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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo dos componentes volateis e ndo volateis das raizes de
Petiveria alliaceae, incluindo as atividades nematicida e inseticida do 6leo essencial.

Para o estudo quimico, fitonematicida e inseticida utilizou-se as raizes da planta, das
quais foram obtidos o dleo essencial e os constituintes nao-volateis.

Do oleo essencial das raizes foram identificados os seguintes componentes:
benzaldeido (61,5%) (constituinte majoritirio) dissulfeto de dibenzila (18,1%), trans-
estilbeno (14,1%) e cinamaldeido (6,3%), sendo que esses dois dltimos compostos também
foram isolados através de cromatografia em camada delgada preparativa e identificados por
RMN 'He "C.

O tratamento cromatografico dos extratos etandlico, acetato de etila e hexanico
permitiu o isolamento de uma mistura de duas mercaptanas, dissulfeto de dibenzila e o
trissulfeto de dibenzila, dissulfeto de dibenzila, uma alantoina e a sacarose, que pela primeira
vez foram isoladas das raizes de Petiveria alliaceae. As mercaptanas isoladas sdo conhecidas
na literatura por suas atividades fungicidas e nematicida.

O odleo essencial extraido das raizes de P. alliaceae e seus constituintes foram
submetidos aos ensaios de atividades nematicida contra larvas de Meloidogyne incognita
(nematéide de galhas) e inseticida contra a Mosca branca (Bemisia tabaci) inseto do feijdo
(Callosobruchus maculatus). Os 6leos essenciais obtidos de P. alliaceae coletadas nas duas
localidades diferentes apresentaram significantes atividades inseticida e nematicida.

Os constituintes isolados tiveram suas estruturas elucidadas através de métodos

espectrométricos de IV, EM, RMN 'H e 13C uni e bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC).



ABSTRACT

This work describes the study of the volatile and the non-volatile components from the
roots of Petiveria alliaceae, including the nematicidal and insecticidal activities of the
essential oil.

The following components were identified in the essential oil: benzaldehyde as the
major constituent (61, 5 %), cinnamaldehyde (6, 3%), dibenzyl disulphide (18, 1%), trans-
stilbene (14, 1%). The two last compounds were also isolated through a chromatography in a
preparative thin layer identified by RMN 'H and "C.

The isolation of a mixture of two mercaptans, benzyl disulphide and dibenzyl
trisulphide, saccharose and allantoin, which were isolated for the first time from the Petiveria
alliaceae, was permitted by the chromatographic treatment of the ethyl acetate, hexane, and
ethanolic extracts. The isolated mercaptans are known in literature for their fungicide and
insecticide activities.

The constituents of the essential oil, extracted from the roots of Petiveria alliaceae,
were submitted to the nematicidal activities against Meloidogyne incognita larva, insecticide
against white fly (Bemisa tabaci) and insect of the beans (Callosobruchus maculatos).
Significant insecticidal and nematicidal activities were present in the essential oil from the P.
alliaceae, collected in two different localities.

The isolated constituents had their structure elucidated through spectrometric methods

of IV, EM, RMN 'H and "*C uni and bi-dimensional (COSY, HMQC and HMBC)
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INTRODUCAO

Petiveria alliaceae (Fitolacaceae), conhecida popularmente por: tipi, erva de guiné,
pipi, dentre outros, é origindria da Africa e foi trazida para o Brasil pelos escravos. E bastante
utilizada na medicina popular, essa planta habita locais imidos e sombrios e apresenta odor
caracteristico de alho. Esta espécie tem sido amplamente utilizada nas priticas medicinais
caseiras, sendo recomendado o uso externo contra afec¢des bucais e infeccdes da garganta na
forma de chd por infusdo. E também utilizada em aplicacio tépica localizada no combate a
contusdes, traumatismo, dores lombares, reumaticas e de cabeca [LORENZI, 2002].

Este trabalho relata o estudo da composi¢do quimica do 6leo essencial e dos extratos:
etanodlico, acetato de etila e hexinico das raizes de Petiveria alliaceae. Relata também a
atividade inseticida do dleo essencial e de alguns constituintes isolados contra Bemisia tabaci
e Callosobruchus maculatus, além da atividade nematicida contra larvas de Meloidogyne
incognita. Os espécimes estudados foram coletados no Horto de Plantas Medicinais Francisco
José de Abreu Matos no Campus do Pici, na localidade de Canafistula, distrito de Apuiarés-
CE e na Serra de Maranguape-CE.

A planta foi coletada em localidades diferentes, Maranguape (Serra), Canafistula
(sertdo) e no Horto de Plantas Medicinais Dr. Francisco José de Abreu Matos no Campus do
Pici (planta cultivada).

Para a obten¢do do 6leo essencial das raizes de P. alliaceae foi utilizada a técnica de
hidrodestilag¢@o. Foi realizado o estudo comparativo dos 6leos essenciais das raizes coletadas
na localidade de Canafistula e no Horto de Plantas Medicinais, do tipi coletado em
Maranguape nao foi possivel obter os constituintes voléteis, pois, a quantidade de raizes foi
pequena, foi realizado apenas o estudo dos constituintes fixos.

O extrato volatil obtido das plantas coletadas no Horto de Plantas Medicinais foi
detectado quatro compostos, no 6leo essencial dos espécimens coletados na comunidade de
Canafistula apresentaram sete compostos.

A investigacdo dos constituintes ndo-voldteis foi feita a partir dos extratos hexanico,

acetato de etila e etanolicos.



O tratamento cromatografico do extrato hexénico resultou no isolamento de uma
substancia, a qual havia sido isolada no 6leo essencial das raizes do tipi, que foi denominada
PAR-01. Esta foi identificada, através de andlise espectroscopica e consulta a literatura
(BENEVIDES et al, 2001), como dissulfeto de dibenzila [4].

Com o tratamento cromatografico do extrato acetato de etila foi possivel isolar uma
substincia que, apés analises espectrométricas e consulta a literatura [BENEVIDES et al,
2001], foi identificada como uma mistura de duas mercaptanas, o dissulfeto de dibenzila e
trissulfeto de dibenzila [5].

Através do tratamento cromatografico do extrato etandlico, inclusive por exclusido
molecular LH-20, foram obtidas duas substincias: um sdlido soliuvel em dimetil suféxido
(DMSO) denominado PAR-04 que foi identificado por espectrometrias de RMN 'H, PCe
L.V. e por consulta a literatura [FERREIRA et al., 2000] e um composto denominado PAR-05,
que foi identificado como sacarose (BEHNKE, 1993). Os compostos isolados e identificados
sao mostrados no quadro 01, pag. 4.

O o6leo essencial foi submetido a ensaios de atividades, nematicida contra larvas de
“Meloidogyne incognita” microrganismo que ataca as raizes das plantas e inseticida contra
Bemisia tabaci, mosca branca, inseto que ataca varias culturas inclusive a folha do meloeiro,
Callosobruchus maculatus, gorgulho do feijao-de-corda, inseto que danifica a semente do
feijdo, mostrando-se significativamente ativo em ambos os ensaios.

A composi¢do quimica do dleo essencial apresentou quatro constituintes, dois dos
quais foram identificados com auxilio da literatura como sendo o benzaldeido e o
cinamaldeido. A determinag@o dos outros dois compostos foi realizada através do isolamento
por cromatografia e identificados por RMN e comparagdo a literatura. Todos os compostos
identificados foram submetidos a ensaios de atividade nematicida.

Para o gorgulho do feijdo-de-corda analisou-se a atividade inseticida do dleo em
insetos adultos de no maximo 24 horas de idade, apresentando atividade bastante promissora.
Este trabalho encontra-se dividido em cinco capitulos como mostrado a seguir:

O capitulo 01 estéd constituido de levantamento bibliografico dos estudos quimicos e
biolégicos e uma breve consideragdo botanica;

O capitulo 02 apresenta o estudo da composicdo quimica e identificagdo dos
constituintes volateis das raizes de P. alliaceae;

O capitulo 03 discorre sobre a determinagdo estrutural dos compostos isolados dos

extratos acetato de etila e etandlico das raizes de P. alliaceae;



O capitulo 04 reine todos os resultados obtidos sobre atividade inseticida e
nematicida do dleo essencial e de seus constituintes;
O capitulo 05 descreve o procedimento experimental e as técnicas utilizadas para

isolamento, identificacdo, realizacdo dos testes de atividades inseticida e nematicida;

Quadro 01 - Substéncias isoladas das raizes de Petiveria alliaceae neste trabalho.

CH,OH

CH,OH

H/A  QH

H %
&;m .
H( O

H OH

Trans-1,2-difenileteno [03]
2.5-dioxo-4-(imidazolidinil)-uréia [02]

s—s\/© S\S _S

Dissulfeto de dibenzila [04] Trissulfeto de dibenzila [05]
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1.1 CONSIDERACOES BOTANICAS

A familia Fitolacaceae consta de 17 géneros e 80
espécies distribuidas predominantemente pela América do Sul,
com algumas espécies distribuidas pela Austrdlia, Africa e
Havai. No Brasil ocorrem 9 géneros, 5 dos quais estdo
representados na regido Amazdnica. [READER, 1961].
Petiveria alliaceae é conhecida popularmente por: guiné, erva-
de-guiné, tipi, erva-de-tipi, erva-de-pipi, pipi, tipi-verdadeiro,

amansa-senhor, raiz de congonha, raiz-do-congo e mucuracaa.

Figura 01: fotografia do Tipi
Fonte: internet

De acordo com LORENZI [2002],

Petiveria alliaceae é uma herbacea ereta, perene, rizomatosa,
toda a planta especialmente a raiz cheira a alho, com aproximadamente
70cm de altura. Ramos delgados, compridos, quase eretos ou ascendentes.
Folhas curtamente pecioladas, alternas, membranosas, inteiras elipticas,
oblongas ou obovais, agudas ou compridas no dpice, estritamente na base,
escassamente pubescentes ou glabras, de 3-12 cm de comprimento por
2,5-5 cm. de largura, atenuada na extremidade livre, lisa e flores discretas,
dispostas em longas inflorescéncias racemosas. Possui habito persistente
em algumas regides, se tornado dificil de ser erradicada. O fruto é uma
capsula pequena cuneiforme e dotada de espinhos que lhe servem de meio

de disseminag¢@o por se prenderem em animais e roupas de transeuntes.



1.2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE O ESTUDO QUIMICO E
BIOLOGICO DE P. ALLIACEAE.

Através do levantamento bibliogrifico a respeito da espécie Petiveria alliaceae,
verificou-se que t€m sido isolados vérios compostos pertencentes a diversas classes; a parte
aérea mostrou-se rica em flavondéides [MONACHE et al., 1992] e as raizes demonstram ter
grandes quantidades de mercaptanas [BENVIDES et al., 2001]. Com base nos relatos da
literatura, observou-se que a parte da planta que apresenta maior atividade bioldgica sdo as
raizes.

Dentre as varias espécies de Petiveria, a P. alliaceae, conhecida popularmente por tipi,
¢ a que tem despertado maior interesse fitoquimico por seu uso na medicina popular como
anti-reumadtica, anti-espasmddica, sudorifera e diurética [LORENZI, 2002]. O extrato
alcodlico das raizes (fragdes metandlica e butandlica) e o extrato hidroetanélico apresentaram
atividade anticancer quando testados em ratos. Vale ressaltar que o extrato hidroetandlico
apresentou-se duas vezes mais potente, nesse tipo de doenga, do que as outras duas fragdes
[MALPEZZI et al., 1994]. O extrato das raizes do tipi mostrou decrescimento da acdo do
sistema nervoso central e o extrato das folhas apresentou hiperexcitabilidade [CIFUENTES et
al.,, 2001]. O extrato metandlico apresentou atividade citotéxica em células cancerigenas
hepatocelular [RUFFA et al., 2002].

