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Resumo

A caracterizacdo fitoquimica de plantas da biodiversidade brasileira sdo uma importante ferramenta na descoberta de novas
moléculas bioativas. O objetivo desta pesquisa foi realizar a termogravimetria da espécie, o screening fitoquimico e a atividade
alelopatica dos extratos das partes aéreas de Phoradendron ensifolium. A analise térmica foi realizada a partir da planta seca e
estabilizada. O extrato hidroalcdolico foi obtido por sohxlet, o extrato aquoso foi obtido por maceracdo a quente. Foram
pesquisados metabolitos secundarios da classe dos alcaloides, leucoantocianidinas, flavonoides, cumarinas, antraquinonas,
esteroides e triterpenos, antocianidinas, saponinas, heterosideos cianogénicos e taninos. A atividade alelopatica foi avaliada para
as sementes de Lactuca sativa e Allium cepa. A andlise térmica da planta revelou a temperatura segura de manejo das amostras
para manter a integridade com compostos metab6litos secundarios. O screening fitoquimico foi positivo para a presenca de
alcaloides, flavonoides, cumarinas, esteroides e triterpenos, antocianidinas, saponinas e taninos. O extrato hidroalcéolico
mostrou uma importante alelopatia frente as sementes monocotileddneas e dicotiledoneas. O potencial revelado por P. ensifolium
motiva estudos futuros para completa elucidacao e aplicabilidade da espécie.

Palavras-chave: Alelopatia; Screening fitoquimico; Phoradendron; Termogravimetria.

Abstract

The phytochemical characterization of plants from Brazilian biodiversity is an important tool in the discovery of new bioactive
molecules. The objective of this research was to carry out the thermogravimetry out the species, the phytochemical screening
and the allelopathic activity of the extracts of the aerial parts of Phoradendron ensifolium. Thermal analysis was carried out from
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the dried and stabilized plant. The hydroalcoholic extract was obtained by Soxhlet, the aqueous extract was obtained by hot
maceration. Secondary metabolites of the class of alkaloids, leucoanthocyanidins, flavonoids, coumarins, anthraquinones,
steroids and triterpenes, anthocyanidins, saponins, cyanogenic heterosides, and tannins were researched. The allelopathic activity
was evaluated for Lactuca sativa and Allium cepa seeds. Thermal analysis of the plant revealed the safe handling temperature
oh the samples to maintain integrity with secondary metabolite compounds. Phytochemical screening was positive for the
presence of alkaloids, flavonoids, coumarins, steroids and triterpenes, anthocyanidins, saponins and tannins. The hydroalcoholic
extract showed an important allelopathy against monocotyledons and dicotyledonous seeds. The potential reveled by P.
ensifolium motivates future studies for complete elucidation and applicability of the species.

Keywords: Allelopathy; Phytochemical screening; Phoradendron; Thermogravimetry.

Resumen

La caracterizacion fitoquimica de plantas de la biodiversidad brasilefia es una herramienta importante en el descubrimiento de
nuevas moléculas bioactivas. El objetivo de esta investigacion fue realizar la termogravimetria de la especie, el tamizaje
fitoquimico y la actividad alelopatica de los extractos de las partes aéreas de Phoradendron ensifolium. La termogravimetria se
realiz6 a partir de la planta seca y estabilizada. El extracto hidroalcohélico se obtuvo por Sohxlet, el extracto acuoso se obtuvo
por maceracion en caliente. Se investigaron metabolitos secundarios de la clase de los alcaloides, leucoantocianidinas,
flavonoides, cumarinas, antraquinonas, esteroides y triterpenos, antocianidinas, saponinas, heterésidos cianogénicos y taninos.
Se evalué la actividad alelopatica para semillas de Lactuca sativa y Allium cepa. El analisis térmico de la planta reveld la
temperatura de manipulacién segura de las muestras para mantener la integridad con los compuestos de metabolitos secundarios.
El tamizaje fitoquimico fue positivo para la presencia de alcaloides, flavonoides, cumarinas esteroides y triterpenos,
antocianidinas, saponinas y taninos. El extracto hidroalcohd6lico mostré una importante alelopatia frente a semillas
monocotiledoneas y dicotileddneas. El potencial revelado por P. ensifolium motiva futuros estudios para la completa elucidacion
y aplicabilidad de la especie.

