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Resumo

Avaliou-se a fitotoxicidade do extrato etandlico (CETOH), da fase organica (CEA) e do composto
majoritario, o acido (E)-cindmico (AC), obtidos da polpa dos frutos da espécie popularmente conhecida como
cujuba, cuieira e/ou cabaca (Crescentia cujete L.) sobre a inibi¢do da germinagao de sementes, desenvolvimento
do hipocétilo e radicula das plantas invasoras Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby (mata-pasto) e Mimosa
pudica Mill. (malicia). A fase orgdnica na concentracao de 0,5% inibiu em 100% a germinagao das sementes das
duas plantas invasoras. O AC que foi obtido da fase organica inibiu a germinagao das sementes de S. obtusifolia
em 95% e de M. pudica em 99% na concentragéo de 0,1%, com concentragdo (%) toxica para inibi¢do de 50%
(CIL,,) da germinagdo das sementes iguais a 0,063 € 0,037%, respectivamente; e nos bioensaios de crescimento
de plantula, o AC foi mais eficiente sobre a radicula da planta S. obtusifolia (com CI_ igual a 0,009%) e para a
planta M. pudica os valores de CI,, foram de 0,097% e 0,117% para a radicula e hipocétilo, respectivamente.
Essa pesquisa reforga o potencial fitotoxico do acido (E)-cindmico, verificado inicialmente na fase orgénica em
acetato de etila (CEA) rica nesse fenilpropanoide.

Palavras-chave: Acido (E)-cindmico; Extrato etanélico; Germinagdo de sementes

Abstract

Phytotoxicity of the organic phase and major compound obtained from the fruit pulp of Crescentia cujete
L. (Bignoniaceae). The phytotoxity of ethanol extracts, of the organic phase and major compound (cinnamic acid)
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obtained from the fruit pulp of Crescentia cujete L., were evaluated for their potential to inhibit seed germination,
hypocotyl development and radicle development of the invasive weeds Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby
and Mimosa pudica Mill. The organic phase at a concentration of 0.5% inhibited 100% seed germination of both
weeds. Cinnamic acid obtained from the organic phase inhibited seed germination by 95% for S. obtusifolia and
99% for M. pudica at a concentration of 0.1%, with concentrations (%) inhibiting 50% (IC, ) seed germination
equal to 0.063% and 0.037%, respectively. For the seedling growth bioassays, the toxicity of the cinnamic acid
was more efficient for the S. obtusifolia radicle (IC,, equal to 0.009%), and for M. pudica the 1C_, values were
0.097% and 0.117% for the radicle and hypocotyl, respectively. This research reinforces the phytotoxic potential
of cinnamic acid, verified initially in the organic phase (in ethyl acetate), which is rich in this phenylpropanoid.

Key words: Cinnamic acid; Ethanol extract; Seed germination

Introducgao

A espécie Crescentia cujete L. é originaria da
América Central. No Brasil, ocorre desde a Amazonia
até¢ a regido sudeste, onde foi introduzida para cultivo.
Tem fruto globoso, com até 25 ¢m de diametro, com
epicarpo verde, flexivel e, endocarpo lenhoso e resistente.
A polpa, quando verde, é corrosiva e usada no tratamento
de doengas respiratorias, e quando madura, € abortiva. De
seus frutos também se pode obter tinturas, além de cuias,
muito usadas como vasilhas (SOUZA; LORENZI, 2005).

Estudo com os frutos de C. cuyjete levou a obtengéo
principalmente de iridoides (KANEKO et al., 1997),
classe de compostos tidos como marcadores taxonomico
da familia Bignoniaceae. Em 1998, foram isolados o
acantosideo D, benzoato de 5-D-glicopiranosil, (R)-1-O-4-
D-glicopiranosil-1,3-octanodiol e f-D-frutofuranosil-6-O-
(p-hidroxibenzoil)-a-D-glicopiranosideo (KANEKO et al.,
1998), furanonaftoquinonas (HELTZEL et al., 1993) e mais
recentemente quatro novos iridoides (WANG et al., 2010).

