sofrendo até mesmo a interferéncia do
meio de ocorréncia ou ciclo de cultivo (FERREIRA & AQUILA, 2000; OLIVEIRA et al.,
2020). Suas liberacdes em quantidades significativas provocam efeitos nos vegetais
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(CARVALHO et al., 1993; CASTIANI, 2021). Em geral os efeitos provocados pelos
aleloguimicos sédo causados por compostos secundarios de diversas classes quimicas
tais como aminas, polifendis e fenil/antraceno (BORELLA, PASTORINI, 2010; SILVA
et al., 2021).

Segundo Rocha et al. (2020) pesquisas sugerem a exploracdo da alelopatia
como alternativa de manejo plantas infectantes, sendo que o controle dessa variedade
geralmente ocorre por meio do uso de herbicidas. Isso tem gerado certa preocupacao
pelo elevado nivel de contaminacgéo do solo e dos alimentos (FORMAGIO et al., 2010).
Notoriamente, enxerga-se nos aleloquimicos um recurso eficiente para controle da
espécie infectante na agricultura, de modo a preservar os recursos (BITENCOURT et
al., 2021) e produzir cultivos de qualidade, melhorando a forma de cultivo das
lavouras, podendo utilizar tais propriedades na confeccdo de herbicidas de forma
incorporada em seu potencial ativo (FORMAGIO et al., 2010; BITENCOURT et al.,
2021).

12



2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo identificar a presenca substancias
capazes de produzir efeitos alelopéticos, como alcaloides, flavonoides, fenantreno e
taninos, presentes em partes do Eucalipto através de reacdes quimicas e testar os

efeitos dos extratos contendo aleloquimicos em plantulas de alface.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

e Fazer a extracdo da planta eucalipto por Soxhlet;

¢ |dentificar qualitativamente a presenca de substancias quimicas no extrato
através de reacdes quimicas;

e Preparar solucdes de diferentes concentracfes de extrato de eucalipto e
aplica-las em plantulas de alface;

e Analisar os possiveis efeitos do extrato contendo aleloquimicos no

desenvolvimento das plantulas de alface.

13



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O termo alelopatia, foi criado em 1937 pelo pesquisador Hans Molish, deriva do
grego allelon (de um para outro), pathés (sofrer) (FERREIRA, AQUILA, 2000;
OLIVEIRA et al., 2020). E definida como qualquer efeito que uma planta exerce sobre
outra pela producdo de compostos quimicos liberados no ambiente (RICE, 1984;
OLIVEIRA et al., 2020).

Pode-se dizer entdo que, nomeia interagdes entre tipos de plantas (CARMO,
BORGES, TAKAKI, 2007; BITENCOURT et al., 2021). Correlaciona-se a alelopatia
com a capacidade de uma espécie gerar efeitos no desenvolvimento de outra, atraves
de substancias quimicas conhecidas como aleloquimicos comumente liberadas no
meio de cultivo (FORMAGIO et al.; 2010; CASTIANI, 2021).

Os aleloquimicos séo derivados da atividade celular podendo ser conhecidos
como metabdlitos secundarios e sao substancias funcionais de defesa ou protecéao,
gque em alguma fase da vida representou vantagens para a planta de forma geral
(MANO, 2006; SILVA et al.,, 2021). Ainda ndo se sabe se esses metabdlitos sédo
produtos do metabolismo celular ou se sao sintetizados como funcao especifica. Mas
se sabe que, conforme o desenvolvimento, idade da planta e os tipos de 6rgéos
vegetais podem influenciar na quantidade total de metabdlitos (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; BITENCOURT et al., 2021). Sabe-se também que esses variam em
qualidade e quantidade de acordo com cada espécie e até mesmo de um local ou ciclo
de cultivo para outro, isso porque eles dependem das condicbes de exposicao da
planta (FERREIRA; AQUILA, 2000; SOARES, SILVA, DIAS, 2020).

Contudo, o estudo dos efeitos alelopéaticos engloba pesquisas com finalidade
de desenvolver moléculas capazes de controlar plantas infectantes com menor
impacto ambiental (BORELLA; PASTORINI, 2010; CASTIANI, 2021). Para isso, se faz
necessario o conhecimento sobre os mecanismos utilizados pelos aleloguimicos.
Bezerra (2020) acredita que esses compostos sao liberados por volatilizagéo,
lixiviagdo, decomposi¢cédo e exsudagdo. Os volatilizados sdo liberados pela planta
doadora e depois passam pelo processo ambiental onde se perde uma parte e a outra

€ absorvida pela planta receptora (MANO, 2006; OLIVEIRA et al., 2020).
14



Segundo Einhellig (1995) e Bezerra (2020) os aleloquimicos possuem
mecanismos de acdo que podem ocorrer por causa de perturbacdes na membrana,
como mostra a Figura 1. De acordo com ao autores, atraves dessas perturbacdes na
membrana, criam-se 0s seguintes modos de a¢do por interacdes com hormonios (que
atuam diretamente no desenvolvimento das plantas e processos envolvendo frutos e
flores), transporte de enzimas especificas (que funcionam como catalisadores de
reacfes metabdlicas), de estado hidrico (que envolve a absorcdo de agua e seu
retorno para a atmosfera) e estrutura (que envolve processo como fixagao, nutricao,

dentre outros).

Figura 1: Mecanismo de acao de aleloquimicos.

