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Naturais da Amazoénia. Universidade Federal do Oeste do Par4 — UFOPA, Santarém,
2017.

RESUMO

Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. e Dipteryx magnifica (Ducke) Ducke pertencem a
familia Fabaceae e sdo arvores neotropicais originarias de paises da América Central
e América do Sul. Os frutos de D. odorata destacam-se quanto as potencialidades
comerciais e fitoterapicas. As sementes ha mais de um século sdo comercializadas
por extrativistas da Amazonia e, historicamente, foram bastante procuradas para a
extracdo de cumarina (principal composto ativo) para flavorizar tabacos de cachimbos.
Dipteryx magnifica, carece de estudos que detalhem sua descricdo botanica
especifica, composi¢cado quimica e atividades bioldgicas, pois estas informacdes ndo
foram encontradas na literatura consultada. Neste sentido, este trabalho teve por
objetivo avaliar o perfil quimico dos extratos etandlicos das folhas, galhos e frutos
(cascas, endocarpos e sementes) das espécies quanto a presenca de cumarina
simples e, sua atividade antimicrobiana sobre fungos patogénicos a hortalicas e
bactérias patogénicas a humanos. As extrac6es foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos (P&DBIO), da UFOPA,
utilizando aparelho de Soxhlet e tendo como solvente etanol P.A. a 96 %. O periodo
total das extracdes foi de 8 h para cada procedimento e os extratos serdo fracionados
de acordo com as atividades biolégicas apresentadas. As andlises quimicas foram
realizadas na Divisdo de Quimica Organica e Farmacéutica, no Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA), da UNICAMP, por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (CG-EM). Os ensaios antifungicos foram realizados no
Laboratério de Fitopatologia, da UFOPA, no qual os extratos foram testados em cinco
concentracdes: 10%, 20%, 30%, 40% e 50%. Os controles consistiram no crescimento
dos fungos apenas em meio de cultura batata-dextrose-agar (controle negativo) e, em
meio de cultura BDA com adi¢do de cumarina (controle positivo). Como desafiantes
teve-se: Cercospora longissima isolado de alface; trés isolados de Fusarium spp. e
Sclerotium rolfsii isolado do pimentdo. Os experimentos foram em DIC, em esquema
fatorial, com quatro repeticbes. Os resultados foram comparados pelo teste Skott-
Knott a 5% de probabilidade. O ensaio microbioldgico de CIM (Concentragéo Inibitoria
Minima) foi realizado na Divisdo de Microbiologia, CPQBA, da UNICAMP, segundo as
recomendacdes do protocolo M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003). Os
microrganismos utilizados no ensaio foram: Burkholderia cepacia (ATCC 25416);
Escherichia coli (ATCC 11775); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Os extratos foram pesados e em seguida, cada



amostra foi diluida em caldo Mueller-Hinton, para uma concentracdo de 8 mg.mL™,
contendo 10 % de DMSO (dimetilsulféxido). As concentracdes avaliadas foram: 2000;
1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,91 e 1,95 pg.mL* e como controle,
teve-se o antibiético cloranfenicol - solucdo 0,5 mg.mL1. As bactérias contidas nas
microplacas foram incubadas em estufa a 36£1°C por 24 h e ap0s esse periodo foram
depositados em todos os pocos 50 pL de solucdo 0,1 % de cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazélio (CTT) e re-incubadas por um periodo de 3 h. Os maiores rendimentos foram
obtidos nas cascas e nas sementes dos frutos das espécies. A 1,2-benzopirona foi
isolada e identificada nos extratos das sementes de D. odorata, e nas cascas, nos
endocarpos, e nas sementes de D. magnifica. E no que tange a acao antifingica,
constatou-se que a cumarina isolada apresentou melhor acédo frente aos isolados
obtidos de Fusarium spp., e que os extratos dos endocarpos de D. odorata e sementes
de D. magnifica, proporcionaram as menores meédias de crescimento micelial para os
fitopatdgenos testados. Quanto a atividade antibacteriana, os extratos de D. odorata
e D. magnifica obtidos das folhas, galhos e sementes ndo apresentaram efeito
bacteriostatico ou bactericida para os patégenos avaliados. No entanto, os extratos
das cascas e endocarpos das espécies apresentaram efeito bacteriostatico para E.
coli na maior concentracéo testada. Staphylococcus aureus também foi sensivel a
acdo do extrato das cascas de D. magnifica, na concentracdo de 2,0 mg.mL™;
sensibilidade confirmada apds realizacao do teste de CBM (Concentracédo Bactericida
Minima). As espécies em estudo mostraram-se promissoras quanto a utilizacdo dos
seus frutos, tanto para obtencdo de cumarina, como para o controle alternativo dos
fitopatdgenos especificos e acao antibacteriana. Os extratos das cascas, endocarpos
e sementes de D. odorata e D. magnifica serao fracionados, analisados quimicamente
por CCD e CG-EM, e ensaiados frente aos fungos e bactérias sensibilizadas.

Palavras-chaves: Dipteryx odorata, Dipteryx magnifica, extratos vegetais, atividade
antimicrobiana.
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ABSTRACT

Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. and Dipteryx magnifica (Ducke) Ducke belong to the
Fabaceae family and are Neotropical trees originating in Central and South American
countries. The fruits of D. odorata stand out in terms of commercial and
phytotherapeutic potentials. The seeds for more than a century are commercialized by
extractivists from the Amazon and, historically, they have been highly sought after for
the extraction of coumarin (main active compound) to flavor tobacco pipes. Dipteryx
magnifica, it lacks studies that detail its specific botanical description, chemical
composition and biological activities, because this information was not found in the
consulted literature. In this sense, the objective of this work was to evaluate the
chemical profile of the ethanolic extracts of leaves, branches and fruits (bark, endocarp
and seeds) of the species in relation to the presence of coumarin simple and its
antimicrobial activity on fungi pathogenic to vegetables and bacteria pathogenic to
humans. The extractions were carried out at the Laboratério de Pesquisa &
Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos (P&DBIO), UFOPA, using Soxhlet
apparatus and having 96% P.A. ethanol. The total extraction period was 8 h for each
procedure and the extracts were fractionated according to the biological activities
presented. The chemical analyzes were carried out in the Divisdo de Quimica
Organica e Farmacéutica, no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CPQBA), UNICAMP, by Thin Layer Chromatography (TLC)
and by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). The antifungal
tests were carried out at the Laboratério de Fitopatologia, UFOPA, in which the extracts
were tested in five concentrations: 10%, 20%, 30%, 40% and 50%. Controls consisted
of fungus growth only in potato-dextrose-agar medium (negative control) and in PDA
culture medium with coumarin addition (positive control). As challengers we had:
Cercospora longissima isolated from lettuce; three isolates of Fusarium spp. and
Sclerotium rolfsii isolated from chili. The experiments were in DIC, in a factorial
scheme, with four replications. The results were compared by the Skott-Knott test at
5% probability. Microbiological testing of MIC (Minimum Inhibitory Concentration) was
performed at the Divisdo de Microbiologia, CPQBA, UNICAMP, according to the
recommendations of the M7-A6 protocol for bacteria (NCCLS, 2003). The
microorganisms used in the assay were: Burkholderia cepacia (ATCC 25416);
Escherichia coli (ATCC 11775); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) and
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). The extracts were weighed and then each
sample was diluted in Mueller-Hinton broth to a concentration of 8 mg.mL-1, containing
10% DMSO (dimethylsulfoxide). The concentrations evaluated were: 2000; 1000; 500;
250; 125; 62.5; 31.25; 15.62; 7.81; 3.91 and 1.95 ug.mL-1 and as a control the
antibiotic chloramphenicol - 0.5 mg.mL-1 solution was used. The bacteria contained in
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the microplates were incubated in a greenhouse at 36+1°C for 24 h and after that time
50 pL of 0.1% solution of 2,3,5-triphenyl-tetrazolium chloride (TTC) And re-incubated
for a period of 3 h. The highest yields were obtained on the bark and seeds of the fruits
of the species. 1,2-Benzopyrone was isolated and identified in the extracts of the seeds
of D. odorata, and in the shells, in the endocarps, and in the seeds of D. magnifica. As
for the antifungal action, it was verified that the coumarin isolated presented better
action against the isolates obtained from Fusarium spp., and that the extracts of the
endocarps of D. odorata and seeds of D. magnifica, provided the lowest growth
averages for the phytopathogens tested. As for the antibacterial activity, extracts of D.
odorata and D. magnifica obtained from the leaves, branches and seeds did not
present bacteriostatic or bactericidal effect for the evaluated pathogens. However, the
extracts of the shells and endocarps of the species presented bacteriostatic effect for
E. coli in the highest concentration tested. Staphylococcus aureus was also sensitive
to the action of D. magnifica bark extract at the concentration of 2.0 mg.mL-1;
Confirmed sensitivity after the CBM test (Minimum Bactericidal Concentration). The
species under study were promising for the use of their fruits, both for obtaining
coumarin, and for alternative control of specific phytopathogens and antibacterial
action. The extracts of the shells, endocarps and seeds of D. odorata and D. magnifica
will be fractionated, chemically analyzed by TLC and GC-MS, and tested against fungi
and sensitized bacteria.

Keywords: Dipteryx odorata, Dipteryx magnifica, plant extracts, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA

O género Dipteryx de acordo com APG - Angiosperm Phylogeny Group Il
(2009), encontra-se no clado das Rosideas, subclado Fabideas, ordem Fabales,
familia Fabaceae (Leguminosae) e subfamilia Faboideae (Papilionoideae) (SOUZA &
LORENZI, 2012). E constituido pelas espécies Dipteryx alata Vogel, Dipteryx
lacunifera Ducke, Dipteryx magnifica (Ducke) Ducke, Dipteryx micrantha Harms,
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd., Dipteryx oleifera Benth., Dipteryx polyphylla Huber,
Dipteryx punctata (S. F. Blake) Amshoff e Dipteryx rosea Benth. (THE PLANT LIST,
2010).

A espécie Dipteryx odorata, conhecida vulgarmente no Brasil como cumaru,
cumaru-ferro, cumaru-verdadeiro, cumaru-roxo, cumbari e serrapia (CARVALHO,
2009), tem como sinbnimos botanicos, Coumarouna odorata Aubl.,
Coumarouna tetraphylla (Benth.) Aubl. e Dipteryx tetraphylla Benth. (THE PLANT
LIST, 2010). Ocorre na Bolivia, no Peru, na Coldmbia, na Venezuela, na Guiana, na
Guiana Francesa e em Honduras (CARVALHO, 2009). E no Brasil, é originaria das
regides setentrionais do Amazonas e se encontra em quase todas as matas de terra
firme do Pard (PESCE, 2009); também ocorre nos estados do Acre, Rondbnia, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e Maranh&o (CARVALHO, 2009).

Os frutos de D. odorata destacam-se quanto as potencialidades comerciais e
fitoterapicas. As sementes ha mais de um século sdo comercializadas por extrativistas
da Amazobnia (SILVA et al., 2010) e, historicamente, foram bastante procuradas para
a extracdo de cumarina (principal composto ativo) para flavorizar tabacos na industria
de fumo e nas fabricas de perfumes (PESCE, 2009; ZOGHBI et al., 2000).

Na medicina popular, o extrato aquoso da casca do cumaru € utilizado como
antiespasmaodico e geralmente tonico (CARVALHO, 2009; PESCE, 2009; RIOS et al.,
2011). E partir do cozimento das sementes, obtém-se um fortificante que age como
eficiente moderador dos batimentos cardiacos e respiratorios (CARVALHO, 2009; LE
COINTE, 1947; LOUREIRO et al., 1979), apresentando ainda efeito anestésico e,
propriedades diaforéticas (estimula a transpiracdo) e emenagogas (restabelece o fluxo
menstrual), quando em doses elevadas (CARVALHO, 2009; PASTORE & BORGES,
1998; PRANCE & SILVA, 1975). No entanto, o 6leo pode ser fatal em largas doses,



pois a cumarina € uma toxina tanto dérmica quanto oral, sendo extremamente irritante
e podendo, apds uso prolongado, causar erupcbes (ARAUJO et al., 2004).

Segundo o Decreto n® 55.871, de 26 de Marco de 1965, referente as normas
reguladoras do emprego de aditivos para alimentos, permanece proibida, aos
flavorizantes, a adicdo de cumarina e outras substancias prejudiciais a saude
(BRASIL, 1965). E segundo Resolucao n° 104, de 14 de maio de 1999, a cumarina €
permitida no produto alimenticio quando no estado natural, logo apés a adicdo de
aromas preparados a partir de matérias-primas naturais, na concentracdo maxima de
2 mg para alimentos e 2 mg para bebidas (BRASIL, 1999).

Dipteryx magnifica, carece de estudos que detalhem sua descricdo botéanica
especifica, composi¢cado quimica e atividades biologicas, pois estas informacfes nao
estdo documentadas. No entanto, de acordo com base de dados botanicos The Plant
List (2010), esta espécie é nativa do Brasil (Amazonas e Pard) e Venezuela, tem como
sinbnimos botanicos, Coumarouna magnifica Ducke e Taralea casiquiarensis Pittier,
sendo conhecida popularmente como cumaru rosa.

Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil quimico de
extratos etanodlicos de D. odorata e D. magnifica e sua atividade antimicrobiana sobre

bactérias patogénicas a humanos e fungos patogénicos a hortalicas.



1.1 Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.

O nome genérico Dipteryx deve-se ao fato da flor apresentar duas asas; o
epiteto especifico odorata é devido ao cheiro forte de cumarina e, Aubl. e Willd.
referem-se aos identificadores da espécie Jean Baptiste Fusée Aublet (1720-1778) e
Carl Ludwig von Willdenow (1765-1812), respectivamente (CARVALHO, 2009).

Dipteryx odorata, o “cumaru”, possui diversas designagbes como: cumaru-
amarelo, cumaru-roxo, cumaru-do-Amazonas, kumbaru, paru, muirapaye (Brasil);
cumara, cuamara (Guiana); sarrapia (Coldmbia); guayae, faux, fevetonka, faux gaiac
(Guiana Francesa); angustura, serrapia, yape (Venezuela); ebo (Costa Rica, Panaméa
e Honduras) (SAMPAIO, 1993).

E uma arvore frondosa que pode ultrapassar 30 m de altura em mata primaria,
embora em formacbes secunddarias ou cultivadas possa atingir menor tamanho
(LORENZI, 1998; LOUREIRO et al., 1979; REVILLA, 2000; SAMPAIO, 1993) (Figura
1A). As arvores maiores atingem dimensdes proximas a 40 m de altura e 150 cm de
DAP (diametro a altura do peito, medido a 1,30 m do solo) na idade adulta
(CARVALHO, 2009). E tida como uma excelente arvore para reflorestamento devido
a rapida germinacdo (emergéncia inicia de 3 a 8 semanas ap0s a semeadura),
frutificacdo precoce (aos 4 anos de idade) e, ser propicia para o plantio tanto em pleno
sol, quanto em sombra parcial (CARVALHO, 2009; SAMPAIO, 1993).

Possui uma madeira pesada, de tronco cilindrico (Figura 1B) com presenca de
sapopemas de até 1 m de altura (SAMPAIO, 1993), geralmente apresenta alburno na
coloragéo cinza-amarelado e cerne castanho-avermelhado ou amarelo-rosado, anéis
de crescimento distintos, gra revessa, textura média a fina, brilho ausente e cheiro
imperceptivel (CARVALHO, 2009). Os galhos apresentam crescimento ascendente,
com exsudado avermelhado (Figura 1C).