Os metabdlitos secundarios de plantas com
possiveis atividades herbicidas sdo investigados
na busca por resolver problemas em relagdo aos
produtos comerciais vigentes, entre eles, a resisténcia
desenvolvida pelos organismos alvos. No manejo de
plantas daninhas se procuram solugdes bioldgicas para
minimizar os impactos ambientais relacionados ao uso
de herbicidas em sistemas agricolas (TESIO et al., 2011).

A coevolugdo das plantas e de seus inimigos
potenciais como os insetos fitofagos, microorganismos,
herbivoros e mesmo outras plantas levam a produgéo de
substancias quimicas de defesa, estratégias adaptativas
para toxinas alelopaticas, aspectos atualmente

importantes na investiga¢do e busca por novos
metabolitos secundarios com atividade fitotoxica
(MACIAS et al., 2007).

Estudo realizado por Novaes et al. (2013) demonstrou
que os efeitos do extrato aquoso de folhas de Rapanea
umbellata em concentragoes de 10% e 5% foi comparado
com o controle (agua destilada) e o herbicida sintético
oxifluorfeno sobre trés plantas daninhas. O estudo concluiu
que o herbicida teve efeitos mais significativos do que
0 extrato sobre o crescimento inicial da parte aérea. No
entanto, o crescimento inicial da raiz foi significativamente
mais afetado pelo extrato e também causou transtornos
na anatomia radicular da raiz, indicando que deve ser
bioprospectada e os seus aleloquimicos purificados para a
descoberta de herbicidas de origem natural.

Ha vinte anos ndo sdo langados herbicidas com
novos modos de agdo, contudo, o desenvolvimento de
novos produtos ¢ extremamente necessario, devido ao
rapido desenvolvimento da resisténcia aos herbicidas
comerciais e o desafio da agricultura organica de trabalhar
com a falta de produtos naturais eficazes (DAYAN;
DUKE, 2014). Além disso, os bioensaios alelopaticos
contribuem para proporcionar ao pequeno produtor a
mudang¢a na sua maneira de se relacionar com a terra
e diminuir ou até mesmo abolir o uso de defensivos
quimicos em suas propriedades (SILVA, 2012).

Dentro desse contexto, realizou-se, além do estudo
quimico da polpa dos frutos da espécie C. cujete, a
investigacao da acao fitotoxica do extrato, da fase organica
e do composto majoritario, sobre a germinacdo de
sementes, crescimento do hipocétilo e radicula das plantas
invasoras conhecidas como mata-pasto [Senna obtusifolia
(L.) Irwin & Barneby] e malicia (Mimosa pudica Mill.).



Material e Métodos

Os frutos da espécie Crescentia cujete L. foram
coletados na zona urbana do municipio de Anapurus
— MA, localizado no leste maranhense, na Regidao do
Baixo Parnaiba. A identificagdo foi por comparacao
com a exsicata MG 101788, de dominio do Herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi em Belém — PA (MPEG).

A polpa (3.455 g) de sete frutos recém-coletados da
espécie C. cujete foi triturada em liquidificador juntamente
com etanol na propor¢do de 1:2, em seguida deixou-se
a mistura resultante em maceracdo por dez dias. Apos
este periodo filtrou-se, obtendo-se o residuo ¢ a solucdo
alcodlica que foi concentrada em evaporador rotativo a
pressdo reduzida, obtendo-se o extrato etanolico bruto
(CETOH, 300 g). O extrato bruto, apds diluicdo em adgua
destilada foi submetido a parti¢do com acetato de etila,
obtendo-se a fase aquosa e a fase organica. A fase organica
em acetato de etila foi concentrada em evaporador rotativo
a pressdo reduzida, obtendo-se a fase denominada CEA
(25 g), a fase aquosa foi descartada. A fase CEA (17,59
g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC),
resultando em 41 fragdes as quais foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada (CCD). Das fracdes de
7-14 foi isolado o acido (E)-cinamico (3,35 g) na forma
de cristais em agulhas.

