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OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
Croton heliotropiifolius Kunth E APLICACAO DO EXTRATO NO
CRESCIMENTO DO FEIJAO-CAUPI

Resumo: O extrato de Croton heliotropiifolius € promissor para formulacdo de
produtos naturais, que tenham a capacidade de inibir o crescimento de patégenos
rizosférico que acometem a cultura do feijao-caupi. Contudo, a planta é beneficiada
pela tecnologia da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Assim, é indispensavel
gue, até mesmo o uso de produtos naturais formulados para inibicdo de patégenos,
ndo afetem negativamente a nodulacao e eficiéncia da simbiose entre a espécie e
as bactérias diazotroficas. Este estudo esta dividido em dois capitulos. Objetivou-se
no primeiro capitulo determinar as melhores condicfes para extracdo de compostos
bioativos de folhas de C. heliotropiifolius. Adotou-se 0 método de extracdo assistida
por ultrassom. Utilizou-se o planejamento Doehlert para otimizar as variaveis
significativas. Conclui-se que, o ultrassom e o planejamento Doehlert foram eficazes
para determinar as condicdes Otimas de extracdo. No segundo capitulo, objetivou-
se verificar o efeito do extrato de C. heliotropiifolious na germinacéo, nodulacdo e
no crescimento do feijdo-caupi. Foram instalados quatro ensaios sucessivos.
Utilizaram-se diferentes volumes do extrato. Como fontes de nitrogénio, houve
inoculacdo das sementes com estirpes de bactérias diazotréficas e adubacédo com
N mineral. O volume de 1 mL do extrato diluido 25% (v/v) em agua, ndo afetou a
germinacao, crescimento e nodulacdo da cultura. Assim, o emprego do extrato
diluido 25% (v/v) até o volume de 1 mL poderd ser utilizado em futuros testes, para

avaliar seu potencial frente a patdgenos que acometem a cultura do feijao-caupi.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, método de ultrassom, Vigna unguiculata



OPTIMIZATION OF THE EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS
IN Croton heliotropiifolius Kunth AND APPLICATION OF THE
EXTRACT IN THE GROWTH OF COWPEA

Abstract: Croton heliotropiifolius extract is promising for the formulation of natural
products, which have the ability to inhibit the growth of rhizospheric pathogens that
affect the cowpea culture. However, the plant benefits from the technology of
biological nitrogen fixation (FBN). Thus, it is essential that even the use of natural
products formulated to inhibit pathogens, do not negatively affect the nodulation and
efficiency of the symbiosis between the species and the diazotrophic bacteria. This
study is divided into two chapters. The objective of the first chapter was to determine
the best conditions for extracting bioactive compounds from leaves of C.
heliotropiifolius. The ultrasound-assisted extraction method was adopted. Doehlert
planning was used to optimize the significant variables. It is concluded that,
ultrasound and Doehlert planning were effective to determine the optimal conditions
of extraction. In the second chapter, the objective was to verify the effect of C.
heliotropiifolious extract on the germination, nodulation and growth of cowpea. Four
successive tests were installed. Different volumes of the extract were used. As
nitrogen sources, seeds were inoculated with strains of diazotrophic bacteria and
fertilization with mineral N. The volume of 1 mL of the extract diluted 25% (v / v) in
water, did not affect the germination, growth and nodulation of the culture. Thus, the
use of the diluted extract 25% (v / v) up to the volume of 1 mL can be used in future

tests, to evaluate its potential against pathogens that affect the cowpea culture.

Key Words: Euphorbiaceae, ultrasound method, Vigha unguiculat
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INTRODUGCAO

Diversas plantas de grande importancia alimentar sdo acometidas por
patdbgenos que causam doencas, prejudicando assim, a qualidade e
producéo da cultura. Dentre estas, pode-se citar a cultura do feijao-caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp], uma leguminosa amplamente nutritiva
(CHAVES et al., 2018), com graos ricos em proteinas, além de minerais,
carboidratos, aminoacidos e vitaminas, (DEVI; KUSHWAKA; KUMAR, 2015).
As regides Norte e Nordeste do pais sdo suas maiores produtoras e, no
Nordeste sua producdo é proveniente da agricultura familiar (FREIRE FILHO
et al., 2011). A produtividade da cultura é beneficiada pela fixacdo biolégica
de nitrogénio (FBN), com a inoculacdo de estirpes autorizadas para a cultura
(BRASIL, 2011), como também a inoculagdo de outras estirpes eficientes
para o cultivo do feijdo-caupi (SOUSA, 2017; CHAVES et al., 2018).
Entretanto, a producédo da cultura é severamente prejudicada por patdégenos
do solo e sementes, que causam a podridao de raizes e caules.

Para controlar estas podriddes, a maioria dos produtores rurais recorre
ao uso de produtos convencionais que levam a contaminacdo do Meio
Ambiente, o que reforca a necessidade pela busca de produtos naturais que
apresentem eficiéncia no controle de patégenos que acometem plantas de
feijdo-caupi, como os extratos vegetais. Estudos mostram efeito satisfatorio
no uso de extratos vegetais para o controle do crescimento de patégenos
gue causam doencas em plantas (SILVA, J. A. et al., 2009; FERREIRA et al.,
2014; BRITO e NASCIMENTO, 2015).

Devido a essa problematica, tem crescido o interesse pela extracéo de
compostos do metabolismo secundario de plantas medicinais que tenham
potencial de controle bioldgico, visto que, poderdo servir como base para
formulacdo de produtos naturais eficientes, que ao mesmo tempo néo gerem
impacto negativo ao Meio Ambiente, como os extratos vegetais (SILVA, C. et
al., 2017).

Dentre as plantas medicinais, destacam-se diversas espécies do
género Croton, que pertencem a familia das Euphorbiaceae e, sao
conhecidas pelo seu potencial no tratamento de vérias doencas, sendo
amplamente usadas na medicina tradicional (RIBEIRO et al., 2014;
CORDEIRO e FELIX, 2014; ALMEIDA et al., 2015). Algumas espécies desse
género possuem importantes atividades biolégicas, como: agéo inseticida,
antifangica, antioxidante e antimicrobiana (FERNANDES, 2016).
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Estudos mostram que as plantas do género Croton tém uma gama de
compostos fendlicos (Figura 1), que sdo compostos sintetizados por meio do
metabolismo secundéario da planta, conferindo as mesmas protecado contra
fatores bibticos e abidticos adversos e, possuem varias propriedades
antioxidantes (BENETTI et al., 2013; BALLI et al., 2020).
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Figura 1. Estrutura de compostos fendlicos: Acido vanilico (A); Acido
siringico (B); Acido clorogénico (C); Acido galico (D); Acido p-cumarico (E);

Acido trans-cindmoco (F); Acido cafeico (G); Acido ferulico (H).
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Dentre os compostos fendlicos que foram identificados em espécies
do Croton estédo os flavonoides, que se apresentam em maior porcentagem
em relacdo a outros compostos, além de fazerem parte do nucleo principal
das espécies estudadas (BARRERA et al., 2016). Nas plantas, os
flavonoides desempenham diversas funcdes, dentre as quais, pigmentacéo
das flores e frutos, regulacdo do crescimento vegetal, protecdo contra
agentes oxidativo (SILVA et al., 2015), além de exercerem importante funcao
no processo de FBN.

Entre as espécies do género Croton, destaca-se o Croton
heliotropiifolius Kunth (Figura 2), que é endémica da regido Nordeste do
Brasil e, comumente conhecida como “velame”, “velaminho” (SILVA, J. et al.,
2017) e “cassutinga” (ROCHA et al., 2016). E encontrada habitualmente em
vegetacdo de caatinga, sobre solo arenoso ou areno-argiloso, podendo
também ser encontrada em cerrados e restingas (SILVA, J. S. et al., 2009). A
espécie possui propriedades medicinais (ROCHA et al., 2016), o que

demostra ser uma fonte de produtos naturais biologicamente ativo.

Figura 2. Planta de Croton helioropiifolius. Fonte: Angélico, E. C. (2011).

Devido a sua importancia, estudos tém sido desenvolvidos com
diferentes partes das plantas de C. helitotropiifolius para preparo de extratos
vegetais e 6leos essenciais, com intuito de verificar sua agédo bioldgica,
identificar e quantificar sua composi¢cdo quimica (QUEIROZ et al., 2014;
ALENCAR FILHO et al., 2017; ARAUJO et al., 2017; BRITO et al. 2018).
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Existem diversos métodos para obtencdo de extratos vegetais, alguns
considerados convencionais, como: maceracao, hidrodestilagao, destilacéo a
vapor e soxhlet, outros considerados métodos mais avancados, como:
extracdo com fluido super critico, extracdo assistida por micro-ondas e
extracao assistida por ultrassom (BARROS et al., 2014; XU et al., 2017).

A extracdo assistida por ultrassom se caracteriza por ser um método
rapido, eficiente, preciso, simples e de baixo custo (FERREIRA et al., 2014)
e, vem sendo utilizado para atender aos principios da Quimica Verde, haja
vista que, tem-se tornado crescente a preocupacdo da comunidade cientifica
em desenvolver métodos de extracdo ambientalmente sustentaveis, como o
emprego de técnicas de extracdo mais ecologica, 0 menor consumo de
energia, a minima ou ndo geracdo de residuos nocivos ao Meio Ambiente,
além da utilizacdo de solventes organicos nao toxicos (TSUKUI; REZENDE,
2014). Na literatura € reportada que a extracdo de compostos vegetais é
mais eficiente pelo método de ultrassom em comparacdo a método
convencional (DENG et al., 2017; JOVANOVIC et al., 2017), e também em
comparacdo a métodos mais modernos (RODSAMRAN & SOTHORNVIT,
2019; HADIDI et al., 2020).

O ultrassom produz turbuléncia e agitacdo do solvente, o que gera
cavitacoes (JADHAV et al., 2009). Tais cavitacbes promovem ruptura na
parede celular da amostra, permitindo que o solvente penetre com mais
facilidade na matriz vegetal, o que leva a maior transferéncia do analito,
promovendo assim, maior rendimento dos compostos vegetais extraidos
(CORBIN et al., 2015; FERREIRA et al., 2014). Menor espaco de tempo de
extracdo e maior rendimento nas concentracoes de compostos bioativos
extraidos é relato no trabalho de Silva et al (2016) e KAN et al (2020), ao
utilizarem ultrassom.