PERTURBAGAO DA MEMBRANA
LIGANDO - ESTRUTURAS - TRANSPORTE - ENERGETICOS

e

ACAO PRIMARIA

-

ACAO SECUNDARIA

Divisdo celular e expansio

!

Inibigao do crescimento
ou do desenvolvimento

Fonte: Adaptado de Einhellig (1995).
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Além do mais, fatores como radiacao ultravioleta, doencas e ataques de insetos
podem alterar a quantidade de aleloquimicos produzidos (FORMAGIO et al., 2010;
BEZERRA, 2020). Oliveira et al. (2020) diz que esses modos de atuacao séo fonte de
estudos constantes e sabe-se que esses aleloquimicos tem aparente atuacdo em
sitios moleculares distintos dos herbicidas comerciais, tendo aplicacbes praticas

semelhantes, porém, efeitos e permanéncia ambiental diferentes.

3.1 PESTICIDAS

Os pesticidas foram de grande importancia em alguma etapa evolutiva do
homem, as primeiras descobertas levaram ao uso de substancias toxicas que mais
tarde desencadeou uma série de fatores prejudiciais ao meio ambiente e a populacéo
em geral (PEREIRA et al., 2020). Com a evolu¢cdo do homem surgiu a necessidade
de se produzir cada vez mais alimento. Para aumentar a produtividade houve a
necessidade de desenvolver técnicas para o combate de pragas e ervas-daninhas
(MACHADO et al., 2006; BURALLI, 2020). Demais técnicas também tém sido
desenvolvidas com a finalidade de forcar o aumento da producédo de alimentos, isso
por meio de introducdo de novas tecnologias, expansdo de fronteiras agricolas,
intensificacdo do uso do solo, aplicacdo de agroquimicos, mecanizacao e outros
fatores (GERGOLETTI, 2008; ALVES, COELHO, PEREIRA et al., 2020).

Os agroquimicos de acordo com Velasco & Capanema (2006) sdo também
conhecidos como agrotoxico, pesticida, praguicida ou biocida. Os agroquimicos tém
sua definicdo no Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei
7.802/1989, em seu artigo 1°, inciso IV:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados
ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos,
bem como as substéncias de produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.”
16



A acao do herbicida consiste em controlar espécies daninhas, interferindo no
seu crescimento e desenvolvimento. A interferéncia ocorre através de modos de acao
gue agem como bloqueadores na germinacao e impedem a produc¢éo de carboidratos
essenciais, proteinas e/ou lipideos (MACHADO et al., 2006; DAUFENBACK et al.,
2022). E podem também desidratar folhas e caules (MARCHI; MARCHI;
GUIMARAES, 2008; ALVES, COELHO, PEREIRA, 2020).

O consumo de agrotoxicos comercializados mundialmente € composto em sua
grande maioria pelos herbicidas (MOURA; FRANCO; MATALLO, 2008; BURALLI,
2020). Para Christoffolet e Ovejero (2008) os herbicidas ndo devem ser utilizados
durante muito tempo de forma continua e invariavel, isso porque h& grande
possibilidade do surgimento de plantas daninhas resistentes, através de selecéo, e
por isso é indicado o uso de herbicidas com diferentes mecanismos de acdo (MARCHI;
MARCHI; GUIMARAES, 2008; BEZERRA, 2020). Segundo Machado et al., (2006) a
fito toxicidade dos herbicidas pode ser separada em: mecanismo de agcdo e modo
acdo, o primeiro ocorre no interior das células sendo um processo bioquimico inibido
pelo herbicida, este tdo somente pode ser capaz de matar plantas sensiveis, ja o
segundo € o conjunto de fatores do primeiro e 0s sintomas visiveis na estrutura da
planta (BEZERRA, 2020).

Devido ao risco iminente do uso de herbicidas sintéticos, que pode realizar
alteracdes importantes no solo como a restri¢cdo bioldgica da fixacdo de N2, causando
a nitrificacédo (EIRA, 1995; BURALLLI, 2020), ressalta-se a importancia pela descoberta
de novos produtos com efeitos similares, mas sem ou com reduzida toxicidade. Além
disso, com a descoberta da alelopatia surgiram pesquisas como objetivo de se
encontrar plantas capazes de atuar no controle de pragas, mediante a liberacédo de
aleloquimicos presentes em seus extratos (CANDIDO et al., 2013; ALVES, COELHO,
PEREIRA et al., 2020).

Desta forma, o estudo de Buralli, (2020) se mostra muito importante. De acordo
com o autor, o extrato de eucalipto apresenta compostos em sua constituicdo com
importante agdo como herbicida natural. Aléem disso, o extrato de eucalipto apresenta
baixa toxicidade em mamiferos, pouca concentracdo residual, se comparado aos
herbicidas sintéticos, e é amplamente eficaz contra uma variedade de pragas

(TOLOZA, et al. 2006; ALVES, COELHO, PEREIRA et al., 2020).
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3.2 PLANTAS: ESPECIES ALELOPATICAS

Com a descoberta da alelopatia pesquisas para encontrar-se substancias
naturais capazes de atuar de forma natural no controle de pragas, mediante a
liberacdo de aleloquimicos aumentou (CANDIDO et al.,, 2013; CHIOCHETTA,
TISCHER, 2021). As plantas sao consideradas essenciais para a vida do homem, de
acordo com Rocha et al. (2020) é delas a capacidade de renovar o ar através da
fotossintese, produzir alimentos, madeira, além de preservar o equilibrio dos
ecossistemas em que estdo incorporadas (CHIOCHETTA, TISCHER, 2021).

