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Quantas vezes voltamos para casa com a sensagdo de derrota;
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Quantas vezes pedimos a Deus um pouco de forga, um pouco de luz; E a
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E Deus insiste em nos abengoar, em nos mostrar o caminho:

Agquele mais dificil)
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Porque tem uma missdo:
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Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de testar a agdio herbicida dos
extratos metanolicos de caule e raiz de Caryocar brasiliense, popularmente
conhecido como pequi, em ensaios de germinagio de sementes de Panicum
maximum, uma planta daninha monocotiledonea conhecida por capim-colonido,
analisando sua germinagfo, elongac¢éio do caule e da raiz. Os dois extratos testados
apresentaram potenciais herbicidas, onde o extrato bruto de raiz de pequi
apresentou melhor agfio herbicida quando comparado com o extrato bruto de
caule. A fracdo hexdnica e as subfracbes 8, 11 e 13, extraidas da fragfo
acetato/metanol (7:3) também apresentaram bons potenciais herbicidas.. Os testes
de reconhecimento de classes de metabolitos secundérios revelaram a presenca de
alcaloides e saponinas na fragio hexdnica, cumarinas voldteis e saponinas na
subfragdo 8, saponinas e flavonoides e saponinas na subfragdo 11 e taninos
condensaveis e saponinas na subfragdo 13. O resultado da analise da fragfo
hex4nica em um cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massas
constatou a presenga de 21 compostos. Os compostos hexadecanoato de metila,
(E)-10-octanoato de metila e 14-metilpentadecanoato de metila foram os
abundantes, com valores de 40,40%; 24,89% e 13,52%, respectivamente. A
atividade herbicida dos extratos brutos de caule e raiz de pequi, bem como das
fracdes e subfracdes estio associadas ao fendmeno de sinergismo entre os

compostos presentes nestes.
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Abstract

The methanolic stem and root’s extracts were tested in order to certificate
their herbicide potential in germination test, which analyzed germination rate,
stem and root’s length of Panicum maximum weeds. It was observed that the both
extracts, of stem and root. The both extract presented herbicide potentials and the
root’s extract were better than stem’s extract. The hexanic fraction and the
subfractions 8, 11 e 13 (extracted from acetate/methanol 7:3) also presented
inhibition. The recognition of secondary metabolites’ tests showed the presence of
alkaloids, volatile coumarins, flavonoids and condensed tannins in the hexanic
fraction and 8, 11 e 13 subfractions, respectively. In all of them, it was found
saponins too. The analysis in a gas chromatography with a mass spectrometer
presented as results simples structures of acids, esters and alkanes. The
compounds metyl-9-oxoexadecanoate, metyl-(E)-10-octadecenoate and metyl-14-
methylpentadecanoate, which were presented in most quantities, in value, 40,40%;
24.89% and 13,52 %, respectively. The herbicide activity of root and stem
extracts, their fractions and subfractions were associated of synergy phenomenon

among the compounds were there.




1-INTRODUCAO
1.1-Plantas Daninhas

Planta daninha é qualquer vegetal que cresce onde ndo € desejado
juntamente com as culturas, interferindo no desenvolvimento, reduzindo a
produgfo, competindo pela extragdo de 4dgua, luz, CO, e nutrientes, além de
exercer inibi¢do quimica sobre o desenvolvimento das plantas da cultura. As
plantas daninhas podem ainda comprometer indiretamente certas culturas
agricolas por hospedarem pragas e doengas antes de infestarem as proprias
culturas. Estima-se que as perdas na produgfio agricola sejam em torno de 20 a
30% (LORENZI, 1990).

Uma das causas que tornam as plantas daninhas dificeis de serem
extirpadas reside nas sementes, pois estas possuem capacidade especial para a luta
pela resisténcia. Conseguem sobreviver em ambientes com poucas condigdes de
vida, além de possuirem compostos que previnem a decomposicdo e que
interferem na dorméncia das mesmas (SAAD, 1985).

As plantas daninhas possuem como caracteristica comum grande
agressividade, além de certos mecanismos que permitem a sobrevivéncia da
espécie sob vdrias condigOes, tais como a grande capacidade de reprodugdo
(se propagam por meio de sementes, rizomas, estolhos, bulbos e/ou novos
rebentos), aliada a eficientes mecanismos de dispersdo e grande longevidade de
suas sementes. Sabe-se que uma Unica planta daninha pode produzir significativa
quantidade de sementes e, via de regra, quanto menor o tamanho dessas sementes

maior é o numero produzido pela planta (GELMINI, 1988).
1.1.1-Controle das Plantas Daninhas

O controle de plantas daninhas consiste na adogfio de certas praticas que
resultam na reducdio da infestante. O nivel do controle destas, obtido em uma
lavoura, depende da espécie infestante, da cultura e dos métodos empregados
(LORENZI, 1990).

Os trés principais meios para diminuir as perdas sdo:

o Prevengio: consiste em evitar a contaminagfio de determinada regido por

ervas de uma certa espécie. E particularmente eficaz quando acompanhada de
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sistematica rotag@io de culturas, a qual produz gradual mudan¢a na populagdo de
ervas;

o Erradicaciio: este termo define certas praticas agricolas necessarias para
destruir ou remover completamente todas as ervas, incluindo as partes
regenerativas das plantas, sendo que em alguns casos, torna-se necessario
sacrificar parte da lavoura.

e Controle: € a forma mais sensata de resolver proveitosamente o problema
da vegetagfio indesejavel, onde toda a infestagdio pode ser diminuida a tal ponto
que permita desenvolver uma cultura rica, apesar das ervas (SAAD, 1985).

O controle das ervas daninhas pode ser:

¢ Mecinico: é feito por meio de praticas agricolas como o cultivo, a ceifa ou
o corte, as queimadas e a escarificagéo.

¢ De cultivo: aproveita-se a rotagfio de cultura para modificar o ambiente e
diminuir as ervas. Freqiientemente a nova cultura compete com €xito com as ervas
daninhas da lavoura anterior.

s Biolégico: ¢ um método em que se utiliza organismo vivo, em sua maioria
insetos, para controlar as ervas.

e Quimico: ¢ a utilizacfio de produtos quimicos, herbicidas. Este processo
oferece maior potencialidade e teve grande desenvolvimento em anos recentes.

Qualquer dos métodos para o controle e a erradicagio das ervas €
insuficiente por si so, sendo necessdrios todos esses processos unidos em um

programa geral € em longo prazo (SAAD, 1985).
1.2-Herbicidas

Um herbicida pode ser definido como qualquer produto quimico que mata
ou inibe grandemente o desenvolvimento de uma planta (LORENZI, 1990). E
freqilentemente empregado para matar ervas daninhas sem causar prejuizo a
vegetagdo desejdvel, mas também € utilizado para eliminar plantas indesejaveis
das margens das estradas ¢ ferrovias e para marcar corretamente as linhas das
trilhas, e ds vezes, para desfolhar regies inteiras. O uso agricola de herbicidas

substituiu a a¢io humana ¢ mecénica de capina em paises desenvolvidos, tendo



reduzido enormemente o nimero de pessoas empregadas na agricultura (BAIRD,
2002).

Desde o final dos anos 60, os herbicidas sio amplamente usados na
América do Norte, com vendas que excedem atualmente os US$ 4 bilhdes por ano
(BAIRD, 2002). Existem no Brasil aproximadamente cinqlienta principios ativos
herbicidas efetivamente em uso, os quais complem quase uma centena de
formulagdes (LORENZI, 1990).

