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RESUMO

Os metabolitos secundarios das plantas podem sofrer alteracdes qualitativas e quantitativas
dependendo dos estimulos ambientais presentes. Dentre os estimulos ambientais ressaltam-se
as interacOes bidticas: planta/micro-organismos, planta/insetos, planta/planta, idade e estadio
de desenvolvimento e ritmo circadiano; e os fatores abioticos: luminosidade, temperatura,
pluviosidade e estado nutricional, sazonalidade, disponibilidade de &gua, radiacdo UV,
composicdo atmosférica e altitude. O presente trabalho estuda a influéncia das fases de
desenvolvimento da planta, da sazonalidade, da disponibilidade de nutriente e agua no solo
nas atividades antimicrobiana, antiflngica, citotoxica e alopéatica dos extratos vegetais obtidos
a partir de Xylopia sericea St. Hill. A amostragem de partes aéreas da planta foi realizada nas
estacdes seca e chuvosa e em duas areas, uma localizada no Campus do Ceunes/UFES (A), no
Municipio de Sdo Mateus/ES e a outra, no Parque Estadual de Itaunas (B), no municipio de
Conceicdo da Barra. A qualidade nutricional do solo, pH e teor de matéria organica foram
avaliados nas diferentes areas amostradas. Alem disso, medidas da altura e da circunferéncia
na altura do peito das plantas foram estabelecidas para caracterizar as fases de
desenvolvimento das mesmas. Os extratos das partes aéreas de X. sericea foram obtidos por
maceracao em etanol. Os extratos etandlicos foram caracterizados quimicamente e submetidos
aos testes de citotoxicidade, antifungico, antibacteriano e de alelopatia. Os resultados
revelaram influéncia dos fatores ambientais relativos as diferentes areas e as diferentes
estacdes nas atividades bioldgicas testadas. Os extratos de X. sericea apresentaram atividades
antiflngica, antibacteriana, e alelopatica. Ademais, na triagem farmacogndstica dos extratos
foram detectados alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroides, taninos,
cumarinas e naftoquinonas. Através das anélises utilizando Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia foi possivel identificar os flavonoides quercetina, rutina e hesperidina.



ABSTRACT

The secondary metabolites of plants may suffer qualitative and quantitative changes
depending on the environmental stimuli present. Among the environmental stimuli, special
notice is given to the following biotic interactions: plant/micro-organisms, plant/insect,
plant/plant, age and stage of development and circadian rhythm, and abiotic factors: light,
temperature, rainfall and nutritional status, seasonality, water availability, UV radiation,
atmospheric composition and altitude. This paper study of the influence of plant development,
seasonality, availability of nutrient and soil water in the antimicrobial, antifungal, cytotoxic
and allopathic plant extracts obtained from Xylopia sericea St. Hill. A sample of the aerial
parts of the plant was carried out in different seasons (dry and rain) and in different habitats,
an area characterized as natural (Parque Estadual de Itainas) and another as degraded
(Campus Ceunes/UFES), in the Municipality of Sdo Mateus/ES. The nutritional quality of
soil pH and organic matter content were assessed in the different areas sampled. Moreover,
measurements of the height and circumference (measured at a chests’ height) of the plants
were made to estimate the stage of their development. The extracts of the aerial parts of X.
sericea were obtained by maceration in ethanol. Ethanol extracts were chemically
characterized and tested for cytotoxicity, antifungal, antibacterial and allelopathy. The results
revealed the influence of environmental factors, relating to the different areas and different
seasons, in the biological activities tested. The extracts of X. sericea showed antifungal,
antibacterial and allelopathy activities. Furthermore, the screening of the extracts were
detected to have present in them pharmacognostic alkaloids, flavonoids, saponins, triterpenes,
steroids, tannins, coumarins and naphthoquinones. Chemical analysis using High Performance
Liquid Chromatography was possible to identify the flavonoids quercetin, rutin and

hesperidin.
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1 INTRODUCAO

Muitos estudos com plantas tém objetivado a prospeccdo de principios ativos para as
industrias farmacéutica, cosmética e agricola devido as promissoras comercializaces de seus
produtos. Atualmente, a fitoterapia é reconhecida, pela Organizacdo Mundial de Saude, como
alternativa importante e vidvel, principalmente, para as populacbes de paises em

desenvolvimento devido aos baixos custos de seus produtos.

No Brasil, apenas 2% das espécies catalogadas possuem uso medicinal comprovado
cientificamente. Neste contexto, estudos com as plantas nativas devem ser priorizados, uma
vez que o Brasil possui a maior diversidade de espécies vegetais do mundo, mas pouco se

conhece dos seus respectivos potenciais bioativos.

E conhecido que os metabdlitos secundarios das plantas, responsaveis pelas bioatividades,
podem sofrer alteracfes qualitativas e quantitativas dependendo dos estimulos ambientais.
Desta maneira, intensidade luminosa, temperatura, pluviosidade, disponibilidade de nutrientes
do solo, estagio de desenvolvimento das plantas, interagdes existentes entre as plantas e entre
os animais podem influenciar nas rotas metabdlicas das plantas provocando diferentes
redirecionamentos de sintese dos compostos. Contudo, poucos estudos relatam a influéncia
destes fatores na sintese dos constituintes em plantas de ambiente natural. A maioria dos
trabalhos referentes ao conhecimento destas interacbes € realizada em espécies
comercialmente importantes. Além disso, é importante ressaltar que todas as espécies vegetais
apresentam um comportamento diferenciado frente aos estimulos ambientais, sendo, portanto
necessario considerar as condi¢cbes ambientais ideais para obtencdo de maxima producdo dos

compostos de interesse.

Dentre os fatores que mais influenciam a sintese de metabdlitos secundarios, o presente
estudo se reportou apenas as fases de desenvolvimento da planta, a composi¢édo nutricional do
solo, & sazonalidade, e indiretamente, & disponibilidade de 4gua no solo. Uma ampla avaliacéo
seria invidvel devido a complexidade das correlagcbes existente entre os diversos fatores

ambientais e sua influéncia em conjunto no metabolismo secundario.

A espécie X. sericea foi selecionada para o presente estudo por apresentar grande
potencialidade no que concerne a sintese de constituintes quimicos e devido os poucos
estudos que relatam as suas respectivas bioatividades. A maioria dos estudos relacionados

com a composi¢cdo quimica de X. sericea se restringem apenas aos compostos volateis. Com
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relacdo as potencialidades bioativas de X. sericea alguns poucos estudos apontam atividade
acaricida, bacteriostética e fungistatica e alelopatica. Sendo assim, este trabalho contribui de
forma significativa com o conhecimento cientifico de uma espécie nativa que possui ampla
distribuicdo geografica. Desta maneira, tal conhecimento permite que a biodiversidade
brasileira seja cada vez mais reconhecida no &mbito da fitoterapia. Além disso, que valores
sejam agregados a espécie em questdo, o que justifica, muitas vezes, sua conservacao e até

mesmo, a conservacao de areas circunvizinhas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de fatores ambientais na composi¢cdo quimica e nas atividades
antimicrobiana, antifangica, citotdxica e alelopatica dos extratos vegetais obtidos a partir de

X. sericea em diferentes habitats e épocas do ano (estacdo seca e chuvosa).
2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar quimicamente o0s extratos vegetais obtidos nas estacGes seca e chuvosa e duas

areas de amostragem.

o Determinar a possivel atividade antimicrobiana, citotoxica e alelopatica dos extratos de X.

sericea.

e Correlacionar os fatores ambientais monitorados com as atividades biologicas de X.

sericea.
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3 REVISAO DE LITERATURA

As plantas s&o uma importante fonte de substéncias biologicamente ativas, ou seja,
apresentam constituintes quimicos que exercem atividades sobre o metabolismo de outros
organismos (Sandes e Di Blase, 2000). Tais constituintes podem ser classificados em
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sdo frequentemente citados
como compostos diretamente ligados a sobrevivéncia da planta, tais como: proteinas, lipideos,
RNA, DNA, aminoacidos e agucares (Kerbauy, 2004); enquanto os metabolitos secundarios
tém sua importancia relacionada a sobrevivéncia e propagacao das plantas, seja pela defesa da
planta contra herbivoros, patdégenos ou competidores; como protecdo a radiacdo solar; ou
ainda como fator de contribuicdo para a dispersdo de polen e sementes (Raven, Evert e
Eichhorn et al., 2001). Muitas vezes, as substancias sintetizadas em um ou varios 6rgaos da
planta podem expressar potencialidades terapéuticas, ou seja, atuarem como fitoterapicos
(Oliveira; Akisue, 2003).

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela populagédo para o tratamento de
diversas enfermidades. Segundo dados descritos na literatura, 0 emprego terapéutico de
plantas pelo homem ocorreu a partir de aproximadamente 50.000 anos atras. Dessa forma, a
utilizacdo de plantas medicinais se revela tdo antiga quanto a propria existéncia da civilizacdo
humana (Martins et al., 1995). Contemporaneamente, as plantas medicinais séo utilizadas de
forma expressiva pela populacdo. A Organizacdo Mundial de Salde estima que, pelo menos
80% da populacdo mundial j& empregou algum tipo de planta para fins fitoterapicos (Eloff,
1998).

Em termos econémicos, o uso de plantas com o prop6sito medicinal tem se mostrado bastante
promissor. Segundo uma estimativa realizada pelo Banco EXIM, o mercado internacional de
plantas medicinais comercializa aproximadamente U$ 60 bilhdes por ano. Entretanto, o
crescimento do mercado de fitoterapicos apresenta indices de apenas 7%. Desse modo,
estudos com o intuito de prospeccao de recursos naturais aplicaveis ao tratamento de diversas

doencas séo veementemente subsidiados (Siani, 2003).

Na agricultura, o uso de produtos quimicos para o controle de doengas em plantas tem sido
motivo de preocupacdo, uma vez que 0s inimeros compostos presentes nas formulaces dos
defensivos agricolas causam prejuizos ao consumidor e ao ambiente, uma vez que promovem

a selecdo de micro-organismos resistentes e a reducdo de inimigos naturais (Barbosa et al.,
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2011 apud Thomazini, 2006). Desta maneira, substancias de origem natural que oferecam
baixo impacto ambiental sdo fundamentais em programas integrados de controle de insetos
(Viegas, 2003).

A producdo de produtos biologicamente ativos a partir de constituintes de origem vegetal é
habitualmente empregada pela inddstria farmacéutica, alimenticia e cosmética. A concepg¢édo
de determinado principio ativo se correlaciona assim, com a necessidade da prospec¢do de
compostos naturais diversos. Neste contexto, o Brasil apresenta relevante expressdo mundial,
pois é comumente apontado como o pais de maior diversidade vegetal do mundo. Para se ter
uma ideia, de um total de 250.000 a 500.000 espécies de plantas estimadas mundialmente
(Borris, 1996), o Brasil possui aproximadamente 60.000 espécies de plantas, o que
corresponde a cerca de 20% da flora mundial conhecida (Sant' Ana; Assad, 2002). Tal
biodiversidade em parte é explicada pela grande variedade de condi¢des climaticas presente

no pais.

No que concerne a regido do estado do Espirito Santo, sua fitofisionomia se caracteriza
principalmente pela presenca de elementos dos dominios da Mata Atlantica, sendo composta
pelos ecossistemas associados, como a Floresta Ombroéfila Densa, Mista e aberta; Floresta
Estacional Decidual e Semidecidual; Mangues; Restinga; Campos de Altitudes; Brejos
Interioranos; Encraves Florestais do Nordeste; ilhas costeiras e oceanicas (CONAMA, 1993).
Por se tratar de um “Hotspot” de biodiversidade e apresentar caracteristicas fisiondmicas e
floristicas bastante peculiares, o norte do Espirito Santo abarca relevante importancia para a

prospecc¢do de constituintes biologicamente ativos de origem natural.

Neste contexto, as plantas do género Xylopia se destacam na busca de sintese de novos
compostos bioativos devido aos inimeros compostos secundarios presentes e suas respectivas
bioatividades (Pimenta et al., 2009). O género Xylopia ¢ um dos 33 géneros da familia
Annonaceae existentes no Brasil (Lorenzi, 2002) que se destaca por representar 150 espécies

amplamente distribuidas em diversas partes do mundo (Brummitt, 1992).

Varios estudos tém identificado os constituintes quimicos das espécies do género Xylopia.
Dentre eles destacam-se os alcaloides (Hocgeeuiller e Cavh, 1981; Jossang, Ebeuf e Cave,
1991; Martins, Alvarenga e Roque, 1995; Nishiyama et al., 2004; Nishiyama et al., 2006;
Silva et al., 2009; Puvanendran et al., 2010), diterpenos (Martins, Alvarenga e Roque, 1995;
Melo et al., 2001; Andrade et al., 2004; Tavares et al., 2006; Moreira, Roque e Lago, 2006) e
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sesquiterpenos (Moreira, Roque e Lago, 2005; Moreira et al., 2007). Extratos de Xylopia
aethiopica apresentaram altos niveis de compostos fendlicos totais (Esekhiagbe, Agatemor,
Agatemor, 2009). Desta maneira, devido a grande diversidade de constituintes quimicos,
varias propriedades medicinais tém sido atribuidas ao género Xylopia (Pontes, Oliveira e
Camara, 2007) como atividades analgésicas (Nishiyama et al., 2010), antimicrobiana
(Tatsadjieua et al., 2003; Fleischer et al., 2008; Konning e Agyare, 2004; Asekun e Adeniyi,
2004; Esekhiagbe, Agatemor, Agatemor, 2009); Moreira et al.,, 2003), antioxidante
(Puvanendran et al., 2010), citotdxica (Tavares, 2006; Suffredini et al., 2007; Asekun e
Adeniyi, 2004; Osorio et al 2007), anti-inflamatoria (Ezekwesili et al., 2010), antiprotozoario
(Osorio et al., 2007) e antiplasmolitica (Mesquita et al., 2007). Além disso, alguns estudos
apontam o potencial acaricida (Pontes, Oliveira e Camara, 2007)) e inseticida (Asawalam,
Emosairue e Hassanali, 2008; Omotoso, 2008; Habiba et al., 2010) de espécies do género

Xylopia.

