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“O importante é ndo parar de questionar; a
curiosidade tem sua propria razdo de
existir”

Albert Einstein
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RESUMO

O Brasil, conta com uma imensa reserva de espécies vegetais que ainda nao foi
completamente avaliada, em relagdo a composi¢do quimica quanto ao seu potencial.
Dentre as varias espécies do territorio brasileiro destacam-se as do género Copaifera.
Conhecidas popularmente como copaiba, as copaibeiras sdo encontrados como arbustos
ou arvores que chegam a atingir até cerca de 40 m de altura e sdo fornecedoras de madeira
e 6leo-resina. Apesar de ser uma espécie amplamente explorada, os estudos do potencial
bioherbicida desta espécie sdo insuficientes. Neste contexto, os dleos resinas e essenciais,
obtidos por hidrodestilacao, foram caracterizados quanto ao perfil quimico (CG-EM), e
submetidos a testes bioherbicida (teste de germinagdo e desenvolvimento de mudas)
contra o capim annoni invasor de pastagens na regido dos Pampas. A composi¢do quimica
dos 0Oleos resina das 8 amostras analisadas apresentaram composi¢ao quimica semelhante,
sendo o carofileno e o farneseno os compostos majoritarios. O 6leo essencial de copaiba
inibiu de forma significativa a germinagdo e o crescimento inicial do capim annoni,
especialmente em concentragdes superiores a 1,5%. A inibi¢ao da germinagao acumulada
(GA) do capim annoni foi de cerca de 27% em exposi¢do ao 6leo essencial de copaiba,
seguido da mortalidade, que foi crescente com o aumento da concentragcdo. Quanto a
velocidade de germinacao, o indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi
significativamente reduzido a partir da concentracao acima de 1,5%, ja o tempo médio de
germinacdo (TMG) foi maior para concentragdes acima de 1,0% do 6leo essencial de
copaiba. Os resultados mostram o o¢leo essencial de copaiba como um produto
bioherbicida muito promissor a ser utilizado na agricultura, substituindo os herbicidas

quimicos.

Palavras-chaves: Oleo essencial; bioherbicida; capim annoni.



ABSTRACT

Brazil has an immense reserve of plant species that has not yet been completely
evaluated, in terms of chemical composition and potential. Among the various species in
Brazilian territory, those of the Copaifera genus stand out. Popularly known as copaiba,
copaibeiras are found as shrubs or trees that reach up to around 40 m in height and are suppliers
of wood and oil-resin. Despite being a widely explored species, studies of the bioherbicide
potential of this species are insufficient. In this context, the resin and essential oils, obtained by
hydrodistillation, were characterized in terms of their chemical profile (GC-MS), and subjected
to bioherbicide tests (germination test and seedling development) against the Annoni grass
invasive of pastures in the region of Pampas. The chemical composition of the resin oils from
the 8 samples analyzed showed a similar chemical composition, with carophyllene and
farnesene being the main compounds. Copaiba essential oil significantly inhibited the
germination and initial growth of annoni grass, especially at concentrations greater than 1.5%.
The inhibition of accumulated germination (GA) of annoni grass was around 27% upon
exposure to copaiba essential oil, followed by mortality, which increased with increasing
concentration. Regarding germination speed, the germination speed index (IVG) was
significantly reduced from concentrations above 1.5%, while the average germination time
(TMGQG) was greater for concentrations above 1.0% of the oil. copaiba essential. The results
show copaiba essential oil as a very promising bioherbicide product to be used in agriculture,

replacing chemical herbicides.

Keywords: Essential oil; bioherbicide; capim annoni.
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1 INTRODUCAO

As primeiras civilizagdes utilizavam as plantas com varias finalidades como:
aromaticas, ritualisticas e recurso terapéutico. Quando a escrita comecou a se difundir pelas
principais civilizagdes, como as babilonicas e sumérias, o uso das plantas comegaram a ser
transcritas, permitindo que os saberes e o uso das plantas medicinais para o tratamento da satde
e bem-estar fossem passados adiante (SOUZA, 2016).

O Brasil ¢ o lar das maiores diversidades genéticas do mundo e o uso dos recursos
naturais da fauna quanto da flora como artificio para o tratamento de doengas, remete-se aos
povos indigenas, onde o emprego das plantas medicinais fora transmitido e aperfeicoado ao
longo do tempo. Na Amazonia, onde se encontra aproximadamente 71% das espécies vegetais
do pais, dentro dela, espécies com substancias quimicas biologicamente ativas, comumente
usadas pelos povos nativos, difundidas entre as populagdes e incentivadas publicamente desde
2006 através da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapico (FIORAVANTI, 2016;
SOUZA, 2016). Das plantas medicinais, destaca-se a copaiba, devido as muitas formas de uso
e indicagdes. O género Copaifera produz um o6leo-resina, que ¢ extraido do tronco por meio dos
canais secretores (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; CORREIA, 2017).

O dleo-resina de copaiba, tem como caracteristica um exsudado constituido de 46,9%
de uma parte resinosa que ndo ¢ volatil, de acidos diterpénicos e a outra parte, 53% formada
por 6leo essencial de hidrocarbonetos e alcoois sesquiterpénicos (CORREIA, 2017). Podendo
haver diferencas quanto as concentragdes de oOleo-resina produzido pelas copaibeiras e das
principais substancias que os constituem, que possuem diversas atividades podendo ser citadas
a atividade inseticida, fungicida, entre outras (OLIVEIRA et.al., 2006; BARBOSA, 2012).

As plantas daninhas sdo um dos principais problemas no cultivo de produtos agricolas
e o principal método de controle € o uso de herbicidas quimicos. Embora eficiente, os herbicidas
trazem consequéncias diretas e indiretas que superam os beneficios em muitos casos, abrindo
assim caminho para o desenvolvimento de bioherbicidas (PUIG et al., 2019).

Na busca por bioinsumos com potencial biotecnoldgico, os recursos naturais
independente dos biomas relacionados, t€ém despertado grande interesse, sendo considerados
uma fonte potencial para novas descobertas (MORAES et al., 2019).