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular da Guatemala no tratamento de
infeccdo causada por protozodrio, Petiveria alliaceae é bastante empregada na forma de
extrato, sendo que o extrato hexanico das raizes apresenta atividade contra Trypanosoma cruzi
[BERGER et al., 1998]. O extrato metandlico das sementes desta planta causa aumento da
freqiiéncia e amplitude das contracdes uterinas [OLUWOLE et al., 2000]. De acordo com
Oliveira et al., [2004] os extratos hidroalcodlico, acetato de etila e hexénico das raizes do tipi
revelaram atividade analgésica quando testado em camundongo. Suas raizes demonstraram
acdo analgésica e antiinflamatéria na forma de extrato, testado em camundongo [LOPES-
MARTINS et al., 2002].

Os extratos acetato de etila e diclorometano apresentaram-se ativos contra o virus que
causa doenca no gado [RUFFA et al., 2002]. O trissulfeto de dibenzila, composto isolado das
raizes do tipi, apresentou atividade inseticida contra Cylas formicarius alegantulus, inseto que
ataca a batata doce; Cylas formicarius e Hipotenemus hampei, insetos conhecidos como broca

do café e Boophilus micropulus, acaro que ataca o gado [JOHNSON et al., 1997].



Segundo PONTE et al., [1996] as raizes do tipi na forma de chd apresentaram
acentuado potencial nematicida contra Meloidigyne incognita. O anidrido sulfénico, composto
sintético derivado do trissulfeto de dibenzila que foi isolado das raizes do tipi, apresentou
atividade anti-microbiana em Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens. O anidrido
mostrou-se mais potente do que os agentes antimicrobianos comerciais € 0 Seu precursor,
trissulfeto de dibenzila [WILLIAMS et al., 2003].

Estudos dos constituintes voldteis das raizes da P. alliaceae descritos na literatura
revelam que 13 compostos foram identificados, correspondendo a 97% dos constituintes
presentes, tendo o benzaldeido aparecido como composto majoritario (48,3%) [AYEDUON et
al., 1998]. Nos constituintes voldteis das inflorescéncias da mesma espécie foram
identificados apenas 3 compostos, correspondendo a 93,1% dos constituintes presentes no
6leo; novamente, o benzaldeido foi o constituinte majoritario (54,8%) [ZOGHBI et al., 2002].

Os estudos dos constituintes isolados descritos na literatura destacam-se as
mercaptanas e os tioaminidcidos (Tabela 01, pag. 9). O estudo fitoquimico das raizes de P.
alliaceae descrito na literatura relata o isolamento de sete mercaptanas com atividade
fungicida e o trissulfeto de dibenzila apresentou atividades inseticida, acaricida, neurotdxica e

citostatica [JOHNSON et al., 1997, DE SOUSA et al., 1990 e BENEVIDES et al., 2001].



Tabela 01 — Estudo quimico e biolégico dos compostos isolados de P. alliaceae

N° SUBSTANCIA ATIVIDADE PARTE DA PLANTA REFERENCIAS
03 Dissulfeto de dibenzila Fungicida Raiz BEN\QI(]))OEIZS etal
Fungicida, Acaricida
04 Trissulfeto de dibenzila Inseticida, Citotoxica Raiz BEN\QI(]))OEIZS ctal
Neurotoxica, imunomodulatdria

05 Dissulfeto de dipropila Fungicida Raiz BEN\;I(I))OFIS ctal
06 Sulfeto de dibenzila Fungicida Raiz BENVZI(]))(ES etal
07  Tetrassulfeto de dibenzila Fungicida “ “

08 Sulfeto de Fungicida “ “

benzilhidroximetila
09 Di (benziltritio] metano Fungicida “ «
10 (RcRs)-S-sulfoxido-S-benzil - “ KUBEC et al, 2001

11

—L-cisteina
(RcSs)-S-sulfoxido-S-benzil
—L-cisteina

KUBEC et al, 2001




12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

N-metil-metoxi-prolina

6-formil-8-metil-7-O-
metilpinocembrin

6-hidroximetil-8-metil-O-7-
metilpinocembrin

6-hidroximetil-8-metil-O-5,7-
metilpinocebrin
7-dimetileridal
Chalcona-leridal
4-etilpetiveral
Petiveral
Acido Barbinevic
3-epiilexgenina A

Cis-3,5-difenil-1,2,4-tritiolan

(ScaRerRs)-y-glutamil-S-
benzilcisteina sulfoxido

Raiz

Folha

Folha

Folha

113

113

113

Raiz

Folha

Folha

113

Raiz

DE SOUSA et al, 1990

BENVIDES et al,
2001

[13

MONACHE et al, 1990

[13

[13

113

113

MONACHE et al, 1990

MONACHE et al, 1992

113

KUBEC et al, 2005




24

25

26

27

28

29

30

(ScoRc7Ss)-y-glutamil-S-
benzilcisteina sulfoxido

(RsRc¢)-S-(2-
hidroxietil)cisteina sulfoxido

(R)-S-(2-hidroxietil)cisteina

(SsRc)-S-(2-
hidroxietil)cisteina sulfoxido

Benziltritiohidroxietano

(ScaReyy-y-glutamil-S-
benzilcisteina

anidrido sulfénico

fungicida

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Derivado do trissulfeto
de dibenzila

KUBEC et al, 2005

113

113

113

113

113

William, et al. 2003
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2.1 ESTUDO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DAS RAIZES DE P. alliaceae

Os oOleos essenciais s@o produtos vegetais armazenados em Orgdos especiais de
excrecdo; estes sdo responsdveis pelo aroma de diversas plantas. Sdo formados por misturas
complexas de substincias volateis, lipofilicas, odoriferas e geralmente, liquidas. [SIMOES,
1999]

Os constituintes volateis sdo de grande importancia na funcio biolégica da planta,
podendo atuar como prote¢do contra predadores, proteger contra perda de dgua, atuar como
inibidores de germinacdo e atracdo de polinizadores. Os constituintes volateis t€m sido de
grande importancia nas industrias, utilizados como flavorizantes, repelentes, conservantes e
antioxidantes [SIMOES, 1999].

Os constituintes de 6leos essenciais estdo envolvidos em todos os aspectos da interacdo
planta-micrébio, planta-planta, planta-animal. Em se tratando da relagdo planta-micrébio,
quando infestada por microorganismos, ou seja, induzida pelo estimulo de um fluxo de um
arsenal quimico estranho, a planta téxica produz fitoalexinas, numa tentativa de conter o
patégeno. Os 6leos essenciais contém um enorme nimero de substincias cuja bioatividade
apenas recentemente comegou a ser descrita. A intensificagio do estudo biolégico dos
constituintes dos 6leos resultard na descoberta de produtos que poderdo ser usados no controle
de pragas e doencas, substituindo defensivos agricolas convencionais que t€ém causado grandes
problemas ao homem e a natureza, dos quais o Brasil é o 3° consumidor mundial
[GONCALVES, 2003].

O dleo essencial das raizes de P. alliaceae foi extraido por hidrodestilacdo (Item 5.4,
pag. 76), as quais foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais no campus do Pici e na
comunidade de Canafistula-Apuiarés-CE; obteve-se rendimento de 0,04%.

A analise da composicdo quimica do 6leo foi realizada através de cromatografia gés-
liquido acoplada a espectrometria de massa (CGL/EM). No 6leo, foram identificados quatro
compostos através de comparacdo visual dos respectivos espectros de massa com os da
literatura [ADAMS, 2001], comparagdo em espectroteca e analise do tempo de retengdo. O
dissulfeto de dibenzila e o frans-estilbeno s6 foram identificados apds o isolamento por
cromatografia e determinacdo estrutural realizada por Ressondncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio-1 e Carbono-13 (RMN 'H e "C). Dentre os compostos identificados do dleo, o
benzaldeido apresentou-se como constituinte majoritario (61,5%) [Fig. 05, pag. 18]. Os demais

compostos foram: trans-estilbeno (18,1%) [Fig. 07, pag, 18], dissulfeto de dibenzila (14,1%),



[Fig. 08, pag. 18] e o cinamaldeido (6,3%) [Fig. 06, pag. 18], totalizando 100% dos picos
apresentados no cromatograma do 6leo analisado [Fig. 02, pag, 15].

Ap6s andlise, o 6leo foi armazenado a baixa temperatura e submetido & nova analise por
CG/EM ap6s 30 dias. Através do cromatograma do 6leo analisado obtiveram-se apenas dois
picos [Fig. 03, pag 15], concluindo-se que sua composi¢cdo quimica havia sido alterada, pois
estavam presentes apenas dissulfeto de dibenzila (73,7%) e o trans-estilbeno (26,3%), estando
ausentes o benzaldeido e cinamaldeido.

Foi também realizada a extracdo do dleo essencial das raizes da planta coletada em
Canafistula. Utilizando o mesmo processo, o 6leo foi analisado e armazenado. Neste 6leo
foram observados sete compostos em sua composicado quimica [Fig. 04, pag.16], dos quais trés
foram identificados como: benzaldeido (53,8%), dissulfeto de dibenzila (29,7%) e trans-
estilbeno (13,3%), correspondendo a 96,8% dos constituintes presentes no dleo.

Dados da literatura revelaram que o 6leo essencial das raizes do tipi coletada no Canada
apresentou 13 compostos, sendo o benzaldeido o constituinte majoritirio (48,3%)
[AYDEDOUN et al., 1998]. Na parte aérea foram identificados 3 compostos (93,1%), sendo que
o mais abundante foi o mesmo das raizes [ZOGHBI et al., 2002]. O estudo da composicdo
quimica dos constituintes volateis das raizes do tipi, coletadas em locais diferentes, e de todas
as partes da planta, mostrou que o benzaldeido € o composto majoritirio. Dentre os
constituintes volateis das raizes, verificou-se que a composi¢do quimica apresenta variagdo no

nimero de compostos e na quantidade do constituinte majoritario (Tabela 02, pag.17).
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Tabela 02 — Composic¢do quimica do 6leo essencial de Petiveria alliaceae

%PAR-0E %PAINF-OE
N° SUBSTANCIAS %PAI}_OE Ik PAROE e [AYDEDON [ZOGHBI
CANAFISTULA HORTO
et al, 1998] et al 2002].

01 benzaldeido 53,8 969 614 8.85 48,3 54,8
02 cinamaldeido 6,3 19.78 - -
03 tras-estilbeno 13,3 1677 14,0 34.31 6,8 -
04 dissulfeto de dibenzila 29,7 1981 18,3 39.48 233 -
05 4lcool benzilico 2,5 -
06 p-cresol 0,4 -
07 borneol 0,4 -
08 geraniol 0,3 -
09 acetate de geranila 0,2
10  2,5-dimetoxi-p-cimeno 2,0
11 cis-estilbeno 1,3
12  benzoate de dibenzoila 0,6
13 trissulfeto de dibenzila 9,4 18,0
14 feniltiol - 20,3
15 fitol 1,5

TOTAL 96,8 100 97,4 93,1
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2.2 !)ETERMINA(;AO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DAS
RAIZES DE P. ALLIACEAE

2.2.1 Determinacio estrutural de PAR-01

Através do tratamento cromatografico do 6leo essencial das raizes de P. alliaceae foi
possivel isolar uma substincia liquida de cor amarelo claro, soliivel em cloroférmio e
homogénea em CCD, sendo denominada de PAR-01.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho [Fig. 9, pag. 25] exibiu banda
centrada em 3061 cm™ de deformagdo axial de C-H aromético. Mostrou banda em 2921cm™
de deformacdo axial de C - H alifético; deformac@o axial de C = C aromético em 1494 e 1453
cm’'; exibiu uma banda de deformacdo axial fraca em 468 cm’, caracterizando a presenca da
ligagdo S-S (SILVERSTEIN,2000).