Os metabdlitos secundarios proporcionam, essencialmente, uma interface quimica entre a
planta e 0 ambiente. Assim, conforme a natureza e a magnitude do estimulo ambiental, uma
espécie vegetal podera sintetizar diferentes compostos devido ao redirecionamento de rotas
metabdlicas. Dentre os estimulos ambientais associados a alteracdes quali-quantitativas de
metabdlitos secundarios, ressaltam-se as interacGes bidticas: planta/micro-organismos,
planta/insetos, planta/planta, idade e estadio de desenvolvimento e ritmo circadiano; e 0s
fatores abidticos: luminosidade, temperatura, pluviosidade e estado nutricional, sazonalidade,
disponibilidade de agua, radiacdo ultravioleta, composicdo atmosférica e altitude (Morais,
2009; Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Apesar da existéncia de um controle genético, as variacoes
temporais e espaciais no contetdo e nas proporcdes relativas de metabdlitos secundarios em
plantas podem sofrer modificacbes resultantes da interacdo de processos bioquimicos,
fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos. Alguns estudos em plantas de espécies comercialmente
importantes relatam a influéncia destes fatores na producdo de metabdlitos secundarios,
porém, o conhecimento relativo a tais interacGes € bastante obscuro para plantas de ambiente
natural (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Dentre os diversos fatores que influenciam a sintese de metabdlitos secundarios, a
sazonalidade é um dos mais expressivos com relacdo as variagdes na quantidade e natureza
dos constituintes ativos das plantas. S&o relatadas variagdes sazonais no contetudo de
praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Em

estudos realizados com Salvia officinalis, a composi¢do quimica do seu 6leo essencial foi
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diferente nas estacdes da primavera e verdo (Putievsky, 1986). Ao avaliar quimicamente as
folhas de Daucus carota durante as quatro estacdes do ano, os resultados mostraram que as
concentracdes de flavonoides foram mais elevadas durante a primavera (Brooks e Feeny,
2004). O percentual de glicosideos primarios em folhas de Digitalis obscura apresentou
vari¢des durante o ano. A menor producgéo do constituinte foi registrada em maio, seguido por
uma répida acumulacdo de cardenolideo no verdo, uma fase de diminui¢do no outono e uma
fase estacionaria no inverno (Roca-Pérez et al., 2004). Estudos realizados em folhas de Betula
pubescens L. mostraram conteudos de elagitaninos significativamente diferentes ao longo do
ano (Salminen et al., 2001). Uma populacdo de Leontodon hispidus L. mostrou variagdo
sazonal de é&cidos fendlicos e de lactonas sesquiterpénicas nas folhas e nos rizomas,

respectivamente (Zidorn e Stuppner, 2001).

Em consequéncia das alteracdes no contetdo metabolico em virtude de variagbes sazonais, as
atividades biolégicas das plantas, muitas vezes, também sdo afetadas positiva ou
negativamente. O rendimento do extrato metandlico de raizes frescas de Ginseng colhidas no
inverno foi duas vezes maior que de raizes coletadas no verdo. Este aumento é
principalmente, devido ao aumento de sacarose nas raizes no inverno. Por outro lado, a
atividade bioldgica das saponinas do tipo demmarane aumentou no verdo. Estes resultados
indicam que as raizes devem ser colhidas no verdo para a producédo de extratos de Ginseng de
alta qualidade (Kim et al., 1981). O poténcial antimicrobiano e os teores de flavonoides e
quinonas dos extratos etandlico e cloroférmico das folhas de Aloe arborescens Mill.
produzidos em diferentes estacfes foram avaliados. Apesar de todos 0s extratos apresentarem
acdo sobre os micro-organismos testados, variagdes na concentracdo inibitéria minima foram
observadas nos mesmos extratos de diferentes épocas do ano. Além disso, os teores de
quinonas das folhas foram maiores nos periodos mais quentes da coleta (verdo e outono),
enguanto os teores de flavonoides foram semelhantes nos quatro periodos de coleta (Cardoso,
et al., 2010).

Outro fator que acarreta alteragdes fisiologicas nas plantas, tais como fotossintese,
comportamento estomatal, mobilizacdo de reservas, expansdo foliar e crescimento e em
consequéncia, a sintese de metabdlitos é o estresse hidrico. Alguns estudos relatam o estresse
hidrico como fator de aumento e/ou diminuicdo na producdo de metabolitos secundarios
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007). O teor de saponina em extrato aquoso de frutos de Phytolacca
dodecandra foi alterado durante as estacOes seca e chuvosa. Maior teor de saponinas foi

encontrado em frutos colhidos durante a estacdo seca e pouco antes do inicio da estacdo
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chuvosa (Ndamba, Lemmich e Molgaard, 1994). Em estudos com Plectranthus amboinicus
(Lour. Spreng, o rendimento de 6leo essencial das partes aéreas apresentou correlacéo
positiva com a precipitacdo (Carneiro et, al 2010). Em Catharanthus roseus a formacédo de
alcaloides inddlicos foi monitorada sob condicbes de seca. Os resultados mostraram uma
diminuicdo do rendimento de alcaloide frente ao estresse hidrico (Frischknecht, Battig e
Baumann, 1987). Os efeitos de periodos de estresse hidrico sobre o peso seco e o teor de
amida e acido fendlico foram monitorados em raizes de Echinacea purpurea (L.) Moench.
Uma maior concentracdo de &cido chicérico e maiores rendimentos das raizes foram
evidenciadas em plantas submetidas a breves periodos de seca e 0 peso seco das raizes. O teor
de amida ndo foi influenciado pelo estresse hidrico, apenas pela idade da planta (Gray et al.,
2003). A composicdo quimica de plantas de tomate apresentou alteracdo frente ao estresse
hidrico. Os resultados mostraram que polifenol oxidase, rutina e acido clorogénico

aumentaram frente a seca crescente (English-Loeb et al., 2007).

Um dos fatores relevantes que podem influenciar, diretamente, ndo somente o metabolismo
primario, bem como a sintese de metabdlitos secundarios em plantas é o fator nutricional
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Para o desenvolvimento e manutencao das funcdes vitais das
plantas, sdo conhecidos dezessete elementos essenciais. S&o eles, os macronutrientes:
nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre; os micronutrientes: boro, cloro,
cobre, cobalto, ferro, manganés, molibdénio, zinco e, o carbono, o oxigénio e o hidrogénio,
provenientes do ar e da agua (Morais, 2009). A escassez ou 0 excesso de nutrientes disponivel
para as plantas podem acarretar em maior ou menor producdo de principios ativos nas plantas
(Martins et al., 1995).

A relacdo entre nutrientes e metabolitos, de certo modo, ndo é totalmente previsivel,
tendéncias podem ser reconhecidas, mas ndo é possivel estabelecer regras sélidas e estaveis
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Por exemplo, o teor de alcaloides nas folhas de
Tabernaemontana pachysiphon foi investigado em trés niveis de fornecimento de nutrientes.
O aumento da oferta de nutrientes teve um efeito positivo sobre teor de alcaloides (HOft,
Verpoorte e Beck, 1996). Segundo (Morais, 2009), o déficit de nitrogénio pode provocar
reducdo no teor de alcaloides totais em Lobellia inflata e aumento nos teores de morfina e
atropina em Papaver somniferum e Atroppa belladona, respectivamente. Estudos com
Phyllanthus niruri L também mostraram uma correlagdo positiva entre nitrogénio e
concentracdo de alcaloides (Becker et al., 2000). A deficiéncia de fésforo no solo reduziu a

concentragdo de cumarinas em Justicia pectoralis var stenophylla, com uma significativa
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reducdo na producdo de biomassa e, consequentemente, diminui¢cdo da producdo total do
principio ativo (Martins et al., 1995). Todavia, o fosforo contribuiu para 0 aumento da
concentracdo de atropina, assim como do teor de 6leos essenciais em Coriandrum sativum e

Foeniculum vulgare, respectivamente (Morais, 2009).

A influéncia de micronutrientes na producdo de metabdlitos secundarios em plantas foi pouco
estudada. Em estudo com Digitalis grandiflora foi mostrado que o fornecimento de manganés
e molibdénio, através do borrifamento das folhas com solucdes de sais destes elementos
aumentou em mais de duas vezes no conteudo de heterosideos cardioativos (Gobbo-Neto e
Lopes, 2007). A hipotese de balanco de carbono e nutrientes estabelece uma relagdo entre a
disponibilidade de nitrogénio, carbono e luz, com a sintese de metabdlitos secundarios em
plantas (Bryant, Chapin e Klein, 1983). Varias previsfes relacionadas com a hipotese de
balanco de carbono e nutrientes foram examinadas. Em folhas de Dennstaedtia punctilobula,
0 nitrogénio do solo nédo foi correlacionado com fendis totais, porém, nitrogénio nas folhas foi
o fator mais importante na determinagdo dos niveis de compostos fendlicos. Os resultados
mostram que nenhum fator ambiental influenciou a disponibilidade de nitrogénio nas folhas
indicando que a integracdo das plantas combinada com a disponibilidade dos multiplos
recursos determina o balango de carbono-nitrogénio nos tecidos vegetais e,
conseqlientemente, os niveis de defesa quimica (Dustin, 1992).

As proporcdes relativas dos principios ativos, bem como, a quantidade total dos compostos
metabolitos podem ser influenciados também pela idade e o desenvolvimento da planta
(Morais, 2009). Em Tanacetum parthenium, o percentual de partenolideo foi maior no estadio
inicial de desenvolvimento. Porém, no periodo de floracdo, o rendimento de partenolideo
aumentou de cerca de 10 mg para 20 mg devido o aumento do nimero de flores e folhas
presentes nas plantas (Hendriks et al., 1997). Em outro estudo com Lippia alba , o periodo de
floracdo e crescimento vegetativo também foram determinantes no rendimento e composicédo
de Oleos essenciais (Tavares, et al., 2005). Concentragdo de camptotecina (CPT) em
Camptotheca acuminata foi relacionada com idade de suas folhas. Maiores concentragdes de
CPT foram encontradas nas folhas mais novas que em folhas mais velhas. Ao longo da
estacdo de crescimento, houve um declinio de 11% ao més na concentragdo CPT (Carpenter,
et al., 1998). O conteudo de lactonas sesquiterpénicas em plantulas de Arnica montana foram
analisados tanto quantitativamente como qualitativamente. As plantas jovens acumularam,
principalmente, derivados de helenalina. Apds seis semanas do inicio da formagao das folhas,

o0 contetdo de helenalina diminuiu drasticamente chegando a quase zero, enquanto que o de
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diidrohelenalina aumentou na mesma propor¢do permanecendo constante por um longo
periodo (Schmidt, Bomme e Alfermann, 1998). Em estudo com Papaver somniferum maior
acumulo de alcaloides em tecidos da raiz foi observado no 30° dia apds a germinacdo onde a
morfina e narcotolina atingiram concentracfes de 313ug/g e 490ug/g, respectivamente
(Williams e Ellis, 1989). A quantidade dos componentes metabolitos de Gentiana lutea variou
conforme o estadio de desenvolvimento das plantas. Na fase de florag&o, as folhas foram ricas
em C-glicosideos, enquanto que O-glicosideos foram acumulados antes da floracéo

(Menkovic, Savikin-Fodulovic e Savin, 2000).

A espécie X. sericea (Figura 1) utilizada neste estudo com o intuito de avaliar a influéncia
dos fatores ambientais na composicao quimica e nas respectivas bioatividades ¢ uma planta
arborea, conhecida popularmente como pimenteira, pindaiba, embireira e pimenta-do-sertdo,
dentre outros (Lorenzi, 2002). Sua ocorréncia abrange o Distrito Federal, os Estados da Bahia,
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, So Paulo, incluindo o estado de
Tocantins (Maas et al., 2001). No Espirito Santo, a X. sericea é comumente encontrada na
Mata de Tabuleiro, na restinga e entre seus ecétonos (Leite, Lopes e Pereira, 2007; Lobao,
Araujo e Kurtz, 2005). Caracteriza-se por apresentar fruto apocarpico ou pseudo-sincarpico.
Flor axilar, caulinar ou em ramo flageliforme. Carpidios deiscentes. Estaminddios presentes.
Botdo estreitamente piramidal. Anteras septadas transversalmente. Carpidios elipsoides Flores
axilares. Laminas foliares 7-10,5 x 1-2 cm, estreitamente elipticas, glabras na face adaxial,
densamente cobertas por tricomas adpressos na face abaxial (Lobdo, Araujo e Kurtz, 2005)
(Figura 2).
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Economicamente, a X. sericea se destaca devido ao uso das cascas da madeira na industria
caseira de cordoaria. As sementes aromaticas e carminativas sdo usadas como condimento,
substituindo a pimenta do reino. A espécie pode ser usada em paisagismo devido ao porte e
beleza da arvore, bem como em plantios de areas degradadas por ser tratar de uma planta
adaptada a terrenos secos, de baixa fertilidade e produtoras de frutos comestiveis para
passaros (Lorenzi, 2002). Na medicina popular, a infusdo dos frutos de X. sericea € utilizada

no tratamento de perturbacdes gastricas (Corréa, 1987).

