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RESUMO - Senna alata, mais conhecida como mata-pasto na regido Norte do Brasil, € uma
planta utilizada pela medicina popular em varias partes do mundo e considerada espécie
problematica em pastagens do Estado do Para. No presente estudo, compararam-se duas
metodologias distintas para a determinacao das principais classes de constituintes potenciais
aleloquimicos das diferentes fragdes (caules, flores, folhas, raizes, sementes e vagens) de
S. alata. O material vegetal foi seco e sofreu extracao exaustiva com solvente hidrometanolico,
para obtencdo dos extratos brutos; uma pequena parte dele foi solubilizada em metanol para
obtencao das solucgdes utilizadas nos testes fitoquimicos. As metodologias utilizadas foram:
testes por cromatografia em camada delgada (CCD) para determinacao do perfil cromatografico
qualitativo; e ensaios para deteccao preliminar dos diferentes constituintes quimicos, com
base na extracao destes com solventes apropriados e na aplicacdo de testes de coloracgao.
Os resultados em ambos os métodos demonstraram pouca semelhanca, sendo o CCD o mais
simples, barato, rapido e adequado para analise preliminar de compostos quimicos derivados
de plantas, embora seja um método qualitativo. Este método foi mais sensivel para a deteccao
de flavonoides, porém, para deteccéao de alcaloides, o reativo de Bouchardat foi mais sensivel
do que o de Dragendorff, assim como o hidroxido de amoénia 10% foi mais sensivel as
antraquinonas do que o hidroxido de potassio. O estudo comprovou a alta diversidade de
compostos quimicos presentes em Senna alata, justificando sua ampla utilizacdo na medicina
popular e indicando ainda o potencial alelopatico para a sua utilizacao.

Palavras-chave: aleloquimicos, cromatogratia em camada delgada, fitoquimica, Leguminosae.

ABSTRACT - Senna alata, known as mata-pasto in northern Brazil, is a plant used in popular
medicine in several parts of the world, and considered harmful to pastures in the state of Pard. In
this study, two different methodologies are compared to determine the main classes of potential
allelochemicals of different fractions (stems, flowers, leaves, roots, seeds and pods) of S. alata.

The plant material was dried and submitted to exhaustive extraction with hydromethanolic solvent
to obtain the crude extracts, with a small part being solubilized in methanol to obtain the test
solutions. The following methods were used: thin-layer chromatography (TLC), to determine the
qualitative chromatographic profile, and preliminary detection tests of the distinct chemical constituents,

based on their extraction with appropriate solvents and application of color testing. The results of
both methods showed few similarities, withthe TLC being the simplest, most inexpensive, fastest,

and most appropriate for preliminary analysis of plant-derived chemical compounds, despite being a
qualitative method. This method was more sensitive for flavonoid detection, althoughthe Bouchardat
reactive was more sensitive to alkaloid detection than the Dragendorff. Ammonium hydroxide 10%
was more sensitive to anthraquinones than Potassium hydroxide. The study showed the high diversity
ofthe chemical compounds present in Senna alata, justifying its extensive use in popular medicine
and even indicating its potential allelopathic use.

Keywords: Allelochemicals, Thin-layer chromatography, Phytochemistry, Leguminosae.
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INTRODUCAO

Na regiao Amazonica, as areas de pasta-
gens cultivadas sao infestadas, historica-
mente, por comunidades de plantas daninhas,
que tém por caracteristicas a alta diversidade
biologica e a agressividade, sendo esse um
grande problema de ordem bioeconémica. Um
bom exemplo de espécie considerada daninha
é Senna alata, planta perene arbustiva, de
crescimento rapido, pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae,
conhecida popularmente como mata-pasto na
regido Norte do Brasil. E frequente em areas
de pastagens, arredores de estradas e terrenos
baldios, em quase todo o Brasil, principal-
mente em lugares imidos, como a regido de
Belém (Lorenzi, 2000; PLANTAMED, 2007).
Basicamente, essas comunidades promovem
dois tipos de interferéncias nos cultivos que
infestam: alelospolia e alelopatia. A primeira
€ observada nos ecossistemas devido a compe-
ticao por fatores indispensaveis a sobrevi-
véncia das espécies, enquanto a alelopatia é
promovida por agentes quimicos produzidos
e liberados para o ambiente pelas proprias
plantas (Souza Filho & Alves, 2002).