As folhas s&o compostas, alternas; os foliolos s&o levemente alternos, elipticos-
oblongos, frequentemente assimétricos, apresentando nervura primaria lateralizada,
apice acuminado, base arredondada, margem inteira. O raque é alado, com apice
projetado além dos foliolos e verifica-se a presenca de gema axilar alongada na base
(Figura 1D); o conjunto pode atingir 20 cm de comprimento por 8 cm de largura. A

florag&o anual ocorre durante o final da estagao seca (setembro-outubro em Manaus,



outubro-novembro em Belém), com varia¢des que dependem da chuva (ALENCAR et
al., 1979). As inflorescéncias do cumaru sdo do tipo paniculas terminais e recobrem
toda a copa (Figura 1E). As flores sdo hermafroditas, zigomorfas e exalam uma
fragrancia forte, agradavel e adocicada (CARVALHO, 2009; DUCKE, 1948;
LOUREIRO et al., 1979; PESCE, 2009; PRANCE & SILVA, 1975); apresentam corola
vexilar na qual a pétala maior, denominada estandarte, possui coloragdo

esbranquicada e recobre as outras pétalas rosadas-esbranquicadas.

bl

Figura 1 — A. Cumaruzeiro (Dipteryx odorata). B. Tronco cilindrico de aspecto fibroso atenuado. C. Galhos
apresentando exsudado avermelhado. D. Ramo com foliolos levemente alternos e presenca de gema axilar
alongada na base. E. Inflorescéncia do tipo panicula. FOTO: Bruna Sousa.

Nove meses apos o periodo de floracéo, ocorre a época de amadurecimento e
secagem (frutificacdo), de maio-julho em Manaus e de junho-agosto em Belém
(ALENCAR et al.,, 1979). Os frutos do tipo drupa, oblongo-ovais, 5-7 cm de
comprimento (LE COINTE, 1947), apresentam coloracdo verde-amarelada quando
maduros (PRANCE & SILVA, 1975) (Figura 2A); o mesocarpo carnudo é muito



procurado pelos morcegos, que também podem ser considerados agentes de
disperséo para esta espécie; o endocarpo lenhoso apresenta duas valvas soldadas
intimamente e, somente quando o mesocarpo € decomposto, as duas valvas podem
vir a liberar a Unica semente (PESCE, 2009), ndo comestivel (amarga) (LE COINTE,
1947). Esta semente com 2,5-3 cm de comprimento é coberta por uma pelicula lisa e
dura, de cor roxo-escura, oleosa e aromética (devido a presenca de cumarina) (Figura
2B) (DUCKE, 1948; LOUREIRO et al., 1979; PRANCE & SILVA, 1975).

Os frutos sé@o coletados ao redor da arvore e separados manualmente o
mesocarpo, o endocarpo e a semente (DUCKE, 1948; LOUREIRO et al.,, 1979;
SUDAM, 1979). Trinta a quarenta por cento do peso seco das sementes € composto
de um 6leo amarelo-claro, perfumado, que se oxida rapidamente em contato com o ar
(ARAUJO et al., 2004; CARVALHO, 2009; LE COINTE, 1947).

Figura 2 — A. Frutos verdes de cumaru (Dipteryx odorata). B. Representacéo das
regides do fruto de cumaru (epicarpo e mesocarpo; endocarpo lenhoso e semente).
FOTO: Bruna Sousa.



1.2 Dipteryx magnifica (Ducke) Ducke

Conhecida popularmente como cumaru rosa, Dipteryx magnifica em formacdes
secundarias ou cultivadas pode atingir em média 6 m de altura (Figura 3A). Possui
tronco cilindrico (Figura 3B), com galhos apresentando peciolos persistentes e
auséncia de exsudato avermelhado (Figura 3C). As folhas sdo compostas; os foliolos
sdo ovais, alternos (Figura 3D), com nervura primaria lateralizada e secundaria
broquidédroma, apice acuminado, base arredondada, margem inteira, coriacea. O
raque é alado e coriaceo, com presenca de gema axilar. As inflorescéncias do tipo
paniculas terminais apresentam flores odoriferas na coloracao rosada (Figura 3E). Os
frutos s&o do tipo drupa, oblongo-ovais (Figura 4) (HERBARIO: HSTM 000557, 2015).

Figura 3 — A. Cumaru rosa (Dipteryx magnifica). B. Tronco cilindrico. C. Galhos com auséncia de exsudado
avermelhado. D. Folhas compostas, foliolos ovais e alternos. E. Inflorescéncia do tipo panicula terminal
apresentando flores na coloracdo rosada. FOTO: Bruna Sousa.



Figura 4 — A. Frutos verdes de cumaru rosa (Dipteryx magnifica). B. Representacéo das
regifes do fruto de cumaru rosa (epicarpo e mesocarpo; endocarpo lenhoso e semente).
FOTO: Bruna Sousa.

1.3 Importancia Econémica

Dipteryx odorata possui madeira densa a muito densa (0,95 g.cm2a 1,19 g.cm"
3), pesada, de boa qualidade e imputrescivel, pois é resistente a fungos, insetos e
brocas marinhas (CARVALHO, 2009). E amplamente utilizada na industria de
construcéo naval (LE COINTE, 1947; PESCE, 2009), para a fabricacao de buchas de
eixo para hélice, bem como para a fabricacdo de canoas (PRANCE & SILVA, 1975);
em construcdes ferroviarias € utilizada na fabricacdo de vagdes de passageiros
(SAMPAIO, 2000); na industria de implementos agricolas é matéria-prima para a
producdo de carrocas e carrocerias (ZOGHBI et al., 2000), eixos de moinhos e
mancais (LE COINTE, 1947); em construcédo civil é utilizavel na fabricacdo de vigas,
caibros, estacas, esteios, moirdes, tdbuas para assoalhos (LORENZI, 1998),
dormentes - pela durabilidade que varia de 10 a 22 anos em solos bem drenados
(CARVALHO, 2009; SAMPAIO, 2000) e por ndo rachar quando exposta ao sol
(LORENZI & MATOS, 2002; SUDAM, 1979) e, pode ser usada ainda em artigos
laminados de marcenaria, na fabricacdo de torneados, cabos de ferramentas,
molduras, médveis, tonéis e outros (CARVALHO, 2009; SAMPAIO, 2000; VARELA &
FACANHA, 1987).

Os frutos de D. odorata também destacam-se quanto as potencialidades
comerciais. Conhecida na Europa por fava tonka, as sementes ha mais um século sao



comercializadas por extrativistas da Amazonia, a principal regido produtora (PESCE,
2009; SILVA et al., 2010).

Para prepara-las convenientemente e se obter uma boa cotacao de precos, é
aconselhavel que elas sequem a sombra e sejam cristalizadas. Sao classificadas
conforme a proveniéncia e tamanho em: de 12 qualidade, favas da Venezuela,
conhecidas por angustura, as maiores de todas e melhor pagas; de 22 qualidade, as
de origem das Guianas, chamadas de surinam, porém menores que as de angustura,
e as de 32 qualidade, as favas do Para, preparadas com menor cuidado e, as vezes,
misturadas as amarelas com as pretas, mal cristalizadas (PESCE, 2009).

Na dindmica de mercado das sementes de cumaru ocorreram declinios e
apices. Os principais declinios foram em 1940, devido ao desenvolvimento da
cumarina sintética e, em 1985, devido em parte a manufatura da semente, no qual
foram desenvolvidos métodos para a exportacéo da prépria cumarina (ARAUJO et al.,
2004; PESCE, 2009).

Segundo IBGE (2006), em 2005 foram comercializadas 110 toneladas de
sementes de cumaru, gerando uma renda de R$ 440 mil. Dados indicaram que no
Para foram comercializados 95 toneladas de sementes, correspondendo a uma renda
de R$ 744 mil (IBGE, 2010). O coletor das sementes vende ao preco de R$ 3,03 a R$
6,74 o quilo, o comerciante repassa ao preco de R$ 13,48 a R$ 16,84 o quilo ao
exportador e, as sementes cristalizadas chegam a custar cerca de R$ 33,69 o quilo
(PASTORE & BORGES, 1998). O preco do quilo da améndoa continua variando de
R$ 3,00 para os extrativistas até R$ 18,00 para as empresas atacadistas. E os
principais paises importadores das sementes de cumaru sdo o Japao, a Franca, a
Alemanha e a China (IBGE, 2010; SILVA et al., 2010).

Em 2012, o Brasil produziu 93 toneladas (t) de sementes de cumaru, totalizando
R$ 852.000,00. Os estados responsaveis por essa producédo foram o Para, com 96,8%
(90 t), e 0 Amazonas com 3t (IBGE, 2012). Essa producao no Para estava distribuida
pelos municipios de Alenquer (maior producéo), Altamira, Curud, Obidos, Oriximina e
Santarém (IBGE, 2014). Alenquer e Obidos destacam-se por comercializar grandes
volumes de sementes para mercado interno e externo (GONCALVES, 2001).

Possuindo um perfume peculiar que lembra o da baunilha e o foin coupé,
historicamente, a semente de D. odorata foi bastante procurada para a extracao de
cumarina (principal composto ativo) para flavorizar tabacos de cachimbos (OHANA,

1998; PESCE, 2009). A cumarina também € largamente utilizada na industria de



perfumaria e cosméticos como fixadora de esséncias (CARVALHO, 2009; LE
COINTE, 1947; LOUREIRO et al., 1979; SILVA et al., 2010). Alguns exemplos de
perfumes reconhecidos que utilizam a cumarina ou o extrativo de cumaru sao: “Dune”
de Christian Dior®, Armand Basi e umas das fragrancias da AVON chamada “Luz dos
Olhos Teus” (ARAUJO et al., 2007). E atualmente foi langado pela NATURA, o
desodorante colbnia, Frescor Ekos Cumaru (NATURA, 2016).

Na indastria alimenticia, as sementes ganharam espaco através da preparacao
de alguns licores, whisky e vermute, além da cumarina ter sido utilizada para
aromatizar doces como sucessora da baunilha (OHANA, 1998; PESCE, 2009). No
entanto, o Decreto n® 55.871, de 26 de Marc¢o de 1965, que dispdes sobre as normas
técnicas especiais reguladoras do emprego de aditivos quimicos a alimentos, definiu
gue é proibido aos flavorizantes a adicdo de cumarina por ser considerada uma
substancia prejudicial a saude, sendo sua utilizacdo em alimentos considerada
adulteracao do produto (BRASIL, 1965).

Na medicina popular, o extrato aquoso da casca do fruto de cumaru € utilizado
como antiespasmodico e geralmente ténico (CARVALHO, 2009; PESCE, 2009;
VIANA et al., 2011), no combate a tosses, gripes e problemas pulmonares. A partir do
cozimento dos frutos e das sementes, obtém-se um tipo de fortificante que age como
um eficiente moderador dos batimentos cardiacos e respiratérios (CARVALHO, 2009;
LE COINTE, 1947; LOUREIRO et al., 1979), atua sobre o sistema nervoso cérebro-
espinhal em razéo do seu efeito anestésico, combate vermes, incluindo amebiase e,
apresenta propriedades diaforéticas (estimula transpiracdo) e emenagogas
(restabelece o fluxo menstrual), quando em doses elevadas (CARVALHO, 2009;
PASTORE & BORGES, 1998; PRANCE & SILVA, 1975). O 6leo extraido da semente
pode ser usado para otalgias (dor de ouvido) (REVILLA, 2002), cefaléia, como
fortificante do couro cabeludo, além de ser aplicado diretamente em ulceragfes da
boca (CARVALHO, 2009; VIEIRA, 1992).

Na industria farmacéutica, a cumarina além de ser utilizada para disfarcar
odores desagradaveis, também encontra-se em preparacdes de drogas
especialmente anticoagulantes como o bis-hidroxicumarina (dicumarol) e varfarina. O
dicumarol age como antagonista (bloqueador) da vitamina K, fator dependente de
coagulacdo. E a varfarina € um farmaco usado na prevenc¢do das tromboses. Ambos
sdo amplamente empregados como raticidas (Figura 5) (ARAUJO et al., 2004;
CARVALHO, 2009).
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Figura 5 - A. Dicumarol. B. Varfarina. FONTE: http://www.akademiliv.se/wp-
content/uploads/2015/01/kemiska_strukturer_6001.jpg.

1.4 Cumarinas

Cumarinas sdo benzo-derivados da pirona, de ocorréncia natural ou sintética,
classificadas como: benzo-a-pironas (Figura 6B), e benzo-y-pironas que sé&o
comumente conhecidas por cromonas (Figura 6C) (MIRANDA, 2001).
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Figura 6 — A. alfa-pirona. B. benzo-a-pirona. C. benzo-y-pirona. FONTE: MIRANDA

As cumarinas tem como representante mais simples a 1,2-benzopirona que foi
isolada pela primeira vez por Vogel, em 1820, de frutos de D. odorata (CORREA,
2014; SULLIVAN, 1982). As propriedades farmacolégicas e bioquimicas, e as
aplicacoes terapéuticas de cumarinas simples, dependem do padréo de substituicdo
(HOULT & PAYA, 1996). Mais de 300 cumarinas foram identificadas a partir de fontes
naturais, em especial plantas verdes. As mais comuns na natureza s&do a

umbeliferona, a esculetina e a escopoletina (Figura 7).
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Figura 7 — A. Umbeliferona. B. Esculetina. C. Escopoletina. FONTE: MIRANDA
(2001).
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1.5 Rota Biosintética

Tendo como principal rota biogenética a via chiquimato (CHON et al., 2003), as
cumarinas, na sua biossintese, derivam do esqueleto fenilacrilico do acido cinamico
via ortohidroxilagao (a), trans-cis isomerizacdo da dupla ligacédo da cadeia lateral (b)
e (c), e lactonizagdo (d) (Figura 8). Esta rota biosintética é seguida por todas as
cumarinas, especialmente aquelas oxigenadas na posi¢céo 7 (MIRANDA, 2001).
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HO" o OH -20,P0" "CO,H
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Figura 8 — Rota Biosintética da Cumarina. FONTE: MIRANDA (2001).
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Durante processo a forma trans é estavel e nédo se cicliza. Portanto, devera
existir algum tipo de isomerizacdo na qual a enzima isomerase estard envolvida
(Figura 9). A forma cis sendo muito instavel, tende entdo a conversdo em trans com o
auxilio, por exemplo, da glicose (Figura 10) (MIRANDA, 2001).

H

P L\\/COOH
“%VJ/ H j , COOH

trans cis

Figura 9 — Formas trans e cis do 4cido cinAmico. FONTE: MIRANDA (2001).
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Figura 10 — Estruturas trans e cis glicosiladas. FONTE: MIRANDA (2001).

1.6 Cumarinas e Atividades Bioldgicas

A cumarina é conhecida por ser um forte inibidor da germinacdo de sementes
e crescimento de raizes. E uma substancia modulada pela luz, capaz de reduzir a taxa
de respiracao e fotossintese por inibir o sistema de transporte de elétrons. Apresenta
um efeito ambiguo (inducéo e inibicdo) sobre o crescimento, dependendo da espécie
e da concentracdo (ABENAVOLI et al., 2003).

Entre as cumarinas isoladas, as mais estudadas sao o ostol e o aurapteno. O
ostol pode ser utilizado como anticancerigeno (FUJIOKA et al.,, 1999), para a
prevencdo de hepatite (OKAMOTO et al., 2003), entre outros (Figura 11A). O
aurapteno € um composto que apresenta atividade antiagregante plaquetaria (CHEN
et al., 1995), e uma elevada atividade antimicrobiana (ALMAHY & ALAGIMI, 2012)
(Figura 11B).
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Figura 11 — A. Ostol. B. Aurapteno. FONTE: www.studyblue.com.