Cada espécie tem caracteristicas determinantes para sua sobrevivéncia e é a
partir dessas que se nota a importancia da biossintese realizada pelas células de cada
planta produzindo substancias. Segundo Rocha et al. (2020) essas substancias sao
capazes de interferir em outras espécies divisoras de um mesmo espaco, fendbmeno
denominado interferéncia. De acordo com Goldfarb, Pimentel & Pimentel (2009) e
Rocha et al. (2020) o modo de atuacdo dessas substancias nas outras espécies de
plantas ainda é dificil de ser totalmente determinado em sua esséncia, iSso ocorre pois
elas afetam mais de uma funcdo e possuem efeitos colaterais semelhantes aos
principais e por isso se torna dificil sua distincdo (CHIOCHETTA, TISCHER, 2021).

Quanto as espécies consideradas alelopaticas o eucalipto tem ganhado
inlmeras observacbes devidas sua grande atividade alelopéatica (FERREIRA;
AQUILA, 2000; CASTIANI, 2021).

3.3 EUCALIPTO

O eucalipto segundo Pereira et al.,, (2020) € uma planta da familia das
Angiospermas, possui inumeras aplicagdes dentre elas sua importancia no fomento
de empresas de papel e celulose e painéis de madeira. Possui grande aplicabilidade
em teste com aleloquimicos por ser grande percursor desses (MORAIS;
CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). O eucalipto ainda afasta insetos e animais

sendo suas florestas chamadas comumente de “deserto verde”.
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A familia das Angiospermas é dividida em trés outros grupos dentre eles
encontramos o grupo das Mirtaceas no qual se encontra classificado o eucalipto. Esta
familia compreende entre 140 e 150 géneros e 3.500 a 3.600 espécies (MORAIS;
CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014; PEREIRA et al., 2020). S&o arvores de grande
porte, como mostra a Figura 2.

Figura 2: Plantacao de Eucalipto.
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Fonte: https://torabras.com.br/o-eucalipto.

Na regidao do Triangulo Mineiro predomina espécie de Eucalipto conhecida por
Eucalyptus grandis (‘urograndis”). Sua composicdo botanica em geral tem:
holocelulose que € composta pela celulose e polissacarideos, alfacelulose é um
polimero de celulose, extrativos totais contendo lignina e compostos volateis
(BARREIROS et al., 2023). De acordo Zanuncio et al., teores de lignina insolavel e
solivel compde cerca de 30% dos extrativos totais, sendo restante composto por

substancias quimicas de classes variadas e capazes de gerar efeitos no solo e
cultivares proximos.
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3.4 SUBSTANCIAS ALELOPATICAS

Essas substancias sdo também conhecidas como aleloquimicos derivados do
metabolismo secundério das plantas, podem ser liberadas pelo vegetal no ambiente
como forma de atrair, repelir, nutrir ou prover toxicidade (CREMONEZ et al., 2013;
PEREIRA et al., 2020). Estudos sugerem a eficacia de determinados extratos de
plantas, causando inibicdo no crescimento de plantas infectantes e potencializando o
crescimento radicular de algumas culturas especificas. Muitas substancias de classes
quimicas diferentes atuam como aleloquimicos, como sera abordado a seguir. Além
disso, essas substancias podem ser identificadas por métodos qualitativos, através de
reacdes quimicas para identificacdo de qual classe essas pertencem (PEREIRA et al.,
2020).

3.5 TANINOS

Os taninos (Figura 3) sdo substancias da classe dos polifenéis advindos dos
vegetais, possuem capacidade antioxidante, sequestrante e complexante. E
amplamente utilizado em medicamentos e sua presenca em bebidas como vinho
confere requinte ao produto. Tem caracteristica polar e costuma ser responsavel por

carateristicas como adstringéncia (CASTIANI, 2021).

Figura 3: Estrutura e tipos dos Taninos.
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Fonte: Ghosh (2015).
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De acordo com Castejon (2011) e Oliveira et al. (2020) os taninos sao
compostos habeis na formacao de complexos, sendo essa caracteristica responsavel
por sua propriedade controladora de insetos, fungos e bactérias, além de suas
finalidades industriais (CASTIANI, 2021). Segundo Battestin, Matsuda e Macedo
(2004) os taninos estdo presentes em determinadas espécies de plantas como a
classe das angiospermas e dentro dessa classe predominam nas dicotiledénias. E
predominam em partes das plantas como: raizes, lenho, cascas, folhas dentre outras
(PEREIRA et al., 2020).

Os taninos podem ser classificados em dois grupos mais importantes sendo os
hidrolisaveis com moléculas de poli-hidroxifendis (BATTESTIN; MATSUDA,
MACEDO, 2004; CASTIANI, 2021) e os condensados que possuem estrutura quimica
polihidroxi-flavan-3-ol (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001; SOARES, SILVA, DIAS,
2020). H4 também uma classe de taninos que formam precipitados avermelhados e
sdo altamente insollveis e condensados como os flobafenos (SILVA, 2009;
CHIOCHETTA, TISCHER, 2021). Outras classes também sugerem atividade
alelopética tais como flavonoides, flavonas e alcaloides.

