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EXTRATO

BARCELOS, Fernando Fontes, M.S., Universidade Federal de Vicosa, setembro
de 1997. | solamento e avaliacéo da atividade nematicida de constituintes
guimicos de Mucuna aterrima. Professor Orientador: Luiz Claudio de
Almeida Barbosa. Professores Conselheiros. Antdnio Jacinto Demuner e
Maria Amélia dos Santos.

As plantas do género Mucuna tém sido largamente utilizadas na
agricultura, principalmente para eliminacéo de plantas daninhas, adubacdo verde
e supressdo da populacdo de nematbides, levando a reducdo das aplicacdes de
agroquimicos. Porém, poucos estudos fitoquimicos foram realizados com plantas
deste género, e os compostos que conferem atividade nematicida a estas plantas
ainda ndo foram caracterizados, apesar da reconhecida atividade e de sua vasta
utilizagdo. Em face disso, este trabalho teve por objetivo comprovar a eficiéncia
da mucuna-preta (Mucuna aterrima) no controle do fitonematdide Meloidogyne
incognita raca 3, através de ensaios bioldgicos in vitro com seu extrato bruto,
bem como de realizar 0 estudo quimico do caule e daraiz desta planta, buscando
aidentificagdo dos principios ativos responsaveis pela atividade nematicida e, ou,
nematostatica. Assim, foram obtidos os extratos etandlicos a quente e a frio da

raiz e da parte aérea da mucuna-preta, sendo estes submetidos a ensaios

XVi



biol6gicos de atividade nematicida diante de Meloidogyne incognita raca 3.
Todos os extratos apresentaram atividade de inibicdo da ecloséo de ovos deste
nematoide, e o extrato da raiz obtido a frio mostrou-se mais eficiente. Com base
nesses resultados foram utilizados extratos etandlico do caule e etandlico e
benzénico da raiz para 0 estudo quimico. Estes foram submetidos a analises por
CCD e fracionamentos sucessivos por cromatografia em coluna, proporcionando
0 isolamento dos seguintes compostos: do caule - KNO3; + NaNOs (4,9 %, em
massa), acidos graxos e ésteres de acidos graxos (6,2 %) e b-sitosterol +
estigmasterol (0,5 %); e da raiz - KNO; + NaNO; (1,0 %), acidos graxos
(0,7 %), b-sitosterol + estigmasterol (2,8 %), aantoina (2,3 %), b-sitosterol
glicosilado (daucosterol) + estigmasterol glicosilado (0,15 %) e, ainda, um acool
ndo-identificado (0,2 %). Estes compostos e os padrfes de L-dopa, acido
caprilico, acido palmitico, acido estearico, acido linolénico, palmitato de metilae
estearato de metila foram submetidos a ensaios biol6gicos, utilizando a técnica
do tubo invertido. A andlise dos resultados mostrou que 0s compostos, em uma
concentragdo de 5 my mL™, que causaram maior mortalidade sobre juvenis de
Meloidogyne incognita raca 3 foram o b-sitosterol + estigmasterol (74,4 % de
mortalidade, em relagdo ao branco), o acool ndo-identificado (69,7 %), KNOs +
NaNO; (68,3 %) e a L-dopa (64,4 %).
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ABSTRACT

BARCELOS, Fernando Fontes, M.S., Universdade Federal de Vicosa,
September, 1997. Isolation and evaluation of nematicidal activity of
chemical constituents from Mucuna aterrima. Adviser: Luiz Claudio de
Almeida Barbosa. Committe members; Antdbnio Jacinto Demuner and Maria
Améiados Santos.

Plants of genus Mucuna have been largely used in agriculture aiming at
the elimination of weeds, green manuring and suppression of nematode
populations, causing the agrochemicals applications to reduce. Just a few
phytochemical studies have been carried out with plants of this genus and the
compounds giving these plants nematicidal activity haven't been yet
characterized, although its recognized activity and large utilization. So, the
objective of this work was to confirm the efficiency of velvetbean (Mucuna
aterrima) in controlling the phytonematode Meloidogyne incognita strain 3,
through thein vitro biological assays with its crude extract, as well asto conduct
a chemical study on the stems and roots of this plant in order to identify the
active principles responsible for nematostatic and/or nematicidal activity. The
ethanolic extracts were obtained by a hot-and-cold process from roots and the
aerial part of velvetbean. These extracts were submitted to biological assays for

nematicidal activity on Meloidogyne incognita strain 3. All extracts were active
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in inhibiting eclosion of the juveniles eggs whereas the root extract, which was
obtained by a cold process, showed to be more effective. Based on these resuilts,
it were used both ethanolic extracts from stems and the ethanolic and benzenic
extracts from roots for chemical study. These extracts were submitted to TLC
analysis and successive fractionation in column chromatography, providing the
isolation of the following compounds: from stems - KNO3z; + NaNOs (4,9 %, in
mass), fatty acids and esters of fatty acids (6,2 %) and b-sitosterol + stigmasterol
(0,5 %); and from roots - KNO; + NaNOs (1,0 %), fatty acids (0,7 %), b-
sitosterol + stigmasterol (2,8 %), alantoin (2,3 %), b-sitosterol-D(+)-glucoside
(daucosterol) + stigmasterol-D(+)-glucoside (0,15 %) and also a no-identified
alcohal (0,2 %). These compounds and the L-dopa, caprylic acid, palmitic acid,
stearic acid, linolenic acid, methyl pamitate and methyl stearate standards were
submitted to biological assays by the inverted tube method. The results analysis
showed that compounds at a 5 ng mL™ concentration, which caused a higher
mortality on juveniles of Meloidogyne incognita strain 3, were b-sitosterol +
stigmasterol (74,4% mortality relative to control), the no-identified acohol
(69,7 %), KNO3 + NaNOs (68,3 %) and the L-dopa (64,4 %).
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1. INTRODUCAO

Devido a crescente demanda por aimentos no mundo, os fatores que
acarretam reducdes em produtividades agricolas, especialmente os fitopatdgenos,
devem receber prioridade nas investigactes cientificas. Nas regides tropicais, por
exemplo, a presenga de fitonematoides, muitas vezes em solos de alta fertilidade,
tem trazido elevados prejuizos aos agricultores, em virtude da reducéo que
induzem as colheitas e, em algumas regides, devido a desvalorizacdo da
propriedade rural para fins de operacéo de crédito bancario. Em tais situagOes, a
producdo de alimentos e de outros produtos agricolas é sempre severamente
afetada (MOURA, 1996).

1.1. Nematoides

Os nematdides sdo organismos tipicamente fusiformes, isto €, alongados
e afilando para as extremidades, sendo o comprimento das espécies do solo de
0,5 a4 mm. Representam 0 mais humeroso grupo de animais multicelulares da
terra. Do ponto de vista ecol 0gico, os nematoides podem ser classificados em trés
grupos. parasitos de animais, de vida livre (no solo, em aguas doces e salgadas,
etc.) e parasitos de plantas (TSAI et al., 1991).



Acredita-se que hagja cerca de 500.000 espécies de nematdides ocorrendo
em todos os ambientes onde h& possibilidade de vida, sendo em maior nimero
nos solos e oceanos. Em seu conjunto, os nematéides constituem um dos maiores
inimigos da humanidade, ndo sendo exagerado afirmar que a sobrevivéncia do
homem no planeta depende da manutencéo de uma luta permanente e organizada
contra os mesmos (LORDELLO, 1984).

Os nematoides fitoparasitos causam enorme prejuizo a agricultura, pois,
além de reduzirem as colheitas, afetam sobremaneira a qualidade do produto
colhido, limitam o0 uso do solo com sua presenca e levam a gastos adicionais com
fertilizantes e defensivos. Véarios trabalhos apresentam estimativas da
importancia econdbmica dos nematodides parasitos de plantas na producéo das
culturas, no mundo ou por paises, mas 0s valores precisos ainda ndo estdo
determinados (TIHOHOD, 1993).

As perdas devidas aos fitonematoides, em 21 culturas de importancia
mundial, foram estimadas em 77 bilhdes de ddlares anuais, baseadas na producéo
e nos precos de 1984. Quando todas as culturas sdo consideradas, a estimativa
excede a 100 bilhGes de dolares (Sasser e Frickman, 1987, citados por
TIHOHOD, 1993).

Dos varios géneros de nematdides, pode-se dizer que os causadores de
gahas, do género Meloidogyne, constituem um dos flagelos da humanidade, pois
contam-se as centenas as plantas hospedeiras dos nematdides deste género
(LORDELLO, 1984).

O género Meloidogyne Goeldi pertence a familia Heteroderidae,
englobando também os géneros Heterodera e Globodera. Este género foi criado
em 1887, no Brasil, com a descricdo, por Emilio Goeldi, da espécie-tipo
Meloidogyne exigua, parasito do cafeeiro, encontrada em muitas lavouras
decadentes da entdo chamada provincia do Rio de Janeiro (BERGAMIN FILHO
et a., 1995). Esses nematdides sdo, em geral, endoparasitos obrigatorios. Na
reproducdo, 0s ovos sdo depositados pelas fémeas no interior de uma substancia
gelatinosa que flui previamente pelo énus, formando massas de ovos. Na maioria

das combinactes hospedeiro-parasita, a planta reage formando galha, resultante



de hiperplasia e hipertrofia que ocorrem nas células do tecido radicular (Figura 1)
(LORDELLO, 1984).

Até o momento, pelo menos 80 espécies de Meloidogyne ja foram
descritas, das quais quatro sd0 consideradas as mais importantes, pela
distribuicéo geogréfica e pelo alto grau de polifagismo que apresentam, a saber:
M. javanica (Treub) Chitwood, M. incognita (Kofoid e White) Chitwood, M.
arenaria (Neal) Chitwood e M. hapla Chitwood. Além destas, ja foram
assinadladas no Brasil M. coffeicola Lordello & Zamith, M. graminicola
Golden & Birchfield e M. thames Chitwood, entre outras (BERGAMIN FILHO
et a., 1995; MOURA, 1996).

Segundo Sasser (1977 e 1980), citado por MOURA (1996), um dos
maiores obstaculos a producdo de alimentos no mundo é o parasitismo dos
nematéides das gahas. Por possuir ampla distribuicdo geografica, com
ocorréncia em quase todos os paises do mundo, pela extensa gama de plantas
hospedeiras, pelo envolvimento com fungos, bactérias e virus ou mesmo com
outros nematoides, nas interacdes e nas doencas do tipo complexo, e
considerando as grandes dificuldades inerentes as praticas de controle, 0 género
Meloidogyne pode ser considerado um dos mais importantes fitopatégenos.

A acdo desses fitonematdides sobre muitas plantas cultivadas induz
significativas redugdes na produtividade agricola e, em outros casos, a reducdo
do valor comercia do produto, pelo aspecto desagradavel que confere as partes
parasitadas, a exemplo dos tubérculos de batata (Figura 2), das tuberas de
inhame, das vagens de amendoim, das raizes de cenoura e tomate, entre outros.
Plantas afetadas por Meloidogyne spp. tornam-se mais suscetiveis a outros
fitopatdgenos, ficam menos resistentes a estresses, especialmente hidricos, e ndo

respondem satisfatoriamente as praticas de adubacéo.



Figural - Raizes de tomateiro infectadas por Meloidogyne, apresentando galhas
e massas de ovos.



Figura 2 - Tubérculos de batata fortemente desfigurados por nematGides do
género Meloidogyne.

Em face do grande problema que € a presenca de nematoides nos solos e,
por conseguinte, nas culturas, faz-se necessaria a busca de métodos de controle
dos mesmos. A literatura cita varios métodos, como: processos mecanicos de
limpeza, métodos culturais (alqueive, inundacdo do solo, destruicdo das plantas
atacadas, época de plantio e colheita, rotacdo de culturas), controle biologico,
adubacdo e tratos da cultura, utilizagdo de variedades resistentes e, anda,
controle quimico. Este ultimo consiste na aplicacdo de nematicidas no solo, no
ato do plantio ou com antecedéncia de 20 dias (LORDELLO, 1984).

1.2. Nematicidas

Os nematicidas, como 0 nome sugere, sdo substancias que apresentam

atividade deletéria sobre os nematoéides.



Os produtos nematicidas podem ser divididos em dois grupos. 0s
fumigantes e os ndo-fumigantes e sistémicos. Os fumigantes se subdividem em
duas classes, os compostos halogenados e os liberadores de metilisotiocianato.
Como exemplos de nematicidas halogenados tém-se brometo de metila [1],
cloropicrina (tricloronitrometano) [2] e D.D. (1,3-dicloropropeno e 1,2-
dicloropropano) [3]. Na classe dos liberadores de metilisotiocianato encontram-

se metilisotiocianato [4] e vapam (metil ditiocarbamato de sodio) [5].

CH3Br ClkCNO; CICH,CH=CHCI e CICH,CHCICH;
[1] [2] [3]

S
e T
CHyN=C=S CHNHC—S Na’
[4] [5]

Os nematicidas ndo-fumigantes e sistémicos sao subdivididos nas classes
dos organofosforados e dos organocarbamatos. Esses compostos atuam inibindo
a atividade da enzima colinesterase dos nematoides, causando entdo a morte dos
MesmMos.