Kang et al. (2009), investigando a eficacia do composto de cumarina,
oxypeucedanin (Figura 12), contra linhagens celulares de cancer de préstata DU145,
sugeriram um efeito anticancerigeno novo para oxypeucedanin, mediado através da

inducéo de parada do ciclo celular G2-M e apoptose destas células.

o° 70

Figura 12 — Oxypeucedanin. FONTE: KANG et al. (2009).

A atividade antioxidante de cumarinas realizada pelo método fotocolorimétrico
do radical livre estavel DPPH foi sugerida em alguns estudos como o de Silveira
(2009), que através de extratos etandlicos totais das flores e dos caules/folhas de
Bidens segetum Matrtius ex Colla e das partes aéreas de Pterocaulon alopecuroides
(Lam.) D. C., verificou que cumarinas 6,7-diidroxiladas e flavonoides hidroxilados nos
aneis A e B, com ligacao dupla nas posi¢cdes 2,3 e grupo hidroxila na posi¢ao 3 do

anel C sao os principais responsaveis pela atividade dos extratos testados.
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Figura 13 — A. Esculetina. B. Quercetina. FONTE: SILVEIRA (2009).

Bilgin et al. (2011), avaliando as possiveis propriedades citoprotetoras de
cumarina (1,2-benzopirona) e alguns de seus derivados, como esculetina (6,7-
diidroxicumarina), escoparona (6,7-dimetoxicumarina) e 4-metilumbeliferona (7-
hidroxi-4-metilcumarina), contra tetracloreto de carbono (CCls), obtiveram resultados
qgue indicam que as estruturas quimicas de cumarinas desempenham um papel
importante na prevencao da toxicidade hepatica.
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Figura 14 - A. Esculetina. B. Escoparona. C. 4-metilumbeliferona. FONTE:

www.sigmaaldrich.com.

Rehman et al. (2005), analisando atividade antibacteriana, complexaram
derivados cumarinicos com metais de transi¢do [cobalto (1), cobre (Il), niquel (ll) e

zinco (I1)], testaram frente a Bacillus cereus, Corynebacterium diphtheriae, Escherichia


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/128724
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coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi, Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, e
obtiveram bons resultados para os compostos complexados.

Derivados cumarinicos também foram avaliados quanto a atividade antifangica.
Algumas espécies do género Pterocaulon, por exemplo, foram investigadas contra
Sporotrix schenckii, bem como de 6,7-metilenodioxicumarinas isoladas e 4-
metilcumarinas obtidas por sintese, correlacionando-as as atividades antioxidante e
citotoxica. Os resultados foram promissores, apontando os extratos metandlicos deste

género ativos frente as cepas do fungo (VIANNA, 2011).
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Figura 15— A. 6,7-metilenodioxicumarina. B. 4-metilcumarina. FONTE: VIANNA (2011).

Outros estudos foram realizados e inferem que derivados cumarinicos podem
ter efeitos analgésico (KALKHAMBKAR et al., 2008), anticonvulsivante (AMIN et al.,
2008), antitrombatico, anticoagulante e antiespasmédico (KUSTER & ROCHA, 2001),
ser inibidor de HIV (ZHAO et al., 1997), inibidor de monoamina oxidase (HOSSAIN et
al., 1996; RENDENBACH-MULLER et al., 1994), e apresentar atividade leishmanicida
ao produzir alteracdes morfolégicas e ultra-estruturais em formas promastigotas
(BRENZAN et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil quimico de extratos etandlicos de Dipteryx odorata e Dipteryx
magnifica quanto a presenca de cumarina simples em folhas, galhos e frutos, e sua
atividade antimicrobiana sobre fungos patogénicos a hortalicas e bactérias

patogénicas a humanos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o rendimento dos extratos etandlicos obtidos das folhas, galhos e frutos
(cascas = epicarpo + mesocarpo; endocarpos e sementes), das duas espécies em
estudo;

Caracterizar o perfil quimico dos extratos quanto a presenca de cumarina
simples por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e por Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM);

Isolar a cumarina simples das sementes de cumaru por protocolos especificos
para utilizacdo como padrdo nos ensaios microbiolégicos;

Realizar andlises quimicas por CCD e CG-EM da cumarina isolada;

Avaliar o efeito fungistatico e fungicida dos extratos etandlicos sobre o
crescimento micelial de fitopatdégenos desafiantes;

Avaliar o efeito bacteriostatico e bactericida dos extratos etanolicos sobre o

crescimento de patdgenos desafiantes.
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RESUMO: Pertencentes a familia Fabaceae, Dipteryx odorata e Dipteryx magnifica
sdo arvores neotropicais originarias de paises da Ameérica Central e América do Sul.
A espécie D. odorata, conhecida no Brasil como cumaru, destaca-se pelas
potencialidades comerciais e fitoterapicas. Ja D. magnifica, necessita de estudos que
relatem sua descricdo botanica, composicdo quimica e atividades bioldgicas. Neste
sentido, objetivou-se caracterizar o perfil quimico quanto a presenca de cumarina
simples nos extratos etandlicos das folhas, galhos e frutos (cascas, endocarpos e
sementes) das espécies descritas, e avaliar o efeito antifungico desses extratos sobre
fungos patogénicos a hortalicas. Os extratos foram obtidos utilizando aparelho de
Soxhlet e tendo como solvente alcool etilico 96%. As andlises quimicas foram
realizadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM). Os ensaios biol6gicos
consistiram dos extratos diluidos em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) para
obtencdo das concentragdes de: 10%, 20%, 30%, 40% e 50% (p/v). Como controle
negativo, os fungos cresceram apenas em BDA e como positivo, a cumarina simples
foi adicionada ao meio de cultura. Utilizou-se Cercospora longissima, trés isolados de
Fusarium spp. e Sclerotium rolfsii como desafiantes. E os resultados foram
comparados pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade. Os maiores rendimentos
foram obtidos nas cascas e nas sementes dos frutos das espécies. A 1,2-benzopirona
foi isolada e identificada nos extratos das sementes de D. odorata, e nas cascas, nos
endocarpos, e nas sementes de D. magnifica. E no que tange a acao antifingica,
constatou-se que a cumarina isolada apresentou melhor acédo frente aos isolados
obtidos de Fusarium spp., e que os extratos dos endocarpos de D. odorata e sementes
de D. magnifica, proporcionaram as menores médias de crescimento micelial para 0s
fitopatdgenos testados. As espécies em estudo mostraram-se promissoras quanto a
utilizacado dos seus frutos, tanto para obtencdo de cumarina, como para o controle
alternativo dos fitopatdgenos especificos.

Palavras-chave: Dipteryx odorata, Dipteryx magnifica, extratos etandlicos,
fitopatdgenos, controle alternativo.



ABSTRACT: Extracts of Dipteryx odorata (Aubl.) Willd and Dipteryx magnifica (Ducke)
Ducke in the control of phytopathogens. It belongs to the family Fabaceae, Dipteryx
odorata and Dipteryx magnifica are neotropical trees originating in countries of Central
and South America. The species D. odorata, known in Brazil as cumaru, stands out for
the commercial and phytotherapeutic potentialities. Already D. magnifica, it needs
studies that report its botanical description, chemical composition and biological
activities. The objective of this study was to characterize the chemical profile of
coumarin in the extracts of leaves, branches and fruits (bark, endocarp and seeds) of
the species described, and to evaluate the antifungal effect of these extracts on fungi
pathogenic to vegetables. The extracts were obtained using Soxhlet apparatus and
having as solvent 96% ethyl alcohol. The chemical analyzes were performed by Thin
Layer Chromatography (TLC) and by Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (GC-MS). The biological assays consisted of extracts diluted in potato-
dextrose-agar (PDA) medium to obtain concentrations of: 10%, 20%, 30%, 40% and
50% (w/v). As a negative control, fungi grew only in PDA and as a positive, single
coumarin was added to the culture medium. It was used Cercospora longissima, three
isolates of Fusarium spp. and Sclerotium rolfsii as challengers. And the results were
compared by the Skott-Knott test at 5% probability. The highest yields were obtained
on the bark and seeds of the fruits of the species. 1,2-Benzopyrone was isolated and
identified in the extracts of D. odorata seeds, and in the shells, in the endocarps, and
in the seeds of D. magnifica. As for the antifungal action, it was verified that the isolated
coumarin presented better action against the isolates obtained from Fusarium spp.,
and the extracts of the species showed different actions when compared. The species
studied were promising for the use of their fruits, both for obtaining coumarin, and for
the alternative control of the specific phytopathogens.

Keywords: Dipteryx odorata, Dipteryx magnifica, ethanol extracts, phytopathogens,
alternative control.

INTRODUCAO

Dipteryx odorata e Dipteryx magnifica de acordo com APG - Angiosperm
Phylogeny Group Il (2009), encontram-se no clado das Rosideas, subclado Fabideas,
ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae) e subfamilia Faboideae
(Papilionoideae) (SOUZA & LORENZI, 2012).

A espécie Dipteryx odorata € conhecida vulgarmente no Brasil como cumaru,
cumaru-ferro, cumaru-verdadeiro, cumaru-roxo, cumbari e serrapia, e seu nome

comercial internacional é tonka bean (CARVALHO, 2009). Ocorre na Bolivia, no Peru,



na Colbmbia, na Venezuela, na Guiana, na Guiana Francesa e em Honduras
(CARVALHO, 2009). E no Brasil, € originaria das regides setentrionais do Amazonas
e se encontra em quase todas as matas de terra firme do Para (PESCE, 2009);
também ocorre nos estados do Acre, Rond6nia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias e Maranhao (CARVALHO, 2009).

Os frutos de D. odorata destacam-se quanto as potencialidades comerciais e
fitoterapicas. As sementes ha mais de um século sdo comercializadas por extrativistas
da Amazobnia (SILVA et al., 2010) e, historicamente, foram bastante procuradas para
a extracdo de cumarina (principal composto ativo) para flavorizar tabacos na industria
de fumo e nas fabricas de perfumes (PESCE, 2009; ZOGHBI et al., 2000).

Dipteryx magnifica, carece de estudos que detalhem sua descricdo botanica
especifica, composicao quimica e atividades biologicas, pois estas informacfes nao
foram encontradas na literatura consultada. Porém, de acordo com a base de dados
botanicos The Plant List (2010), esta espécie € nativa do Brasil (Amazonas e Para) e
Venezuela, tem como sindnimos botanicos, Coumarouna magnifica Ducke e Taralea
casiquiarensis Pittier, sendo conhecida popularmente como cumaru rosa.

Diante do exposto, e tendo em vista a busca por métodos alternativos de
controle de doencas que causem menos impacto ao meio ambiente, que possuam
potencial fungicida ou fungistatico agregado a quimica de produtos naturais, e que
auxiliem na inducéo de resisténcia as plantas. O presente estudo teve por objetivo
avaliar o perfil quimico quanto a presenca de cumarina simples nos extratos etandélicos
de D. odorata e D. magnifica e, sua atividade antimicrobiana sobre fungos patogénicos

a hortaligas.



MATERIAIS E METODOS

Os materiais vegetais de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. e Dipteryx magnifica
(Ducke) Ducke (Fabaceae) foram coletados na unidade Tapajos, da Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA), municipio de Santarém, PA, em fevereiro e julho
de 2015, (folhas/galhos e, frutos verdes, respectivamente), sob as seguintes
coordenadas: D. odorata - 2°25'11" S, 54°44'29" W. Altitude: 18 m e, D. magnifica -
2°25'11" S, 54°44'29" W. Altitude: 18 m.

As amostras de ramos e frutos frescos de cumaru e cumaru rosa foram levadas
ao Laboratorio de Sementes Florestais (LSF), da UFOPA, para processamento,
analise morfolégica e montagem de prensas para exsicatas. Os espécimes
testemunhos encontram-se depositados no Herbéario da Universidade Federal do
Oeste do Pard, sob os niumeros de registro (tombo): HSTM 000556 (D. odorata) e
HSTM 000557 (D. magnifica).

Para obtencédo dos extratos das folhas, galhos e frutos, os materiais foram
pesados, acondicionados, separadamente, em sacolas de papel ou em bandejas
(frutos, separados em cascas = epicarpo + mesocarpo; endocarpos e sementes) e,
colocados em estufa a 45°C, com circulacdo forcada de ar por 120 h. Apos esse
periodo, foram novamente pesados, para obtencdo da massa seca e, triturados.

As extracOes etanolicas das folhas, galhos e frutos foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos
(P&DBIO), da UFOPA, segundo metodologia adaptada de Taube Jr. et al. (2014).

Para obtencdo dos extratos brutos, os procedimentos ocorreram em triplicata

utilizando aparelho de Soxhlet e tendo como solvente alcool etilico P.A a 96%. Para



folhas, galhos e endocarpos foram pesados 40 g, para cascas 22 g e para sementes
8 g. O periodo total das extracdes foi de 8 h para cada procedimento.

As solucdes etanodlicas obtidas apds extracdo foram evaporadas em
evaporador rotativo para a eliminacdo do solvente e obtencédo dos extratos. Estes
foram armazenados em recipientes de vidro esterilizados, passaram por um processo
final de secagem em dessecador por 24 h e foram pesados para obtencdo dos
rendimentos, calculados pela férmula: [Massa do extrato (g)/Massa do material seco
(g)] x 100.

Os rendimentos obtidos foram analisados pelo programa estatistico Assistat 7.7
beta e, suas médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (SILVA,
2013).

A cumarina usada como padrdo nos testes foi isolada a partir de extracao
hexanica a frio, em triplicata, de sementes de cumaru comercializadas em Santarém,
Para.

Segundo metodologia adaptada de Taube Jr. et al. (2014), o 6leo obtido foi
submetido ao processo de cristalizacdo pela adicdo de hexano, aquecimento dessa
solucédo a 60°C e volatilizacado do solvente a temperatura ambiente. Em seguida, as
impurezas (6leo) foram removidas por lavagem com hexano e filtragdo a vacuo em
Funil de Buchner, e obtidos os cristais de cumarina. Verificou-se a pureza da
substancia isolada através do Ponto de Fusdo, CCD e CG-EM.

O perfil quimico quanto a presenca de cumarina simples nos extratos também
foi analisado por CCD, no Laboratério de Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos
Naturais Bioativos (P&DBio), e por CG-EM, na Divisdo de Quimica Orgéanica e
Farmacéutica, no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e

Agricolas (CPQBA), da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).



Para Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram utilizadas placas de
aluminio (10 x 10 cm) e silica 60 com indicador fluorescente em espessura da camada
de 0,20 mm. A cada amostra pesada (20 mg), foi adicionado 1 mL de alcool etilico,
homogeneizado, e aplicadas aliquotas de 10 yL de seus volumes sobre a placa
cromatografica, a distancias de 1,5 cm cada. O padréo de cumarina (1,2-benzopirona)
foi pesado a 10 mg, adicionado 1 mL de alcool metilico e aplicada aliquotas de 10 uL
de seu volume sobre as placas cromatograficas como descrito em Wagner & Bladt
(2001).