Nos tempos biblicos, os exércitos usavam sal ou uma mistura de salmoura
e cinzas para esterilizar alguns territérios que tinham conquistado, na tentativa de
torna-los inabitdveis para as geragdes futuras do inimigo. Na primeira metade do
século 20, foram usados varios compostos inorgimicos para climinar ervas
daninhas — principalmente arsenito de sodio (Naz;AsQj;), clorato de sodio
(NaClQO3), e sulfato de cobre (CuSOy). Os dois ultimos sfo exemplos de um
grande namero de sais anteriormente usados como pulverizadores herbicidas que
matam plantas mediante a primitiva agdo de extrair a dgua ¢ desidratar as plantas,
deixando ainda a terra agriculturdvel.

Os derivados orgdnicos do arsémio substituiram seus compostos
inorganicos como herbicidas, ja que sfio menos téxicos para os mamiferos. Em
geral, os herbicidas inorgdnicos ¢ organometdlicos foram cm grande parte
gradualmente eliminados devido a sua persisténcia nos solos, sendo o mercado
atualmente dominado pelos herbicidas totalmente organicos. Sua utilidade csta
parcialmente baseada no fato de screm muito mais toxicos para certas plantas do
que para outras, de maneira que podem ser utilizados para crradicar as primciras,
sem deixar prejudicadas as Gltimas (BAIRD, 2002).

O indiscriminado uso de herbicidas sintéticos tem provocado um aumento
na resisténeia de plantas daninhas para alguns herbicidas, além da poluigio
ambiental causada pelos residuos de cada aplicagdio feita ¢ os potenciais danos &
safide, devido aos compostos altamente toxicos para o homem, que sio utilizados
na fabrica¢do dos herbicidas (MACIAS ef al., 1999). Em um cnfoque agricola, a
redugfo dos problemas ambientais ¢ os custes de protecdo as culturas aparccem
como pardmetros prioritzirios, na methoria da qualidade de alimentos. Neste
contexto, surge o grande intercsse por estudos ftoguimicos no controle de plantas
daninhas, usando produtos naturais modificados c¢/ou sintéticos que apresentem

atividade herbicida e que, diftrente dos herbicidas usados na atualidade, nio
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provoquem contaminagiio do solo e plantas e apresentem baixa toxidez as
diferentes formas de vida na escala biologica (ZIMDHAL, 1999).

Por outro lado, pesquisas tém sido realizadas na tentativa de reduzir este
uso indiscriminado ¢ bons resultados tém sido encontrados. O’Sullivan ¢ Bouw
(1993) pesquisaram a eficacia de herbicidas pos-emergentes (aplicados apos a
germinagdo) com proporgdes reduzidas de aplicagdo no coantrole de plantas
daninhas de folhas largas em plantacdes de milho, durante um periodo de trés
anos. Foram aplicadas as misturas de metolacloril/ciazina (3:1 m/m, concentragio
recomendada de 3.8 Kg/ha), ciazina/atrazinpa (3:1 m/m, concentragdo
recomendada de 3.0 Kg/ha) ¢ metolacloril/atrazina (3:2 m/m, concentragio
recomendada de 3.0 Kg/ha), nas proporcbes de 100%, 50% e 25% da
concentragio recomendada. As plantas daninhas foram consideraveimente
reduzidas nas aplicagbes de 25% da concentragio recomendada em todas as
misturas testadas. A adigiio de um adjuvante melhorou o controle das gramineas.
Uma tltima aplicagiio de nicosulfurona/rimsulfurona (1:1 m/m, concentragiio
recomendada de 25 g/ha) aumentou significantemente o countrole das gramineas,
comparado & aplicaglio da mistura cianazina/atrazina aplicada sozinha. Os
resultados indicam que uma aplicaciio reduzida de herbicidas pds-emergentes
pode ser usada no controle de plantas daninhas em milho se os herbicidas forem
usados antecipadamente.

A Figura 1 apresenta as estruturas da ciazina, metolacloril, atrazina,

nicosulfurona e rimsulfurona.
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TIGURA 1: Tistruturas dos herbicidas utitizados por (’Sullivan e Bouw (1993),
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Nas ultimas duas décadas, os herbicidas tem tido uma utilizagdo crescente
na agricultura. Seus principais representantes sdo:

e Paraquat: comercializado com o nome de Gramoxone.

e Glifosato: round up.

e Pentaclorofenol.

e Derivados do dcido fenoxiacético: 2,4 diclorofenoxiacético
(comercializado com nome de 2,4 D) e 2,4,5 triclorofenoxiacético (com nome
comercial de 2,4,5 T). A mistura de 2,4 D com 2,4,5T representa o principal
componente do agente laranja, utilizado como desfolhante na Guerra do Vietnd. O
nome comercial dessa mistura é Tordon.

e Dinitrofenéis: Dinoseb, DNOC. (MACI:ZDO, 2002).

As estruturas dos herbicidas citados anteriormente estfo apresentadas na

Figura 2.
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FIGURA 2: Estruturas de herbicidas comerciais.
Para que um herbicida atue e seja eficaz, deve primeiro cumprir certos
requisitos:
e Entrar em contato com a planta que se deseja controlar;
e Ser absorvido pela planta daninha;

e Deslocar-se para o sitio de agfio dentro da planta, sem ser desativado;

e Acumular-se a niveis suficientemente toxicos nos sitios de agfio.



1.2.1-Modo e Mecanismo de A¢io dos Herbicidas

Para evitar seu uso inapropriado e otimizar sua utilizac¢fo, é indispensavel
conhecer e entender como os herbicidas atuam, seu modo e mecanismo de ag¢Ho.

O modo de agdo pode ser definido como sendo a seqiiéncia completa de
eventos que ocorrem desde a aplicagio do herbicida até a morte da planta. Os
herbicidas que apresentam o mesmo mecanismo de agdo produzirio os mesmos
sintomas nas plantas, assim como seletividade aos cultivos e s plantas daninhas.

O mecanismo de agdo de herbicida se refere ao sitio bioquimico no qual o
herbicida atua, podendo ter apenas um sitio de agdo muito sensivel, cujo efeito
pode ser suficientemente severo para causar a morte das plantas mais sensiveis,
ouw/e sofrem processos metabélicos ndo especificos, onde diferentes sitios podem
ser afetados. Assim, 4 medida que sua concentra¢io aumenta dentro da planta,
sitios adicionais, menos sensiveis, podem ser afetados e a somatdria destes efeitos
em diferentes sitios leva as plantas & morte (KOGAN e PEREZ, 2003).

Para a exata localizagdo dos sitios de ag¢fo requer conhecer a colocagio do
herbicida na planta, os sintomas provocados por este, as vias metabolicas
envolvidas no processo da inibicdo e a concentragio necesséria para que o
herbicida leve a planta & morte. Os estudos da correlagfio das reagBes ou os passos
metabdlicos, in vivo ou in vitro, podem ser provas que indiquem a provavel
localizag#o do sitio de agdo.