Neste contexto, este trabalho visa investigar o potencial bioherbicida do 6leo essencial
de copaiba, na perspectiva de controlar o desenvolvimento de capim annoni, uma espécie
invasora das pastagens de varios paises, incluindo a regido dos Pampas, no sul do Brasil

(BERGAMIM; ROSA, 2020).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico do 6leo fixo e essencial de copaiba e verificar o potencial

bioherbicida deste ultimo, frente ao capim annoni.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a hidrodestilacao dos 6leos fixo de diferentes copaibeiras;
e Analisar a composicdo quimica dos o6leos fixos e essenciais de copaiba através da
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas;

e Avaliar o potencial bioherbicida do 6leo essencial de copaiba frente ao capim annoni.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Produtos naturais: as plantas medicinais

Atualmente os produtos naturais sdo classificados como um conjunto de véarios
compostos de origens naturais, que podem ser fungos, plantas, bactérias, insetos ou até
organismos marinhos. E os conhecimentos construidos pela humanidade sobre suas variadas
finalidades, foram sem duvidas, um dos motivos que garantiram a satisfagdo de algumas
necessidades basicas das civilizagdes ao longo da histoéria. Dos produtos naturais, se destacam
o reino plantae, especialmente as plantas medicinais do qual existem registros nas mais diversas
civilizacdes de sua importancia social e cultural para manutencdo da vida (SILVA, 2017,
BARREIRO; BOLZANI, 2009; SOUZA, 2016).

Quando a escrita comecgou a se difundir nas crescentes civilizagdes, os conhecimentos
sobre a importancia do uso das plantas medicinais na saude comegaram a ser transcritas,
possibilitando a continuidade desses conhecimentos. Esses documentos especificos das
aplicagdes das plantas como agentes de cura tinham por designacdo o nome de farmacopeias,
tendo como os registros mais antigos, as farmacopeias babilonicas e sumérias. Que ja faziam
mengao a erva doce, alecrim e agafrao (SOUZA, 2016).

Souza (2016) aponta que existem mengoes a esses tipos de documentos, na China, onde
foram escritos livros importantes como Pent-Sao no periodo de 5.000 A.C, a 2.735 A.C, que
destacam plantas como a efedra que possuia a¢do anti-asmatica. Segundo Rocha (2015 apud
SOUZA, 2016, p. 26) na India durante o periodo de 2.700 a 1.700 A.C. (Vale do Indo), havia
um sistema de medicina baseado em espécies medicinais, onde o Vrikshayurveda listava as
plantas mais usadas. Papiros egipcios foram encontrados com dados de mais de 120 plantas e
800 receitas usando plantas como a mirra e Opio. E igualmente nas demais civilizagdes e
periodos conhecidos historicamente, como na Babilonia, Suméria, Grécia antiga, Império
Romano, Europa Ocidental, na Idade média, Idade moderna e ao longo dos ultimos séculos
(SOUZA, 2016).

No Brasil, quando os portugueses chegaram em 1500, a biodiversidade ndo chamou
tanta a aten¢do dos colonizadores, mas quando os Jesuitas e naturalistas europeus
desembarcaram na colonia, se deram ao trabalho de catalogar uma grande parte da
biodiversidade vegetal além das praticas e conhecimentos que as populagdes indigenas tinham
das plantas medicinais regionais, apesar de que muitas delas eram relacionadas a crengas e

rituais. Através dos registros feitos pelos Jesuitas ao longo dos anos, os conhecimentos



adquiridos pelos indigenas e o uso das plantas medicinais foram aos poucos se popularizando
por todo o Brasil (SOUZA, 2016).

Possuindo a maior biodiversidade do mundo, o Brasil detém de aproximadamente 20%
da vida existente no mundo distribuidos nos seus biomas: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa e Pantanal. Nessa perspectiva, ¢ considerada que uma das maiores fontes de
produtos naturais com substancias biologicamente ativas estejam no Brasil, especialmente as
plantas medicinais para desenvolvimento de novo farmacos e produtos terapéuticos
(BARREIRO; BOLZANI, 2009; BARBOSA, 2012; SILVA, 2017).

Na Amazonia ¢ possivel encontrar 71% das espécies vegetais brasileiras (SOUZA,
2016), compreendendo a maior extensdo de florestas imidas do mundo e cobre mais de 5
milhdes de Km? do territério nacional. Ja na “Gran Amazonia” ocupa cerca de 7.600 milhdes
de km? e inclui os paises sul-americanos: Brasil, Bolivia, Coléombia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Peru, Suriname ¢ Venezuela. E a Amazodnia legal, se remete aos estados brasileiros
do Acre, Amazonas, Roraima, Rondonia, Tocantins, Amapa, Mato-Grosso, Pard e parte do
estado do Maranhao (MIGUEL, 2007).

Na Amazonia existe uma grande variagdo de ecossistemas, sendo um dos principais a
floresta Ombrofila densa e aberta, a floresta estacional decidual e semidecidual, savanas entre
outras. A causa dessa diversidade florestal estd expressamente associada as chuvas, gerando
trés tipos de agrupamentos basicos diferentes: igapds, matas de varzea e as matas de terra firme.
As florestas exercem grande influéncia no clima devido a cobertura florestal, estabelecendo
uma relagdo continua entre fluxos de vapor e precipitagdo. A nivel regional pode-se estabelecer
um “clima amazonico” pois existe um conjunto de caracteristicas que o diferencia dos demais
do pais e do continente, sendo eles: altas taxas anuais de umidade relativa, precipitagcdo
pluviométrica e temperaturas médias. Deve-se levar em consideragdo que muitos fatores sao
capazes de afetar esse equilibrio dindmico, como os desmatamentos e as atividades economicas
(MIGUEL, 2007).