A maioria dos estudos relacionados com a composicdo quimica de X. sericea se restringem
apenas aos compostos volateis. A Figura 3 apresenta tais compostos isolados em X. sericea.
(Craveiro e Alencar, 1986; Takahash, Vieira e Boaventura, 2001).
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Figura 3. Compostos quimicos isolados a partir de 6leo essencial de X. sericea.
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(continuacéo)
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Figura 3. Compostos quimicos isolados a partir de 6leo essencial de X. sericea.
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O primeiro relato quimico dos 6leos essenciais da espécie X. sericea identificou 88,57% da
composicdo total do dleo, juntamente com 9,83% de moléculas identificadas apenas por
formulas moleculares e 1,60% ndo identificado. Entre os compostos identificados por
formulas moleculares, apenas dois foram alcodis sesquiterpenos em concentragdes
relativamente elevadas (4,45 e 2,61%) (Craveiro e Alencar, 1986). Em outro estudo, um
monoterpeno foi isolado das sementes de X. sericea juntamente com quatro kauranos, um
beyereno, um atiseno e quatro diterpendides traquilobanicos, incluindo um éster (Takahash,
Vieira e Boaventura, 2001). Ao avaliar a composi¢do quimica do 0leo essencial da casca da
raiz X. sericea, os resultados mostraram que 0s maiores constituintes foram p-cimeno (22,8%)
e a-gurjuneno (13,8%) (Fournier et al., 1994). A analise dos 0Oleos hidrolisados das raizes,
tronco, folhas e frutos de X. sericea permitiu a identificacdo de 39 constituintes diferente,

sendo nas raizes 38,4% de monoterpenos, 13,7% de diterpenos e 46,8% de sesquiterpenos; no
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troco, 68,6% de monoterpenos e 27,4% de sesquiterpenos; nas folhas 24,0% de monoterpenos
e 57,9% de sesquiterpenos; e frutas 74,8% de monoterpenos e 20,8% de sesquiterpenos
(Alencar e Silveira, 1996). Estudos avaliando a composicdo dos 6leos essenciais de frutos e
folnas de X. sericea apresentaram como constituintes majoritarios monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo que 57,43% de cubenol e 26,09% de a-epi-muurolol foram os
principais compostos encontrados nas folhas, enquanto 45,59% de B-pineno e 17,18% a-

pineno foram os componentes principais dos frutos (Pontes, Oliveira e Camara, 2007).

Com relacdo as potencialidades bioativas de X. sericea alguns poucos estudos apontam
atividade acaricida (Pontes, Oliveira e Camara, 2007), bacteriostatica e fungistatica (Fournier
et al., 1994) e alelopética (Borges et al., 1987). Atividade acaricida dos 6leos essenciais de
folhas e frutos de X. sericea foram testados frente ao acaro Tetranychus urticae Koch. O éleo
das folhas foi mais ativo que os frutos mostrando um valor de LCsy de 4,08 mL/L por um
periodo de 72 h (Pontes, Oliveira e Cémara, 2007). Em estudo com os constituintes
majoritarios do 6leo essencial da casca da raiz de X. sericea apontaram moderadas atividades
bacteriostatica e fungistatica (Fournier et al., 1994). O extrato fenolico das sementes de X.
sericea foi observado quanto a sua influéncia na inibicdo de semente de alface. Os resultados
mostraram que as sementes de alface germinadas, tanto em &gua como em solucdo de &cido
giberélico por trés dias, paralisaram o crescimento do hipocétilo logo ap6s o contato com o
extrato fenolico de X. sericea (Borges et al., 1987).

Como pode ser observado, os compostos fenolicos, na espécie X. sericea, sdo ainda pouco
conhecidos. No entanto, a literatura mostra que acdes bioldgicas sdo relacionadas aos
compostos fendlicos, principalmente, quando se trata dos flavonoides. Assim, estudos com o
objetivo de verificar tanto a composi¢do quimica, bem como suas potencialidades bioativas
em X. sericea sdo fundamentais para o conhecimento das propriedades terapéuticas da

espeécie.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Areas de Estudo

As partes aéreas de X. sericea foram coletadas em duas areas distintas, denominadas “A” e
“B”, sendo a area “A” localizada no Campus da CEUNES/ UFES (24 K 409141 7935248
UTM) e a area “B” no Parque de Itatinas (24 K 424856 7965387 UTM).

4.1.1 Area “A” — Campus da UFES/CEUNES

A area denominada “A” se refere a Area de Preservacdo Permanente (APP) do campus da
CEUNES/UFES, municipio de Sdo Mateus/ES. Esta area foi selecionada em funcdo da
notoria pressdo antrépica a qual foi recentemente submetida, sendo caracterizada pela
presenca predominante de espécimes da familia das gramineas, constituindo-se assim como
area caracteristica de pastagem. Ademais, destaca-se que parte da area “A” foi constituida
pela presenca de fragmento florestal de mata ciliar, sendo evidenciada a fitofisionomia de
Mata de Tabuleiro (Leite, Lopes e Pereira, 2007), entremeada por diversas espécies invasoras
(e.g. Eucalyptus sp.). O clima de Sdo Mateus é caracterizado por seco subumido. A
temperatura média anual varia entre 25°C a 30°C, no verdo e 19°C a 21°C, no inverno. O
indice de precipitacdo pluviométrica anual varia entre 1400 e 1500 mm, sendo as chuvas mais
fortes nos meses nos meses de outubro a abril perfazendo aproximadamente 75% da
precipitacdo total anual. A topografia da regido é plana, predominando o latossolo vermelho
amarelo distrofico, com fertilidade de média a baixa.

4.1.2 Area “B” — Parque de Estadual de Itatinas

A érea denominada “B” foi selecionada no ambito do Parque Estadual de Itaunas, distrito de
Itatnas, zona rural do Municipio de Concei¢do da Barra, na microrregido do Litoral Norte do
Espirito Santo. Para a coleta do material vegetal, o projeto foi amparado legalmente com a

autorizacdo do Instituto Estadual do Meio Ambiente (IEMA).

O Parque Estadual de Itatnas, segundo o disposto no Decreto no 4.967-E, de 08 de novembro
de 1991 possui 3.150 hectares de extensdo. A fitofisionomia do Parque apresenta ambientes
de mata de tabuleiro, restinga, dunas, estuarinos de mangues. Ha uma rica diversidade de
espécie tanto da fauna como da flora. Foram registradas mais de 414 diferentes espécies
vegetais, 43 de mamiferos, 183 de aves, 32 de répteis, 29 de anfibios e 101 de peixes (Plano

de manejo do Parque Estadual de Itatnas, 2004).
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O clima da regido caracteriza-se por quente e Umido, tipo Am de Kdppen. A temperatura
média anual é de aproximadamente 23,8°C variando de 27,1°C a 20,4°C. A precipitacdo média

anual é cerca de 1.408 mm (Plano de manejo do Parque Estadual de Itadnas, 2004).
4.2  Amostragem do material vegetal

Em cada area foram marcadas 10 plantas para amostragem ao acaso. As plantas de cada area
foram devidamente identificadas com etiquetas numeradas de 1 a 10. A amostragem foi
realizada nos meses de setembro/2010 e janeiro/2011, tendo como caracteristicas marcantes
um periodo seco e um chuvoso, respectivamente. O material vegetal foi composto pelas partes
aéreas das plantas, as quais foram colhidas aleatoriamente. Parte do material vegetal foi
utilizada para confec¢do de exsicata que foi depositada no Herbario da UFES com nimero de
tombo 23002.

4.3 Preparacdo das amostras

As folhas de X. sericea foram separadas do matéria vegetal coletado e, posteriormente,
submetidas a dessecacdo por aproximadamente sete dias em temperatura ambiente. Apos a
dessecacdo, 0 material vegetal seco foi pulverizado em moinho de facas tipo Willey. O
material pulverizado foi acondicionado separadamente e mantido sob refrigeracdo em

geladeira a 10° C.
4.4  Amostragem do solo

A metodologia de amostragem do solo foi baseada em Malavolta e colaboradores, 1997. Para
a determinacdo da area de amostragem considerou-se as areas proximas as plantas de X.
sericea. Antes da coleta do solo, a area foi ligeiramente limpa na superficie, afastando-se
apenas os detritos ndo decompostos como palha, pedacos de pau, dentre outros. Em cada
ponto foi coletado com o auxilio de amostrador tipo sonda e marreta, solo em duas
profundidades: 0 a 20 cm e 20 a 40 cm, totalizando cerca de 300 gramas de amostras. As
amostras foram devidamente homogeneizadas em baldes e acondicionadas em sacos plasticos

etiquetados.
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4.5 Avaliacdo de fatores ambientais
4.5.1 Anélise quimica do solo

As amostras de solo foram enviadas ao Laboratorio de Solos do CEUNES/UFES para
avaliacdo da qualidade nutricional do solo, pH e teor de matéria organica. Desta maneira,
foram analisados os macronutrientes e micronutrientes do solo. O fdsforo, o potéssio, o sédio,
o ferro, 0 manganés, o zinco e o cobre foram quantificados através do método de extracéo
MEHLICH 1 (HCI 0,05 mol L™ + H,S0,4 0,0125 mol L™). O calcio, 0 magnésio e o aluminio,
através do método de extracio KCI 1 Mol/L. O H*Al, através do método de titulagdo com
NaOH. O pH em H,0 (1:2,5) e a matéria organica foram analisados baseado na metodologia
estabelecida pela EMBRAPA (EMBRAPA, 1999).

4.5.2 Caracterizacdo das fases de desenvolvimento das plantas

As 10 plantas de cada area foram mensuradas quanto a altura e a circunferéncia na altura do
peito (CAP). A altura das plantas foi estimada através de marcacfes previamente
convencionadas no podao e a CAP foi medida com fita métrica.

4.6 Obtencao dos extratos

Para a obtencdo dos extratos etandlicos foram utilizados 300 mL de alcool etilico a 95-99%
em 50 gramas do material pulverizado oriundo das folhas das dez cada planta amostrada nas
diferentes areas e estacfes. O processo de maceracdo passiva perdurou por 15 dias
consecutivos, sendo que a cada cinco dias, o sobrenadante foi filtrado e o extrato foi
novamente embebido em etanol. O solvente foi eliminado sob vacuo, através de evaporador
rotatério a temperatura de 85°C. Os extratos brutos obtidos foram conservados em baixa
temperatura (-10°C). Para cada area de coleta e para as diferentes estacdes do ano, os extratos
etandlicos foram codificados conforme a Tabela 1.

Para obtencdo de um Unico extrato etandlico e de acetato de etila foram separadas cinco
plantas, escolhida aleatoriamente, de cada area (A e B) e época do ano (seca e chuvosa). Para
0 processo de maceragdo, conforme descrito acima, porcentagens iguais das cinco plantas
foram misturadas em um Unico recipiente. Além disso, a partir deste extrato etanolico foi
realizado uma extracdo seletiva para alcaloide obtendo-se um extrato alcaloidico. A tabela 2
codifica os extratos etanolico, acetato de etila e alcaloidico obtidos nas diferentes estacdes e

areas.
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Tabela 1. Codificacdo dos extratos etandlicos obtidos a partir das folhas de X. sericea
coletadas nas estacdes seca e chuvosa e nas areas A e B.

Area Plantas Estacdo seca Estacdo Chuvosa
1 AS; ACh;
2 AS, ACh,
3 AS; ACh;
4 AS, ACh,
A 5 ASs AChs
6 AS; AChg
7 AS, ACh;
8 ASg AChg
9 ASy AChy
10 ASlo AChlo
1 BS; BCh,
2 BS, BCh,
3 BS; BCh,
4 BS, BCh,
B 5 BSs BChs
6 BSe BChs
7 BS; BCh,
8 BSs BChg
9 BSy BChyg
10 BSyo BChy

Tabela 2. Codificacdo dos extratos etanolico, acetato de etila e alcaloidicos obtidos a partir
das cinco plantas escolhidas, aleatoriamente, nas estacfes seca e chuvosa e nas areas A e B.

Tipo de extratos Area Estacdo Codigo
A Chuvosa ET;
Etanolico Seca ET,
B Chuvosa ET,
Seca ET,
Chuvosa AC,
Acetato de etila Seca AC,
B Chuvosa AC;
Chuvosa AC,
A Seca AL,
Alcaloidico Chuvosa AL,
B Seca AL;
Chuvosa AL,

Todos os extratos etanolicos descritos na Tabela 1 foram monitorados por cromatografia de
camada delgada utilizando solventes de diferentes polaridades e reveladores especificos para

deteccdo dos tipos classes de metabdlitos secundarios.



38

4.7 Rendimento dos Extratos

Para a determinacdo da quantidade de extrato obtido (extrato total), para cada planta, foi
utilizada a equacdo TEA (%) = % x 100. Onde TEA = teor do extrato total (%); Mi = massa

inicial da amostra (g), Mf = massa final do extrato seco (Q).
4.8 Triagem farmacognostica a partir dos extratos obtidos

Os extratos etandlicos obtidos das plantas descritas na Tabela 1 foram submetidos a triagem
farmacogndstica segundo Costa (1982; 1986) para detectar os tipos de substancias presentes
nas espécies em estudo e, a partir dai, analisar as atividades bioldgicas relacionadas. Para cada
tipo de metabdlito ha reacdes especificas que indicam sua presenca a partir de alteracdo ou
formacédo de cor, espuma, fluorescéncia ou precipitado. Nesses testes foi avaliado a presenca
de flavonoides, triterpenos, esteroides, naftoquinonas, saponinas, heterosideos antracénicos,

taninos e alcaloides segundo metodologias descritas abaixo.
4.8.1 Determinagéo de Flavonoide
4.8.1.1 Reacdo de Cianidina

Uma pequena porcdo dos extratos etandlicos foi diluida e colocada em tubos de ensaios
distintos. Em 1 mL de extrato etan6lico diluido foi acrescentado 1 mL de HCI concentrado e
fragmentos de zinco em pd. Observaram-se os resultados apds a finalizagdo da reacéo.

4.8.1.2 Reagdo de AICl3

Em cépsula de porcelana foi adicionado 1 mL de extrato diluido e gotas de AICl; a 2% em
etanol. As capsulas foram aquecidas em bico de Bunsen até completa evaporacdo do extrato.
Posteriormente, a coloracdo das capsulas foi observada em luz ultravioleta. O procedimento
descrito acima foi realizado separadamente com todos os extratos obtidos.