O espectro de RMN '*C-BB [Fig. 10, pag. 26] de PAR-01 exibiu cinco linhas
espectrais, quatro na regido de carbonos sp2 e com deslocamentos quimicos entre 137,64 —
127,45 ppm. A andlise comparativa do padriao de hidrogenacdo DEPT 135° [Fig. 11, pag. 26]
com o espectro de carbono RMN C — BB revelou a presenca de um carbono nao-
hidrogenado d¢ 137,64 ppm, trés sinais para carbonos sp2 (CH) e um sinal de carbono
metilénico (CH;) em 43,95 ppm.

O espectro de RMN 'H [Fig. 12, pag. 27] revelou dois sinais: dy 3,68 ppm (s, 2H)
relativos a “H” ligados a carbonos sp3, um sinal na faixa de 6y 7,42 — 7,30 ppm (m, 5H)
caracteristico de hidrogénios (Hs) aromdticos monossubstituidos. O espectro de RMN 'H
[Fig. 13. pag. 27], expansdo na regido de aromético revela sinais sobrepostos, podendo assim
caracterizar como um multipleto.

As correlagdes heteronuclear H x Bc - HMQC [Fig 15, pag. 29] e homonuclear 'H x
'H - Ccosy [Fig. 14, pag. 28] confirmaram a presenga do CH, e, também através da
correlacdo HMBC [Fig 16, pag. 30], garantiu a posi¢do do CH, vizinha ao anel aromaético.

O espectro de massa [Fig. 17, pag. 31] revelou o pico do fon molecular M™ 246 € um
fragmento correspondente ao pico base de m/z 91, caracteristico do cation benzila, o que
novamente garante a presenga do “CH,* ligado ao anel aromatico.

Baseado no conjunto de informag¢des discutidas anteriormente, foi possivel propor
uma estrutura de uma substincia aromdtica e simétrica e a compara¢do com os dados da
literatura nos levou a confirmacdo da estrutura do dissulfeto de dibenzila, mercaptana ja

isolada do tipi [BENEVIDES et al., 2001].



Tabela 03 - Dados comparativos de RMN Bce'H (125 e 500MHz, CDCl;) de PAR-0O1 com os dados
encontrados na literatura (BENEVIDES et al., 2001).

#C *§c PAR-01 **§¢ dissulfeto o PAR-01 ** 9y . dissulfeto
de dibenzila de dibenzila
01 137,63 136,71 - -
02/06 127,81 127,80 7,42 - 17,30 7,32 m
03/05 128,73 128,73 7,42 - 7,30 7,32 m
04 129,66 129,56 7,42 - 17,30 7,32 m
07 43,44 43,15 3,68 s 4,05s

* CDCl; 125 e 500MHz ** CDCl; 75 e 300MHz




Tabela 04 - Dados de RMN bidimensional (HMQC e HMBC) de PAR-01, com deslocamento para hidrogénios

do multipleto aromatico.

'H x BC-HMQC - Jcn

'H x BC-HMBC - "Jcu

#C Sc S Ten Ten
01 137,63 - H-2, H-6, H-7 H-3,H-5
02 129,73 742 -17,30 H-3 H-4, H-6, H-7,
03 128,91 742 -7,30 H-2, H-4 H-5
04 127,81 7,42 -7,30 H-3, H-5 H-2, H-6
07 43,57 3,68 (s, 2H) - H-2, H-6
3
4 2
5 ! S
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2.2.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PAR-02.

Através do tratamento cromatografico do 6leo essencial das raizes de P. alliaceae foi
isolado um sdélido branco, solivel em cloroférmio, que se apresentou homogéneo em CCD,
com faixa de variag@o do ponto de fusdo entre 121,1 — 121,5 °C, denominado de PAR-02.

O espectro de RMN 'H [Fig.18, pag. 34] exibiu dois sinais, um singleto [1H] com
deslocamento quimico de 7,18 ppm, caracteristico de hidrogénio ligado a carbono sp* e um
multipleto [SH] com deslocamento entre 7,60-7,30 ppm, caracterizando a presenca de
composto aromdtico. O espectro RMN 'H [Fig.19, pag. 34], revela sinais como tripletes e
dubletos deformados, ndo permitindo a identificacdo das constantes de acoplamentos dos
hidrogénios correspondentes de cada sinal.

O espectro de RNM °C — BB de PAR-02 [Fig. 20, pag 35] exibiu cinco linhas
espectrais na regido de carbono sp2 com deslocamento quimico entre 137,54 — 126,75 ppm. O
carbono com deslocamento quimico 137,54 ppm, caracteristico de carbono aromaético, foi
comparado com o espectro RMN C - DEPT 135° [Fig. 21, pag. 35], conferindo a existéncia
do carbono ndo-hidrogenado e aromdtico. Os demais sinais sdo caracterizados como trés
carbonos metinicos aromdticos e um olefinico.

O espectro de massa [Fig. 22, pag. 36], obtido por impacto eletronico, revelou vérios
fragmentos, sendo o de razdo massa carga m/z 180 o mais importante, que foi caracterizado
como o pico do fon molecular.

Os dados espectrais acima mencionados e comparados com os dados de deslocamento
quimico de carbono da literatura [BEHNKE, 1993] nos levaram a concluir que o composto

PAR-02 se tratava de uma substancia aromatica e simétrica, o trans-estilbeno.



Tabela 05 - Dados comparativos de RMN B¢ [125 MHz, CDCl;] de PAR-02 com os dados da literatura
[BEHNKE, 1993].

NO

dc PAR-02 Oc - trans-estilbeno
01 137,64 137,26
02 129,00 129,63
03 128,90 128,58
04 127,83 127,52

05 126,75 126,44
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3.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS NAO-
VOLATEIS DAS RAIZES DE P. alliaceae

3.1.1 Determinacao Estrutural de PAR-03

Por meio de tratamento cromatografico do extrato acetato de etila [Item 5.6.6, pag. 86]
foi obtido 9,4 mg de um oleo amarelo, solivel em cloroférmio e homogénea em CCD,
denominada de PAR-03.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho [Fig. 23, pag. 40] exibiu banda
centrada em 306lcm'1, 3028 cm’! de deformacdo axial de C-H aromatico; mostrou banda em
2921 de deformacdo axial de C - H alifético, deformacdo angular fora do plano da ligacdo C-
H de aromatico em 762 cm'l; forneceu bandas de deformac@o axial em 697, que foi atribuida
a ligacdo S-C; exibiu também deformacdo axial em 468, caracterizando a ligagdo S-S
(SILVERSTEIN, 2000).

O espectro de RMN Bc [Fig. 25, pag. 42] exibiu dez linhas espectrais, oito delas na
regido de aromdtico com deslocamento quimico entre 137,62 — 127,83 ppm. Pela analise
comparativa do padrdo de hidrogenacio DEPT 135° [Fig. 26, pag. 43] com o espectro de
carbono RMN '°C — BB foi revelada a presenca de dois carbonos ndo-hidrogenados com
deslocamento quimico em 137,62 ppm, seis sinais para carbonos metinicos (CH) sp” (129,69;
129,67; 128,86; 128,74; 127,83 e 127,68 ppm) e dois sinais para carbono metilénico (CH;) em
43,55 e 43,41 ppm.

Em relagdo ao espectro de RMN 'H [Fig. 24, pag. 41], ele revelou os sinais oy 4,04
ppm e 3,61 ppm (2s, 4H) relativo a “H” ligados a carbonos sp’; e um sinal 8y 7,6 — 7,3 ppm
(m, 10H), caracteristico de hidrogénios (Hs) aromaticos.

O espectro de massa [Fig. 27, pag. 43] revelou os fragmentos de razio massa carga,
dentre eles o de m/z 91 como pico base, caracteristico do cation benzila, 246 e 278, sendo o
ultimo o fon molecular.

Os espectros bidimensionais de PAR-03 Figuras 28, 29, 30; Paginas 44, 45, 46, vieram
para confirmar a estrutura do trissulfeto de dibenzila, vista que os demais dados dos espectros

bidimensionais estdo relacionados com o dissulfeto de dibenzila.



Comparando o conjunto de informacdes fornecidas pelos dados espectrais acima
citados com os dados de deslocamentos quimico de carbono e hidrogénios da literatura,
concluiu-se que o composto PAR-03 se tratava de uma mistura de duas mercaptanas, as quais
se diferenciam por um dtomo de enxofre, dissulfeto de dibenzila (44,5%) e trissulfeto de
dibenzila (55,5%); as proporcdes foram determinadas pela integracdo dos hidrogénios no
espectro de RMN 'H. Ambos os compostos haviam sido isolados por BENEVIDES et al
[2001]. As mercaptanas acima mencionadas sdo compostos que apresentam atividades

biolégicas [Tabela 01, pag. 07].

Tabela 6 - Dados referentes aos deslocamentos quimicos de carbonos de PAR-03 comparados com os da

literatura [BEHNKE, 1993].
N° 08¢ PAR-03  dc-dissulfeto de dibenzila [ALDRICH, 1993]

01 137,62 137,24
02 129,69 129,31
03 128,86 128,37
04 127,83 127,31
07 43,55 43,18
0c PAR-03  §c trissulfeto de dibenzila [ALDRICH, 1993]
or 136,76 136,42
02’ 129,67 129,34
03 128,74 128,50
04’ 127,68 127,46
07 43,41 43,10

Dissulfeto de dibenzila Trissulfeto de dibenzila
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Figura 23: Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (filme) de PAR-03
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Figura 24: Espectro de RMN 'H [500 MHz, CHCl;] de PAR - 03



Figura 25: Espectro de RMN BC BB [125 MHz, CHCI;] de PAR-03



Figura 26: Espectro de RMN 3C — DEPT 135° [125 MHz, CHCI;] de PAR-03
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Figura 27: Espectro de massa obtido por impacto eletronico (70 eV) de PAR-03
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Figura 28: Espectro bidimensional homonuclear COSY [500 MHz, CHCl;] de PAR-03



Figura 29: Espectro bidimensional heteronuclear d¢ HMQC na regido de aromatico [500 MHz, CHCl;], de PAR-03



Figura 30: Espectro bidimensional HMBC [500 e 125, MHz, CDCl;] de PAR-03



3.1.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PAR-04.

O tratamento cromatogrifico do extrato etandlico, inclusive por exclusdo molecular
em Sephadex LH-2 das raizes de P. alliaceae, levou ao isolamento da substancia denominada
PAR-04, que apresentou-se na forma sélida, com, p.f. 297,4-301,3 °C e soliveis em dimetil
suféxido [DMSO].

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de PAR-04 [Fig. 31, pag. 50]
revelou bandas agudas centrada em 3.439 e 3.345 cm™, caracteristicos de deformacio axial da
ligagdo de N — H, banda maltipla em 3194 cm™. Foram detectadas trés bandas de vibracdes de
deformacdo axial entre 1781 1712 e 1660 cm'l, caracteristicas de carbonilas de anel de cinco
membros. Apresentou banda de deformagdo axial caracteristica da ligacdo C — N em 1432 cm’
! apresentou bandas de deformagdo angular fora do plano de N — H em 779, 776 ¢ 708 cm’
(SILVERSTEIN, 2000).