De acordo com os conhecimentos atuais, os herbicidas podem ser
classificados, segundo seu mecanismo de agdo, em grupos diferentes (KOGAN e
PEREZ, 2003):

o Reguladores de crescimento: regulam o crescimento celular, a sintese de
proteinas e a divis#o celular das plantas. Podem inibir ou estimular o crescimento,
dependendo de sua concentragdo.

o Inibidores de biossintese de lipideos: controlam, principalmente as ervas
daninhas gramineas, pois apresentam seu mecanismo de agdo primério
relacionado com a sintese dos lipideos.

e Inibidores de biossintese de amino4cidos: no nicleo dos cloroplastos
encontram-se as enzimas responsaveis pela biossintese dos aminoécidos,
utilizando esqueletos de carbono da fotossintese. Os herbicidas impedem a

formagdo dos intermedidrios da glicélise e do Ciclo de Krebs.




o Inibidores da fotossintese: os herbicidas se acoplam com a proteina D;,
competindo com a quinona Qp, impedindo que esta se acople. Esta inibigido é
reversivel e competitiva, o que provoca o deslocamento de Qg e o bloqueio do
fluxo de elétrons, reduzindo a fixagdo de CO; e a sintese de carboidratos.

o Desestabilizadores de membranas celulares: atuam como disruptores de
membranas. Caracterizam-se por ser de acdo foliar (¢ de contato). Sdo de agio
rapida, provocando a morte da planta tratada pouco depois de sua aplicagio.

e Inibidores da biossintese de pigmentos: bloqueiam a sintese de
carotenodides (pigmentos receptores de luz) na planta, o que provoca a formagio
de radicais livres, que iniciam a peroxidagdo dos lipideos, necrosando a folha,
matando a planta. Caracterizam-se também como disruptores de membranas
celulares. Sdo aplicados na planta e ativados pela luz, formando compostos muito
reativos que provocam a ruptura das membranas, causando o derrame dos fluidos
da célula, e conseqiientemente a destruicéio do tecido.

e Disruptores mitéticos (venenos mitéticos): bloqueiam a divisdo celular,
inibindo a formagdo de raizes laterais ou a elongagio dos brotos, mas ndo
impedem a germinagdo das sementes.

Inibidores da biossintese da celulose: inibem, direta ou indiretamente, a
biossintese da celulose, o que conduz a falta de integridade da estrutura celular.
(KOGAN e PEREZ, 2003).

A inibigdo do fluxo de elétrons fotossintéticos, e o sistema de transporte de
prétons tém sido o principal controle de agdo de 50% dos herbicidas comerciais
(BOWER et al., 1987; LOTINA-HENNSEN et al., 2001a; LOTINA-HENNSEN
et al., 2001b; HERNANDEZ-TERRONES er al., 2003a; HERNANDEZ-
TERRONES et al., 2003b; KING-DIAZ et al., 2002).

1.2.2-Descoberta de Novos Herbicidas

Os herbicidas sintéticos tém uma grande variedade estrutural, com
diferentes mecanismos de agdo, atuando em sitios metabolicos especificos nas
plantas. Cada vez ¢ mais dificil descobrir novas estruturas que sirvam de modelo
para a sintese de herbicidas comerciais, e que sdo benignos para outras formas de

vida (WRIGHT, PILLMOR e BRIGGS, 1991; KING-DIAZ et al., 2001).



Novos métodos de agdo herbicidas sdo muito procurados pelas industrias,
porque estes métodos oferecem ferramentas adicionais para combater a evolugéo
da resisténcia aos herbicidas atualmente disponiveis e alternativas para os que ja
tem resisténcias evoluidas. Uma saida é explorar os mecanismos de agfo de
fitotoxinas naturais. Compostos de ocorréncia natural oferecem precedentes para
novas classes herbicidas quimicas, sendo uteis na identificagdo de novos sitios de
acdo para herbicidas. H4 muito pouco espago entre um sitio alvo molecular de
fitotoxinas naturais ¢ aqueles de herbicidas sintéticos comerciais ou quase sendo
comercializados (DUKE et al., 1997a).

As estratégias modernas para o descobrimento de novos agroquimicos
estdo enfocadas nos produtos naturais, porque oferecem um impacto reduzido
sobre o meio ambiente e possuem especificidade (McCARTY, TREBS e
AVRON, 1975; GOOD, TREBS ¢ AVRON, 1975). Neste contexto, a grande
diversidade da flora brasileira oferece uma grande fonte de metabolitos
secundarios, os quais podem ter uma aplicagdo direta, ou como modelos para o
desenvolvimento de novos agentes herbicidas.

Como os produtos naturais obtidos de matéria-prima vegetal oferecem
uma larga variedade de moléculas com grande diversidade nas suas estruturas e
atividade biologica, que podem se manifestar através das suas propriedades
herbicidas, inseticidas, fungicidas e/ou farmacologicas (DUKE, DAYAN e
RIMANDO, 1998; DUKE e LYNDON, 1993; SIMOES et al., 2000a; ISHAAYA,
2000), os herbicidas sdo mais eficientes ¢ de atividade especifica. Para isto pode
ser seguida uma das seguintes estratégias:

1. Sintese de herbicidas bioquimicamente direcionados.

2. Sintese de novos compostos com triagem biolégica apropriada.

3. Produtos naturais como uma fonte de novos tipos estruturais de

compostos (MACIAS et al., 1999).

E conveniente comentar que se o extrato bruto possui o efeito biocida,
poderia parecer contraditério o fato de ter que se isolar o principio ativo que
contem, ¢ mais ainda que a aplicagdo pratica deste Ultimo seja em porcentagem
maiores, porém isso ndo € justificado considerando que:

e O uso do extrato bruto pode ter em alguns casos menor efeito que o uso

do principio ativo isolado (substéncia pura);



e Deve-se conhecer a pureza e concentragio do composto ativo a ser usado,
(ndio possivel utilizando o extrato bruto);
e A concentragdo do principio ativo nas plantas € pequena (geralmente 0,1-

2,0% na planta, em outros casos menor que 0,01%).

Por outro lado, o isolamento ¢ conhecimento estrutural de compostos de
plantas proporiam reagdes para produzir derivados semissintéticos, tornando
importante isolar os principios ativos das plantas, e o localizar nas diferentes
partes das plantas ou nos diferentes extratos, sendo motivo de ensaios biologicos
adequados (FERREIRA, et al., 2000; GEISSMAN e CROUT, 1969).

Assim, um composto natural pode ajudar a projetar um eficiente herbicida.
Mas inibir um processo bioquimico ndo € suficiente por si s6. O composto terd
que ser eficientemente transportado do lugar de aplicagdo para o lugar de agdo,
sobrevivendo ao sistema metabolico que podera inativa-lo por degradaggo.

Todos os compostos sdo avaliados em testes in vivo, nos quais sio testados
em atividades pré-emergentes (aplicac@o no solo) e em atividades pés-emergentes
(aplicag@o na folhagem). Observa-se o desenvolvimento dos sintomas exibidos
pelos testes, o que indica o possivel meio de agfio do composto testado. Mas é
dificil de tirar uma conclusdo, uma vez que plantas emergem apds o tratamento
pré-emergente e pode levar vérios dias para desenvolver sintomas apés o
tratamento pos-emergente.

Tendo sido detectado agdo herbicida, o proximo passo € estudar o modo de
acdio deste composto na planta. Para isso, ¢ necessério focar-se em um processo
bioquimico que € conhecido, ou pode ser previsto, ser a causa dos sintomas
observados.

Assim que este processo foi estabelecido como alvo principal do
composto, a enzima deste processo deve ser identificada. Deste modo, indicios
podem ser obtidos das analises das mudangas dos tamanhos dos reservatdrios de
varios intermediarios do processo escolhido, seguindo aplicagdes do composto.
Em um extremo, pode ser a questdo da extragio e teste seqiiencial de cada uma
das enzimas individualmente.

A informacdio sobre o tipo de inibi¢do: se for tempo-dependente, um
processo reversivel ou irreversivel, pode ajudar no entendimento do mecanismo

pelo qual o composto age, podendo, entdo, maximizar esta atividade bioquimica.




Este processo de maximizacio da atividade inibitéria consiste em
encontrar um composto quimico que iniba 0 maximo possivel. Mas nem sempre o
melhor composto ativo quimicamente ¢ o melhor biologicamente. Uma parte
importante deste € estabelecer o que € € 0 que ndo € permitido dentro da
construgdo do sitio, de modo que o quimico possa subseqiientemente fazer
mudangas para modificar o superaproveitamento, transporte, estabilidade
metabolica e as propriedades seletivas do composto de uma maneira que ndo
comprometa os requerimentos da atividade bioquimica aceitavel (WRIGHT,
PILLMOR e BRIGGS, 1991).