Para otimizacdo de procedimentos analiticos como o rendimento de
extracado de compostos bioativos, pode-se utilizar as metodologias univariada
ou multivariada, na univariada a otimizacdo do preparo da amostra €
realizada com o estudo de apenas uma variavel por vez, jA na multivariada é
feito o estudo de todas as variaveis ao mesmo tempo (BENETTI, et al.,
2013), assim, a multivariada torna o processo de otimizacdo mais rapido e
econdmico. Para a otimizacdo das variaveis que afetam de forma significativa
a resposta analitica é utilizada a metodologia de superficie de resposta
(MSR) (BALLI et al.,, 2020). Dentre as MSR pode-se citar o planejamento
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fatorial de trés niveis, composto central, Box-Behnken e Matriz de Doehlert.
(FERREIRA et al., 2007).

Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foi otimizar o
procedimento de extragdo de compostos fendlicos em folhas de C.
heliotropiifolius e, verificar seu efeito na germinagdo, nodulacdo e

crescimento do feijao-caupi.
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OTIMIZACAO DA EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM DE
COMPOSTOS BIOATIVOS EM FOLHAS DE Croton heliotropiifolius Kunth

RESUMO: Croton heliotropiifolius € uma planta endémica da regido Nordeste do
Brasil, possui propriedades medicinais, e ja foi constatado sua acao antifngica,
antioxidante, antimicrobiana e seu efeito larvicida. Além disso, tem-se identificado
compostos quimicos presentes no 6leo essencial e extratos vegetais da espécie.
Existem diversos métodos para extracdo vegetal, dentre estes, a extracdo
assistida por ultrassom permite a extracdo de compostos fenélicos de forma mais
eficiente em menor espaco de tempo. Diante do exposto, objetivou-se determinar
as melhores condicdes para obtencdo de compostos fendlicos em folhas de
plantas de Croton heliotropiifolius, por meio da extracdo assistida por ultrassom.
Para otimizagdo dos flavonoides totais foi montado um planejamento fatorial (24)
para triagem das variaveis mais significativas. Posteriormente, o planejamento de
matriz de Doehlert foi utilizado para otimizar a porcentagem do solvente, volume
do extrator, temperatura e tempo de extracdo. Por meio do CLAE, foram
identificados 12 compostos nas amostras do extrato de C. heliotropiifolius:
Kaempferol, catequina, acido galico, quercetina, acido vanilico, acido elagico,
acido cafeico, acido trans-cinamico, acido p-cumarico, acido siringico, acido
ferulico e acido clorogénico. As condi¢des otimas encontradas foram: 11,4 mL de
etanol 37,5% v/v, a uma temperatura de 54,8°C por 39,5 minutos em banho

ultrassonico.

Palavras-chave: compostos bioativos, planejamento Doehlert, solucéo
hidroetandlica
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OPTIMIZATION OF ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION OF
COMPOUNDS BIOACTIVES IN LEAVES OF CROTON heliotropiifolius Kunth

ABSTRACT: Croton heliotropiifolius is an endemic plant in the Northeast region of
Brazil, which has medicinal properties, and scientifically its antifungal, antioxidant,
antimicrobial and larvicidal effects have already been verified. In addition, chemical
compounds present in essential oil and plant extracts of the species have been
identified. There are several methods for plant extraction, among them, ultrasound-
assisted extraction, which allows the extraction of phenolic compounds more
efficiently in less time. Given the above, the objective was to determine the best
conditions for extracting phenolic compounds from leaves of Croton heliotropiifolius
plants. The extraction of phenolic compounds in leaves of C. heliotropiifolius was
developed by means of an ultrasonic bath. To optimize the total flavonoids, a
factorial design (2%) was set up to screen the most significant variables. Then the
Doehlert Matrix planning was used to optimize the percentage of the solvent,
extractor volume, temperature and extraction time. Twelve compounds were
identified in the samples of the C. heliotropiifolius extract: Kaempferol, catechin,
gallic acid, quercetin, vanillic acid, ellagic acid, caffeic acid, trans-cinnamic acid, p-
cumaric acid, siringuic acid, ferulic acid and chlorogenic acid. The optimum
conditions found were: 11.4 mL of 37.5% v / v ethanol, at a temperature of 54.8 ° C

for 39.5 minutes in an ultrasonic bath.

Keywords: bioactive compounds, Doehlert planning, hydroethanolic solution
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INTRODUGCAO

Croton heliotropiifolius pertence a familia das Euphorbiaceae (SALATINO et
al., 2007). A espécie é endémica da regido Nordeste do Brasil, sendo mais
encontrada em vegetacdo de Caatinga (ANGELICO et al., 2014). Comprovaram-
se atividades bioldgicas para a espécie, tais como: acdo antifungica (QUEIROZ et
al., 2014; BRITO et al., 2018), antioxidante (SILVA et al., 2017), antimicrobiana
(ARAUJO et al., 2017) e efeito larvicida (DORIA et al., 2010). Essas atividades s&o
atribuidas a composicdo quimica dos extratos vegetais e 6leos esséncias.

A espécie é uma planta medicinal e, tem despertado maior interesse de estudo
devido seu potencial bioativo. Pesquisas recentes, identificaram diversos
compostos quimicos presentes no 0leo essencial do C. heliotropiifolius, como o
(E)-caricofileno, y-muroleno, viridifloreno (ARAUJO et al., 2017), limoneno, a-
pinene, caryophyllene etc, (BRITO et al., 2018). No extrato metandlico da planta
foi identificado a presenca de flavonoides (SILVA et al., 2017).

Os flavonoides fazem parte do grupo dos compostos fendlicos, estando
presentes em todos 0s vegetais. Sua biossintese ocorre em resposta da planta
contra fatores adversos, conferindo a mesma melhor adaptacéo, além de estarem
estreitamente envolvidos com a qualidade das plantas medicinais (SINGH et al.,
2017). Esses compostos ocorrem em uma variedade de formas estruturais, todas
contendo a estrutura basica formada por dois anéis aromaticos (A e B) ligados por
um anel pirano (C) (Figura 1, A). As substituicbes nos anéis A e B e as variacdes
no padrdo do anel C, resultam em importantes classes de flavonoides, como os

flavondis (Figura 1, B), flavonas, isoflavonas, catequinas, entre outros.

A
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Quercetina kaempferol

Figura 1 — Estrutura béasica dos flavonoides (A). Exemplos de flavonoides:

guercetina e kaempferol (B).

O interesse pela extracdo de flavonoides tém sido crescente (YU et., 2019),
principalmente em plantas com potencial bioativo (HOSSAIN e SHAH, 2015).
Entretanto, obter uma extracdo eficiente associado a um bom rendimento desses
compostos é o grande entrave (GHITESCU et al., 2015; YU et., 2019). Sendo,
portanto, primordial o desenvolvimento de um procedimento que melhor extraia os
compostos desejaveis (DHANANI et al., 2017).

A extracdo dos compostos no material vegetal é o ponto de partida para se
identificar como também quantificar os analitos presentes nas plantas.
Atualmente, ha diversos métodos para a extracao vegetal, dentre estes, pode-se
citar alguns convencionais como a extracdo solido-liquido e extracdo por alta
pressao hidrostatica e, métodos mais modernos, como a extracao assistida por
micro-ondas e extracao assistida por ultrassom (XU et al., 2017).

Os métodos convencionais requerem o uso de grande quantidade de solventes
organicos, procedimentos analiticos longos e pouco eficientes. Isso pode
ocasionar degradacfes, comprometendo a qualidade e o rendimento do extrato
final, além do potencial para poluicdo ambiental devido ao grande volume de
solventes utilizados.

Por essas razdes, os tradicionais métodos de extracdo tém sido substituidos
por outras metodologias que sao mais sensiveis, seletivas, rapidas e
ambientalmente seguras, como o método de banho ultrassénico. O ultrassom
ocasiona uma melhor separacdo do analito da amostra. Com o aumento da

temperatura, ocorre a formacao de bolhas de cavitacdo que entram em colapso e,
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aumentam a presséo, o que facilita a penetragdo do solvente na matriz, e assim,
h& um maior contato do solvente com o analito, promovendo maior solubilidade do
mesmo (BENDICHO et al., 2012). Compostos fenodlicos sdo extraidos em menor
espaco de tempo e com um menor gasto de solvente utilizando extracdes
assistidas por ultrassom, quando comparado a método convencional (DENG et al.,
2017; LIMA et al., 2018; ROCHA et al, 2018), e também em comparagédo a método
contemporaneo, como extracdo assistida por microondas (RODSAMRAN,
SOTHORNVIT, 2019).

Diversos fatores influenciam no processo de extracdo de compostos bioativos
vegetais, dentre 0s quais, a matriz vegetal, o solvente, o tempo e a temperatura
(PHUONG et al., 2020). Pesquisas demonstram diferentes métodos de extracdo
vegetal do C. heliotropiifolius, com a aplicacdo de diferentes condicbes de
temperatura, solvente, tempo, métodos de extracdo e partes distintas da planta.
Queiroz (et al., 2014) fizeram a extracdo de compostos quimicos presentes no
caule da planta usando o método de macerdo com etanol. Ja SILVA (et al., 2017),
utilizaram o caule, folhas e flores da espécie, tendo metanol como solvente.

Para a otimizacdo de métodos analiticos, pode ser utilizada a estatistica
univariada ou multivariada. A multivariada € mais vantajosa que a univariada, por
necessitar de um menor namero de experimentos, o que reflete em menor tempo
e gasto de solvente. Aléem de permitir, avaliar a interacdo entre os fatores
estudados, e deste modo, é mais confiavel que a univariada (NOVAES et al.,
2017).

Hipotetiza-se neste estudo que, a extracdo por meio do banho ultrassénico
com uso do solvente hidroetandlico ira beneficiar a extracdo de compostos
bioativos em folhas de Croton heliotropiifolius.

Diante do exposto, objetivou-se determinar as melhores condi¢cdes para
extracao de flavonoides e outros compostos bioativos em folhas de plantas de

Croton heliotropiifolius.
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MATERIAL E METODOS

Amostra

Plantas de Croton heliotropiifolius foram coletadas na cidade de Jequié,
Bahia, Brasil, localizada nas seguintes coordenadas geogréficas: latitude 13° 51’
4" S e longitude 40° 4’ 52" W. A coleta ocorreu no més de marco de 2018, que
corresponde a estacdo do verdo no Estado, periodo em que as plantas

metabolizam maior concentracao de metabdlitos secundarios na regiao.