4.8.2 Determinagdo de Cumarinas

Aplicou-se, separadamente, uma gota de cada um dos extratos etanolicos diluido em um
pedaco de papel filtro. Apos a secagem, o papel foi exposto sob luz ultravioleta para
observacdo de manchas fluorescentes. Posteriormente, encima de cada uma das gotas
anteriormente aplicadas foi adicionada uma gota de KOH a 10%. Apds a secagem, o papel foi

novamente levado a luz ultravioleta para observacéo.
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4.8.3 Determinacéo de Alcaloides

Em tubos de ensaios separados foi colocado 1 mL do extrato etanolico diluido e adicionado
1 mL de HCI. Posteriormente, acrescentaram-se gotas de reagente Dragendorff a fim de
observar a formacdo de precipitado laranja. O procedimento descrito acima foi realizado

separadamente com todos os extratos obtidos.
4.8.4 Determinacdo de Saponinas

Diluiu-se 20 mL do extrato etanolico previamente diluido em 15 mL de agua destilada. A fim
de deixar os extratos com pH neutro foi adicionado 1 mL de solucéo de carbonato de sddio
saturada. A mistura foi aquecida até a ebulicdo. Apés o resfriamento, filtrou-se a mistura com
algodéo separando cerca de 2 mL do filtrado numa proveta com tampa. Completou o volume
com agua destilada para 100 mL e agitou fortemente a proveta vedada com o dedo polegar
durante 50 segundos. Apds o repouso, observou-se o aparecimento de espuma persistente com

mais de 1 cm de altura.
4.8.5 Determinacdo de Esteroides e Triterpenos

Pequena porcdo dos extratos etandlicos foram lavados em cloroférmio, separadamente, de
modo a obter 3 mL da solucdo cloroférmica filtrada de cada extrato. Em tubos de ensaios,
adicionou ao filtrado, 2 mL de anidrido acético. Agitaram-se suavemente o0s tubos e
posteriormente, adicionou-se 3 gotas de acido sulfdrico concentrado. Apo6s a finalizacdo da
reacao a coloracdo da mistura foi observada.

4.8.6 Determinacdo de Heterosideos antraquindnicos

Em béqueres separados colocou-se 1 mL de cada um dos extratos descritos na Tabela 1
diluidos com 20 mL de solucdo aquosa de H,SO4 10%. A mistura foi aquecida até a ebuligdo.
A seguir, a mistura foi filtrada com algod&o. O filtrado foi agitado em funil de separacdo com
7 mL de éter etilico. As camadas, aquosa e organica, foram separadas em tubos de ensaio.
Adicionou-se, lentamente, no fundo de cada tubo 2 mL de solugéo aquosa de KOH 0,5 M.

Apos a finalizagdo da reagéo foi observada a coloragéo das misturas.



40

4.8.7 Determinagéo de Naftoquinonas

Em tubos de ensaios colocou-se, separadamente, 3 mL dos extratos etandlicos diluidos em
cloroférmio. Foi adicionado 2 mL de solu¢cdo de NH,OH. Os tubos foram agitados
vigorosamente deixando separar em duas fases distintas. Observou-se a coloracdo da camada
aquosa. O procedimento descrito acima foi realizado separadamente com todos os extratos
obtidos.

4.8.8 Determinacdo de Tanino
4.8.8.1 Reacdo de Polifenois

Colocou-se em tubos de ensaios, distintos, 2 mL de cada um dos extratos etandlicos
previamente diluidos e se acrescentaram 3 gotas de FeCls 2% do kit Quibasa. Apo6s o final da

reacao a coloracdo da mistura foi observada.
4.9 Obtencao dos extratos de Acetato de Etila

O material vegetal pulverizado oriundo das cinco plantas escolhidas, aleatoriamente, nas
diferentes areas e estacdes foi submetido a extracdo por maceracdo com acetato de etila. O

solvente foi eliminado sob vacuo, obtendo-se os extratos AC;, AC,, AC3 e AC, (Tabela 2).
4.10 Extracao seletiva para Alcaloides

Os extratos etandlicos ETy, ET,, ET3 e ET4 (Tabela 2) foram submetidos a extracdo seletiva
de alcaloides conforme Simdes (Simdes, 2003). Foram pesados 1,0 g destes extratos e,
posteriormente, adicionou-se 10 ml de solu¢do H,SO, 1,5%. O valor do pH aferido foi
aproximadamente 2. A solucéo foi agitada através de agitador magnético por uma hora. Apds
decantacdo, o sobrenadante foi filtrado. Para basificar o filtrado adicionou-se,
aproximadamente, 1 mL de NH4OH até atingir pH entre 7e 8. A solucéo foi colocada em funil
de separacdo para lavagem com cloroférmio. O procedimento foi executado por trés vezes
sendo utilizados 20 mL de cloroférmio em cada lavagem. Assim, fase organica foi separada
da fase aquosa. O cloroférmio foi evaporado em rota vapor e 0s extratos alcaloidicos (ALL,
AL2, AL3 e AL4) foram vertidos em placas previamente pesadas para estimar 0s respectivos

rendimentos.
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4.10.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O objetivo do trabalho utilizando CLAE foi determinar o perfil cromatografico dos extratos
etanolicos descritos na Tabela 1, bem como, identificacdo dos componentes presentes nas
amostras. Apds um estudo através de CCD utilizando silica gel e diversos sistemas de
solventes e reveladores, concluiu-se que a maioria das substancias presentes nos extratos se
referia a flavonoides. O trabalho experimental constituiu em encontrar uma metodologia de
analise dos padrdes de flavonoides e dos extratos obtidos, adequacdo das condicdes e

verificacdo da reprodutibilidade dos resultados.

Para avaliacdo quimica dos extratos etanolicos brutos foram preparadas amostras dissolvidas
para a concentracdo de 1,0 mg/mL, em solvente grau HPLC e posteriormente filtradas em
microfiltro Millipore Millex-HV 0,45 um. A anélise em HPLC foi realizada em cromatografo
liquido de alta eficiéncia marca HP (Hewlett Packard), série 1090, equipado, bomba injetora
automatica e detector do tipo “UV-diodo array”. Para a separa¢do dos compostos foi utilizada
coluna cromatografica de fase reversa RP-18 (5um) LiChroCART, com dimensfes de
125 x 4 mm, Merck.

A identificacdo dos flavonoides presentes nas amostras foi realizada através da comparacao
de tempos de retencdo de padrfes analiticos. A separacdo dos constituintes presentes nas
amostras foi efetuada utilizando-se um gradiente de elui¢do de &gua deionizada em sistema
Milli-Q (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B), conforme apresentado na Tabela 3. O fluxo

da fase movel foi mantido constante em 1 mL/min.

Tabela 3. Condic¢des cromatograficas para analise dos extratos etanolicos de X. sericea.

Tempo (min) Bomba A (Agua) Bomba B (Acetonitrila)
0 95% 5%
10 95% 5%
20 50% 50%
30 20% 80%
35 95% 5%

4.11 Ensaios bioldgicos
4.11.1 Testes de toxicidade frente a Artemia salina

O teste de letalidade das larvas de A. salina foi realizado de acordo com o método de Meyer
(Meyer et al., 1982). Os ovos encistados de A. salina foram incubados em agua marinha
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artificial. A cultura foi mantida a 28°C, sob luz e aeragdo constantes. Para a realizacdo do
teste, as amostras dos extratos etanélicos ETy, ET,, ET3 e ET4 (Tabela 2) foram dissolvidas
em 0,2 mL de DMSO e completadas a solucdo com 20 mL de dgua marinha artificial. Dessa
solucdo foram preparadas dilui¢Bes seriadas, em triplicata. Larvas em estadio metanauplii (10
unidades) foram adicionadas a cada tubo contendo as dilui¢Ges e as culturas foram incubadas
por 24 horas. Controles contendo DMSO (dimetilsulféxido) e K,Cr,O; (dicromato de
potassio) + DMSO foram incluidos no teste (controles negativo e positivo, respectivamente),
pois sabidamente sdo toxicos para a A. salina. Os valores de DLs, foram determinados em

ug/mL, utilizando o programa PROBITOS.
4.11.2 Avaliacdo da atividade antifungica contra fungos fitopatologicos

A atividade antifingica de X. sericea foi testada frente ao fungo Colletotrichum musae e
Colletotrichum gloeosporioides. Os fungos foram coletados diretamente do material doente e
identificados no laboratorio de fitopatologia do CEUNES/UFES.

4.11.2.1 Avaliacao da atividade antifungica frente a C. musae

Para o teste antifingico frente C. musae, foram pesados 30mg dos extratos etanélicos
descritos na Tabela 1 e dissolvidos, separadamente, em 150 pL de DMSO. Posteriormente, tal
solucdo foi adicionada em 30 mL de meio batata dextrose agar (BDA) fundente e vertido em
placas de Petri, obtendo-se a concentracdo final de 1000 ppm de cada extrato. Apds a
solidificacdo do meio, discos de micélio com diametro de 0,6 cm, provenientes de cultura de
C. musae, foram colocados no centro das placas. As placas com os discos permaneceram em
camara de desenvolvimento bioldgico (BOD) a 28°C, por 72 horas e em seguida procedeu-se
a medicdo do crescimento radial das coldnias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado e com trés repeticdes. Para testemunha foi utilizado o grupo controle contendo
apenas o fungo de interesse. Os resultados foram avaliados por meio do teste de Tukey
(p>0,05). Os extratos de acetato de etila AC1, AC2, AC3 e AC4 (Tabela 2) foram testados
frente a C. musae conforme método descrito acima. Ademais, os extratos Alcaloidicos ALL,
AL2, AL3 e AL4 (Tabela 2) também foram avaliados quanto & atividade antifangica frente ao
fungo C. musae. Para isso, as amostras foram testadas nas concentragfes de 200 ppm,

533,3 ppm, 400 ppm e 233,3 ppm, respectivamente.
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4.11.2.2 Avaliagdo da atividade antifingica frente a C. gloeosporioides

Para o teste antifngico frente C. gloeosporioides, os extratos etanolicos ETy, ET,, ET; € ETy
(Tabela 2) e os extratos acetato de etila AL;, ALy, AL; e AL, (Tabela 2) foram testados nas

mesmas condi¢Ges metodoldgicas descrita para o teste com C. musae.
4.11.3 Avaliacdo da antifungica frente a Candida albicans

A atividade antiflngica dos extratos etandlicos ETy, ET,, ET3 e ET,4 (Tabela 2) e os extratos
de acetato de etila ACy1, AC,, AC3 e AC, (Tabela 2) foi testada através da técnica de difusédo
em disco, utilizando-se os meios de cultura 4gar Sabouraud e agar Mueller-Hinton. O in6culo
de C. albicans foi preparado através da realizacdo de suspensédo de células da levedura com 48
horas de incubagdo. A padronizacdo do indculo foi feita pelo acerto da transmitancia 85 a
90% em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 530 nm. 100 pL do inoculo foram
semeados na superficie de cada placa com os meios de culturas citados, espalhando com o
auxilio de um swab estéril até que toda a superficie da placa tenha sido homogeneamente
recoberta com o inoculo. Com o auxilio de uma pinca previamente flambada, os discos de
papel filtro com uma distancia aproximada de 4 cm um do outro foram delicadamente
dispostos na placa. Em cada disco foi entdo aplicado com 8 pL de cada extrato vegetal,
incluindo um controle positivo (droga azolica, fluconazol na concentragdo de
64 pg/mL, considerada CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) suficiente para inibir cepas de
C. albicans sensiveis a esta droga. Foi também incluida a aplicacdo de alcool etilico, como
controle negativo, por ser o solvente utilizado no preparo de alguns extratos. As placas foram
incubadas e ap6s 24 horas em estufa a 37°C e, posteriormente, foram realizadas as leituras do
halo de inibicdo com auxilio de paquimetro. A realizagdo do teste de difusdo em disco para 0s
extratos foi feita apos o preparo de 5 (cinco) diluicdes de cada extrato que foram diluidos nas
1:100 (A), 1:200 (B), 1:1000 (C), 1:5000 (D) e 1:10000 (E).

4.11.4 Avaliacdo de atividade alelopética frente a semente de Allium cepa

A atividade alelopatica do extrato fendlico de X. sericea ja é reconhecida, em literatura, frente
a sementes de alface. Portanto, este estudo realizou teste alelopatico com o0s extratos
etanolicos ET;, ET,, ET3; e ET, (Tabela 2) de X. sericea, a fim de avaliar a atividade
alelopatica dos mesmos frente a sementes de A. cepa, cultivar Baia Periforme (cebola). Para
isso, foram realizados quatro tratamentos com diferentes concentragdes: 0,6 mg/mL 0,3

mg/mL, 0,1mg/mL e agua destilada como controle negativo (CN). As sementes de cebola
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foram acondicionadas em placas de Petri forradas com papel filtro e embebidas diretamente
em extrato vegetal nas diferentes concentragdes e em agua destilada. As placas foram
mantidas em temperatura ambiente e umidificadas com as respectivas solucdes dos extratos
vegetais, sempre que necessario. O nimero de sementes germinadas foi contado a partir do
primeiro dia da implantacdo do experimento até o décimo segundo dia, sempre no mesmo
horario. O teste de primeira contagem foi realizado no sexto dia apés o inicio do experimento
(Souza, 2005). Ao final do décimo segundo dia as sementes que, visivelmente, apresentaram a
protusdo da radicula através do tegumento (Adegas, Voll, e Prete, 2003; Alves et al., 2004)
foram medidas através de régua graduada em mm, com o objetivo de verificar o efeito
alelopético dos extratos sobre o crescimento da raiz. O indice de velocidade da germinacao
(IVG) foi calculado segundo a formula de Maguire (Maguire, 1962). Para o célculo da
porcentagem de germinacao (G) utilizou-se a férmula de acordo com Labouriau e Valadares
(1976). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com duas
repeti¢des de 50 sementes cada. A comparagdo entre as médias foi feita utilizando o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para facilitar a leitura dos tratamentos nas analises estatisticas

os extratos foram codificados conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Codificagdo dos tratamentos do teste alelopatico.