Foram realizados dois sistemas, o primeiro para a avaliacdo do isolamento da
cumarina simples e o ultimo para a verificacdo da presenca da mesma nas amostras
de ambas as espécies. O primeiro sistema consistiu de placas eluidas utilizando uma
mistura contendo hexano: acetato de etila (80:20) e, o segundo sistema foi de placas
eluidas utilizando uma mistura de solventes contendo tolueno: éter etilico (1:1).
Posteriormente, essas placas foram secas e reveladas com anisaldeido e hidréxido
de potassio (KOH) a 5%, respectivamente. Foram calculados os Fatores de Retengao
(Rf), quando possivel, pela férmula: Rf = h/H. Onde: h = Altura da amostra a partir do
ponto de aplicacdo. H = Altura méaxima da fase moével (TAUBE Jr. et al., 2014).

Para a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM),
utilizou-se cromatografo HP-6890, coluna capilar de HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
pMm) e detector operando a 70 eV, varredura linear no intervalo de 30 a 500 u.m.a. As
condi¢cbes cromatograficas: temperatura do injetor 250°C e do detector 300°C, hélio
como gas de arraste (1,0 mL.min!); programacéo de temperatura 80°C a 280°C a uma
taxa de 5°C.min! e injecdo de 1 pL dos Oleos e extratos. Os compostos foram

identificados por comparacao com a biblioteca NISTO05.



Os ensaios biolégicos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia, da
UFOPA. Os desafiantes fungicos: Cercospora longissima isolado de alface, Fusarium
sp. isolado da alface, Fusarium sp. isolado da couve, Fusarium sp. isolado do jerimum
e Sclerotium rolfsii isolado do pimentéo, foram isolados de folhas e frutos de hortalicas
apresentando sintomas e/ou sinais de doenca. De cada espécie foram obtidas as
colonias axénicas e preparadas placas para utilizacdo nos experimentos. As mesmas
encontram-se armazenadas na micoteca do laboratério.

Para cada extrato, preparou-se uma solucdo contendo extrato bruto e agua
destilada e esterilizada, na proporcado de 1:1, e foram adicionados Polivinilpirrolidona
(PVP), na concentracdo 1:4 (extrato: PVP). Apos as diluicdes, essas solucdes foram
adicionadas em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), fundente (aproximadamente
45°C), para obtencdo das concentracdes: 10; 20; 30; 40 e 50 %. Os tratamentos
controles consistiram do meio sem adicdo dos extratos, e do padrdo de 1,2-
benzopirona que foi pesado (10 mg), diluido em 1 mL de alcool metilico e uma aliquota
de 300 pL de seu volume, adicionada ao meio BDA (concentragdo de 1:1000).

Apés a adicdo dos extratos e padrdo, os meios foram homogeneizados e
vertidos em placas de Petri, onde depositou-se, centralmente, um disco de meio (0,4
cm) contendo as estruturas fuangicas. Os desafiantes foram incubados a 25°C, sob
fotoperiodo de 12 h. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial, com quatro repeti¢cdes. As avaliacdes foram realizadas medindo-
se o diametro medio da colonia, diariamente, até as testemunhas ocuparem as placas.
Os dados obtidos nos ensaios foram analisados pelo programa estatistico Assistat 7.7
beta e, suas médias comparadas pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (SILVA,

2013).



RESULTADOS E DISCUSSOES

Quando calculados e analisados os rendimentos dos extratos, verificou-se que
houve diferenca estatistica significativa para os fatores isolados, bem como para a
interacdo entre eles. Tanto para D. odorata, quanto para D. magnifica, os maiores
rendimentos foram obtidos nas cascas e nas sementes dos frutos, seguidos dos
extratos das folhas e dos galhos que nao diferiram estatisticamente entre si. O
rendimento médio do extrato dos endocarpos de D. odorata (13,72%), diferiu
estatisticamente das demais partes dessa planta, jA o rendimento do extrato dos
endocarpos de D. magnifica (15,49%), nao diferiu apenas do extrato das folhas dessa
espécie (Tabela 1).

Lima et al. (2014), objetivando extrair e quantificar compostos bioativos da
semente do cumaru por meio de extracdo convencional (Soxhlet) e supercritica,
verificaram que as extracbes por Soxhlet através de etanol resultaram num
rendimento de 46,5%. Altos valores de rendimentos obtidos por Soxhlet também foram
encontrados por Benelli et al. (2010), que atribuiram este comportamento,

provavelmente, a recirculacdo de solvente e interacfes soluto-solvente.

TABELA 1. Rendimento médio dos extratos etandlicos obtidos de diferentes partes
de Dipteryx odorata e Dipteryx magnifica.

Rendimento Médio (%)

Material Vegetal Dipteryx odorata Dipteryx magnifica
Folha 26,36 b 20,87 bc
Galho 26,88 b 26,88 b
Casca 44,15 a 54,21 a
Endocarpo 13,72 c 15,49 ¢
Semente 48,89 a 44,52 a

CV (%) 10,94 12,26

*Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < .01).



Quanto as amostras obtidas pelo processo de cristalizacdo, constatou-se por
CCD o isolamento da cumarina simples nas aplicagdes 2, 4 e 6 (Figura 1A), devido a
intensidade, coloracao e igual fator de retencdo (0,52), quando comparadas com o
padrdo. Para os 0leos, além da cumarina indicada nas aplicacdes 3, 5 e 7 (Figura 1A),
a placa revelada expés manchas de coloracédo azulada (Figura 1B, aplicacdes 3,5 e
7), sugerindo a presenca de acidos graxos. Essa revelacdo também demonstrou que
os isolados de 1,2-benzopirona ndo encontram-se contaminados por acidos graxos

(Figura 1B, aplicacbes 2, 4 € 6).

FIGURA 1: Placa de CCD eluida em mistura de hexano: acetato de etila (80:20). A. Cumaru
(Dipteryx sp.) visualizada no comprimento de onda de 254 nm. B. Cumaru (Dipteryx sp.) revelada com
anisaldeido. 1 = Padr&o (1,2-benzopirona); 2 = Cumarina isolada R1; 3 = Oleo R1; 4 = Cumarina
isolada R2; 5 = Oleo R2; 6 = Cumarina isolada R3; 7 = Oleo R3. FOTO: Bruna Sousa.

Segundo Bentes et al. (1981), a composicao de acidos graxos no 6leo de
cumaru € bastante expressiva, sendo 6,6% de &acido palmitico, 4,5% de acido
estearico, 47,3% de acido oleico, 21,6% de acido linoleico, 5,5% de acido linolénico,
6,2% de acido araquidico, 4,3% de acido beénico e 3,9% de acido lignocérico.

Quando investigada a presenca da cumarina simples nas amostras dos

extratos de ambas espécies, a CCD revelada e visualizada no comprimento de onda

de 365 nm indicou a 1,2-benzopirona nas sementes de D. odorata (Fator de Retencé&o



de 0,6) e, nas sementes, nos endocarpos e nas cascas de D. magnifica (Fator de
Retencdo de 0,6). Fluorescéncia esverdeada devido a abertura do anel lactdnico
(Figuras 2C e 2D).

Os resultados evidenciam que a 1,2-benzopirona ndo se encontra em todas as
partes das plantas em estudo. Ojala (2001), infere que as cumarinas sao sintetizadas,
principalmente, nas folhas, mas ocorrem em niveis mais altos como nas frutas,
seguindo pelas raizes e caules. E que mudancas sazonais e condicdes ambientais

podem afetar a ocorréncia das mesmas em varias partes da planta.

FIGURA 2: Placas de CCD eluidas em tolueno: éter etilico (1:1). A e B. Cumaru
(Dipteryx odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica), visualizadas no
comprimento de onda de 365 nm. C e D. Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru rosa
(Dipteryx Magnifica), reveladas com KOH a 5%. 1 = Padrao (1,2-benzopirona); 2
= Extrato das folhas; 3 = Extrato dos galhos; 4 = Extrato das cascas; 5 = Extrato
dos endocarpos; 6 = Extrato das sementes. FOTO: Bruna Sousa.

Sabendo-se que a cumarina simples possui peso molecular de 146,15 g.mol%,
ponto de fusdo entre 68-70°C, ponto de ebulicdo de 303°C e densidade de 0,94

(EGAN et al., 1990); as analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria



de Massa confirmaram o isolamento da cumarina simples, com porcentagem relativa
de 100% e tempo de retencdo de 13,9 min. e, demonstraram variacbes quanto a
composicdo quimica dos extratos de Dipteryx odorata e Dipteryx magnifica.

Quanto aos 46 compostos encontrados nos extratos de Dipteryx odorata, tem-
se que o extrato das folhas apresentou dois constituintes majoritarios, de peso
molecular 426 e 424 g.mol', e porcentagem relativa de 65,3% e 15,7%,
respectivamente. Porém, ndo foram possiveis as caracterizacfes através de seus
espectros de massas e por comparagao com a biblioteca NISTO5 (Tabela 1). Lorenzi
& Matos (2002), observaram nas folhas de cumaru a presenca dos acidos o-cumarico,
gentisico, melilotico, salicilico, ferulico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico, livres ou
glicosilados.

O extrato dos galhos de D. odorata apresentou o Taraxasterol como constituinte
majoritario (63,9%) (Tabela 2), e segundo Sharma & Zafar (2015), o taraxasterol € um
composto importante, pois possui agdes antitumorais. Yamai et al. (2009), inferem que
os triterpenos sdo conhecidos por aumentar os efeitos inibidores das drogas anti-
cancro. E estudos como os de Singh et al. (2002), enfatizam que triterpenoides, como
o taraxasterol, possuem propriedades antimicrobianas em potencial.

Lorenzi & Matos (2002), apontam que na madeira foi observada presenca de
isoflavona, retusina e varios de seus derivados, odoratina e dipterixina, enquanto que
na casca do caule foram encontradas outras isoflavonas, além da odoratina, os
triterpenoides lupeol e betulina, mais uma mistura de acidos graxos metilados.

Para os extratos obtidos das cascas dos frutos de D. odorata, verificou-se a
presenca do espatulenol, do oOxido de cariofileno, do a-cariofileno, do
phenanthro[3,2]furan-4-methanol-1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,11,11a,11b, dodecahydro-

4,7,11-trimethyl, além do germacreno D (Tabela 2).



O extrato dos endocarpos de D. odorata apresentou maior riqgueza de
substancias e valores relativos bem distribuidos. Seis substancias ainda ndo citadas
foram encontradas, o aromadendreno, o -cubebeno, o cariofileno, o &-cadineno, o -
muuroleno e o copaeno. O a-cariofileno e o Phenanthro[3,2]furan-4-methanol-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,11,11a,11b, dodecahydro-4,7,11-trimethyl ainda foram
detectados, porém, o espatulenol, germacreno D e 6xido de cariofileno foram
identificados apenas nas cascas do fruto dessa espécie (Tabela 2).

Para os extratos das sementes de D. odorata, verificou-se a presenca da
cumarina simples, confirmando o encontrado na CCD. E segundo Sampaio (2000), as
sementes de D. odorata sdo constituidas de 30 a 40% (peso seco) de um Oleo
amarelo-claro, perfumado, que e oxidado rapidamente quando em contato com o ar.
Esse 6leo e similar ao de outras leguminosas, como 0 amendoim, exceto por conter
acido linolénico e tracos de Oleos com alto peso molecular, como o beenico e

lignocerico (Tabela 2).

TABELA 2. Constituintes quimicos dos extratos etandlicos obtidos de Dipteryx
odorata.

Substancias ldentificadas

Folhas Galhos Cascas Endocarpos Sementes
TR M % M % M % M % M %

(min.)

11,94 - - - - - - Copaeno 0,9 - -

12,17 - - - - - - - - 148 2,3

12,30 - - - - - - 189 11 - -

13,00 - - - - 189 14 Cariofileno 1,6 - -

13,51 - - - - - - - - 2H-1- 87,3
Benzopyran-

2-one

(cumarina)

13,81 - - - - a-cariofileno 4,0 a-cariofileno 3,9 - -

14,32 - - - - - - d-muuroleno 1,0 - -

14,46 - - - - GermacrenoD | 1,5 B-cubebeno 2,3 - -

15,41 - - - - - - 0-cadineno 1.3 - -

16,71 - - 205 5,0 - - - - - -

16,72 - - - - Espatulenol 14,0 | Aromadendreno | 9,2 - -



16,84 - - - - Oxido de 4,6 205 25 - -
cariofileno
17,43 - - - - 220 7,5 220 4,0 - -
17,73 - - - - - - - - 182 10,4
18,06 - - - - - - 220 1,0 - -
18,42 - - - - 220 1,8 220 1,6 - -
19,84 - - 129 2,7 - - 220 0,7 - -
19,86 151 |10,4 - - - - - - - -
19,90 179 2,4 - - - - - - - -
19,98 182 14 - - - - - - - -
20,23 - - - - 238 15 - - - -
20,45 180 4,8 - - - - - - - -
20,84 - - - - 218 2,4 - - - -
22,30 - - - - - - 234 2,1 - -
22,31 - - - - 234 3,2 - - - -
22,73 - - - - 220 1,7 220 15 - -
23,67 - - - - 218 1,8 218 1,2 - -
24,23 - - - - - - 218 1,2 - -
24,29 - - - - 236 2,0 - - - -
34,39 - - - - Phenanthro[3,2]f | 2,3 | Phenanthro[3,2]f | 2,7 - -
uran-4-methanol- uran-4-methanol-
1,2,3,4,4a,5,6,6a, 1,2,3,4,4a,5,6,6a,
7,11,11a,11b, 7,11,11a,11b,
dodecahydro- dodecahydro-
4,7,11-trimethyl 4,7,11-trimethyl
36,31 - - - - 341 2,0 331 1,4 - -
37,52 - - - - 374 2,8 374 3,5 - -
38,15 - - - - - - 429 1,3 - -
39,60 - - 405 16,7 - - - - - -
39,62 - - - - 429 21,4 - - - -
39,63 - - - - - - 400 31,6 - -
40,00 - - - - 402 5,0 - - - -
40,01 - - - - - - 429 6,9 - -
41,33 - - - - - - 405 2,4 - -
41,70 - - - - 400 6,0 - - - -
41,71 - - - - - - 429 7,3 - -
42,58 - - 405 11,7 - - - - - -
42,77 - - - - 429 51 429 5,8 - -
48,75 424 | 157 - - - - - - - -
49,38 426 |65,3 - - - - - - - -
49,39 - - | Taraxasterol | 63,9 426 8,0 - - - -
Total 100 100 100 100 100

*TR = Tempo de Retencdo; M = Espectro de Massa; % = Porcentagem Relativa.

verificou-se que para o extrato das folhas, um dos dois constituintes majoritarios foi o

Quanto aos 52 compostos encontrados nos extratos de Dipteryx magnifica,



Taraxasterol (51,9%) (Tabela 3). O Taraxasterol também foi encontrado no extrato dos
galhos de D. magnifica, sendo menor a porcentagem relativa comparada com D.
odorata (Tabela 2 e Tabela 3).