Preparo das amostras

Folhas de C. heliotropiifolius foram fragmentadas e seguiram para secagem
em estufa com ar circulante a uma temperatura media de 45°C, durante quatro
dias, até perderem toda a umidade. Posteriormente, foram trituradas em moinho
de facas do tipo Willey usando peneira de 1,5 mm até se obter um material mais
homogéneo, promovendo também aumento na superficie de contato das
particulas. Em seguida, foram armazenadas em recipientes de vidro com tampa e

mantidas no congelador até serem usadas.

Solventes e reagentes

Agua utilizada foi ultrapura obtida (18,2 MQ cm) de um sistema de
purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). O Etanol utilizado foi obtido
pela J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De Méx., MEXICO). Os padrdes de quercetina,
acido elagico, acido seringico, kaempferol, catequina, acido trans-cinamico, acido
cafeico, acido vanilico, acido ferudlico, acido clorogénico, acido p-cumarico, acido

galico foram provenientes da Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO, USA).

Instrumentacgéo

As amostras foram sonicadas em tubos de ensaio utilizando o ultrassom
(Elma Ultrasonic S10H (tipo), f.: 50/60 Hz, P.: 90 W), (Alemanha), e em seguida

centrifugadas por dois minutos a 1125 G.
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Foi utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, LC-20AD
Prominence, Shimadzu, Jap&o), que possui quatro bombas de alta pressao (LC-
20AD, Shimadzu, Japéo), mais detectores de arranjo de diodos (DAD, SPD20A,
Shimadzu, Japao), interfaceados em série (CBM-20A, Shimadzu, Japdo) com uma
coluna RP 18 "LiChrospher" (5 ym, 4,6 x 250 mm, Agilent, Brasil) e controlada
pelo software LC-System.

Planejamento experimental

A otimizacdo multivariada do procedimento de extracdo foi realizada em
duas etapas. Na primeira etapa foi utilizado um planejamento fatorial completo de
dois niveis (24). Os fatores e os niveis estudados foram: concentragdo da solugdo
extratora (30% e 70% de etanol), volume (5 mL e 15 mL), tempo de sonicagéao (2
min. e 20 min.) e temperatura (30°C e 70°C), (Tabela 1); com o objetivo de
determinar quais fatores influenciam de forma significativa a resposta analitica.
Na segunda etapa utilizou-se a matrix de Doehlert como metodologia de superficie

de resposta para otimizacao das variaveis estatisticamente significativas.

Extracao assistida por ultrassom

Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,2 g de amostra e 11,4 mL de
solucédo hidroetandlica de concentracdo 37,5% (v v). A amostra foi colocada em
banho ultrassénico a 54,8 °C, por 39,5 minutos. Posteriormente, as amostras
foram levadas a centrifuga por dois minutos a fim de facilitar a separacdo do
sobrenadante do residuo sélido. O experimento foi realizado em triplicata (?). A
amostra foi filtrada através de um filtro descartavel LC de 0,45 um, transferida

para um vial de injecao para posterior andalise por HPLC.

Determinacao de flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada por espectrofotometria
molecular, utilizando o espectrofotbmetro TECNAL® a 750 nm (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil), em leitura de 408nm, e a resposta foi lida em absorvancia.

Adotou-se a metodologia proposta por Marques et al.,, (2012) com algumas
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alteracfes. Para o procedimento, uma aliquota de 500l do extrato foi inserida em
baldo volumétrico de 10 ml, onde se adicionou 2 ml de solugéo etandlica de AICL3
(5%, m v1), ajustando o volume do baldo com solucédo hidroalcolica (40%, v v1).
Cada amostra foi lida em duplicata e, para a leitura da curva foi utilizada uma
solugéo com padréo de quercetina. Os pontos de calibragéo da curva foram 0; 0,2;
0,4;0,8;1,0;1,2e 1,4 ppm.

Anélise cromatogréfica das folhas de C. heliotropiifolius

O extrato foi filtrado utilizando um filtro de 0,45um, posteriormente foram
injetadas no HPLC. Para a fase estacionaria utilizou uma coluna RP 18 (5 ym, 4,6
x 250 mm) com a temperatura de 40°C. A fase movel foi formada por dois
solventes: o metanol (solvente A) e, acido acético com concentracgéo final del% (v
v1) misturado a agua ultrapura (solvente B). O gradiente utilizado foi 0-10 min,
100% A; 10-20 min, 70% A; 20-30 min, 10% A; 30-37 min, 70% A e 37-40 min,
100% A, a um fluxo de 1 mL min-t. Foram identificados os seguintes compostos:
Kaempferol, catequina, acido galico, quercetina, acido vanilico, acido elagico,
acido cafeico, Acido trans-cinamico, acido p-cumaérico, &acido siringico, acido
fertlico e acido clorogénico. Foram utlizados distintos comprimentos de ondas,
sendo: &cido vanilico e acido elagico (260 nm); acido siringico (272 nm); acido
galico, acido ferulico, acido trans-cinamico e catequina (280 nm); acido p-cumarico
(310 nm); acido clorogénico e acido cafeico (330 nm); quercetina e kaempferol
(360 nm).

Andlise estatistica

Para otimizacao dos flavondides totais foi montado um planejamento fatorial
(2% para triagem das variaveis mais significativas. Posteriormente, o planejamento
de matriz de Doehlert foi utilizado para otimizar a concentracdo e o volume da
solucdo hidroetandlica, a temperatura e o tempo de extracao.

Todos os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o

programa Statistica 7.0 para Windows (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Planejamento Fatorial Completo

O planejamento fatorial completo de dois niveis foi utilizado para a triagem
das variadveis que afetaram de forma significativa a resposta analitica que é a
porcentagem de extragdo de flavonoides totais em folhas de Croton
heliotropiifolius. Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados do planejamento
fatorial completo, as respostas sao expressas em equivalente de Quercetina por g

de amostras.

EXPERIMENTOS ETANOL VOLUME TEMPO TEMPERATURA FLAVONOIDES

(%) (mL) (Min.) (°C) TOTAIS!
1 30(-)? 5(-) 2 () 30 (-) 9,14
2 70(+) 5(-) 2 () 30 (-) 5,08
3 30(-) 15 (+) 2 () 30 (-) 6,9

Tabela 1. Planejamento fatorial completo de dois niveis (2%) na extracdo de

flavonoides totais das folhas de Croton heliotropiifolius.
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4 70(+) 15 (+) 2(-) 30 () 2,52
5 30 () 5() 20 (+) 30 (1) 12,71
6 70(+) 5() 20 (+) 30 () 13,75
7 30 () 15 (+) 20 (+) 30 () 12,87
8 70(+) 15 (+) 20 (+) 30 () 12,73
9 30 () 5() 2(-) 70 (+) 9,8

10 70(+) 5() 2(-) 70 (+) 14,03
11 30 () 15 (+) 2 (-) 70 (+) 11,78
12 70(+) 15 (+) 2 (-) 70 (+) 10,87
13 30 () 5() 20 (+) 70 (+) 13,21
14 70(+) 5() 20 (+) 70 (+) 12,41
15 30 (-) 15 (+) 20 (+) 70 (+) 17,9
16 70(+) 15 (+) 20 (+) 70 (+) 15,04
17 50 (C) 10 (C) 11 (C) 50 (C) 13,50
18 50 (C) 10 (C) 11 (C) 50 (C) 12,32
19 50 (C) 10 (C) 11 (C) 50 (C) 13,19

1 Concentracéo expressa em mg de Quercetina g %, ? (-) Limite inferior, (C) Ponto central, (+) Limite
superior.

A partir do planejamento fatorial completo (Tabela 1) foi construido o grafico
de Pareto (Figura 2). Conforme pode ser observado na Figura 2, o fator tempo e
temperatura foram significativos (P<0,05) dentro do intervalo estudado, e ambas
as variaveis tiveram efeito positivo no rendimento de flavonoides extraidos no
extrato das folhas de C. heliotropiifolius.

O tempo foi o fator que apresentou maior efeito no rendimento da extracéo,
destacando que, o método de ultrassom proporciona melhor eficiéncia desse fator,
sendo, portanto, considerado mais vantajoso para extracao vegetal (DHANANI et
al., 2017). Como pode ser observado no trabalho de Lima et al. (2018), o fator
tempo influenciou diretamente no teor de compostos fendlicos extraidos, e 0 uso
do ultrassom promoveu uma reducdo no tempo gasto de 240 minutos para 15

minutos, em relacdo a método convencional.
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Figura 2. Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo de dois niveis

(2%) na extracdo das folhas de C. heliotropiifolius.

A temperatura foi a segunda variavel que influenciou positivamente no
rendimento de extracdo (FIGURA 2), a mesma é considerada um fator chave na
extracdo assistida por ultrassom, pois influencia nas caracteristicas fisicas e
guimicas do produto extraido (ESCLAPEZ et al., 2011), promove reducdo na
viscosidade do solvente utilizado, levando ao aumento da extracdo dos compostos
vegetais (WANG et al., 2008; TORRES et al., 2018), e influencia diretamente na
solubilidade dos compostos fendlicos (GUERRA et al.,, 2016). Assim, a mesma
exerce influéncia direta na interacao entre o solvente e o soluto (MARTINS et al.,
2013).

A interacdo entre os fatores tempo e temperatura foi significativa (P < 0,05)
com sinal negativo, indicando que, quanto menor for o tempo de extracdo maior
deverd ser a temperatura, para se obter maior rendimento de compostos bioativos
extraidos em folhas de C. heliotropiifolius (FIGURA 2). Observa-se 0 mesmo
comportamento para interacdo entre os fatores: concentracao de etanol, tempo e
temperatura, mostrando que, com o aumento da temperatura houve um

decréscimo no tempo de extracdo e também na concentracdo de etanol. Tal
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comportamento justifica-se pelo fato de que, o maior aquecimento promovido pelo
aumento da temperatura, levou a completude da parede celular, promovendo
maior rendimento de extracdo dos compostos de natureza polar com ligagéo fraca
na estrutura da amostra, necessitando assim, de um menor gasto de tempo e de
etanol (Figura 2).