Extrato Concentracdo mg/ml  Caodigo
ET, 0,6 ETi6
ET, 0,3 ETis
ET, 0,1 ETi1
ET, 0,6 ET.s6
ET, 0,3 ET2s
ET, 0,1 ET,a1
ETs 0,6 ETss
ETs 0,3 ETss
ETs 0,1 ETss
ET, 0,6 ETss6
ET, 0,3 ETss
ET, 0,1 ETsa

Controle 0,0 C

4.11.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e

Escherichia coli

O potencial antimicrobiano dos extratos etanolicos ET1, ET2, ET3 e ET4 (Tabela 2) e acetato
de etila AC1, AC2, AC3 e AC4 (Tabela 2) de X. sericea foi testado frente as bactérias E. coli
ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923. O teste foi preparado com 0,2 mg dos extratos
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dissolvidos em 200 pL de DMSO. As cepas foram repicadas em meio Plate Count Agar
(PCA) e incubadas a 35°C por 24 horas antes do teste. Para o preparo do indculo, as culturas
jovens de cada bactéria foram suspendidas em solucédo salina estéril. Aliquotas de 0,2 mL de
cada suspensao foram adicionadas em placa de Petri contendo 20 mL de Agar Mueller Hinton
solidificado. Com alga de Drigalski suspensdo foi delicadamente uniformizada por toda a
placa. Discos de papel estéreis embebidos com os extratos foram inseridos no meio de cultura.
As placas foram mantidas a temperatura de 35°C por 24 horas para o crescimento das cepas.
O teste foi realizado em triplicatas. Apds o periodo de incubacéo, as placas foram retiradas da
estufa e os halos de inibicdo foram medidos, quando presentes. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicatas. Para o controle negativo utilizou-se DMSO e para o controle

positivo foram utilizados os antibidticos comercias, Cloranfenicol e Vancomicina.
5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacéo das fases de desenvolvimento das plantas

A altura média das plantas da area B foi de 5,6+2,8 m e da area A de 7,8+1,6. A
circunferéncia na altura do peito das plantas da area A foi de 21,0£10,3 e da area B de
27,0£15,0. As analises de influéncia do estadio de desenvolvimento das plantas nas atividades

de X. sericea ndo apresentaram resultados estatisticos significativos.
5.2 Qualidade nutricional do solo

O pH das duas areas amostradas apresentou-se bastante acido, uma vez que o indice ideal
varia entre 6,0 e 6,5 (tabela 5). Além disso, como o teor de matéria organica (M.O.) foi baixo
nas duas areas e, consequentemente, o efeito tampédo nao pode ser efetivo, a area B esta sob
maior estresse de acidez que a area A. Quando o solo é muito &cido, o aluminio que esta preso
nos minerais da argila dissolve-se no solo como particulas toxicas e eletricamente carregadas.
Desta maneira, a saturacdo do aluminio (m) foi maior na area B, o que indica maior
toxicidade para as plantas desta area. O teor de potassio (K), fésforo (P), célcio (Ca) e
magnésio (Mg) foram baixos nas duas areas. Com relagéo a concentragdo de sodio (Na) nas
areas amostradas, € notorio que a area B, por estar mais proximo do litoral apresentou maiores
valores que a &rea A, 0 que promove maior estresse salino sob as mesmas. A saturagdo de
base (V), ou seja, a capacidade de retencdo de nutrientes de carga positiva no solo foi maior
na area A. Como a taxa de absor¢cdo de um nutriente pela planta depende dos cations

dissolvidos na solucdo do solo pode-se inferir que as plantas da area B estdo sob maior
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estresse de nutrientes que as da area A. Os demais nutrientes analisados ndo apresentaram

diferencas significativas nas duas areas.

Tabela 5. Resultados da analise quimica do solo da area A e B.

B

Anélise Unidade Profundidade Profundidade
0-20 20-40 0-20 20-40
pH - 5,0+0,40 5,1+0,40 4,5+0,4 4,5+0,2
K mg/dm® 25,0+10,5 9,1+2,8 24,0+9.4 12,0+4,1
P mg/dm?® 1,0+0,0 1,0+0,0 1,0£0,0 1,0£0,0
Ca cmolc/dm?® 0,4+0,3 0,3+0,2 0,3+0,2 0,1+0,1
Mg cmolc/dm?® 0,4+0,1 0,2+0,1 0,3+0,2 0,240,1
Al cmolc/dm?® 0,6+0,5 0,4+0,3 0,7+0,4 0,7+0,2
H*Al cmolc/dm?® 2,940,7 2,620,7 5,7+1,9 5,0+1,23
M.O dag/dm® 1,740,5 1,6+0,6 1,9+0,4 1,7+0,4
s cmolc/dm?® 0,9+0,3 0,6+0,2 0,8+0,4 0,4+0,2
t cmolc/dm?® 1,3+0,1 0,9+0,1 1,440,2 1,140,2
T cmolc/dm?® 3,8+0,5 3,2+0,5 6,4+1,8 5,4+1,1
Vv % 24,9+0,5 18,0+10,0 12,647,4 8,2+3,7
m % 30,2+18,3 42,6+25,7 49,6242 63,6+12,8
Na mg/dm® 3,7+4,2 3,742 12,0+4,1 11,1#5,3
S mg/dm® 5,3+3,1 9,2+8,6 10,2+2,4 75419
Fe mg/dm?® 21,4+8,6 28,2+10,8 25,7+14,2 23,0+13,8
Mn mg/dm® 2,742,9 1,6+1,6 0,7+1,97 0,1+0,0
Zn mg/dm® 0,3+0,3 0,2+0,1 0,2+0,1 0,4+0,3
Cu mg/dm® 0,2+0,2 0,2+0,2 0,1+0,05 0,1+0,1

*s = soma de bases; V= saturacdo de base; t = capacidade de troca de cations efetiva; T concentracdo pH 7,0; m= saturagdo de aluminio.

5.3 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

5.3.1 Extrato etandlico

Os resultados da média do rendimento dos extratos etanolicos obtidos na area B, durante as

duas estacOes do ano estdo expostos na Tabela 6. Nota-se que o rendimento dos extratos na

estacdo chuvosa foi maior que na estacédo seca.
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Tabela 6. Média do Rendimento (%) dos extratos etandlicos da area B obtidos nas estacdes
seca e chuvosa.

Meédia do
Estacéo Rendimento
(%)
Seca 7,46 £ 1,68
Chuvosa 10,81 + 2,58

A Tabela 7 apresenta a média do rendimento (%) dos extratos obtidos na area A, durante as
duas estacGes do ano. Nota-se que o rendimento dos extratos na estacdo chuvosa foi maior

que na estagdo seca.

Tabela 7. Média do Rendimento (%) dos extratos etanolicos da area A obtidos nas estacdes
seca e chuvosa.

Meédia do
Estacéo Rendimento
(%)
Seca 9,10+ 2,14
Chuvosa 14,51 + 1,44

5.3.2 Extrato de acetato de etila

O rendimento (%) dos extratos de acetato de etila AC;, AC,, AC3 e AC, obtidos na area A e
B, durante as duas estacdes do ano séo apresentados na Tabela 8. Observa-se que 0s extratos
da area A apresentaram maior rendimento (%) na estacdo chuvosa (4,74%) e 0s extratos da
area B, na estacdo chuvosa (3,43%). Desta maneira, verifica-se que os fatores ambientais
relacionados com as diferentes areas atuaram sinergicamente com as diferentes estacdes do
ano, influenciando o rendimento dos extratos de acetato de etila. Considerando que o estresse
hidrico pode atuar tanto aumentando como diminuindo a producdo de varios tipos de
metabolitos secundarios (Gobbo-Neto e Lopes, 2007), um estudo para avaliar os fatores

bioticos e abidticos das areas é necessario para melhor compreensdo das interacdes sinérgicas.

Tabela 8. Rendimento (%) dos extratos de acetato de etila das areas A e B obtido nas
diferentes estacbes amostradas.

Area Estacio Rendimento (%)
A Seca 4,74
Chuvosa 1,71
B Seca 3,04

Chuvosa 3,43




48

5.3.3 Extrato Alcaloidico

A Tabela 9 apresenta o rendimento (%) dos extratos alcaloidicos ALj, AL, ALz, AL, obtidos
na area A e B, durante as duas estacdes do ano. Os extratos da area A apresentaram maior

rendimento na estacao chuvosa (1,60%) e os extratos da area B, na estacdo seca (3,43%).

Tabela 9. Rendimento (%) dos extratos Alcaloidicos das areas A e B obtido nas diferentes
estacOes amostradas.

Area Estacio Rendimento (%)
A Seca 0,30
Chuvosa 1,60
B Seca 1,20
Chuvosa 0,70

54 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

A partir da elaboragdo e revelacdo das placas cromatogréficas de camada delgada verificou-se
que as plantas das duas areas amostradas (A e B) sdo quimicamente diferentes. Essa
observacao foi evidenciada pelo aparecimento de fluorescéncia amarelada sob luz ultravioleta
em regibes distintas das placas apds a revelacdo com reagentes especificos para a classe de
flavonoides (Havsteen, 2002; Martinez-Fl6rez et al., 2002). Além disso, nas placas eluidas
com a presenca de substancias padrdes, foi possivel identificar a hesperidina e a quercetina

tanto na area A como na area B.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos sintetizados pelos vegetais a partir da fenilalanina,
tém se destacado dentre as substancias atualmente estudadas em virtude de sua diversidade de
acOes terapéuticas, como efeitos antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, antineoplasico,
antioxidante, anti-hepatotoxico, anti-hipertensivo, hipolipidémico, anti-inflamatorio,
antiplaquetario. Ademais, os flavonoides séo utilizados no tratamento de sintomas da
menopausa (Machado et al., 2008), doencas cardiacas coronérias (Pace-Asciak et al., 1996),
aterosclerose (Martinez-Flérez et al., 2002) e cancer (Jang e Udeani, 1997). Com relagdo a
guercetina destacam as propriedades de potencial antioxidante, anticarcinogénico e efeitos
protetores aos sistemas renais, cardiovascular e hepatico (Behling et al, 2004). Ja a
hesperidina estd comumente relacionada com a capacidade de reduzir o colesterol e as
triglicérides do plasma, inibe a taxa de oxidagdo da LDL (Kurowska et al, 2000). Neste
contexto, os extratos de X. sericea possivelmente apresentam diversas potencialidades

terapéuticas referentes aos compostos da classe de flavonoides.



49

55 TRIAGEM FARMACOGNOSTICA

A triagem farmacogndstica dos extratos etandlicos de X. sericea, identificados na Tabela 1
indicou a presenca de alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroides, taninos do
tipo pirocatéquico, cumarinas simples e naftoquinonas. As Tabelas 10, 11,12 e 13 apresentam
os resultados dos tipos de classes quimicas observados em cada planta nas diferentes areas e
estacoes do ano. Nota-se que os compostos das classes dos alcaloides, flavonoides e
cumarinas simples foram encontrados em todas as estacdes e areas amostradas. Ja a presenca
de saponina e naftoquinonas foi evidenciada apenas na area A durante a estacdo seca. Os
triterpenos foram encontrados, em sua totalidade, nas plantas da &rea A durante a estacdo
seca, sendo que 30% das plantas da area B também apresentaram estes compostos durante a
estagdo seca. Em contraposto, durante a estacdo chuvosa, 0s triterpenos ndo foram
evidenciados. Contrariamente a estes resultados, a presenca dos esteroides foi mais expressiva
nas duas areas durante a estagdo chuvosa. Os taninos somente ndo foram encontrados no
periodo de seca na area B. Ndo foram observadas as presencas de heterosideos antracénicos
nas areas e estacdes amostradas. A deteccdo de compostos que possuem baixa concentracao
nos extratos pode ser mascarada durante a triagem farmacognostica devido a pouca
sensibilidade do método. Assim, os compostos que ndo foram encontrados no teste podem
estar presentes nos extratos obtidos nas diferentes areas e estacdo do ano, porém em baixa

concentracéo.

Tabela 10. Tipos de classes de metabdlitos secundarios encontrados nos extratos etandlicos
de X. sericea obtidos na area A durante a estacdo seca.

CLASSES DE EXTRATOS
COMPOSTOS AS; AS, AS; AS; AS; ASg AS; ASg ASg ASy

Alcaloides + + + + + + + + + +
Flavonoides + + + + + + + + + +
Saponinas - + + + + + + + + +
Triterpenos + + + + + + + + + +
Esteroides - - - - - - - - - -
Taninos

Pirocatéquicos + + + + + + + + + +
Cumarinas

Simples + + + + + + + + + +

Heterosideos
Antracénicos
Naftoquinonas + + + + + + + + + +
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Tabela 11. Tipos de classes de metabolitos secundarios encontrados nos extratos etanolicos
de X. sericea obtidos na area A durante a estacdo chuvosa.

CLASSES DE EXTRATOS
COMPOSTOS ACh; ACh, AChz AChs; AChs AChg ACh; AChg AChg AChyg
Alcaloides + + + + + + + + + +
Flavonoides + + + + + + + + + +
Saponinas - - - - - - - 3 ) )
Triterpenos - - - - - - . ) } )
Esteroides + + + + + + + + + +
Taninos

Pirocatéquicos + + + + + + + + + +
Cumarinas

Simples + + + + + + + + + +

Heterosideos
Antracénicos
Naftoquinonas

Tabela 12. Tipos de classes de metabolitos secundarios encontrados nos extratos etanolico de
X. sericea obtidos na area B durante a estacao seca.

CLASSES DE EXTRATOS
COMPOSTOS BS; BS, BS; BS; BS; BSs BS; BSg BSy; BSj
Alcaloides + + + + + + + + + +
Flavonoides + + + + + + + + + +
Saponinas - - - - - - - - - ;
Triterpenos - - - - - + + + .
Esteroides + + + + + - - - + +
Taninos
Pirocatéquicos - - - - - - - - - -
Cumarinas
Simples + + + + + + + + + +

Heterosideos
Antracénicos
Naftoquinonas
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Tabela 13. Tipos de classes de metabolitos secundarios encontrados nos extratos etanolicos
de X. sericea obtidos na area B durante a estacdo chuvosa.

CLASSES DE EXTRATOS
COMPOSTOS BCh; BCh, BCh; BCh, BChs; BChs BCh; BChs BChy BChy
Alcaloides + + + + + + + + + +
Flavonoides + + + + + + + + + +
Saponinas - - - - - - - ; ) )
Triterpenos - - - - - - - . ) )
Esteroides + + + + + + + + + +
Taninos
Pirocatéquicos + + + + + + + + + +
Cumarinas
Simples + + + + + + + + + +

Heterosideos
Antracénicos
Naftoquinonas

5.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A partir da comparacao dos tempos de retencdo e espectros no UV dos padrbes e amostras

dos extratos foi possivel identificar a rutina, hesperidina e quercetina. (Figuras 4 e 5).
OH
OCH;
ramglic) I 0] ‘ HO

OH O

OH O CH O
Hesperitina Quercetina Rutina

Figura 4. Substéncias identificadas nos extratos analisados.
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Figura 5. Espectros no UV das substancias identificadas atraves de CLAE.
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Foram observadas diferengas em relacdo ao perfil cromatogréfico entre as plantas da area A e
B como pode ser observado nas Figuras 6, 7 e 8. Desta forma, pode-se inferir que as
diferentes condi¢bes na composicdo quimica do solo encontradas nas areas de amostragem

podem ser responsaveis pelas alteracdes no perfil quimico das amostras analisadas.