As propriedades fisico-quimicas de herbicidas, tal como a solubilidade,
coeficiente de particdo e volatilidade, também sdo de relevincia crucial na
atividade in vivo, uma vez que controlam a transferéncia dos aleloquimicos para a
planta e o aproveitamento e redistribuicfio dentro da mesma, ¢ assim, construindo
a rede de acumulagdo no sitio alvo. Estas propriedades fisicas podem ser medidas
ou calculadas de uma estrutura quimica, determinando sua influéncia potencial na
atividade in vivo.

O principal mecanismo de seletividade do herbicida € o metabolismo da
planta, pois depende do aproveitamento dos compostos quimicos do herbicida, do
transporte deles dentro do xilema e do floema até sua chegada ao sitio de interesse
dentro da planta. Deste modo, plantas monocotiledéneas e dicotileddneas mostram
sensibilidades diferenciadas em relagéio ao composto inibidor.

Como o banco de dados sobre o metabolismo das plantas esta aumentando
devido a varios feitos nesta linha de pesquisa, € possivel designar seletividades
aos candidatos herbicidas, o que ndo era possivel, pois o conhecimento era
insuficiente para concluir isto (WRIGHT, PILLMOR e BRIGGS, 1991).

1.3-Alelopatia

Os habitats dos seres vivos sdo dindmicos, nos quais a constitui¢io €
definida por fatores fisicos (temperatura, luz, etc..), quimicos (oxigénio, agua,
compostos orginicos e inorgdnicos), e por algumas interagdes (competi¢des por
nutrientes), sendo que a maior parte destas sdo ainda pouco conhecidas

(ALMEIDA, 1988).
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Teoricamente, plantas daninhas e culturas sfo capazes de produzir
compostos quimicos que podem influenciar o crescimento e produtividade de
plantas vizinhas. As intera¢Ses planta-planta sdo a combinagfio de competiciio
direta por fontes de luz, dgua, nutriente e alelopatia. A separagiio destes dois
processos no campo experimental ndo € possivel (COLEGATE e MOLYNEUX,
1993; IKAN, 1991),

A capacidade das plantas produzirem estes compostos quimicos e a
natureza destas substancias difere entre as espécies, assim como a suscetibilidade
destas mesmas plantas ds substéncias quimicas liberadas por outras (ALMEIDA,
1988).

O termo alelopatia foi criado das palavras gregas alleton (mituo) e pathos
(prejuizo) por Molish em 1937 e € usado para indicar qualquer efeito causado por
um ser vivo de forma benéfica ou prejudicial sobre outro, por meio da liberagfio
de substincias quimicas e/ou produtos secundarios por ele elaborado. Os
metabolitos secunddrios, também chamados de substdncias alelopaticas ou
aleloquimicos, sdo compostos quimicos de estruturas complexas, de distribuigéo
mais restringida, que sdo liberados pela planta por intermédio da decomposiciio de
folhas e caules e exsudago direta no solo pelas raizes mediante processos fisicos,
quimicos ou biolégicos. Existe uma literatura considerdvel sobre o
comportamento alelopatico entre vegetais (MIZUTANI, 1999; REIGOSA,
PEDRO, 2002; ALIOTTA et al., 1994; BAGHESTANI ez al., 1999).

As plantas tém o seu proprio mecanismo de defesa e os aleloquimicos séo,
de fato, herbicidas naturais. Os aleloquimicos isolados de plantas ou
microorganismos sdo uma fonte potencial para modelos de novos tipos estruturais
de herbicidas. Estes herbicidas naturais podem ser mais especificos com novos
modos de agdo e de maior potencial que aqueles usados atualmente na agricultura.
Desta forma, a alelopatia pode ajudar fornecendo novos conceitos de controle
integrado de plantas daninhas, variedades de culturas e novas geragdes de
fitotoxinas. O uso de aleloquimicos como herbicidas, naturais ou modificados, ¢
uma das técnicas, envolvendo alelopatia, que tem sido sugeridas para eliminar
plantas daninhas (MACIAS et al., 1999).

O potencial alelopdtico do extrato bruto da folha de Tamarindus indica L.
foi investigado através de bioensaios com plantas daninhas e plantas comestiveis.

O crescimento radicular e o hipocotilo de todas as plantas foram fortemente
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inibidos. O trevo branco e a grama de celeiro das plantas daninhas e a alface € o
rabanete do grupo comestivel foram os mais afetados em relagfo ao controle, onde
quanto maior foi a concentragdo do extrato, maior a inibicdo observada. Estes
resultados indicam que a folha de tamarindo contem um ou mais aleloquimico
com forte atividade reguladora do crescimento (PARVEZ et al., 2003).

Na natureza, estes mecanismos de ataque e defesa entre os seres vivos
acontecem concomitantemente, sendo dificil distinguir e identificar os efeitos
individuais, devido & complexidade biologica do processo (RICE, 1984).

A alelopatia pode ser importante quando uma planta invasora afeta outra
espécie ou quando microorganismos ndo podem competir com uma nova
molécula. Ela pode ser efetiva somente quando a planta estd em condigdes de
estresse devido a outros mecanismos, tais como as interferéncias do meio no qual
vivem. Nestas condigdes, a producéo de aleloquimicos aumenta (REIGOSA,
SANCHEZ-MOREIRAS e GONZALEZ, 1999).

Um ponto importante € que o efeito do aleloquimico depende do composto
quimico que ¢ adicionado ao meio ambiente, separando, assim, o fendmeno de
alelopatia do de competicdo, que envolve a remog¢do ou indugdo de algum fator da
natureza que € requisitado por outras plantas que dividem o habitat. Estes
aleloquimicos, que sdo nada mais que compostos organicos, inibem a uma certa
concentragio, mas também estimulam o mesmo processo a0 qual atuam, quando
em pequenas concentragdes.

OQutro aspecto da alelopatia € o efeito de sinergia. As ag¢es de sinergismo
resultam da combinaciio de atuagdes de dois ou mais compostos, ou seja, sua
eficacia é maximizada quando estes compostos agem juntos. Se os separarmos,
nenhuma atividade sera observada (RICE, 1984).

O estudo sobre alelopatia pode ser complicado de ser realizado. Isto se
deve ao fato de na natureza os efeitos alelopaticos entre plantas sfio dificeis de
separar da complexidade das interferéncias restantes que se estabelecem entre as
plantas. S6 se pode identificar um fendmeno como sendo alelopético quando se
prova que ¢ devido a agdes bioquimicas e ndo a fatores climaticos ou de
competicdo por agua, luz ou nutrientes organicos e inorganicos (ALMEIDA,
1988). Esta competigio direta por recursos nutricionais, que também causam

efeitos inibitorios de uma planta sobre outra, os quais sdo parecidos com os do
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fendmeno alelopatia, € definido como interferéncia entre duas espécies (DUKE,
SMEDA e WESTON, 1997b).

E interessante notar que os efeitos alelopéticos das culturas sobre as ervas
daninhas sdo pouco comuns. Esta deficiéncia de defesa das plantas cultivadas é
atribuida a sele¢dio a que as mesmas tém sido submetidas ao longo do tempo por
outras caracteristicas que nflo as de agressividade para outras plantas. Os fatores
considerados nesta sele¢iio encontram-se o paladar e a toxicidade, o que foi
eliminado os genotipos possuidores de substéincias alelopaticas que lhes conferem
sabor desagradavel (como os taninos) ou que sdo venenosas (como os alcaldides),
mas que sdo fortes toxinas para as outras plantas (ALMEIDA, 1988).