Similarmente, Guerra et al. (2016) e Moreira; Dias (2018) verificaram
interacdo significativa entre os fatores tempo e temperatura na extracdo de
compostos fendlicos

Verifica-se ainda na Figura 2 que, os fatores concentracdo da solucao
etandlica e volume do solvente, isoladamente, ndo foram significativos (p>0,05).
Entretanto, por se observar interacfes entre essas variaveis juntamente as

variaveis tempo e temperatura, foi realizada a otimizacao de todas conjuntamente.

Planejamento Doehlert

Para otimizar os fatores que séo estatisticamente significativos, na extracéao
de flavonoides totais de folhas de C. heliotropiifolius, foi utilizado uma metodologia
de superficie de resposta (matriz Doehlert). A matriz de Doehlert € um modelo
utilizado na otimizacdo multivariada, que permite reduzir o numero de
experimentos a serem realizados em comparacdo a uma metodologia univariada
(FERREIRA et al., 2004; BENINI e ROSSI, 2019), visto que, permite o estudo de
varios fatores simultaneamente (RUSCHEL et al., 2016), sendo considerada um

procedimento simples, confiavel e sensivel (MOREIRA; DIAS 2018).

O planejamento Doehlert foi realizado de acordo com 0s experimentos
descritos na Tabela 2, onde sdo apresentados os valores codificados, os valores
reais e as respostas dos rendimentos de extracdo. Na Tabela 2 € apresentado o
planejamento Doehlert para otimizacdo de flavonoides totais em folhas de C.

heliotropiifolius, em que a resposta foi dada em mg g* de Quercetina.
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Tabela 2. Matriz de Doehlert para as variaveis estatisticamente significativas.

EXPERIMENTOS ETANOL TEMPERATURA TEMPO VOLUME FLAVONOIDES
(%) (°C) (Min.) (mL) TOTAIS *
1 402 (0)° 65 (0) 40 (0) 10 (0) 1,011
2 40 (0) 65 (0) 40 (0) 10 (0) 1,098
3 40 (0) 65 (0) 40 (0) 10 (0) 1,000
4 60 (1) 65 (0) 40 (0) 10 (0) 1,021
5 50 (0,5) 80 (0.866) 40 (0) 10 (0) 0,953
6 50 (0,5) 70 (0.289)  60(0.817) 10 (0) 0,997
7 50 (0,5) 70 (0.289) 50 (0.204) 15 (0.791) 0,904
8 20 (-1) 65 (0) 40 (0) 10 (0) 0,978
9 30(0,5 50 (-0.866) 40 (0) 10 (0) 1,035
10 30 (:0.5) 60(0.289)  20(-0.817) 10 (0) 0,956
11 30 (:0.5)  60(0.289)  30(-0.204) 5 (-0.791) 1,004
12 50 (0.5) 50 (-0.866) 40 (0) 10 (0) 1,023
13 50 (05) 60 (-0.289)  20(-0.817) 10 (0) 0,936
14 50 (0.5) 60 (-0.289)  30(-0.204) 5 (-0.791) 0,881
15 30 (0,5) 80 (0.866) 40 (0) 10 (0) 0,984
16 40 (0) 75(0577)  20(-0.817) 10 (0) 0,888
17 40 (0) 75(0.577)  30(-0.204) 5 (-0.791) 0,927
18 30 (0,5) 70 (0.289)  60(0.817) 10 (0) 0,939
19 40 (0) 55(-0.577) 60 (0.817)  10(0) 0,989
20 40 (0) 65 (0) 55 (0.613) 5 (-0.791) 1,015
21 30 (0,5) 70 (0.289) 50 (0.204) 15 (0.791) 0,997
22 40 (0) 55 (-0.577) 50 (0.204) 15 (0.791) 0,997
23 40 (0) 65 (0) 25(-0.613) 15 (0.791) 0,972

! Concentracdo expressa em mg de Quercetina g *; > Valores reais; ()® Valores codificados.

Na Figura 3 ilustra-se o grafico de superficie de resposta, onde sao

apresentados os valores 6timos para as variaveis estudadas (tempo, temperatura,

porcentagem de etanol e volume do solvente) na extracdo de flavonoides totais

em folhas de C. heliotropiifolius. As condi¢des 6timas de extracao foram: 37,5% de

etanol v/v e volume de 11,4 mL por 39,5 minutos a uma temperatura de 54,8 °C.
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Figura 3- Grafico de superficie de resposta da otimizacdo das variaveis que foram

significativas na extracao de flavonoides totais em folhas de C. heliotropiifolius.
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Observa-se na Figura 4 (A) ponto de méaximo, sendo 39,5 minutos o tempo
6timo para um maior rendimento de extragdo. O tempo (tempo de contato entre o
soluto e o solvente) é um fator que exerce influéncia direta no teor de compostos
fendlicos extraidos em matrizes vegetais (LIMA et al., 2018), assim, tempos
inferiores de extracdo aos desejaveis, levam a um menor rendimento de
compostos extraidos (YINGNGAM et al., 2015), pois, ndo permite que o solvente
penetre na amostra de forma eficiente. Do mesmo modo, tempos superiores
podem ocasionar modificagdo quimica do analito (SANTOS et al., 2011), ou ainda,
levar a degradacdo dos compostos que se objetiva extrair.

A temperatura ideal encontrada neste trabalho (54,8°C com a duracao de
39,5 min. no ultrassom) favoreceu maior rendimento de flavonoides extraidos em
folnas de C. heliotropiifolus Figura 3 (B). Similarmente, observou-se maior
rendimento na extracdo de compostos fendlicos quando a temperatura atingiu os
54°C, utilizando-se solvente hidroetandlico (GHITESCU et al., 2015).

A solucdo hidroetandlica na faixa de 37,5% v/v de Etanol, foi a que
proporcionou maior rendimento de extracdo nas condicdes experimentais
estudadas. Foram utilizadas no presente artigo diferentes concentracdes de
solucéo hidroetandlica, resultando em diferentes polaridades do solvente. A agua
age aumentando a polaridade de alguns solventes, resultando em maior
rendimento de extracdo (CHIGAYO et al., 2016; TORRES et al., 2018), uma vez
gue a polaridade do extrator utilizado tem uma relacéo direta no rendimento dos
compostos extraidos (GUERRA et al., 2016). Neste trabalho, a modificacdo da
polaridade do solvente pela diminuicdo do teor de etanol, foi mais eficaz para a
extracdo dos compostos bioativos de natureza polar presentes em folhas de
Croton heliotropiifolius. Pois, substancias de alta polaridade sao sollveis apenas
em solventes polares, do mesmo modo, as apolares tém afinidade com solventes
apolares (MARTINS et al., 2013).

7

O solvente formado pela mistura de etanol/agua é considerado mais
ecoldgico (ESCLAPEZ et al., 2011), e vai de encontro aos principios da quimica
verde, que preconiza o uso de estratégias sustentaveis, como a utilizacdo de

solventes organicos alternativos que ndo gerem residuos nocivos ao meio
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ambiente (TSUKUI; REZENDE 2014), além de, serem eficientes na extracao de
compostos fendlicos (QUINTAO et al., 2013).

Na Figura 4 (C), observa-se a relagéo ideal entre o volume de solvente
utilizado e o maior teor de flavonoides extraidos, sendo 11,4 mL de solucdo
hidroetandlica o volume em que se obteve maiores rendimentos de extracéo. Este
resultado assegura um menor custo de extragdo, a0 mesmo tempo em que
minimiza possiveis problemas ambientais causados pela geracdo de residuos
laboratoriais. O maior rendimento de compostos bioativos extraidos de matrizes
vegetais foi verificado com a utilizacdo de solvente hidroetandlico, em relacdo a
outros solventes utilizados (SARTORI et al., 2013; PALIOTO et al.,, 2015;
HOSSAIN; SHAH 2015).

Na tabela 3 sdo apresentadas diferentes condicdes de respostas de
rendimento para extracdo de compostos bioativos em espécies vegetais, com
distintas condi¢cOes de tempo, temperatura e solventes, empregando o ultrassom.
A extracdo assistida por ultrassom é mais eficiente, e se caracteriza como uma
tecnologia rapida e ecoldgica, que permite maior rendimento de extracdo em
menos tempo utilizando menos solvente Ferreira et al. (2019). Em diversos
trabalhos sdo apresentados efeito positivo no rendimento de compostos bioativos,
ao se utilizar o ultrassom. Guerra et al. (2016) encontraram um aumento de 10%
no rendimento de compostos fendlicos com o ultrassom, em relagdo ao método
convencional. Similarmente, Sanches et al. (2017) verificaram maior rendimento
de compostos vegetais extraidos, ao empregar o método de extracdo assistida por
ultrassom. Phuong et al. (2020) observaram que, 0 ultrassom promoveu um

aumento de 15% no rendimento de compostos fendlicos.

Diante do exposto, evidencia-se que a extracdo de compostos presentes
nas folhas do C. heliotropiifolius foi favorecida pelo emprego do ultrassom com o

uso do solvente hidroetandlico.
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Tabela 3. Respostas de rendimentos para extracdo de compostos bioativos em
espécies vegetais, com o0 emprego do ultrassom.

Planta Solvente  Tem Temperatu Bioma FT! FVT? Autor
po ra ssa/
Solve
nte
Allium 71,22% 134 59 20.48 19.612mg? 1435 CIRIC etal.
sativum metanol 9 mL/g mg* (o)
Crinum 60% 47 64 28 - 1,6397 YU et al.
. (2019)
asiaticum etanol mL/g 2%
mg*
Physalis 57% agua 10 30 15 6,3mg - MOREIRA;
DIAS
0,
angulata  35% etanol mL/g (2018)
8% metanol
Piper betle 78,74% 30 51.6 21.85 289.05mg? 21.50 ALl et al.
etanol mL/g mg* (2018)
Olives 80% 30 47 22 mL 7,01mg® - DENG et
(Olea metanol g al. (2017)
europea
L.)
Tommy 50% 60 60 8 2125.30mg? - GUERRA
atkins etanol mL/0,0 et al.
29 (2016)
Croton 37,5% 39.5 55 114 - 7.2 PRESENT
heiliotropii solucao mL/0,2 mg°® E
folius hidroetandli g TRABALH
ca @)

* (FTY): Fendlicos toais; (FVT?); Flavonoides totais; 3(EAG): Equivalente Acido Galico; (RE) ou
(RUT): Equivalente Rutina; 3(QE): Equivalente Quercetina.