Zoghbi et al. (2000), estudando o cumaru identificaram a presenca de algumas
substancias como: 0,4% de heptanal; 0,6% de a-pineno; 0,2% de sabineno; 0,2%
alcool benzilico; 0,5% (E)-B-Ocimeno; 0,2% de octanol; 0,1% de trans-oxido de linalol
(furanoide); 2,6% de nonanal; 0,3% de acetato de benzila; 0,1% de salicilato de metila;
0,1% de (E)-2-decenal; 0,2% de acido nonanoico; 0,1% de (E,Z)-2,4-decadienal; 0,1%
de d-elemeno; 0,3% de a-cubebeno; 1% de a-copaeno; 1,3% de B-elemeno; 0,5% de
B-cariofileno; 0,3% de B-gurjuneno; 0,7% de (E)-B-farneseno; 31,1% de germacreno
D; 13% de biciclogermacreno; 0,4% de germacreno A; 1,4% de &-cadineno; 11,3% de
espatulenol; 1,3% de globulol; 0,7% de cubenol; 1,4% de a-muurolol; 3,9% de a-
cadinol; 0,4% de cis-14-muurol-5-en-4-ona; 2,6% n.i.; 1,6% de (E,E) farnesol; 2,1%
n.i.; 1,4% n.i.; 0,4% n.i.; 1,2% n.i.; 1,6% de acido palmitico e 0,8% n.i.

E alguns dos constituintes descritos acima também foram encontrados nos
extratos das cascas dos frutos de D. magnifica: o espatulenol e o isémero a-cadineno.
Verificou-se também a presenca do éster etilico do &cido oleico, do
phenanthro[3,2]furan-4-methanol-1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,11,11a,11b, dodecahydro-
4,7,11-trimethyl, do acido hexanodioico, bis (2-etil-hexil) éster, e do éster etilico do
acido hexadecanoico, além da cumarina simples como sinalizada na CCD (Tabela 3).

Nesse estudo, também foi comprovada a presenca da cumarina simples como
indicada na CCD para os extratos dos endocarpos e sementes. E para o extrato das
sementes, além da 1,2-benzopirona, o extrato de D. magnifica apresentou a 3,4-

Dihidrocumarina, com porcentagem relativa de 25,2% (Tabela 3).



A cumarina simples e a 3,4-Dihidrocumarina sdo metabdlitos empregados em

condimentos, bebidas, gelatinas, pudins, perfumes e cosméticos, e segundo Cowan

(1999), diversos derivados cumarinicos hidroxilados podem apresentar atividade

antifangica.

TABELA 3. Constituintes quimicos dos extratos etandélicos de Dipteryx magnifica.

Substancias Identificadas

Folhas Galhos Cascas Endocarpos Sementes
TR

(min.) M % M % M % M % M %
12,16 - - - - - - - - 2H-1- 25,2

Benzopyran-

2-one,3,4-
dihydro (3,4-
Dihidrocuma
rina)

13,47 - - - - - - - - 2H-1- 43,0

Benzopyran-

2-one
(cumarina)
13,53 - - - - 2H-1- 2,8 2H-1- 8,6 - -
Benzopiran-2- Benzopiran-
ona (cumarina) 2-ona
(cumarina)

13,75 - - - - - - 161 1,0 - -
15,42 - - - - d-cadineno 1,2 - - - -
16,39 - - - - 235 15 - - - -
16,72 - - - - - - 205 11 - -
16,73 - - - - Espatulenol | 14,6 - - - -
16,85 - - - - 205 2,4 - - - -
17,79 - - - - - - - - 182 21,9
18,43 - - - - 220 2,5 - - - -
18,49 - - - - - - - - 231 0,4
19,14 - - - - 220 1,7 - - - -
19,61 - - - - 220 0,6 - - - -
19,84 - - - - 220 1,4 - - - -
19,91 - - - - 220 0,8 - - - -
20,24 - - - - 207 55 - - - -
20,27 179 2,8 - - - - - - - -
20,37 - - - - 177 9,9 - - - -
20,51 - - - - - - - - 182 3,3
20,54 - - - - - - - - 182 0,3
20,68 - - 161 49,0 - - - - - -
20,69 - - - - - - - - 167 0,9
20,86 - - - - 193 2.2 - . - -




20,93 179 4,3 - - - - - - - -
20,98 - - 179 35,9 - - - - - ;
21,01 179 0,8 - - - - - - - -
21,08 159 2,1 - - - - - - - ;
21,09 - - - - - - 182 57,7 - -
21,39 - - - - - - 207 31,6 - -
22,31 - - - - 219 3,2 - - - -
22,74 - - - - 220 2,7 - - - -
23,68 - - - - 221 2,1 - - - -
24,24 - - - - 218 1,8 - - - -
25,23 - - - - | Ester etilicodo | 1,7 - - - -
Acido

hexadecandico
27,45 207 9,1 - - - - - - - i,
28,41 - - - - | Ester etilico do | 9,4 - - - -

Acido oleico
(Etil Oleato)

28,52 - - - - 281 1,4 - - - -
31,32 - - - - 310 1,7 - - - -
31,33 - - - - - - - - 310 2,2
32,29 - - - - - - - - 259 2,8
32,30 - - - - Acido 2,7 - - - -

hexanodidico,

bis (2-etil-hexil)

éster
32,92 - - - - 300 41 - - - -
34,41 - - - - | Phenanthro[3,2 | 5,7 - - - -
Jfuran-4-
methanol-

1,2,3,4,4a,5,6,6

a,7,11,11a,11b,

dodecahydro-

4,7,11-trimethyl
34,53 - - - - 298 15 - - - -
38,50 - - - - 361 4.4 - - - -
39,64 - - - - 429 3,7 - - - -
40,01 - - - - 360 1,9 - - - -
40,27 - - - - 429 2,0 - - - -
41,00 - - - - 405 2,9 - - - -
48,76 551 29,0 - - - - - - - -
49,39 Taraxasterol | 51,9 | Taraxasterol | 15,1 - - - - - -
Total 100 100 100 100 100

*TR = Tempo de Retencdo; M = Espectro de Massa; % = Porcentagem Relativa.

No que se refere a utilizacao dos extratos de D. odorata no controle alternativo

de fitopatégenos, houve diferenca significativa tanto para os fatores isolados, quanto

para a interagdo entre eles.



Quando se analisou o crescimento micelial dos fitopatogenos em funcéo dos
extratos e concentragdes, verificou-se que o extrato obtido das folhas de D. odorata
proporcionou maior redu¢do no crescimento micelial para Fusarium sp. isolado da
alface nas concentracbes de 40% e 50%. Cercospora longissima teve seu
crescimento micelial reduzido em todas as concentracbes comparando com a
testemunha e cumarina, sendo a menor média encontrada na concentracao de 30%,
com 2,7 cm de diametro, representando 30,8% de inibigcdo. Fusarium sp. isolado da
couve obteve resultados médios que nao diferiram estatisticamente da sua
testemunha e foram maiores que a média encontrada para a cumarina, e Fusarium
sp. isolado do jerimum teve seu crescimento acelerado quando avaliado nas
concentracdes de teste. A cumarina foi mais ativa para ambos os fitopatdgenos nesse
caso (Tabela 4).

Para o extrato dos galhos, verificou-se que todas as concentracdes foram
eficientes na reducdo micelial do Fusarium sp. isolado da alface em comparagcdo com
a testemunha e cumarina. Fusarium sp. isolado do jerimum também teve suas médias
reduzidas em todas as concentracdes em teste, porém, elas ndo diferiram dos
resultados obtidos pela cumarina. As melhores concentracfes para Fusarium sp.
isolado da couve foram as de 40% e 50%, e para C. longissima a concentracdo de
30%, proporcionando uma reducdo micelial de 7,7% em comparagdo com os controles
(Tabela 4).

O extrato obtido das cascas de cumaru foi eficiente para o isolado de Fusarium
sp. da couve nas concentracdes de 20%, 30%, 40% e 50%, sendo que para essa
tltima concentracdo as porcentagens de inibicdo foram de 26,6% em relacdo a
testemunha e 20,5% em relagdo a cumarina. Para Fusarium spp. isolado da alface e

do jerimum suas médias de crescimento ndo diferiram das testemunhas ou cumarina.



E para C. longissima também ocorreu uma aceleragédo no crescimento, sendo que as
meédias nao diferiram estatisticamente entre as concentracdes testadas (Tabela 4).

Para o extrato obtido dos endocarpos, todas as concentracdes foram eficientes
em comparagdo com a testemunha e cumarina para os isolados de Fusarium spp. e
C. longissima, sendo os menores didmetros obtidos nas concentracbes de 40% e
50%. A concentracdo de 40% para o Fusarium sp. isolado do jerimum apresentou
inibicdo de 64,6% em relacdo a testemunha e 58,5% em relacdo a cumarina (Tabela
4).

Como expresso nas analises quimicas, seis substancias diferenciadas foram
identificadas nos endocarpos de D. odorata: o aromadendreno, o B-cubebeno, o
cariofileno, o &-cadineno, o &-muuroleno e o copaeno. Essas substancias séo
sesquiterpenos e assim como 0s monoterpenos, muitas podem atuar como compostos
antimicrobianos (fitoalexinas) e antiherbivoria (CROTEAU et al., 2000). Fazendo com
gue o resultado obtido seja promissor, tendo em vista que Fusarium solani, por
exemplo, sobrevive em restos culturais, solo, tubérculos e sementes infectadas
durante varios anos; e que toneladas de residuos da exploracdo das sementes de
cumaru sao geradas e ndo possuem um aproveitamento adequado.

O extrato obtido das sementes de cumaru proporcionou maior sensibilidade
para Fusarium spp. isolado da alface e da couve, e para C. longissima, nas
concentracdes de 40% e 50%, sendo que para o isolado da couve, a concentracéo de
10% também foi ativa. Fusarium sp. isolado do jerimum também teve seu crescimento
estimulado por esse extrato (Tabela 4).

Sclerotium rolfsii obteve resultados que diferiram da sua testemunha e

cumarina apenas nas concentracdes de 20% e 30% para o extrato das folhas e, nas



concentragdes de 10%, 20%, 30% e 40% para o extrato das sementes de D. odorata

(Tabela 4).

TABELA 4. Atividade antifungica dos extratos etanodlicos de D. odorata, em diferentes
concentracdes sobre os fitopatégenos avaliados.

Diametro Médio das Coldnias dos Desafiantes (cm)

~ Cercospora Fusarium Fusarium Fusarium Sclerotium
Extratos Conce(?/(t);agoes longissima sp. sp. sp. rolfsii
(alface) (alface) (couve) (jerimum) (pimentao)
Testemunha 0,0 3,9bD 7,5 aB 7,9 aA 4,8 cC 8,1 aA
Cumarina 1pLimL 3,9bC 6,9 bB 7,3bB 4,1dC 8,0 aA
10 3,56¢cDh 7,4 aB 8,2 aA 55bC 8,3 aA
20 3,4cD 7,5aA 7,9 aA 5,4 bC 7,0 bB
Folhas 30 2,7 eE 7,5aB 8,1 aA 5,7aD 6,8 bC
40 3,0dC 6,1 cB 7,9 aA 5,9 aB 7,9 aA
50 3,1dD 5,8cC 8,2 aA 5,8aC 7,7 aB
10 3,9bD 5,8cC 7,3bB 4,2dD 8,0 aA
20 3,7 bD 5,9cC 7,6 aB 4,1dD 8,2 aA
Galhos 30 3,6 cE 5,6 cC 7,1 bB 4,1dD 8,1aA
40 3,8 bD 5,9cC 6,8 cB 4,1dD 8,3 aA
50 3,8 bD 6,1cC 6,8 cB 4,1dD 7,8 aA
10 49aC 8,0 aA 7,0 bB 4,8 cC 8,2 aA
20 5,3aC 6,6 bB 6,6 cB 4,5cD 8,3 aA
Cascas 30 5,2aD 7,8 aB 6,5cC 4.4 dE 8,3 aA
40 5,2aC 6,4 bB 6,4 cB 4,0dD 8,3 aA
50 4,8 aD 6,6 bB 5,8dC 3,9dE 8,3 aA
10 3,2dC 6,7 bB 6,7 cB 3,5eC 8,3 aA
20 2,8eC 5,3dB 5,3eB 29fC 8,3 aA
Endocarpos 30 2,5eC 5,1dB 4,7 fB 2,49gC 8,3 aA
40 24eC 3,5eB 3,5gB 1,7 hD 8,3 aA
50 2,4eC 34eB 3,2gB 2,1hC 8,3 aA
10 3,5¢cD 7,6 aA 6,0 dB 55bC 53dC
20 3,5cE 7,2 aB 8,1aA 5,4 bD 6,1cC
Sementes 30 3,5¢cC 7,2 aA 7,2 bA 5,2 bB 6,9 bA
40 2,9dD 5,0dC 6,1dB 5,3bC 7,0 bA
50 3,0dD 5,4 dB 5,8 dB 49bC 7,6 aA
CV% 5,31

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e pelas mesmas letras mailsculas nas
linhas ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.



Os resultados para D. magnifica também foram significativos tanto para os
fatores isolados, bem como para a interacéao entre eles.

Para a interacao fitopatdgenos em funcao dos extratos e concentragdes de D.
magnifica, verificou-se que a cumarina isolada diferiu estatisticamente em relacao a
testemunha para os trés isolados de Fusarium spp., 0 mesmo ocorreu em D. odorata
(Tabela 5).

Quando observados os extratos que foram capazes de acelerar o crescimento
micelial dos fitopatdégenos, obtivemos que o extrato das folhas e das sementes de
cumaru rosa apresentaram essa acao para Fusarium sp. do jerimum e o extrato das
cascas para a maioria das concentracdes do isolado de Fusarium sp. da alface e para
todas as concentragdes de C. longissima e S. rolfsii (piment&o). S. rolfsii também foi
induzido pelo extrato dos endocarpos (Tabela 5).

Essa acdo pode ser explicada em funcéo de varios fatores influenciarem nos
principios ativos das plantas, como fator genético, condicbes de cultivo, colheita e
processamento do material (CASTRO et al., 2001), além dos fitopatégenos estudados
serem diferentes.

Quanto as melhores atividades dos extratos, constatou-se que para as folhas,
Fusarium sp. da alface teve seu menor didametro na concentracdo de 40%, Fusarium
sp. da couve para a concentracdo de 20%, sendo que essa também foi efetiva para
S. rolfsii que nao diferiu da concentracao de 30%, e todas as concentracbes desse
extrato foram eficientes para C. longissima, sendo a concentracao de 50% a de menor
diametro meédio, representando 30,8% de reducdo em relacdo a testemunha e
cumarina (Tabela 5).

Para os galhos, as médias obtidas pelos isolados de C. longissima e S. rolfsii

nao diferiram estatisticamente das testemunhas e cumarina, Fusarium sp. do jerimum



obteve médias que ndo diferiram apenas da cumarina. As melhores reducfes para
esse extrato foram obtidas nas concentracdes de 30% e 40% para Fusarium sp. da
alface e 40% e 50% para Fusarium sp. da couve, que nao diferiram entre si (Tabela
5).

Para as cascas, Fusarium sp. da couve obteve didmetros médios que nao
diferiram das testemunhas ou cumarina e Fusarium sp. do jerimum também, com
excecao para esse Ultimo da concentracdo de 20% que obteve média maior, 5,2 cm
(Tabela 5).

O extrato dos endocarpos de cumaru rosa foi mais eficiente na concentracao
de 40% para os isolados de Fusarium spp., e para C. longissima, as concentracdes
de 20%, 30% e 40% foram mais eficazes (Tabela 5).

Para as sementes, os diametros médios obtidos nas concentracdes de
Fusarium sp. da alface nao diferiram dos encontrados para a cumarina isolada, com
excecdo da concentracdo de 10%. Essa concentracdo foi efetiva para Fusarium sp.
da couve reduzindo didametro em 59,5% em relacéo a testemunha e 56,2% em relacéo
a cumarina. Para C. longissima e S. rolfsii, as melhores concentracdes foram as de
30% e 40%, respectivamente, sendo 46,1% a reducao em relacéo as testemunhas e
cumarina para C. longissima e 18,5% para testemunha e 17,5% para cumarina em S.
rolfsii (Tabela 5).