Spectrumn Max Plot
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* O sinal em 14,5 min. corresponde a quercetina e 10,20 min. corresponde a hesperidina.

Figura 6. Cromatograma do extrato etandlico da amostra 5 — area B.
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* 0 sinal em 10,3 min. corresponde a hesperidina.

Figura 7. Cromatograma do extrato etandlico da amostra 5 — area A
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* 0 sinal em 9,5 min. corresponde a rutina.

Figura 8. Cromatograma do extrato etandlico da amostra 1 — area A

5.7 Atividades bioldgicas de X. sericea e a influéncia do ambiente

Os resultados apresentados a seguir abordam os testes relacionados as atividades
antimicrobiana, antiflngica, citotoxica e alelopética de X. sericea e a influéncia do ambiente
nessas atividades. De uma maneira geral, as diferentes condi¢cbes ambientais encontradas nas
areas amostradas (A e B) e as diferentes estacfes do ano (seca e chuvosa) de alguma forma,
influenciaram as atividades bioldgicas de X. sericea. Os resultados revelaram que os extratos
de X. sericea da area B possuiram maior efeito sobre as bioatividades testadas, exceto para o
potencial citotoxico. Desta maneira, considerando que em &reas menos fragmentadas séo
encontradas maior riqueza e abundancia de espécies e consequentemente, maiores interacdes
das plantas com micro-organismos, inseto e outras plantas ocorrem nestas areas, 0
metabolismo secundario das plantas do Parque de Itatnas pode ter sido potencializado devido
as acodes sinérgicas provocadas por tais relacdes ecoldgicas (Einhellig, 1999). Ademais, como
o resultado da anélise quimica do solo das areas amostradas apresentou maior estresse
quimico na B, é possivel inferir que isto pode ter provocado fortes alteragdes na qualidade
e/ou quantidade dos compostos metabolitos de X. sericea aumentando o potencial bioativo
das plantas da area B. Contudo, estudos mais aprofundados sobre os indices de riquezas e
abundancia, bem como das relagGes ecologicas sdo necessarios para compreensdo das

complexas interacGes bidticas e abioticas existentes nas areas amostradas.
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Reportando-se a influéncia da sazonalidade no potencial bioativo de X. sericea, foi possivel
atentar que os resultados somente foram estatisticamente significativos quando a estacdo seca
atuou aumentando as atividades antimicrobianas, citotoxica e antifungica frente a C.
gloeosporioides. Assim, os resultados corroboram com estudos onde o estresse hidrico atua
potencializando o rendimento de varios compostos secundarios, e consequentemente, poderia
aumentar as respectivas atividades biol6gicas. Um exemplo é um estudo com Phytolacca
dodecandra onde o teor de saponina dos extratos aquoso dos frutos foi maior durante a
estacdo seca. (Ndamba, Lemmich e Molgaard, 1994). Entretanto, em raizes de Ginseng,
apesar de maiores teores de compostos secundarios serem encontrados na estacdo seca, a
atividade bioldgica relacionada & saponina foi maior na estagdo chuvosa (Kim et al., 1981).
Tal resultado contradiz o que foi evidenciado nos extratos de X. sericea. Assim, torna-se
evidente que sdo necessarios estudos de aprofundamento que correlacionam o teor dos

compostos secundarios com atividades bioldgicas existentes.
5.7.1 Atividade citotoxica
5.7.1.1 Citotoxicidade de X. sericea frente a A. salina

Os resultados indicam que os extratos etanolicos ndo apresentaram toxicidade frente a A.
salina, com DL50 > 1000 ppm (Tabela 14). Assim, a utilizacdo da X. sericea é considerada

segura, uma vez que a mesma pode ser bem tolerada frente ao sistema biolégico.

O uso inadequado de plantas medicinais pode acarretar tanto uma acédo terapéutica ou toxica
(Gomes et al, 2001). Portanto, devido a preocupacdo com a satde humana, estudos cientificos
tém atentado para se realizar testes toxicolégicos com o objetivo de verificar e/ou prever a
citotoxicidade de substancias nos sistemas biologicos (Forbes e Forbes, 1994). Dentre 0s
ensaios de citotoxicidade, o teste frente a A. salina é o mais comumente utilizados (Meyer et
al., 1982).

Tabela 14. Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos etanolicos de X. sericea frente a Artemia
salina (DLsp).

Extrato Dlsoppm
Dicromato de potassio 110
ET, >1000
ET, >1000
ETs >1000

ET, >1000
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5.7.1.2 Estudo da Influéncia dos Fatores Ambientais na Atividade Citotdxica de X.
sericea

Apesar da auséncia de citotoxicidade de X. sericea, 0s resultados obtidos na analise estatistica
da interacdo dos fatores ambientais na atividade citotdxica da planta mostraram que houve
uma influéncia significativa das diferentes areas e estacdo do ano no seu potencial citotoxico.
A partir da Figura 9, observa-se que o efeito citotoxico dos extratos da area A foi maior que
da area B. Ademais, a atividade citotoxica dos extratos etanolicos foi maior na estacdo seca
que na chuvosa. Tal resultado indica que o estresse hidrico apresentou uma correlacdo
positiva com a atividade citotoxica de X. sericea. Assim, podemos inferir que o estresse

hidrico provocou um aumento na sintese de metabdlito secundario relacionado com a
atividade de citotoxicidade.

100
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0
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Seca Chuvosa
Area Estacdo

Mortalidade (%)

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 9. Percentual de morte de A. salina frente aos extratos etanélico das diferentes areas e
estacdes do ano.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15, a area B apresentou diferencas
significativas nas diferentes esta¢cdes do ano quando. Ademais, considerando as duas estacoes,

os dados mostram que diferencas significativas também ocorrerem nas duas areas amostradas.
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Tabela 15. Estudo de interacédo dos fatores area x estacdo do ano no percentual de morte de A.
salina.

Estacéo A Area 5 Média

Seca 100,00 Aa 80,20 Ab 90,10 A

Chuvosa 97,98 Aa 62,52 Bb 80,25 B
Média 98,99 a 71,36 b

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitscula na coluna e pela mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

A partir dos dados expostos na Tabela 16 observa-se que somente a area B apresentou
diferencas estatisticas com relacdo a atividade citotdxica na menor concentracdo testada.
Além disso, em todas as concentracdes a atividade citotdxica foi estatisticamente diferente nas

areas amostradas.

Tabela 16. Estudo de interacdo dos fatores concentracdo x area no percentual de morte de A.
salina.

Concentracao Area .
(mg/mL) A B Media
250 96,97 Aa 49,54 Bb 73,26 B
500 100,00 Aa 80,76 Ab 90,38 A
1000 100,00 Aa 83,78 Ab 91,89 A
Média 98,99 a 71,36 b

* Médias seguidas pelas mesmas letras maidscula na coluna e pela mesma letra miniscula na linha ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

5.7.2 Avaliacdo da atividade antifungica frente a C. musae

Os resultados do teste antifungico indicaram que os extratos etandlicos, acetato de etila e
alcaloidico de X. sericea inibiram o crescimento do fungo C. musae em todos os tratamentos
testados. O C. musae € um fungo patdgeno comum de frutos de banana (Musa spp.) que
causa a antracnose com ampla distribuicdo geografica onde a bananeira é cultivada (Wardlaw,
1972). A antracnose é uma das mais importantes doencas causadas em frutas devido aos
diversos problemas causados nas pds-colheitas (Kimati, 2005). Tais doengas provocam perdas
quantitativas e qualitativas nas colheitas em consequéncia da deterioracdo, descoloracdes,
manchas e producdo de odores desagradaveis provocados pela colonizacdo de frutas por
fungos (Chitarra e Chitarra, 1990). Desta forma, o uso de extratos vegetais de X. sericea pode
ser efetivo no controle do fitopatdgeno causador da antracnose minimizando assim, 0s
prejuizos causados na comercializagdo. Além disso, devido aos preocupantes efeitos de

resisténcia do patdgeno frente aos defensivos agricolas e a alta toxicidade dos mesmos no
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meio ambiente, os extratos de X. sericea podem ser uma importante alternativa para a

agricultura.

A Figura 10 mostra que para os extratos etanolicos obtidos durante a estacdo seca, na area A,
o0 percentual de inibicdo dos extratos etandlicos variou entre 19,05% e 42,86%. Nota-se que 0
maior potencial antifungico em relacdo a testemunha foi referente a planta 6, durante a
estacdo seca. Em relacdo os extratos obtidos na estacdo chuvosa, na area A, o percentual de
inibicdo variou entre 11,80% e 42,70%, sendo que o maior potencial antifungico em relacdo a

testemunha foi encontrado na planta 6.
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Figura 10. Médias do percentual de inibigdo dos extratos etanolicos obtidos das plantas da
area A durante as estacOes seca e chuvosa.

Para os extratos da area B coletados no periodo seco, o percentual de inibicdo dos extratos
etanolicos variou entre 13,81% e 57,14%. (Figura 11). O maior potencial de acdo em relacdo a
testemunha foi referente a planta 5. Ja o percentual de inibicdo dos extratos etanolicos da area
B, coletados na esta¢do chuvosa, variou entre 3,37% e 55,06%. O maior potencial de agédo em
relagdo a testemunha foi referente a planta 5.



58

60,00 57,14
55,06
50,00
46,07

40,00 37,14
;‘E 34,29
o 30,90 30,09 30,95
s, 30,00 26.40
o
= ool s 22,86

20,00 . 16,85 19.52 16,67

/L 11,80
10,00
506 B Chuvosa
3,37
0,00 ] | | ] | e | ] 0,00 | B 0.0 0,00 & Seca
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Testemunha

Tratamentos

Figura 11. Médias do percentual de inibigdo dos extratos etanolicos obtidos das plantas da
area B durante as estacdes seca e chuvosa.

A Figura 12 apresenta o diametro do halo de crescimento dos extratos de acetato de etila
(tabela 2). Observa-se que o diametro do halo de crescimento variou entre 2,13 e 3,77 cm. O
maior potencial de inibicdo (60,25%) em relacdo a testemunha foi obtido na area B, durante a

estacdo chuvosa.
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Figura 12. Médias do diametro do halo de crescimento de C. musae tratados com extratos de
acetato de etila.

Para os extratos alcaloidicos descritos na Tabela 2, o didmetro do halo de inibicdo variou
entre 3,30 e 4,33 cm (Figura 13). O maior potencial de inibicdo (37,89%) em relacdo a

testemunha foi obtido no da area B durante a estacéo seca.
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Figura 13. Médias do didmetro do halo de crescimento de C. musae tratados com extratos
alcaloidicos.

Diametro do halo de crescimento (cm)

5,37

Testemunha

5.7.2.1 Estudo da influéncia dos fatores ambiental na atividade antifingica de X.

sericea frente a C. musae

A Figura 14 mostra, claramente, que o potencial antifingico de X. sericea foi maior nos
extratos de acetato de etila, uma vez que o diametro do halo de crescimento do fungo testado
apresentou-se menor neste tipo de extrato. Além disso, observa-se que os extratos obtidos na
area B foram mais ativos que da area A e que as diferentes estacdes do ano nao influenciaram

na atividade antifungica.
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Figura 14. Avaliacdo do potencial antifungico dos extratos etandlicos e acetato de etila
obtidos nas diferentes areas e estacdo do ano frente a C. musae.

Analisando os dados da Tabela 17 observa-se que somente na area A o0s resultados
apresentaram diferencas estatisticas nos extratos testados. Além disso, nota-se que 0s extratos

se comportaram diferentemente nas areas amostradas.

Tabela 17. Estudo da interacdo dos fatores area x extrato na atividade antifungica frente a C.
musae.

Area L
Extrato A 5 Média
Acetato de Etila 3,23 Ba 2,35 Bb 2,80B
Etanolico 4,20 Aa 2,83 Bb 3,51 A
Meédia 3,74 a 3,00b

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitscula na coluna e pela mesma letra miniscula na linha ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

5.7.3 Avaliacdo da atividade antifungica frente a C. gloeosporioides

Os resultados do teste antifangico frente a C. gloeosporioides apresentaram que 0s extratos
etandlicos e acetato de etila de X. sericea inibiram o crescimento do fungo em todos os
tratamentos testados. Desta forma, o uso de extratos vegetais de X. sericea pode ser efetivo
no controle de C. gloeosporioides, fungo responsavel por provocar manchas e podriddes nas
polpas de vérias espécies de frutas na pds-colheita impedindo a comercializagdo das mesmas.
(Prusky, Dickman e Freeman, 2000).
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Os dados referentes as médias do halo de crescimento de C. gloeosporioides, tratados com o
extrato etanolico, obtidos nas &reas de amostragem e nas diferentes estacfes do ano estdo
expostos na Figura 15. O diametro do halo de crescimento variou entre 5,07cm e 5,87cm.

Observa-se que o maior potencial antifungico (28,97%) em relacdo a testemunha foi

7,13

Testemunha

encontrado na B durante a estagéo seca (Tabela 1).
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Figura 15. Médias do diametro do halo de crescimento de C. gloeosporioides tratados com
extratos etandlicos.

Didmetro do halo de crescimento (cm)

A Figura 16 indica que o didmetro do halo de crescimento de C. gloeosporioides tratados com
extrato de acetato de etila variou entre 5,03 cm e 6,47 cm sendo que o maior potencial
antifingico (29,41%) foi o referente aos extratos obtidos na area B durante a estacdo seca
(Tabela 1).
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Figura 16. Meédias do diametro do halo de crescimento de C. gloeosporioides tratados com
extratos de acetato de etila.