O espectro de RMN 'H [Fig. 32, pag. 51] revelou cinco sinais, trés singletos com
deslocamento quimico (dy 10,5, 1H), (6y 8,05,1H) e (dy 5,82, 2H) e dois dubletos, com
constante de acoplamento J = 8,0 e deslocamento quimico em 6,97 e 5,24 ppm.

O espectro de RMN Be [Fig.33, pag. 52] exibiu 4 linhas espectrais, as quais foram
realizadas analises comparativas com o padriao de hidrogenaciao DEPT 135° [Fig. 34, pag. 53],
que indicaram a existéncia de tré€s carbonos nao-hidrogenados com deslocamentos quimico
173,4, 157,5 e 156,8 ppm e um carbono metinico (CH) com deslocamento em 62,5 ppm.

O espectro bidimensional de correlacio homonuclear COSY [Fig. 35, pag. 54]
apresentou a conectividade dos hidrogénios dos dubletos 5,2 e 6,8 ppm e, através do espectro
de correlacdo heteronuclear a uma ligacio HMQC [Fig. 36, pag. 55], foi confirmada a
presenga do carbono com deslocamento 62,2 ppm hidrogenado correlacionando com o
hidrogé€nio com deslocamento em 5,2 ppm.

Baseado nas informagdes obtidas e comparadas com os dados de deslocamentos de
carbono e hidrogénio da literatura [FERREIRA et al., 2000], foi possivel identificar a
substancia PAR-04 como sendo uma alantoina, composto com agdo cicatrizante. Foi o

primeiro registro deste composto a ser isolado das raizes do tipi.



Tabela 7 - Dados comparados de RMN BC e '"H de PAR-04 com os dados encontrados na literatura
[FERREIRA et al., 2000].

#C o0c PAR-04 oc.Alantoina ou PAR-04 On - Alantoina
01 - - 10,54 (s) 10,54 (s)

02 157,5 157,7 -

03 - - 8,05 (s) 8,05 (s)

04 173,6 173,4 -

05 62,5 62,65 5,25(d, J = 8,0 Hz) 5,21(d, 1 =8, H)
06 - - 6,97(d, J = 8,0 Hz) 6,91(d,J =8, H)
07 156,8 156,7 - -

08 - - 5,81 (s) 5,82 (s)

Dados de RMN 125 MHz, DMSO dg 50 MHz DMSOd,

3N 4//

H / NH2




Tabela 8 - Dados de RMN bidimensional heteronuclear (HMQC ¢ HMBC) [500, 125 MHz, DMSO] de PAR-04.

'H x BC-HMQC - Jen 'H x BC-HMBC - "Jcu
#C dc on Jen *Jeu
01 ; ; _ )
02 156,8 - H-3 H-5
03 ; _ ]
04 173,6 - H-3, H-5 H-6
05 62,5 5.81(s) H-6 H-3
06 - ; _ ]
07 157,5 - H-6, H-8 H-5
08 - ; _ ]

o)
H 4
~
3N //H
5
/H
—a_ 1
0= 2\ N
| 78
H NH
0 2
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Figura 31: Espectro de absor¢do na regido de infravermelho (partilha de KBr) de PAR-04
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Figura 32: Espectro de RMN 'H [500 MHz, DMSO] de PAR-04
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Figura 33: Espectro de RMN "*C [125 MHz, DMSO] de PAR-04
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Figura 34: Espectro RMN '*C DEPT 135° [125 MHz, DMSO] de PAR-04
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Figura 35:

Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear 'H x 'H-COSY [500 MHz, DMSO] de PAR-04.




Figura 36: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMQC [500, 125 MHz, DMSO] de PAR-04.
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Figura 37: Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear HMBC [500 e 125 MHz, DMSO] de PAR-04
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3.1.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE PAR-05

Ap6s a obtencdo do extrato etandlico das raizes de P. alliaceae [Item 5.4, pag. 76], o
mesmo forneceu um precipitado que, apds sucessivas lavagens com metanol, resultou num
solido solivel em dgua e/ou dimetil suf6xido [DMSO] e com p.f. 171,8-174,2 °C .

O espectro de RMN 'H [Fig 38, pag. 60] revelou 9 sinais, sendo melhor visualizado
suas multiplicidades pelo espectro expandido [Fig. 39 pag. 62], mostra dois dubletos, 5,3 (1H,
d, J=3,6) e 4,1 (1H, d, J= 8,45), constantes relativas a acoplamentos de hidrogénio axial-
equatorial e axial-axial, respectivamente; trés tripletos, 3,93, 3,64 e 3,35 ppm (1H, J, 8,45 para
ambos), relativos a hidrogénios de acoplamentos axial-axial, um duplo-dubleto (dd) em 3,44
ppm (1H, J=3,7 e 9,9) constantes relativas de acoplamentos axial-equatorial e axial-axial
respectivamente; os demais sinais sdo: dois multipletos em 3,70 e 3,78 ppm e um singleto em
3,55 ppm, referentes a carbonos sp3 oxigenado.

O espectro de RMN BC-BB [Fig. 40, pag. 62] exibiu 12 linhas espectrais, 3 carbonos
com deslocamentos quimicos (61,70; 62,93 e 63,92 ppm), caracteristicos de carbonos
metilénicos oxigenados. Também exibiu 7 linhas espectrais na regido de carbonos metinicos
(CH) oxigenados entre 89,92-70,78 e dois sinais em 105,23 e 93,72 ppm, relativos a carbonos
anoméricos.

O espectro de correlagio homonuclear COSY [Fig. 41, pag. 63] revelam as correlacio
dos hidrogénios dos sinais [5,3 ppm (d) e 3,44 ppm (dd)], [3,64 ppm (t) com 3,44 ppm (dd) e
3,35 ppm (t)] e a correlagdo do tripleto [3,93 ppm com o dupleto 4,1 ppm] e o multipleto em
3,38 ppm. Com o auxilio dos espectros de correlagdes heteronuclear HMQC [Fig. 42, pag 64]
e de HMBC [Fig. 43 pag. 65], pdde-se relacionar a ligacdo dos hidrogénios com deslocamento
em (0) 5,2; 3,9; 3,7; 3,6; 3,4; 3,3 ppm com os carbonos com deslocamento (8) em 92, 79, 75,
74,72 e 70 ppm respectivamente.

Comparando o conjunto de dados fornecidos pelos dados espectrais acima citados com
os dados da literatura, viu-se que se o composto PAR-05 se tratava da sacarose [BEHNKE

1993]. Este composto foi isolado desta espécie pela primeira vez, neste trabalho.



Tabela 9 - Dados de RMN bidimensional (HMQC ¢ HMBC) de PAR-05

H x “C-HMQC H X “C - HMBC 6ci "J
#C 8¢ du Jeu Jeu
1 93,72 5,3 (d, Jaxeq=3,7) H-2 H-3
2 72,62 3,49(dd, Jucax = 9,9; Juxeq= 3,7) H-1, H-3 H-4
3 74,13 3,64(t, Juxax = 9,7) H-2, H-4 H-2, H-6
4 70,78 3,35(t, Juxax= 9,45) H-5, H-3 H-6
5 7395 3,77 (m) H-4, H-6 H-3
6 61,70 3,77 (m) H-5 H-4
I 62,93 3,55 (s) - H-3’
2 105,23 - H-1’, H-3’ H-4
3 82,92 4,09 (d, Joxax= 8,75) H-4 H-1’, H-5°
4 7557 3,93 (t, Juxax= 8,55) H-3’, H-4’ H-6’
5 78,92 3.76 (m) H-4", H-6’ H-3’
6 6392 3.76 (m) H-5’ H-4




Tabela 10 - Dados comparados de RMN 13C de PAR-04 com os dados encontrados na literatura
[BEHNKE,1993], para a sacarose.

N° #C LITERATURA
01 93,72 94,91
02 72,62 73,81
03 74,13 75,31
04 70,78 71,96
05 73,95 75,14
06 61,70 62, 88
r 62,93 64,10
2 105,23 106,41
3 82,92 84,11
4 75,57 76,73
5 78,92 79,15
6’ 63,92 65,12
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Figura 38: Espectro de RMN 'H [500 MHz, D,O] de PAR-05
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Figura 39: Espectro de expansio de RMN "H [500MHz, D,0] de PAR-05
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Figura 40: Espectro de RMN "°C BB [125 MHz, (D,0)] de PAR-05




Figura 41: Espectro de correlacdo homonuclear COSY [S00MHz, D,O] de PAR-05
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Figura 42: Espectro de correlagdo heteronuclear de HMQC [500, 125 MHz, D,O] de PAR-05
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Figura 43: Espectro de correlagc@o heteronuclear HMBC [S00MHz, D,0] de PAR-05
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4.1 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS RAIZES DE P. ALLIACEAE

Neste capitulo relatam-se os resultados dos ensaios de atividade biolégica do dleo
essencial das raizes de P. alliaceae contra mosca branca (Bemisia tabaci, biétipo B), gorgulho
(Callosobruchus maculatus) e de atividade contra larvas de Meloidogyne incognita. Os testes
de atividade inseticida foram realizados sobre cultura de meloeiro e na semente do feijao-de-

corda.

4.1.1 Mosca branca (Bemisia tabaci) biétipo B.

N

Os insetos conhecidos como mosca-branca pertencem a Ordem Hemiptera, a qual
inclui, aproximadamente, 126 géneros e 1156 espécies. Dentre os gé€neros mais importantes,
destacam-se: Bemisia, Aleurothrixus, Trialeurodes, Dialeurodes e Aleurodicus. Atualmente, o
género Bemisia é o que apresenta maiores problemas para a agricultura, com 37 espécies
conhecidas. A espécie Bemisia tabaci é cosmopolita, originaria do sul da Asia, provavelmente
da India ou Paquistio [SOUSA, 2000].

Estes insetos sdo considerados pragas de importancia econdmica por atuarem como
vetores de viroses. Segundo COSTA et al.,[1973], em 1963, vinte e cinco viroses tinham
como vetor a mosca B. tabaci. J4 sdo conhecidas 70 diferentes viroses transmitidas pela
mosca branca em todo o mundo. Para alguns pesquisadores, B. fabaci desenvolve-se em altas
temperaturas, tem uma alta capacidade de adaptacdo em relagdo as mudancas climaticas e se
multiplicam num grande nimero de hospedeiros. Em 1977, a ocorréncia desta espécie foi
registrada nos estados de: Sdo Paulo, M. Gerais, Goids, Parand, Bahia, Pernambuco, Ceara,
Mato Grosso, Rio G. do Norte, Tocantins, Rio de Janeiro e no Distrito Federal, tendo como
principais hospedeiros: meldo, tomate, abdbora, berinjela, brécolis, mandioca [SOUSA,
2000].

Com o objetivo de encontrar uma forma alternativa de controlar essa praga, a literatura
revela que o 6leo essencial de Vanillosmopsis pohlii foi testado, in vivo, em insetos adultos
sobre folhas de meloeiros cultivados em casa de vegetacdo e mostrou que o 6leo testado
apresentou excelente acdo inseticida nas concentracdes de 2; 1; 0,5; 0,25 g/L. [De

ANDRADE, et al., 2004].