Esses resultados demonstram que cuidados durante a colheita como época do
ano, hora do dia, estagio de desenvolvimento, escolha da parte botanica e
processamento do material devem ser levados em consideracéo para nao influenciar

no potencial fungistatico ou fungicida das substancias (GARCIA et al., 2012).



TABELA 5. Atividade antifungica dos extratos etandlicos de D. magnifica, em
diferentes concentracfes sobre os fitopatdgenos avaliados.

Diametro Médio das Col6nias dos Desafiantes (cm)

Concentragdes CechSpora Fusarium Fusarium  Fusarium Sc/erot/:ym
Extratos (%) longissima sp. sp. ~sp. . roIfsuN
(alface) (alface) (couve) (jerimum)  (pimentao)
Testemunha 0,0 39eD 7,5bB 7,9 aA 4,8 cC 8,1 bA
Cumarina 1pLimL 3,9eD 6,9 cC 7,3bB 4,1dD 8,0 bA
10 3,1fD 7,4 bB 7,8 aB 55aC 8,3 aA
20 3,1 fE 7,3 bB 6,4 dC 5,2bD 8,1 bA
Folhas 30 29D 4,2 fC 8,2 aA 5,5 aB 8,1 bA
40 3,2fC 3,19C 8,2 aA 5,9 aB 8,3 aA
50 2,7fE 4,0D 6,7 cB 5,6 aC 8,3 aA
10 39eD 6,2dC 7,4 bB 4,1dD 8,0 bA
20 3,8eD 6,0 dC 7,5bB 4,1dD 8,1 bA
Galhos 30 3,8eD 5,7eC 6,8 cB 3,9dD 8,1 bA
40 3,9eD 5,6 eC 6,6 dB 4,2dD 7,9 bA
50 3,8eD 5,8dC 6,5dB 4,0dD 8,0 bA
10 5,6 bB 8,2 aA 7,9 aA 5,1¢cC 8,3 aA
20 5,5bB 8,3 aA 8,2 aA 5,2bB 8,3 aA
Cascas 30 6,1aC 7,3bB 7,5bB 4,2dD 8,3 aA
40 5,5bB 8,2 aA 8,0 aA 4,7 cC 8,3 aA
50 5,2cC 7,3 bB 8,1aA 4,5dD 8,3 aA
10 34eC 8,0 aA 8,0 aA 4,2 dB 8,3 aA
20 3,3fE 7,1cC 7,5bB 4,1dD 8,3 aA
Endocarpos 30 3,0fD 6,0 dB 6,4 dB 3,9dC 8,3 aA
40 3,2fC 5,4 eB 5,6 eB 2,7eD 8,3 aA
50 3,7 eE 7,1cC 7,6 bB 4,0dD 8,3 aA
10 2,4 gE 8,3 aA 3,2hD 4,9 cC 7,7bB
20 3,0fE 6,9 cB 5,1 fD 5,5aC 7,5cA
Sementes 30 2,1gD 6,6 cB 6,4 dB 5,0cC 7,0 dA
40 4,5dC 6,9 cA 7,0 cA 5,5aB 6,6 eA
50 41eD 6,9 cA 4,5gC 5,3bB 7,0 dA
CV% 4,30

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e pelas mesmas letras maidsculas nas
linhas ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.



CONCLUSOES

Os maiores rendimentos das extragdes de D. odorata e D. magnifica foram
obtidos para as cascas e sementes dos frutos;

A cumarina simples foi isolada e sua presenca foi identificada nos extratos das
sementes de D. odorata, e nas sementes, nos endocarpos e nas cascas de D.
magnifica;

No que se refere ao controle alternativo de fitopatdégenos, verificou-se que a
cumarina isolada apresentou melhores resultados frente aos isolados de Fusarium
Spp.;

A concentracdo de 50% foi a mais efetiva quando avaliados os resultados
meédios obtidos pelos fitopatdgenos;

E as espécies em estudo mostraram-se promissoras quanto a utilizacdo dos
seus frutos;

O extrato dos galhos e endocarpos de D. odorata foram 0s que se destacaram
nas reducdes de crescimento micelial para os isolados de Fusarium spp. e para C.
longissima,

Fusarium sp. (jerimum) demonstrou maior sensibilidade & acdo do extrato dos
endocarpos de D. magnifica, e Fusarium sp. (couve) e S. rolfsii (pimentao) obtiveram
suas maiores reducdes de crescimento micelial quando submetidos ao extrato obtido

das sementes dessa espécie.
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RESUMO: Dipteryx odorata € uma arvore frondosa que pode ultrapassar 30 m de
altura em mata primaria; suas sementes, conhecidas na Europa por fava tonka, ha
mais um século sdo comercializadas por extrativistas da Amazonia, a principal regiao
produtora. Dipteryx magnifica, conhecida popularmente como cumaru rosa, carece de
estudos quanto a sua composi¢cdo quimica e atividades biolégicas. Neste trabalho,
objetivou-se avaliar o efeito antibacteriano de extratos etanélicos das folhas, galhos e
frutos (cascas, endocarpos e sementes) das espécies descritas sobre patégenos
humanos. Os extratos foram obtidos utilizando aparelho de Soxhlet e tendo como
solvente etanol P.A. a 96%. Cada procedimento de extracdo durou em média 8 h. O
perfil quimico dos extratos foi analisado por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD). O ensaio microbiolégico dos extratos brutos por CIM (Concentracao Inibitéria
Minima) foi realizado segundo as recomendacdes do protocolo M7-A6 para bactérias.
Os microrganismos utilizados no ensaio foram: Burkholderia cepacia (ATCC 25416);
Escherichia coli (ATCC 11775); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Os extratos foram pesados e em seguida, cada
amostra foi diluida em meio de cultura Mueller-Hinton, para uma concentracéo de 8
mg.mL?, contendo 10 % de DMSO (dimetilsulféxido). As concentragGes avaliadas
foram: 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,91 € 1,95 ug.mL* e como
controle, o antibiético cloranfenicol - solugdo 0,5 mg.mLt. As bactérias contidas nas
microplacas foram incubadas em estufa a 36+1°C por 24 h e apds esse periodo foram
depositados em todos os pocos 50 pL de solucdo 0,1 % de cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazélio (CTT) e re-incubadas por um periodo de 3 h. Verificou-se que os extratos
das cascas e endocarpos das espécies em estudo apresentaram efeito bacteriostatico
para E. coli na maior concentracédo testada. E Staphylococcus aureus também foi
sensivel a acdo do extrato das cascas de D. magnifica. Os extratos obtidos dos frutos
das espécies destacaram-se quando comparados com as outras partes das plantas,
e serdo fracionados, obtidos os rendimentos e analisados quimicamente por CCD e
CG-EM. Testes de CIM das fracdes também serdo realizados frente as bactérias
sensibilizadas.

Palavras-chave: cumaru, atividade antibacteriana, extratos etanélicos.



ABSTRACT: Determination, in vitro, of the antibacterial activity of ethanolic extracts of
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. and Dipteryx magnifica (Ducke) Ducke. Dipteryx
odorata is a leafy tree that can exceed 30 m high in primary forest; its seeds, known in
Europe by fava tonka, have been marketed for more than a century by extractivists
from the Amazon, the main producing region. Dipteryx magnifica, popularly known as
cumaru rosa, lacks studies on its chemical composition and biological activities. The
objective of this work was to evaluate the antibacterial effect of ethanolic extracts of
leaves, branches and fruits (bark, endocarp and seeds) of the described species on
human pathogens. The extracts were obtained using Soxhlet apparatus and having as
solvent 96% P.A. ethanol. Each extraction procedure lasted on average 8 h. The
chemical profile of the extracts was analyzed by Thin Layer Chromatography (TLC).
Microbiological testing of crude extracts by MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
was performed according to the recommendations of the M7-A6 protocol for bacteria.
The microorganisms used in the assay were: Burkholderia cepacia (ATCC 25416);
Escherichia coli (ATCC 11775); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) and
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). The extracts were weighed and then each
sample was diluted in Mueller-Hinton culture medium to a concentration of 8 mg.mL™,
containing 10% DMSO (dimethylsulfoxide). The concentrations evaluated were: 2000;
1000; 500; 250; 125; 62.5; 31.25; 15.62; 7.81; 3.91 and 1.95 yg.mL* and as a control,
the antibiotic chloramphenicol - 0.5 mg.mL™* solution. The bacteria contained in the
microplates were incubated in a greenhouse at 36x1°C for 24 h and after that time 50
ML of 0.1% solution of 2,3,5-triphenyl-tetrazolium chloride (CTT) And re-incubated for
a period of 3 h. It was verified that the extracts of the shells and endocarps of the
species under study presented bacteriostatic effect for E. coli in the highest
concentration tested. Staphylococcus aureus was also sensitive to the action of D.
magnifica bark extract. The extracts obtained from fruits of the species stood out when
compared to the other parts of the plants, and will be fractionated, the yields obtained
and chemically analyzed by TLC and CG-MS. MIC tests of the fractions will also be
performed against the sensitized bacteria.

Keywords: cumaru, antibacterial activity, ethanolic extracts.

INTRODUCAO

Dipteryx odorata conhecida popularmente pelo nome de “cumaru”, possui
diversas designacdes como: cumaru-amarelo, cumaru-roxo, cumaru-do-Amazonas,
kumbaru, paru, muirapaye (Brasil); cumara, cuamara (Guiana); sarrapia (Colémbia);
guayae, faux, fevetonka, faux gaiac (Guiana Francesa); angustura, serrapia, yape

(Venezuela); ebo (Costa Rica, Panama e Honduras) (SAMPAIO, 1993).



O nome genérico Dipteryx deve-se ao fato de a flor apresentar duas asas; o0
epiteto especifico odorata é devido ao cheiro forte de cumarina e, Aubl. e Willd.
referem-se aos identificadores da espécie Jean Baptiste Fusée Aublet (1720-1778) e
Carl Ludwig von Willdenow (1765-1812), respectivamente (CARVALHO, 2009).

Essa espécie tem como sindnimos botanicos: Coumarouna odorata Aubl.,
Coumarouna tetraphylla (Benth.) Aubl. e Dipteryx tetraphylla Benth. (THE PLANT
LIST, 2010). E seus frutos destacam-se quanto as potencialidades comerciais e
fitoterapicas. As sementes possuem um perfume peculiar que lembra o da baunilha e
o foin coupé e, historicamente, foram bastante procuradas para a extracdo de
cumarina (principal composto ativo) para flavorizar tabacos de cachimbos (OHANA,
1998; PESCE, 2009).

As cumarinas tém como representante mais simples a 1,2-benzopirona, mas
apresentam uma diversidade estrutural significativa que pode influenciar a sua
atividade biolégica (HOULT & PAYA, 1996). Atualmente, a cumarina é largamente
utilizada na industria de perfumaria e cosméticos como fixadora de esséncias.

Dipteryx magnifica, o cumaru rosa, carece de estudos que detalhem sua
descricao botanica especifica, composicdo quimica e atividades biolégicas, pois estas
informagdes ndo foram encontradas na literatura consultada. Porém, sabe-se que
essa espécie é nativa do Brasil (Amazonas e Para) e Venezuela, e tem como
sinbnimos botanicos, Coumarouna magnifica Ducke e Taralea casiquiarensis Pittier
(THE PLANT LIST, 2010).

Nesse sentido, pesquisas cientificas com plantas medicinais tem destacado
estudos fitoquimicos guiados por bioensaios, sejam in vivo ou in vitro (CALIXTO &
YUNES, 2001). E na busca por substancias que apresentem atividade bioldgica, esse

estudo teve por objetivo caracterizar o perfil quimico dos extratos etandlicos de D.



odorata e D. magnifica e avaliar suas atividades sobre bactérias patogénicas a

humanos.

MATERIAIS E METODOS

Amostras vegetais de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. e Dipteryx magnifica
(Ducke) Ducke (Fabaceae) foram coletadas na unidade Tapajos, da Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA), municipio de Santarém, PA, em fevereiro e julho
de 2015, (folhas/galhos e, frutos verdes, respectivamente), sob as coordenadas: D.
odorata - 2°25'11" S, 54°44'29" W. Altitude: 18 m e, D. magnifica - 2°25'11" S,

54°44'29" W. Altitude: 18 m.

Ramos e frutos frescos foram levados ao Laboratorio de Sementes Florestais
(LSF), da UFOPA, para processamento, analise morfolégica e montagem de prensas
para exsicatas. Os espécimes testemunhos encontram-se depositados no Herbério
da Universidade Federal do Oeste do Pard, sob os nUmeros de tombo: HSTM 000556

(D. odorata) e HSTM 000557 (D. magnifica).

Para obtencédo dos extratos das folhas, galhos e frutos, os materiais foram
pesados, acondicionados, separadamente, em sacolas de papel ou em bandejas
(frutos, separados em cascas = epicarpo + mesocarpo; endocarpos e sementes) e,
colocados em estufa a 45°C, com circulacdo forcada de ar por 120 h. Apds esse

periodo, foram novamente pesados, para obtencdo da massa seca e, triturados.

As extracOes etanolicas das folhas, galhos e frutos foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos

(P&DBIO), da UFOPA, segundo metodologia adaptada de Taube Jr. et al. (2014).



Para obtencdo dos extratos brutos, os procedimentos ocorreram em triplicata
utilizando aparelho de Soxhlet e tendo como solvente etanol P.A a 96 %. Para folhas,
galhos e endocarpos foram pesados 40 g, para cascas 22 g e para sementes 8 g. O
periodo total das extracdes foi de 8 h para cada procedimento.

As solucdes etanodlicas obtidas apds extracdo foram evaporadas em
evaporador rotativo para a eliminacdo do solvente e obtencdo dos extratos. Estes
foram armazenados em recipientes de vidro esterilizados, passaram por um processo
final de secagem em dessecador por 24 h e foram pesados para obtencdo dos
rendimentos.

A averiguacao do perfil quimico dos extratos brutos foi realizada na Divisdo de
Quimica Organica e Farmacéutica, no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Para realizacdo da andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
foram utilizadas placas de aluminio (7,5 x 10 cm) e silica 60 com indicador fluorescente
em espessura da camada de 0,20 mm. A cada amostra pesada (20 mg), foi adicionado
1 mL de alcool etilico, homogeneizado, e aplicadas aliquotas de 10 yL de seus
volumes sobre a placa cromatogréfica, a distancias de 0,5 cm cada. O padrdo de
cumarina (1,2-benzopirona) foi pesado a 10 mg, adicionado 1 mL de alcool metilico e
aplicada aliquotas de 10 uL de seu volume sobre as placas cromatograficas como
descrito em Wagner & Bladt (2001).

Foram realizados trés sistemas para a verificacdo das principais classes de
compostos nas amostras de ambas espécies. O primeiro sistema foi de placas eluidas
utilizando uma mistura contendo diclorometano: hexano (80:20) e, o segundo sistema
foi de placas utilizando uma mistura de solventes contendo hexano: acetato de etila

(60:40), posteriormente, essas placas foram secas e reveladas com anisaldeido.



O terceiro sistema foi de placas eluidas utilizando uma mistura de solventes
contendo acetato de etila: acido formico: acido acético: agua (100:11:11:26), até a
frente do solvente atingir 9,5 cm e, posteriormente, foram secas e reveladas com uma
solucdo metandlica de 1 % de Np. 2-aminoetil-difenil-borinato (p/v), revelador para
flavonoides descrito em Wagner e Bladt (2001).

