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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENGAO, IDENTIFICAGAO E QUANTIFICAGAO DA TINTA DE NOZ

Os extratos aquosos do fruto verde ou drupa da nogueira, também designados
por “tinta de noz”, foram obtidos aquando da colheita do fruto, em Setembro de
2011, numa exploragcéo agricola de nucicultura, na regido do Sicd. Apds a
colheita, as drupas da nogueira foram colocadas numa tremonha de uma
maquina (Figura 3), onde, com a ajuda de pequenas quantidades de agua e
movimentos rotativos da tremonha, se procedeu a separagao entre o carogo e
a casca verde. Os extratos aquosos obtidos apos este processo foram levados
para o laboratério e colocados em arca congeladora até a sua utilizagdo neste

estudo.

Figura 3. Processo de descasque da drupa da nogueira

Antes de se iniciarem os estudos para a determinagdo analitica da
concentragdo da juglona nos extractos aquosos do fruto verde da nogueira,
procedeu-se a sua descongelagao seguida por filtragdo com bomba de vacuo.
A determinacgao da juglona naqueles extratos aquosos foi efetuada pela técnica
cromatografica “high performance liquid chromatography” — Cromatografia
Liquida de Alta Pressao — HPLC, e foi utilizado o método de quantificacéo por

uso de um padrao externo.
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Um dos principais constituintes da “tinta de noz” € uma quinona que tem o
nome de juglona. A concentragdo da juglona na “tinta da noz” foi determinada
por comparagao com uma substancia padrao. Foram utilizadas amostras
sintéticas de juglona e as amostras de tinta de noz obtidas para este efeito,
conforme se descreveu. O sistema de HPLC utilizado € composto por uma
bomba isocratica GBC, modelo LC1110; uma coluna cromatografica do tipo
250mmx8mm, tamanho particula=5 pm; um detetor Perkin Elmer, modelo LC-
75, com detegédo em ultravioleta a 280 nm. Os cromatogramas foram registados
e integrados num integrador Hewlett Packad HP 3396 A. O modo de
funcionamento do HPLC foi isocratico, com fluxo de 1ml/min. da fase moével:

Acido acético 1%/Metanol na proporcéo de 30%.

2.2 ENSAIOS PARA ESTUDO DO EFEITO BIOCIDA DA JUGLONA
PRESENTE NA TINTA DE NOZ

2.2.1 Efeito da quantidade de extrato de tinta de noz no crescimento
vegetal - Ensaios in vitro

Para estudo do efeito no crescimento das plantas da quantidade de tinta de noz
presente, com e sem adicdo de adjuvante foram utilizadas culturas em
crescimento in vitro de violeta (Saintpaulia ionantha) e de medronheiro (Arbutus
unedo), disponibilizadas para este efeito.

Efetuaram-se trés ensaios, que se diferenciaram nas culturas, quantidades do
extrato de tinta de noz utilizado e presenca de adjuvante.

No Ensaio 1, com 25 plantas de violeta, utilizaram-se as quantidades de 0; 0,1;
0,3; 0,5 e 1,0mL de extrato de tinta de noz, com 5 repeticbes por cada

quantidade aplicada.
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No Ensaio 2, utilizaram-se 20 plantas de violeta, com as quantidades de 0; 1,0;
2,0 e 3,0 mL de extrato de tinta de noz as quais se adicionou o adjuvante n&o
idnico “Tween20”, para melhorar a aderéncia dos extratos a cuticula presente
nas superficies pilosas das folhas das violetas. Foram utilizadas 5 plantas por
cada quantidade aplicada.

No Ensaio 3, utilizaram-se 6 plantas de medronheiro, com as quantidades de 0
e 4,0 mL de extrato de tinta de noz adicionadas de adjuvante “Tween20” com 3
repeticoes por cada quantidade aplicada.

Os trés ensaios laboratoriais consistiram na esterilizacao inicial em autoclave, a
121°C durante 18 minutos, do frasco com a amostra de extrato de noz em
estudo, que de seguida foi conservada no frigorifico, protegida com folha de
aluminio, até a sua colocagéo nos tubos de ensaio com as plantas

O extrato de tinta de noz, assim como o adjuvante, foram adicionados aos
tubos com as plantas em condi¢cdes de assepsia, no interior de uma camara de
fluxo laminar horizontal.

Os tubos com as plantas em estudo foram colocados em cémara de
crescimento nas seguintes condi¢des: 16/8 h de fotoperiodo a uma temperatura
de 25/20°C respetivamente e com uma intensidade média de luz de 96 ymol
quanta m? s™. Procedeu-se ao registo fotografico (Figura 4) dos tubos com as
plantas em estudo, antes da adicdo do extrato de tinta de noz e 3 semanas

apos aquela aplicacao.