3.3. Teste de adicédo e recuperacado e determinacdo de compostos bioativos
em folhas de C. heliotropiifolius

Para verificar a exatiddo do método analitico, foi realizado o este de adi¢ao
e recuperacdo. Para a realizacao do teste, acrescentaram-se no extrato de folhas
de Croton heliotropiifolius diferentes concentracdes de quercetina. A recuperacao
foi calculada mediante a seguinte equacao: R(%) = (Cs-Co)/(Caad) X 100, 0 Cs
compreende a concentracdo do analito na amostra juntamente ao valor
adicionado, o C, é a concentracao do analito na amostra e, 0 Cadd € 0 quantidade

de analito que foi adicionado a amostra. Os resultados encontrados variam de 88
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a 94% (Tabela 4), demonstrando ndo haver interferéncia da matriz da amostra na
recuperacdo do método proposto para este estudo.

Tabela 4. Teste de adicdo e recuperacdo em amostras do extrato de folhas de
Croton heliotropiifolius.

Analito Adicionado Encontrado Recuperado
(mg L™ (mg L™ (%)
0,0 6,3
Quercetina 5,0 11 94
10,0 15 88

Observa-se um rendimento de 7.2 mgQE/g' de compostos bioativos
extraidos em folhas de Croton heliotropiifolius, por meio das condi¢des ideias de
extracdo (Tabela 4), resultado que evidencia a eficiéncia do solvente
hidroetandlico no processo de extracdo, ao se comparar com rendimento
encontrado de 1,43 mg RUT/g com uso do metanol (CIRIC et al., 2020) e, 21,50
mgRE/g com etanol (ALl et al., 2018).

A determinacdo e quantificacdo da composicdo quimica do extrato
otimizado de folhas de Croton heliotropiifolius estdo descritas na (Tabela 5). Das
trés amostras de extratos de folhas de Croton heliotropiifolius foram identificados
12 compostos bioativos: catequina, quercetina, kaempferol, acido galico, acido
clorogénico, acido cafeico, acido vanilco, acido siringico, acio p-cumarico, acido
ferulico, acido elagico e acido trans-cinamico. Observa-se na Tabela 5 que, dentre
0s compostos identificados, o acido elagico (Figura 5) € o principal composto

guimico ativo no extrato de folhas de C. heliotropiifolius.

0
HO 0—
//O OH

Figura 4 — Estrutura basica do acido elagico.
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O acido elagico € um derivado dimérico (molécula composta por duas
partes iguais) do &cido galico, e pode ocorrer nas seguintes formas: livre,
glicosilada ou na forma de complexo simples (SALINAS-MORENO et al., 2009). A
forma estrutural em que o acido eldgico ocorre esta diretamente relacionada a sua
solubilidade, fator que influencia na biodisponibilidade e bioatividade do mesmo
(ALFEI et al., 2019). Este composto possui atividade antioxidante, antiflamatoria e
hepatica (ABDELKADER et al., 2020). Assim, o extrato de C. heliotropiifolius se
mostra como um produto promissor, sendo importante a realizacdo de futuros
testes, para avaliar o potencial antioxidante e demais atividades biolégicas do

mesmo.

Tabela 5. Quantificagdo dos compostos fendlicos identificados no extrato
otimizado de Croton heliotropiifolius.

Amostras Vanilico Siringico Clorogénico
(mg g?) (mg g (mg g
Croton 1 0,40 £ 0,01 0,43 £ 0,02 0,49 £ 0,01
Croton 2 0,32 £ 0,02 0,36+ 0,19 <LQ
Croton 3 0,19 £ 0,03 1,06 £ 0,03 1,56 +0,1
Amostras Elagico P-Cumérico Cafeico
(mg g (ug g?) (mg g
Croton 1 17,2 £9,17 3,39 + 0,06 <LQ
Croton 2 17,7 £0,01 2,45 + 0,06 <LQ
Croton 3 146 +7,43 0,61 +0,08 <LQ
Amostras Quercetina Kaempferol Galico
(mg g?) (mg g?) (mg g?)
Croton 1 <LQ!? <LQ 1,78 £+ 0,02
Croton 2 2,04 £0,14 <LQ 0,49+0,11
Croton 3 2,59 +1,21 <LQ <LQ
Amostras Catequina Trans-Cinamico Ferulico
(mg g (mg g (mg g
Croton 1 1,87+ 0,03 <LQ <LQ
Croton 2 1,45+ 0,53 2,2+0,2 6,1+0,7
Croton 3 1,92 +0,83 <LQ <LQ

! Limite de Quantificacao.
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CONCLUSOES

O procedimento desenvolvido para a extracdo de flavonoides totais é
eficiente, rapido, simples e esta de acordo com 0s principios da quimica verde. O
planejamento Doehlert € eficaz na determinagdo das condigbes Otimas de
extragdo de flavonoides totais em folhas Croton heliotropiifolius Kunth assistida
por ultrassom, sendo estas: 11,4 mL de 37,5% v/v de etanol, a uma temperatura
de 54,8°C por 39,5 minutos no ultrassom. O planejamento Doehlert também se
mostra uma ferramenta importante para a determinacdo de compostos quimicos
presentes no extrato de C. heliotropiifolius, dos doze compostos fendlicos
identificados o Acido Elagico é o majoritario.
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CULTIVADO COM EXTRATO DE Croton heliotropiifolius Kunth?
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GERMINACAO, CRESCIMENTO E NODULACAO DO FEIJAO-CAUPI
CULTIVADO COM EXTRATO DE Croton heliotropiifolius Kunth

RESUMO: Croton heliotropiifolius € uma planta endémica do bioma brasileiro e, foi
identificada a presenca de flavonoides no extrato vegetal da espécie e, comprovado
seu potencial biolégico. Devido a este potencial, oextrato podera beneficiar a cultura
do feijdo-caupi que é acometida por podriddes de sementes e doencas radiculares.
Contudo, a producdo do feijao-caupi é beneficiada pela fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), por inoculantes de bactérias diazotroficas selecionadas para a
cultura, sendo primordial, verificar primeiramente, o efeito do extrato sobre a
nodulagédo da cultura. Diante disto, o objetivo do trabalho foi verificar o efeito do
extrato de C. heliotropiifolius na germinagéao, nodulacéo e no crescimento de plantas
de feijdo-caupi. Trés ensaios foram instalados utilizando areia lavada autoclavada
como substrato e, um ensaio em solo Latossolo Amarelo distrofico (LAd). Foi
utilizado em todos os ensaios sementes da Epace 10, que foram inoculadas com as
seguintes estirpes de bactérias diazotroficas: INPA 03-11B, UFLA 03-84 e UFRB
FA34C2-2 e, submetidas a diferentes doses do extrato. O emprego do extrato
diluido em 25% (v/v) em agua destilada até o volume de 1 mL ndo afetou a
germinacao das sementes. O extrato de C. heliotropiifolius ndo afeta negativamente
a germinacédo, nodulacéo e crescimento de feijao-caupi, e, podera ser usado até o
volume de 1 mL na concentracdo citada anteriormente, em futuros testes para
verificar seu potencial no controle do crescimento de patdégenos que acometem o

feijdo-caupi.

Palavras-chave: flavonoides, fixacao biol6gica de nitrogénio, Vigna unguiculata.
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GROWTH AND NODULATION OF COWPEA SUBMITTED DOSES OF EXTRACT
OF Croton heliotropiifolius Kunth

ABSTRACT: Croton heliotropiifolius is an endemic plant of the Brazilian biome and,
the presence of flavonoids in the plant extract of the species has been identified and
its biological potential has been proven. Due to this potential, the extract may benefit
the cowpea culture, which is affected by seed rot and root diseases. However, the
production of cowpea is benefited by biological nitrogen fixation (FBN), by inoculants
of diazotrophic bacteria selected for the culture, being essential, first, to verify the
effect of the extract on the nodulation of the culture. In view of this, the objective of
the study was to verify the effect of C. heliotropiifolius extract on germination,
nodulation and on the growth of cowpea plants. Three tests were installed using
autoclaved washed sand as a substrate and one test on dystrophic Yellow Latosol
(LAd) soil. Epace 10 seeds were used in all assays, which were inoculated with the
following strains of diazotrophic bacteria: INPA 03-11B, UFLA 03-84 and UFRB
FA34C2-2 e, submitted to different doses of the extract. The use of the extract
diluted in 25% (v/v) in distilled water up to the volume of 1 mL did not affect the
germination of the seeds. The extract of C. heliotropiifolius does not negatively affect
the germination, nodulation and growth of cowpea, and may be used up to the
volume of 1 mL in the concentration mentioned above, in future tests to verify its

potential in controlling the growth of pathogens that affect cowpea.

Keywords: flavonoids, biological nitrogen fixation, Vigna unguiculata
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INTRODUGCAO

O género Croton compreende a maior familia das Euphorbiaceae, somente
no Brasil sdo encontradas 350 espécies deste género (SECCO et al.,, 2012), a
espécie C. heliotropiifolius é endémica da regido Nordeste do pais (BRITO et al.,
2018), com ocorréncia também nas regides Sudeste e Centro-Oeste (ALENCAR
FILHO et al., 2017). Oleo essencial e extratos vegetais extraidos dessa planta vém
sendo amplamente estudados, devido suas propriedades biol6gicas, tais como,
efeito inseticida contra Sitophilus zeamais (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2013),
potencial antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e negativas (ALENCAR
FILHO et al., 2017) e; atividade antifungica frente a Candida albicans (QUEIROZ et
al., 2014) e C. parapsilosis (BRITO et al., 2018). Também no 0Oleo e no extrato da
espécie € reportada a presenca de diversos composto quimicos, dentre eles os
flavonoides (RODRIGUES et al., 2016; AQUINO et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos sintetizados pelas plantas. Sua
sintese acontece por meio das vias acetato e a via shiquimato e, gerado a partir da
fenilalanina (NABAVI et al., 2020). Os flavonoides exercem uma gama de func¢des
para as plantas e também seres humanos, dentre as quais, propriedades
antioxidantes e anti-inflamatoria (CHEN et al., 2019), protecdo as plantas contra
fatores abidticos e bidticos (KHALID et al., 2019), mediam a interacdo benéfica entre
plantas e fungos micorrizicos (SIQUEIRA et al., 2010), e atuam como moléculas
sinalizadoras na interacéo simbidtica entre plantas e bactérias diazotroficas.