Diante desses dados, considera-se que a maior reserva de plantas medicinais esteja na
Amazodnia, apesar dos poucos estudos em relacdo a quantidade de espécies presentes nessa
floresta alguns estudos etnobotanicos apontam mais de 300 espécies ja catalogadas (NODORI;
GUERRA, 2004 apud BARBOSA, 2012; SOUZA, 2016). Dentre essas diversas espécies de
plantas medicinais, existe uma planta com substancias quimicas e biolodgicas ativas, conhecida
como copaiba, ela ¢ vastamente usada pela populagdo, devido as suas diversas aplicacdes. As
copaibas podem ser encontradas nas outras regides do Brasil além da Floresta amazdnica

(CORREIA, 2017; BARBOSA, 2012; SILVA, 2017).



3.2 Copaiba

A sustentabilidade de componentes da biodiversidade Amazonica e a gestdo adequada
de seus recursos ¢ algo que vem se tornando crescente no Brasil, além de constituir um dos
maiores desafios na atualidade, uma vez que, ¢ enorme a variedade de espécies nela encontrada
(COSTA et al., 2016).

A exploragdo do o6leo-resina de copaiba ¢ um exemplo de recurso abundante na regido
amazonica e que pode ser manejado dentro do conceito de sustentabilidade, representando uma
alternativa de diversificacdo dos produtos nao madeireiros na regido amazonica
(RIGAMONTE, 2004).

Copaibeiras sdo arvores tipicas da regifio tropical da América Latina e também da Africa
Ocidental, sendo que, na América Latina sdo encontradas espécies na regido que se estende do
México ao norte da Argentina (VEIGA JUNIOR; PINTO 2002).

O o6leo de copaiba, também chamado de 6leo resina, tem uma grande representagdo
social e econdmica no Brasil, especialmente na regido Amazonica onde ¢ amplamente utilizado.
O oleo resina ¢ um exsudato constituido por seiva formada por acidos resinosos € compostos
volateis (VEIGA JUNIOR, 2007). Historicamente, o uso deste 6leo ja era bastante difundido
entre os indios quando os primeiros exploradores portugueses chegaram ao Brasil onde o 6leo
era ja utilizado como cicatrizante e anti-inflamatério (RAMOS, 2006). A utilizagdo do 6leo
resina se perpetua até os dias atuais, sendo seu uso tdo vasto que a copaiba se destaca como
uma das plantas medicinais mais empregada e conhecida pela populacdo, principalmente a
amazonica.

E imensa a aplicagdo do 6leo de copaiba salientando as industrias de perfumes e
cosméticos, onde sdo utilizados em diversas formas como por exemplo: lo¢des capilares,
sabonetes, perfumes entre outros, sendo utilizado também na inddstria de vernizes e tintas
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). Também tem sido muito extensivo seu uso na medicina
tradicional, apresentando atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana, cicatrizante,
propriedades anticancerigena, antisséptica urinaria e de repeléncia contra insetos (MIRANDA,

2016).

3.2.1 Descrig¢ao botanica € composi¢ao quimica

As arvores ou arbustos de copaiba fazem parte da familia Leguminosae Juss, subfamilia
Caesalpinoideae Kunth e ao género Copaifera, e compreendem 72 espécies espalhadas pelas
américas e oeste do continente africano. Destas, 24 sdo recorrentes no Brasil: C. brasiliensis

Dwyer, C. cearensis Huber ex Ducke, C. confertiflora Benth, C. coriacea Mart, C. duckei



Dwyer, C. elliptica Mart, C. glycycarpa Ducke, C. guianensis Desf, C. langsdorffii Desf, C.
lucens Dwyer, C. lutxelburgii Harms, C. malmei Harms, C. marginata Benth, C. marjorina
Dwyer, C. martii Hayne, C. multijuga Hayne, C. oblongifolia Mart, C. officinalis (Jacq.) L, C.
paupera (Herzog) Dwyer, C. piresii Ducke, C. publifora Benth, C. reticulata Ducke C.
rondonii Hoehnee C. trapezifolia Hayne (MARTINS-DA-SILVA etal, 2008;
YAMAGUCHI; GARCIA, 2012; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; BARBOSA, 2012; SILVA,
2017).

Veiga Junior e Pinto (2002, p. 274) descreve que:

As copaibeiras sdo arvores de crescimento lento, alcangam de 25 a 40 metros de altura,
podendo viver até 400 anos. O tronco ¢é aspero, de colorag@o escura, medindo de 0,4
a 4 metros de didmetro. As folhas sdo alternadas, pecioladas ¢ penuladas. Os frutos
contém uma semente ovdide envolvida por um arilo abundante e colorido. As flores
sd0 pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares. A floragéo
e frutificagdo das copaibas ocorrem a partir dos 5 anos de idade, em plantios. A
floragdo ocorre entre outubro e julho e a frutificacdo entre junho e outubro, com
variagdes dentro destes intervalos, dependendo da regido e clima, com auséncia de
florescimento anual, em algumas regioes.

Uma das caracteristicas mais marcantes das copaibas que ocorrem no Brasil ¢ a
producao da oleo-resina, que € o resultado da deterioragdo das paredes celulares do tronco,
também chamada de excre¢do e/ou desintoxicacdo do organismo vegetal, o qual apresenta
funcao de defesa contra animais, fungos e bactérias. A quantidade de 6leo-resina produzida por
arvore € variavel, entretanto essa variabilidade ndo possui uma causa determinada, diversos
fatores sdo apontados como: a sazonalidade, o ambiente de crescimento e a caracteristica
genética. Pode-se observar a ocorréncia da copaiba em diversos ambientes como nas florestas
de terras firmes, campos, campinaranas, dunas, matas de transicdo e em 4reas Umidas, as
preferidas para muitas espécies: margens de rios, igarapés, lagos, varzeas e igapoés (BARBOSA,

2012; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Destaca-se ainda a dificuldade para fazer a caracterizagdo boténica e a diferenciagdo
morfoldgica entre as espécies, primeiro por ser baseada nas caracteristicas dos frutos e das
flores (figura 1), como a “pubenescéncia das sépalas, comprimento dos anteros e a condigdo
glaborosa ou nio do pistilo” (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002), e segundo “pela dificuldade
pratica em se obter os 6rgaos florais das espécies, dado o curto periodo em que ocorrem e a

altura das arvores” (BARBOSA, 2012).