3.6 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo compostos fendlicos derivados do metabolismo secundario
de plantas. Tem caracteristicas como baixo peso molecular e ainda podem ser
encontrados em diversos tipos de vegetais. Possuem propriedades de grande
interesse como a sua acdo em células e tecidos (SOARES, SILVA, DIAS, 2020). A
classificacdo desses compostos esta ligado ao nivel de oxidacdo percebido em suas
estruturas quimicas e nessa classe de compostos podemos encontrar as flavonas
(Figura 4), sendo essa um flavonoide comum em madeiras e flores (OLIVEIRA et al.,
2020).
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Figura 4: Estrutura da Flavona.

Fonte: Flavonoides | Offarm (elsevier.es).

3.7 ALCALOIDES E FENANTRENO

Estéo presentes em flores, folhas e partes de vegetais. No caso dos alcaloides
tem carater alcalino e possui sabor amargo. Possuem diversas aplicacbes podendo
ser produtor de compostos benéficos ou ndo (ROCHA et al., 2020). Ja o fenantreno é
um composto aromatico policiclico com capacidade fotossensitizante, ou que
absorvem luz para realizacdo de fotossintese. As estruturas quimicas basicas de um

alcaloide e fenantreno estéo apresentadas na Figura 5.

Figura 5: Estruturas quimicas (a) Alcaloide e (b) Fenantreno

(b)

Fonte: Cabral, Pita (2015); Silva (2009).
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De acordo com Oliveira et al. (2020) os alcaloides e fenantreno compdem um
grupo heterogéneo, formado por compostos naturais de estrutura complexa. Devido a
atividade desses metabdlitos secundarios, Marques & Lopes (2015) e Soares, Silva &

Dias (2020) acreditam que essas classes sao estudadas com relagdo a sua estrutura
quimica e atividade.
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4 MATERIAIS E METODOS

O eucalipto utilizado neste estudo foi comprado em comércio da cidade de
Uberaba-MG.

4.1 Determinacao da Umidade

As cascas foram previamente lavadas e secas em local ventilado com
incidéncia moderada de sol. Para analise de umidade em método adaptado de Silva
et al. (2020) foram colocadas 3 placas de Petri em estufa a 100°C (+£1,0°C) por 30
minutos. Retirou-se as placas da estufa e, apds voltarem a temperatura ambiente, em
cada placa foram pesados um grama de amostra. Colocou-se as amostras na estufa
a 100°C por 2 horas. Em seguida, retirou-se as amostras da estufa e, apés voltarem
a temperatura ambiente pesou-se novamente (SILVA, et al., 2020). O célculo da

umidade foi feito através da equacéo 1:

umldade(o/o) — massa umida—massa seca _X,'lOO ( 1 )

massa umida

4.2 Extracao e preparacao das solugdes

As partes do Eucalipto: folhas, cascas e pequenos galhos; foram secos e
triturados em liquidificador industrial na velocidade maxima, durante 30 minutos com
pequenas pausas para evitar aguecimento. As amostras trituradas foram submetidas
a extracoes exaustivas em aparato Soxhlet na proporcéo de 1:8 de massa vegetal
para o solvente, com conservacdo da massa e troca do solvente na ordem de
polaridade decrescente: hexano, metanol e etanol, de acordo com a metodologia
adaptada de Oliveira et al. (2016). Os diferentes extratos obtidos foram reunidos e
submetidos a rotaevaporacao para secar o solvente. O extrato foi entdo mantido em
estufa a 40°C (x1,0) até completa secagem, conforme mostra a Figura 6. Entao, foi
mantido sob refrigeracdo até a utilizagdo. O rendimento percentual da extracdo foi

calculado através da equagéo 2:
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RY% = massa do extrato 100 ( 2 )

massa de eucalipto

Figura 6: Esquema de extracao do eucalipto e obtenc&o do extrato.

Fonte: Da autora, 2023.

As solucdes a partir do extrato obtido foram preparadas nas concentracdes de
1,3%, 3,44%, 5,11% e 6,1% de bioativos (Figura 7) e aplicadas em plantulas de alface
com tamanho médio de 5,3 centimetros. O delineamento foi em blocos casualizados.
As plantulas foram observadas até o sexto dia da aplicacdo e assim registrou-se as

condic¢des das plantas em aspecto e dimensdes de acordo com ROCHA et al. (2020).
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Figura 7: Solucdes do extrato de eucalipto para aplicacdo em plantulas.

-

Fonte: Da autora, 2023.

4.3 Identificacdo das classes de substancias alelopaticas presentes nos extratos
obtidos

A seguir sdo apresentadas as metodologias para os ensaios qualitativos de

identificacao.

4.3.1.Para a identificag&o de taninos presentes nos extratos foram realizados os

ensaios:

Para os ensaios de identificacdo das classes das substéncias quimicas
presentes no extrato obtido utilizou-se a metodologia adaptada de Mouco, Bernardino
& Cornélio (2003). Pesou 2g do extrato, adicionou 80 ml de agua destilada e aqueceu-
se até fervura durante 2 minutos. Em seguida realizou-se uma filtragdo simples,
procurando manter o pé no fundo do recipiente. Repetiu-se esse procedimento por
duas vezes. Assim, a partir da solucdo extrativa foram utilizadas aliquotas para
identificac&o de taninos (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).
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- Reacdo com cloreto férrico

A 2mL da solucéo extrativa adicionou 5mL de agua destilada e uma gota de
cloreto férrico 2% (m/v), escorrendo esse ultimo pela parede do tubo. Observou-se a
formacdo de precipitado ou aparecimento de coloracdo: azul, preta ou verde
dependendo do tipo de estrutura quimica. Adicionou mais 2 a 3 gotas do mesmo
reativo para confirmagéo (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

Neste teste os grupos —OH dos taninos formam um complexo com o ferro (Fe).
A reacdo que ocorre é uma complexacao de grupos eletrodoadores -OH na posi¢ao
orto e fons Fe*, como mostra a Figura 8. A cor do complexo depende do nlimero e
da posicdo dos grupos fendlicos. Os galotaninos e o0s elagitaninos (taninos
hidrolisaveis ou do tipo pirogalol) dao cor preto-azulada e precipitados, e os taninos

condensados ou do tipo catequina dao precipitado marrom-esverdeado.