4.1.2 Resultados obtidos dos testes de atividade inseticida do 6leo essencial das raizes

contra a mosca branca (Bemisia tabaci)

Foi avaliada a atividade inseticida do 6leo essencial das raizes do Tipi, coletadas no
Horto de Plantas Medicinais, contra a mosca branca. O teste foi realizado com o 6leo diluido
em diferentes concentra¢des. Cada concentracdo (tratamento) foi submetida a avaliagdo em
quatro repeti¢cdes (R). Para cada teste, foram avaliados os resultados (mortalidades) em
intervalos de 24h durante 72 horas e comparado com os resultados da testemunhas (dgua),

medindo-se o percentual médio de moscas mortas neste intervalo de tempo. Ver tabelas

abaixo.

Tabela 11 — Avaliacdo da atividade inseticida do éleo essencial das raizes de P. alliaceae sobre adultos de
Bemisia tabaci.

Tratamento Concentracao Niimero de moscas mortas apos 72h
R1 R2 R3 R4 % MEDIO
OETipi 2,00g/L 10 9 10 10 97,5
OETipi 1.00g/L 10 10 10 9 97,5
OETipi 0,50g/L 10 7 10 9 90,0
OETipi 0,25g/L 10 10 10 10 100,0
DMSO 2% 2 5 3 6 40,0
Testemunha 6 10 2 1 47,5

R1, R2, R3, R4 =Ntimero de repeticdes.
OE Tipi = Oleo Essencial do Tipi
% MEDIO = Percentagem média de mortalidade

Testemunha = Agua destilada



Tabela 12 — Avaliacdo da atividade inseticida do dleo essencial das raizes de P. alliaceae em fungdo do nimero
de ovos postos de B. tabaci

Tratamento Concentraciao Numero de ovos postos apos 72h
R1 R2 R3 R4 MEDIA
OETipi 2,00 g/LL 3 3 1 7 3,5
OETipi 1.00 g/L 0 0 0 0 0,0
OETipi 0,50 g/L. 0 12 0 2 3,5
OETipi 0,25 g/L. 0 0 0 0 0,0
DMSO 2% 109 23 16 63 52,7
Testemunha 59 0 78 35 43

R1, R2, R3, R4 =Niimero de repeti¢des
OETipi = Oleo Essencial do Tipi

MEDIA = média de ovos postos.
Testemunha = Agua destilada

O ¢leo essencial das raizes do tipi foi diluido em diferentes concentracdes para
avaliacdo de sua atividade inseticida contra a mosca branca. O 6leo apresentou excelente
atividade inseticida em todas as concentracdes. O mesmo aconteceu para avaliacio da
oviposi¢do. Diante dos resultados, foram realizados novos testes utilizando o composto

majoritdrio do 6leo, benzaldeido.

Tabela 13 — Avaliacdo da atividade inseticida do benzaldeido sobre adulto de Bemisia tabaci

Tratamento  Concentragdo Niimero de moscas mortas apds 72h

Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 9% MEDIO
Benzaldeido 1g/L 7 9 10 8 9 8 9 9 86,25
DMSO 2% 7 7 2 3 7 8 4 7 56,25
Testemunha 0 5 0 0 4 4 8 9 37,50

R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 = Numero de repeticdes
OETipi = Oleo Essencial do Tipi
% MEDIO = Percentagem média de mortalidade.

Testemunha = Agua destilada



Tabela 14 — Avaliacdo da atividade inseticida do benzaldeido sobre o nimero de ovos postos de B. tabaci

Tratamento  Concentragdo Niimero de ovos postos apds 72h
Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 MEDIA
Benzaldeido 1g/L 26 5 0 20 57 52 17 2 22,38
DMSO 2% 63 5 29 41 50 6 5 8 25,88
Testemunha 116 50 100 152 113 51 52 21 81,88

R1, R2, R3, R4 = Nimero de repeti¢des
OETipi = Oleo Essencial do Tipi

MEDIA = média de ovos postos
Testemunha = Agua destilada

Diante dos resultados mostrados nas tabelas 11 e 12 que revelaram considerdveis
indices de mortalidade dos insetos “mosca branca”, e como os estudos dos constituintes
voléteis “capitulo 02” que mostrou o benzaldeido como “constituinte majoritario” do dleo
essencial. Quando foi testado nas mesmas condi¢gdes e concentragdes que o Sleo essencial,
tabela 13 e 14, observou-se que o benzaldeido também apresenta semelhanga no indice de
mortalidade dos inseticidas. Conclui-se, entdo, que tanto o benzaldeido quanto o dleo
essencial encerram atividade inseticida contra a mosca branca, insetos que tem causado

grandes prejuizos aos agricultores.



4.2 Gorgulho-do-feijao de corda (Callosobruchus maculatus).

Callosobruchus maculatus, o gorgulho do feijdo-de-corda, vem causando perdas
quantitativa e qualitativa, manifestada por meio de perfuragdo da semente e causando reducgio
do peso e diminuindo a capacidade de germinagio da mesma. E um outro tipo de inseto que
vem ocasionando grandes prejuizos aos produtores de feijdo. Tem aproximadamente 3 mm de
comprimento, apresentando nos élitros manchas amarronzadas que, em repouso, formam um
"X"; vivem cerca de 5 a 8 dias. As fémeas pdoem em média 80 ovos nas superficies dos graos.
Ao eclodirem, as larvas penetram na semente, alimentando-se do contetido interno. Dentro
dos graos transforma-se em pupa e, ap6s a emergéncia, o adulto perfura um orificio de saida;
fora dos gréos, reiniciam o ciclo biolédgico.

De acordo com PASCUAL-VILLALOBOS [2003], que realizou testes com o dleo
essencial Ocimum basilicum, coletados em dezoito locais diferentes, apenas 10 apresentaram
atividades contra o Callosobruchus maculatus. Através da andlise dos constituintes volateis,
verificou-se que esses Oleos que apresentaram atividades continham metil chavicol ou

eugenol.

4.2.1 Atividade inseticida do oleo essencial das raizes de P. alliaceae sobre

Callosobruchus maculatus.

A avaliacdo da atividade inseticida contra o gorgulho foi realizada com insetos adultos
de 24h de idade; utilizaram-se seis insetos para cada tratamento. Os testes foram realizados
em quatro repeti¢des (R). O 6leo foi aplicado em 100, 50 e 10 uL e os testes foram avaliados
apods 24 horas da aplicagdo. O resultado foi obtido através da contagem dos insetos mortos e

€xXpresso em percentagem.



Tabela 15 - Numero de insetos mortos 24h apds aplicacio do dleo essencial das raizes da P. alliaceae.

Tratamento Nuamero de insetos mortos 24h apés aplicacio
Volume (u) R1 R2 R3 R4 9%0M. 1M
OETipi 100 6 6 6 6 100
OETipi 50 6 6 6 6 100
OETipi 10 1 1 1 1 16,6
CONTROLE 0 0 0 0 0

R1, R2, R3, R4 = Numero de repeticdes;
% M.I.M.= Percentual médio de insetos mortos
% MEDIO= Percentual médio de insetos mortos

OETipi = Oleo Essencial do Tipi.
CONTROLE = Sementes selecionadas ( auséncia de insetos)

Como pdde ser observado, nos volumes de 50 e 100 pl do 6leo essencial das raizes de
tipi quando aplicadas sobre o gorgulho, causaram 100% de mortalidades dos insetos. O
volume de 10 pl, no entanto, nao foi suficientemente letal, haja vista que matou apenas 16,6%
dos insetos apds 24 h. Portanto, o 6leo no volume de 50 microlitros apresentou-se como

potente agente inseticida, contra gorgulho do feijdo de corda.

4.3 Nematoides (Meloidogyne incognita)

Os nematdides sdo organismos alongados e afilados em ambos as extremidades,
representando um dos grupos de animais mais numerosos da terra. Acredita-se que existem
cerca de 500.000 espécies de nematdides, podendo ser encontrados desde regides
extremamente frias até regides de deserto. Os nematdides causam enormes danos a diversas
culturas, ocasionando grandes perdas na producdo agricola. Conseqiientemente, o controle
desses patogenos € vital para a exploracdo agricola comercial, o qual pode ser feito com o uso
de nematicidas sintéticos, resultantes da indudstria petroquimica. Essas substincias podem
contaminar dguas subterraneas, intoxicar agricultores ou deixar residuos em alimentos, o que
tem ensejado a pesquisa sobre o uso de moléculas menos nocivas ao homem e ao ambiente
[GONCALVES, 2003].

O Meloidogyne incognita estd sendo considerado como o nematdide que causa
maiores prejuizos a cafeicultura; além disso foi também constatado que este nematdide é
problema em intimeras outras culturas como: tomate, abdbora, algodao, feijdo, trigo, etc.

Foram descobertas entre 4 - 5 espécies deste nematdide. Plantas atacadas por nematdides sao



caracterizadas pelo baixo vigor e pouco desenvolvimento da parte aérea. Estes sintomas sdo
reflexos tipicos da presenca de galhas e de massas de ovos nas raizes.

As raizes infectadas por nematdides apresentam-se engrossadas, com rachaduras e
aspecto de cortiga. Esse sintoma aparece ao longo das raizes, intercalado com partes sadias.
Os nematdides sobrevivem melhor em regides com temperatura de solo acima de 28°C. M.
arenaria ¢ muito comum em locais com solos arenosos; M. hapla € mais encontrado em clima
ameno e tolera temperatura de solo abaixo de 12°C; M. incognita e M. javanica sdo mais
cosmopolitas e sdo bem adaptados as diferentes condi¢des climdticas brasileiras. A espécie de
maior importincia é M. incognita que, pela agressividade dos ataques, ocasiona redugdo na
producdo e muitas vezes a morte das plantas.

PONTE [1997] realizou testes preliminares contra M. incognita utilizando o chd das
raizes de P. alliaceae no tomateiro infestado em casa de vegetacdo, mostrando excelente
atividade nematotdxica.

Outros ensaios foram realizados contra o nematdide M. incognita, sendo que, foi
utilizado o 6leo essencial das folhas de Lippia Alba em juvenis de 2° instar, in vitro,

encerrando atividade nematicida do mesmo [GONCALVES, 2003].

4.3.1 Testes de atividade nematicida do dleo essencial das raizes de P. alliaceae contra M.

incognita.

Para ensaios nematicidas preliminares utilizou-se o 6leo essencial das raizes de P.
alliaceae, coletada na comunidade de Canafistula-CE e no Horto de Plantas Medicinais do
Pici. Foram diluidos em solucido de H,O/DMSO 2% nas concentragdes de 0,25 0,1 e 0,05 g/L
e avaliados durante 72h. Para cada tratamento (concentracdo) fizeram-se quatro repeti¢des
(R). A cada 24h avaliou-se o nimero de larvas mortas em cada tratamento. Foram realizados
0s ensaios com os 6leos separadamente, oriundo da Canafistula e do Horto, e nas mesmas
concentragdes, observou-se 0 mesmo nimero de mortalidade em cada 6leo. Por isso, foram
descritos neste trabalho apenas os resultados do 6leo obtido do Horto de Plantas Medicinais,

por apresentar apenas quatro compostos em sua composi¢do quimica.



Tabela 16 — Avaliagdo da atividade nematicida do dleo essencial das raizes de P. alliaceae coletado no Horto de

Plantas Medicinais.