Palabras clave: Alelopatia; Tamizaje fitoquimico; Phoradendron; Termogravimetria.

1. Introducéo

O estudo do perfil fitoquimico de espécies vegetais e a elucidacao de novas moléculas bioativas tem sido uma importante
ferramenta na valorizagdo da biodiversidade, na descoberta de potenciais medicamentos e compostos terapéuticos, inclusive de
espécies menos estudadas. (Rodrigues, Pimenta, Braga & Araljo, 2016; Biazotto et al., 2019).

A familia Santalaceae possui cerca de trinta e seis géneros espalhados pelas regides de clima tropical e temperado. As
espécies se apresentam sob a forma de arvores, arbustos ou ervas (Kuijt & Hanse, 2015). Um exemplo é o Santalum album Linn,
conhecido como sandalo, espécie comum na regido da Indonésia e importante fonte econdmica pelo fornecimento de madeira e
6leo essencial (Indrioko, Ratnaningrum, 2015). Em relacdo as propriedades medicinais conhecidas em Santalaceae podemos
citar o Viscum album, extensamente estudado quanto a sua a¢do imunomoduladora e antitumoral (Varela et al, 2004).

Dentre as formas de vida presentes em Santalaceae, observamos o hemiparasitismo, onde a planta encontra-se associada
a um hospedeiro para a retirada de agua e nutrientes, obtendo fotossintatos a partir de suas préoprias estruturas (Nickrent Malecor
et al., 2010; Dettke & Waechter, 2014).

Neste sentido destaca-se o género Phoradendron, distribuido principalmente no continente americano, considerado um
dos géneros mais comuns e prejudiciais, j& que parasita espécies economicamente importantes, como espécies frutiferas e
espécies utilizadas na industria madeireira (Rigon, 2011). Devido a interagdo planta-hospedeiro ser mediada por metabdlitos
secundarios a composicdo fitoquimica de Phoradendron pode variar em funcédo das caracteristicas do meio e do hospedeiro
(Furlan et al., 2019).

Assanga et al. (2020) demonstraram que os teores de taninos e flavonoides de P. californicum variaram em funcéo do
hospedeiro, o que ndo foi observado para os teores de compostos fendlicos. Foram identificadas a presenca de C-glicosilflavonas
e proantocianidinas em extratos metandlicos de P. liga (Varela et al., 2004). O extrato aquoso de P. piperoides demonstrou baixa
toxicidade aguda em cobaias e acdo antiespasmadica (Dias et al., 2007). Apesar das propriedades atribuidas a Phoradendron,
algumas espécies sdo pouco estudadas em relagdo ao seu contetdo fitoquimico, apresentando relato apenas em relagéo ao seu

habito de vida, como é o caso de Phroradendron ensifolium.
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P. ensifolium esta presente em paises da América do Sul como Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai. Nativa no Brasil
encontra-se bem adaptada e distribuida no estado do Parana, sendo observada desde ambientes como a Floresta Ombréfila Mista
até areas urbanas. E observada em diversos hospedeiros sendo comum em Lauraceae. Apresenta frutos globosos, lisos, de
coloracdo branca a rosada de acordo com o estadio de maturacdo (Rigon, 2011; Rotta et al., 2005).

Considerando o uso de plantas como potenciais fontes de compostos bioativos para a producdo de herbicidas naturais,
o estudo da alelopatia avalia a capacidade da planta em influenciar o crescimento e desenvolvimento biolégico e agricola de
outras espécies vegetais (Macias et al., 2000; Gatto et al., 2021).