Como exemplos de nematicidas organofosforados podem-se destacar o
fenamifos [3-metil-4-(metiltio)fenil(1-metiletil)fosforamidato de etila] [6],
mocap (O-etil-S,S-dipropilditiofosfato) [7], diazinon {O,O-dietil O-[6-metil-2-
(1-metil-etil)-4-pirimidinil] fosforotioato} [8] e paration ou folidol [O,O-dietil-O-
(4-nitrofenil)fosforotioato] [9]. Da classe dos organocarbamatos tém-se adicarb
[2-metil-2-(metiltio)propanal-O-(metilcarbamoil)oxima] [10], oxamil {metil
N’,N’-dimetil-N-[ (metilcarbamoil)oxi]-1-tiooxamimidato} [11] e carbofuran ou
furadan (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato) [12] (BARBERA,
1974; LORDELLO, 1984).
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[6] [7]
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(8] [9]
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HgCNHC—0-N=CH—C(CHy), (CHg),NC—C=N—-O—C~NHCH,
SCH, SCHs
[10] [11]
T
HsCNHC—O
O
H;C CHs
[12]
Em gera, o0s nematicidas destroem até 90% da populagdo de

fitonematdides de uma gleba, porém a populacéo residual consegue se reproduzir
rapidamente ap0s cessar a atividade do composto. Além desse inconveniente,
eles apresentam outros fatores desfavoraveis, como o fator econdémico, ja que o
controle quimico € dispendioso, podendo ser uma adogdo antiecondmica para
culturas de menor valor. Outro inconveniente € a possibilidade de os nematicidas
deixarem residuos toxicos, levando a contaminacdo do solo, das aguas
subterréneas e dos produtos agricolas (LORDELLO, 1984).

Devido a esses inconvenientes faz-se necessaria a busca de métodos mais
econdmicos e menos prejudiciais ab meio ambiente e a0 homem. Dentre estes

métodos estdo a utilizacdo do sistema de rotagdo de culturas, com o uso de



plantas resistentes ou antagbnicas, e 0 emprego de plantas que apresentam
alguma atividade nematicida.

TENENTE (1980) afirma que o controle do nematdide Meloidogyne
incognita pode ser feito através de métodos bioldgicos, como por exemplo a
utilizagdo de plantas resistentes ou antagonicas, que podem apresentar exsudatos
radiculares com propriedades nematicidas ou nematostéticas ou, ainda, atuar apos
a sua penetracdo nas raizes, ndo permitindo que o ciclo do nematdide se
complete, ou mesmo reduzindo a sua reproducao.

O cravo-de-defunto (Tagetes spp., Asteraceae) esta entre as primeiras
plantas a ter seus compostos nematicidas examinados, pois freguentemente
suprimia as populacbes de nematdides do solo (CHITWOOD, 1993). Dois
compostos foram identificados como tendo atividade nematicida: a-tertienila
[13] e 5-(but-3-en-1-in-1-il)-2,2"- bitienila[14].

O (e o

[13] [14]

Outra planta utilizada para suprimir nematdides é a Crotalaria spp.
(Fabaceae), tendo o acaldide monocrotalina [15], isolado de Crotalaria
spectabilis, inibido 0 movimento de juvenis de M. incognita (Fassuliotis et al.,
1969, citados por CHITWOOD, 1993).



CHITWOOD (1993) cita ainda outras plantas que apresentaram alguma
atividade biol 6gica diante dos fitonematoides, dentre as quais estdo Helenium sp.,
Secale cereale (cevada) e Eragrostis curvula. Destas espécies, foram isolados,
respectivamente, tridec-1-en-3,5,7,9,11-pentino [16], &cido butirico [17] e

pirocatecol [18], que sdo 0s compostos responsaveis pela atividade das mesmas.

CH3—C=C—C=C—C=C—C=C—C=C—C=CH,

[16]
OH
0 OH
/\)kw
[17]
[18]

Muitas outras plantas tém sido utilizadas nessa luta contra 0s
fitonematdides. Dentre elas, podem-se destacar as pertencentes a0 género
Mucuna, cuja utilizagdo como planta antagonista, para reducéo da populacéo de
fitonematdides, ja é prética constante (FUJII et al., 1992).



1.3. Mucuna sp.

1.3.1. Caracteristicas e utilizacdo de Mucuna sp.

A Mucuna sp. € um género pertencente a familia Leguminosae, que
consiste de 100-200 espécies, sendo tipicamente de clima tropical e subtropical.
As plantas deste género, o qual é origindrio da China, Maléasia ou india,
apresentam crescimento vigoroso e rasteiro, com ramos trepadores e frutos do
tipo vagem, grossos e grandes, com pélos. Suas sementes sdo em forma de feijo,
sendo bastante resistentes (VIEIRA, 1960).

O género Mucuna Adans € usado para descrever véarias espécies de
legumes de crescimento perene e anual. O género Sizolobium (subgénero) foi
usado por Bort (1909), citado por BUCKLES (1995), para distinguir a Mucuna
de crescimento anual das demais especies de Mucuna, mas esta distinggo néo foi
mantida (BUCKLES, 1995).

A Mucuna é autopolinizadora, e as espécies mais comumente citadas séo
M. deeringiana, M. utilis, M. pruriens, M. cochichinensis, M. nivea, M. capitata,
M. hasgoo, M. diabolica e M. aterrima. Entretanto, a taxonomia destas espécies
e confusa e vérias destas designacbes podem ser sinbnimas (Duke, 1981, citado
por BUCKLES, 1995).

As principais diferencas entre as espécies cultivadas séo as
caracteristicas da pubescéncia da vagem, a cor da semente e 0 nimero de dias
para a colheita da vagem (BUCKLES, 1995). A mucuna-preta (Mucuna
aterrima, sinonimia em desuso: Stizolobium aterrimum Piper & Tracy) tem sido
a espécie mais cultivada e estudada deste género no Brasil, tendo se mostrado
eficiente no controle de varias espécies de Meloidogyne (VALLE, 1996). Sob
condic¢Bes favoraves, pode chegar a medir de 10-14 m de extensdo e produzir até
35 t/ha de massa verde (Figura 3), 6 a 8 t/ha de massa seca, incluindo mais de 1
t/ha de raizes secas, e 1,0 a 1,5 t/ha de sementes. Fixa aproximadamente 120 a
157 kg de N/ha/ano, proporcionando aumentos na produtividade de varias
culturas (WUTKE, 1993).
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Os cultivares do género Mucuna sdo Uutilizados largamente para a
adubacdo verde e, ou, rotagdo de culturas. Suas folhas sdo utilizadas para
forragem; suas fibras, para alimentagéo, principalmente como complemento de
racdes, e suas sementes e seus caules tém uso medicinal na Africa e na China
(FUJIl et dl., 1992).

Estudos visando selecionar as melhores leguminosas para a producdo de
adubo verde tém sido realizados desde 1934, tendo se destacado a Mucuna
aterrima, Crotalaria paulina e Canavalia ensiformes (Neme, 1934, citado por
NOGUEIRA, 1994).

Figura 3 - Vista de uma plantagdo de mucuna-preta (grande producdo de massa
verde).
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JANZEN et al. (1973) afirmaram que as plantas do género Mucuna
possuem acao alelopética contra insetos e que esta acdo € devida a L-Dopa (L-
3 4-diidroxifenilalanina) [19]. FUJII et al. (1991) também observaram que a
mucuna é capaz de inibir o crescimento de varias plantas daninhas, tendo o

envolvimento também de L-Dopa.

HO NH,
mﬂ"
HO

[19]

Na China, a Mucuna birbwoodiana é utilizada para fins medicinais,
como promotora da circulagdo do sangue, para o tratamento de dores ou
dorméncia nas articulacles e, ainda, para menstruacdo irregular (GODA et al.,
1987; DING et al., 1991).

A utilizacdo de mucuna em sistema de rotagdo de culturas, para reduzir
0s niveis popul acionais de nematdides formadores de galhas (Meloidogyne p.), é
prética que ocorre desde os anos 20 na regido sudeste dos Estados Unidos. Mais
recentemente, 0 uso da mucuna tem sido efetivo no controle da populacéo de
Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949, em varias
culturas (McSORLEY et al., 1994).

WEAVER (1994) utilizou Mucuna deeringiana e o nematicida aldicarb
para controlar Meloidogyne arenaria em amendoim. Os resultados indicaram que
a maior producdo de amendoim foi obtida com o uso da mucuna no sistema de
rotacdo de culturas. RODRIGUEZ-KABANA e CANULLO (1992a)
necessitaram de apenas dois meses de cultivo da mesma espécie de mucuna,
Mucuna deeringiana, antecendo a cultura de amendoim, para obter um bom
controle de Meloidogyne arenaria.

FERRAZ et a. (1977) recomendaram a utilizagdo de um sistema de

rotagéo de culturas com mucuna para controle conjunto da fusariose [Fusarium
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oxysporum f. vasinfectum (Atk.)] e de nematéides de galhas [Meloidogyne
incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949] em algodoeiro.

TENENTE (1980) classificou a mucuna-preta (Mucuna aterrima) como
planta hospedeira desfavoravel a Meloidogyne incognita raca 3, ap0s verificar
gue a planta pode ser parasitada, porém sO um pequeno numero de juvenis
consegue chegar a fase adulta. O autor afirmou ainda que a mucuna-preta nao
produziu exsudato radicular que causasse algum efeito em M. incognita. A
mucuna-preta foi também considerada hospedeira desfavoravel a M. incognita
raca 4 (TENENTE e LORDELLO, 1987) e a M. incognita raga 2 (JAEHN,
1993). SANTOS e RUANO (1987) afirmaram que Mucuna spp., Crotalaria spp.,
Tagetes spp. e algumas variedades de Avena sativa foram materiais promissores
no controle de Meloidogyne incognita ragca 3 e Mel oidogyne javanica.

RESENDE (1986) estudou o efeito de mucuna-preta (Mucuna aterrima
Piper & Tracy), cinza (M. cinerea Piper & Tracy), rajada e ana (M. deeringiana
Bort) e jaspeada e branca [M. nivea (Roxb.) DC.] sobre os nematéides
Meloidogyne incognita raca 3 e Meloidogyne javanica, em rotagdo com o
quiabeiro (Abelmoschus esculentus L.). Todas as seis variedades comportaram-se
como hospedeiras desfavoraveis a Meloidogyne incognita e suscetiveis a
Meloidogyne javanica, mas menos suscetivel que o quiabeiro sozinho. O autor
ressaltou que o estudo foi baseado apenas em relacdo ao efeito do sistema
radicular sobre os nematdides, devendo novos estudos serem feitos, utilizando-se
a parte aérea das mucunas.

VICENTE e ACOSTA (1987), ap6s analisarem os resultados obtidos
pelo efeito do exsudato da raiz de Mucuna deeringiana, em rotagdo com tomate,
nas populacdes de Meloidogyne incognita, sugeriram a presenca de compostos
capazes de inibir a presenca de nematodides naraiz desta leguminosa.

Trabalhos mais recentes tém sido feitos utilizando-se Mucuna sp. para
reducdo do nematdide de cisto da soja Heterodera glycines Ichinohe,
considerado o parasito mais destrutivo dentre os que atacam a soja (Noel, 1992,

citado por VALLE, 1996). Resultados obtidos em casa de vegetacdo mostram
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gue a mucuna-preta € eficiente em reduzir a populacéo deste nematdide no solo
(DIAS et a., 1995; VALLE, 1996).

RODRIGUEZ-KABANA et al. (1992b) observaram um bom controle de
H. glycines no solo com a Mucuna deeringiana. Esta mesma espécie foi
utilizada, em rotagdo com a soja, para o controle de Meloidogyne arenaria e H.
glycines e reduziu o nimero de juvenis dos dois nematdides no solo,

possi bilitando aumento na producdo de soja (WEAVER et al., 1993).
1.3.2. Composicéo quimica de Mucuna sp.

No que tange a composi¢ao quimica, poucos estudos foram realizados no
género Mucuna. As sementes de M. pruriens (L.) DC., variedade utilis, sdo
utilizadas na alimentacdo humana, por apresentarem alto teor de proteina. Na
india, en um estudo sobre legumes, a M. prurita e a M. capitata apresentaram
teores de proteina de 32 e 36 %, respectivamente (NIRANJAN e KATIYAR,
1979).

As sementes das plantas do género Mucuna apresentam ata
concentracao (6-9 %) de um aminoécido ndo-essencial denominado L-DOPA (L-
3,4-diidroxifenilalanina) [19], o qual foi primeiramente isolado da Vicia faba em
1913 (BELL et a., 1971). Estes mesmos autores isolaram e identificaram a
substancia L -3-carboxi-6,7-diidroxi-1,2,3,4-tetraidroi soquinolina (um

iminoacido) [20] da semente da M. mutisiana.
HO CO,H
) G @
HO H
[20]

Das folhas de Mucuna sempervirens Hensl. foram isolados o D-pinitol

[21] (PLOUVIER, 1962) e trés C-glicosilflavonas. 8-C-a-L-arabinosiluteolina
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[22], 6,8-di-C-a-arabinosilapigenina [23] e isoorientina [24] (ISHIKURA e
YOSHITAMA, 1988).

OH
HO OH
HO OMe
OH
[21]

[23]: RL = C-a-L-arabinosil [24]: R = C-glicosi

De Sizolobium hassoo (subgénero da Mucuna sp.) foram isolados dois
aminoacidos nado-protéicos, denominados acidos estizolobico [25] e
estizolobinico [26] (HATTORI e KOMAMINE, 1959; SHINOZAKI e ISHIDA,
1988). Das sementes de S hasgjoo isolou-se uma amina, denominada
estizolamina (1-metil-3-guanidino-6-hidroximetil pirazin-2-ona) [27]
(YOSHIDA, 1976). Do pericarpo de S hasgoo foram isoladas e identificadas
trés pterinas ndo-conjugadas. D-eritro-neopterina [28], 6-hidroximetilpterina[29]
e isoxantopterina[30] (YOSHIDA e AKINO, 1980).
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HASAN et al. (1980) relataram a presenca de epoxiacidos em uma
andlise feita no 6leo das sementes de M. pruriens. Estes foram identificados
como os acidos (92)-cis-12,13-epoxioctadec-9-endico (&c. verndlico) [31] e o
(9E)-cis-12,13-epoxioctadec-9-endico [32]. Esses mesmos autores também
relataram o teor de &cidos graxos no 6leo da semente: acido palmitico [33]
(21 %), acido estedrico [34] (2,7 %), acido oléico [35] (16,8 %), acido linoléco
[36] (46,1 %), acido linolénico [37] (8,4 %) e os epoxiécidos [31] e [32] com
4,0 % e 1,0 %, respectivamente.
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/ \
H3C(CH,),CH—CHCH,CH=CH(CH,);CO,H

[31]: Z
[32]: E

CH3(CH2)14COsH  CH3(CH,)16CO,H  CH3(CH,);CH=CH(CH,);CO,H
[33] [34] [35]

CHg(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,);CO,H  CH3(CH,CH=CH)3(CH,);CO,H
[36] [37]

GODA et a. (1987) isolaram, do caule da Mucuna birdwoodiana, quatro
compostos fendlicos. 2,6-dimetoxifenol [38], acido siringico [39], &cido vanilico
[40] e N-(trans-feruloil)tiramina [41]. Os compostos [38] e [41] apresentaram

efeito inibitorio na biossintese de prostaglandina.