Figura 8: Reagao de complexagéo dos taninos com o ferro.

Fonte: https://semmelweis.hu/farmakognozia/files/2017/03/Tannins_2017.pdf.

- Reacdo com solucéo de acetato de cobre

Adicionou-se 1mL de solucéo extrativa em um tubo de ensaio e adicionou-se 5
gotas de acetato de cobre a 5%. Aguardou-se a formacdo de precipitado castanho
avermelhado (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

Os taninos precipitam com metais toxicos (Cu?* e Pb?") e a reacdo de
precipitacdo com esses metais € quase quantitativa, portanto pode ser utilizado para

determinacao de taninos, como mostra a Figura 9.
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Figura 9: Reacéo entre taninos e ions Cu?*

H OH

2+
+ Cu - Cu + 2H*
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Fonte: Sarra et al. (2016).

- Reagcdo com acetato de chumbo neutro

Em um tubo de ensaio adicionou-se 1mL da solucéo extrativa diluida em agua
na proporcdo de 1:5. Em seguida adicionou-se 1 a 2 gotas de solucdo aquosa de
acetato de chumbo neutro a 10%. Observou a formacdo de precipitado castanho
volumoso e denso (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

- Reacdo com acetato de chumbo e acido acético glacial

Em um tubo de ensaio adicionou-se 3mL de solucédo extrativa, adicionou-se 2
mL de acido acético glacial a 10% e 3mL da solucdo de acetato de chumbo a 10%.
Aguardou-se a formacdo de um precipitado castanho avermelhado indicando a
presenca de taninos galicos. A adicdo de acido acético impede a precipitacdo de
taninos catequinicos.

Acrescentou-se ao método um segundo teste como prova comparativa dos
primeiros resultados, para isso preparou-se um decocto com tempo de 15 minutos
com 5g do extrato e 100mL de a4gua destilada. Em seguida filtrou-se e aguardou-se
esfriar. Com essa nova solucao extrativa realizou-se os testes para identificacéo de
taninos. Duas técnicas dando positivo confirmam a presenca de taninos (MOUCO,
BERNARDINO, CORNELIO; 2003).
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- Gelatina

Adicionou-se em um tubo de ensaio 2mL da solucdo extrativa, 10mL de agua
destilada e 2 a 4 gotas de acido cloridrico (HCI) a 4% (v/v) e adicionou solucédo de
gelatina a 2,5% gota a gota. Observou a formacéo de precipitado, indicando reacao
positiva (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

Esse teste € efetivo porque o0s taninos precipitam proteinas através da

complexacdo com as proteinas, como mostra a Figura 10.
Figura 10: Complexacéo entre taninos e proteinas como a gelatina.
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Fonte: https://semmelweis.hu/farmakognozia/files/2017/03/Tannins_2017.pdf.
- Acetato de chumbo

Em um tubo de ensaio adicionou-se 5mL de solugéo extrativa, 10mL de solucao
de &cido acético 10% e 5mL de solucédo de acetato de chumbo 10%. Aguardou-se a
formacéao de precipitado esbranqui¢cado indicando a presenca de taninos hidrolisaveis
(MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).
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- Cloreto férrico em metanol

Colocou 2ml da solucéo extrativa com 10ml de &gua destilada e duas a quatro
gotas de solucao de cloreto férrico (FeCl3) 1% em metanol. Aguardou coloracéo azul
para taninos hidrolisaveis ou galicos, verde para condensados ou catéquicos
(MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

- Prova em branco e identificacdo de taninos hidrolisaveis

Para a separacao dos taninos hidrolisaveis e condensados utilizou rea¢cdo com
reativo de Stiasny. O reativo foi preparado utilizando 5mL de &cido cloridrico
concentrado com 10mL de formol sob refluxo por 20 minutos. Acrescentou ao reativo
25mL da solucédo extrativa e submeteu a refluxo por 30 minutos. Reservou-se e
aguardou-se esfriar. Os taninos condensados formam um precipitado vermelho
flobafeno.

Os taninos hidrolisdveis permanecem em solucao e podem ser identificados
utilizando 10mL da solucdo extrativa com flobafenos juntamente com 5g de acetato
de sédio e 2 a 4 gotas de cloreto férrico 1% em metanol. A reacdo positiva é indicada
pela cor azul (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

4.3.2.Para a identificagdo de flavonoides presentes nos extratos foi realizado o

ensaio:

Para extracado pesou-se 2g do extrato, adicionou-se 50mL de etanol 75% e
ferveu-se em banho-maria por aproximadamente 10 minutos. Em seguida aguardou-
se resfriar e filtrou-se por filtracdo simples (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO;
2003).