A pesquisa realizada com a espécie P. ensifolium, planta hemiparasita, busca caracterizar seus componentes quimicos,
indicando o grupo de metabdlitos secundéarios e substancias majoritarias da espécie, além de investigar o potencial alelopéatico

dos extratos de caules e folhas.

2. Metodologia
2.1 Material vegetal

A coleta de P. ensifolium foi realizada na cidade de Curitiba, Parana (25°26°51.5”S e 49°20°49.8”;W”), associada a
uma Ocotea sp. A identificacdo da espécie foi realizada pelo Museu Botanico Municipal de Curitiba (MBM), sob o registro
385268. O acesso ao material vegetal foi concedido através do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) - ABAB244. As partes aéreas da planta (caules, folhas e frutos) foram secas a

temperatura ambiente e moidas em moinho de facas e martelos.

2.2 Anélise Térmica

O teste gravimétrico foi realizado a partir de 10 mg das partes aéreas da planta, submetidas ao aparelho LABSYS EVO
TGA/STA-EGA (SETARAN) previamente calibrado com indio (In; PF: 156,6°C; AH fusdo: 28,54 J.g -1) como padrdo. O teste
seguiu com uma taxa constante de aquecimento de 10°C min -1, com intervalos de aquecimento entre 30 a 600°C, sob fluxo de

argbnio (20 mL.min -1), em célula calorimétrica de alumina aberta.

2.3 Obtencao das fragdes hidroalcodlicas e extrato aquoso

As partes aéreas da planta seca e triturada (3600g) foram submetidas a extracdo com etanol utilizando Soxhlet
modificado. O sistema foi aquecido e mantido em refluxo por 40 horas. O extrato bruto apresentou um rendimento de 2,64%.
Ap0s a concentracdo do extrato bruto em rotaevaporador, fragdes foram obtidas a partir de solventes de polaridade crescente em
sistema de parti¢do liquido-liquido: hexano (HEX), cloroférmio (CLO), acetato de etila (AE) e remanescente hidroalcodlico
(REM).

Para o extrato aquoso foram utilizados 40g das partes aéreas da planta, seca, estabilizada e triturada, acrescidas de 200
mL de agua e submetidas a maceracdo a quente (banho maria) a temperatura média de 70°C por uma hora. Ao final, o extrato
foi filtrado.

2.4 Perfil Fitoquimico

Por meio da solubilidade, os solventes utilizados no particionamento orientam a pesquisa dos compostos quimicos, em
relacdo a sua estrutura molecular. Os componentes quimicos pesquisados no extrato aquoso foram: antocianinas, saponinas,
heterosideos cianogénicos e taninos. Para extrato hidroalc6olico foram pesquisados: alcaloides, leucoantocianidinas, flavonoides,

cumarinas, compostos iridoides, antraquinonas, esteroides e/ou triterpenos
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Para a investigacdo das principais classes de compostos metabolitos presentes em P. ensifolium, as fragdes foram
submetidas a reacdes de coloracdo e/ou precipitacdo, segundo a metodologia desenvolvida por Moreira (1979) e adaptada por
Miguel (2003).

2.4.1 Extrato hidroalco6lico
a) Alcaloides: Reativo de Mayer
b) Leucoantocianidinas: Reacéo colorimétrica na presencga de HCI
¢) Heterosideos flavonicos: Reacgéo colorimétrica por Zn em HCI.
d) Cumarinas: Reacdo colorimétrica com NaOH na presenca de luz ultravioleta
e) Antraquinonas: Reacdo de Bontrager

f) Esteroides e triterpenos: Reacdo de Keller-Kiliani

2.4.2 Extrato aquoso
a) Antocianidinas: Reagéo com HCI
b) Saponinas: Ensaio de espuma
¢) Heterosideos cianogénicos: Reagdo de Schoenbein