Foram calculados os Fatores de Retencéao (Rf), quando possivel, pela férmula:
Rf = h/H. Onde: h = Altura da amostra a partir do ponto de aplicacdo. H = Altura
maxima da fase movel (TAUBE Jr. et al., 2014).

O ensaio microbioldégico dos extratos brutos foi realizado na Divisdo de
Microbiologia, no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA), da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), segundo as
recomendac¢des do protocolo M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003).

Os microrganismos utilizados no ensaio foram: Burkholderia cepacia (ATCC
25416); Escherichia coli (ATCC 11775); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

Foram pesados 50 mg de todos os extratos obtidos das duas espécies em
estudo. Em seguida, cada amostra foi diluida em meio de cultura Mueller-Hinton, para
uma concentragdo de 8 mg.mL?, contendo 10 % de DMSO (dimetilsulféxido). Esta
concentragdo correspondeu a 2 mg.mL! no primeiro compartimento da microplaca de
Elisa.

Para o preparo dos inoculos, culturas bacterianas com 24 h foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 4 mL de solugdo salina (0,85%) estéril e
homogeneizadas em vortex. Foram retiradas aliquotas de 2 mL desta suspenséao para
leitura em espectrofotometro (Genesys 10S UV - VIS), comparando a turbidez com a

escala Mc Farland (0,5), equivalente a uma absorbancia de 0,08 a 0,10 a 625 nm e



1,5 x 108 UFC.mL*. Aos 2 mL restantes, foram adicionadas as mesmas quantidades
de solucéao salina utilizada no ajuste em espectrofotdmetro.

A partir das solucdes padronizadas, procedeu-se a diluicdo seriada de forma a
se obter a concentracgdo de 1,5 x 108 UFC.mL%, na qual para cada 1mL, adicionou-se
0,5 mL de meio de cultura (Caldo Mueller-Hinton), estabelecendo-se uma
concentragdo de 1 x 108 UFC.mL* ou 1 x 10°/100 pL ao final do processo. Nos pocos
das microplacas esta concentragédo resultou em 5 x 10° UFC.mL™.

Apos diluicdo dos extratos e padronizacdo dos indculos, preparou-se a
microplaca estéril depositando inicialmente 150 pL de Caldo Mueller-Hinton nos 8
orificios ou pocos da coluna 1, seguido de 100 pL de Caldo Mueller-Hinton nos 88
orificios ou pocos (8 linhas A-H/2-12 colunas). Em seguida, na primeira coluna foram
depositados, em duplicata, 50 uL dos extratos diluidos (controle de esterilidade das
amostras) e, na segunda coluna depositados 100 pL destes extratos. O contetudo dos
orificios da segunda coluna foi homogeneizado com o meio e 100 uL transferidos para
os orificios da coluna seguinte, repetindo-se o procedimento até a coluna 12, sendo
que os 100 pL finais foram desprezados.

As concentracdes avaliadas foram: 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62; 7,81; 3,91 e 1,95 ug.mL* e como controle, o antibiético cloranfenicol - solucdo
0,5 mg.mL*. Posteriormente, da coluna 2 a 12 foram adicionados 100 pL do inéculo
padronizado, sendo as placas seladas com parafilm.

As bactérias contidas nas microplacas foram incubadas em estufa a 36x1°C
por 24 h e ap0s esse periodo foram depositados em todos os poc¢os 50 uL de solugéo
0,1 % de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio (CTT) e re-incubadas por um periodo de 3

h.



A CIM foi definida como a menor concentracdo das amostras capaz de impedir
o aparecimento de coloracdo vermelha, conferida ao meio quando as células
apresentam atividade respiratoria. Apés o teste de CIM foi realizado o teste de
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), determinando a acdo bactericida ou

bacteriostatica dos extratos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Quanto a caracterizacdo quimica dos extratos, verificou-se para o primeiro
sistema, a presenga da cumarina simples em azul, nas sementes de D. odorata (Fator
de Retencéo de 0,69) e, nas cascas, nos endocarpos e nas sementes de D. magnifica
(Fator de Retencéao de 0,80), comprimento de onda de 254 nm (Figuras 1A e 1B).

Quando relevadas com anisaldeido, verificou-se a presenca de manchas de
coloracao lilas e avermelhada nas cascas e endocarpos de D. odorata, sugerindo a
presenca de terpendides. Também foram observadas em ambas espécies, a presenca
de manchas de coloragéo azul, com maiores intensidades nas folhas, galhos e cascas,
estas podem representar a presenca dos acidos graxos nas amostras (Figuras 1E e
1F).

Lorenzi & Matos (2002), inferem que o cumaru contém uma mistura de alcoois,
compostos carbonilicos e hidrocarbonetos, dos quais um é o 2-undecilfurano, que

pode ser usado como indicador da presenca de cumaru em produtos alimenticios.
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FIGURA 1: Placas de CCD eluidas em diclorometano: hexano (80:20). A e B.
Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica), visualizadas no
comprimento de onda de 254 nm. C e D. Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru
rosa (Dipteryx Magnifica), visualizadas no comprimento de onda de 365 nm. E e
F. Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica), reveladas com
anisaldeido. 1 = Padrao (1,2-benzopirona); 2 = Extrato das folhas; 3 = Extrato dos
galhos; 4 = Extrato das cascas; 5 = Extrato dos endocarpos; 6 = Extrato das
sementes. FOTO: Bruna Sousa.

As placas cromatograficas do segundo sistema confirmaram a presencada 1,2-
benzopirona nas sementes das espécies (Fator de Retencao para D. odorata de 0,64

e para D. magnifica de 0,62) (Figuras 2A e 2B). E ap0s a revelagdo com anisaldeido,



foram confirmadas a presenca de terpendides e acidos graxos. Também foram
observadas manchas em amarelo mais intensificadas nos extratos das folhas, e mais
discretas nos extratos dos galhos e endocarpos das espécies, essa coloracdo € um
indicativo da presenca de flavonoides (Figuras 2E e 2F).

Segundo Di Stasi & Hiruma-Lima (2002), do cumaru foram isolados os
compostos: benzopiranoides (umbeliferona e benzopiranona), flavonoides
(dipterixina, odoratina, retusina), isoflavonoides e terpenoides (19-vouacapanol, acido
voucapenico e vouacapana), além do acido melilotico, o melilotato de etila, cumarinas
e constituintes volateis, corroborando com as classes de compostos identificadas por

CCD.
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FIGURA 2: Placas de CCD eluidas em hexano: acetato de etila (60:40). A e B. Cumaru (Dipteryx
odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica), visualizadas no comprimento de onda de 254 nm. C e D.
Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica), visualizadas no comprimento de onda de
365 nm. E e F. Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica), reveladas com
anisaldeido. 1 = Padréo (1,2-benzopirona); 2 = Extrato das folhas; 3 = Extrato dos galhos; 4 = Extrato
das cascas; 5 = Extrato dos endocarpos; 6 = Extrato das sementes. FOTO: Bruna Sousa.

O terceiro sistema demonstrou muita afinidade com as substancias presentes

nas partes das plantas, arrastando-as até a linha de chegada da fase mével. Ainda



assim, pode-se verificar a presenca da cumarina simples nas sementes de ambas as
espécies (Figuras 3A e 3B).

ApoOs reveladas, as placas confirmaram a presenca de flavonoides para os
extratos das folhas, galhos e endocarpos das espécies, aplicacbes 2, 3 e 5 (Figuras
3C e 3D), além de indicar a presenca de cumarina glicosideas, principalmente em D.
odorata (coloracao azul esverdeada).

Ojala (2001), infere que as cumarinas sao sintetizadas, principalmente, nas
folhas, mas ocorrem em niveis mais altos como nas frutas, seguindo pelas raizes e
caules. E que mudancas sazonais e condi¢cdes ambientais podem afetar a ocorréncia

das mesmas em varias partes da planta.

FIGURA 3: Placas de CCD eluidas em mistura de acetato de etila: acido formico: acido acético: agua
(100:11:11:26). A e B. Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica), visualizadas no
comprimento de onda de 254 nm. C e D. Cumaru (Dipteryx odorata) e cumaru rosa (Dipteryx Magnifica),
reveladas e visualizada no comprimento de onda de 365 nm. 1 = Padréo (1,2-benzopirona); 2 = Extrato
das folhas; 3 = Extrato dos galhos; 4 = Extrato das cascas; 5 = Extrato dos endocarpos; 6 = Extrato das
sementes. FOTO: Bruna Sousa.



No que se refere atividade biologica dos extratos etandlicos, verificou-se que
0s extratos obtidos das folhas, galhos e sementes ndo apresentaram efeito
bacteriostatico e nem bactericida para os patdgenos avaliados. No entanto, os
extratos das cascas e endocarpos de D. odorata (Figura 4) e D. magnifica (Figuras 5
e 6), apresentaram efeito para E. coli na maior concentracéo testada (Tabela 1).

Staphylococcus aureus também foi sensivel a acdo do extrato das cascas de
D. magnifica, na concentracdo de 2000 pug.mL? (Tabela 1 e Figura 7). O teste de
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) demonstrou o efeito bacteriostatico para as
bactérias sensibilizadas (Figura 8). Souza (2005), avaliando a atividade antibacteriana
da cumarina per se e de 45 derivados desta contra linhagens bacterianas de E. coli,
S. aureus, B. cereus e P. aeruginosa, constatou que especialmente para a cumarina
per se todas as estirpes bacterianas foram susceptiveis.

Estudos antibacterianos realizados com Mikania glomerata, espécie que tem
como marcador quimico a cumarina, apontam para a existéncia de algum grau de
atividade tanto contra bactérias gram-positivas, como para gram-negativas (HOLETZ
et al., 2002). Atividades importantes contra cepas de Staphylococcus aureus
multirresistente (AMARAL et al., 2003) e Escherichia coli (DUARTE et al., 2007) foram

encontradas.

TABELA 1. Concentragdes Inibitérias Minimas e Bactericidas Minimas dos extratos
etanolicos de Dipteryx odorata e Dipteryx magnifica.

GRAM
GRAM NEGATIVAS POSITIVAS
Desafiantes Burkholderia Escherichia Pseudomonas Staphylococcus
(ug.mL1) cepacia coli aeruginosa aureus
(ATCC 25416) (ATCC 11775) (ATCC 13388) (ATCC 6538)
Dipteryx odorata CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Folhas * * * * * * * *
Galhos * * * * * * * *
Cascas * * 2000 * * * * *
Endocarpos * * 2000 * * * * *
Sementes * * * * * * * *




Dipteryx magnifica CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CB
Folhas * * * * * * * *
Galhos * * * * * * * *
Cascas * * 2000 * * * 2000 *

Endocarpos * * 2000 * * * * *
Sementes * * * * * * * *

*Concentracgdo Inibitéria Minima >2000.

FIGURA 4. Placa de Elisa para o
crescimento de E. coli sob agéo dos extratos
das cascas (E e F) e endocarpos (G e H) de
cumaru (Dipteryx odorata).

FIGURA 6: Placa de Elisa para o
crescimento de E. coli sob acdo do extrato
dos endocarpos (A e B) de cumaru rosa
(Dipteryx magnifica).

FIGURA 5. Placa de Elisa para o
crescimento de E. coli sob a¢@o do extrato
das cascas (G e H) de cumaru rosa (Dipteryx
magnifica).

FIGURA 7. Placa de Elisa para o
crescimento de S. aureus sob acdo do
extrato das cascas (G e H) de cumaru rosa
(Dipteryx magnifica).

FIGURA 8: Teste de Concentragdo Bactericida Minima (CBM). A. Crescimento de E. coli
sob acdo da concentracdo de 2000 pg.mL?, dos extratos das cascas (DOc) e endocarpos
(DOe) de cumaru (Dipteryx odorata), e crescimento de S. aureus sob acédo da concentracéo
de 2000 pg.mL1, do extrato das cascas (DMc) de cumaru rosa (Dipteryx magnifica). B.
Crescimento de E. coli sob acdo da concentracdo de 2000 pg.mL1, dos extratos das cascas
(DMc) e endocarpos (DMe) de cumaru rosa (Dipteryx magnifica). FOTO: Camila Delarmelina.



CONCLUSOES

Verificou-se a presenga da cumarina simples nos extratos das sementes de D.
odorata, e nas cascas, endocarpos e sementes de D. magnifica,;

Os extratos das cascas e endocarpos de D. odorata apresentaram maior
indicativo de terpendides;

Acidos graxos encontram-se presentes em ambas espécies, principalmente
nas folhas, galhos e cascas;

Observa-se a presenca de flavonoides nas folhas, galhos e endocarpos das
espécies;

Os extratos obtidos dos frutos das espécies destacaram-se quando
comparados com as outras partes das plantas;

Os extratos de D. odorata e D. magnifica, obtidos das folhas, galhos e sementes
nao apresentaram efeito bacteriostatico ou bactericida para os patégenos avaliados;

E. coli, na maior concentracdo testada, foi sensibilizada pelos extratos das
cascas e endocarpos das espécies apresentando efeito bacteriostético;

Staphylococcus aureus também foi sensivel a acdo do extrato das cascas de

D. magnifica, na concentragdo de 2,0 mg.mL™.
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3. CONCLUSOES

Os maiores rendimentos das extragdes de D. odorata e D. magnifica foram
obtidos para as cascas e sementes dos frutos;

A cumarina simples foi isolada e sua presenca foi identificada nos extratos das
sementes de D. odorata, e nas sementes, nos endocarpos e nas cascas de D.
magnifica;

Por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), verificou-se que os extratos
das cascas e endocarpos de D. odorata apresentaram maior indicativo de terpendides;

Acidos graxos encontram-se presentes em ambas espécies, principalmente
nas folhas, galhos e cascas;

E observa-se a presenca de flavonoides nas folhas, galhos e endocarpos das
espécies;

Por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM),
identificou-se nas folhas de D. magnifica, o taraxasterol. E essa substancia também
foi encontrada nos galhos de ambas espécies;

Nos extratos das cascas de D. odorata e D. magnifica, dois constituintes foram
similares, 0 espatulenol e o phenanthro[3,2]furan-4-methanol-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,11,11a,11b, dodecahydro-4,7,11-trimethyl;

Nos endocarpos D. odorata foram identificados compostos mais variados,
enguanto que para o extrato de D. magnifica foi comprovada a presenca da cumarina
simples;

Além da 1,2-benzopirona, o extrato das sementes de D. magnifica apresentou
a 3,4-Dihidrocumarina;

Nas atividades biolégicas, os extratos obtidos dos frutos das espécies
destacaram-se quando comparados com as outras partes das plantas estudadas;

No que se refere ao controle alternativo de fitopatégenos, verificou-se que a
cumarina isolada apresentou melhores resultados frente aos isolados de Fusarium
Spp.;

A concentracado de 50% foi a mais efetiva quando avaliados os resultados

médios obtidos pelos fitopatdogenos;
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O extrato dos galhos e endocarpos de D. odorata foram 0s que se destacaram
nas reducdes de crescimento micelial para os isolados de Fusarium spp. e para C.
longissima,;

S. rolfsii foi o fitopatdgeno mais resiste a acdo dos extratos de D. odorata,
reduzindo seu diametro apenas para os extratos das folhas e sementes;

Para D. magnifica, o extrato mais eficiente na inibicdo do crescimento micelial
do Fusarium sp. isolado da alface e Cercospora longissima foi o obtido das folhas;

Fusarium sp. (jerimum) demonstrou maior sensibilidade a acdo do extrato dos
endocarpos de D. magnifica, e Fusarium sp. (couve) e S. rolfsii (piment&o) obtiveram
suas maiores reducgdes de crescimento micelial quando submetidos ao extrato obtido
das sementes dessa espécie.