Soares e Vieira (2000) investigaram a presenga alelopatica em cinco
espécies de Gleicheniaceae através de exiratos aquosos de frondes senescentes
(fothas velhas) sobre a germinagio e desenvolvimento radicular de Lactuca sativa
L. (alface) e observou uma redugdo significativa da germinagdo e do crescimento
radicular, onde os extratos se mostraram mais ativos. Assim, concluiu que esta
toxidez dos aleloquimicos encontrados pode ser um dos fatores responsaveis pela
elevada capacidade exibida por essas plantas em colonizar ambientes degradados
e com alta atividade antropica.

As plantas monocotiledoneas e dicotiledoneas possuem resisténcias
diferenciadas frente a um ataque alelopdtico. Andrade er al. (2004) testou extratos
do caule e raiz de Cenchrus echinatus em sementes monocotiledoneas e
dicotiledoneas, analisando a germinagfio, alongamento de da raiz e parte aérea.
Verificou-se que o extrato, da raiz apresentou melhor potencial inibitério e que as

plantas monocotiledoneas foram mais afetadas ao ataque alelopatico.
1.3.1-Natureza das Substincias Alelopaticas

Um aspecto importante na pesquisa em alelopatia é a identificacdo de
compostos aleloquimicos envolvidos nas interagdes planta-planta e seus possiveis
mecanismos de acdo. Estes compostos incluem alcaldides, antocianinas,
catequinas, chalconas, cumarinas, esterbides, fen6is, flavonas, flavonéis,
flavononas, quinonas, resinas, saponinas, taninos, terpendides e xantonas

(LOTINA-HENNSEN ef al., 1998; COSTA e al., 1999).
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Qs cientistas dedicados ao estudo da alelopatia tém-se esforgado em isolar
e identificar a estrutura quimica dos produtos secundérios. Uma mesma planta
produz diversos aleloquimicos e eles desencadeiam diversas interagdes, o que
torna dificil estabelecer qual dos compostos foi responsivel pelo sintoma
observado, sendo que os sintomas sdo observados em conjunto e os compostos
descobertos isoladamente (ALMEIDA, 1988).

Uma analise fitoquimica do extrato metandlico da Baccharis
pseudotenuifolia, do género das carquejas, permitiu o isolamento de triterpenos,
esterdides e flavonéides. Da fra¢do cloroférmica foi isolado 4cido oleandlico, que
¢ um indicativo de um componente citotoxico importante, e o-espinasterol e da
fragdo metandlica isolou-se os flavonoides naringenina e eriodictiol (flavononas),
aromadendrina;  5,7,4’-trihidroxi-3’-metoxiflavona  (flavonas),  canferol,
quercetina; 3,5,7,4’-tetrahidroxi-3’-metoxiflavona (flavonéis), quercetina-3-O-
glucosideo e quercetina-3-O ramnosideo (glicosideos) (MOREIRA et al., 2003).

A Cynara scolymus (alcachofra), cultivada no Brasil, apresentou em sua
composigio quimica os flavondides cinarosidio e escolimosideo, que siio os
maiores constituintes juntamente com a cinaropicrina, uma lactona
sesquiterpénica com propriedades antitumorais, antimicrobianas e antifiingicas.
Também foi encontrado o triterpeno lupeol (com agdes antitumorais,
antioxidantes e liberadores de mediadores da resposta imunologica) e em pequena
concentracfo, a cinarina. Os flavonoides, que foram extraidos das fragSes acetato
de etila e butanol, apresentaram varias agdes farmacoldgicas, tais como atividades
antibacteriana, antiinflamatéria, antioxidante e outras (NOLDIN et al., 2003).

Os produtos secunddrios se encontram com maior freqiiéncia e em maior
ntmero nas planta. Estas substincias aleloquimicas estdo distribuidas, por todos
os seus orgdos, a concentragdes muito baixas e varidveis com as condigdes
fisiologicas. Elas defendem as plantas do ataque de patogénicos e
desenvolvimento de microorganismos, ou tornando-as repelentes, atraentes ou
téxicas para insetos e/ou animais herbivoros. Os aleloquimicos sio também
comumente encontrados nos fungos, bactérias e artropodes e em menos
quantidades em outros seres vivos. Conhece-se cerca de 10.000 metabélitos

diferentes (ALMEIDA, 1988).

A Tabela 1 mostra as classe dos aleloquimicos encontrados e suas

principais caracteristicas.
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TABELA 1: Abrangéncia e efeito de compostos vegetais bioativos.

Classe | Abrangéncia | Efeitos
Terpendéides
Monoterpeno Vasta abrangéncia (¢leos essenciais). | Gosto ou odor atrativo.
Sesquiterpenos Angiospermas, Oleos essenciais e|Amargo, toxico.
resinas.
Diterpenos Vasta abrangéncia, presentes em|Alguns tém efeitos
resinas e latex. tOXicos.
Esterois Abrangéncia especifica. Sinalizador.
Saponinas Abrangéncia restrita. Téxico, antibidtico.
Cardenolideos Abrangéncia restrita. Toxico, amargo.
Politerpenos Abrangéncia restrita. Inibidor
Carotendides Abrangéncia ampla. Coloragfo. Pigmento de
protecdo a radiagfo.
Terpenos Algas Marinhas. Téxico.
halogenados
Fenois

Fenois simples

Abrangéncia universal nas folhas e
cortex.

Antibiético, alelopético
e detergente,

Fenois halogenados

Algas marinhas

Amargo.

Flavondides Distribui¢do universal. Coloragdo, pigmento de
protecdo contra raios
UV, antioxidante.
Taninos Vasta abrangéncia. Amargo, antibiotico.
Dibenzofurano Liquens. Antibidtico, téxico.
Compostos nitrogenados
Alcaldides Vasta abrangéncia nas angiospermas, | Toxico, amargo.
em raizes, folhas e frutos.
Aminas e peptideos | Largamente distribuidas nas | Aroma Atraente.
angiospermas, especialmente nas
flores.
Polipeptideos Abrangéncia restrita. Téxico, antibidtico.
ciclicos
Aminoacidos ndo | Freqiiente. Muitos sdo téxicos.
protéicos
Glicosideos Abrangéncia restrita em certos frutos | Téxico.
cianogénicos e folhas.
Glucosinato Abrangéncia restrita. Acre  (gosto  4cido),
amargo.
Outras Substincias Secundarias
Cumarina Larga abrangéncia Alelopitico, antibidtico.
Poliacetileno Larga abrangéncia

A produgdo

de metabolitos secundérios é o resultado de complexas

interacbes entre biossintese, transporte, estocagem e degradagdio. As rotas

biossintéticas dos metabllitos secunddrios talvez sejam ativadas durante alguns

estagios de crescimento e desenvolvimento da planta ou em periodos de estresse
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causados por limitagSes nutricionais ou ataques microbiolégicos. Embora
qualquer tecido ou célula da planta tenha a capacidade de produzi-los, parece que
isto acontece apenas em tecidos ou células especiais, tornando a biossintese
restrita a uma parte da planta, mas o armazenamento se di em toda ela. Nas
células, os metabolitos secundarios hidrofilicos sdo armazenados nos vaciolos e
os lipofilicos acumulam em ductos de células mortas ou ligam-se aos
componentes celulares lipofilicos (membranas, ceras cuticulares e lignina). Este
armazenamento é de fundamental importéncia para a sobrevivéncia do vegetal.