OH COOH COOH
MeO OMe
MeO OMe MeO
OH OH
[38]
[39] [40]

|
H
HO
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DING et a. (1991) obtiveram, também do caule da Mucuna
birdwoodiana, quatro triterpenos do tipo sapogenol ([42], [43],[44] e [45]) e
guatro triterpenos glicosilados ([46], [47], [48] e [49]). Os triterpenos isolados
s80 0s seguintes. 2a,3b,23-triidroxiurs-12-en-28-oato de metila (asiatato de
metila) [42], 2a,3Db, diidroxiolean-12-en-28-o0ato de metila (maslinato de metila)
[43], 1b,2a,3b,23-tetraidroxiolean-12-en-28-0ato de metila (mucunagenina A)
[44], 1b,2a,3b,23-tetraidroxiolean-12-en-28-0ato de metila (mucunagenina B)
[45], 3-O-(6-O-metil-b-D-glicoronopiranosil) asiatato de metila [46], 3-O-[a-L-
arabinopiranosil (1® 2)]-6-O-metil-b-D-glicoronopiranosil masliinato de metila
[47], 3-O-[a-L-arabinopiranosi (1® 2)]-6-O-metil-b-D-glicoronopiranosi|
asiatato de metila [48] e &cido 3-O-(6-O-metil-b-D-glicoronopiranosil) 28-O-b-

D-glicopiranosideo asiético [49].

[42]: Ri=H, Re=H, R3= Me

[45]: Rt= OH, R2=H, R3= Me

[46]: Ri= H, R2= b-D-Glc UA-Me, R3= Me

[48]: RL= H, Re= a-L-AraPir(1—2)-b-D-Glc UA-Me, R3= Me
[49]: Ri=H, Re=b-D-Glc UA-Me, R3=b-D-Glc

18



[43]: R1=H,R,=H, R3=Me
[44]: Ry = OH, Ry = H, Ry = CH,OH
[47]: R1=H, Ry = a-L-AraPir(1® 2)-b-D-Glc UA-Me, R3 = Me

NOGUEIRA (1994) isolou, da parte aérea da mucuna-preta (Mucuna
aterrima), o acool triacontan-1-ol [50] e o tetracosanoato de triacontila[51], um
ester de cadeia longa, os quais, atraveés de testes biolGgicos, apresentaram
atividade nematicida. Deve-se ressaltar que as estruturas desses compostos, [50]
e [51], foram propostas apenas com base nos espectros no infravermelho e RMN
de hidrogénio. Também foi isolada, da mesma parte da planta, uma mistura de b-

sitosterol e estigmasterol.

CH3(CH2)2sCH>0OH (H3(CH2)21CH2COOCH,(CH2)28CH3
[50] [51]

Apesar de essas varias substancias terem sido isoladas das espécies de
Mucuna, apenas a L-Dopa tem uma fungdo reconhecida pelos pesquisadores até
0 momento, pois confere acdo alelopatica a mucuna contra insetos e plantas
daninhas. Além disso, essa substéncia vem sendo testada, a partir de estudos
iniciais da década de 70, quanto a sua utilizacdo em pacientes portadores do mal
de Parkinson (BELL e JANZEN, 1971). Os compostos que conferem atividade

nematicida as plantas do género Mucuna ainda ndo foram caracterizados, apesar
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da reconhecida atividade e de sua vasta utilizagdo como planta antagonista a
nematoides.

FUJII et al. (1992) afirmaram gue as plantas do género Mucuna possuem
habilidades especiais de eliminagdo de plantas daninhas, toleréncia a pestes e
supressao da populacéo de nematdides, além de melhorarem as condiges fisicas
e quimicas do solo. Assim, elas poderiam ser amplamente utilizadas, levando a
reducdo das aplicagbes de agroquimicos sintéticos.

Em face disso, este trabalho teve como objetivo comprovar a eficiéncia
de mucuna-preta (Mucuna aterrima) no controle do fitonematdide Meloidogyne
incognita raca 3. Para avaliar essa atividade foram realizados ensaios biol6gicos
in vitro com os extratos brutos etandlicos da raiz e da parte aérea da mucuna-
preta (obtidos a quente e afrio). Também foi realizado o estudo quimico do caule
e daraiz desta planta, buscando aidentificacdo dos principios ativos responsaveis
pela atividade nematicida e, ou, nematostatica, de modo a esclarecer o

mecanismo de acdo da mesma diante dos fitonematoides.
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2. MATERIAL E METODOS

. NOTASVALIDASPARA ESTE CAPITULO:

1- Para todas as separacdes cromatograficas em coluna, utilizou-se silica-gel 60
(70 - 230 Mesh-ASTM, Merck).

2- Para todas as andlises cromatograficas em camada delgada, utilizaram-se
placas da Merck Kieselgel 60 Fus4 (0,25 mm de silica-gel com indicador de

fluorescéncia UV ,z4).

3- Como reveladores, foram utilizadas radiacdo ultravioleta e solucdes de écido
fosfomolibdico e p-anisaldeido, preparadas de acordo com CASEY et al. (1990).

4- Todas as fragOes foram concentradas sob pressédo reduzida, utilizando

evaporador rotatorio.

5- Os pontos de fusdo foram determinados em bloco de Kofler R. Winkel

Sottingen, modelo 17717, com as devidas correcoes.
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6- Os cromatogramas em fase gasosa foram obtidos em dois cromatégrafos:
- Shimadzu GC 14-A, equipado com detector de ionizagcdo de chama (FID),
acoplado a um registrador e integrador Chromatopac C-R6A da Shimadzu, sendo
utilizadas duas colunas, de acordo com a analise proposta:

. Coluna Carbowax 20 M (30 m x 0,25 mm), fluxo do gas de arraste (H.):
0,9 mL/min. Temperaturas. injetor (200 °C), detector (220 °C) e coluna (inicial
150 °C, aumentando 5 °C/min até atingir 200 °C, permanecendo por 40 minutos
nesta temperatura), para as fragoes CP(2)1-19, CP(2)20-40, CP(3)111-179 e
CP(3)180-265 (para as analises dos acidos graxos e ésteres de acidos graxos).

. Coluna empacotada SP 2330 (2,1 m x 2 mm), fluxo do gas de arraste
(N2): 20 mL/min. Temperaturas. injetor (250 °C), detector (250 °C) e coluna
(200 °C, isotérmica durante dez minutos e, entdo, programada na razdo de
1 °C/min, até atingir a temperatura méxima de 220 °C, permanecendo isotérmica
durante dez minutos), utilizada para a fracdo RPB(1)160-191 (analise de agucares

na forma de seus alditoi s-acetatos).

Shimadzu GC 17-A, acoplado a microcomputador CR 7-A, com injetor
automatico (AOC 17), coluna LM 100 (30 m x 0,32 mm), fluxo do gas de arraste
(N2): 1,2 mL/min. Temperaturas. injetor (240 °C), detector (280 °C) e coluna
(225 °C, isotérmica), para a fracdo RPB(2)21-50 (analise de acidos graxos).

7- Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrdmetro Mattson
Instruments FTIR 3000, na faixa de 500 a 4000 cm”, no Departamento de
Quimica - ICEx - UFMG, Belo Horizonte. Os espectros foram obtidos em
pastilhas de KBr a 1 %. Quando oleosas, foram analisadas em filmes liquidos e

em placas de NaCl.
8- Os espectros de ressonancia magnética nuclear a 400 MHz foram obtidos em

um espectrometro Bruker WH 400 no Departamento de Quimica - ICEX -
UFMG, Belo Horizonte.
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9- A andlise de sodio e potassio dos congtituintes inorganicos por emissao
atdmica foi feita em um espectrofotdometro de absor¢éo atdbmica Carl Zeiss Jena,
modelo AAS3, no Laboratorio de Quimica Analitica- DEQ - UFV.

10- O espectro de massas foi registrado em um espectrometro V. G.

ANALYTICAL ZAB-IF, no Departamento de Quimica da Universidade de
Gales, Pais de Gales.
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2.1. Ensaio biologico preliminar - ensaio das placas de incubagédo

2.1.1. Preparo dos extratos a quente e a frio de mucuna-pr eta

Inicialmente fez-se a coleta da mucuna-preta (raiz, caule e folhas), sendo
esta realizada na horta nova da Universidade Federa de Vigosa (UFV), situada
no Fundé&o, na época de seu florescimento. O material coletado foi separado, seco
ao ar, moido e estocado para preparo dos respectivos extratos.

Os extratos a frio da raiz e da parte aérea (caule e folhas) da mucuna-
preta foram obtidos através da extracdo de 10 g de cada material com 130 mL de
etanol, por um periodo de sete dias. A remocdo do solvente, por destilacdo em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, levou a obtencéo de 0,30 g de extrato
daraiz € 0,70 g de extrato afrio da parte aérea.

Os extratos a quente foram obtidos através da extragéo do material (raiz e
parte aéread) com etanol, em aparelho soxhlet, por 60 horas. A remocdo do
solvente, por destilacdo em evaporador rotatério, sob presséo reduzida, levou a

obtencdo de 0,99 g de extrato daraiz e 1,48 g de extrato a frio da parte aérea.

2.1.2. Prepar o das emulsdes par a 0s ensaios biol dgicos

Para realizac&o dos ensaios biologicos, foram preparadas emulses dos
extratos a serem testados, de acordo com o seguinte procedimento:

A 1,0 g de cada extrato (raiz a quente e a frio e parte aérea a quente e a
frio) foram adicionados 10 mL de agua destilada e duas gotas do detergente néo-
iGnico Tween 20. As amostras foram sonicadas em aparelho de ultra-som, por
uma hora. ApOs este periodo estas foram transferidas para bal des volumétricos de
100 mL, sendo o volume completado com agua destilada.

Essas solugdes, a1 % m/v, foram levadas aos ensaios biol 0gicos.
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2.1.3. Obtencéo das massas de ovos do fitonematoide Meloidogyne incognita

raca3

As massas de ovos utilizadas nos ensaios biolégicos foram obtidas
através da multiplicagdo de culturas puras do fitonematéide Meloidogyne
incognita ragca 3 em tomateiros cv. Santa Cruz, armazenados em casa de
vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da UFV. Estas massas de ovos
foram retiradas das raizes das plantas, apds a remocao das plantas dos vasos, com
0 auxilio de um estilete e um microscopio estereoscopico (lupa), sendo as massas

entdo levadas para as placas, onde se realizaram 0s ensaios.

2.1.4. Montagem do ensaio biol6gico preliminar

Para montagem do ensaio bioldgico, executou-se 0 seguinte
procedimento:

Tomaram-se aliquotas de 3 mL de cada um dos extratos (raiz a frio e a
guente e parte aérea a frio e a quente), em uma concentracéo de 1 % m/v, sendo
estas colocadas em placa de Petri (de 5 cm de didmetro). Esse procedimento foi
repetido para uma amostra-referéncia, denominada branco (agua destilada e duas
gotas de Tween 20).

Em seguida, adicionaram-se &gua destilada a cada uma das placas e
0,3 mL do detergente Tween 20, sendo as amostras homogenei zadas em aparelho
de ultra-som, por 30 minutos.

Em cada placa foram adicionadas cinco massas de ovos do nematoide
Meloidogyne incognita raca 3. Estas massas foram colocadas sobre telas de
nailon de 1 mm de espessura e forradas com lenco de papel facial, para que os
juvenis de 2° estadio eclodidos atravessassem e ficassem na suspensdo. Em

seguida, as placas foram incubadas a 25 °C, no escuro.
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Foram feitas contagens apds 48, 96 e 144 horas, em um microscopio
estereoscopico, para se determinar 0 nimero de juvenis eclodidos em cada
solugdo, com o auxilio da cBmara de contagem de Peters.

Apobs cada contagem, os extratos eram recolocados nas placas de Petri,
sem os juvenis eclodidos, e incubados novamente, até a préxima contagem.

Todo o procedimento foi feito utilizando-se quatro repeticbes para cada

extrato. A Figura 4 ilustra a montagem do experimento.

massas de ovos

/] placa de¢ Petni

lengo de papel

tela de nailon

Figura 4 - Esguema da montagem utilizada para o ensaio das placas de
incubacéo.

2.2. Isolamento dos constituintes da mucuna-preta (Mucuna aterrima)
A) Coleta do material

Fez-se a coleta de raiz, caule e folhas da mucunapreta (Mucuna
aterrima) na horta nova da Universidade Federal de Vicgosa, situada no Fundéo,
na época de seu florescimento. O material coletado foi separado, seco ao ar,
moido e estocado, para preparo dos respectivos extratos.