Diametro do halo de crescimento (cm)

7,13

Testemunha

5.8 Estudo da influéncia dos fatores ambientais na atividade antifingica de X. sericea

frente a C. gloeosporioides

A Figura 17 apresenta o extrato etandlico como o mais ativo com relacdo a atividade
antifungica. Sendo assim, verifica-se que para o fungo C. gloeosporioides, o extrato etanélico
com diversas classes de metabolitos secundarios foi mais efetivo do que o extrato acetato de
etila. Ademais, os extratos da area B e na estacdo seca obtiveram um maior potencial
antifangico. Desta maneira, verifica-se que o estresse hidrico possivelmente aumentou a
sintese de metabdlitos secundarios responsaveis pela atividade antifingica em C.
gloeosporioides.
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Figura 17. Avaliacdo do potencial antifungico dos extratos etandlicos e acetato de etila
obtidos nas diferentes areas e estacdo do ano frente a C. gloeosporioides.

Os resultados da Tabela 18 apontam que durante a estagdo chuvosa os extratos etanodlicos
foram o mais ativo. J& na estacdo seca, 0s extratos que apresentara maior potencial
antifangico foi o acetato de etila. Desta maneira, verifica-se que o estresse hidrico provocado
pela estagdo seca potencializou a acdo dos metabdlitos secundarios referentes a atividade
antifingica dos extratos de acetato de etila tornando-os mais eficientes que os extratos
etanolicos. Considerando que compostos fendlicos possuem maior afinidade com o solvente
acetato de etila, possivelmente, os metabdlitos secundarios responsaveis pela atividade
antifingica dos extratos de X. sericea sdo referentes aos compostos da classe dos flavonoides

que foram os compostos majoritarios encontrados nos extratos.

Tabela 18. Estudo da interacdo dos fatores extrato x estacdo do ano na atividade antiflngica

frente a C. gloeosporioides.

Extrato A Area 5 Média

Acetato de etila 5,18 Bb 6,11 Aa 5,65 A

Etandlico 5,31 Ab 5,65 Ba 5,48 B
Média 525b 5,88 a

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitscula na coluna e pela mesma letra mindscula na linha néo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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5.8.1 Avaliacdo de atividade antifingica de X. sericea frente a C. albicans

Os resultados do teste antifingico dos extratos etandlicos e acetato de etila de X. sericea
revelaram que a planta testada ndo possui acdo frente a C. albicans, uma vez que néo foi

possivel observar halo de inibicdo durante o ensaio.
5.8.2 Auvaliacdo de atividade alelopética frente a A. cepa

A alelopatia se refere a qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou benéfico que uma planta
e até mesmo micro-organismos, exerce sobre outra planta pela producdo de substancias
liberadas no ambiente (Rice, 1994). A acdo alelopética pode afetar toda a fisiologia da planta,
bem como a composicdo e a quantidade de enzimas especificas que funcionam como
catalisadores durante o metabolismo, influenciando nos estddios de desenvolvimento e
crescimento, e estes estddios podem estar associados a outros fatores como estresses
abiéticos, salinidade do solo, umidade e temperatura (Ferreira e Aquila, 2000). Os resultados
do teste alelopéatico dos extratos de X. sericea frente a A. cepa corroboraram com a hipétese
de Ferreira e Aquila, uma vez que a velocidade de germinacgo, porcentagem de germinagio e
o teste de primeira contagem das sementes de cebola tratadas com o extrato etanolico de X.
sericea nao foram afetadas pelas diferentes concentracdes (Figuras 18, 19 e 20). Contudo, foi
possivel observar uma reducdo do crescimento normal da raiz, com o aumento das

concentrages (Figura 21).

5.8.2.1 Meédias do IVG, porcentagem de germinacao e teste de primeira contagem das

sementes de A. cepa.

A partir do calculo do indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), observou-se que a média
de IVG dos extratos testados (Figura 18) variou entre 27,40 a 41,33, tendo o grupo controle a

média igual & 37,09.
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Figura 18. Médias do indice de velocidade de germinacdo das sementes de A. cepa tradadas

com extrato de X. sericea.

A porcentagem de germinacdo das sementes de cebola tratadas com extratos de X. sericea

variou entre 52% a 81% (Figura 19), tendo o grupo controle 77% das sementes germinadas.
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Figura 19. Porcentagem de germinacdo das sementes de A. cepa tratadas com extrato de X.

sericea.

Os resultados do teste de primeira contagem variaram entre 37,5% a 45% (Figura 20), tendo o

grupo controle média igual a 45%.
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Figura 20. Teste de primeira contagem das sementes de A. cepa tratadas com extrato de X.
sericea.
5.8.2.2 Estudo da influéncia dos fatores ambiental na atividade alelopatica de X. sericea

frente a sementes de A. cepa

Os resultados apresentados na Figura 15 indicam que os extratos da area B atuaram inibindo o
comprimento da raiz da cebola mais fortemente que os extratos da &rea A. Assim, 0S
resultados validam a afirmacédo de que a alelopatia envolve interacdo entre estresses abidticos
e bioticos, que muitas vezes, potencializam suas acGes devido as relacdes sinérgicas
(Einhellig, 1999). Com relagdo as estacBes do ano, a atividade alelopatica dos extratos ndo
sofreu nenhuma alteracdo significativa. Além disso, nota-se que todas as concentracGes testas
obtiveram efeito alelopatico diferentes, sendo que houve um decréscimo do efeito alelopatico

da concentracdo 0,6 mg/mL para o controle.
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Figura 21. Atividade alelopatica dos extratos etandlicos obtidos nas diferentes areas, estagdo
do ano e concentragdo, no comprimento da raiz de A. cepa.

Na Tabela 19, nota-se que na area A, a maior concentracdo foi a que obteve maior efeito
alelopéatico com relagdo ao comprimento da raiz da cebola. Além disso, a concentracéo de 0,1
mg/mL apresentou resultados estatisticos semelhante ao controle. J& na éarea natural o efeito

alelopéatico aumentou conforme as concentragdes aumentaram.

Tabela 19. Estudo da interacdo dos fatores area x concentracdo no efeito alelopatico dos
extratos etandlicos seco frente ao comprimento da raiz de A. cepa.

Concentracao Area .
(mg/ml) A B Media
0,0 4,78 Aa 4,78 Aa 4,78 A
0,1 4,39 Aa 3,32 Bb 3,85B
0,3 3,95 Ba 2,49 Cb 322C
0,6 3,33 Ca 2,03 Db 2,68 D
Média 4,11 a 3,15b

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitscula na coluna e pela mesma letra mintscula na linha ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
g p p
probabilidade pelo teste de Tukey.

Os dados da Tabela 20 mostram que durante a estacdo seca, 0s maiores efeitos alelopaticos
com relagdo ao comprimento da raiz de cebola foram observados nas concentragfes de 0,3 e
0,6 mg/mL. Na estacdo chuvosa, o efeito alelopatico sob o comprimento da raiz de cebola foi
igual nas concentracbes de 0,1 e 0,3 mg/ml, sendo que o maior efeito foi obtido na
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concentragdo 0,6 mg/mL. As concentragfes 0,3 e 0,6 mg/mL apresentaram diferencas
estatisticas nas diferentes estagdes do ano.

Tabela 20. Estudo da interacdo dos fatores Estacdo do ano x Concentragdo no efeito
alelopatico dos extratos etanolicos seco frente a A. cepa.

Concentracao Estacéo
(mg/ml) Seca Chuvosa
0,0 4,78 Aa 4,78 Aa
0,1 4,00 Ba 3,71Ba
0,3 2,97 Cb 3,47 Ba
0,6 2,90 Ca 2,46 Cb

* Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula na coluna e pela mesma letra minGscula na linha ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

5.8.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli
5.8.3.1 Teste microbioldgico frente & E. coli

Os resultados do teste microbiolégico dos extratos etanolicos e acetato de etila de X. sericea
revelaram que a planta testada ndo possui acao frente a E. coli, uma vez que ndo foi possivel

observar halo de inibicdo durante o ensaio.
5.8.3.2 Teste microbioldgico frente a S. aureus

Os extratos etandlicos e acetato de etila de X. sericea apresentaram potencialidade
antimicrobiana frente S. aureus. Quando se comparou a atividade antimicrobiana dos extratos
com potencial de acdo dos antibidticos comerciais, os resultados apresentaram que, 0S
extratos etandlicos possuiram 37,92% de reducdo da acdo antimicrobiana em relacdo a
Vancomicina e 44,06% de reducéo da acdo antimicrobiana em relacdo ao Cloranfenicol. Ja os
extratos acetato de etila, a reducdo do potencial antimicrobiano foi de 59,92% para
Vancomicina e 63,88%, para cloranfenicol. (Tabela 21). Desta maneira, a espécie X. sericea
pode ser considerada uma alternativa importante para busca de novas moléculas com

propriedades antimicrobiana que possam auxiliar no tratamento de terapéutico.

O S. aureus é conhecida por ocasionar doencas que vao desde uma infeccdo simples, como
espinhas e furdnculos, até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome
do choque tdxico, septicemia, entre outras (Santos et al., 2007). A alta capacidade de
adaptacdo e resisténcia de S. aureus frente a antibioticos, tornou-se uma das maiores
preocupacdes no quadro das infecgOes hospitalares e comunitarias (Santos et al, 2007). Assim,

a busca por novas substancias antimicrobianas a partir de fontes naturais sdo de fundamental
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importancia, uma vez que nenhuma nova classe de antibidtico foi descoberta nos ultimos

anos, apesar das intensas pesquisas das industrias farmacéuticas (Duarte, 2006).

Tabela 21. Médias do halo de inibicdo (cm) do teste antimicrobiano dos extratos de X.
sericea e dos antibioticos Vancomicina e Cloranfenicol.

Tratamento Meédia do halo

de inibi¢éo (cm)
Vancomicina 2,37
Cloranfenicol 2,63
Extrato etandlico 1,47
Extrato acetato de etila 0,95

5.8.3.3 Estudo da influéncia dos fatores ambiental na atividade antimicrobiana de X.

sericea frente a S. aureus

Os resultados das analises referentes ao estudo da influéncia dos fatores ambientais na
atividade antimicrobiana dos extratos etanolicos de X. sericea (Figura 22) mostraram que a
atividade antimicrobiana foi na area B e na estacdo seca. O estresse hidrico atuou como forte
fator de estimulacdo de sintese de metabdlitos secundarios referente a bioatividade frente a S.
aureus. Além disso, as fortes interacdes bidticas e abidticas presentes na area B podem ter

sido os responsaveis pelo aumento da atividade.

Diametro do halo de inibi¢do (cm)
o
o

A B Seca Chuvosa
Area Estacdo do Ano

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 22. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos obtidos nas
diferentes areas, estacdo do ano, frente a S. aureus.

A Tabela 22 indica que diferengas estatisticas foram encontradas na area A durante as

diferentes estagdes. Ja na area B, a atividade antimicrobiana néo foi alterada pelas diferentes
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estacOes do ano. Além disso, somente na estacdo chuvosa ocorreram diferencas estatisticas
quanto ao efeito antimicrobiano, quando comparadas as areas de coleta.

Tabela 22. Estudo da interagdo da area de coleta x estacdo do ano na atividade antibiotica dos
extratos etandlicos frente S. aureus.

Concentracéao Area -
(mg/ml) A B Média
Seca 1,26 Aa 1,27 Aa 1,27 A
Chuvosa 1,09 Bb 1,25 Aa 1,17B
Média 1,17 b 1,26 a

* Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula na coluna e pela mesma letra minGscula na linha ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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6 CONCLUSAO

O estudo da influéncia dos fatores ambientais nas atividades antimicrobiana, antifungica,
citotoxica e alopatica de X. sericea revelou que as plantas da area B apresentaram maiores
potencialidades bioativas do que as plantas da area A. Em areas menos impactadas, como o
caso do Parque Estadual de Italnas (area B), a riqueza e abundancia de espécies sdo
predominantes e relacdo a area fragmentada do Campus do Celnes (A). Assim, as relacdes
ecologicas da planta/planta e animal/planta sdo muito mais expressivas na area B. Isto explica
0 aumento das potencialidades bioativas dos extratos de X. sericea obtidos a partir das plantas
desta area. Ademais, 0 maior estresse quimico/nutricional sofrido pelas plantas na area B pode
ter influenciado positivamente na sintese de compostos de defesa das plantas, e
consequentemente, aumentado os seus potencias bioativos. Com relacdo a sazonalidade e
disponibilidade de agua no solo, o processo de interferéncia no metabolismo secundario de X.
sericea se mostrou efetivo durante a estagdo seca. Portanto, de forma indireta, a hipétese do
estresse hidrico pode ser confirmada no presente estudo.

Os extratos de X. sericea apresentaram potencialidades em relacdo as atividades
antimicrobiana, antifungica e alelopatica. Assim, conclui-se que a espécie estudada possui
ampla aplicacdo nas industrias farmacéutica e agronémica, podendo atuar no tratamento de
doencas tanto em plantas como em seres humanos. Além disso, os extratos testados ndo
apresentaram atividade citotoxica frente a A. salina, apresentando DL50>1000 ppm, 0 que
comprova a seguranca de utilizacdo desta espécie. Contudo, fazem-se necessarios estudos
com intuito de investigar o comportamento dos extratos de X. sericea frente aos sistemas
bioldgicos de outros animais. Através dos ensaios realizados neste trabalho, constatou-se a
presenca de alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroides, taninos, cumarinas e
naftoquinonas. Foram identificados nos extratos etandlicos de X. sericea, através de CLAE,

os flavonoides: quercetina, rutina e hesperidina.

Os resultados apresentados neste trabalho possibilitou o aumento do conhecimento cientifico
sobre a espécie X. sericea estimulando o interesse de novos estudos que permitam uma
investigacdo mais profunda a respeito das potencialidade bioldgicas e quimicas da espécie.
Além disso, ao fornecer informacgdes relevantes a cerca da presenca de metabolitos
secundarios que possam levar ao isolamento de principios ativos importantes na producdo de
novos fitoterapicos, o presente estudo contribuiu de forma significativa para a valorizagdo da

espécie X. sericea, uma das espécies da flora brasileira, a qual ainda € bastante desconhecida.
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8 ANEXOS

ANEXO A

GOVERNO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO
Kecretaria do Melo Ambivaie ¢ Recwresas Hidricos
Tnvitimio Exfadual de Metn Ambienie ¢ Recwrioy Hideicos - TEMA

AUTDRIZM,‘.E{) DE PESQUISA EM UNIDADES DE C{)HSERUA(;&D
Cariacica, 26 de agosto de 2010.