Concentracdo g/L. % Juvenis Mortos de Meloidogyne incognita
R1 R2 R3 R4  %MEDIO
0,25 100 100 100 100 100
0,1 99 99 97 97 98
0,05 30 28 27 29 28
DMSO 2% 0 0 0 0 0

R1, RZ, R3, R4 = Niimero de repeticdes;
% MEDIO: Percentual médio de larvas mortas

Diante dos resultados expostos na tabela 16, concluimos que o 6leo essencial de P.
alliaceae ¢ um nematicida promissor para o combate desta espécie de nematdides, pois
apresentou-se bastante ativo contra as larvas de M. incognita na concentracio de 0,1g/L. Os
resultados obtidos possibilitaram a realizacdo de novos ensaios. Através da analise do dleo
por CG/EM apés 30 dias da extragdo, constatou-se que apenas dois compostos estavam
presentes no dleo, o dissulfeto de dibenzila e trans-estilbeno. Foram realizados novos testes
nematicida nas mesmas concentracdes do teste anterior, mas desta vez o 6leo mostrou-se

inativo diante das larvas de M. incognita.

Tabela 17 - Teste de atividade nematicida do dleo essencial das raizes de P. alliaceae 30 dias apds a extragdo.

Concentragdo g/ % Juvenis Mortos de Meloidigyne incognita
R1 R2 R3 R4 %MEDIO
0,25 1 0 2 2 1,25
0,1 0 0 0 0 0
Agua destilada 0 0 0 0 0
DMSO 2% 0 0 0 0 0

R1, R2, R3, R4 = Nimero de repeti¢des;
%MEDIO: Percentual médio de larvas mortas
R = Niuimero de repeti¢des
Observa-se que resultado do teste com o 6leo apds 30 dias, ndo confere seu alto indice
de mortalidade apresentada no teste anterior. Revelando assim que a atividade nematicida do

Oleo estd relacionada a constituintes benzaldeido e/ou cinamaldeido. Constituintes que

volatilizaram com o tempo.



Tabela 18 - Atividade nematicida dos constituintes isolados do 6leo essencial do tipi na concentragdo de 0,5 g/L

Substéancias 9% Junenis mortas de Meloidogyne incognita
R1 R2 R3 R4 % MEDIO
Benzaldeido 100,0  100,0 100,0  100,0 100,0
Cinamaldeido 100,0  100,0  100,0 100,0 100,0
Trans-estilbeno 0,0 0,0 0,0 1,0 0,25
Dissulfeto de dibenzila 0,0 1,0 2,0 0,0 0,75
DMSO % 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

% MEDIQO: Percentual médio de larvas mortas

R = Nimero de repeticdes

Os testes realizados com os constituintes quimicos do 6leo mostraram que o
benzaldeido e cinamaldeido causaram mortalidades de 100% na concentracdao de 0,5 g/L,
confirmando a inatividade dos outros dois.

O ¢leo da planta coletada na localidade de Canafistula apresentou atividade
semelhante a atividade do 6leo das raizes coletada no Horto de Plantas Medicinais. Baseado
nos cromatograma dos 6leos essenciais extraidos das raizes, constatou-se que o cinamaldeido
esteve presente apenas no 6leo obtido no Horto de Plantas Medicinais [Tabela 2, pag. 17].
Baseado nos ensaios de atividade nematicida do 6leo essencial e das substincias isoladas,
obteve-se excelente indice de mortalidade provocada pelo 6leo, benzaldeido e cinamaldeido.
O dleo essencial das raizes do Tipi coletado na localidade de Canafistula (sem o
cinamaldeido) apresentou atividade nematicida semelhante a do Horto e os testes foram
realizados nas mesmas concentragdes. Comparando os indices de mortalidade causada pelas
substancias isoladas e dos Oleos essenciais foi possivel a identificagdo do benzaldeido como

principio ativo do 6leo essencial diante desta espécie de nematdides.



Capitulo 05 "f




5.1 MATERIAL BOTANICO

5.1.1 RAIZES

Raizes de P. alliaceae foram coletadas na Serra de Maranguape, Horto de Plantas
Medicinais Professor Francisco Jose de Abreu Matos no Campus do Pici, Universidade
Federal do Ceara e na localidade de Canafistula municipio de Apuiarés-Ceard. A identificagio
botanica foi feita por Manoel Andrade Neto, professor de quimica da Universidade Federal do
Ceard e a exsicata sob o nimero 35577 encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra do

Departamento de Biologia da mesma .

5.2 METODO DE ANALISE

Na cromatografia de adsorcdo em coluna, foi empregado como fase estaciondria gel de
silica 60 (® 0,063 — 0,200/ Merck) e na cromatografia em camada delgada (CCD), utilizou-se
como fase estaciondria gel de silica 60 F»s4 (Merck). No auxilio a purificacdo das substancias
isoladas foi utilizado a técnica cromatogrifica de peneiramento por exclusdo molecular
utilizando como suporte o gel de dextrano sephadex LH — 20. Como fase mdvel foram
utilizados os seguintes eluentes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puro ou
como mistura bindria de elui¢do por gradiente. O didmetro e o comprimento das colunas
utilizadas variaram de acordo com a quantidade de silica-gel empregada e do material a ser
cromatrografado. Na cromatografia liquido-liquido, particdo, foram utilizados os seguintes
solventes: hexano, acetato de etila e etanol.

As substancias analisadas em cromatoplacas foram reveladas em exposicdo a luz UV
(radiacdo ultravioleta) em 254, 312 e 365 nm, obtidos por lampada modelo UVSL-25 da
Mineral Light, e por borrifacdo da solugdo vanilina (CgHgO3) / acido percldrico (HCI1Oy)/

etanol (C,Hg¢O), seguido de aquecimento em estufa a 100°C por 5 a 10 minutos.



5.3 METODOS ESPECTROMETRICOS

5.3.1 Espectroscopia na regiao de Infravermelho (IV)

Os espectros de absorcio na regido do infravermelho (IV) foram obtidos no
Departamento de Quimica Orgénica e Inorginica da Universidade Federal do Ceard, em
espectrometro PERKIN-ELMER, modelo FT-IR SPECTRUM 1000. utilizou-se partilhas de
brometo de potassio (KBr) para a analise das amostras sélidas e filme em pastilhas de cloreto

de s6dio (NaCl) para amostras liquidas.

5.3.2 Espectrometria de Massa (EM)

Os espectros de massa das substancias isoladas do dleo essencial das raizes de P.
alliaceae foram obtidos em espectrometro de massa Hewlett-Parckar, modelo Hp-5971 A,
acoplado a cromatégrafo de gds-liquido, modelo Hp-5890 A série I (CG/EM), provido de
coluna capilar DB-5 dimetilpolisiloxano (30m x 0,25mm id), utilizando um gradiente de

aumento de temperatura de 4°C/min. De 180-200°C.

5.3.3 Espectrometria de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN'H) e
Carbono - 13 (RMN “C).

Os espectros de RMN 'H e RMN "*C unidimensionais e bidimensionais foram obtidos
em espectrometros Brucker, modelo Avance DPX-300 e DRX-500, pertencentes ao Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear (CENAUREMN), do
Departamento de Quimica Organica e Inorginica (DQOI) da Universidade Federal do Ceara,
operando, nas freqiiéncias, de 300 e 500 MHz para hidrogénio-1 e 7SMHz e 125 MHz para
carbono — 13.

As amostras foram dissolvidas nos seguintes solventes deuterados: dimetil suféxido
[(CD3),S0], cloroférmio (CDCls) e dgua (D,0). Os deslocamentos quimicos foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e referenciado para RMN 'H pelo pico de hidrogénio pertencente
a fracdo ndo-deuterada do solvente: dimetilsulfoxido & 2,5; cloroférmio & 7,27. Para RMN
13C, o padrao foi sinal do carbono-13 em & 39,78 para o dimetilssulféxido, em & 77,23 para o
cloroférmio.

As multiplicidades dos sinais em RMN 'H foram indicadas seguindo a convengao: s

(singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), m (multipleto). O padrio de



hidrogenag¢do dos carbonos em RMN PC foi determinado através da técnica DEPT
(Distortionaless Enhancement by Polarization Transfer), com angulo de nutacdo de 135°, (CH
e CHj3; com amplitudes em oposi¢do aos CH,) e foi discutido segundo a convencdo: C (ndo-
hidrogenado), CH (carbono metinico) CH, (carbono metilénico). Os carbonos nao-
hidrogenados foram caracterizados pela subtracio do espectro DEPT 135° pelo HBBD
(Hydrogen Broad Band Decoupled).



5.4 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DAS RAIZES DE PETIVERIA ALLIACEAE.

O dleo essencial de P. alliaceae foi obtido empregando o processo de hidrodestilacao
em doseador tipo Cleavenger, utilizando 740g de raizes coletadas no Horto de plantas
medicinais. As raizes de P. alliaceae recém coletadas foram colocadas num baldo de vidro de
SL, juntamente com 2L de dgua e mantido por 3h trés horas em ebuli¢do. Apds este periodo, a
mistura dgua/éleo armazenada no doseador foi coletada num frasco limpo e, com o auxilio de
uma pipeta, foi retirada a dgua; o 6leo coletado, foi tratado com sulfato de s6dio anidro e
filtrado, fornecendo 0,8mL do 6leo (0,04%). Os d6leos essenciais obtidos foram analisados em
CG/EM e o resultado da identificacdo dos constituintes quimicos encontram-se na Tabela 02,

p-17.

Fluxograma 01: Obtencdo dos constituintes volateis das raizes de P. alliaceae

Raizes de P. alliaceae (740g)

Extracdo em doseador tipo Cleavenger

Torta / Decocto Oleo / Agua

Separagdo

desprezado desprezado

1. Na,SO; (anidro) desprezado
2. Filtracdo

OLEO - 0,04%

Anidlise por CG/EM

Identificacao e Quantificacao




5.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS RAIZES DA P. ALLIACEAE
5.5

450g das raizes da P. alliaceae, coletadas na Serra de Maranguape, foram secadas e
trituradas, sendo em seguida submetidas a extragdo com etanol bruto a temperatura ambiente.
O solvente foi trocado 4 vezes em um intervalo de 24h entre cada troca. Em seguida foram
reunidos e destilados a aproximadamente dois tercos do volume total sob pressdo reduzida. A
solucdo restante foi dividida em duas partes, uma foi submetida a particio com hexano,
acetato de etila, sendo em seguida evaporada sob pressdo reduzida, gerando assim as fragdes
PARE/H 720 mg, PARE/EtOAc 358 mg e PARE/EtOH 6 g (Fluxograma 02, pag. 78). A

outra metade foi evaporada sob pressdo reduzida, fornecendo 8g do extrato etandlico bruto

denominado PAREtOH.



Fluxograma 02: Obtencao dos extratos das raizes de P. alliaceae

P. alliaceae
Raizes (450g)

3

Etanol

Extrato etandlico

Concentrado fracionado
4 x hexano
PAREtOH
(8.02)
Residuo PARE/H
(720,0 mg)
4 x acetato de etila
PARE/EtOH PARE/EtOAc

(6,0 2) (358,0 mg)




5.6 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO.

5.6.1 Cromatografia de PARE/H

720mg de PARE/H foram misturados a gel de silica, pulverizados em grau de
porcelana e acondicionados sobre uma coluna de (® 1,5cm, h = 16cm), pré-empacotada com
gel de silica sucessivas elui¢des com hexano, acetato de etila e metanol, puros e em misturas
binarias com escala crescente de polaridade, forneceu 71 fragdes de 10mL cada. As fracdes

entre F1 e F71 foram coletadas com volume de 10 mL, F72 e F73 com 50mL.