Na analise em Cromatografia Gasosa acoplada
ao Espectrometro de Massas (CG-EM), utilizou-se
equipamento SHIMADZU 14B/QP5050A (Central
Analitica do IQ-USP) com analisador tipo quadrupolo, em
coluna BPXS (ndo polar com 5% de fenil polisilfenileno
siloxano) de 30 m de comprimento e 0,25 mm de
didmetro. A pressao da coluna foi de 150 kPa com vazao
de 2,7 mL min™'. A temperatura inicial foi de 50 °C com
temperatura final de 400 °C por temperatura do gas de
280 °C por interface também de 280 °C e o volume
injetado foi de 2 pL em cloroférmio.
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No fracionamento por cromatografia em coluna
(CC) da CEA, utilizou-se silica gel 0,063-0,2 mm
(Vetec) como fase estacionaria em coluna de vidro e
sistema eluente, iniciando com hexano 100% seguido
de mistura de hexano-acetato de etila com aumento da
polaridade em escala de 5%, até chegar ao acetato de
etila 100% e, posteriormente a mistura acetato de etila/
metanol, também com aumento de polaridade em escala
de 5% e por ltimo com metanol 100%. O constituinte
majoritario, o acido (E)-cinamico foi obtido puro e
confirmado pela analise e comparacdo dos dados de
RMN experimental com os dados da literatura (XIA et
al., 2010; GOUVEIA, 2012).

A cromatografia em camada delgada comparativa
(CCD) foi empregada para analise e reunido das fracdes
obtidas por cromatografia em coluna, preparadas por
uma suspensdo de 30 g de silica gel (60G-MERCK)
com indicador de fluorescéncia com 60 mL de agua
destilada. As revelagdes das cromatoplacas foram
feitas por camara de analise de fluorescéncia por luz
ultravioleta, cabine tipo SPECTROLINE (modelo CM-
10. Luz tipo SPECTROLINE modelo ENF-260C) através
da exposi¢do destas a radiagdo ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm e por borrifamento
com solugdo acida de sulfato cérico (CeSO,) em écido
sulfarico (H,SO,)/agua 1:1 ou solugdo de H,SO,/MeOH
1:1, seguido de aquecimento em estufa até revelagdo das
mesmas, € o critério de pureza adotado para as substancias
isoladas foi a observagao de uma tinica mancha em CCD.

Os bioensaios de potencial fitotéoxico foram
realizados de acordo com metodologias desenvolvidas
por Inderjit e Dakshini (1995), Macias et al. (2000) e
Brasil (2009).

Foi utilizada cdmara de germinagdo BOD, com
temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12
horas. Cada placa de Petri de 9,0 cm de didmetro,
forrada com papel de filtro qualitativo, recebeu 3 mL da
solucdo do extrato da fase e do acido (E)-cindmico, em
triplicata. Apds evaporacao do solvente o papel de filtro
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foi umedecido com uma solucdo aquosa de fungicida
(micostatim — 1%), em seguida foram colocadas 20
sementes das plantas receptoras S. obtusifolia e M. pudica.
As testemunhas receberam apenas a solugdo aquosa de
fungicida. Foi considerada semente germinada aquela
que apresentava extensao radicular igual ou superior a
2,0 mm. A germinagao das sementes foi monitorada em
periodos de 4 dias, sendo que 24 horas ap6s a montagem
do experimento foi realizada a primeira contagem de
germinagdo ¢ com contagens diarias e eliminagdo das
sementes germinadas. Para o célculo do percentual de
inibi¢do utilizou-se a Equacao 1 (INDERJIT; DAKSHINI,
1995; SANTOS et al., 2007).

Equacdo 1: Calculo do percentual de inibi¢cdo de
germinacdo de sementes.

x 100/SG

controle

1(%)=[1-(SG

amo: slra) ]

Onde: SG

amostra

— Numero de sementes germinadas;
— Numero de sementes germinadas na amostra
controle.

controle

A avaliagdo do crescimento de plantulas foi
desenvolvida de acordo com as condicdes citadas acima
para a germinagdo de sementes. Para cada concentracdo
foram colocadas seis sementes pré-germinadas de S.
obtusifolia e M. pudica, com trés dias de germinago. Ao
final do periodo de 10 dias de crescimento, mediu-se o
comprimento da radicula e do hipocotilo. Para o calculo
do percentual de crescimento utilizou-se a Equagédo 2
(WANG, 1997; SANTOS et al., 2007).