A Figura 3 mostra as rotas de produgfio dos metabélitos secundarios. As
origens destes podem ser resumidas a partir do metabolismo da glicose, via dois

intermediarios principais, o dcido chiquimico e o acetato (SANTOS, 2000a).

GLICOSE
POLISSACARIDEOS
HETEROSIDEOS
, [71
AcIpo crIQuiMICO ACETLLCod
| | |
TRIPTOFANO FENILALANINA/ ACIDO o
TIROSINA GALICO CONDENSACAO
CICLODO \ MEVALONATO ¢
[
ACIDO
X TANINOS dmco
ALCALOIDES ) .
INDALICOS ¢ HIDROLISAVEIS ACIDOS GRAXOS
QUINGLICOS ANTRAQUINONAS ISOPRENGIDES ~ ACETOGENINAS
FLAVONGIDES

[ TANINOS

PROTOALCALOIDES icpo CORDENSADOS ORNITINA )
ALCALOIDES CINAMICO LISINA TERPENO{DES e
ISOQUINOLINICOS e ESTEROIS
BENZILISOQUINOLINICOS ‘
ALCALOIDES
FENILPROPANOIDES PIRROLIDINICOS,
TROPANICOS,
PIRROLIZIDINICOS,
LIGNANAS e LIGNINAS PIPERIDINICOS e
CUMARINAS QUINOLIZIDINICOS

FIGURA 3: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.

1.3.1.1- Alcaloides

Alcaléides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente ativos,

encontrados predominantemente nas angiospermas. Na sua maioria, possuem

carater alcalino.
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Os alcalbides constituem um vasto grupo de metabélitos com grande
diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substéncias naturais,
podem ser encontrados em todas as partes da planta, havendo um actimulo
preferencial nos tecidos em crescimento ativo, células epidérmicas e
hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos. Sdo sintetizados no reticulo
endoplasmatico, concentrando-se, em seguida, nos vactolos. Por isso nfo
aparecem em células jovens antes de ocorrer & formagéio destas estruturas. O local
de estoque dos alcaldides freqiientemente ¢ diferente daquele no qual € produzido
(HENRIQUES, KERBER ¢ MORENO, 2000). A Tabela 2 mostra as classes de
alcal6ides e a reagio que provoca em humanos (TAIZ ¢ ZEIGER, 2004).

TABELA 2: Tipos de alcaléides, aminoédcidos precursores e exemplos das
classes.

Classe de Estrutura  Precursor Exemplos  Usos em humanos
alcaloide biossintético

Pirrolidinico l: /} Ornitina Nicotina  Estimulante, sedativo,
N (aspartato) trangiiilizante.
H

Tropanico Ornitina Atropina Prevencio contra
espasmos intestinais,
antidoto para venenos.

N . .
H Cocaina Anestésico local,
estimulante.
Piperidinico Lisina(ou  Coniilna  Veneno (paralisa os
acetato) neurdnios motores).
N
H . - -
Pirrolozidinico Omitina ~ Retrorsina Nenhum.
N
Quinilizidinico Lisina Lupinina  Restabelecimento do
N ritmo cardiaco
Isoquinolinico N Tirosina Codeina Analgésico,
@ antitussigeno.
Morfina Analgésico.

Indolico Triptofano  Psilocibina Alucindgeno.
@\—j Reserpina  Hipertensio e psicoses
N Estricnina  Veneno para ratos.
H

Os alcaloides contendo um dtomo de nitrogénio no anel heterociclico sfio

chamados de alcaloides verdadeiros. As substincias com o dtomo de nitrogénio
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ndo pertencente a um sistema heterociclico sdo denominados de protoalcaloides
Compostos nitrogenados com ou sem anéis heterociclicos que ndo sejam
derivados de aminodcidos sdo chamados de pseudoalcaldides (Figura 4)

(HENRIQUES, KERBER e MORENO, 2000).

FIGURA 4: A dendrobina (1) ¢ um exemplo de protoalcaléides, enquanto que a

ciclomicrofilina (2) representa um alcaldide.

1.3.1.1.1- Alcaléides Tropinicos

Apresentam em comum uma estrutura biciclica, denominada tropano 8-
metil-8azabiciclo[3,2,1] octano (Figura 5). O anel tropanico é formalmente
constituido pelos anéis pirrolidina e piperidina.

Séo conhecidos cerca de 40 alcaloides tropanicos, sendo em sua maioria
derivados da pirrolidina. Em algumas espécies, os alcaldides encontram-se
praticamente nas raizes, indicando uma deposi¢do nas mesmas. Os 85 géneros da
familia Solanaceae possuem misturas de alcaldides tropinicos nas folhas e
sementes, enquanto que as flores e as raizes apresentam misturas mais complexas
de ésteres tropinicos e de outros derivados tropanicos.

A identificagfio dos alcaloides tropénicos pode ser realizada com os

reativos gerais para alcaldides, como Dragendorff, Mayer e Bertrand (BACCHLI,

2000).
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FIGURA 5: A Atropina representa classe dos alcaloides tropanicos. E retirada da

Atropa belladonna L.

1.3.1.1.2- Alcaléides Inddlicos

Sdo conhecidos em torno de 2000 alcaldides indolicos. Essa classe pode
ser subdividida em dois grupos: o grupo maior, o dos indélicos monoterpénicos e
os demais alcaldides inddlicos. A sintese desses compostos continua sendo um
desafio e quase todos os membros desse grupo usados na terapéutica ainda sdo
obtidos a partir de extratos vegetais.

Os alcaldides inddlicos possuem grande importincia econdmica devido as
suas atividades farmacologicas, como por exemplo, a ajmalicina e a ioimbima,
usadas em disttrbios do fluxo sangiiineo.

As drogas vegetais sio raramente utilizadas na terapia devido a variagdo

do contetido de seus componentes ativos. Dessa maneira, os alcaldides siio quase

sempre utilizados na sua forma purificada, possibilitando sua dosagem precisa

(SCHRIPSEMA, DAGNINO e GOSMANN, 2000).

A Figura 6 apresenta exemplos de dois alcal6ides ind6licos.

FIGURA 6: Exemplos de alcaloides indolicos, que apresentam atividades

farmacolégicas: (1) - ajmalicina, (2) — ioimbima,
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1.3.1.1.3- Alcaldides esteroidais

Encontram-se na natureza livies ou como glicosideos, que sio
denominados glicoalcaldides esteroidais. Apresentam em geral as mesmas
propriedades dos outros grupos de alcaléides, sdo compostos naturais basicos, que
em sua forma livre so soliiveis em solventes organicos, e seus sais sfo soltiveis
em dgua.

Séo isolados tanto de vegetais quantos de animais, e em geral, sfio
compostos relativamente toxicos ou muito téxicos, que provavelmente cumprem
atividades defensivas nos organismos que os produzem. Os mecanismos de
toxicidade sfio diversos, dentre os quais se encontram os bloqueios seletivos dos
canais de sodio e despolarizagio das membranas de neurdnios e células
musculares. Muitos alcaldides sio teratogénicos (causa defeitos congénitos), além
de produzir intoxicagdes agudas em doses maiores (CHIESA e MOYNA, 2000).

A Figura 7 apresenta um exemplo de alcaldide esteroidal.

FIGURA 7: Estrutura da solasodina.