Figura 1 - Inflorescéncias de copaibeiras. Copaifera reticulata (A) e da Copaifera martii (B)

Fonte: LAMEIRA et.al., 2022.

A composic¢ao quimica dos 6leos resinas das espécies de copaiba vem sendo estudadas
desde o século XIX, a qual apresenta fragao volatil rica em sesquiterpenos e fragao constituida
por compostos fixos predominantemente diterpénicos, podendo variar principalmente levando
em conta os fatores externos como ataques provocados por insetos e fungos (RAMOS, 2006;

VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Silva (2017) evidencia que os sesquiterpenos sdao os responsaveis pelo odor marcante
dos o6leos resinas de copaiba, entretanto mesmo sendo constituido em sua maioria por uma
classe de componentes quimicos, ainda assim a variagdo € muito grande. Essas variagdes podem
ocorrer tanto entre as espécies ou em uma Unica espécie, tanto quantitativamente quanto

qualitativamente (BARBOSA, 2012; MARTINS-DA-SILVA et.al., 2008).

A literatura relata aproximadamente 110 sesquiterpenos e 42 diterpenos ja identificados
a partir do 6leo-resina e do seu 6leo essencial. Dentre os principais sesquiterpenos destacam-se
cariofileno e B-cariofileno, a e B-humuleno, B-bisaboleno, a e B-cubebeno, y e a-muuroleno, o
e B-copaeno, § e - elemeno, a e - selineno, 6xido de cariofileno, cipereno e § e y- cadineno.
J4 com relagdo aos diterpenos, o acido copalico, 4cido hardwickiico, acido caurendico e acido
colavénico sdo os mais representativos, além da presenga de alguns monoterpenos (MIRANDA,

2016; BARBOSA, 2012; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; SILVA, 2017).



3.3 Hidrodestilacao

Ha diversas técnicas de extrair as fracdes volateis das plantas, como as partes aéreas
(galhos finos e folhas), flores, frutos, sementes, cascas, troco ou resinas, alguns métodos podem
ser aplicados, como a maceragdo, hidrodestilacdo, extragdao por solvente, micro-ondas dentre
outras (SANTOS et.al., 2004).

Dentre esses métodos o mais comum ¢ o de hidrodestilagdo, o qual Silveira et.al., (2012)
destaca que a hidrodestilagdo pode englobar algumas técnicas que usam a agua, seja ela apenas
o vapor d’agua ou o vapor ¢ a agua. Nesta ultima técnica o material vegetal permanece em
contato com a agua em ebuli¢do e o vapor d’agua provoca a abertura das paredes celulares
causando a evaporacao do 6leo que esta entre as células do material vegetal, e o vapor, agora
constituido da mistura de o6leo e &4gua, passam por um condensador onde ocorre seu
resfriamento. Devido constituintes nao serem misciveis, existe a formacao de duas fases
liquidas que apds a condensacao, podem ser separadas. Com base nessas propriedades fisicas,
em especial a densidade do 6leo essencial a ser extraido, existem tipos de sistemas extratores
indicados, sendo o sistema Clevenger apresentado na figura 2 o mais difundido para escala
laboratorial (SANTOS et.al., 2004; SILVEIRA et.al., 2012).

O sistema de extracdo utilizando aparelho do tipo Clevenger ¢ constituido por: o
aparelho extrator, a manta aquecedora, balao de fundo redondo, condensador e refrigerador com

circulacao de agua.

Figura 2 - Aparelho extrator Clevenger.

Fonte: SILVEIRA et.al., 2012.



3.4 O capim annoni (Eragrostis plana Nees)

A invasdo de uma area natural por espécies animais e vegetais ¢ um dos maiores
problemas ambientais atuais, esse problema decorra da introdugao, espontanea ou intencional,
de animais e plantas exoticos (FERNANDES; BARBOSA, 2013). Para Ziller (2000), espécies
invasoras s3o aquelas que, uma vez introduzidas a partir de outros ambientes, se adaptam e
passam a reproduzir-se ocupando o espago de espécies nativas e produzindo alteracdes nos
processos ecologicos naturais, tendendo a tornarem-se dominantes apds um periodo de tempo
mais ou menos longo requerido para sua adaptagao.

A planta de capim annoni apresentada na figura 3, alcanga de 0,5 a 1 m de altura, forma
densas touceiras devido ao intenso perfilhamento e possui alto teor de fibra, o que resulta em
dificil pastejo. A similaridade botinica do capim annoni com as espécies forrageiras nativas ou
cultivadas dificulta o seu controle em pastagens naturais. Soma-se a isso o fato de a produgao
de sementes dessa espécie ser muito alta, podendo um unico individuo gerar mais de 300.000
sementes (LORENZI, 2000). A alta dorméncia das sementes também favorece sua manutencao
no banco de sementes do solo, proporcionando reinfestagdes continuas. Outro agravante ¢ o
fato de o capim annoni apresentar efeitos alelopaticos capazes de influenciar a germinagao ou
limitar o crescimento das forrageiras nativas, reduzindo a capacidade de regeneragdo da
vegetacdo nativa do bioma Pampa, o que reflete diretamente na reducgdo da biodiversidade deste

importante ecossistema (LORENZI, 2000).

Figura 3: Capim annoni estabelecido (A) e em desenvolvimento (B) em forma de touceiras, em solos

Fonte: MALDANE, et.al., 2021



Relativo sucesso no controle do alastramento da espécie tem sido obtido através do uso
de herbicidas quimicos. Contudo, o uso indiscriminado de produtos quimicos tem elevado a
resisténcia de insetos-praga, fungos fitopatogénicos e plantas daninhas, bem como a
contamina¢do do meio ambiente. Considerando os problemas do uso indiscriminado dos
quimicos, os produtos naturais representam uma alternativa para o controle de doengas e uma
possibilidade de serem usados com bioherbicidas (BATISH et al., 2007).

Compostos de origem natural oriundos de extratos ou do metabolismo secundario de
plantas vém sendo alvos de pesquisas para o desenvolvimento de novos produtos
ambientalmente seguros, que apresentem eficiéncia no controle de plantas indesejaveis e
reduzido custo economico.