Tabela 19 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de PARE/H

FRACOES ELUENTE
PARE/H 1-3 HEX. 100%
PARE/H 4-6 HEX./EtOAc  05%

PARE/H  7-33 HEX./EtOAc  15%
PARE/H  34-47 HEX./EtOAc  30%
PARE/H 48 -59 HEX./EtOAc  50%
PARE/H 60-71 HEX./EtOAc  80%
PARE/H 72 EtOAc 100%

PARE/H 73 MeOH 100%




Tabela 20 - Jun¢do das fracdes da coluna de PARE/H que apresentaram Rfs semelhantes

FRACAO SIGLA PESO (g)
1-4 PARE/HF1 11,2
5-6 PARE/HF2 205,2

7 PARE/HF3 55,4
8-15 PARE/HF4 35
16-22 PARE/HF5 80,2
23-28 PARE/HF6 22,2
29-42 PARE/HF7 31,8
43-52 PARE/HF8 11,4
53-57 PARE/HF9 10,5
58-64 PARE/HF11 -
65-67 PARE/HF12 26,5
68-73 PARE/HF13 22,0

A fracdo PARE/H, apds sucessivas cromatografias, possibilitou o isolamento de uma
substancia PAR-01. As fracdes coletadas (10mL) foram analisadas por CCD e reunidas de

acordo com suas semelhancas, obtendo-se 12 grupos.

5.6.2 Fracionamento de PARE/HF2

A fracdo PARE/HF2, apresentou-se na forma de dleo de cor amarela. O mesmo foi
submetido a uma nova cromatografia, utilizando os seguintes eluentes: hexano, cloroférmio e
acetato de etila, puros ou como mistura bindria em gradiente crescente de polaridade. Obteve-

se 21 fracdes com volumes de 10 mL.

Tabela 21 - Dados referentes ao tratamento cromatografico da fracio PARE/HF2.

FRACOES ELUENTE
1-2 Hexano 100%
3-13 Hex/CHCl; 50%
14-19 CHCI; 100%

20-21 Acetato de etila




Tabela 22 - Jun¢do das fragdes segundo a semelhanga dos seus Rfs .

NUMERO FRACAO SIGLA PESO (mg)
1 1-2 PARE/HF2.1 34,3
2 3 PARE/HF2.2 21,5
3 4 PARE/HF2.3 12,2
4 5 PARE/HF2.4 2,1
5 6 PARE/HF2.5 -

6 7 PARE/HF2.6 -

7 8-12 PARE/HF2.7 29,2
8 13-14 PARE/HF2.8 15,3
9 15-20 PARE/F2.9 4,8
10 21 PARE/F2.10 4,7

A fracdo PARE/HF2, apds serem analisadas por CC e reunidas as fra¢des pela sua
semelhanca de rf, destacou-se a fragdo denominada PARE/HF2.1 que tornou possivel a
obtencdo de PAR-02 por meio de andlise cromatogrifica em camada delgada preparativa

(CCDP).

5.6.3 Purificacao da fracio PARE/HF2.1 para a obtencao de PAR—-02

Ap6s a andlise em CCD das fragdes, foi possivel reunir as que apresentavam Rf
semelhantes e em seguida evapora-las a pressdo atmosférica. A fracio PARE/HF2.1 rendeu
34 mg; quando analisada em CCD observou-se a presenca de duas manchas com Rfs distintos.
Esta fracdo foi submetida a uma cromatografia em "CCDP” levando a obtencdo de 26 mg de
um liquido amarelo solivel em cloroférmio, apds a analise por espectrometria foi identificado

como sendo o mesmo composto PAR — 02, isolado do éleo.

5.6.4 Cromatografia de PAR-OE

276 mg de 6leo essencial das raizes de P. alliaceae (PAR-OE) foram acondicionados
sobre uma coluna de (® 1,5cm, h = 1lcm), pré-empacotada com gel de silica, realizando
sucessivas eluicdes com hexano, cloroférmio e acetato de etila puros e em misturas bindrias,
com escala crescente de polaridade. Foram coletadas 106 fracdes de 3 mL cada e reunidas em

frasquinhos pequenos.



Tabela 23 - Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico de PAR-OE

FRACOES ELUENTES
1-29 HEXANO 100%
30 -49 HEX./CHCI; 10%
50-65 HEX./CHCI; 30%
66 — 77 HEX./CHCI; 50%
78 — 94 CHCI; 100%
95 - 100 CHCI3/EtOAc 50%
101 — 106 EtOAc 100%

Tabela 24 - Juncio das fragdes da coluna de PAR-OE que apresentaram Rfs semelhantes

FRACOES SIGLAS PESOS

1 PAR-OEF1 13,0

4-6 PAR-OEF2 21,8
7-11 PAR-OEF3 5,6
12-21 PAR-OEF4 1,6
22-50 PAR-OEF5 5,2
51-55 PAR-OEF6 4,4
56-106 PAR-OEF7 6.5

Da fragdo PAR-OEF1 obteve-se 13 mg de um sélido branco e solivel em cloroférmio

que foi denominado PAR-02.

5.6.5 Tratamento cromatografico de PARE/EtOAc

358mg de PARE/EtOAc foram misturados em gel de silica, pulverizado num grau de
porcelana e acondicionados sobre uma coluna de (® 1,5cm, h = 16cm), pré-empacotada com
gel de silica. Apds sucessivas eluicdes com hexano, acetato de etila e metanol puros e em
misturas bindrias, com escala crescente de polaridade foram coletadas 186 fragdes de 10ml

cada.



Tabela 25 - Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico de PARE/EtOAc

FRACOES ELUENTE
1-22 HEX./ 100%
23 -41 HEX./EtOAc 10%
42 - 53 HEX./EtOAc 20%
54 - 65 HEX./EtOAc 30%
66 —77 HEX./EtOAc 40%
78 — 88 HEX./EtOAc 50%
89 -98 HEX./EtOAc 60%
99 — 109 HEX./EtOAc 70%
110-114 HEX./EtOAc 80%
115-134 EtOAc 100%
135 - 145 EtOAc./MeOH 10%
146 — 152 EtOAc./MeOH 20%
153 - 158 EtOAc./MeOH 30%
159 - 163 EtOAc./MeOH 40%
164 — 169 EtOAc./MeOH 50%
170 - 174 EtOAc./MeOH 60%
175 - 186 MeOH 100%




Tabela 26 - Dados referente a juncio das fragdes de PARE/EtOAc

FRACAO SIGLA PESO
1-3 PARE/ EtOACFI -
4-5 PARE/ EtOACF2 9,4

6 PARE/ EtOACF3 2,1
7-32 PARE/ EtOAcF4 14,1
33-61 PARE/ EtOACF5 35
62-68 PARE/ EtOAcF6 15,1
69-84 PARE/ EtOAcF7 -
85-93 PARE/ EtOAcF8 7.4
94-121 PARE/ EtOACF9 81,5
122-150 PARE/ EtOACF10 -
151-186 PARE/ EtOAcF11 -

As fragdes foram reunidas através de andlise em CCD e o solvente evaporado numa
capela a temperatura ambiente. Na fracio PARE/EtOAcF2 foi obtido 9,4 mg de um dleo

amarelo soluvel em CDCls;, denominado PAR — 03.

5.6.6 Cromatografia do extrato etanolico (PARA/ETOH) das raizes de P. alliaceae

3,2g do PARE/EtOH foram misturados em gel de silica, pulverizado num grau de
porcelana e acondicionados sobre uma coluna de (® 1,5 cm, h = 16cm), pré-empacotada com
gel de silica. Apds sucessivas eluicdes com hexano, acetato de etila e metanol puros e em
misturas bindrias, com escala crescente de polaridade, foram coletadas 70 fracdes de 10ml

cada.



Tabela 27 - Tratamento cromatografico de 3,2g do extrato etandlico (PARE/EtOH).

Fracgoes Eluente
1 Hexano 100%
2 Hex/acet.10%
3-28 Hex/acet.50%
29-48 Acetato 100%
49-66 Acetato/etanol 50%
67 Etanol
68-70 Metanol

Apds comparacdo através de cromatografia em camada delgada (CCD), foram
reunidas as fracOes que apresentaram fator de retengdo semelhante como mostra a tabela 28.

abaixo.



Tabela 28 - Dados referente a juncio das fragdes do (PARE/EtOH)

NUMERO FRACOES SIGLAS PESO
01 01 PARE/F1 1,5
02 02 PARE/F2 -
03 03 PARE/F3 64,4
04 4-10 PARE/F4 36,9
05 11-16 PARE/F5 9,1
06 17-20 PARE/F6 10,1
07 21-35 PARA/F7 61,0
08 36-46 PARE/F8 28,8
09 47-48 PARE/F9 12,3
10 49 PARE/F10 9,5
11 50-51 PARE/F11 -
12 52 PARE/F12 30,1
13 53-55 PARE/F13 86,3
14 56-57 PARE/F14 49,5
15 58-64 PARE/F15 185,3
16 65 PARE/F16 96
17 66 PARE/F17 154,4
18 67 PARE/18 383,1
19 68 PARE/19 405
20 69-70 PARE/F20 7413

A fracdo PARE/F18 foi submetida a cromatografia em sephadex LH — 20, tendo

metanol como fase mével. Ela forneceu 13 mg de um sélido com ponto de fusio entre 297,6 —

301 e solivel em dimetil suféxido que foi denominado de PAR — 04.



5.7 OBTENCAO DE PAR-05

O extrato etandlico bruto foi fracionado por meio de uma particio com hexano e
acetato de etila; apds o fracionamento, as mesmas foram concentradas e colocadas em frascos,
limpos, tarados, e armazenado numa geladeira (8 — 10°C). Um dia apds o armazenamento,
observou-se a presenca de precipitado na fracdo etandlica. Apds sucessivas lavagens com
metanol, obteve-se 900 mg de um sélido solivel em dgua ou dimetil suféxido (DMSO), o

qual foi denominado PAR-05

5.8 ENSAIOS DE ATIVIDADES INSETICIDA E NEMATICIDA DO OLEO
ESSENCIAL DAS RAIZES DE P. ALLIACEAE

As raizes de P. alliaceae foram coletadas em Canafistula, Maranguape e Horto de
Planta Medicinais Francisco José de Abreu Matos no Campus do Pici. Partes das raizes foram
destinadas para obtenc@o dos extratos; hexanico, acetato de etila e etandlico, o restante das
raizes foram utilizadas para extragdo do dleo essencial, dos quais foram realizados analises
em CG/EM e identificados os constituintes quimicos presentes. Duas substincias foram
testadas suas atividades biolégicas a partir de amostras comerciais, benzaldeido e
cinamaldeido, e as outras duas, dibenzil dissulfeto e trans-estilbeno, compostos presentes no
6leo obtido no Horto, foram isoladas por métodos cromatograficos, possibilitando assim o
teste de atividade nematicida do 6leo e de todas as substincias presentes. Além do teste de
atividade nematicida, realizou-se teste de atividade inseticida, contra a mosca branca (Bemisia

tabaci) biotipo B e gorgulho do feijao-de-corda (Callosobruchus maculatus).

5.8.1 ATIVIDADE INSETICIDA DO OLEO ESSENCIAL DAS RAIZES DE P.
ALLIACEAE CONTRA B. TABACI BIOTIPO B

5.8.1.1 Origem da populaciao de Bemisia tabaci biétipo B (mosca branca).

Os insetos que originaram a cria¢io foram obtidos de um plantio de meldo localizado na
estacdo experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), em
Paraipaba, CE. A coldnia é mantida em plantas de meloeiro em uma casa de vegetagcdo da

EMBRAPA, no Campus do Pici, UFC.