As bactérias diazotréficas sdo capazes de realizar a reducédo do N2 a aménia
(NHs), forma assimilavel para as plantas. Para que haja a simbiose, inicialmente é
necessaria uma troca de sinais entre o hospedeiro e o simbionte, ocorrendo por
meio da exsudacédo dos flavonoides e isoflavonoides, que agem como sinalizadores
guimicos (HASSAM e MATHESIUS, 2012; MUS et al.,, 2016). A troca de sinais
resulta na infeccéo da bactéria na planta (COOPER, 2004), mais especificamente na
zona capilar da raiz (HASSAM e MATHESIUS, 2012). Os genes de nodulacdo sao
responsaveis pela producao de lipochitooligosaccharides (LOOs) chamados fatores
Nod. Os fatores Nod séo sinalizacBes simbidticas chave e sado indispensaveis na
especificidade na interacdo entre Rhizobium- hospedeiro desde os estagios iniciais

do processo de infeccdo até a ortogénese dos nédulos (MUS et al., 2016).
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O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), € uma leguminosa cultivada no
Brasil, na Africa Ocidental e Central (IBRO et al., 2014), na india e em alguns paises
da América (MENDONCA et al., 2015). A cultura se beneficia da fixagéo biologica de
nitrogénio (FBN) e, no Brasil h& inoculantes de bactérias diazotréficas selecionadas
(Brasil, 2011) por meio de inUmeros ensaios de selecdo em campo (COSTA et al.,
2014a; COSTA et al., 2014b; MARINHO et al., 2017). Contudo, a cultura do feijao-
caupi é acometida por doencas fungicas que causam podriddo de raizes e caule
(LINHARES et al., 2016; NECHET e HALFELD-VIEIRA, 2011; CHAGAS JUNIOR et
al., 2014), prejudicando a qualidade e producédo da cultura (OMOMOWO et al.,
2018), fato que reforca a necessidade pela busca de alternativas que conduzam
uma producgédo de carater ecoldgico, de forma a minimizar uso de pesticidas.

Como os patdgenos que causam tais podriddes estéo localizados no solo ou
na semente e, considerando que a aplicacdo dos inoculantes de bactérias
diazotroficas se da por meio da inoculagdo nas sementes, € necessario
primeiramente se verificar o efeito do extrato de C. heliotropiifolius nos inéculos que
ja sdo amplamente utilizados na cultura do feijdo-caupi para o processo de FBN,
para posteriormente se investigar o efeito do extrato sobre as doencas fungicas que
afetam a cultura. Neste contexto, uso do extrato de Croton heliotropiifolius otimizado
para flavonoides pode favorecer a cultura do feijdo-caupi, pelo potencial antifingico
ja relatado para os flavonoides. Diante do exposto, hipotetiza-se que os flavonoides
presentes no extrato de Croton heliotropiifolius ndo reduzem o crescimento e a
nodulacéo do feijao-caupi.

Assim, objetivou-se verificar o efeito do extrato de Croton heliotropiifolius na

nodulacédo e no crescimento de plantas de feijao-caupi.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos em casa-de-vegetacao pertencente ao
Centro de Ciéncias Agrarias Ambientais e Biolégicas (CCAAB) da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), situada no municipio de Cruz das Almas —
BA, localizada nas seguintes coordenadas geograficas: latitude 12° 40’ 19” S e
longitude 39° 06’ 23" W.

Nos quatro ensaios instalados foram utilizadas sementes de feijao-caupi

(Vigna unguiculada L. Walp) cultivar Epace 10, que antes da semeadura foram
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desinfestadas superficialmente por 30 segundos em etanol 98%, depois um minuto
no hipoclorito de sédio 1% (NaClO) e, na sequéncia lavagens com agua destilada
estéril (COSTA et al.,, 2014a). Como substrato, para os trés primeiros ensaios
consecutivos, utilizou-se areia lavada e autoclavada com intuito de avaliar o efeito
do extrato de C. heliotropiifolius na germinacéo, crescimento e nodulagédo do feijao-
caupi sem interferéncia de outros fatores.

O extrato de C. heliotropiifolius utilizado foi proveniente do método de
otimizacao das melhores condi¢cbes obtidas para flavonoides totais expresso em mg
g de Quercetina (SOUSA, 2020).

Como fontes de nitrogénio para a cultura, as estirpes de bactérias
diazotroéficas utilizadas como inoculantes para o feijao-caupi foram: INPA 03-11B —
Semia 6462 (Bradyrhizobium elkanni) (LACERDA et al., 2004), UFLA 03-84 —
SEMIA 6461 (Bradyrhizobium viridifuturi) (COSTA et al., 2019) e UFRB FA34C2-2
(SOUSA, 2017), sendo as duas primeiras oriundas da Embrapa Agrobiologia e,
autorizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2011), e a ultima estd em fase de teste para inoculacdo da cultura. As
bactérias foram colocadas para crescer em meio de cultura 79 semisélido,
incubadas por cinco dias em BOD (Biochemical Oxygen Demand) a uma
temperatura de 25°C para obtencédo do inéculo, tendo para crescimento a fase log
(108 UFC mL). Além disso, foram utilizadas outras fontes de N: solucdo nutritiva
(HOAGLAND e ARNON, 1950) e adubacdo com nitrogénio mineral (fonte uréia).

Nos dois primeiros ensaios sucessivos que foram instalados, depositaram-se
0os substatos em recipientes com capacidade de 2 dm?® e semearam-se cinco
sementes em cada parcela experimental. Adotaram-se em ambos 0s ensaios o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em fatorial (3x4). No primeiro ensaio,
utilizou-se como primeiro fator trés fontes de nitrogénio (solug¢édo nutritiva com 210
mg L de N; solucéo nutritiva com 105 mg L de N e inoculacéo com a estirpe INPA
03-11B) e, o segundo fator foi constituido por volumes do extrato bruto de C.
heliotropiifolius (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mL), com quatro repeticbes. Como testemunha, o
mesmo experimento foi duplicado substituindo o extrato vegetal por solucéo
(etanol/agua) utilizada no processo de extracdo, a fim de verificar o efeito isolado da
solucdo no crescimento e nodulacdo do feijao-caupi.

No segundo ensaio, o primeiro fator foi constituido pelas mesmas fontes de

nitrogénio do ensaio anterior: (solu¢cdo nutritiva com 210 mg L-1 de N; solucdo
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nutritiva com 105 mg L-1 de N e inoculacdo com a estirpe INPA 03-11B), no
segundo fator houve modificagdo para concentracdo do extrato, com diluicdo 50%
(v/v) em &gua destilada e, dessa diluicdo foram usadas cinco volumes (0; 0,5; 1,0,
1,5 e 2,0 mL), com quatro repeticdes. Em ambos os ensaios, aos 15 dias apos
semeadura foram quantificados a porcentagem de emergéncia (% E) e o indice de
velocidade de emergéncia (%VE).

Posteriormente, com as analises dos dois primeiros ensaios verificou-se que
tanto os volumes do extrato bruto como do extrato diluido em 50% (v/v) em agua
destilada inibiram a germinacéo das sementes, sendo necessaria uma nova diluicdo
a fim de diminuir a concentracdo do extrato. Assim, o terceiro ensaio experimental
foi instalado.

Para o terceiro ensaio areia lavada e autoclavada também foi utilizada como
substrato de cultivo. O experimento foi disposto em DIC, no esquema fatorial (3x4),
sendo o primeiro fator composto pelas fontes de nitrogénio (solugdo nutritiva com
210 mg L-1 de N; solucao nutritiva com 105 mg L-1 de N e inoculacdo com a estirpe
INPA 03-11B) e, para o segundo fator o extrato de C. heliotropiifolius foi diluido 25%
(v/iv) em agua destilada e foram usados os volumes de (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mL).
Cinco sementes em sacos de polietileno foram semeadas, e o0 desbaste foi realizado
aos dez dias apdés emergéncia. Igualmente foi instalado um experimento testemunha
com solucdo (etanol/agua). Apds a aptidao dos cotilédones iniciou-se a aplicacao
das solucdes nutritivas (HOAGLAND e ARNON, 1950). As plantas que foram
inoculadas com a estirpe INPA 03-11B receberam a solucdo nutritiva sem N. Para
todos os tratamentos, as plantas receberam 50 mL de solucédo nutritiva a %2 forca
durante os primeiros oito dias, posteriormente, as plantas receberam a solu¢do com
forca total até o desmonte do experimento, que ocorreu aos 46 dias apoés
semeadura, no estadio (R2) da cultura que corresponde a floragdo. As variaveis
avaliadas foram: (%E), (%VE), clorofila A (CLA), clorofila B (CLB) e clorofila TOTAL
(CLT) [usando o clorofildbmetro eletrénico para a determinacéo do indice de clorofila
falker (ICF) entre as 08:00 e 10:00 horas da manh&]; numero de folhas (NF) e
namero de nédulos (NN). As plantas foram segmentadas em parte aérea e raiz,
postas em sacos de papel e acondicionadas em estufa de ar circulante a 60° C, até
atingirem peso constante. Posteriormente, foi mensurada a matéria da parte aérea
seca (MPAS), matéria da raiz seca (MRS), matéria total seca (MTS) e matéria dos

nodulos seca (MNS). A temperatura na casa-de-vegetacdo durante a instalacdo até
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o desmonte do experimento periodo variou entre 30,6 a 28,4°C, com média de
29,5°C.