d) Taninos: Reacdo com cloreto férrico

2.5 Atividade alelopética

O extrato bruto e fracdes das partes aéreas da planta foram utilizados para avaliacdo da atividade alelopética de acordo
com a metodologia descrita por Macias et al. (2000), Chon et al. (2005) e Dias, Cirio, Miguel e Miguel (2005) frente as sementes
de Lactuca sativa (alface) e Alium cepa (cebola). O preparo dos ensaios ocorreu da mesma forma para ambas as sementes. As
amostras foram previamente solubilizadas em metanol e obtidas concentragdes de 100 - 1000 pg/mL. Como controles foram
utilizados d4gua e metanol. As caixas Gerbox (11x11x3cm) foram higienizadas com solucéo de hipoclorito de sodio e alcool 70°,
cada caixa recebeu dois papéis filtro Whatman® n° 6,0 autoclavados. O preparo dos testes ocorreu em fluxo laminar. Em cada
caixa foram adicionados 6 mL de amostra, o controle negativo foi realizado com 6 mL de metanol, o controle positivo 6 mL de
dgua. Cada concentragdo foi realizada em duas caixas para cada tipo de semente: uma para controle da germinagdo e outra do
crescimento. As caixas foram deixadas em temperatura ambiente para completa evaporagdo dos solventes. Ap6s evaporacao
total, os papéis receberam 6 mL de agua destilada. Os controles foram preparados da mesma forma. Cada caixa gerbox recebeu
20 sementes, distribuidas em 4 quadrantes em sentido horério. As caixas foram fechadas e mantidas em BOD sob temperatura
controlada 20+5°C. O controle da germinacdo das sementes de L. sativa e A. cepa ocorreu diariamente sob fluxo laminar por 7
e 14 dias, respectivamente em horarios aproximados. Sementes germinadas foram retiradas da caixa no momento da verificacéo.
Foram consideradas germinadas as sementes que demonstraram a protusao da radicula através do tegumento (De Feo et al., 2002;
Adegas et al., 2003). O indice de velocidade de germinacdo foi calculado de acordo com Maguire (1962). O crescimento foi
mensurado ao fim do periodo de 7 dias para as sementes de alface, e 14 dias para cebola. O hipocétilo e a radicula das sementes
foram aferidos em milimetros (mm). As medidas obtidas foram submetidas ao teste estatistico Scott-Knott (p < 0,05) através do

software Sisvar® versao 5.6, as medidas obtidas através dos testes controles foram consideradas para comparagao.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38585

Research, Society and Development, v. 11, n. 16, 468111638585, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38585

3. Resultados e Discusséo
3.1 Analise Térmica

A analise térmica da amostra foi um importante parametro para avaliar as propriedades fisico-quimicas da planta,
permitindo conhecer o padrao de degradacdo da espécie quando submetida a temperaturas e atmosferas controladas. Desta forma,
foi possivel identificar o teor de umidade e cinzas, a variacdo de massa da amostra pode ser utilizada como um indicativo para a
presenca dos principais grupos de metabdlitos secundarios. O padréo de perda de massa de P. ensifolium apresentou trés etapas
de degradacgdo, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Perfil de degradacéo térmica de Phoradendron ensifolium.

Etapa Temperatura °C % de massa
1 Umidade 30-130 7,7
2 Degradacdo de Metabolitos Secundérios 150 — 400 47,07
3 Residuos carbonados e polimeros 400 - 500 37,35

Nota: % de degradacdo de massa por etapa. Fonte: Autores (2022).

A primeira etapa de degradacdo caracterizou a perda de umidade da planta, totalizando 7% de massa. A segunda etapa de
degradacédo é caracterizada pela decomposicdo de compostos metabdlitos secundarios como flavonoides, taninos e terpenos,
representando 47,07% da amostra. A terceira etapa de degradac&o esta relacionada & decomposicao lenta de residuos carbonados
e polimeros, responsavel pela perda de 37,35% da massa. A faixa de temperatura de degradacdo dos compostos revela que o
método de obtencédo do extrato bruto e fragdes foi seguro, uma vez que a extracdo a quente por Soxhlet atinge aproximadamente
75°C.