Figura 4.Tubo de ensaio com planta de violeta (Saintpaulia ionantha)
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2.2.2 Efeito da quantidade de extrato de tinta de noz na germinagao de
sementes - Ensaios in vitro

Neste ensaio utilizaram-se sementes de salsa (Petroselinum crispum), coentro
(Coriandrum sativum), pastinaca (Pastinaca sativa L), onagra (Oenothera
biennis), linho (Linum usitatissimum) e milhd (Echinochloa), colocadas a

germinar em estufa de germinacao de plantas a 23°C.

A germinacédo decorreu em placas de Petri com a humidade suficiente ao
processo (20 mL de agua destilada) e com 50 sementes de cada uma das
plantas referidas. Foram testadas trés quantidades de extrato de tinta de noz
(0; 1,0 e 3,0 mL), num total de 18 placas de Petri.

Foi assegurada, durante o periodo em estudo, a humidade necessaria para a

germinagao das sementes.

O extrato de tinta de noz foi adicionado, as placas de Petri com as sementes,
em condi¢cdes de assepsia, no interior de uma camara de fluxo laminar

horizontal.

Efetuou-se a contagem de sementes germinadas aos 3 e 14 dias ap0s o inicio
do estudo (Figura 5). A mortalidade foi quantificada apds 14 dias do inicio do

estudo.
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Figura 5. Metodologia utilizada para contagem do nimero de sementes germinadas.

2.2.3 Efeito da quantidade de extrato de tinta de noz no crescimento
vegetal - Ensaios de campo

Na parcela designada por Caldeirdo, situada na exploragao agricola da Escola
Superior Agraria de Coimbra, foi efetuado o estudo, através de dois ensaios, do
efeito biocida do extrato de tinta de noz sobre uma infestante muito dificil de
controlar e muito vulgar no local de estudo: a junga (Cyperus rotundus).

No primeiro ensaio (Ensaio 1) utilizaram-se 16 talhées com juncga (Figuras 6 e
7), com dimensao de 0,5x0,5 m2, aos quais se aplicou o extrato de tinta de noz,
nas quantidades de 0; 10; 30 e 50 mL adicionadas a agua destilada de forma a
perfazer o volume de 750 mL, previamente determinado como o necessario

para humedecer toda a area de cada talhdo.

Figura 6. Ensaio1 com a junga (Cyperus rotundus) no campo do Caldeirao/ESAC
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Efetuaram-se 4 repeticdes por cada dose utilizada. Foi feito o registo
fotografico antes e 3 dias apds a aplicagao do extrato de tinta de noz, para

avaliagao do efeito do tratamento.
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Figura 7. Desenho experimental do Ensaio1 com a junga (Cyperus rotundus) no campo do
Caldeirdo/Esac.
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Utilizou-se o registo e observacéao fotografica como metodologia para atribuicao
de percentagem de necroses em cada talhdo de junga. Dividiu-se a imagem do
talhdo em quatros partes, para facilitar a observacao para, no final, atribuir um

valor global e em percentagem, como se indica na Figura 8.

Figura 8. Método de observagao fotografica utilizado para atribuicdo de percentagem de area
foliar necrosada.
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No Ensaio 2, escolheram-se 20 plantas de junga, as quais se aplicou
diretamente o extrato de tinta de noz, sem qualquer diluicdo, na quantidade
necessaria para assegurar o contacto do extrato com a parte aérea da planta.
A localizagao das plantas estudadas encontra-se na Figura 9.

Foram efetuados registos fotograficos, antes e 3 dias depois da aplicagdo do
extrato de tinta de noz, e no mesmo dia foram contabilizadas as necroses

evidenciadas.
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Figura 9. Desenho experimental do Ensaio 2 com a junca (Cyperus rotundus) no campo do
Caldeirao/ESAC

Também neste ensaio foi utilizada a observagao fotografica para atribuigdo de
percentagem de necrose em cada planta de junca. No registo fotografico
realgou-se a planta, para facilitar a observacao e atribuir um valor percentual,

conforme se indica na Figura 10.

Figura 10. Observagao da planta para atribuigdo de um valor percentual de area foliar
necrosada.
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2.3 TRATAMENTO DE DADOS

O tratamento estatistico dos resultados para analise e estudo dos tratamentos
(andlise de variancia, médias e desvios padréao e testes de comparagao entre
médias) foi efetuado com o programa Statistica, versdo 6-0, de 1997, com a
metodologia ANOVA.

Nos casos em que existiram diferengas significativas, foi utilizado o teste de
Duncan (nivel de significancia de 5% (p <0,05), para identificar as diferengas

entre os tratamentos.

Previamente ao tratamento estatistico, procedeu-se a transformagédo angular
dos dados percentuais de acordo com: angulo = arc sen (proporgao) V2 de

forma a garantir uma distribuigdo normal das variaveis (Zar 1996).
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