Com a verificagcao do efeito isolado do extrato de C. heliotropiifolius sobre as
plantas inoculadas com a INPA 03-11B, houve a calibragdo do melhor volume de
extrato e o quarto ensaio foi montado. Utilizou-se como substrato amostra de solo
da classe Latossolo Amarelo distréfico (LAd), da Universidade Federal do
Recodncavo da Bahia — Cruz das Almas — BA, coletado a 0,20 m de profundidade. As
caracteristicas quimicas foram apresentadas conforme o seguinte resultado: pH
(H20): 6,1; P: 12 mg dm3; K: 15 cmolc dm3; Ca: 18 cmol. dm3; Mg: 0,98 cmol. dm3;
(H+Al): 0,03 cmolc dm3 ; Al: 0,0 cmolc dm3; Na: 0,03; cmol. dm3; SB: 45 cmol. dm-3
; CTC: 36 cmolc dm3; V: 68%; M.O: 15 g\Kg™. Os tratamentos foram dispostos em
DIC, em esquema fatorial (2x5), com sete repeticbes, sendo o primeiro fator
constituido por volumes do extrato de C. heliotropiifolius diluido em 25% (v/v) (0,0 e
1,0 mL) e, o segundo fator as fontes de nitrogénio (trés estirpes como inoculante:
INPA 03-11B, UFRB FA34C2-2 e UFLA 03-84, uma adubacdo com N mineral (fonte
uréia-45% N) com aplicacdo de 135 mg dm=3 de N por vaso aos 15 dias apds
germinacdo (COSTA et al., 2014a) e, um tratamento sem inoculagcdo e sem
adubacao nitrogenada como testemunha. Cinco sementes foram semeadas em
vasos com capacidade de 3 dm higienizados com etanol 70%, e o desbaste foi
realizado aos dez dias apos emergéncia (DAE) ficando apenas uma planta por vaso.
Efetuou-se irrigacdo diariamente com 100 mL de agua em cada vaso para manter a
60% da capacidade de campo. Aos 42 dias apdés semeadura (estadio de floracdo),
foram avaliadas os mesmos componentes de producdo do ensaio anterior. A
temperatura na casa de vegetacdo durante o periodo do experimento teve variacdo
entre 40°C a 27 °C, com média de 29,16 °C.

Os dados obtidos do terceiro e quarto experimento foram submetidos a
analise de variancia e Teste de normalidade, por meio do Programa estatistico “R”
(R Development Core Team, 2018). Em funcéo do nivel de significancia foi aplicado

o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro e no segundo ensaios houve germinagdo apenas para as
sementes que nao receberam volumes do extrato do Croton heliotropiifolius. Isto
sugere que o0 uso de concentracdes altas do extrato bruto ou diluido em 50% (v/v)
de &gua, exerce um efeito herbicida em sementes de feijdo-caupi, haja vista que
afetou de forma negativa a germinacdo das sementes. Portanto, observa-se a
importancia de pesquisas posteriores, uma vez que, 0 uso do mesmo exerceu um
efeito inibitério ao feijao-caupi.

No terceiro ensaio se obteve sucesso na calibragdo das concentragcbes do
extrato de C. heliotropiifolius a serem aplicados no feijado-caupi, pois, houve
germinacgdo das sementes em todos os tratamentos com volumes de extrato, exceto
para as plantas que receberam o volume de 1,5 mL do extrato, no qual a
germinacao fica desuniforme entre os tratamentos, inviabilizando a avaliagdo neste
tratamento. A aplicacdo dos demais volumes de extrato teve efeito similar a

testemunha, ou seja, ndo inibiu o crescimento da planta (Figura 1: A, B e C).

INPA
03-11B

Figura 1. Plantas de feijdo-caupi cultivadas em areia lavada autoclavada, com
diferentes fontes de N e, volumes de extrato de C. heliotropiifolius. (A) 0 mL de
extrato; (B) 0,5 mL de extrato; (C) 1,0 mL de extrato. (C/N): com 210 mg L N;
(M/N): 105 mg L* N; (INPA 03-11B): estirpe inoculante para o feijdo-caupi.

Houve interacdo (p < 0,05) entre as fontes de N e as doses de extrato para a
Cla, Clb, Clt, (%VE), MPAS, MNS, MTS e (E%), com excecdo da MSR (P > 0,05).
A porcentagem de plantulas emergidas diferiu (p <0,05) apenas na fonte de

210 mg L* de N na dose de 1,0 mL, sendo inferior a todos os demais tratamentos.
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Em relagdo a %VE observa-se que a INPA 03-11B apresentou maior média No
volume de 1,0 mL, tendo um acréscimo de 6,31% em relagdo ao controle (volume
0,0 mL). Além disso, na referida dose, a INPA 03-11B teve média superior aos

demais tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Desdobramento da interacdo para as variaveis: percentagem de
emergéncia (E%) e percentagem da velocidade emergéncia (%VE), clorofila a (CLA)
b (CLB) e total (CLT), nimero de ndédulos (NN), matéria da parte aérea seca
(MPAS), matéria da raiz seca (MRS) e matéria total seca (MTS), matéria dos
nddulos seca (MNS); das plantas de feijao-caupi cultivadas em areia lavada
autoclavada, Cruz das Almas-BA, 2019.

DOSES (mL)
%E %VE
FONTE DE N 0,0 0,5 10 0,0 0,5 1,0
INPA 03-11B 80Aa 80Aa 80Aab 6,84Ba 5,75Cc 7,30Aa
210mg Lt N 100Aa 95Aa 65Bb 6,89Aa 6,91Ab 6,14Bb
105mgLtN 90Aa 90Aa 100Aa 6,96Ba 7,30Aa 6,01Cb
CV (%) 17,48 2,83
CLA CLB
FONTE DE N 0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
INPA 03-11B 42,26Aa 35,89Bb  42,85Aa 20,85Aa 13,20Bc 19,75Aa
210mg Lt N 40,82Aa 44,40Aa 41,15Aa 17,50Bb 21,52Aa 19,00ABa
105mg Lt N 42,75Aa 40,70Aa  41,87Aa 20,12ABab  17,17Bb 21,60Aa
CV (%) 6,13 9,59
CLT NN?
FONTE DE N 0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
INPA 03-11B 65,11Aa 49,07Bc 62,60Aa 63,25B 50C 75,25A
210mgL*N 58,32Ba 65,92Aa 60,65ABa 0 0 0
105mg Lt N 62,87Aa 57,87Ab  63,47Aa 0 0 0
CV (%) 6,44 2,77
MPAS? MRS?
FONTE DE N 0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
INPA 03-11B 1,89Bb  2,32ABa 2,90Aa 0,70ABc 0,62Bb 0,85Ab
210 mg Lt N 2,89Aa 2,89Aa 2,11Bb 1,54Aa 1,35Ba 1,17Ca
105mg Lt N 2,45Ab 2,45Aa 2,51Aab 1,15Bb 1,50Aa 0,80Cb
CV (%) 15,83 9,39
MTS? MNS?
FONTE DE N 0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
INPA 03-11B 2,60Bb 2,94ABb 3,69Aa 0,63B 0,23A 0,26A
210 mgL*N 4,04Aa 3,75Aab  3,50Aa 0 0 0
105mg Lt N 3,19Aab  3,94Aa 3,11Aa 0 70 0
CV (%) 14,33 1,32

*Médias seguidas da mesma letra, mailscula na linha e minlscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05). 'Raiz planta %; 2g planta™.
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Na avaliacdo da CLA (Tabela 1), observa-se que nédo houve diferenca (P >
0,05) entre as plantas de feijao-caupi cultivadas com diferentes fontes de nitrogénio
e doses de extrato, exceto quando inoculadas com a estirpe INPA 03-11B no
volume de 0,5 mL do extrato. Neste tratamento, houve um decréscimo das médias,
que, provavelmente pode ter sido atribuido a algum composto quimico que estava
livre na solucdo e influenciou de forma negativa a eficiéncia das bactérias na
absorcdo de N. Ao aumentar a dose para 1,0 mL, o composto foi complexado em
solucao e as bactérias diazotréficas voltaram a promover maior acimulo de N nas
folhas, uma vez que, o N é essencial a molécula de clorofila (COELHO et al., 2012),
e baixas concentracdes de clorofilas indicam deficiéncia de N na planta (CARDOSO
et al., 2011). Para as variaveis CLB e CLT nédo se observa diferenca entre as fontes
de N e a maior dose de extrato estudada, e 0 comportamento da estirpe INPA 03-
11B com 1,0 mL de extrato é similar a testemunha sem extrato, ou seja, 0 mesmo
nao interfere de forma negativa na sintese de fotoassimilados de plantas de feijao-
caupi, inoculadas com a INPA 03-11B ou tratadas com doses de N.

O uso de 1,0 mL do extrato com o inoculante promoveu aumento na MPAS,
MRS, MTS e MNS em relacéo as demais doses (Tabela 1). Deste modo, evidencia-
se que a aplicacdo das doses de extrato do C. heliotropiifolius, nas condicbes
testadas, ndo tem efeito negativo no indculo da INPA 03-11B, que
reconhecidamente na literatura promove um ganho de matéria seca, acumulo de
nitrogénio e producéo da cultura do feijao-caupi (ALCANTARA et al., 2014; COSTA
et al., 2014; MARINHO et al., 2017).

Em relacdo as plantas adubadas com 210 mg L de nitrogénio em solucgéo
nutritiva (TABELA 1), verifica-se que ndo ha diferenca (P > 0,05) entre a testemunha
(sem extrato) e os volumes de extrato para a CLA e MTS. As plantas apresentaram
menor producédo de MPAS e MRS, e menor (%E) na dose de 1,0 mL. Para a CLB as
plantas tratadas com volumes do extrato tiveram média superior a testemunha. Para
a (%VE) a testemunha foi superior ao volume de 1,0 mL. Constatou-se nenhuma
nodulacdo nos tratamentos com aplicacdes de N, o que confirma ndo ter havido
contaminacao nos tratamentos. Ao se comparar as plantas que receberam aplicacéo
de 105 mg L* de N, observa-se que ndo houve diferenca entre a testemunha e os
volumes de extrato para a %E, CLA, CLT, MPAS e MTS. Esses resultados reforcam
gue a aplicacdo do extrato diluido em 25% (v/v) de agua no volume de 1,0 mL nao

prejudica o crescimento das plantas de feijao-caupi.
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Com os resultados do terceiro ensaio apresentados na Tabela 1, verificou-se
gue a inoculagdo com a estirpe INPA 03-11B em interacdo com o0 extrato de C.
heliotropiifolius diluido em 25% (v/v) no volume de 1,0 mL incrementou as seguintes
variaveis em relacdo a testemunha: MPAS, MTS, MNS, %VE e NN, em 34,86%;
29,54%; 39,41%; 6,31% e 15,94%, respectivamente. Assim, mediante os resultados,
pode-se assegurar que, 0 uso de 1,0 mL do extrato diluido em 25% (v/v) ndo
prejudicou a germinagéo, crescimento, nodulagéo e a eficiéncia do processo de FBN
em plantas de feijao-caupi inoculadas com a estirpe INPA 03-11B.