3.2 Perfil fitoquimico

A busca por classes de compostos secundarios visa compreender o perfil fitoquimico da espécie estudada, bem como
nortear os ensaios realizados. A tabela 2 relaciona os resultados encontrados para 0 extrato aquoso, de acordo com a classe de
composto investigado.

Tabela 2 - Composicao fitoquimica do extrato aquoso das partes aéreas de Phoradendron ensifolium.

Grupos Fitoquimicos Analises Resultado
Antocianidinas HCI ++
Saponinas Ensaio da espuma ++++
Heterosideos Cianogénicos Reagcéo de Schoenbein -
Taninos Cloreto férrico +++

Nota 1: - reagdo negativa; + reacdo fraca, ++ reacdo moderada, +++ reacdo forte, reacdo intensa. Fonte: Autores (2022).

A partir das reacg@es realizadas P. ensifolium demonstrou a presenca de antocianidinas e taninos, reagdes intensas foram
observadas para a presenca de saponinas e reacdes negativas para heterosideos cianogénicos. Rangel-Méndez et al., (2022)
observaram variacfes na composicdo de metabélitos secundarios de P. wattii de acordo com as esta¢6es do ano.

A concentracdo de compostos secundarios pode sofrer alteragdo de acordo com o hospedeiro em que a planta se encontra.

Assanga et al. (2020) observaram diferencas na presencga de compostos fendlicos em P. californicum, indicando que as interag6es
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planta-hospedeiro influenciam o metabolismo da espécie. A presenca de flavonoides e taninos foi também observada em P.
perrottetti, o que pode estar relacionado com o processo de intrusdo da planta nos tecidos do hospedeiro (Furlan et al., 2019).

A Tabela 3 apresenta os dados encontrados para o extrato hidroalcdolico e fragGes obtidas.

Tabela 3 - Composicao Fitoquimica do extrato hidroalcodlico das partes aéreas de Phoradendron ensifolium.

FRACOES
Grupos Fitoquimicos HEX CLO AE REM
. + + - ++
Alcaloides
Leucoantocianidinas ) i i
. - - ++++ -
Flavonoides
. ++++ - ++
Cumarinas

Heterosideos - - - -
Antraquindnicos

Esterdides e + + - -

Triterpenos

Nota 1: HEX - Fracdo Hexano, CLO - Fragdo Cloroférmio, AE - Fracdo Acetato
de Etila, REM - Fracdo Hidroalcodlica Remanescente

Nota 2: - reagdo negativa; + reacdo fraca, ++ reacdo moderada, +++ reacdo forte,
++++ reacdo intensa.

Fonte: Autores (2022).

O extrato hidroalcdolico e fragBes apresentaram reagdes positivas para alcaloides, esteroides e triterpenos, reacfes
intensas foram observadas para a presenca de flavonoides e cumarinas. Foram obtidos resultados negativos para a presenga de
leucoantocianidinas e heterosideos antraquindnicos.

As classes de metabolitos secundarios encontrados em P. ensifolium corroboram com o género, é importante salientar

que variagdes tém sido associadas as condi¢bes ambientais e ao hospedeiro.

3.3 Alelopatia

A acdo alelopética das espécies vegetais constitui um campo que demanda atengéo e busca por novos saberes uma vez
que as interacOes planta-planta ndo sdo completamente elucidadas.

O indice de velocidade de germinacdo das sementes de L. sativa sofreu estimulo positivo frente ao extrato bruto, FAE e
FREM. O desenvolvimento do hipocoétilo sofreu forte inibi¢do para todas as concentragdes da FHEX, inibicdo menos acentuada
foi observada para concentragdes do extrato bruto, FCLO, FAE e FREM. O crescimento da radicula apresentou estimulo por
todas as concentracfes do extrato bruto e concentracdes das FCLO, FAE e FREM quando comparado ao controle. Os resultados

estdo demonstrados no Gréfico 1.
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Gréfico 1 - Influéncia do extrato bruto e fragBes de P. ensifolium no crescimento do hipocétilo e radicula de L. sativa.
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Fonte: Autores (2022).