Diversos constituintes quimicos isolados de espécies vegetais tém demonstrado efeito
como bioherbicidas para varias espécies de plantas daninhas, como Achyranthes aspera, Cassia
occidentalis, Parthenium hysterophorus, Echinochloa crusgalli e Ageratum conyzoides (ENS
et al., 2009). Ja para a Eragrostis plana Nees alguns estudos t€m reportado potencialidades
alelopéticas de algumas plantas medicinais, como sdo os casos das espécies de Arruda (Ruta
graveolens L.), aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), melaleuca (Melaleuca
alternifolia Cheel), alfavaca (Ocimum gratissimum L.), mastruz (Chenopodium ambrosioides
L), capim-limao (Cymbopogon citratus Stapf) e citronela (Cymbopogon winterianus Jowit)

(MALDANE, et.al., 2021; PAWLOWSKI, et.al., 2021).



4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

4.1.1 Vidrarias e materiais de uso geral

e Baldo de fundo redondo de 500 mL
e Bastdo de vidro

e Extrator de vidro tipo clevenger
e Condensador

e Proveta de 500 mL

e Pipeta

e Tubo tipo eppendorf

e Tesoura

e Régua

e Papel filme

e Etiquetas

e Papel substrato mata borrao

e (aixa gerbox de 250 mL

4.1.2 Solventes

Agua destilada

Alcool etilico

4.1.3 Equipamentos

e Balanca analitica

e Manta aquecedora

e Bomba de refrigeragao

e Cromatografo gasoso acoplado a detector de Massas
e Pipeta automatica

e (eladeira



4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Material botanico

As oito amostras de Oleo-resina de copaiferas foram cedidas pelo Instituto Chico
Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio). As Oleo-resinas foram extraidas de
diferentes arvores que se encontram na Floresta Nacional de Carajas que compreende a area do
municipio de Parauapebas no Para (figura 4). As extragdes foram realizadas no més de julho
de 2018 e as amostras foram codificadas como Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7 e A8, ambas
armazenadas em recipientes de vidro vedados e acomodadas em geladeira (= 5 °C) para

preservagao das amostras de 6leo-resina.

Figura 4 - Area de preservagio do ICMBio no municipio de Parauapebas-PA.
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Fonte: RIOS e VIDAL, 2018.

Um lote composto por sementes de capim annoni, cedido pela Dra. Joseila Maldaner,
foi utilizado para os ensaios, as quais foram coletadas em diferentes cidades com incidéncia de
infestacdo por capim annoni na regido Central do Estado do Rio Grande do Sul, areas de
abrangéncia do bioma Pampa. As sementes foram armazenadas em geladeira (+ 4 °C), onde

permaneceram até o momento da instalagdo dos ensaios.



4.2.2 Extragdo do 6leo essencial de copaiba

Para a extra¢do dos dleos essenciais, as amostras Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7 e A8
foram separadamente submetidas a extra¢do por hidrodestilacao utilizando extrator tipo
Clevenger modificado apresentado na figura 5. Foram transferidas 25 g da amostra de cada
amostra do 6leo-resina e 250 mL de 4gua destilada para um baldo de fundo redondo, o qual foi
acoplado ao Clevenger e ao condensador com circulacdo de agua refrigerada. A capacidade
inicial da manta aquecedora foi de 70 % e reduzida para 60 % durante o periodo de 3 horas de
refluxo. O 6leo essencial obtido foi coletado em tubo do tipo epppendorf, previamente pesado,
identificado e posteriormente armazenado em geladeira (= 5 °C). O procedimento foi realizado
para as 8 amostras de oleo-resina, rsultando nas amostras dos 6leos essenciais identificados

como OE1, OE2, OE3, OE4, OES, OE6, OE7 e OE8

Figura 5 - Extrag@o do 6leo essencial de copaiba por hidrodestilacao.

Fonte: Propria autora



Os rendimentos dos 6leos essenciais foram calculados por meio da equagdo O1.

%O0E = T2E % 100 (Eq. 01)

m

onde, %OE corresponde a porcentagem de teor de oleo essencial; mor ¢ a massa de 6leo

essencial de copaiba recolhida (g) e m ¢ a massa de 0leo-resina em base seca (g).

4.2.3 Andlise do 6leo fixo e essencial por CG/EM

A anélise dos 6leo-resinas e dos Oleos essenciais foram realizadas no Laboratério de
Analises Quimicas da Faculdade de Quimica/ICE, utilizando-se um Cromatdgrafo gasoso
acoplado a um detector de massas (CG-EM) da figura 6. O equipamento utilizado foi um CG-
EM da marca Shimadzu, operando no modo de impacto eletronico (70 eV) e com coluna capilar
RESTEK silica fundida (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de
espessura do filme da fase estaciondria). O hélio foi utilizado como gas de arraste a uma pressao
de 8.2371 psi e velocidade de 36.623 cm/s. A programagdo de temperatura para o forno foi:
temperatura inicial de 60°C mantida por 10 minutos; aumentando 5°C/min até 150°C, sendo
esta temperatura também mantida por 5 minutos em seguida aumentando 5°C/min até 280°C e
mantida por 10 minutos. As temperaturas do injetor e da interface do detector foram de 250°C
e 280°C, respectivamente. Os 6leos, resinas e esséncias foram solubilizados em hexano grau
HPLC na concentragdo de 0,1mg/mL. O volume de inje¢do foi de 1,0 mL com razdo de split

20:1. A faixa de massas foi de m/z 45-450.

Figura 6 - Cromatdgrafo gasoso acoplado a detector de massas

Fonte: Propria autora



4.2.4 Ensaio bioherbicida

Para o ensaio foi usada a amostra de 6leo essencial mais recente, OE8, devido a
disponibilidade do ntimero de sementes. A amostra foi homogeneizada em alcool etilico 99%
(1:1 - v:v) antes da composi¢do do tratamento. O experimento consistiu em sete tratamentos,
sendo: controle (agua destilada); controle alcool; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 € 2,0% (v/v) do 6leo essencial
diluido em alcool. O controle alcool foi estabelecido com a maior concentragdo de alcool
utilizada na diluicdo, a fim de se descartar o efeito do alcool no tratamento.