B) Obtencéo do extrato etandlico do caule da mucuna-preta

O caule da mucuna-preta (1820 g), previamente moido, foi submetido a

extragdo com etanol em aparelho soxhlet, por duas semanas. A remocéo do
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solvente, por destilacdo em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, levou a

obtencédo de 85,0 g de extrato etandlico.

C) Obtencéo dos extratos benzénico e etandlico da raiz da mucuna-preta

A raiz da mucuna-preta (615 g), previamente moida, foi submetida a
extragdes sucessivas com benzeno e etanol, em aparelho soxhlet. Apos aremocéo
dos solventes, por destilacdo em evaporador rotatorio, sob presséo reduzida,

foram obtidos 6,70 g de extrato benzénico e 29,55 g de extrato etandlico.

D) Elaboracao do extrato etandlico do caule

Inicialmente, no extrato etandlico do caule da mucuna-preta, ocorreu a
precipitacdo de um solido branco, apds o extrato ter sido deixado em repouso na
geladeira. O material foi filtrado, sendo o precipitado lavado sucessivas vezes
com metanol e solubilizado em metanol a quente, com gotas de agua. A solucio
obtida, ainda amarelada, adicionou-se carvéo ativo e levou-se a0 aguecimento.
Em seguida procedeu-se a nova filtracdo a vacuo, sendo o filtrado levado a
ebulicdo, em banho-maria, para recristalizagdo. O material solido obtido foi
codificado como CPS; .

Apés a separagdo dos solidos, o extrato etandlico do caule da mucuna-
preta foi submetido a uma anadlise preliminar por cromatografia em camada
delgada (CCD), afim de se investigar a sua complexidade e selecionar o sistema
de solventes a ser utilizado para o seu fracionamento.

Escolhido o sistema de solventes, o extrato foi submetido ao
fracionamento em uma coluna filtrante (funil de vidro sinterizado com 13,5 cm
de diametro e 10,5 cm de altura, sendo o kitazato de 2 L) (Figura 5). As fracOes
obtidas foram inicialmente agrupadas de acordo com o solvente utilizado, sendo
estas em numero de dez: solvente hexano (2,5 L) (fracdo 1), hexano-acetato de
etila(2:1) (2,5L) (fracéo 2), acetato de etila (1,5 e 1 L) (fragOes 3 e 4), acetato de
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etilaametanol (9:1) (1,5 e 1 L) (fracbes 5 e 6), acetato de etilametanol (1:1) (1,
1,8ell) (fracdes 7, 8 e 9) g, finamente, metanol (3 L) (fracéo 10).

Essas fragOes foram analisadas por CCD, sendo entdo reunidas em cinco
grupos, de acordo com o comportamento cromatogréfico dos mesmos. Estes
foram submetidos a posterior fracionamento, em coluna de silica-gel, de acordo
com a analise de seus espectros no 1V e da sua complexidade por CCD, bem
como de seu estado fisico, como avaliagdo preliminar de possivel sucesso no
fracionamento. O fluxograma mostrado na Figura 6 mostra os fracionamentos
realizados.

papel de Hlire
exirato incorporado i zilica

funil de vidro zilica gel
sinterizado papel de filive

recolhimento daz fracoes

Figura 5 - Esguema da coluna filtrante para o fracionamento do extrato etandlico
do caule da mucuna-preta.

E) Elaboracdo do extrato etandlico daraiz

O extrato etandlico da raiz da mucuna-preta, apds ser concentrado sob
pressdo reduzida, foi deixado em repouso. Ocorreu a decantagéo de um material,
sendo este separado do material sobrenadante. Desse modo, originou-se RPE(1)
(material sobrenadante) (7,81 g) e RPE(2) (material decantado) (21,74 Q).

Inicialmente foi redlizada uma andlise preliminar por CCD com o0s

extratos RPE(1) e RPE(2), a fim de investigar a complexidade dos mesmos e
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determinar o melhor sistema de solventes para o fracionamento de ambos. Apds
esta etapa fez-se o fracionamento dos extratos. As Figuras 7 e 8 apresentam de

forma sucinta os procedimentos para os fracionamentos destes extratos.

F) Elaboracéo do extrato benzénico daraiz

O extrato benzénico daraiz da mucuna-pretafoi submetido a uma anélise
preliminar por CCD, a fim de se investigar a sua complexidade e escolher o
sistema de solventes a ser utilizado para o seu fracionamento por cromatografia
em coluna (CC).

Apbs escolha do sistema de solventes [hexano-éter etilico (2:1)], o
extrato foi submetido ao fracionamento em coluna, partindo-se do sistema de
solventes inicial, seguindo-se a e€luicdo com éter etilico, etanol e, finamente,
metanol.

As fragOes coletadas, com mesmos valores de Ry, por comparagéo por
CCD, foram reunidas em 11 grupos, sendo aqueles considerados promissores
(observando os espectros no infravermelho, o comportamento por CCD e o
aspecto fisico) submetidos a novos fracionamentos em coluna de silica-gel,

conforme mostrado na Figura 9.

2.2.1. Analise dos constituintes inor ganicos

As fragdes CPS;, CP(1)4-R e RPS, foram caracterizadas como sais
inorganicos pela andlise de seus espectros no infravermelho. Procedeu-se, entéo,
a analises por emissdo atbmica para se determinar qual o metal presente nesses
compostos (SKOOG, 1991). Fez-se também um teste qualitativo paraions nitrato
(o teste do “anel marrom™), gque consiste da adicdo de 3 mL de solugdo saturada
de FeSO, a 2 mL da solucéo-teste concentrada, em um tubo de ensaio, seguida da
adicao lenta, pela borda do tubo, de H,SO, concentrado (VOGEL, 1981).
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Extrato Etandlico do
Caule daMucuna Preta

D_ecanta(;éo
Filtrado Filtracgo Ppt
Ext. Etandlico Caule
CPs1
M. Preta- 85,0
a 8 333g
ColunaFiltrante (1)
CP(1)1 CP(1)3 CP(1)4 CP(1)5
1,74 ¢ 512¢ 48,45 g 1545¢
CP(1)2 CP(1)4-R
1297 g 0,63¢
Coluna 2
Hex + AE (5:1)
CP(2)1-19 CP(2)20-40 CP(2)71-129
1,109 2,60¢g 0,899
CP(2)41-70
2( 7)0 g CP(2)130-190 CP(2)RESTO
' 250 300g
Coluna 3 ‘ ‘
Hex +AE (8:1)
CP(3)1-28 CP(3)42-58 CP(3)111-179 CP(3)RESTO
0,099 0,06 g 0,509 0,509
CP(3)29-41 CP(3)59-110 CP(3)180-265
0,109 0,409 1059
CP(2)130-RESTO
[
Coluna4
Hex + EE (1:1)
CP(4)17-21 CP(4)28-38 CP(4)22-27 CP(4)111-177
0,01 g 0,03 g 0,02 g CP(4)39-110 0,11 g
0,10g
4H178-R
CP(4)1-16 Coluna5 CP§ 4)10 98
0,109 Hex + EE (1:1)
CP(5)1-5 CP(5)6-20 CP(5)21-R
0,049 001lg 0,059

Figura 6 - Fluxograma das fracOes obtidas a partir do fracionamento do extrato
etandlico do caule da mucuna-preta
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Extrato Etandlico da

Raiz da Mucuna Preta
Sobrenadante Decantagio Pot
‘ |
RPE(1) RPE(2)
78lg 21,74 g
H,O/Filtragio
Pp ‘ Sol. marrom
t marrom
(ins. em &gua) EE (Ext.-3x25)
| |
Fase Aquosa (F.A.) Fase Organica 1 (F.O.1)
DCM (Ext.-1x25)
FO.2 D | Carvo ativo
Filtragéo
|
Sal. limpida
Descarte (castanha)
D Etanol
Sol. castanha
+ Ppt branco
‘ Decantagéo
|
t
Sobrenadante 1 Pp
D H:0 (Recrist. 1)
Etanol :
Ppt + Sobrenadante 2
Filtragéo
|
t branco
i Sobrenadante 2
Recrist. 2
|
Agua-mae RPS,
Recrist. 3 580 mg
RPS,
311 mg

Figura 7 - Fluxograma do fracionamento do material sobrenadante [RPE(1)] do
extrato etandlico daraiz da mucuna-preta.
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RPE(2)

21,749
Coluna3
Hex + AE Hex + AE AE + MeOH AE + MeOH AE + MeOH
(2:2) (4:1) (5:2) (2:2) (2:3)
RPE(3) RPE(3) RPE(3) RPE(3) RPE(3)
1-18 128-150 188-234 245-268 292-296
0,25g 011g 0,849 2,739 2,589
Hex + AE AE AE + MeOH AE + MeOH
(2:2) RPE(3) (2:2) (2:2)
RPE(3) 151-159 RPE(3) RPE(3)
19-47 0,04g 235-244 269-291
0,279 — 2569 3564
Hex+ AE AE + MeOH
1.5
(2:2) (1:5)
RPE(3)
RPE(3) 297-380
48-127 I 450
0359 MeOH
L RPE(3)
Coluna4 RESTO
DCM + AE (10:1) AE + MeOH 256
| | | o
RPE(3)
RPE(4) RPE(4) RPE(4) RPE(4) 160-187
1-4 19-28 38-62 RESTO 1129
0,029 0,029 0,06 g 0,08g ‘
RPE(4) RPE(4) RPE(4)
5-18 29-37 63-78
0,079 0,039 0,019
Colunas
HEX + AE (1:2)
RPE(5) | | RPE(5) | | RPE(5) || RPE(5) RPE(5) RPE(5) RPE(5) RPE(5) || RPE(5)
1-26 27-57 58117 || 118-230 231-257 258-288 289-325 326-360 || RESTO

Figura 8 - Fluxograma das fractes obtidas a partir do fracionamento do material
decantado [RPE(2)] do extrato etandlico daraiz da mucuna-preta.
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Extrato Benzénico da
Raiz daMucuna Preta
(RPB-6,70Q)
Colunal
Hex + EE Hex + EE Hex + EE Hex + EE EE + EtOH
(21) (21) (1) (1:5) (1)
RPB(1)1-7 RPB(1)17-28 RPB(1)63-97 RPB(1)139-146
138g 0,749 0,769 0,799 RPBgl)lg’gZ'ZO?’
MeOH
Hex + EE Hex + EE Hex + EE
(21) (:3) (1:10) RPB(1)RESTO
RPB(1)29-62 RPB(1)98-138 RPB(1)147-159
0459 0,779
EE
Hex + EE
Y RPB(1)160-191
0229
RPB(1)8-16
1,509
THF
Decantagéo
Filtracdo

RPB(2)160-191
S4lido-0,01 g
Hex + EE

Coluna2 (41)

RPB(2)1-20 RPB(2)51-90 RPB(2)110-153
014g 041g 011g

RPB(2)21-50 RPB(2)91-109 RPB(2)154-R
041g 0104 032g

EE
Filtracdo

RPB(2)21-50
S4lido-0,05g

Figura 9 - Fluxograma das fracOes obtidas a partir do fracionamento do extrato
benzénico daraiz da mucuna-preta.

33



2.2.2. Andlise de acidos graxos e ésteres de acidos graxos, por cromatogr afia

em fase gasosa, das fragdes obtidas

2.2.2.1. Transesterificacao de éster es de acidos graxos par a obtencéo de seus

respectivos éster es metilicos, utilizando metoxido de sodio/metanol

A fragdo CP(2)1-19 foi caracterizada, pelo espectro no infravermelho,
como sendo uma mistura de ésteres de acidos graxos e foi submetida a um
processo de transesterificacéo, para obtencdo de seus ésteres metilicos, conforme
0 seguinte procedimento.

A amostra (20 mg) foi dissolvida em 0,5 mL de THF em um tubo de
ensaio. Em seguida, adicionou-se 1 mL da solucéo de metoxido de sodio 0,5 M
(preparada a partir de metanol anidro e sodio metdlico), sendo o tubo levado ao
aguecimento a 50 °C por dez minutos. Adicionaram-se, entdo, 50 niL de é&cido
acético glacial e, posteriormente, 3 mL de agua. Os ésteres metilicos obtidos
foram extraidos com hexano (2 x 5 mL), sendo a fase organica secada com
sulfato de sodio anidro (Na,SO,), contendo 10 % de carbonato &cido de potassio
solido (KHCOs), efiltrada. O solvente foi removido em evaporador rotatorio, sob
pressdo reduzida, sendo o material dissolvido em 0,5 mL de hexano, para andlise

por cromatografia em fase gasosa.

2.2.2.2. Esterificacdo de acidos graxos para obtencdo de seus respectivos

ésteres metilicos, utilizando BFy/metanol

As fragbes CP(2)20-40, CP(3)111-179, CP(3)180-265 e RPB(2)21-50
foram caracterizadas como misturas de acidos graxos, através da andlise dos
espectros no infravermelho, e foram, por conseguinte, submetidas a um processo
de esterificagcao com trifluoreto de boro (BF3)/metanol, de acordo com o seguinte

procedimento.
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Uma amostra (10 mg) de cada fracdo foi dissolvida em 0,5 mL de
BFs/metanol (solugdo a 14 % de BF; em metanol, Sigma), em um tubo de ensaio.
Aqueceu-se 0 tubo a 60 °C por dez minutos, resfriou-se o material e procedeu-se
aextragdo com 6 mL de hexano. A fase organicafoi lavada com solucéo saturada
de cloreto de sodio (NaCl) (2 x 5 mL), secada com NaSO, anidro e filtrada,
sendo 0 material resultante concentrado a pressdo reduzida. Os ésteres metilicos
obtidos foram dissolvidos em 0,5 mL de hexano, para analise por cromatografia

em fase gasosa.