- Reacgéo de Shinoda

Adicionou-se cerca de 5mL do extrato em tubo de ensaio contendo magnésio
metalico, acrescentou de 0,5 a 1,0ml de acido cloridrico. Aguardou-se a mudanca de

coloracdo para rosea-avermelhada indicando flavondis, violeta indicando flavononas
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e laranja indicando flavonas (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003). Isso

ocorre segundo a reacdo demonstrada na Figura 11.

Figura 11: Reagéo de Shinoda
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Fonte: https://chemistry.stackexchange.com/questions/13891/basic-chemistry-of-the-shinoda-test-for-

flavonoids.

4.3.3.Para a identificacdo de alcaloides presentes nos extratos foram realizados

0S ensaios:

A 1g de extrato foram adicionados 30mL de HCI 1,5% e aqueceu-se essa
solucéo por 3 minutos. Em seguida filtrou-se a solucdo em algodao. Alcalinizou-se o
filtrado obtido anteriormente com solugéo de hidroxido de amdnio (NH4OH), até atingir
um pH entre 9 e 10 (determinado utilizando papel tornassol). Em seguida, adicionou-
se ao filtrado alcalinizado aproximadamente 15mL de cloroférmio (CHCI3) e agitou-se
para os alcaloides presentes passarem para a por¢cao organica. Colocou-se 5 gotas
de extrato em uma capsula de porcelana e colocou-se essa em banho-maria até
secagem. O residuo foi dissolvido com solu¢cdo de &cido cloridrico (HCI) 1,5%.
Realizou-se método de identificacdo com reagente de Dragendorff adicionou-se
algumas gotas e observou formacdo de precipitado (MOUCO, BERNARDINO,
CORNELIO; 2003).
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- Teste preliminar

Aqueceu-se até a fervura 5g do extrato com 30ml de HCI 0,2N. Filtrou-se e
dividiu-se em dois tubos um para o teste e outro para o branco. Adicionou-se reagente
de Dragendorff e observou-se turvacdo e/ou formacédo de precipitado (MOUCO,
BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

- Teste decisivo

Aqueceu-se até a fervura cerca de 5g do extrato em 50mL de HCI 0,2N. Filtrou-
se e aguardou-se voltar a temperatura ambiente. Em seguida, alcalinizou-se com
hidréxido de amonio até pH 8-9. Transferiu-se o filtrado para um funil de separacao e
acrescentou-se 50mL de cloroférmio. Agitou-se e separou-se a fracdo. Colocou 20mL
de HCl diluido e agitou-se. Com uma pequena parte da fracao acidificada acrescentou
3 gotas do reagente de Dragendorff. Observou a formagé&o de precipitado ou turvacao
(MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

O mecanismo geral de reacao envolvido no teste com Reagente de Dragendorff

encontrado na literatura esta disponivel na Figura 12.

Figura 12: Reacdes que ocorrem nos testes com Reagente de Dragendorff.

Bi{NOy), + 3KI — =  Bily + 3KNO,
marrom

Bil, + KI —= K[Bilj]
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| +  K[Bil)] ——= | + IRl
" " Laranja ou marrom avermelhado

K®
Alcaldide precipitado

Fonte: Adaptado de https://chemistnotes.com/natural/alkaloids-introduction-chemical-

test/#google_vignette.
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4.3.4.Para a identificacdo de fenantreno presentes nos extratos foi realizado o

ensaio:
- Reacao de Libermann - Burchard

Ferveu-se sob refluxo 5g do extrato por 20 minutos com 100ml de etanol a 50%,
filtrou-se e repetiu 0 mesmo processo por mais 2 vezes. Tomou-se o filtrado e
adicionou-se 30 ml de 4gua destilada transferindo-se para um funil de separacéo e
extraiu-se com 3 porcdes de 10mL de Cloroférmio. N&do foi agitado para evitar
formacdo de emulsdo. Deixou-se em repouso até completa separacdo de fase. A
solucao cloroférmica foi adicionada em uma capsula de porcelana e evaporou-se até
residuo em banho-maria. Adicionou-se entdo, 1mL de anidrido acético, transferiu-se
para um tubo de ensaio e adicionou-se 1mL de acido sulfarico concentrado pelas
paredes do tubo sem agitar. Observou-se a coloracdo na zona de contato entre o
anidrido acético e o acido (sem movimentar o tubo). Cores: vermelho, rosa, purpura
ou violeta (MOUCO, BERNARDINO, CORNELIO; 2003).

O mecanismo de reacdo envolvido na reacdo de Libermann - Burchard pode

ser observado na Figura 13.

Figura 13: Mecanismo de reacao envolvido na reacéo de Libermann - Burchard
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Fonte: https://www.wikiwand.com/pt/Teste_de_Liebermann-Burchard.
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4.4. Bioensaio de crescimento das solucdes do extrato em plantulas

Para a realizacdo do bioensaio de crescimento foi utilizada a metodologia modificada
de Borella & Pastorini (2010) e Rocha et al (2020). Para isso foram utilizadas mudas
de alface (Lactuca sativa L. cv. Grand rapidis) obtidas em comeércio local e o
experimento foi realizado com delineamento experimental em blocos casualizados. As
plantulas estavam em unidades experimentais (sementeiras) individuais para cada
plantula totalizando uma bandeja de 36 plantulas. Todas as plantulas foram
observadas e estavam em excelentes condi¢des. As solucdes nas concentracdes de
1,3%, 3,44%, 5,11% e 6,1% de extrato foram aplicadas em cada unidade experimental
na quantidade de 13 mL, diretamente no solo totalizando sua capacidade de campo.
Destaca-se em também foram usados 2 brancos nesse estudo, dgua e a solucao de
Teween 80. Todas as solu¢cdes e os brancos foram aplicadas em plantulas de alface
com tamanho médio de 5,3 centimetros o delineamento foi em blocos casualizados.
As plantulas foram observadas até o sexto dia da aplicacédo e assim foram novamente
avaliadas em aspecto e dimensdes (ROCHA et al., 2020).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Secagem e umidade