As sementes de capim annoni foram dispostas sobre papel de germinacdo do tipo
mataborrdo em caixas gerbox (capacidade 250 mL, medida 11 x 11 x 3,5 cm). O papel de
germinagdo foi umedecido com a solucdo respectiva de cada tratamento em um volume de 5
mL por repeti¢do, sendo reaplicados 1 mL a cada trés dias para evitar a desidratagdo. Foram
utilizadas quatro repeti¢des por tratamento. Cada repeticdo consistiu em uma caixa do gerbox
com 20 sementes de capim annoni. Os testes foram realizados em sala de crescimento
climatizada, com temperatura controlada de 25 °C + 2 e fotoperiodo de 12 horas. Foram feitas
contagens didrias da germina¢do ¢ o potencial germinativo foi avaliado pelas seguintes
variaveis:

e Germinacdo acumulada — Adaptado de Brasil (2013), foi realizada a contagem ao final
de 10 dias apés a incubacdo, com o resultado expresso em porcentagem. Foi
determinada como germinada a semente que emitiu a radicula com no minimo 2 mm de
comprimento;

e Sementes mortas — Realizada concomitantemente com a germinacao acumulada, sendo
que as sementes que ndo germinaram, foram classificadas como mortas. O resultado foi
expresso em porcentagem.

e Iindice de velocidade de germinagdo (IVG) — Determinado através de contagens diarias

da germinagao durante 10 dias. Os valores obtidos foram calculados pela equacao 02:
Gl G2 Gn
IVG_E+E+"'+E (qu)

onde, IVG = ¢ o indice de velocidade de germinacao; G1, G2,.... Gn = niimero de
plantulas normais computadas na primeira contagem, na segunda contagem e na ultima
contagem e N1, N2,... Nn = nlimero de dias da semeadura a primeira, segunda e tltima

contagem (MAGUIRE, 1962);

e Tempo médio de germinagao (TMG) — Calculado pela equagao 03:



GINI+G2N2+4G3N3+..4+GiNi
TMG = . (eq. 03)
GI+G2+G3+..+Gi

Onde: TMG = ¢ tempo médio de germinagdo, o G = ¢ o numero de plantulas
germinadas observadas em cada dia de contagem e N = niimero de dias da semeadura a cada

contagem (SANTANA; RANAL, 2004);

Ao final de dez dias, também foi realizada uma avaliacao do desenvolvimento inicial
das plantulas de capim annoni através de medic¢des de altura das plantulas, contagem do numero
de perfilhos e avaliagdo visual do dano (atribuiu-se notas de 1 a 4, onde 1 = sem dano visivel;
2 = dano inicial; 3 = dano moderado; 4 = dano severo). Além disso, a massa seca das plantulas

foi aferida em balanca analitica apds massa constante.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ¢ a verificacdo das
diferencas estatisticas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do

software estatistico Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da extracio do 6leo essencial de copaiba

Os oleos essenciais obtidos, apresentam coloragdo incolor/esbranquicada e baixa
densidade (figura 7), aspectos que estdo de acordo com os relatados por Silva (2017), onde a

fragao fixa do 6leo resina de copaiba ¢ a responsavel pela coloragao.

Figura 7 - Oleo essencial obtido ao final da extragio por hidrodestilagdo
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Fonte: Propria autora.

Na tabela 1 estdo descritos a porcentagem de rendimento da extragcdo do 6leo essencial
de copaiba a partir do 6leo resina. Farias (1999) relata que o rendimento médio de dleo essencial
¢ de aproximadamente 1,2%, sendo assim, obteve-se um 6timo rendimento para estes. Trapp &
Croteau (2001), relatam que o rendimento do 6leo pode variar de acordo com os fatores
ambientais, material vegetal amostrado, ou método de extragdo. Ainda de acordo com Farias
(1999), a localizagdo geografica, época da coleta, forma de cultivo, condigdes climaticas, idade
do material vegetal, periodo e condi¢des de armazenamento podem influenciar o rendimento e

composicao quimica de 6leos essenciais.



Tabela 1- Rendimento das extragdes dos 6leos essenciais de copaiba.

Amostra Massa (g) Rendimento (%)
OEl 1,9763 7,9052
OE2 1,0334 4,1336
OE3 0,7008 2,8032
OE4 1,5054 6,0216
OE5 1,1998 4,7992
OE6 0,3029 1,2116
OE7 1,0358 4,1432
OES 04004 1,6016

Fonte: Propria autora.

5.2 Analise do 6leo-resina de copaiba por CG/EM

Os cromatogramas dos 6leos resinas 1 a 8, figura 8, mostram que todas as amostras
analisadas apresentam perfis quimicos semelhantes, onde pode-se observar que as substancias
se concentraram na regido entre 5 a 16 minutos, sendo assim, optou-se por analisar somente
essa regido. Ao todo foram isolados 40 compostos, porém, apenas 26 deles foram identificados
utilizando-se comparacdes dos espectros de massas obtidos com aqueles das bibliotecas NIST

Chemistry WebBook, com similaridade > 96%, tabela 2.

Figura 8 - Sobreposigdo dos cromatogramas dos 6leos resinas 1 a 8.

7
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Fonte: Propria autora.



Tabela 2 - Tempo de retencdo (min) dos componentes presentes nas amostras de 6leos resinas de copaiba.