2.2.3. Analise da fracdo RPB(1)160-191

A fracdo RPB(1)160-191, obtida do extrato benzénico da raiz da
mucuna-preta, foi identificada como o daucosterol (b-sitosterol glicosilado), pela
andlise dos espectros no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear. Para
a confirmagéo da identidade desta frac&o, procedeu-se a hidrélise do material,
sendo redlizadas andlises dessas amostras por CCD e cromatografia em fase

gasosa, comparando-se as mesmas com padrdes auténticos.

- Hidrdlise e andlise por CCD dafragdo RPB(1)160-191.

A uma amostra (5 mg) do material adicionou-se 1 mL da mistura écido
cloridrico (HCl) (36,5 %)/metanol (1:1), em um tubo de ensaio. Em seguida, o
tubo foi levado ao aguecimento a 100 °C por 20 minutos. Apos resfriamento, o
material foi extraido com éter etilico, de modo que o carboidrato ficasse na fase
aguosa e o b-sitosterol nafase organica.

Apo6s a hidrdlise fez-se a andlise por CCD (solvente: hexano-éter etilico
[1:1]) com afase organica e comparou-se com um padréo.

A fase aguosa também foi submetida a andlise, por cromatografia em

fase gasosa. Para esta analise a amostra foi submetida a reagéo de reducéo e
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acetilagdo, utilizando-se a metodologia proposta por ENGLY ST e CUMMINGS
(1984), descrita a seguir.

A 1 mL do materia hidrolisado (fase aquosa) foram adicionados 0,2 mL
de solucgo 12 mol L™ de améniae5 nl de octan-2-ol. Apés isso, fez-se um teste,
utilizando papel indicador de pH, para confirmar a alcalinidade da solucéo, e,
entdo, fez-se a adicdo de 0,1 mL de uma solucéo recém-preparada contendo
100 mg de boroidreto de sodio por mililitro de solugdo de aménia (3 mol L™).
Homogeneizou-se a mistura e esta foi levada a banho-maria a 40 °C, por uma
hora, e, em seguida, adicionou-se 0,1 mL de acido acético glacial. Retirou-se
uma aliquota de 0,5 mL desta solucdo acidificada, fez-se a adicdo de 0,5 mL de
N-metilimidazol e 5 mL de anidrido acético, homogeneizando-se 0 material.
Deixou-se em repouso por dez minutos a temperatura ambiente e, em seguida,
adicionou-se 0,6 mL de etanol. Ap0s cinco minutos fez-se a adicdo de 5 mL de
dgua e 5 mL de solucdo de hidroxido de potéssio (KOH) 7,5 mol L™ e
decorridos mais cinco minutos, adicionaram-se outros 5 mL de solugdo de KOH
7,5 mol L™, levando & formag&o de duas fases. Transferiu-se o material para um
funil de separacéo e recolheu-se a fase organica, para ser submetida a andlise por
cromatografia em fase gasosa.

Padrdes de glicose, galactose, manose, ramnose, arabinose e xilose foram
submetidos a0 mesmo procedimento de derivatizacdo descrito para a amostra. A
analise cromatografica foi realizada nas condic¢Oes descritas na secéo “NOTAS”,

item 6 (pagina 22).

2.3. Analisede acucares, por CCD, dasfractes RPE(1) e RPE(2)

A andlise qualitativa de agucares nas fracdes RPE(1) e RPE(2), obtidas
do extrato etandlico da raiz da mucuna-preta, foi feita através de CCD,
utilizando-se a metodologia proposta por IKAN (1991) para andise de
carboidratos.

Placa cromatogréafica: silica-gel (20 x 20 cm).
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Solvente: butan-1-ol : &c. acético : éter etilico : dgua (9:6:3:1).
Revelador: p-anisaldeido.

Padrdoes. glicose, frutose, sacarose, maltose, xilose, ribose,
ramnose, cel obiose e arabinose.

Tempo de corrida cromatografica: 03:15 horas.

2.4. Ensaios biolégicos - ensaio do tubo invertido

Para que se realizasse a avaliagéo da atividade nematicida das fragbes
isoladas utilizou-se outro bioensaio, 0 ensaio do tubo invertido (TSAI et d.,
1991).

2.4.1. Preparo das amostras

As amostras Uutilizadas neste ensaio biolégico foram obtidas pela
solubilizagéo das mesmas em metanol, de modo que a concentracdo final de cada
amostra ensaiada fosse de 50 e 5 ng mL™, de acordo com 0 ensaio a ser
realizado, levando-se em consideracdo o fator de dilui¢do, quando da montagem
do experimento (fator de diluicdo = 25).

Para tanto, no ensaio com as amostras em uma concentracdo final de
50 ny mL?, foram utilizadas amostras com uma concentracéo de 1,25 mg mL?,
do mesmo modo que, para as amostras em uma concentracgo final de 5 ng mL™,

foram utilizadas amostras com uma concentragdo de 125 ng mL ™.
2.4.2. Preparo da suspensao de juvenis de Meloidogyne incognitaraca 3

A suspensdo aguosa de Meloidogyne incognita raga 3 foi obtida atraveés
da eclosio de massas de ovos multiplicadas em tomateiros cv. Santa Cruz,

armazenados em casa de vegetagdo do Departamento de Fitopatologia da UFV.

Apbs a eclosdo dos juvenis de Meloidogyne incognita raca 3 no 2° estadio, fez-se
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uma suspensdo aquosa destes e, com o0 auxilio de um microscépio

estereoscopico, padronizou-se esta suspensao (800 nematdides por mililitro).

2.4.3. Montagem dos ensaios biol 6gicos

Estes ensaios foram feitos variando-se as concentragbes das amostras
testadas. Em um primeiro ensaio foram utilizadas amostras com concentragcéo
final de 50 ng mL™, sendo, no segundo ensaio, utilizada a concentracdo final de
5mgmL™.

Para a montagem destes ensaios biol6gicos seguiu-se a seguinte
metodol ogia, proposta por TSAI et a. (1991).

Retirou-se 0,1 mL de cada amostra a ser ensaiada e transferiu-se para
tubos (5 cm de atura x 1,5 cm de diametro), com 1,9 mL de solugdo a 0,1 % do
detergente tween 20, adicionando-se 0,5 mL da suspensdo aquosa de nematoides
(aproximadamente 400 nematides) em cada tubo. Fez-se um branco
(experimento-controle) com 0,1 mL de metanol. Em seguida, os tubos foram
selados com lenco de papel facial e incubados no escuro a 26 °C, por 48 horas.
ApoGs estas 48 horas, os tubos foram invertidos em placas de Petri (5 cm de
didmetro, aproximadamente) contendo 5 mL de solucdo de sulfato de
estreptomicina (antibiotico utilizado para assegurar a ndo-interferéncia de fatores
externos), a 1.000 ng mL™, e novamente incubados por 48 horas a 26 °C, no
escuro. Apos estas 48 horas, fez-se a contagem dos nemat6ides com o auxilio de
uma lupa. Nesta contagem, todo nematoide visualizado foi considerado vivo.

A atividade nematicida € expressa em porcentagem de mortalidade, pela

seguinte equagao:
Mortalidade (%) =(B-A)/B x 100

em gue B = nimero de nematdides vivos no branco; e

A = nuUmero de nematoides vivos nas amostras.
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Para cada tratamento foram realizadas seis repeticoes, sendo feitas duas

contagens em cada repeticdo. A Figura 10 ilustra a montagem do ensaio do tubo

invertido.
26 °C 26 °C g
48h 48 h Contagem
0,1 ml amostra Sml sol estreptomicina

1,9 mL detergente
0,5 ml susp. nematdéides

Figura 10 - Esquema da montagem utilizada no ensaio do tubo invertido.

Nesses ensaios bioldgicos, aém do branco e das amostras isoladas no
fracionamento dos extratos, utilizou-se 0 mesmo procedimento para compostos
padrdes, sendo estes: L-dopa, acido caprilico, acido palmitico, &cido estearico,
acido linolénico, palmitato de metila e estearato de metila.

Todos os resultados obtidos nos ensaios biolégicos foram analisados
estatisticamente, utilizando o teste F (a5 %) para andlise de variancia e o teste de
agrupamento de médias de Scott-Knott (também a 5 %), estando ambos os testes
inseridos no programa SAEG (Sistema de Andlises Estatisticas em Genética),
disponivel no servidor (Central de Processamento de Dados - CPD) da UFV e

amplamente utilizado.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Ensaio das placas de incubacéo - avaliagéo do efeito dos extratos brutos
da mucuna-preta sobre a eclosdo de massas de ovos de meloidogyne

incognitaraca 3

Nesta avaliagdo, utilizando a técnica de incubacdo em placas de Petri
(NOGUEIRA, 1994), observou-se que o0s extratos etandlicos brutos a quente e a
frio da parte aérea (folha + caule) edaraiz da mucuna-pretainibiram aeclosdo
de juvenis do fitonematéide Meloidogyne incognita raga 3, e os nematoides
visualizados, em sua maior parte, estavam estirados. Os extratos que
apresentaram maior taxa de inibicdo foram os da raiz, tanto a quente quanto a
frio, mas os extratos da parte aérea também apresentaram boa taxa de inibicéo
(Quadro 1 e Figura 11).

Pelo teste de agrupamento de médias de Scott-Knott, foram observados
cinco grupos distintos (Quadro 1). Esses resultados mostram que parece ocorrer
uma diminuicdo na atividade dos extratos quando estes sdo obtidos a quente. Isto
poderia ser devido a instabilidade térmica, volatilizagdo ou decomposi¢cao de
algum composto durante o processo de aguecimento para a obtencdo do extrato a
guente. Apesar desses resultados, os extratos para o fracionamento foram obtidos

a guente, por ser este um processo mais rapido. Neste caso, quando da
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concentracéo (eliminacéo do solvente) dos extratos brutos, tomou-se o cuidado
de se trabalhar com temperaturas inferiores a 50 °C, sob pressao reduzida, no
evaporador rotatorio.

Além disso, decidiu-se néo trabalhar com a parte aérea como um todo
(caule + folha), ja que o teor de clorofila presente na folha € muito grande, o que
dificultaria o processo de isolamento dos constituintes quimicos. Com isto fez-se
0 extrato etandlico do caule isoladamente, aém dos extratos benzénico e
etanolico daraiz.

Baseado nesses resultados pode-se confirmar a atividade de inibi¢éo dos
extratos brutos da mucuna-preta sobre a eclosdo de juvenis de Meloidogyne

incognita raca 3 (Quadro 1).

Quadro 1 - Ensaio das placas de incubagdo - nimero de juvenis de 2° estédio
eclodidos das massas de ovos de Meloidogyne incognita raca 3 apos
€xposi ¢ao aos extratos brutos de mucuna-preta

Extratos da mucuna-preta NUmero médio de % de Inibicéo
juvenis eclodidos (em relagdo ao branco)
Branco 42987 A" 0
Parte Aérea (a quente) 239,33 B 44,3
Parte Aérea (afrio) 222,67 C 48,2
Raiz (a quente) 216,20 D 49,7
Raiz (afrio) 153,43 E 64,3

* - Médias de trés contagens (quatro repeticdes por contagem).
** - As médias seguidas pela mesma letra sdo iguais entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott, a5 % de probabilidade.
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Figura 11 - Porcentagem de inibic&o dos extratos brutos de mucuna-preta sobre a
eclosdo de juvenis de 2° estadio das massas de ovos de Meloidogyne
incognita raga 3, em relagdo ao branco.
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3.2. Isolamento dos constituintes da mucuna-preta (Mucuna aterrimay:

car acterizacao e identificacao

O fracionamento do extrato etandlico do caule e dos extratos etandlico e
benzénico da raiz da mucuna-preta resultaram na obtencdo de vérias fracoes,
sendo o estudo destas realizado inicialmente com as mais promissoras, baseando-
se em uma caracterizacdo preliminar pelos espectros no infravermelho, bem
como em sua analise por CCD.

A identificacéo das fragdes baseou-se nos espectros no infravermelho, de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono 13, assim como nos
demais dados experimentais (ponto de fusdo, analise por emissdo atbmica e
cromatografia em camada delgada e em fase gasosa). O Quadro 2 apresenta 0s

constituintes quimicos isolados do caule e daraiz da mucuna-preta.

3.2.1. Constituintesinorganicos

As fragdes CPS;, CP(1)4-R e RPS,, cujos aspecto fisico (cristais
brancos) e solubilidade (sollveis em agua, mas pouco soluveis em metanol)
foram semelhantes, apresentaram espectro no infravermelho idénticos, como
exemplificado nas Figuras 12 e 13, tendo absorgdes principais em 1.380 e 820
cm™ (n N-O), caracteristicas de compostos contendo o anion nitrato (NO3). O
teste qualitativo do anel marrom (utilizando FeSO, e H,SO,) (VOGEL, 1981)
confirmou a presenca do ion NO3™ hessas amostras.

Utilizando a espectrofotometria de emissdo atbmica determinou-se a
presenca dos cétions sodio (Na') e potassio (K*), sendo também obtidas suas
proporcdes nessas amostras (Quadro 3). Com esses resultados confirmou-se a
presenca dos sais nitrato de sddio (NaNOs) e nitrato de potassio (KNOs), sendo a

ocorréncia do ultimo predominante em relacdo ao primeiro.
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Quadro 2 - Constituintes quimicos isolados do caule e da raiz da mucuna-preta

CONSTITUINTE FRACOES CAULE RAIZ
Sais inorganicos CPS; 3,339
(KNO3; e NaNO,) CP(1D)4-R 0,83 ¢
RPS; 031g
Mistura de ésteres de CP(2)1-19 1,109
acidos graxos
Misturade a) CP(2)20-40 2,609
acidos graxos CP(3)111-179 0,50¢
CP(3)180-265 1,059
b) RPB(2)21-50 0,05¢g
b-sitosterol e CP(3)59-110 0,409
estigmasterol RPE(3)19-47 0,279
RPB(1)17-28 0,749
Alantoina RPS; 0,589
RPE(3)235-244 0119
Alcool n&o- RPE(5)289-325 0,059
identificado
b-sitosterol D-glic.
(daucosteral) e RPB(1)160-191 0,019
estigmasterol D-glic.