No quarto ensaio buscou-se validar os resultados, uma vez que no ambiente
solo ndo se tem o controle dos microorganismos presentes. Busca-se ao usar 0
extrato controlar patdbgenos ocorrentes no solo e que afetam o crescimento inicial do
feijdo-caupi, como uma alternativa sustentavel de manejo agroecolégico, e que ao
mesmo tempo ndo proporcione um efeito negativo nas bactérias diazotréficas de
eficiéncia ja comprovada para a cultura.

O uso do extrato na dose de 1,0 mL n&o prejudicou o crescimento das plantas
de feijao-caupi cultivadas em solo com diferentes fontes de nitrogénio (Figura 2).
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Figura 2. Plantas de feijdo-caupi cultivadas em solo Latossolo Amarelo distrofico
(Lad), com diferentes fontes de N e volumes de extrato (mL) de C. heliotropiifolius.
(A) Sem nitrogénio (testemunha); (B) Adubacdo com N mineral; (C) Estirpe INPA 03-
11B; (D) Estirpe UFLA 03-84; (E) Estirpe UFRB FA34C2-2; (F) Floragao do feijao-

caupi.
Houve interacdo (P < 0,05) entre os volumes do extrato de C. heliotropiifolius
e as fontes de N. O comportamento das estirpes variou em funcdo da presenca e

auséncia do extrato (Tabela 2).

Tabela 2. Desdobramento da interac@o para as variaveis: clorofila A (CLA), B (CLB)

DOSES (mL)

e TOTAL (CLT); matéria da parte aérea seca (MPAS), raiz (MRS) e total (MTS);
namero de nédulos (NN) e de folhas (NF) e, matéria dos nddulos dos nédulos (MNS)

das plantas de feijao-caupi cultivadas em Latossolo Amarelo distrofico.
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CLA CLB

FONTE DE N 0,0 1,0 0,0 1,0
INPA 03-11B 23,41Bbc 29,84Ab 6,64Bb 8,42Ab
Com N 29,84Ba 33,62Aa 9,28Ba 11,20Aa
UFRBFA34C2-2 22,02Abc 21,77Ad 6,44Ab 6,22Ac
Testemunha 25,28Ab 25,65Ac 7,01Ab 7,92Abc
UFLA 03-84 21,05Bc 27,15Abc 5,42Bb 8,12Ab
CV (%) 8,5 14,97

CLT NN?

FONTE DE N 0,0 1,0 0,0 1,0
INPA 03-11B 30,05Bbc 38,27Ab 11,42Bb 19,28Ab
ComN 39,12Bc 44.82Aa 14,85Bb 18,57Ab
UFRB FA34C2-2 28,47Acb 28,0Ad 23,71Aa 24,28Aa
Testemunha 32,30Ab 33,58Ac 5,71Bc 12,14Ac
UFLA 03-84 26,48Bc 35,28Abc 21,28Aa 19,00Bb
CV (%) 8,95 3,85

MPAS? MRS?

FONTE DE N 0,0 1,0 0,0 1,0
INPA 03-11B 0,97Ab 0,93Ac 0,44Aab 0,40Ab
ComN 1,48Aa 1,51Aa 0,45Aab 0,42Ab
UFRB FA34C2-2 0,98Ab 0,83Bc 0,50Aa 0,43Bb
Testemunha 1,01Bb 1,91Ab 0,45Bab 0,63Aa
UFLA 03-84 0,93Ab 0,91Ac 0,38Ab 0,41Ab
CV (%) 10,42 14,40

MTS? MSN?

FONTE DE N 0,0 1,0 0,0 1,0
INPA 03-11B 1,41Ab 1,33Ab 0,85Aa 0,84Aa
ComN 1,94Aa 1,94Aa 0,84Aa 0,85Aa
UFRB FA34C2-2 1,50Ab 1,27Bb 0,84Aa 0,85Aa
Testemunha 1,47Bb 1,82Aa 0,84Aa 0,85Aa
UFLA 03-84 1,31Ab 1,32Ab 0,85Aa 0,85Aa
CV (%) 8,7 0,23

*Médias seguidas da mesma letra, mailscula na linha e minldscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05). !Raiz planta *%; 2g plantat.

Na avaliacdo das clorofilas A, B e TOTAL a fonte com adubacdo mineral
apresentou maior média, tanto na auséncia como na presenca do extrato em
relacdo aos demais tratamentos. Ja as plantas inoculadas com estirpes INPA 03-
11B e UFLA 03-84 em interacdo com o0 extrato tiveram acréscimo no teor das
clorofilas, o que mostra beneficio desta interacdo na sintese de fotoassimilados. A
estirpe UFRB FA34C2-2 e a testemunha (bactérias nativas do solo) mantiveram o
mesmo comportamento.

Quanto a MPAS (Tabela 2), o tratamento com N mineral foi superior aos
demais tratamentos (P<0,05) tanto na presenca, como na auséncia do extrato. A
INPA 03-11B e a UFLA 03-84 ndo mudou seu comportamento nos diferentes
volumes de extrato. A estirpe UFRB FA34C2-2 teve menor incremento da MPAS no

volume de 1,0 mL, enquanto que, a testemunha teve maior incremento neste
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volume. Para a MRS observa-se que sem o extrato, a UFRB FA34C2-2 teve média
superior a UFLA 03-84 nao diferindo das outras fontes. J& com o0 uso do extrato, a
testemunha teve maior incremento, em relacdo aos demais. Na avaliacdo da MTS, a
fonte com N mineral teve maior média sem adicdo de extrato. No volume de 1,0 mL,
a mesma juntamente com a testemunha teve maior incremento. Ja a UFRB
FA34C2-2 apresentou um pequeno decréscimo no volume de 1,0 mL, e a INPA 03-
11B e UFLA 03-84 néo tiveram alteracao.

As plantas de feijao-caupi inoculadas com as estirpes UFRB FA34C2-2 e
UFLA 03-84 apresentaram maior NN na auséncia do extrato de C. heliotropiifolius
em comparacao as demais fontes de N, na presenca do extrato somente a UFRB
FA34C2-2 manteve-se superior aos demais (Tabela 2).

Quanto a MSN, observa-se que ndo houve diferenca entre todos os
tratamentos, tanto na auséncia como na presenca do uso do extrato e Croton
heliotropiifolius (Tabela 2).

As estirpes INPA 03-11B e UFLA 03-84, reconhecidamente por meio da FBN
beneficiam a cultura do feijdo-caupi com rendimento de gréos significativos
(LACERDA et al, 2004; ZILLI et al.,, 2009; COSTA et al, 2014; ), constituindo-se
COmo um processo muito importante para a cultivo da mesma, por apresentar baixo
custo de producao (ZILLI et al., 2009), além de assumir caréater ecoldgico.

N&do se pode atribuir os efeitos verificados nas plantas de feijao-caupi
somente aos compostos bioativos como os flavonoides presentes no extrato, mas,
pode-se assegurar que 0s 12 compostos identificados (Kaempferol, catequina, acido
galico, quercetina, acido vanilico, acido elagico, acido cafeico, acido trans-cinamico,
acido p-cumarico, acido siringico, acido ferulico e acido clorogénico, entre outros
gue nédo foram identificados) no extrato de Croton heliotropiifolius (SOUSA, 2020)
nao afetaram de forma negativa a cultura. Além de que, o acido elagico composto
majoritario do extrato promoveu um efeito protetor nas sementes, sendo o extrato
um produto natural promissor para a cultura do feijao-caupi.

Foi constatado pelos resultados apresentados neste estudo, que o uso do
extrato de Croton heliotropiifolius (SOUSA, 2020), diluido em 25% (v/v) de &gua até
o volume de 1,0 mL, ndo prejudicou a eficiéncia das estirpes em fixar o N, nem a
germinacao, crescimento e nodulacdo da cultura do feijdo-caupi (Figura 2). Neste
contexto, o extrato podera ser usado em futuros testes com plantas de feijao-caupi

inoculadas, a fim de controlar ou prevenir doengas na cultura que s&o causadas por
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patdgenos de solo que geram infeccbes, de modo a néo prejudicar a eficiéncia da
estirpe INPA 03-11B, UFLA 03-84 e UFRB FA34C2-2, haja vista que, as mesmas
promovem maiores rendimentos de graos de feijao-caupi (LACERDA et al., 2004;
ZILLI et al., 2009; GUALTER et al., 2011; COSTA et al., 2014).

CONCLUSAO

O emprego do extrato de Croton heliotropiifolius diluido em 25% (v/v) de agua
até a dose de 1,0 mL, ndo afeta negativamente a germinacdo, nodulacdo e
crescimento de feijdo-caupi, inoculados com estirpes inoculantes e também
nodulado com rizébios nativos do solo.

O extrato de C. heliotropiifolius bruto ou diluido em 50% (v/v) de agua, tem
efeito herbicida em sementes de feijao-caupi Epace 10.
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CONSIDERACOES FINAIS

O método de extracdo assistida por ultrassom é eficiente na extracdo dos
compostos fendlicos (Kaempferol, catequina, acido gélico, quercetina, acido vanilico,
acido elagico, acido cafeico, Acido trans-cinamico, acido p-cumarico, acido siringico,
acido ferulico e acido clorogénico) presentes em folhas de Croton heliotropiifolius e,
o planejamento Doehlert € uma ferramenta competente na otimizagdo das melhores
condicdes de extracdo de flavonoides totais da espécie.

O extrato bruto de Croton heliotropiifolius nas condicdes estudadas
apresenta-se como um produto natural promissor para a cultura do feijao-caupi. O
emprego do extrato diluido em 25% (v/v) de agua destilada, no volume de 1,0 mL,
incrementou 0 numero de nddulos de plantas de feijao-caupi cultivadas em areia
lavada e autoclavada. O uso do extrato ndo prejudicou a fixacdo biologica de
nitrogénio em plantas de feijdo-caupi cultivadas em solo. Com isso, surge a
possibilidade de se obter um produto natural que apresente eficiéncia no controle de
patdogenos de solo e sementes que causam doencas em plantas de feijao-caupi,

sendo necessarios futuros testes.