# Componente Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8
T T

1 Ciclosativeno - - 11.888 11.887 11.887 11.886 - -

2 a-Copaeno - 11.953 11.954 - - - 11.952 -

3 7-epi- - - 12.015 12.015 - 12.014 - -
Sesquitujeno

4 B-Elemeno 12.083  12.051 12.083 12.083  12.082 12.081 12.081 12.079

5 Cipereno - 12.243 12.243 12.243  12.243  12.243 - 1.2241

6 Cariofileno 12.413  12.413 12.415 12413  12.416 12413 12411 12.410

7 Cis-a- 12.470  12.470 12.470 12.470 12469 12469 12.468  12.467
Bergamoteno

8  Sesquisabineno - - 12.526 ¢ - - 13.239  12.528 -

13.238

9 Trans-B- - - 12.581e 12937 12937 12.579 12935 -

Bergamoteno 12.937 e
12.937

10 a-Humuleno 12.727  12.726 12.726 - 12.726  12.725 12.724  12.723

11 y-Muuroleno - - 12.885 - - - - -

12 pB-Bisaboleno - - 13.096 13.096  13.096 - - -

13 d-Cadineno - - 13.277 - - - - -

14 (2)-a- 13.373  13.373 13.373 13.371 13372 13371 13.371 -

Bisaboleno
15 Trans-B- - - - 7.488 - - - -
Ocimeno
16 Trans- a- - - - 12.281 - - - -

Bergamoteno



17 1,4,7,- - - - 12.726 - - - -

Cycloundecatrie
ne,1,5,9,9-
tetramethyl-,
7,7.7-
18 (2Z,4E)-3,7,11- - - - 12.999 - - - -
Trimethyl-
2,4,10-
dodecatriene
19 B- - - - 13.239 13240 - 13.240 -
Sesquifelandren
0
20 o-Cubebeno - - - - 11.954 11952 - -
21 (E)-B- - - - - 12.579 - 12.579 -
Farneseno
22 o-Guaieno 12.531 12.531 - - - - - 12.529
23 Guaia-6,9-dieno  12.585  12.583 - - - - - 12.581
24 B-Selineno 13.023  13.023 - - - 13.023  13.022 13.019
25 Isocariofileno - - - - - - - 13.093
26 o-Bulneseno 13.154  13.153 - - - - - 13.150

*Sesquiterpenos *monoterpenos
Fonte: Propria autora.

As amostras apresentaram como compostos majoritarios o cariofileno e o a-farneseno
(figura 9) que esta de acordo com a literatura, Barbosa (2012) aponta ainda que essas
substancias estdo atreladas a atividades biologicas: antiinflamatéria, inseticida e
antimicrobiana, sendo as majoritarias na maioria dos 6leos resinas estudadas. Os componentes
comuns a todas as amostras s3o o cariofileno, cis-a-Bergamoteno e -Elemeno. Os quais podem
apresentar carater biomacarcador para 6leos resinas das arvores do género Copaifera que

ocorrem na regiao amazonica.



Figura 9- Cariofileno (A) e a-farneseno (B)

I”th.

Fonte: ADAMS, 2017

5.3 Analise do 60leo essencial de copaiba por CG/EM
As andlises dos dleos essenciais de copaiba levaram a identificacdo de 93 substancias,
tabela 3, utilizando-se comparagdes dos espectros de massas obtidos com aqueles das

bibliotecas NIST Chemistry WebBook, com similaridade > 96%. Sendo a mirceno e o a-pineno

0s compostos comuns a todas as amostras.
Tabela 3: Tempo de retencdo (min) dos compostos das amostras de 6leos essenciais.
# Compostos OE1 OE2 OE3 OE4 OES5S OE6 OE7 OES8
T T T
1 Phenol, 3, 5- - - 9.885 - - - - -
dimethyl-
2 3,3-diethoxy-1- - - 11.240 - - - - 11.250
propyne
3 hept-5-en-2-one <6- - - 11.920 11.920 11.935 11.925 - -
methyl->
4 Mirceno 12.025 12.035 12.020 12.035 12.040 12.040 12.040 12.035
5 Dimetol - - 12.080 - - - - -
8-3-Careno - - 12.570 e 14.235 - 14.240 14.235 12.585
14.230 e

14.245
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y-Terpineno

heptyl methyl ketone
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one <6-methyl->

1H-Pyrazole,3-
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2,6-dimethyl-,(E,Z)-

4-Acetyl-1-
methylcyclohexene
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Ethanone,1-(4-
methylphenyl)-

Benzene,1-methoxy-
4-(1-methylethyl)-
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1,4,7.-
Cycloundecatriene, 1
,5,9,9-tetramethyl-,

7,2,7-

13.420

9.785

13.835

16.410

25.645

13.430

9.785

16.425

17.380

26.710

27.680

13.300

13.420

13.850

14.535

15.925

16.415

16.735

17.290

17.370

18.195

19.350

19.705

23.195

25.660

28.010

28.750

31.120

29.180

13.430

9.790 ¢
13.850

15.930

16.415

19.355

29.545

9.790 ¢
13.860

16.420

17.370

25.645

13.440

9.795 ¢
13.855

16.420

16.730

17..370

25.670

9.805¢
13.885
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17.370
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9.785 ¢
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17.300
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35.295

35.665

43.575

44.200

11.400

15.735
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1H- - - - 29.995 - - - -
cycloprop(e)azulene,
1a,2,3,4,4a,5,6,7b-
octahydro-1,1,4,7-
tetramethyl-, (1aR-
(laa,4a,4apB,7ba))-

naphthalene, - - - 30.405 - - - -
decahydro-4a-
methyl-1-methylene-
7-(1-
methylethylidene)-

[-Bisaboleno 30.885  30.990 30.730e  31.495, 31.140 31.205 -
31.245 31.600 ¢ e

31.680 31.635

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

B-Sesquifelandreno - 28.935 - 31.405 - 31.745 - -
(2)-y-Bisaboleno 31.435 - - 31.470 - - - -
Alcool Cariofileno 32415  32.615
Guaiol 33.050 -
3,7,11-Trimethyl- 38.640 -
dodeca-2,6,10-
trienoic acid
Pimaradieno 41.895 -
Styrene - 8.250
Limoneno - 13.440
phenol, 2- methoxy - 15.820
6-Elemeno - 24.665
Humuleno - 29.735
a-Selineno - 31.160
a-Calacoreno - 32.120 e
32.420

2-Nonanone
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89 (E)- B-Ocimeno 14.235 - -
90 Carvacrol 23.515 - -
91 y-Muuroleno 29.680 - -
92 (E)-y-Bisaboleno 31.265 - -
93 B -Calacoreno 32.055 - -

Fonte: Propria autora.