O anion nitrato presente no solo pode ser proveniente de um processo de
nitrificacéo ou de sua utilizagdo como adubo, sendo absorvido pelas plantas,
onde € convertido em proteinas e outros produtos nitrogenados, como

aminoacidos e alcal dides.
A grande quantidade de nitrato encontrada na mucuna-preta pode ser

explicada pela caracteristica da planta, ja que se trata de uma leguminosa com

alto poder de fixacdo de nitrogénio.

Quadro 3 - Porcentagem de sodio e potassio nos sais de nitrato isolados da
mucuna-preta, determinados por espectrofotometria de emisséo

atdmica

AMOSTRA Na' : K* (%)
CPS, 40 : 60
CP(1)4-R 25 75
RPS, 333: 66,7
paeed e e d v es boaga toova oo brva s lorradrreds
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Figura 12 - Espectro no infravermelho dafracéo CPS;.
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Figura 13 - Espectro no infravermelho da fracdo RPS,.

3.2.2. Acidos graxos e éster es de cidos graxos

3.2.2.1. Mistura de éster es de acidos gr axos

O espectro no infravermelho da fracéo CP(2)1-19 (Figura 14) apresentou
absorcdes em 3.010 (n =C-H), 2.920 e 2.855 (n C-H), 1.740 (n C=0 de éster),
1.470 e 1.385 (ds C-H), 1.170 (n C-O de éster) e 720 cm™* [ds (CH,)n: n > 4].

De acordo com a analise do espectro no infravermelho, caracteristico de
éster, resolveu-se fazer a transesterificacdo dos constituintes dessa fragao,
utilizando MeONa/MeOH. Apos reacdo de transesterificacdo, estes constituintes
foram identificados por cromatografia em fase gasosa, através de comparacdo
dos tempos de retencdo destes ésteres metilicos com padrdes, e, em seguida,

confirmados através de coinjecéo da amostra com diversos padrdes (Quadro 4).
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O cromatograma obtido para a fracdo CP(2)1-19 (Figura 15) levou a
identificacdo de uma mistura contendo cinco ésteres metilicos de acidos graxos:
miristato (C14:0), palmitato (C16:0), estearato (C18:0), oleato (C18:1) e
linoleato de metila (C18:2). As porcentagens relativas de cada um destes ésteres
foram calculadas em relagcéo a &rea do pico, sendo estas. 0,74; 47,5; 32,8; 14,4 e
4,55 %, respectivamente.
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Figura 14 - Espectro no infravermelho dafracdo CP(2)1-19.
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Quadro 4 - Tempos de retencdo dos padrdes de ésteres metilicos e os da amostra

CP(2)1-19
PADROES TEMPOS DE RETENCAO (minutos)
N° de C : Insaturactes PADROES CP(2)1-19
C14:0 8,35 8,16
C16:0 11,61 11,87
C18:0 16,44 16,14
C18:1 16,93 16,85
C18:2 17,91 18,18
C18:3 21,05
c22:1 43,35
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11,87 (C1&:0)

16,14 (C180)

16,85 (C1&:1)

Resposta do detector

8,16 (C14:0)

18,18 (C18:2)

0 10 20 Tg(min)

Figura 15 - Cromatograma dos ésteres metilicos da fracdo CP(2)1-19.
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3.2.2.2. Mistura de Acidos Graxos
A) CP(2)20-40, CP(3)111-179 e CP(3)180-265

As fragdes CP(2)20-40, CP(3)111-179 e CP(3)180-265 apresentaram
espectros no infravermelho semelhantes, como o apresentado na Figura 16,
caracteristico de acidos graxos, com uma banda de absor¢éo entre 3.600 e
2.500 cm™* (n O-H) e absorgdes em 2.920 e 2.850 (n C-H), 1.700 (n C=0), 1.470
(ds C-H) e 720 cm™ [ds (CH,)n; n > 4.

Com esses resultados, procedeu-se a esterificacdo dessas fracoes,
utilizando BFz/MeOH, para a posterior analise por cromatografia em fase gasosa.
Pelos cromatogramas obtidos (Figura 17) e de posse dos tempos de retencao dos
padroes (Quadro 5), verificou-se a presenca dos acidos pamitico (C16:0,
porcentagem relativa: 68,6 %), oléico (C18:1, 21,8 %) e linoléico (C18:2, 9,6 %),
na fracdo CP(2)20-40; acidos palmitico (80, 6 %), estearico (C18:0, 11,0 %) e
oléico (8,4 %), na fragdo CP(3)111-179; e acidos palmitico (82,1 %) e estearico
(17,9 %), nafracéo CP(3)180-265.
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Figura 16 - Espectro no infravermelho dafracdo CP(3)111-179.

Quadro 5 - Tempos de retencdo dos padroes de ésteres metilicos e das

amostras
PADROES TEMPOS DE RETENCAO (minutos)
N° de C:Insaturagdes | PADROES | CP(2)20-40 | CP(3)111-179 | CP(3)180-265
C14:0 8,35
C16:0 11,61 11,40 11,39 11,39
C18:0 16,44 15,80 15,81
C18:1 16,93 16,48 16,34
C18:2 17,91 17,99
C18:3 21,05
c22:1 43,35
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Resposta do detector
Resposta do detector
Resposta do detector

11,39
11,40 11,39

16,48
’ 15,80
17,99 16,34 15,81

10 20 Tg(min) 10 20 Tg(min) 10 20 Tr(min)

(A) (B) ©)

Figura 17 - Cromatogramas dos ésteres metilicos das fracbes CP(2)20-40 (A),
CP(3)111-179 (B) e CP(3)180-265 (C).
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B) RPB(2)21-50

A fragdo RPB(2)21-50 também apresentou um espectro no
infravermelho caracteristico de &cido graxo (Figura 18), com uma banda de
absorc&o entre 3.600 e 2.500 cm™ (n O-H) e absorgdes em 2.920 e 2.850 (n C-H),
1.700 (n C=0), 1.460 e 1.400 (ds C-H) e 720 cm™* [ds (CH,).; n > 4]. Esta
fragdo foi obtida como um solido branco amorfo, com ponto de fusdo de 74-75
°C, 0 que sugeriu tratar-se de uma substancia pura.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Figura 19)
confirmou a natureza alifética da substancia, uma vez que apresentou sinais em
d 0,88 (t, -CH5 terminal, alifético), d 1,25 [m, -(CH,)n, com n = 22], d 1,63
(quinteto, -CH, b a carboxila) e d 2,34 (t, -CH, a a carboxila), compativeis com
valores descritos em tabelas da literatura (SILVERSTEIN et al., 1991). Vale
ressaltar que, baseando-se apenas nos dados do ponto de fusdo, IV e RMN de
hidrogénio, o composto estaria puro e tratar-se-ia, pela integracdo dos sinais no
espectro de RMN de hidrogénio, do &cido tetracosandico (C24:0, ac.lignocérico -
CH3(CH;),COQCH).

Para avaliacdo do grau de pureza da fracdo RPB(2)21-50, fez-se a
esterificacdo da mesma e procedeu-se a andlise por cromatografia em fase
gasosa. Apés a obtencdo do cromatograma (Figura 20), verificou-se que esta
fracBo tratava-se de uma mistura de acidos graxos, gque foram identificados
através da comparagdo com padrdes (Quadro 6). Pelo resultado, observou-se que,
realmente, o principal componente da mistura € o acido lignocérico (35,2 %),
mas esta continha também os acidos tricosanoico (C23:0, 17,1 %) e docosandico
(C22:0, &c. behénico, 12,7 %) e, ainda, em menores quantidades, os acidos
palmitico (1,6 %), estedrico (2,1 %), icosandico (C20:0, ac. araquidico, 1,9 %) e
henicosandico (C21:0, 1,0 %). Foram observados ainda dois picos, em 28,47 e
36,97 minutos, os quais ndo foram identificados devido a fata de padrdes de

ésteres metilicos com cadeias maiores.
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Um fato interessante na anadlise dessa fracdo foi a revelacdo de que se
tratava de uma mistura de &cidos graxos, ja que pelo espectro de RMN de 'H o
composto parecia estar puro e seria o acido lignocérico, o que ndo se confirmou
ao se proceder a andlise cromatografica em fase gasosa. Este fato demonstra que
a analise de substancias organicas graxas apenas por RMN néo é suficiente paraa

avaliagao do grau de pureza.
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Figura 18 - Espectro no infravermelho da fragdo RPB(2)21-50.
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Figura 19 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) da fracdo RPB(2)21-50.
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Figura 20 - Cromatograma dos ésteres metilicos da fracdo RPB(2)21-50.
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Quadro 6 - Tempos de retencédo dos padrdes de ésteres metilicos e os da fracéo

RPB(2)21-50

PADROES TEMPOS DE RETENCAO (minutos)
N° de C : Insaturactes PADROES RPB(2)21-50

C16:0 3,93 3,95
C18:0 5,50 5,54
C18:1 5,78
C18:2 6,34
C18:3 7,24
C20:0 8,35 8,34
C21.0 10,46 10,46
C22:0 13,34 13,29
C23:.0 17,03 17,02
C24:0 21,93 22,01

* 28,47

* 36,97

* - Estes &cidos ndo foram identificados devido afalta de padroes.
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A andlise dos resultados obtidos por cromatografia em fase gasosa
indicou que o principal &cido graxo presente no caule da mucuna-preta [fragdes
CP(2)20-40, CP(3)111-179 e CP(3)180-265] € o acido palmitico, 0 mesmo
resultado ocorrendo na forma de ésteres (palmitato) [fracdo CP(2)20-40]. Ja na
raiz, a andlise da fracdo RPB(2)21-50 mostrou que o principal constituinte € o
acido lignocérico.

Vale ressaltar que varias outras fragbes apresentaram caracteristicas de
material graxo, de acordo com a analise de seus espectros no infravermelho, o
gue mostra que a mucuna-preta apresenta um alto teor de acidos graxos e esteres
de &cidos graxos dentre seus metabdlitos secundarios. No extrato etandlico do
caule obteve-se um teor aproximado de 6-8 %, em massa, de fragcdes contendo

acidos e seus ésteres.

3.2.3. Misturadeb-sitosterol e estigmaster ol

22,23-diidro: b-sitosterol [52]
D22: estigmasterol [53]

O espectro no infravermelho da fracdo CP(3)59-110 (Figura 21), isolada
na forma de um sdlido cristalino, apresentou absor¢es em 2.970, 2.930 e 2.875
(n C-H), 1.470 e 1.390 cm™ (ds C-H), que caracterizam a natureza alifética do
constituinte desta fragdo. As absorcdes em 3.420 (n O-H) e 1.070 cm™ (n C-O)
foram indicativas da presenca de hidroxila alcodlica, e as bandas de absor¢éo em

1.640 (n C=C) e 800 cm™ (ds =C-H) indicam a presenca de dupla ligaco.
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Comparando-se 0 espectro no infravermelho desta fragdo com dados obtidos na
literatura (DE PAULA, 1994), observou-se a semelhanca entre este espectro e o
obtido para uma mistura de b-sitosterol [52] e estigmasterol [53].

A andlise do espectro de RMN de hidrogénio dessa fragéo (Figura 22)
permitiu observar a presenca de sinais referentes a hidrogénios olefinicos do
estigmasterol, H-22 (1H, d 5,14, dd, J= 8,6/15,2 Hz) e H-23 (1H, d 5,00, dd, J
= 8,7/15,2 Hz), que, associada a integracdo dos sinais, indicou se tratar de uma
mistura. Outros sinais caracteristicos destes dois esterdides foram aqueles de H-6
(H,d 5,33, d, J=5,3Hz) eH-3 (H, d 3,51, m).

O espectro de massas (Figura 23) auxiliou na caracterizacéo desta fragéo,
mostrando o pico do ion molecular em m/z 414, compativel com a formula
CxoH500 do b-sitosterol, e apresentou o pico-base em m/z 396, obtido devido a
perda de uma molécula de agua. Outros picos também foram registrados, como
agueles em m/z 255, 145, 107, 95, 81, 55 e 43, compativeis com a fragmentacao
de esterdides. A presenca do estigmasterol, além do b-sitosterol, foi indicada pela
presenca de fragmentos caracteristicos dessa mistura em m/z 412 (pico do ion
molecular do estigmasterol), 397, 396, 395 e 394 (MISRA e TIWARI, 1973).

Além dos dados espectroscopicos mencionados, determinou-se 0 ponto
de fusdo da fragdo CP(3)59-110, sendo este 145,5-147,5 °C, o que esta de acordo
com os valores encontrados na literatura (BEZERRA et al., 1994). Essa pequena
diferenca é perfeitamente aceitavel, sobretudo em se tratando de uma mistura e
levando-se em conta o solvente utilizado para a recristalizacdo do material.

Fez-se, ainda, andlise por CCD, solvente hexano e éter etilico (1:1), para
comparacao da amostra com um padréo (mistura de b-sitosterol e estigmasterol),
sendo os valores de Ry idénticos (0,45).

Através da andlise do espectro de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio dessa frac8o, foi possivel estimar o teor de cada constituinte, sendo

40 % de b-sitosterol e 60 % de estigmasterol.
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As fracOes RPE(3)19-47 e RPB(1)17-28 apresentaram-se idénticas a
fracdo CP(3)59-110, por comparacdo através de CCD e de seus espectros no
infravermel ho, tratando-se também de misturas de b-sitosterol e estigmasterol.