Conforme descrito na secdo de metodologia, a umidade foi monitorada com o
objetivo de reduzir a interferéncia deste parametro no processo de extracao.
Considerando a equacao 1, foi obtido um valor de umidade de 13,33% com um desvio
padrdo de 0,0968. De acordo com a literatura, o célculo de umidade n&o é obrigatorio
neste tipo de estudo. Varios autores, por exemplo Santos Neta et al., 2010, néao
efetuaram esta analise, mas por ser considerado uma variavel importante no processo
de extracdo optou-se por se mensurar neste estudo. Apos 0 processo de secagem
descrito na metodologia, o material coletado continha diversas partes da planta. A

Figura 14 apresenta o material coletado apds o processo de secagem.

Figura 14: Partes da planta ap6s secagem

Fonte: Da autora, 2023.
O Graéfico da Figura 15 apresenta a variacdo da umidade durante o processo

de secagem. Pode ser observado que o material atinge um valor de umidade

constante apés aproximadamente 150 minutos de tratamento.
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Figura 15: Curva de secagem das partes de Eucalipto
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Fonte: Da autora, 2023.

5.2 Extracéo do eucalipto

ApoOs as extracdes realizadas com metanol, etanol e hexano e da reunido de
todos os extratos foi calculado o rendimento percentual da extracdo. O rendimento
percentual obtido neste trabalho foi de 50,0280%, ou seja aproximadamente 50%.
Como em todos os artigos utilizados neste trabalho os autores ndo calcularam o

rendimento percentual para extracdo por esse motivo ndo foi possivel fazer uma
comparacao com os dados da literatura.

5.3 Identificacdo das classes de substancias presentes no extrato obtido
O extrato de eucalipto obtido foi analisado de forma qualitativa para identificar

as classes de substancias apresentadas. Os resultados obtidos, que encontram-se

sumarizados na Tabela 1, demonstram a presenca de grande parte das substancias
analisadas no obtido.
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Tabela 1: Resultados dos testes de identificacao

Aleloquimico qua::da“ de Resultados
stes positivos (%)
Taninos 7 71.42
Alcaloides 3 100
Flavonoides 1 100
Fenantrenos 1 100

Fonte: Da autora, 2023.

A partir das Figuras 16 e 17 é possivel observar que as reacfes quimicas

indicam a presenca de taninos para a maioria dos testes:

Figura 16: Reacdes de identificagéo para taninos — Parte .

Solugdes antes de se iniciar os testes
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Fonte: Da autora, 2023.

Reacéo

Resultado

esperado

(1)Branco

Solugdo marrom
amarelada

(2)Cloreto férrico

Solugéo escurecida
e com sobrenadante

escuro

(3)Acetato de
chumbo

Solugéo turva,
porém devido ao

reagente

(4)Acetato de cobre

Solugéo verde

(5)Acetato de
chumbo e acido
acético

Solug&o marrom

amarelada

Figura 17: Reacdes de identificacéo para taninos — Parte 1.

Solugdes antes de se iniciar os testes
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Reacdes Resultados

esperados
(1) Branco Solugao marrom
(2) Gelatina Precipitado

alaranjado

(3) Cloreto férrico Formacao de anel

em metanol de contato
(4) Acetato de Solucéo turva
chumbo com presencga de
sobrenadante

Fonte: Da autora, 2023.

Destaca-se que quaisquer mudancas de cor ou turvacdo na solucdo indicam
presenca de taninos em diversas classes podendo ser gélicos, catequinicos ou
condensados. Desta forma, observa-se que as rea¢des com cloreto férrico, acetato
de cobre, gelatina, cloreto férrico com metanol e acetato de chumbo foram positivas,
mostrando que no extrato ha a presenca de taninos.

A partir das analises de flavonoides e alcaloides (Figura 18), observa-se
também que ha a presenca destas classes de compostos no extrato obtido. Com

relacdo aos flavonoides o resultado obtido indica a presenca de flavonas.

Figura 18: Identificacdo flavonoides e alcaloides respectivamente

resultado do teste |

s ‘.

Flavonoides Teste preliminar Alcaloides
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Reacao Resultado obtido

Flavonoides Reacao de Shinoda Laranja (flavonas)
Alcaloides Teste preliminar Formacgao de anel de contato
Teste decisivo Formagao de anel de contato

Fonte: Da autora, 2023.

Para a identificacao de fenantreno foi feita a reacdo de Reacéo de Libermann -
Burchard e para a realizacao dessa reacao foi necessario fazer uma particdo na qual
foram extraidas com cloroférmio 3 por¢cGes de 10 mL cada. Mas, destaca-se que na
particdo ndo houve agitacdo demasiada para ndo haver formacdo de emulséo.
Observou-se a partir dessa andlise que a coloracdo na zona de contato entre o
anidrido acético e os acidos acético e sulfarico foi diferente, podendo ser violeta,

vermelho, rosa ou purpura, o que indica a presenca de fenantreno.