5.4 Avaliacio do potencial bioherbicida do 6leo essencial com capim annoni

Atividades bioherbicidas foram reportadas anteriormente para algumas espécies de
Copaifera. Santana et al. (2006) observaram que Copaifera langsdorfii Desf interferiu
diretamente na germinabilidade de sementes de alface, os autores observaram que o extrato
obtido de folhas e casca de serapilheira da C. langsdorfii inibiu a germinagdo. Além disso,
outros estudos apontam que a diversidade de espécies vegetais sob suas copas ¢ baixa, da
mesma forma que sua frequéncia da regeneracao natural (CETNARSKI FILHO; NOGUEIRA,
2005; Silva et al. 2012). Souza Filho et al. (2010) estudaram o potencial alelopatico de trés
espécies de Copaifera, C. duckei, C. martii e C. reticulata, sobre a germinacao e o crescimento
de raiz de plantas daninhas e observaram que o extrato etanolico de folhas e galhos de C. martii
e C. reticulata foram eficientes em inibir a germinacdo, ja C. duckei, embora ndo tenha inibido
significativamente a germinacdo de sementes, afetou de forma expressiva o desenvolvimento

da raiz.

O dleo essencial de copaiba inibiu de forma significativa a germinag@o e o crescimento
inicial do capim annoni, especialmente em concentragdes superiores a 1,5% (Tabela 4 e 5). A
inibicao da germina¢do acumulada (GA) do capim annoni foi de cerca de 27% em exposi¢ao
ao OE de copaiba, seguido da mortalidade, que foi crescente com o aumento da concentragao.
Quanto a velocidade de germinacdo, o indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi
significativamente reduzido a partir da concentra¢do acima de 1,5%, j4 o tempo médio de

germinagdo (TMGQG) foi maior para concentragdes acima de 1,0% do 6leo essencial de copaiba.



Tabela 4 - Germinagdo do Eragrostis plana em exposi¢do a diferentes concentragdes de 6leo essencial de
copaiba, apds dez dias de instalagdo.

Controle C. Alcool 0,1% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% C.vV

I T T T T T T T 1
GA 83,33 a 86,67 a 80,0 ab 70,00 ab 68,33 b 58,33 b 61,67 ab 13,93
Mortas 16,67 b 13,33b 20,00 ab 30,00 ab 31,67ab 41,67a 38,33 ab 26,95
IVG 5,67 a 484 a 492a 4,29 ab 3,73 ab 2,31b 2,75b 17,83
TMG 3,10 ¢ 3,79 be 3,35 be 3,37 be 4,09b 5,62 a 4,96 a 7,62

*Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
CV= Coeficiente de variagao.

Fonte: Propria autora.

Os efeitos no desenvolvimento inicial podem ser observados pela inibicdo do
crescimento e desenvolvimento radicular, por ser sensivel a agdo de aleloquimicos, isto porque
o alongamento depende de divisdes celulares, que quando inibidas, comprometem seu
desenvolvimento. Por exemplo, compostos fendlicos provocam alteragcdes nas membranas
celulares, as quais passam a ndo ter permeabilidade seletiva especifica, causando disturbios no
fluxo de ions e condutividade hidraulica nas raizes (ASLAM et al., 2017). Mesmo ndo
avaliando o sistema radicular, por se tratar de um ensaio in vitro, o desenvolvimento radicular
¢ insuficiente para tais avaliagdes, mas os efeitos no crescimento inicial puderam ser percebidas.

Tabela 5 - Efeitos no crescimento inicial do Eragrostis plana em exposicdo a diferentes concentragdes de 6leo
essencial de copaiba, apds dez dias de instalagao.

Controle C.Alcool  0,1% 0,5% 1,0% 1,5% 20% C.V

| ] ] | ] ] ] ] 1
Altura 1,29a 0,92 be 1342 1,05b  0,70cd  0,57d  054d 9,04
Dano 1,03 ¢ 247 a 1,39bc  1,39bc  1,88ab  239a  239a 12,81
Perfilhamento 1,92 a 1,67 a 125a 122a 1,Lioa  1,1la  122a 2876

Biomassa 0,0029a  0,0022bc  0,0025ab 0,0022bc  0,0017c¢ 0,0017c¢ 0,0016¢c 11,63

*Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
CV= Coeficiente de variago

Fonte: Propria autora



6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir das 8 amostras de 6leos resinas de copaibas, coletada na area de preservacao do
ICMBio, no municipio de Parauapebas-PA foi extraido suas fracdes volateis por
hidrodestilacdo, o qual resultou em amostras de 6leos essenciais com indices de rendimentos
satisfatorios, para OE1 7,9%, OE2 4,1%, OE3 2,8%, OE4 6,2%, OES 4,8%, OE6 1,2%, OE7
4,1% e OE8 de 1,6%.

A caracterizagdo quimica dos 6leos resinas e de seus 6leos essenciais foi realizada em
cromatografia gasosa acoplada a detector de massas, apresentando resultados similares aos
presentes na literatura. Predominantemente de uma grande variedade de sesquiterpenos e alguns
monoterpenos, sendo os compostos majoritarios o coriofileno e o a-farmaseno, que possuem

atividades biologicas registradas.

A avaliagdo biologica da amostra de 6leo essencial OES, frente ao capim annoni foi
executada avaliando a germinagdo e o crescimento das sementes, que se mostraram reduzidos
em concentragdes mais elevadas do 6leo essencial durante o ensaio, requisitos necessarios para

indicac¢ao de atividade bioherbicida.

Ainda ndo existe um padrao para a caracterizacao de uma espécie de copaiba mediante
somente sua composi¢ao quimica, que facilite aplicagdes especificas. Entretanto, o estudo se
mostrou importante e satisfatorio para colaborar com novos produtos ambientalmente seguros

e futuras analises da fun¢do bioherbicida das espécies que ocorrem na Amazonia.
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