Esses compostos isolados na mucuna-preta sdo amplamente distribuidos
em plantas e, ndo raramente, sdo obtidos na forma de misturas, haja vista a
dificuldade de separacéo desses esterdides, devido a grande semelhanca entre

suas propriedades quimicas e fisicas.
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Figura 21 - Espectro no infravermelho da fracdo CP(3)59-110.
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22,23-diidro: 8-sitosterol [52]
A 22: estigmasterol {53]
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Figura 22 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) da fragdo CP(3)59-110.
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Figura 23 - Espectro de massas de CP(3)59-110.
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3.2.4. Alantoina

A fracéo RPS; apresentou-se como um solido branco cristalino insoluvel
em cloroformio, etanol e metanol, sendo apenas soluvel em &gua, a quente. O
espectro no infravermelho (Figura 24) apresentou picos em 3.420, 3.320 cm’*
(n N-H, NH, do grupo uréia), 3.180, 3.060 cm™ (n N-H do anel), 1.780, 1.710
cm™ (n C=0 do anel) e 1.650, 1.600 cm™* (n C=0 do grupo uréia). Os espectros
obtidos para a fracdo RPS,; e uma amostra auténtica de alantoina mostraram-se
idénticos e condizentes com os dados obtidos da literatura (POUCHERT, 1981).

Pela analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(Figura 25), observou-se a presenca de um simpleto alargado em d 10,53, o que
sugeriu uma vizinhanga com grande poder de desblindagem, sendo esse sina
atribuido ao hidrogénio (H-3) do anel, vizinho a duas carbonilas. O simpleto em
d 5,79, integrado para dois hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios de NH, do
grupo uréia (2 H-8). Os dupletos em d 6,90 e d 5,25, com J = 8,1 Hz, foram
atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-1, respectivamente. Finalmente, o simpleto
em d 8,05 foi atribuido a H-6 (Quadro 7).

No espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (Figura 26),
a ocorréncia de sinais de carbonos carbonilicos auxiliou na confirmagdo da
estrutura, com a presenca de sinal em d 174,4 (C=0O do anel - C-4), d 158,7
(C=0 do grupo uréia- C-7) e d 157,6 (outra C=0 do anel - C-2) e, ainda, de um

sinal em d 63,2 do unico carbono néo-carbonilico (C-5) (Quadro 8).
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A determinacdo da temperatura de fusdo dessa fracdo também auxiliou
na confirmacgao de gue se tratava da alantoina, ja que o0 composto se decompde a
temperatura de 230 °C, compativel com a literatura, que registra sua
decomposicéo entre 230 e 240 °C (POUCHERT, 1981).

A aantoina [54], uma amida ciclica ndo-aromética, € um produto do
metabolismo da purina, sendo distribuida largamente em sistemas bioldgicos. E
conhecida pela sua atividade cicatrizante, sendo usada topicamente para
tratamento de feridas supuradas na pele (DICTIONARY, 1994).

Uma das maneiras de fixacdo de nitrogénio simbidtico por agumas
plantas € na forma de alantoina, sendo esta preferivel em relacdo as outras,
devido a baixa relacdo C:N deste composto (1:1), 0 que € importante para a
planta, pois, quanto menor for estarelacdo, menor sera o gasto energético para a
planta nafixacgo do N simbidtico (TAIZ e ZEIGER, 1991).

O isolamento da alantoina no extrato etandlico da raiz da mucuna-preta
sugere que esta planta, que € considerada uma boa leguminosa fixadora de
nitrogénio, utiliza a biossintese da alantoina para a fixagdo de nitrogénio
simbidtico, o que reduziria assim seu gasto energético nesse processo metabolico
(TAIZ e ZEIGER, 1991).
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Figura 24 - Espectro no infravermelho da fragdo RPS;.
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Quadro 7 - Dados de RMN de *H (400 MHz, DM SO-dg) obtidos para RPS;

H RPS, Integracéo - J(H2)
dH Multiplicidade

1 5,25 1H-d 81

3 10,53 1H-s -—--

5 6,90 1H-d 8.1

6 8,05 1H-s ----

8 5,79 2H-s -—--

Quadro 8 - Dados de *C (100 MHz, DM SO-ds) obtidos para RPS, e comparacéo

com valores de d *C daliteratura

Alantoina

C RPS, d*C

d*C Lit.*
2 157,6 156,7
4 1744 1734
5 63,2 62,3
7 158,7 157,4

1 - Dados de RMN de *C (22,6 MHz, DMSO-ds) obtidos da literatura (COXON
et a., 1977).

64



_/ -

---------------------------

pom 10 g 8 7 6 : J 3 2 5
Figura 25 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DM SO-d) da fracdo RPS,.
pm w® i w & 5 0

Figura 26 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, DM SO-d;) da fracéo RPS;.
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3.2.5. Alcool

A fracdo RPE(5)289-325 apresentou-se como um solido branco amorfo
(ponto de fusdo: 75-77 °C), e seu espectro no infravermelho (Figura 27) foi
caracteristico de um &cool alifatico, com uma banda de absorcéo entre 3.600 e
3.200 cm™ (n O-H) e absorgdes em 2.920 e 2.850 (n C-H), 1.060 (n C-O de
& cool primério) e 720 cm™ [ds (CH,)n; n > 4]. A andlise do espectro de RMN de
'H da fragdo RPE(5)289-325 (Figura 28), supostamente um & cool, foi dificultada
devido a formacdo de um material gelatinoso durante a aquisicdo do espectro,
onde foi utilizado como solvente cloroférmio deuterado, o que impossibilitou a
identificacdo do acool.

Tal identificacdo seria importante, uma vez que um acool aifatico de
cadeia longa (triacontan-1-ol [50]) jafoi isolado da parte aérea da mucuna-preta
e apresentou atividade nematicida diante de Meloidogyne incognita
(NOGUEIRA et a., 1996), e este dcool ndo-identificado, isolado da raiz,
também apresentou atividade nematicida, o que pode ser um indicio de que
compostos dessa natureza estejam envolvidos no mecanismo de agdo da mucuna-

preta quando na presenca do fitonemat6ide Meloidogyne incognita raga 3.
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Figura 27 - Espectro no infravermelho da fracéo RPE(5)289-325.
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3.2.6. Daucoster ol

O espectro no infravermelho da fracdo RPB(1)160-191 (Figura 29)
apresentou uma banda forte de absorcdo entre 3.600 e 3.150 cm™ (u O-H) e
absorctes em 2.970, 2.930 e 2.850 (n C-H), 1.450, 1.370 e 1.360 (ds C-H e ds
O-H) e 1.150 e 1.100 cm™*. Apresentou também duas fortes absorcdes em 1.075 e
1.025 cm™ (n C-O) e bandas de absorcdo em 1.650 (n C=C) e 800 cm’* (ds
C=C-H). O espectro dessa fracdo mostrou-se semelhante aquele obtido para a
fracdo CP(3)59-110 (b-sitosterol + estigmasterol), sugerindo um composto
derivado destes esteroides.

A comparacdo dos valores das absor¢bes desse espectro com aqueles
obtidos para a mistura de sitosterol-D(+)-glicosidio e estigmasterol-D(+)-
glicosidio (MISRA e TIWARI, 1973) revela uma grande semelhanca entre os
dados.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (Figuras 30,
31, 32 e 33) indicou tratar-se de uma mistura de b-sitosterol glicosilado e
estigmasterol glicosilado, ao serem comparados os sinais obtidos neste espectro
aos valores encontrados na literatura (IRIBARREN e POMILIO, 1983)
(Quadro 9).
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Pelo espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Figura

34) observou-se a presenca de sinais de hidrogénios caracteristicos de agucares,

como afirma AGRAWAL (1992), naregido de d 4,90 ad 2,90, com trés dupletos

em d 4,87, d 4,85 e d 4,84, relativos as hidroxilas de C-2°,C-3'e C-4", um tripleto

emd 4,41 (OH do C-6', J= 5,77 Hz) e um dupleto em d 4,22 , com J = 7,8 Hz,
caracteristico de carbono anomérico de b-D-glicose.

Ossinaisemd 3,65 (ddd) e d 3,46 (m) (2 H-6"), d 3,40 (m de H-3), d 3,2

ad 3,0 (sinais de H-5'e H-4") e, ainda, en d 2,89 (ddd de H-2") reafirmam a

presenca do glicosidio na estrutura.
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Figura 29 - Espectro no infravermelho dafracéo RPB(1)160-191.
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Quadro 9 - Dados de RMN de*C (100 MHz, DM SO-dg) da fragdo RPB(1)160-
191 e comparagao com valores de d **C daliteratura

Sitosterol 3-O-b-glicosidio RPB(1)160-191
(literatura)*
C d (25,2 MHz, Py-ds) d (100 MHz, DM SO-dy)
1 37,6 37,7
2 30,4 30,1
3 78,1 77,6
4 40,0 40,4
5 140,8 141,3
6 121,9 122,1
7 32,2 32,3
8 32,2 32,2
9 50,4 50,5
10 37,0 37,1
11 21,4 21,5
12 39,4 39,2
13 42,6 427
14 56,9 57,0
15 24,6 24,7
16 28,6 28,7
17 56,3 56,3
18 12,12 12,5
19 19,5 20,0
20 36,5 36,3
21 19,1° 19,5
22 34,3 34,2
23 26,5 26,3
24 46,1 46,0
25 29,6 29,6
26 19,3 19,8
27 20,1 20,6
28 23,5 23,5
29 12,3 12,7
1(Gli) 102,6 101,7
2(Gli) 75,3 74,3
3(Gli) 78,5 77,7
A(Gli) 71,7 71,0
5(Gli) 78,6 77,8
6(Gli) 62,9 62,0

1- IRIBARREN e POMILIO (1983).
a, b - sinais que podem ser interconvertidos.
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Figura 30 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds ) da fracéo
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Figura 31 - Espectro de RMN de’C (100 MHz, DMSO-dg) da fracéo
RPB(1)160-191, compreendendo a regido de d 13,0 a 21,0 (@) e
d 23,0a32,0 (b).
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Figura 32 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) da fracéo

RPB(1)160-191, compreendendo aregido entre d 34,0 e 40,0.

Figura 33 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) da fracéo

RPB(1)160-191, compreendendo a regido de d 43,0 a 51,0 (a) e
d 59,0 a76,0 (b).
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Figura 34 - Espectro de RMN de'H (400 MHz, DM SO-d) da fragio RPB(1)160-
191.

Para confirmacdo final da estrutura, fez-se a hidrélise da fracéo
RPB(1)160-191. O material hidrolisado foi submetido a andise por CCD
[solvente - Hex:EE (1:1)], apresentando um valor de R; de 0,44, e este, por
comparagao e aplicagdo com um padréo de b-sitosterol e estigmasterol, mostrou
tratar-se da mistura destes dois esterdides.

Para determinar a natureza do carboidrato presente na estrutura, fez-se
uma analise por cromatografia gasosa com a fase aquosa obtida na hidrolise da
fracdo RPB(1)160-191, apds esta passar por um processo de reducéo e acetilacao.

A andlise dos resultados obtidos (Quadro 10 e Figura 35) permitiu
identificar a glicose como o carboidrato presente na molécula, confirmando-se

definitivamente a estrutura do daucosterol.
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Quadro 10 - Tempos de retencéo dos padrdes de carboidratos (naforma de alditol
acetato) e o tempo de retencéo da fracdo RPB(1)160-191 hidrolisada

(fase aquosa)
Tempo de retencdo (minutos)
PADROES Padrdes RPB(1)160-191
(formade aditol acetato) hidrolisada (FA)
Ramnose 5,46
Arabinose 9,04
Xilose 12,92
Manose 18,88
Galactose 20,62
Glicose 23,40 23,43
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(A) (B)

Resposta do detector
Resposta do detector

23,43

0 5 10 15 20 Tx(min) 0 5 10 15 20 Tr(min)

Figura 35 - Cromatograma dos padrdes de agucares (naforma de aditol acetato)
(A) edafracao RPB(1)160-191 hidrolisada (fase aquosa) (B).
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3.3. Andlise de agucares, por CCD, dasfracdes RPE(1) E RPE(2)

A investigacdo da presenca de aclcares no extrato etandlico da raiz da
mucuna-preta [do qual resultou RPE(1) e RPE(2)] foi sugerida pela presenca de
formigas nos arredores do frasco, além da identificagdo de um cheiro adocicado
do mesmo.

O resultado da andlise qualitativa de RPE(1) e RPE(2) (Figura 36) revelou
a presenca de sacarose e glicose em ambas as amostras, através da comparacao
dos valores de R; dos padrdes utilizados e das amostras testadas na analise
cromatografica em camada delgada.

Esse resultado mostrou-se interessante porgue, mesmo sem ter ocorrido o
isolamento de carboidratos, ndo se procedendo assim a andlise quantitativa dos
acucares em questéo, foi possivel verificar a sua presenca no extrato etandlico da
raiz utilizando-se uma metodologia relativamente simples, proposta por IKAN
(1991).

Ef Legenda:
Arg- Arabinose
Zel- Celobiose
o ¢ Fru- Frutose
3li- Glicose
°® ® & 035 )00 Mudose

Fam- Famnose
® ® ® @ (021 |Rib-Ribose
Sac- Sacarose

(=] (=] (=] (=] (=] (=] (=] (= (=] (=] (= j{:il_ :}EIJ.OSE
Ara Cel Fru Gli Mal Fam Fib Sac Xil EPE(L) EPE(2)

Figura 36 - Resultado da corrida cromatogréfica para determinacéo dos
carboidratos presentes no extrato etanolico (placade silica-gel).
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3.4. Ensaio do tubo invertido - avaliacdo da atividade nematicida das

amostr as sobr e juvenis de meloidogyne incognitaraca 3

Neste ensaio buscou-se avaliar a atividade nematicida dos constituintes

guimicos da mucuna-preta sobre os juvenis de Meloidogyne incognita raga 3.