Figura 19: Identificacdo de fenantreno no extrato obtido.

Fonte: Da autor, 2023.
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5.4 Aplicacado em plantulas

As solucbes preparadas a partir do extrato obtido, cuja preparacéo esta descrita
no item 4.2 foram aplicadas em plantulas e as concentragdes foram distribuidas em
sorteio nos respectivos blocos. Conforme imagem a unidade experimental usada
foram sementeiras com capacidade de campo delimitada, conforme mostra a Figura
20.

Figura 20: Bioensaio de crescimento das solu¢des do extrato em plantulas.

Legenda: As amostras Al e A2 sdo respectivamente o branco e a solugdo de Tween 80 e as amostras
A3, A4, A5 e A6 representam as concentragfes 1,3%, 3,44%, 5,11% e 6,1% de extrato.
Fonte: Da autora, 2023.

Os tratamentos foram demonstrados em funcdo da concentragdo como

demonstrado no grafico da Figura 21:
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Figura 21: Concentracdo de solucdes do extrato obtido por tratamentos.
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Legenda: As amostras Al e A2 sdo respectivamente o branco e a solugcdo de Tween 80 e as amostras
A3, A4, A5 e A6 representam as concentragdes 1,3%, 3,44%, 5,11% e 6,1% de extrato.
Fonte: Da autora, 2023.

As plantulas foram medidas e observadas em suas partes aéreas conforme
tratamentos descritos no gréfico da Figura 22 e para obtencdo da andlise estatistica
utilizou ANOVA.

Figura 22: Média de crescimentos por tratamento.
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Legenda: As amostras Al e A2 sdo respectivamente o branco e a solucdo de Tween 80 e as amostras
A3, A4, A5 e A6 representam as concentracdes 1,3%, 3,44%, 5,11% e 6,1% de extrato.
Fonte: Da autora, 2023.
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As comparacfes das medidas no ANOVA e Teste Tukey 5% de significancia,

estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Média de dimensé&o das plantulas por blocos

Blocos Média (cm) Varidncia (%)
A, 5.13 0,039
A, 5.35 0,923
As 5,03 0,035
Ay 5,43 0,527
As 498 0,038
A 5.55 0,583

Legenda: As amostras Al e A2 sdo respectivamente o branco e a solugdo de Tween 80 e as amostras
A3, A4, A5 e A6 representam as concentracdes 1,3%, 3,44%, 5,11% e 6,1% de extrato.
Fonte: Da autora, 2023.

Os resultados foram comparados por Teste Tukey a 5% de significancia. As
reacoes de identificacdo de substancias alelopaticas demonstram uma grande
variedade de substancias capazes de causar efeitos alelopaticos, esses resultados
indicam grande possibilidade de efeitos no teste germinativo no qual se pode esperar
a ocorréncia desses. De acordo com as médias obtidas e o teste Tukey é possivel
perceber pequenas diferencas dimensionais nas plantas, sugerindo efeitos das
solucBes em seu desenvolvimento. Resultados semelhantes foram encontrados por
autores como Rocha et al. (2020) e nota-se uma influéncia dos bioativos nas plantulas
em determinados blocos.

Embora mais amostragens sejam necessarias para determinar
estatisticamente esses efeitos devido a diferenca entre as médias quadradas dos
grupos e dos residuos ter sido muito pequena, valor de 0,039. Sendo assim, ha
igualdade entre os grupos, esses nao diferem entre si, aceitando hipdtese de
igualdade, P>0,05, ndo ha diferenca significativa entre o0s grupos, grande
probabilidade que a diferenca entre os grupos seja ao acaso.

Mesmo assim pode-se notar discreta diferenca entre os crescimentos, mesmo

0os blocos sendo homogéneos, sugestivo para mais amostragens e observacdes
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estatisticas. Ainda diante dos valores estatisticos tem-se que os bioativos tiveram
influéncia néo significativa entre os blocos o que pode ter sido causado por diversos
fatores como: a magnitude do efeito, o tamanho da amostra, e o tipo de teste
estatistico utilizado e sua abrangéncia com relacdo ao que se pretendeu observar.
Sugerindo necessidade de nova abordagem analitica e estatistica com relacdo ao
bioensaio de crescimento, obtendo-se novos dados.

Infelizmente por falta de tempo para continuar a investigagdo néo foi possivel
realizar outros bioensaios, mas poderia ter sido feito bioensaio de crescimento em
plantulas de feijdo, bioensaio de germinacdo em sementes de alface, assim como,
bioensaio em campo, em plantacdes de alface e feijdo aplicando as solucdes de
extrato no solo, ou mesmo tendo eucaliptos plantados ao redor das plantagées em

avaliagéo.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se, que os bioativos tiveram influéncia ndo significativa entre os blocos,
sendo que estavam presentes de maneira ativa conforme as reacdes puderam
identificar. Porém, ha indicativos sugestivos para maiores experimentos, com aumento
de amostras e novo teste estatistico. Notou-se diferencas entre as dimensfes das
plantulas com relagéo aos tratamentos, que apesar de pequenas, podem ainda ser
amplamente analisadas em maiores experimentos, aumentando assim sua acuracia.
Isso traz resultados condizentes para mais pesquisas com essas substancias e seu
possivel uso como ativos sustentaveis para manejo em culturas, reforcando uma
vertente interessante de estudo e a busca por novas substancias capazes de controlar

infestagbes, gerando menor impacto ao meio ambiente.
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