Teoricamente, todas as plantas sao poten-
cialmente capazes de sintetizar metabolitos
secundarios, como aleloquimicos. No entanto,
essa caracteristica é mais comum entre as
plantas selvagens, que, ao longo do seu ciclo
evolutivo, desenvolveram mecanismos de
adaptacao para competir com outras, assegu-
rando sua sobrevivéncia quer pela formacao
de estandes puros, quer para ser defender de
seus inimigos naturais (Souza Filho & Alves,
2002). O potencial alelopatico de extratos de
Senna alata ja foi investigado por Agbagwa et al.
(2003), cujo estudo demonstrou seus efeitos
sobre a inibicao do crescimento da radicula
e o decréscimo consistente no percentual
absoluto e na taxa de germinacao de Celosia
argentea.

Senna alata possui também propriedades
terapéuticas, devendo ser ministrada com
cuidado, pois é suspeita de ser toxica aos rins
e, ainda, considerada abortiva (Lorenzi, 2000;
PLANTAMED, 2007). Em Cuba, Camaroes, no
Brasil, na India e outros paises, suas folhas,
cascas, flores e raizes podem ser utilizadas
na medicina popular, por suas propriedades
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anti-herpética, febrifuga, antianémica,
antiblenorragica, antinefritica, antidota,
antimicotica, diurética, parasiticida, laxante,
e contra doencas de pele (Barrese Pérez &
Hernandez Jiménez, 2002; Awal et al., 2004,
Barrese Pérez et al., 2005; Pieme et al., 2006;
PLANTAMED, 2007).

Segundo Gupta & Singh (1991), espécies
do género Senna sao ricas em flavonoides,
antraquinonas e polissacarideos. Também
ja foram relatados para esse género esteroi-
des, alcaloides piperidinicos, isoquinolinas,
cromonas, lactonas, estilbenos e triterpenos
(Alemayehu & Abegaz, 1996; Alemayehu et al.,
1998; Valencia et al., 2000).

A fitoquimica objetiva o esclarecimento
e registro dos constituintes resultantes do
metabolismo secundario dos vegetais, através
do isolamento e elucidacao de suas estruturas
moleculares. O crescente desenvolvimento
de novas técnicas analiticas, como a croma-
tografia, e o constante aperfeicoamento dos
instrumentos de analise espectrométrica
constituem a sua principal forca motora. A
selecao de plantas para estudo, geralmente, se
baseia na prospeccao e em relatos da literatura
sobre acoes antioxidantes, anti-inflamatoérias
e inseticidas dos vegetais (Matos, 1997).

Desde muito tempo, a abordagem fitoqui-
mica vem assumindo diferentes versoes,
ora mais simples ora mais complexa, mais
especifica ou mais geral. O teste por croma-
tografia em camada delgada (CCD) tem por
objetivo a caracterizacao preliminar dos extra-
tos pela determinacao do perfil cromatografico
qualitativo, onde se registra o nimero, a cor
e a posicao de manchas na placa (Rf) apos a
analise em sistemas diferentes de eluentes,
associados aos reveladores especificos. A partir
dessas avaliacoes, € possivel determinar as
classes de compostos que estao presentes nos
extratos analisados para permitir a posterior
correlacao com resultados obtidos nos testes
de atividade biologica (Wagner & Bladt,
1996; Gianvechio et al., 2006). Ja o screening
tradicional tem por objetivo a deteccao e pros-
peccao preliminar dos diferentes constituin-
tes quimicos de plantas, com base na extracao
destes com solventes apropriados e na aplica-
cao de testes de coloracao, ocorrendo algumas
vezes a formacao de precipitados (Moreira,
1979; Lock de Ugaz, 1988; Matos, 1997).
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Objetivou-se neste estudo a identificacao,
por testes fitoquimicos, das principais classes
de compostos potenciais aleloquimicos,
encontradas em diferentes partes da espécie
Senna alata. Realizou-se ainda a comparacao
de duas metodologias distintas para este fim:
a cromotografia em camada delgada e o
screening padrao.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento do material
vegetal

Senna alata foi plantada no Campo Expe-
rimental da Embrapa Amazoénia Oriental,
localizado na cidade de Belém, Para. O plantio
ocorreu em fevereiro de 2006. Uma amostra
da espécie identificada por botanicos da mes-
ma instituicao foi depositada no herbario sob
registro IAN 183561. Em dezembro de 2006,
na fase reprodutiva, foram coletadas suas flo-
res, vagens, sementes, raizes, folhas e caules.
Em seguida, o material vegetal foi seco em
estufa de circulacao forcada de ar, a tempe-
ratura constante de 40 °C, até atingir peso
constante e entdo triturado em moinho tipo
Willey até obtencao de um p6 homogéneo.