Equagdo 2: Calculo da inibicdo do crescimento das
plantulas.

I(%)=[1-(CEC )] X 100/CEC

amostra controle

Onde: CEC_ - comprimento (cm)da radiculaoudo hipocotilo;

CEC — comprimento (cm) da radicula ou do hipocétilo

controle

na amostra controle.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticdes, para verificagdo dos

efeitos biologicos. Aplicou-se Analise de Variancia
(ANOVA) e quando os efeitos de tratamentos
apresentaram diferenca significativa (P<0,05), as médias
foram comparadas por meio do teste de Tukey, fixando
um nivel de significancia de 5%. Utilizou-se regressdo
linear simples (softwares SPSS 15.0; BioEstat 4.0). Os
graficos e os valores de CI, € seus respectivos limite de
confianga 95% (LC,,,,) foram elaborados utilizando-se
o software Prism Graph Pad 6.

Resultados

A massa de 17,6 g fase organica foi submetida a
separacdo em cromatografia em coluna (CC) e obteve-
se 41 fracdes, das fragdes de 7 a 14 obteve-se 3,35 g
de acido (E)-cinamico. Nos testes de fitotoxicidade
a fase organica inibiu em 100% a germinagdo das
sementes das duas plantas receptoras e em 66% e 78%
o crescimento da radicula e do hipocétilo da planta S.
obtusifolia, respectivamente ¢ em 41% a radicula e em
68% o hipocotilo da planta M. pudica, em concentragdo
unica de 0,5% (Figura 1). O extrato bruto etanélico nao
apresentou atividade fitotdxica.

O acido (E)-cindmico foi testado nos experimentos
de inibi¢do da germinacao das sementes e crescimento da
radicula e hipocotilo das plantas S. obtusifolia e M. pudica
nas concentragoes de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 ¢ 0,10%.
A concentragdo de 0,10% inibiu em 95% e em 99% a
germinagdo das sementes de M. pudica e S. obtusifolia,
respectivamente. Os demais valores inibitorios em
percentuais estdo relacionados na Tabela 1.

Na Tabela 2, estdo relacionados os valores
estatisticos de fitotoxicidade do acido (E)-cinanico sobre
as duas plantas testes nas concentragdes relacionadas
na Tabela 1. Os valores do ceficiente de determinacao
(R?), concentragdo (%) toxica para inibi¢do de 50% da
germinacao das sementes ou do crescimento das plantulas
(CL,) € o limite de confianga a 95% de probabilidade do
CIL, (LC,,,,) calculados para a planta S. obtusifolia € para
a M. pudica estio relacionados na Tabela 2. Na Figura
2, estdo demonstrados os graficos de regressdo linear da
fitotoxicidade versus as concentracdes dos tratamentos
com o acido (E)-cindmico e suas respectivas equagoes
de regressao linear.
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FIGURA 1: Valores inibitorios da germinagdo de sementes e crescimento de plantulas pela fase orgénica na concentragdo de 0,5% em
relagdo ao tratamento testemunha, dgua destilada.

Senna obtusifolia Mimosa pudica
100+
80+
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;\:{ ;; 60+
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TABELA 1: Percentuais de inibi¢do de germinacdo de sementes e crescimento de plantulas pelo acido (E)-cindmico.

.....

S. obtusifolia M. pudica

[%] Germ. Rad. Hip. Germ. Rad. Hip.

0,02 14ab 49b 19ab 30b 36ab 16ab

0,04 24b 57b 21ab 49b 33b 26ab

0,06 45¢ 62b 29abc 8lc 29b 32ab

0,08 64d 62b 39bc 9%4c 45b 39b

0,10 95e 63b 60c 99¢ 42b 41b
CV (%) 16,09 10,57 15,86 26,89 16,48 14,98

Germ. (Inibi¢do da germinag@o); Rad. (Inibigdo do crescimento da radicula) e Hip. (Inibicdo do crescimento do hipocétilo). CV (Coeficiente
de variago). As médias seguidas de uma mesma letra nao variam estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 2: Dados de regressdo linear com os parametros de fitotoxicidade dos tratamentos, utilizando o acido (E)-cindmico
em diferentes concentragdes sobre inibi¢do da germinacdo de sementes e crescimento de plantulas em relagdo ao
tratamento testemunha, agua destilada.