1.3.1.2- Oleos Voliteis

Sdo misturas complexas de substdncias volateis, geralmente odoriferas e
liquidas, também chamadas de 6leos essenciais. Seus constituintes variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois,
ésteres, éteres, oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas,
até compostos com enxofre. Quimicamente, a grande maioria dos éleos essenciais
¢ constituida das estruturas basicas:

e Fenilpropandides: formam-se a partir do 4cido chiquimico, que forma as
unidades bdsicas dos 4cidos cindmico € p-cumdrico. Depois sofrem redugdes
enziméticas produzindo propenilbenzenos; oxida¢des com degradacfio das cadeias

laterais, gerando aldeidos aromaticos; ciclizagdes enzimaticas intramoleculares
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dando cumarinas. A Figura 8 mostra a estrutura do 4cido trams-cindmico, um

exemplo de fenilpropandide.
OH

AN

FIGURA 8: Acido trans-cindmico, um fenilpropandide.

e Terpendides: os compostos terpénicos nos 6leos voliteis sfo,
principalmente, os monoterpenos (cerca de 90%), que sio divididos em trés
subgrupos: aciclicos, monociclicos e biciclicos e os sesquiterpenos. A Figura 9 ¢
um exemplo de substéncia terpendide com agdo inseticida.

HAC
3 o)

0]
HsC” CH,
FIGURA 9: Estrutura da 1,2-epéxi-pulegona.

Os 6leos essenciais sdo abundantemente em angiospermas dicotileddneas.
Podem ocorrer nas estruturas secretoras especializadas e podem ser estocados em
todos os 6rgdos da planta, variando sua concentragfo.

Os 6leos voldteis sdo usados em fungdo de suas propriedades terapéuticas
e para aromatizagio de formas farmacéuticas destinadas a uso oral. Muitos
apresentam alta toxicidade, podendo levar a uma intoxicagdo aguda (reagGes

cuténeas), ou até cronica (SIMOES e SPITZER, 2000b).

1.3.1.3- Flavonéides

Sdo conhecidos mais de 4.200 flavondides. Constituem uma importante
classe de polifendis, presentes em relativa abundéncia entre os metabolitos
secundarios. Estdio presentes em abundancia nas angiospermas.

Protegem as plantas contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além
de insetos, fungos, virus e bactérias. S@o antioxidantes. Os flavondides
encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, galhos,
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raizes ou frutos, podendo apresentar diferentes concentra¢des dependendo do

6rgo vegetal em que se encontra.

A Figura 10 mostra o esqueleto basico dos flavondides (1) e a estrutura da

tambulina (2), exemplo de um flavondide.

o~ “CH,
0
HeG” 0
OH
oH ¢
1 2

FIGURA 10: Esqueleto basico dos flavonoides (1) e a estrutura da tambulina (2).

Devido ao grande numero de flavondides existentes, os representantes
estéio agrupados por suas caracteristicas quimicas e biossintéticas:

e Flavonas, flavonéis e seus o-heterosideos: fazem parte de um grande
grupo de flavondides de origens biossintéticas muito préximas. Como os
flavondis sdo flavonas substituidas na posicéo C-3 por uma hidroxila, essas duas
classes sdo em geral classificadas juntas. Suas cores variam do branco ao amarelo.
As flavonas e flavondis naturais sdo freqiientemente oxigenados, substituidos com
hidroxilas e/ou metoxilas. Os O-heterosideos estdo ligados com um ou mais
agticares pelos grupos hidroxilas, por uma ligagfio hemiacetal. Apigenina e
luteolina sdo as flavonas mais abundantes encontradas em plantas. Os flavonéis

mais encontrados sdo galangina, canferol, quercetina e miricetina (LARCHER,

2000). A Figura 11 mostra exemplos deste grupo.

FIGURA 11: Exemplos de estruturas de flavonas, flavondis e flavonéide O-

heterosideo: luteolina (1), canferol (2), quercetina-3-O-glucosideo (3).
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Flavonéides C-Heterosideos: estes flavondis sdo diferenciados dos O-
heterosideos pela ligagdo aglicar-genina. Sua principal caracteristica ¢ g

resisténcia & hidrélise acida. A Figura 12 mostra um exemplo de um flavondide

C-glicosideo.

FIGURA 12: Estrutura da swertisina

e Antocianos: sdo responsaveis pelas cores laranja, rosa, escarlate,
vermelho, violeta e azul das pétalas de flores e frutos de vegetais superiores.
Possuem algum interesse farmacoldgico devido 4 suas atividades antiinflamatérias
e antigdematogénicas. Os antocianos podem fazer parte de grandes complexos

coloridos com outros compostos ou metais.

A Figura 13 mostra a estrutura da malvidina, uma das antocianidinas mais

e ——— e e

fregiientemente encontradas na natureza.

[ ) i
/CH3 !
o :
OH
HO ol
N cl) X
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OH 3
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FIGURA 13: Estrutura representativa da malvidina.

o Chaleonas: Apresentam pigmentagdo amarela que passa a vermelha em
meio alcalino. Sdo importantes devido a coloragdo que produzem, pois estdo
implicadas na polinizagfio como atraentes de insetos ou pdssaros, além de proteger

contra o calor e a luz. Sdo encontrados em toda a planta, inclusive nas flores
b4
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contribuindo para a pigmentacéio da corola. A Figura 14 mostra a culculcanina B,

um exemplo de chalcona.
OH

HiC_

OH O
FIGURA 14: Estrutura da culculcanina B.

e Auronas: o termo aurona foi proposto em razio da cor de ouro e da
semelhanga estrutural com as flavonas. A maior parte das auronas de origem :
natural apresenta a configuragio Z-olefina, sendo chamadas de Z-auronas. Sio

encontradas na forma de heterosideos. A Figura 15 apresenta o esqueleto basico

' |
3
v

0

das auronas.

e R ]

FIGURA 15: Esqueleto basico das auronas.

e Diidroflavonéides: esses flavondides apresentam centro de assimetria em
suas moléculas. Muitos foram identificados na forma de heterosideos. Protegem
as plantas contra doengas causadas por microorganismos. Podem reagir com
algumas enzimas e interferir em processos biologicos (atividade farmacologica).
As diidrochalconas influenciam no gosto, podendo ser amargo ou doce. A Figura

16 apresenta exemplos de diidroflavondis e diidrochalconas.
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FIGURA 16: Estruturas basicas de diidroflavonois (1) e diidrochalconas (2).

o Isoflavondides: encontram-se em estruturas ciclizadas como os
pterocarpanos. Algumas possuem o carbono suplementar (rotenéides). Os
isoflavonodides sdo formados como os demais flavonodides, via chalconas.
Comportam-se como fitoalexinas — substancias produzidas pela planta devido a
uma infecgdio por um agente patogénico. Os pterocarpanos representam a maior
classe de isoflavondides, depois das isoflavononas. A forma mais reduzida desta

classe ¢ a isoflavana. A Figura 17 apresenta exemplos de isoflavondides.

0] 0] 14
1 2 3 f

FIGURA 17: Estruturas: pterocarpano (1), isoflavonona (2) e isoflavana (3).
e Neoflavondides: sfo compostos naturais, associados estruturalmente e

biogeneticamente aos flavondides e isoflavonéides. Os mais abundantes sdo as 4-

arilcumarinas e as dalbergionas, que estlo apresentadas na Figura 18.
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FIGURA 18: 4-arilcumarinas (1) e dalbergionas (2).

* Biflavonéides: sGo dimeros de flavonas e flavononas. Diferenciam-se de
outros oligdmeros como as proantocianidinas, devido a sua origem biogenética
comum. A amentoflavona e seus metil-éteres sio exemplos desta classe. Os
biflavonoéides sdo encontrados em grandes quantidades em diversas plantas, e em
diferentes 6rgdos. Age como antifingico ou alimento dissuasivo para insetos e
protege contra os raios ultravioletas nas folhas. Sdo estimulantes cardiacos ou

antiinflamatorios. Um exemplo de biflavonéide esta apresentado na F igura 19.