Preparo dos extratos brutos

Para obtencao dos extratos brutos, reali-
zZou-se a extracdo exaustiva com mistura de
solvente agua/metanol (3:7) de cada parte da
planta, por aproximadamente sete dias, com
filtracao e recolhimento periodicos do filtrado.
Apos esse periodo, o metanol foi eliminado a
pressdo reduzida, em rotavapor (BUCHTEL
131) a temperatura de 45 °C. Em seguida, a
solucao aquosa concentrada foi liofilizada.

Uma pequena parte do extrato bruto foi
retirada e solubilizada em metanol, para
obtencao das solucédes utilizadas nos testes
fitoquimicos (Wagner & Bladt, 1996; Matos,
1997).

Testes fitoquimicos

O primeiro teste realizado foi o descrito
por Wagner & Bladt (1996) para a deteccao de
acidos graxos, alcaloides, antraquinonas,
cumarinas, flavonoides e terpenoides, via
cromatografia em camada delgada.
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Com o auxilio de tubos capilares de vidro,
os extratos foram aplicados na origem de cinco
cromatoplacas de silica-gel (ALUMINUM
BACKED TLC, SILICA GEL, HARD LAYER, F-254,
SAI) de dimensoées 5 X 6 cm, formando man-
chas semelhantes e regulares. Trés placas
foram eluidas com mistura de solvente polar
acido (acetato de etila: acido formico: agua
88:6:6). Uma placa foi eluida com mistura de
solvente polar basico (tolueno: acetato de etila:
dietilamina 70:20:10) e uma com eluente
apolar (tolueno: acetato de etila 93:7). Apos
eluicao, as placas foram secas e observadas
sob luz de ultravioleta (UV), sendo registrados
osresultados.

Visando evidenciar as principais classes
de substancias quimicas presentes nos
extratos retirados de diferentes estruturas da
espécie S. alata, foram utilizados os seguintes
reagentes (Wagner & Bladt, 1996; Gianvechio
et al., 2006; Maciel et al., 2006):

- DRG (Reativo de Dragendorff) e acido sulfurico
10%, aplicados sobre a cromatoplaca eluida
no sistema polar basico para a deteccao de
alcaloides (coloracao amarronzada).

- NP/PEG (difenilboriloxietilamina/polieti-
lenoglicol), aplicado sobre cromatoplaca
eluida no sistema polar acido para a deteccao
de cumarinas (azul-verde) e flavonoides
(amarelo, laranja) sobre luz ultravioleta de
comprimento de onda de 365 nm.

- KOH (hidroxido de potassio), aplicado sobre
cromatoplaca eluida no sistema polar acido
para a deteccao de antraquinonas (vermelho-
amarelo) e cumarinas (azul-verde) sobre luz
UV 365 nm.

- VAS (vanilina sulftirica acida), aplicada sobre
cromatoplaca eluida no sistema polar acido
para a deteccao de terpenoides (amarelo-
marrom) e acidos graxos (azul).

- VAS (vanilina sulftirica acida), aplicada sobre
cromatoplaca eluida no sistema apolar para
a deteccao de terpenoides (amarelo-marrom)
e acidos graxos (azul).

Os aspectos considerados foram cor e
altura antes e apos exame com luz UV e mu-
dancas de coloracao com o uso de reveladores.

- Cor: dependendo da tonalidade predominan-
te, a cor da imagem em conjunto se define
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como vivamente colorida, pouco colorida ou
muito pouco colorida.

- Mudancas de coloracao: a imagem capilar foi
exposta a reagentes sobre ela gotejados ou
borrifados, e as mudancas de coloracao foram
observadas e registradas.

- Exame com luz ultravioleta: depois da cor-
rida, a cromatoplaca é exposta a luz UV
365 nm. Foram observadas e registradas as
fluorescéncias das diferentes zonas da ima-
gem e suas intensidades.

O segundo teste realizado foi o screening
ou prospeccao fitoquimica, descrito no Proce-
dimento Operacional Padrao da Embrapa
Amazonia Oriental, aplicado no setor de plan-
tas medicinais do Laboratério de Agroindustria.
Este procedimento utiliza técnicas descritas
por Moreira (1979), Lock de Ugaz (1988) e Matos
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(1997) (Tabela 1). Além dos constituintes
testados nos procedimentos anteriores, foram
também acrescentados os testes para taninos,
catequinas, saponinas e depsideos.