.....

S. obtusifolia M. pudica
Germ. Rad. Hip. Germ. Rad. Hip.
R? 0,97 0,80 0,89 0,93 0,34 0,95
CL, 0,063 0,009 0,091 0,037 ~0,071 0,117
LC,,,, 0,06 a 0,07 0,01 20,03 0,0820,10 0,04 a 0,05 ND 0,11a0,13

Germ. (Inibi¢do da germinagdo); Rad. (Inibi¢do do crescimento da radicula) e Hip. (Inibi¢do do crescimento do hipocoétilo). R?: Regressdo
linear; CL: Concentragdo (%) toxica para inibi¢do de 50% da germinagio das sementes ou do crescimento das plantulas; LC, : limite de
confianca a 95% de probabilidade do CI, ; ND (ndo determinado).
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FIGURA 2: Graficos de regressdo linear da fitotoxicidade versus as concentragdes dos tratamentos com o acido (E)-cindmico em relagdo a
germinagdo das sementes, crescimento da radicula e do hipocotilo das plantas Senna obtusifolia e Mimosa pudica, comparados
com a testemunha, agua destilada.
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Discussao

Nesse estudo, a fase organica apresentou elevado
potencial fitotoxico e foi submetida a investigacdo
quimica, utilizando-se cromatografia em coluna (CC),
cujo composto majoritario obtido foi o acido (E)-
cindmico. Confirmado através da analise dos espectros de
massas dos oitos picos principais do ion cromatograma
da fase orgénica submetida a técnica CG-EM, o acido
(E)-cindmico era o composto majoritario com 89,15%
(pico 3, m/z 148) (BARBOSA, 2008; VIEIRA, 2010). A
confirmagdo do acido (E)-cinamico se deu pela analise
dos espectros de RMN 'H e de RMN '3C ¢ esta de acordo
com a literatura (XIA et al., 2010).

Os efeitos fitotoxicos do extrato bruto (CETOH)
e da fase orgénica da espécie C. cujete foram avaliados
em ensaios de germinagdo das sementes das plantas-teste
S. obtusifolia e M. pudica. O extrato bruto CETOH nas
concentracdes testadas ndo apresentou fitotoxicidade.
No entanto, a fase organica inibiu 1000% a germinacéo
das sementes das duas plantas receptoras, utilizando
concentracdo de 0,5%. Comparativamente, o 6leo de
nim (Azadirachta indica A. Juss.) a 3,0% apresentou
40% de inibicdo da germinacdo das sementes de S.
obtusifolia e M. pudica (SOUZA FILHO et al., 2009),
ou seja, essa concentracdo ¢ seis vezes maior do que
a utilizada para a fase orgéanica, e, ainda, duas vezes e
meia menos ativa. A fase organica também apresentou
resultados expressivos na inibigdo do crescimento da
radicula e hipocotilo, inibindo o crescimento da radicula
em 66% e do hipocétilo em 78% de S. obtusifolia e em
41% e 68%, para a radicula e hipocotilo de M. pudica,
respectivamente. Os resultados aqui obtidos também sao
superiores aos observados na inibi¢ao da germinagdo de
sementes e o desenvolvimento da raiz de M. pudica e S.
obtusifolia causada pelos extratos hexanico e etandlico
a 1,0% de trés espécies de Copaifera (Copaifera
duckei, C. martii e C. reticulata); destaca-se, ainda,
que a concentragdo utilizada no presente trabalho foi de
0,5%, ou seja, a metade da concentracao dos extratos de
Copaifera (SOUZA FILHO et al., 2010).