A relagdo planta-planta é mediada por aleloquimicos, podendo resultar em alteragBes na estrutura e transporte das
membranas, alteracBes morfoldgicas, interferéncia no ciclo celular e alteragdes no balanco hidrico (Einhellig, 2002).

A porcdo radicular tem se mostrado mais sensivel a presenca de compostos quimicos, uma vez que permanece em
contato com 0s extratos por mais tempo e como principais anormalidades é possivel citar o surgimento de raizes atrofiadas,
defeituosas e/ou ausentes (Borella & Pastorini, 2009).

A interacdo entre 0s constituintes quimicos e a planta podem resultar em acgéo alelopatica de inibigdo ou estimulo do
desenvolvimento, conforme observado no ensaio com sementes de L. sativa, uma vez que houve inibicdo do crescimento do
hipocétilo e estimulo do crescimento da radicula. Por se tratar de uma planta hemiparasita, P. ensifolium possui a capacidade de
fotossintese, entretanto extrai agua e nutrientes da planta hospedeira, desta forma, a planta apresenta um convivio competitivo e
o crescimento da radicula é estimulado para estabelecer a relacdo de hemiparasitismo (Barroso & Murata, 2021).

O indice de velocidade de germinacao das sementes de A. cepa mostrou-se abaixo dos controles em todas as amostras
testadas. A reducgdo do padrdo germinativo das sementes pode estar relacionada ao processo de dorméncia, uma das estratégias
de sobrevivéncia de plantas daninhas. Desta forma, a germinagdo das sementes ocorre quando os fatores biologicos para o
estabelecimento da planta sdo favoraveis. O conhecimento do padrdo de germinacdo € fundamental para a compreensao do
mecanismo de estabelecimento da planta (Silva & Silva, 2007).

Quanto ao crescimento do hipocétilo, todas as concentracdes testadas demonstraram crescimento abaixo dos controles.

O desenvolvimento radicular sofreu maior inibigdo por concentrages da FCLO, conforme resultados apresentados no grafico 2.
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Gréfico 2 - Influéncia do extrato bruto e fragBes de P. ensifolium no crescimento do hipocétilo e radicula de A. cepa.
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O uso de A. cepa em testes de toxicidade é um importante bioindicador, apresentando baixo custo e confiabilidade (Furini
et al., 2020). Os resultados observados podem estar associados ao sinergismo dos metabélitos secundarios que compdem a
espécie, uma vez que a presenca de flavonoides, saponinas e taninos pode resultar em acdo alelopatica. Furlan et al. (2019) em
seu estudo sobre a interacdo entre Phoradendron perrottetti e Tapirira guianensis observou que ao realizar atividade
hemiparasitaria, P. perrotteti apresentou altos niveis de flavonoides, importantes durante seu estabelecimento, em contrapartida,
a planta hospedeira apresentou diminuigdo dos teores de taninos quando comparado aos tecidos saudaveis.

Espécies que apresentam acdo alelopatica podem ser caracterizadas como potenciais precursores de substancias de

interesse farmacéutico, agricola e industrial (Cansian et al., 2013; Paula et al., 2014; Lorensi et al., 2017).

4. Concluséo

O screening fitoquimico de P. ensifolium evidenciou a presenca de metabdlitos secundarios da classe dos alcaloides,
flavonoides, cumarinas, esteroides e triterpenos, antocianidinas, saponinas e taninos. O perfil termogravimétrico indicou que 0s
testes foram realizados em temperatura segura para a integridade dos compostos. P. ensifolium demonstrou uma importante
alelopatia frente a sementes monocotileddneas e dicotiledéneas. Os resultados obtidos a partir desta pesquisa, contribuem para a
caracterizagdo de uma planta da biodiversidade brasileira. O potencial bioldgico da espécie motiva futuras pesquisas para

completa elucidacdo dos metabdlitos secundarios e a busca por novos agentes herbicidas.
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