Todos os processos de extracido, preparo de
solucoes e screening foram realizados no
Laboratorio de Agroindustria da Embrapa
Amazonia Oriental, Belém, PA. Os testes em
cromatoplacas de camada delgada foram
realizados no Laboratorio de Quimica da
Universidade Federal do Para.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da cromatografia em camada
delgada pode ser observado na Tabela 2. Nesse
caso, a ideia foi verificar a presenca ou nao
de alcaloides, antraquinonas, cumarinas,
flavonoides, terpenoides e acidos graxos.

Tabela 1 - Testes de prospeccdo fitoquimica de classes quimicas de plantas*

Constituinte quimico Reagente

Reagao positiva

Taninos Solugdo aquosa de cloreto férrico a 1%

Mudanga de coloragdo ou formagéo de precipitado.

Catequinas
q concentrado

Solugdo aquosa de vanilina 1% e ac. cloridrico

Coloragdo vermelha intensa.

Flavonoides Ac. cloridrico concentrado e fita de Mg

Coloragdo rosea.

Esteroides e

Cloroformio, anidrido acético e ac. Sulfurico

Sucessio de cores, de azul evanescente a v erde

Triterpenoides concentrado persistente.

Depsidios Metanol e solugdo aquosa de cloreto férrico 1% Coloragdo verde, azul ou cinza.

Cumarinas Solugio aquosa de NaOH 1 mol L™ em papel filtro. Fluorescéncia azul sobre luz UV.

Saponinas ggslllicl,':ga}.udroalcoéhca 80GL: etanol comercial/dgua Camada de espuma estavel por mais de 30 minutos.
Alcaloides Reativo de Bouchardat Precipitado laranja avermelhado.

Antraquinonas Benzeno e solugdo aquosa de hidroxido de aménio 10% | Coloragdo rosea, vermelha ou violeta na fase aquosa.

* Screening fitoquimico do Procedimento Operacional Padrio da Embrapa Amazonia Oriental.

Tabela 2 - Deteccdo de classes de substincias quimicas presentes nos extratos das diferentes partes de Senna alata pelo método de

cromatografia em camada delgada (CCD)

Classe quimica Extrato Bruto Hidrometanolico de Senna alata
Caules Flores Folhas Raizes Sementes Vagens
Acidos graxos + + + + + +
Alcaloides - - - - - -
Antraquinonas - - + - - -
Cumarinas + + + + +
Flavonoides + + + + + +
Terpenoides - - - - - -

+ (positivo); - (negativo).
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Pelos resultados expostos, observa-se que
cumarinas, flavonoides e acidos graxos podem
ser encontrados em todos os pontos da planta
Senna alata. Antraquinonas foram detectadas
somente nas folhas pelo teste com hidroxido
de potassio. Ainda, as estruturas da planta
que apresentaram maior diversidade de clas-
ses quimicas, segundo o teste em CCD, foram
as folhas, podendo essa diversidade refletir em
um maior potencial de utilizacdo em ensaios
de alelopatia.

Ja os ensaios para deteccao e prospeccao
preliminar dos diferentes constituintes quimi-
cos de plantas, com base no screening fitoqui-
mico do Procedimento Operacional Padrao da
Embrapa Amazoénia Oriental, forneceram os
resultados expostos na Tabela 3.

Os resultados do screening mostram que
alcaloides e antraquinonas foram encontra-
dos em todas as estrututuras da planta, ao
contrario do teste por CCD, indicando que
para deteccao de alcaloides o reativo de
Bouchardat foi mais sensivel do que o reativo
de Dragendorff, assim como o hidroxido de
amonia 10% foi mais sensivel as antraquino-
nas do que o hidroxido de potassio. Flavonoides
nao foram detectados utilizando-se acido
cloridrico concentrado e fita de magnésio,
demonstrando que o NP/PEG (difenilboriloxie-
tilamina/polietilenoglicol) é mais apropriado
para deteccao desta classe quimica. Da mes-
ma forma, cumarinas s6 foram detectadas em
raizes e sementes, sendo o hidroxido de potas-
sio mais apropriado do que a solucao aquosa
de hidroxido de sodio. As folhas foram as Ginicas
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estruturas em que a presenca de taninos foi
confirmada. E contando com o resultado
mascarado (indicando a suspeita da presenca
em baixas concentracdes) para cumarinas e
depsidios nas folhas, estas novamente, repre-
sentaram a porcao da planta que apresentou
maior diversidade de classes quimicas, como
no teste em CCD. Saponinas também foram
encontradas em praticamente todas as partes
da planta.