No que se refere a atividade antibacteriana, os extratos de D. odorata e D.
magnifica, obtidos das folhas, galhos e sementes ndo apresentaram efeito
bacteriostatico ou bactericida para os patégenos avaliados;

E. coli, na maior concentracdo testada, foi sensibilizada pelos extratos das
cascas e endocarpos das espécies apresentando efeito bacteriostético;

Staphylococcus aureus também foi sensivel a acdo do extrato das cascas de

D. magnifica, na concentracéo de 2,0 mg.mL™.
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Herbario HSTM N° 000356

Familia: FABACEAE
Espécie: Diptenyx odorata (AubL) Willd.
Det.: Cardoso. D.B.OS. Data: 14 maio 2015

Localidade: Brasil. Para. Santarém. UFOPA (Campus Tapajés).

Coordenadas: 2°23'11" 8, 34°4420" W Altitude: 18m
Coletor: SOUSA, B.C.M (Morfotipo 1) Data: 25 fevereiro 2015

Notas: Arvore, 10m de altura. Inflorescéncia "cima vmbeliforme” branca
(petalas modificadas. na cor rosada, recobrindo o ginecen e androcen).
flores oderiferas. Folha compostas paripenadas. alongadas e algumas
ovais. opostas, com terviua primaria lateralizada e secundaria
broquidddroma. dpice acnminado. base arredondada. marzem inteira.
coreacea. Peciolo alado e cordécea. presenca de gema apical alongada.
Caule com bases de peciolos persistentes. Apresentando exsudato
avermelhado.

Herbario HSTM N 000357

Familia: FABACEAE
Espécie:  Dipteryx magnifica (Ducke) Ducke
Det.: Cardeso, DB.OS. Data: 14 maio 2013

Localidade: Brasil. Pard. Santarém. UFOPA (Campus Tapajos).

Coordenadas: 2°25'11" 8, 34°44720" W/ Altitude: 13m
Coletor: SOUSA, B.C.M (Morfotipo 1) Data: 23 feversiro 2015

Notas: Arvore, 6m de altura. Inflorescéncia "cima vabeliforme” rosada, flores
odoriferas. Folhas compostas paripenadas. ovais. alternas. com nervira
primaria lateralizada e secundaria broquidodroma. apice acuminado,
base arredondada. margem inteira, coreacea e apresentando sistoma de
doencas. Peciolo alado e coridiceo. presenca de zema apical. Caunle com
base de peciolos persistentes. Auséneia de exsudato.
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ANEXO C — Resultado da analise de solo realizadas pela Embrapa Amazoénia Oriental.

Emipa

Amazdnia Oriental

L-\IIUR_-\'I'('H!IU.IJI-_' SOLOS
RESULTADOS DE ANALISE DE SOLOS

INTERESSAD:

Nome: BRUNA CRISTINE MARTINS DE S0USA

Endereco: Rua Vera Paz, sin® Bairro: Salé

CEP: 68035-110 Cidade: Santarem UF: Para
Fome: (93) 3523.2629 /(93) 99142.7414

E-mail: bruna(909martins/@hotmail com / alda. mileof@embapa, br

DADDS DA AMOSTRA:

Propriedade:
Municipio: Santarém U'F: Para
Data da Emtrada: 03052016 Diata da Emissfio: 25/05/2016
RESULTADO DE ANALISE DE SOLO
Amosira Prof. MO N pH P K Na  Ca CatMg Al H+Al
Protocola Identificagio em gk % dgua ———-mgldmte—- e Ty I —

2869 DO UFOPA pBDBio 10-20 420 003 56 14 20 358 10 L9 04 446
2870 DM UFOPA pBDBie 10-200 957 009 67 11 27 71 64 7.7 ol 165
2871  DOUFOPA pBDBio 0-10 1681 007 72 13 15 58 39 4.9 o0 0,66
2872 DM UFOPA pBDBw 0-10 911 ops 63 13 22 54 27 3.7 0,1 231

Responsivel Técnico:

Labaratario de Salos
Embrapa Amazénia Criental

ANEXO D - Resultado da anélise de micronutrientes do solo realizada pela Embrapa
Amazo6nia Oriental.

Apaziude Oriental

LABORATORIC ¥ DE SOLOS
RESULTADOS DE AMNALISE DE SOLOS

INTERESSAIM:

MNome: BEUNA CRISTINE MARTINGS DE S0LUS5A

Endereco: Rua Vera Paz, s/'n” Bairro: Sale

CEP: 68035-110 Cidade: Santarém UF: Para
Fome: (93) 3523 262% f{93) %9142.7414

E-mail: brunald0émarninsihotmail.com J aldamileoi@ embapa. br

DADOS DA AMOSTRA:

Propricdade:
Mumnicipio: Santarém UF: Para
Data da Entrada: 037052016 Data da Emissfiio: 25/052016

RESULTADOS DE ANALISE DE MICRONUTRIENTES

Identificasio Cu | M | Fe | Fn
Protocele re
mgfkg
2EAD DO UFOPA pBEDBio 018 1,95 133,33 1,13
2ETO DM UFOPA pBDB o 0,50 12,38 165,07 5000
2ETI DO UFOPA pBDBio 1,02 5,99 125 65 347
2872 DM UFOPA pBEDB 11,48 3,51 659,20 2,58

Responsiavel Tdé

Laborminio de Salas
Embrapa Amazonia Oriental




ANEXO E - Cromatograma do extrato das folhas de D. odorata.
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ANEXO F — Cromatograma do extrato das folhas de D. magnifica.
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ANEXO G — Cromatograma do extrato dos galhos de D. odorata.
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ANEXO H - Cromatograma do extrato dos galhos de D. magnifica.
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ANEXO | — Substéancia identificada nos extratos dos galhos de D. odorata e D.
magnifica.

Taraxasterol

HO

ANEXO J — Cromatograma do extrato das cascas de D. odorata.
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ANEXO K — Cromatograma do extrato das cascas de D. magnifica.

Abundance
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ANEXO L — Substancias identificadas no extrato das cascas de D. odorata.

a-cariofileno

Germacreno D
HO
s S
=

Oxido de cariofileno Phenanthro[3,2]furan-4-methanol-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,11,11a,11b,
dodecahydro-4,7,11-trimethyl

Espatulenol

OH




ANEXO M — Substancias identificadas no extrato das cascas de D. magnifica.

o-cadineno Espatulenol
Cumarina
HO
0 \o
Ester etilico do acido hexadecandico
O\/
O
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0
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Phenanthro[3,2]furan-4-methanol-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,11,11a,11b,
dodecahydro-4,7,11-trimethyl

OH
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ANEXO N - Cromatograma do extrato dos endocarpos de D. odorata.

Abundance
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ANEXO O — Cromatograma do extrato dos endocarpos de D. magnifica.
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ANEXO P — Substancias identificadas no extrato dos endocarpos de D. odorata.

Copaeno a-cariofileno
/i \\
"\-\
&-muuroleno B-cubebeno 5-cadineno
Aromadendreno Phenanthro[3,2]furan-4-methanol-

1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,11,11a,11b, dodecahydro-
4,7,11-trimethyl

OH
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ANEXO Q — Substancias identificadas no extrato dos endocarpos de D. magnifica.

Cumarina

N
Z X

ANEXO R - Cromatograma do extrato das sementes de D. odorata.
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ANEXO S - Cromatograma do extrato das sementes de D. magnifica.

Abundance
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ANEXO T — Substancias identificadas no extrato das sementes de D. odorata.
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\ \
/
~

O \O

ANEXO U - Substancias identificadas no extrato das sementes de D. magnifica.
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ANEXO V- Normas da Revista.

Rev. Bras. Plantas Med.
http://www.scielo.br/revistas/rbpm/pinstruc.htm
ISSN 15160572
Versao impressa
ISSN 1983084X
Verséo online
INSTRUCOES AOS AUTORES

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Plantas Medicinais RBPM € publicacdo trimestral,
exclusivamente eletrénica a partir de 2012, e destina-se a divulgacéo de trabalhos
cientificos originais, revisées bibliograficas, e notas prévias, que deverao ser inéditos
e contemplar as grandes areas relativas ao estudo de plantas medicinais. Manuscritos
que envolvam ensaios clinicos deverdo vir acompanhados de autorizacdo da
Comissdo de Etica pertinente para realizacdo da pesquisa. Os artigos podem ser
redigidos em portugués, inglés ou espanhol, sendo obrigatdria a apresentacdo do
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devem ser enviados por e-mail: rbpm.sbpm@gmail.com, com letra Arial 12, espaco
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Forma e preparacao de manuscritos

REVISOES BIBLIOGRAFICAS E NOTAS PREVIAS
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Resumo, Palavras-chave, Abstract, Key Words, Texto, Agradecimento (se houver) e
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ARTIGO CIENTIFICO

Os artigos deverao ser organizados em:

TITULO: Devera ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial maidscula, negrito,
centralizado, na parte superior da pagina. Se houver subtitulo, devera ser em seguida
ao titulo, em mindscula, podendo ser precedido de um nimero de ordem em algarismo
romano. Os nomes comuns das plantas medicinais devem ser seguidos pelo nome
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RESUMO: Devera constar da mesma pagina onde estdo o titulo e os autores, duas
linhas abaixo dos autores. O resumo devera ser escrito em um unico paragrafo,
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contendo objetivo, resumo do material e método, principais resultados e concluséao.
N&o devera apresentar citacdo bibliogréfica.

Palavras-chave: Deverdo ser colocadas uma linha abaixo do resumo, ha margem
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em portugués, com excec¢do do titulo, apenas com a inicial em maidscula, que vira
apos a palavra ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract dever&o ser colocadas as palavras-chave em inglés,
podendo constar até cinco palavras.

INTRODUCAO: Na introdugdo devera constar breve revisdo de literatura e os
objetivos do trabalho. As citagGes de autores no texto deverao ser feitas de acordo
com os seguintes exemplos: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva,
1986) ou quando houver mais de dois autores Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Devera ser feita apresentacdo completa das
técnicas originais empregadas ou com referéncias de trabalhos anteriores que as
descrevam. As andlises estatisticas deverdo ser igualmente referenciadas. Na
metodologia deverao constar os seguintes dados da espécie estudada: nome popular;
nome cientifico com autor e indicacdo da familia botanica; nome do botanico
responsavel pela identificacdo taxonémica; nome do herbario onde a exsicata esta
depositada, e o respectivo numero (Voucher Number); época e local de coleta, bem
como, a parte da planta utilizada.

RESULTADO E DISCUSSAOQ: Poderao ser apresentados separados, ou como um so
capitulo, contendo a conclusdo sumarizada no final.

AGRADECIMENTO: devera ser colocado neste capitulo (quando houver).
REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT 6023 e de acordo
com os exemplos:

Periédicos:

AUTOR(ES) separados por ponto e virgula, sem espac¢o entre as iniciais. Titulo do
artigo. Nome da Revista, por extenso, volume, niamero, pagina inicial, pagina final,
ano.

KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the waterinsoluble residue
of Agaricus blazei fruiting bodies. Carbohydrate Research, v.186, n.2, p.26773, 1989.
Livros:

AUTOR. Titulo do livro. Edic&o. Local de publicacdo: Editora, Ano.Total de paginas.
MURRIA, R.D.H.; MENDEZ, J.; BROWN, S.A. The natural coumarins: occurrence,
chemistry and biochemistry. 3.ed. Chinchester: John Wiley & Sons, 1982. 702p.
Capitulos de livros:

AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES) do LIVRO. Titulo do
livro: subtitulo. Edic&o. Local de Publicacdo: Editora, ano, pagina inicial, pagina final.
HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant physiology: a
treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.26733.

Tese ou Dissertacao:

AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de paginas. Categoria (grau e area
de concentracgéo) Instituicdo, Universidade, Local.

OLIVEIRA, A.F.M. Caracterizagdo de Acanthaceae medicinais conhecidas como
anador no nordeste do Brasil. 1995. 125p.

Dissertacdo (Mestrado Area de Concentracdo em Botanica) Departamento de
Botanica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife.



80

Trabalho de Evento:

AUTOR(ES). Titulo do trabalho. In: Nome do evento em caixa alta, nUmero, ano, local.
Tipo de publicacdo em destaque... Local: Editora, ano. Pagina inicial, pagina final.
VIEIRA, R.F.; MARTINS, M.V.M. Estudos etnobotanicos de espécies medicinais de
uso popular no Cerrado. In: INTERNATIONAL SAVANNA SYMPOSIUM, 3., 1996,
Brasilia. Proceedings... Brasilia: Embrapa, 1996. p.16971.

Publicacédo Eletrbénica:

AUTOR(ES). Titulo do artigo. Titulo do periédico em destaque, volume, numero,
pagina inicial, pagina final, ano. Local: editora, ano.

P&ginas. Disponivel em: <http://www........ >, Acesso em: dia més (abreviado) ano.
PEREIRA, R.S. et al. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais em cepas isoladas
de infeccdo urinaria. Revista de Saude Publica, v.38, n.2, p.3268, 2004. Disponivel
em: http://www.scielo.br. Acesso em: 18 abr. 2005.

N&o citar resumos e relatorios de pesquisa, a ndo ser que a informacao seja muito
importante e ndo tenha sido publicada de outra forma. Comunicacdes pessoais devem
ser colocadas no rodapé da pagina onde aparecem no texto e evitadas se possivel.
Devem ser também evitadas citacdes do tipo: Aimeida (1994) citado por Souza (1997).
TABELAS: Devem ser inseridas no texto, com letra do tipo Arial 10, espaco simples.
A palavra TABELA (Arial 12) deve ser em letras mailsculas, seguidas por algarismo
arabico; ja quando citadas no texto devem ser em letras minusculas (Tabela).
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APENDICES:

APENDICE A — Triagem do material vegetal de D. odorata e D. magnifica.
APENDICE B — Extrac&o via Soxhlet no Laboratério P&DBio.

APENDICE C — Isolamento dos objetos de estudo.

APENDICE D — Coleta de solo para anélise.

APENDICE E — Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

APENDICE F — Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM).

APENDICE G - Cristalizacio e Recristalizacio da cumarina.

APENDICE H — Atividade antifingica.

APENDICE | — Atividade Antibacteriana.

APENDICE J — Fracionamento dos extratos das cascas de D. odorata e D. magnifica.



APENDICE A — Triagem do material vegetal de D. odorata e D. magnifica.
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APENDICE B — Extrac&o via Soxhlet no Laboratério P&DBio.
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APENDICE C — Isolamento dos objetos de estudo.
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APENDICE D — Coleta de solo para analise.




APENDICE E — Cromatografia em Camada Delgada (CCD).
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APENDICE F — Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM).
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APENDICE G - Cristalizac&o e Recristaliza¢do da cumarina.
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APENDICE H — Atividade antifingica.

! oW
aLeace Ry 5 -~ A CoxewW
| ateso: (TR e
\
N \ |
. | ! : e
MFACE Ry

[ covve o,

{ g
ke A8l 06[3AS.

89




APENDICE | — Atividade Antibacteriana.
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APENDICE J — Fracionamento dos extratos das cascas de D. odorata e D. magnifica.

Fracdo Hexéanica

Fracao
Diclorometéanica

Fracdo Etandlica
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