5.8.1.2 Criacao massal da mosca branca

Os vasos contendo as plantas foram colocados em gaiola de plésticos com dimensdes
de 35 cm de altura, 45 cm de comprimento e 32 cm de profundidade. As paredes laterais e a
parte superior da gaiola foram revestidas por um tecido de malha fina conhecida como fild.
Numa mesma gaiola foram mantidos varios vasos com plantas de idades diferentes a fim de
manter a colonia com insetos em diferentes estdgios de desenvolvimento. Na mesma casa de
vegetacdo, foram mantidas plantas isentas de insetos, cujas folhas foram utilizadas nos testes

in vitro.

5.8.1.3 Preparaciao das solucoes

O dleo essencial obtido das raizes da Petiveria alliaceae foi diluido em uma solugdo
de dimetil-sulféxido (DMSO) 2% em diferentes concentragdes. Da mesma forma foi
preparado uma solucdo com o benzaldeido, composto majoritidrio do 6leo essencial da P.

alliaceae.

5.8.1.4 Ensaio de atividade inseticida.

Destacaram-se folhas com aproximadamente uma semana de idade e isentas de
insetos. Em seguida, as solu¢des foram aplicadas na face abaxial destas folhas com auxilio de
um pequeno pulverizador portdtil e imediatamente seus peciolos foram introduzidos
individualmente em pequenos frascos de vidro com agua destilada. Cada frasco contendo uma
folha, foi em seguida, colocado no interior de um copo de acrilico transparente de 9,5 cm de
altura 5 e 7 cm de didmetro inferior e superior, respectivamente. Estes copos foram
parcialmente cobertos com uma pelicula de polietileno, deixando uma abertura por onde
foram introduzidos os insetos adultos (10 em cada folha) o qual foi fechado logo apds. Em
seguida, foram mantidos numa incubadora tipo BOD a 25°C de temperatura e fotoperiodo de
14 horas. Os resultados foram analisados apds 72 horas, considerando-se o nimero de insetos

mortos e 0 nimero de ovos postos por folha.



5.8.2 ATIVIDADE INSETICIDA DO OLEO ESSENCIAL DAS RAIZES DE P.
ALLIACEAE SOBRE O CALLOSOBRUCHUS MACULATUS

5.8.2.1 Origem dos insetos, Callosobruchus maculatus

O gorgulho do feijao-de-corda, Callosobruchus maculatus, utilizados nos ensaios, foi
obtido de uma criacdo de insetos do laboratério do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara. Todos os insetos utilizados nos ensaios tinham de 0 — 24h de idade sendo
selecionado insetos machos e fémeas.

Os insetos foram retirados dos frascos (viveiros) um dia antes do teste, os frascos sdo
limpos para garantir que os insetos presentes no dia seguinte terdo no maximo 24 h de vida.

O frasco utilizado para a testemunha ndo pode ser contaminado, ndo pode haver
nenhum ovo ou larva do inseto, de modo a ser avaliado corretamente, pois no mesmo sera
colocada semente selecionada e averiguado a eclosdo de algum inseto durante o periodo do

teste.

5.8.2.2 Ensaios de atividade inseticida

Para a realizac@o dos ensaios utilizaram-se potes de polipropileno com capacidade de
50mL com pequenos orificios nas tampas. Colocou-se papel de filtro no fundo do pote com o
mesmo didmetro da parte inferior interna do pote. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta,
colocou-se o 6leo essencial no papel de filtro, posteriormente foi colocado uma tela com o
mesmo tamanho do papel de filtro para evitar o contato direto das sementes com o papel
embebido com o 6leo essencial. Posteriormente, foram colocadas 200 sementes de feijdo de
corda devidamente selecionadas em cada pote, logo apds a adicdo das sementes adicionaram-
se trés casais de insetos com idade entre 0 - 24h, em seguida o frasco foi tampado.

Os ensaios foram realizados com quatro tratamentos e quatro repetigdes cada.
Utilizaram-se quatro tratamentos, variando-se os volumes 100, 50 e 10uL e para o controle

foram utilizadas sementes isentas de insetos.



5.8.3 ATIVIDADE NEMATICIDA DO OLEO ESSENCIAL DAS RAIZES DE P.
ALLIACEAE CONTRA M. INCOGNITA

5.8.3.1 Obtencao de Juvenis de M. incognita.

Foram coletadas raizes de tomateiro infestadas com nematdides, juvenis de M.
incognita. Em seguida, as massas de ovos foram extraidas de forma manual e postas a
temperatura de 25°C, durante 24h para que houvesse a eclos@o dos juvenis. Apds a eclosdo, as
larvas de juvenis de M. incognita foram submetidas aos testes com Oleo essencial,
benzaldeido, dibenzil dissulfeto, trans-estilbeno e cinamaldeido, em solucdo com
dimetilsuféxido (DMSQO) 2%; os ensaios foram avaliados durante 24h, 48, 72 horas. Foram
realizados 4 tratamentos com 4 repeticdes para cada teste. Utilizou-se como controle, solugdo

de DMSO 2% e 4gua destilada.
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6. CONCLUSAO

Do estudo dos constituintes volateis das raizes de P. alliaceae foi possivel, identificar,
isolar seus constituintes e realizar os testes de atividades inseticidas e nematicida. Nos testes
de atividades inseticidas foram utilizados os insetos mosca branca e gorgulho do feijao de
corda. E a atividade nematicida foi realizada sobre a larva da espécie de Meloidogyne
incognita. Dos extratos etandlicos, acetato de etila e hexanico das raizes do tipi foi possivel
isolar trés compostos, dois deles estdo sendo descritos pela primeira vez, sendo isolados das
raizes do tipi.

Foi possivel realizar o estudo comparativo da composi¢do quimica do 6leo essencial.
Baseado nos dados obtidos e comparados com os dados da literatura detectou-se a nitida
diferenca dos constituintes volateis, levando a crer que a composi¢do muda de acordo com a
regido de onde ¢ coletada. No entanto, o benzaldeido apareceu como o constituinte majoritério
do 6leo essencial em todos os 6leos e de todas as partes da planta.

Apo6s a obtengdo do 6leo essencial e identificagdo de seus constituintes, 0os mesmos
foram submetidos a ensaios de atividades bioldgicas, através dos quais foi possivel determinar
a atividade nematicida contra larvas de Meloidogyne incognita e inseticida contra mosca
branca (Bemisia tabaci) e gorgulho do feijao (Callosobruchus maculatus). O teste nematicida
foi realizado com o dleo e seus constituintes, separadamente. Este teste possibilitou a
identificacdo o benzaldeido como o principio ativo do 6leo essencial das raizes de P. alliaceae
contra as larvas de nematdides M. incognita. Diante dos resultados obtidos neste trabalho
conclui-se que 6leo essencial P. alliaceae apresentou atividades inseticidas e nematicida
contra, Bemisia tabaci, Callosobruchus maculatus e Meloidogyne incognita, respectivamente.

Foi possivel isolar cinco substincias das raizes do tipi, as quais foram identificadas
como: trans-estilbeno e dissulfeto de dibenzila, isoladas do Oleo essencial, e trissulfeto de

dibenzila [5], alantoina [2] e sacarose [1] dos extratos.






7.0 CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS DAS RAIZES DE P. alliaceae.

PAR-01

4 2
F.M. - C14H14SZ 1 s
5 \S
M.M.- (g/mol) — 246 Y /\©

Aspecto — liquido amarelo dissulfeto de dibenzila

Espectroscopia na regidio de absorcio infravermelho (filme, cm™) — 3061, 2921, 1494,

1453, 1229, 762, 697 e 468.
Espectroscopia de RMN 'H [500 MHz, CDCl;] - & - (multiplicidade)

7,40 — 7,30 (m), 3,68 ().

Espectroscopia de RMN BC [125 MHz, CDCl;] - & - (padrao de hidrogenacio,
correlacao estrutural) — 137,79; 129,65; 128,85; 127,81; 43,57.



PAR-02
F.M. - C14Hy4
M.M. (g/mol) — 180

p.f. - 121,1-121,5 °C

Aspecto - sdlido branco 3 trans-estilbeno

Espectroscopia de RMN 'H [500 MHz, CDCl;] - 6 - (multiplicidade)

7,60 — 7,30 (m), 7,18 (s).

Espectroscopia de RMN BC [125 MHz, CDClL;] - & - (padrao de hidrogenacao,
correlacao estrutural) — 137,26; 129,00; 128,90; 127,83; 126,44.



PAR-03

F.M. - C14Hy,S; @v v@

F.M. - Ci4H14S3 S—S S\S S
M.M.- (g/mol) - 246

M.M.- (g/mol) — 278 dissulfeto de dibenzila trissulfeto de dibenzila

Aspecto — liquido amarelo.

Solubilidade - cloroférmio

Espectroscopia na regiao de absorcao do infravermelho (filme, cm'l) — 3061, 2921, 1494,
1453, 1229, 762, 697 e 468.
Espectroscopia de RMN 'H [500 MHz, CDCl;] - 6 - (multiplicidade)

7,40 — 7,30 (m), 3,61 (s); 4,01 (s)

Espectroscopia de RMN BC [125 MHz, CDCl;] - & - (padrao de hidrogenacio,
correlaciao estrutural) — 137,62; 136,76; 129.69; 129,67; 128,86; 128,74; 127,83; 127,68;
43,55;43,41.

Obs. os valores de deslocamentos de carbono sublinhados referem-se aos carbonos do

dissulfeto de dibenzila.



PAR-04 H 4 /O
SLAANTUR \

3N /5 H

H
F.M. — C4H¢N
41161N4 0%1 N/

M.M.- (g/mol) - 110 N 6
p.f. 2974 - 301,3 °C | 78
Aspecto — sélido H o NH,

Solubilidade — dimetil suféxido

Alantoina

Espectroscopia na regiao de absorcao do infravermelho (filme, em™) — 3441; 3346; 3192;

3058; 1781; 1712; 1658; 1530; 1430; 1184; 1059.
Espectroscopia de RMN 'H [500 MHz, DMSO] - 8 - (multiplicidade, constantes de

acoplamentos) - 10,54 (s); 8,05 (s); 6,96 (d, J = 8,0); 5,81 (s); 5,24 (d, J = 8,0)

Espectroscopia de RMN BC [125 MHz, CDCl;] - & - (padrao de hidrogenacio,
correlacao estrutural) —173,6 (C-4); 157,5 (C-2); 156,8(C-7); 62,5(C-5);



PAR-05

F.M. - C1,H»,011

M.M. (g/mol) — 342

p.f. —171,8 -174,2 °C

Aspecto - sdlido branco Sacarose

Solubilidade — dgua e/ou dimetil sufoxido

Espectroscopia de RMN 'H [500 MHz, CDCIl;] - 8 - (multiplicidade e constantes de
acoplamento) — 5,3 (d, J = 3,70); 4,10 (d, J = 8,75), 3,93 (t, J = 8,55); 3,78 (m); 3,75 (m);
3,64 (t, 1 =9,70); 3,55 (s); 3,44 (dd, J =3,70 ¢ ] =9,90); 3,35 (t, ] = 9,45).

Espectroscopia de RMN BC [125 MHz, CDCl;] - & - (padrao de hidrogenacao,
correlacao estrutural) — 105,23; 93,72; 82,92; 78,00; 75,57; 74,13; 73,95; 72,62; 70,78;
63,92; 62,93; 61,70.
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