Comparando-se as duas metodologias, pou-
cos resultados foram corroborados, indicando
que talvez a mistura de solvente agua/me-
tanol (3:7) utilizada na fase de extracao nao
tenha sido a mais apropriada para algumas
classes de compostos ou que a especificidade
dos reagentes reveladores seja diferente para
as mesmas concentracoes. Esses resultados
podem ainda estar relacionados a presenca de
intensa mistura de compostos e/ou a concen-
tracdao muito baixa do constituinte a ser
pesquisado nos tecidos da planta.

Os resultados obtidos na cromatografia de
camada delgada demonstraram que esse é o
método qualitativo mais adequado para uma
analise preliminar de compostos quimicos de-
rivados de plantas, devido a economia, rapidez,
simplicidade e maior seguranca de manuseio
do processo. Contudo, devem ser adicionados
a esta metodologia mais testes para a abran-
géncia de um maior nimero de classes, como
no screening. Segundo Gianvechio et al. (2006)
e Wagner & Bladt (1996), das duas metodologias
utilizadas, a cromatografia em camada delgada
€ considerada de facil e rapida execucao, custo

Tabela 3 - Detecgdo de classes de substancias quimicas presentes nos extratos das diferentes partes de Senna alata pelos

métodos de prospecgdo fitoquimica de classes quimicas*

Classe quimica

Extrato Bruto Hidrometanoélico de Senna alata

Caules

Flores

Folhas

Raizes

Sementes

Vagens

Alcaloides

+

+

+

+

Antraquinonas

+

+

+

+

Catequinas

Cumarinas

Depsidios

+

<=

Flavonoides

Saponinas

Taninos

+
M

+ |+

+
M

Esteroides e triterpenoides

* Screening fitoquimico do Procedimento Operacional Padrio da Embrapa Amazoénia Oriental;

+ (positivo); - (negativo); M (mascarado).
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acessivel, reprodutivel e consta em diversas
monografias das Farmacopeias; € um método
muito empregado uma vez que fornece dados
para a identificacdo de matérias-primas
vegetais, além de permitir inferéncias a
respeito da pureza do material.

Neste trabalho, foram identificadas em
todas as partes de Senna alata algumas classes
quimicas ja consagradas pela atividade
alelopatica (Rice, 1984; Putnam & Tang, 1986;
Moreland & Novitzky, 1987; Arruda et al., 2005;
Cipollini, 2008). No entanto, classes como cate-
quinas, esteroides e terpenoides, consideradas
agentes alelopaticos potentes (Rice, 1984;
Fischer et al., 1994; Lobo et al., 2008; Macias,
2008), nao foram encontradas. E reconhecido
que as plantas produzem e estocam seus
metabolitos em diferentes partes, sendo a
principal fonte uma variavel nao fixa, que pode
flutuar entre espécies ou dentro de uma
mesma espécie e, ainda, sofrer variacoes de
acordo com as condicoes ambientais (Souza
Filho & Alves, 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho foram
semelhantes aos encontrados por Barresse
Pérez et al. (2005) no estudo fitoquimico da
mesma espécie, onde também foram verifi-
cadas diferencas na deteccao de constituintes
quimicos quando o solvente de extracao foi
modificado e até mesmo quando se utilizavam
reagentes reveladores distintos. Entre os
componentes até entao identificados em Senna
alata, por diferentes métodos fitoquimicos
de prospeccao, encontram-se taninos, triter-
penos, esteroides, alcaloides, carboidratos
redutores, flavonoides, saponinas, cumarinas,
antocianidinas, emodina, antraquinona,
chrysarabina, ribarina, acido malico, tartarico,
crisofanico e 6leo essencial (Barrese Pérez &
Hernandez Jiménez, 2002; Ordonez et al.,
2004; Barrese Pérez et al., 2005; PLANTAMED,
2007). Suas flores sao ricas em flavonoides e
vitamina C (PLANTAMED, 2007).

Neste estudo fitoquimico foi comprovada a
alta diversidade de compostos quimicos pre-
sentes em todas as estruturas de Senna alata,
principalmente em suas folhas, justificando
assim sua ampla utilizacdo na medicina
popular e indicando ainda o potencial para uso
em outras areas, como a alelopatia. Ainda, a
cromatografia em camada delgada, devido a
economia, rapidez, simplicidade e maior
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seguranca do processo, € o método qualitativo
mais indicado para a analise preliminar de
compostos quimicos derivados de plantas,
como, por exemplo, potenciais classes de
aleloquimicos.
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