Preliminarmente, foram selecionados compostos-padroes (L-dopa, acido
palmitico, acido esteérico, acido linolénico, acido caprilico, pamitato de metilae
estearato de metila) para serem utilizados como parémetros para os resultados
dos ensaios biologicos. Estes compostos foram escolhidos baseando-se na
ocorréncia, no inicio dos fracionamentos dos extratos, de fracdes ricas em acidos
graxos e seus ésteres (caso da escolha dos acidos-padrfes e ésteres-padrdes) e, no
caso da L-dopa, na ocorréncia em grande quantidade na semente e no potencial
alelopético descritos na literatura (JANZEN et al, 1973; FUJII et a, 1991; BELL
eNULU, 1971).

No primeiro teste, utilizando as amostras com uma concentracéo fina de
50 ng mL™, observou-se uma ata taxa de mortalidade para todas as amostras
testadas, em relacdo ao branco (considerado como 0 % de mortalidade). Destas
amostras, cinco apresentaram 100 % de mortalidade, e a menor porcentagem de
mortalidade (48,3 %) foi apresentada pelo estearato de metila-padréo. A andlise
de variancia confirmou o efeito significativo das amostras sobre os juvenis de
Meloidogyne incognita raca 3, e, utilizando-se o teste de agrupamento de medias
de Scott-Knott, foram verificados cinco grupos distintos quanto a taxa de
mortalidade (Quadros 11 e 12 e Figura 37).

Esses resultados, com altas taxas de mortalidade para todas as amostras
testadas, sugeriram a possibilidade de a concentragéo utilizada no ensaio estar
muito alta, o que levaria a um resultado inverossimel, ja que poderia estar
ocorrendo a morte dos nematodides devido a pressdo osmética do meio (meio
hipertonico). Esse fato fez com que fosse redizado um segundo ensaio,

utilizando-se amostras com uma concentracdo final menor.
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Quadro 11 - Numero de juvenis de 2° estadio de Meloidogyne incognita raca 3
recuperados ao final do ensaio do tubo invertido com amostras na
concentracgo de 50 mg mL™, com indculo inicial de 400 nematGides

Amostra NUmero de Nematdides % de Mortalidade
Branco 35583 A 0
Estearato de metila (padréo) 184,00 B 48,3
Ac. linolénico (padr&o) 172,83 B 51,4
Ac. estedrico (padréo) 7717 C 78,3
Ac. caprilico (padr&o) 3817 D 89,3
Palmitato de metila (padréo) 3300 D 90,7
CP(1)4-R (KNO; + NaNO;) 10,00 E 97,2
CP(2)20-40 (misturade &cidos 5,83 E 98,4
graxos)
CP(2)1-19 (misturade ésteres) 4,17 E 98,8
L-dopa (padréo) 1,50 E 99,6
Ac. palmitico (padro) 0 E 100
RPS, (alantoina) 0 E 100
RPS, (KNO; + NaNO3) 0 E 100
RPE(5)289-325 (& cool néo- 0 E 100
identificado)
CP(3)59-110 (b-sitosterol + 0 E 100
estigmasterol)

* - Médias de sais repeticdes (duas contagens por repeticdo).
** - As meédias seguidas pela mesma letra sdo iguais entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott, a5 % de probabilidade.
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Quadro 12 - Andlise de variancia do teste do tubo invertido (50 mg mL™)

Fontes de G.L. Somade Quadrado F
Variagdo Quadrado Medio

Tratamento 14 882470,1 63033,58 64,09
Residuo 75 73761,0 983,48

Coeficiente de variacao: 53,30 %
* - Significativo, a5 % de probabilidade, pelo teste F.
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Figura 37 - Porcentagem de mortalidade apresentada pelos tratamentos sobre o
nimero de juvenis de 2° estéadio de Meloidogyne incognita raca 3,
em relacdo ao branco, no ensaio do tubo invertido a50 ng mL ™.
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Nos resultados do segundo ensaio bioldgico, utilizando amostras com
uma concentragdo fina de 5 ng mL™, foram observados novamente efeitos
significativos sobre o nimero de juvenis vivos de Meloidogyne incognita raca 3
apoés o0 contato com as amostras, bem como uma diminuicdo nas taxas de
mortalidade, fato este que demonstra a importancia de concentragcdes adequadas
em ensaios biolégicos. Utilizando o teste de agrupamento de médias de Scott-
Knott, verificaram-se quatro grupos distintos, quanto a taxa de mortalidade
(Quadros 13 e 14 e Figura 38).

Nesse segundo ensaio, as amostras que apresentaram maior taxa de
mortalidade foram CP(3)59-110 (b-sitosterol + estigmasterol) (74,4 %), acool
RPE(5) 289-325 (69,7 %), RPS, (KNO; + NaNO;) (68,3 %), L-dopa (padr&o)
(64,4 %) e CP(1)4-R (KNOs + NaNOs) (56,6 %). Por outro lado, as amostras que
apresentaram menor taxa de mortalidade foram RPB(2)21-50 (mistura de acidos
graxos) (2,1 %), RPB(1)160-191 (b-sitosterol glicosilado + estigmasterol
glicosilado) (6,0 %), ac. linolénico (padréo) (12,0 %) e RPS, (alantoina) (12,8
%). Esses resultados sugerem que parece nd haver uma classe de substancias
exclusivamente responsavel pela atividade nematicida apresentada pela mucuna-
preta, ja que substancias distintas apresentaram amesma atividade.

Um fato que deve ser destacado, mediante esses resultados, € a diferenca
na atividade nematicida das fragcbes CP(3)59-110 (b-sitosterol + estigmasteral),
com 744 % de atividade, e RPB(1)160-191 (b-sitosterol glicosilado +
estigmasterol glicosilado), com apenas 6,0 % de mortalidade, 0 que demonstra
gue a presenca de um grupo glicosil na molécula altera bastante a atividade
biol6gica da substéncia. Este fato € interessante, visto que um dos principais
processos de detoxificagdo de animais e plantas € exatamente a glicosilacdo da
substéncia mal éfica (HARBORNE, 1988).

Outro fato a ser observado seria com relacdo as substéncias que
apresentaram maior atividade nesses ensaios biologicos. Com excecdo do acool
RPE(5)289-325, as demais sdo produzidas em grande quantidade pela mucuna-

preta, 0 que pode ser um indicio de que esta leguminosa apresenta algum
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mecanismo de acdo diferenciado em relagdo a outras plantas utilizadas no
combate aos fitonematdides.

A L-dopa (ensaiada utilizando um composto-padréo) também apresentou
atividade nematicida. Essa substancia, que € encontrada nas sementes das plantas
do género Mucuna em grande quantidade (6-9 %), assm como nas folhas, de
onde é carreada para 0 solo através do processo de lixiviagdo, aparece na
literatura (JANZEN et al., 1973; FUJII et a., 1991; BELL e NULU, 1971) como
estando envolvida no processo de atividade alelopatica apresentado pela mucuna,
porém ndo existia nenhum relato de sua atividade nematicida.

Fazendo uma correlagdo entre os dois ensaios biol 6gicos realizados com
as substancias isoladas (50 e 5 mg mL™), observa-se que os trés compostos que
apresentaram maior atividade no primeiro ensaio foram o0s que também
apresentaram maior atividade no segundo, sendo os resultados dos outros
compostos também bastante coerentes, com excecdo da fracdo RPS;, que no

primeiro ensaio apresentou 100 % de mortalidade e, no segundo, 12,8 %.

81



Quadro 13 - Numero de juvenis de 2° estadio de Meloidogyne incognita raca 3
recuperados ao final do ensaio do tubo invertido com amostras na
concentracgo de 5 mg mL™, com indculo inicial de 400 nematdides

Amostra NUmero de Nematdides % de Mortalidade
Branco 280,83 A~ 0
RPB(2)21-50 (misturade &cidos 275,00 A 2,1
graxos)
RPB(1)160-191 (daucosterol + 264,00 A 6,0
estigmasterol glic.)
Ac. linolénico (padr&o) 24700 A 12,0
RPS, (alantoina) 24483 A 12,8
CP(2)20-40 (misturade &cidos 218,00 B 22,4
graxos)
Estearato de metila (padréo) 19967 B 28,9
Ac. palmitico (padréo) 19267 B 31,4
Palmitato de metila (padréo) 17750 C 36,8
Ac. caprilico (padr&o) 170,33 C 39,3
Ac. estedrico (padro) 160,83 C 42,7
CP(2)1-19 (misturade ésteres) 15750 C 43,9
CP(1)4-R (KNO; + NaNO5) 121,83 D 56,6
L -dopa (padréo) 99,83 D 64,4
RPS, (KNO3 + NaNQs) 89,00 D 68,3
RPE(5)289-325 (écool néo- 85,17 D 69,7
identificado)
CP(3)59-110 (b-sitosterol + 71,83 D 74,4
estigmasterol)

* - Médias de seis repeticdes (duas contagens por repeticdo).
** - As médias seguidas pela mesma letra sdo iguais entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott, a5 % de probabilidade.
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Quadro 14 - Andlise de variancia do teste do tubo invertido (5 mg mL™)

Fontes de G.L. Somade Quadrado F
Variagdo Quadrado Medio

Tratamento 16 460132,8 28758,3 12,86
Residuo 85 190036,7 2235,73

Coeficiente de variacédo: 26,30 %
* - Significativo, a5 % de probabilidade, pelo teste F.
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Figura 38 - Porcentagem de mortalidade apresentada pelos tratamentos sobre o
nimero de juvenis de 2° estadio de Meloidogyne incognita racga 3,
em relagdo ao branco, no ensaio do tubo invertido a5 ng mL™.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A mucunapreta (Mucuna aterrima) tem sido largamente utilizada na
agricultura, em sistemas de rotacdo de culturas, para varios fins, dentre os quais o
controle de fitonematdides.

Em funcdo dessa propriedade e do pouco conhecimento sobre os
constituintes quimicos responsaveis por atividade, este trabalho teve como
objetivo comprovar a eficiéncia de mucuna-preta (Mucuna aterrima) no controle
do fitonemat6ide Meloidogyne incognita raca 3 e identificar os compostos
responsavels pela atividade nematicida.

Preliminarmente, foram preparados os extratos etandlicos a quente e a
frio da parte aérea (folha + caule) e da raiz da mucuna-preta. Estes extratos, na
concentragéo de 1 % m/v, foram submetidos a ensaio biologico, para avaliacéo
da inibicdo de eclosdo de juvenis a partir de massas de ovos de Meloidogyne
incognita raga 3. Os resultados obtidos neste ensaio revelaram que todos os
extratos inibiram a eclosdo das massas de ovos, em uma faixa de 44 a 64 % de
inibicdo, e o extrato daraiz obtido afrio mostrou-se mais eficiente.

De posse desses resultados, foram obtidos, em extrator soxhlet, os
extratos etandlico do caule e etandlico e benzénico da raiz, sendo estes
submetidos a fracionamentos sucessivos em colunas de silica-gel. Estes

fracionamentos levaram ao isolamento e a identificacdo de varios compostos. O
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extrato obtido do caule resultou na identificagdo dos seguintes constituintes:
KNO; + NaNO; (4,9 %, em massa deste extrato), acidos graxos e ésteres de
acidos graxos (6,2 %) e b-sitosterol + estigmasterol (0,5 %). Os extratos da raiz
forneceram: KNO; + NaNO; (1,0 %), &cidos graxos (0,7 %), b-sitosterol +
estigmasterol (2,8 %), aantoina (2,3 %), b-sitosterol glicosilado (daucosterol) +
estigmasterol glicosilado (0,15 %) e, ainda, um acool ndo-identificado (0,2 %).

As fragdes contendo &cidos graxos e ésteres de acidos graxos foram
derivatizadas e analisadas por cromatografia em fase gasosa. Essa andlise
resultou na identificagcdo dos acidos palmitico, estedrico, oléico e linoléco e dos
ésteres miristato, palmitato, estearato, oleato e linoleato de metila, no caule, e dos
acidos palmitico, estearico, icosandico, henicosanoico, docosandico, tricosandico
e tetracosandico, naraiz.

Os compostos puros e as fragdes obtidas foram submetidos a ensaios
biol6gicos, para avaliacdo do efeito dos mesmos sobre a mortalidade de juvenis
de Meloidogyne incognita raga 3. Também foram submetidos a esse mesmo
ensaio padrdes de L-dopa, de &cidos graxos (&c. caprilico, palmitico, estearico e
linolénico) e de ésteres de acidos graxos (pamitato e estearato de metila). A
L-dopa foi selecionada, apesar de ndo ter sido isolada através da metodologia
utilizada neste trabalho, uma vez que ela é encontrada em grande quantidade nas
sementes e folhas de Mucuna. Ja os &cidos e ésteres foram selecionados com
vistas a avaliar a aividade nematicida de cada composto puro sobre o
fitonematdide, ja que estes compostos so foram isolados na forma de misturas.

Os resultados obtidos revelaram que todas as amostras apresentaram
alguma atividade sobre os juvenis de Meloidogyne incognita raga 3, porém os
compostos mais ativos, na concentragdo de 5 mg mL™, foram b-sitosterol +
estigmasterol (74,4 % de mortalidade, em relacdo ao branco), acool nédo-
identificado (69,7 %), KNO3; + NaNOs (68,3 %), L-dopa (64,4 %) e CP(1)4-R
(56,6 %).

Esses resultados demonstram que sd0 varios 0s constituintes quimicos

presentes na mucuna-preta responsavei s pela sua atividade nematicida.
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Em uma época na qual se busca cada vez mais 0 aumento da
produtividade agricola e a ndo-agresséo ao meio ambiente, o estudo de plantas
como esta do género Mucuna, dotadas de grande potencial de utilizagdo, deve

merecer especial atencao.
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