A: Claudia M. Jamal.
Assunto: Autorizagio de pesquisa.

Em atengSo ao protocolo n® 2184/10, referente 4 solicitagio para autorizagBo da pesquiza
intitulada “Influéncia dos fatores bioticos e abioticos na atividade antifungica e
citotoxica de Xylopia sericea 5t. Hill" no Pamue Estadual de alnas, informamos que a
mesma foi autorizada até dezembro de 2011, com as seguintes recomendagdes:

i. As coletas deverdo ser agendadas com antecedéncia minima de quinze dias e
acompanhadas por funcionarios das Unidades de Conservago;
ii. MN&o sera permitida abertura de picadas ou novas trilhas.

O prazo de entrega do Relatoric Parcial & 31 de margo de 2011.
O prazo de entrega do Relatdrio Final & 31 de dezembro de 2011.

Relembramos que de acordo com o Artigo 19 do Decreto N°4 225-N, o pesquisador que
nio enviar o relatério final dentro do prazo estipulado, & sem apresentagio de justificativa
plausivel, tera seus pedidos posteriores de pesquisa indeferidos.

Ressaltamos ainda que as coletas deverdo ser sempre acompanhadas de funcionario do
pargue. Para tal, as visitas de campo e reservas de alojamento deverdo ser agendadas
antecipadamente através do telefone (27) 37625196 ou pelo email peifiema es.gov.br;

Atenciosamente,

P e S . - i
P el Y
—ite” W = L "‘kE —

Schirley Costalonga irley A& Costalon .
AMARH - Coordenadora GT de Pesguisas Sdurky L (s 3‘2 ."r’lﬂfﬂm

Matr: 2004445

Rod. BR 262, Km 0, s/n® - Jardim América — Cariacica — ES — Cap. 20140-500
Tel: (27) 3138-3441- Fax: (27) 3138-3443 — www. meicambiente. es_gov.br



ANEXO B
QUADROS DE ANALISE DE VARIANCIA DAS ANALISES ESTATISTICAS
1. Teste citotoxico frente Artemia salina

Analises simples

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 17. 68581.5147  4034.2067  54.25**
RESIDUO 36. 2677.0665 74.3630

TOTAL 53. 71258.5811

DESVIO PADRAO =8.6234  ERRO PADRAO DA MEDIA = 4.9787
MEDIA GERAL = 72.0652  COEFICIENTE DE VARIAGAO = 11.97

Estudo de Interac&o dos fatores Area x Coleta x Concentracio

FATOR A=LOCAL FATOR B = COLETA FATOR C =DOSE

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIACAO  G.L. S.Q. QM. F

FATOR A 1 6868.8181 6868.8181  67.1180 **
FATOR B 1 872.9070 872.9070 8.5205 **
FATOR C 2 2571.0882 12855441  12.5616 **
FATOR AXB 1 551.5452 551.5452 5.3894 *
FATOR AXC 2 1777.7534 888.8767 8.6856 **
FATOR BXC 2 86.5229 43.2614 4227 NS
FATOR AXBXC 2 16.7117 8.3558 .0816 NS
(TRATAMENTOS) 11 127453464  1158.6679

RESIDUO 24 2456.1471 102.3395

MEDIA GERAL DO ENSAIO = 85.1769
DESVIO PADRAO = 10.1163_
COEFICIENTE DE VARIAGAO = 11.8768

2. Teste microbioldgico frente Staphylococus aureus

Estudo de Interacio Area x Coleta

FATOR A=LOCAL FATOR B = COLETA FATOR C =DOSE

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F

FATOR A 1 .2341 .2341 10.1408 **
FATOR B 1 .2901 .2901 12.5668 **
FATOR C 9 1391 .0155 .6695 NS
FATOR AXB 1 1541 1541 6.6751 *
FATOR AXC 9 .7351 .0817 3.5383 **
FATOR BXC 9 .5058 .0562 24344 *
FATOR AXBXC 9 5751 .0639 2.7682 **
(TRATAMENTOS) 39 2.6332 .0675

RESIDUO 80 1.8467 .0231




MEDIA GERAL DO ENSAIO = 1.2158
DESVIO PADRAO = .1519
COEFICIENTE DE VARIACAO = 12.4961

Estudo de interagdo area A x planta

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIAGAO ~ G.L. SQ. QM. F
FATOR A 1 0042 0042 1524 NS
FATOR B 9 2282 0254 9275 NS
FATOR AXB 9 5508 0612 22392 *
(TRATAMENTOS) 19 7832 0412

RESIDUO 40 1.0933 0273

MEDIA GERAL DO ENSAIO = 1.2650

DESVIO PADRAO = 1653

COEFICIENTE DE VARIAGAO = 13.0694

Estudo de interagéo area B x coleta

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIAGAO ~ G.L. SQ. QM. F

FATOR A 1 3840 3840 20.3894 **
FATOR B 9 4167 0463 24582 *
FATOR AXB 9 7593 0844 4.4798 **
(TRATAMENTOS) 19 1.5600 0821

RESIDUO 40 7533 .0188

MEDIA GERAL DO ENSAIO = 1.1667
DESVIO PADRAO = .1372
COEFICIENTE DE VARIACAO = 11.7630

Analises de comparacéo de todas as plantas com os antibidticos Vancomicina e Cloranfenicol

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 41. 12.1633 .2967 12.59 **
RESIDUO 84. 1.9800 .0236

TOTAL 125. 14.1433

DESVIO PADRAO =.1535 ~ ERRO PADRAO DA MEDIA = .0886
MEDIA GERAL =1.2770  COEFICIENTE DE VARIAGAO = 12.02

3. Teste antibiotico dos extratos etandlicos e acetato de etila frente Staphylococus aureus

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F

FATOR A 1 5400 .5400 4.3490 NS
FATOR B 1 .1350 11350 1.0872 NS
FATOR C 1 .1350 .1350 1.0872 NS
FATOR AXB 1 .1350 .1350 1.0872 NS
FATOR AXC 1 2817 2817 2.2685 NS
FATOR BXC 1 .1667 .1667 1.3423 NS
FATOR AXBXC 1 5400 .5400 4.3490 NS
(TRATAMENTOS) 7 1.9333 .2762

RESIDUO 16 1.9867 1242




MEDIA GERAL DO ENSAIO = .1000
DESVIO PADRAO = .3524
COEFICIENTE DE VARIACAO = 32.0339

4. Teste antifungico frente C. musae
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F

FATOR A 2 6.5772 3.2886 11.6297 **
FATOR B 1 4.9878 4.9878 17.6385 **
FATORC 1 .1600 .1600 .5658 NS
FATOR AXB 2 2.9572 1.4786 5.2289 *
FATOR AXC 2 1517 .0758 .2682 NS
FATOR BXC 1 .0178 .0178 .0629 NS
FATOR AXBXC 2 4.9739 2.4869 8.7947 **
(TRATAMENTOS) 11 19.8256 1.8023

RESIDUO 24 6.7867 .2828

MEDIA GERAL DO ENSAIO = 3.3722
DESVIO PADRAO = 5318
COEFICIENTE DE VARIAGAO = 15.7691

5. Teste antifungico frente C. gloesporioide
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

CAUSA DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F

FATOR A 1 .1667 .1667 17.3913 **
FATOR B 1 1.4017 1.4017 146.2609 **
FATOR C 1 2.4067 2.4067 251.1304 **
FATOR AXB 1 .0017 .0017 1739 NS
FATOR AXC 1 5400 .5400 56.3478 **
FATOR BXC 1 0417 .0417 4.3478 NS
FATOR AXBXC 1 .0817 .0817 8.5217 **
(TRATAMENTOS) 7 4.6400 .6629

RESIDUO 16 1533 .0096

MEDIA GERAL DO ENSAIO = 5.5667
DESVIO PADRAO = .0979
COEFICIENTE DE VARIAGAO = 1.7586

6. Teste alelopatico

Comparacao das médias do comprimento da raiz nas areas A e B x controle
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. G.LR. F_Crit F P

TRATAMENTO 6 720 2.8202 25.7167 <0,001***

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “***0.01 “** 0.05 " 0.1 ** 1

Comparacao das médias do comprimento da raiz nas areas A e B
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. G.LR. F_Crit F P

TRATAMENTO 5 720 3.0256 25.8617 <0,001***

SIGNIFICANCIA: 0 “***>0.001 “*** 0.01 “** 0.05°>0.1 <" 1



Teste de primeira contagem

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. G.LR. F_Crit F P
TRATAMENTO 12 13 2.6737 1.0705  0.45
SIGNIFICANCIA: 0 “**** 0,001 “***0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

indice de Velocidade de Germinag&o

C. VARIAGCAO G.L. G.LR. F_Crit F P
TRATAMENTO 12 13 0.3085 0.9767  >0.050.
SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 <* 1

7. Analise quimica do solo

Aluminio (Al)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 0.324 0.3240 1491 023
RESIDUO 38 8.256 0.2173

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 1.024 1.0240 18.18  0.000128 ***
RESIDUO 38 2.140 0.0563

SIGNIFICANCIA: 0 “*#% 0,001 “***0.01 “** 0.05 " 0.1 < 1

H*Al

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 73.98 73.98 35.8 6e-07 ***
RESIDUO 38 78.53 2.07

SIGNIFICANCIA: 0 “*#% 0,001 “**°0.01 “** 0.05 " 0.1 <* 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 54.76 54.76 54.8 7.06e-09 ***
RESIDUO 38 37.97 1.00

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “***0.01 “** 0.05 " 0.1 ** 1



Matéria Orgénica

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.225 0.2250 0799 0377
RESIDUO 38 10.706 0.2817

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 * 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.121 0.121 0543  0.466
RESIDUO 38 8.474 0.223

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Ferro (Fe)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 160 160 1.168  0.287
RESIDUO 38 5204 137

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 292 291.6 1.93 0.173
RESIDUO 38 5741 151.1

SIGNIFICANCIA: 0 “*#%* 0,001 “***0.01 “** 0.05 " 0.1 <* 1

Manganés (Mn)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 35.34 35.34 5.888  0.0201*
RESIDUO 38 228.12 6.00

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGCAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 19.32 19.321 1593  0.00029 ***
RESIDUO 38 46.10 1.213

SIGNIFICANCIA: 0 “***>0.001 “*** 0.01 “** 0.05°>0.1 <" 1



Zinco (Zn)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGCAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.169 0.16900 2587  0.116
RESIDUO 38 2.482 0.06532

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 * 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGCAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.001 0.00100 0.066  0.799
RESIDUO 38 0578 0.01521

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Concentracao de Cobre (Cu)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.036 0.03600 2073  0.158
RESIDUO 38 0.660 0.01737

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.009 0.00900 0316 0577
RESIDUO 38 1.082 0.02847

SIGNIFICANCIA: 0 “*#% 0,001 “***0.01 “** 0.05 " 0.1 < 1

Enxofre (S)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 2333 2333 3029  2.73e-06 ***
RESIDUO 38 292.7 7.7

SIGNIFICANCIA: 0 “**%* 0,001 “**0.01 “** 0.05 > 0.1 <° 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 21 21.02 0572 0454
RESIDUO 38 1397 36.77

SIGNIFICANCIA: 0 “***>0.001 “*** 0.01 “** 0.05°>0.1 <" 1



Capacidade de troca de cations efetiva (t)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.4 0.4000 12.67  0.00102 **
RESIDUO 38 12 0.0316

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “**> 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.484 0.4840 19.73  7.45e-05 ***
RESIDUO 38 0.932 0.0245

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

pH

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 2.500 2.5000 15.62 0.000326 ***
RESIDUO 38 6.084 0.1601

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 2.601 2.6010 2321 2.34e-05 ***
RESIDUO 38 4.258 0.1121

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “**>0.01 “** 0.05 " 0.1 ** 1

Sédio (Na)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 688.9 688.9 39.65 2.23e-07 ***
RESIDUO 38 660.2 17.4

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “***0.01 “** 0.05 " 0.1 ** 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 547.6 547.6 23.7 2e-05 ***
RESIDUO 38 878.0 23.1

SIGNIFICANCIA: 0 “***>0.001 “*** 0.01 “** 0.05°>0.1 <" 1



Célcio (Ca)
Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.144 0.14400 2606  0.115
RESIDUO 38 2.100 0.05526

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 * 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.196 0.19600 8.867  0.00503 **
RESIDUO 38 0.840 0.02211

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Magnésio (Mg)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 0.049 0.04900 2444  0.126
RESIDUO 38 0.762 0.02005

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 0.009 0.009000 1629 021
RESIDUO 38 0.210 0.005526

SIGNIFICANCIA: 0 “**** 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Potassio (K)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 84.1 84.10 6.861  0.0126 *
RESIDUO 38 465.8 12.26

SIGNIFICANCIA: 0 “*** 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 " 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 10 10.00 0101 0753
RESIDUO 38 3780 99.47

SIGNIFICANCIA: 0 “***>0.001 “*** 0.01 “** 0.05°>0.1 <" 1



Concentracao de pH (T)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGCAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 65.03 65.03 3529  6.88e-07 ***
RESIDUO 38 70.03 1.84

SIGNIFICANCIA: 0 “*#* 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 " 0.1 * 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIAGCAO G.L. S.Q. Q.M. F Pr(>F)
AREA 1 50.18 50.18 6234  1.56e-09 ***
RESIDUO 38 30.58 0.80

SIGNIFICANCIA: 0 “**** 0,001 “*** 0.01 “** 0.05 > 0.1 " 1

Saturagao de base (V)

Profundidade 0-20

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 1518 1517.8 16.26  0.000257 ***
RESIDUO 38 3547 93.3

SIGNIFICANCIA: 0 “***¥°0.001 “*** 0.01 “*> 0.05 <> 0.1 ** 1

Profundidade 20-40

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA DO EXPERIMENTO

C. VARIACAO G.L. S.Q. QM. F Pr(>F)
AREA 1 964.3 964.3 16.84  0.000208 ***
RESIDUO 38 21765 57.3

SIGNIFICANCIA: 0 “***> 0,001 “** 0.01 “** 0.05 > 0.1 * " 1
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