O 4cido (E)-cindmico, o composto majoritario
da fase CEA foi testado também nos experimentos de
inibicdo da germinagdo das sementes e crescimento
da radicula e hipocétilo das plantas S. obtusifolia e M.
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pudica nas concentragdes de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 e
0,1%. Foram observados efeitos inibitorios de 95%
e em 99% na germinacdo das sementes de M. pudica
e S. obtusifolia, respectivamente, utilizando a maior
concentragao.

A Figura 2 apresenta os graficos de regressao linear,
onde o efeito inibitorio ocorreu proporcionalmente
ao aumento da concentragdo, considerando todos
os tratamentos. Para S. obtusifolia, o coeficiente de
determinagéo (R?) foi de 0,97 e CI, igual a 0,063% e
para M. pudica, R? igual a 0,93 e CI, de 0,037% com
intervalo de confianga a 95% de 0,036-0,048%.

Os dados experimentais relatados neste trabalho
refor¢cam as informagdes apresentados por Souza Filho
et al. (2005) que, estudando os efeitos de inibigdo da
germinacgdo de sementes de trés plantas invasoras, entre
elas S. obtusifolia e M. pudica pelo acido p-cumarico,
também um fenilpropanoide, constataram que aumentando
a concentracgao do acido p-cumarico aumentava também
os valores inibitorios. Em relacdo as plantulas, destaca-
se nos ensaios de fitotoxicidade a inibi¢do de 60% do
crescimento do hipocoétilo da planta S. obtusifolia na
presenca de acido (E)-cindmico na concentracdo de
0,10%. A inibicao do crescimento da radicula da planta
S. obtusifolia foi de 63% e da M. pudica de 42%.

Considerando-se os dois bioensaios de crescimento
de plantulas, a planta S. obtusifolia sofreu maior
inibigdo do crescimento em comparagdo com a M.
pudica. Os dados experimentais aqui relatados reforgam
as informagdes apresentados por Chon et al. (2002)
que demonstram que compostos como a cumarina,
o acido (E)-cindmico, o acido o-cumarico reduziram
significamente o comprimento de raizes de alfafa
(Medicago sativa L.) e capim-arroz (Echinochloa crus-
galli, Beauv. var. oryzicola Ohwi).

Observagdes de danos a raiz em nivel celular,
evidenciado pelas alteragdes na morfologia celular e
organizacao interna sdo relatadas por Hui Li et al. (2010).
Corroboram também para essas informagdes o estudo
com a espécie conhecida como Anagallis arvensis, cujos
extratos aquosos, de onde foram identificados os acidos
fendlicos, acido (E)-cinamico, acido cafeico ¢ acido
salicilico, inibiram a germinag@o e crescimento da radicula
de seis espécies receptoras (REBAZ et al., 2001).
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Estudos sugerem que a aplicacdo exdgena dos
acidos (E)-cinamico, p-cumaérico e fertlico induzem a
prematura cessag@o do crescimento das raizes de soja
e, em nivel metabdlito, sdo canalizados dentro da via
dos fenilpropanoides e convertidos nos correspondentes
alcoois, seguido por excessiva produgdo de monolignois,
0s quais sdo polimerizados formando lignina, que
enrijece a parede vegetal e restringe o crescimento da
planta (KAUR et al., 2005; SIMOES et al., 2010).

Esse ¢ o primeiro relato de estudo de atividade
fitotoxica da espécie Crescentia cujete e, também
a primeira divulgac@o da obtencdo do acido (E)-
cindmico na polpa dos frutos dessa espécie. As etapas
dessa pesquisa reforcam em seus procedimentos a
acdo fitotoxica do acido (E)-cinamico, inicialmente
verificada na fase em acetato de etila (CEA), rica nesse
fenilpropanoide, como demonstrado nesse trabalho. Os
efeitos fitotoxicos evidenciados sdo condizentes com
dados e relatos de estudos alelopaticos dos chamados
fenilpropanoides.

Conclui-se que a fase organica obtida da polpa dos
frutos de C. cujete pode ser uma alternativa no controle
de plantas invasoras auxiliando a agricultura organica,
contudo, novos estudos com concentracdes menores €
estudo e in vivo devem ser realizados, bem como, para
o acido (E)-cindmico que ¢ o composto majoritario na
fase orgénica ativa.
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