FIGURA 19; Estrutura da amentoflavona.

Os flavondides sfo utilizados para o tratamento de doengas circulatorias,
hipertensio ¢ como cofator da vitamina C. Possuem agfio anticancerigena,

antivirais, anti-hemorragica (ZUANAZZI, 2000).

1.3.1.4- Taninos

Sdo substincias fendlicas soliveis em &4gua. Formam complexos
insoliiveis com alcaloides, gelatina e outras proteinas (¢ a base para as

propriedades de controle de insetos, fungos e bactérias). Sdo responsaveis pela
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adstringéncia de muitos frutos. Sdo divididos em duas classes: taninos
condensados (Figura 20) e taninos hidrolisdveis (Figura 21) (TAIZ e ZEIGER,
2004).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional como
remédios para o tratamento de diarréia, hipertensdio arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e do
sistema urindrio e processos inflamatérios. Sdo utilizados no curtimento do couro
(SANTOS e MELLO, 2000b).

Os taninos s#o responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos
vegetais, devido a sua precipitagdo de glucoproteinas salivares, o que ocasiona a
perda do poder lubrificante. Tem reconhecidamente a fungdo de inibir herbivoros,
pois em altas concentragdes, frutos, folhas, sementes ou demais tecidos jovens
tornam-se impalatdveis aos fitéfagos e, ainda combinado a algumas proteinas,

estes tecidos resistem fortemente a putrefagdo (MONTEIRO, 2005).

FIGURA 20: Estrutura geral de um tanino condensado, onde n varia de 1 al0.
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FIGURA 21: Tanino hidrolisdvel de Rhus semialata.

1.3.1.5- Quinonas

S#o compostos organicos que podem ser considerados como produtos da
oxidagio de fenois. Sua principal caracteristica € a presenca de dois grupos
carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo menos duas ligagdes
duplas C-C. Apenas algumas nafto-, antra- e fenantraquinonas podem ser
classificadas como substincias com carater aromatico.

Em fungdo do tipo de ciclo no qual o sistema de ligagdes duplas e os
grupos carbonilicos conjugados estio inseridos, t€m-se os trés grupos principais
de quinonas: benzo-, nafio- e antraquinonas. Também sdo encontradas na forma
de quinonas terpénicas e policiclicas.

A estrutura quindide condiciona uma alta reatividade e as quinonas sfo
agentes fortemente oxidantes. Em meio alcalino, apresenta uma intensa coloragiio
plrpura a violeta, base para a detecgio de compostos quindnicos, denominada
reagfio de Borntréger.

S#o conhecidos mais de 1.500 quinonas, encontradas em bactérias, fungos,
liquens, gimnospermas e angiospermas; no reino animal, em ourigos-do-mar e
certos artrépodes (como cochonilhas) e em besouros bombardeadores.

As quinonas desempenham um papel de defesa da planta contra insetos e

outros patégenos. A benzoquinona primina (Figura 22) demonstrou uma agfio
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protetora contra insetos fitofagos. A atividade laxante € a responsavel pela
utiliza¢do da maioria dos vegetais que contém quinonas, além de serem utilizadas

como corantes alimentares (FALKENBERG, 2000b).

H3C

0]
FIGURA 22: Estrutura da benzoquinona primina.

1.3.1.6- Heterosideos cardioativos

Sfio caracterizados pela sua alta especificidade e poderosa agdo que
exercem no musculo cardiaco. Ocorrem como glicosideos esteroidais. Constituem
um grupo quimico perfeitamente individualizado e de grande homogeneidade
estrutural e farmacologica.

No reino vegetal, sfio restritos as angiospermas, indicando que existem
algumas caracteristicas especiais no metabolismo esteroidal de plantas com flores.
A distribui¢io desses compostos € restrita e esporadica. Todos os 6rgdos das
plantas podem conter heterosideos cardioativos, sendo que, salvo raras excegdes,
as porcentagens ndo ultrapassam 1%.

Admite-se que os cardenolideos sejam resultantes da condensagfio de um
derivado da série do pregnano (20-cetopregnano) e uma unidade dicarbonada
(acetato) ou tricarbonada (propionato) (RATES, 2000).

A digoxina, um heterosideo cardioativo, estd apresentada na Figura 23.
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FIGURA 23: Exemplo de estrutura de heterosideo cardioativo, a digoxina.

1.3.1.7- Saponinas

Sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Ocorrem em
misturas complexas, devido a presenga concomitante de estruturas com um
nimero variado de acucares ou ainda devido a presenga de diversas agliconas. As
saponinas podem ser classificadas de acordo com o nucleo fundamental de
agliconas (saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas) ou pelo seu carater

basico (pela presenga de uma amina), 4cido (presenga de um grupamento

carboxila) ou neutro.
As saponinas esteroidais e triterpénicas apresentam uma distribuigfio

diferenciada no reino vegetal. Por outro lado, as saponinas triterpénicas
encontram-se  predominantemente  em dicotileddneas. Sdo utilizadas
principalmente como expectorantes € diuréticas (SCHENKEL, GOSMANN e
ATHAYDE, 2000). A regra natural das saponinas € comumente estar na defesa

contra ataques de patdgenos € pestes (HARALAMPIDIS et al., 2001). Na Figura

24 pode-se observar um exemplo de uma saponina.
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FIGURA 24: Estrutura da hederagenina.
1.3.1.8- Cumarinas, Cromonas e Xantonas.

As cumarinas sio amplamente distribuidas nos vegetais, mas também
podem ser encontradas em fungos e bactérias, sendo que as estruturas mais
simples sfo as mais encontradas. Cerca de 1.300 cumarinas ja foram isoladas de
fontes naturais.

As cromonas representam um pequeno grupo de substincias naturais,
cujas estruturas sio isOmeros de cumarinas. As Xantonas sdo metabdlitos
secunddrios, formadas pela combinag8o das vias do chiquimato e do acetato.

As cumarinas sdo derivadas do metabolismo da fenilalanina. Podem ser
encontradas em todas as partes de uma planta, freqlientemente como misturas.
Possuem odor caracteristico, sendo amplamente usada como aromatizante em
alimentos industrializados. Suas propriedades farmacologicas e aplicagdes
terapéuticas dependem de seus padrdes de substitui¢do (KUSTER er al., 2000).

A Figura 25 mostra uma cumarina com atividade farmacolégica,

representante de uma cromona € uma Xantona (PINEIRO, 2003).
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FIGURA 25: Estrutura da escoparona (1), quelina (2) e 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-

prenilxantona (3).

1.3.2- Analise Fitoquimica

Caso o interesse esteja restrito a uma classe especifica de constituintes ou
as substancias responsaveis por uma certa atividade biologica, a investigacfio
devera ser direcionada para o isolamento e a elucidagfo estrutural das mesmas.
Assim, é necesséria uma pesquisa fitoquimica, que tem por objetivos conhecer os
constituintes quimicos de espécies vegetais ou avaliar a sua presenca
(FALKENBERG, 2000a). Tem-se desenvolvido uma série de métodos
fitoquimicos para a detecgfio preliminar dos diferentes constituintes quimicos nas
plantas, baseados na extrag¢do destes com solventes apropriados e na aplica¢do de
provas de coloragio. A utilizagdo de bioensaios para o monitoramento da
bioatividade de extratos, fracdes e compostos isolados de plantas tem sido
freqiientemente incorporada a pesquisa fitoquimica (NOLDIN, 2003).

Em termos gerais, uma anlise fitoquimica deve compreender quatro
etapas bem definidas:

Recolhimento e classifica¢do botdnica da espécie em estudo;

Extracfio, separagfo e purificagdo de constituintes quimicos;

SR S

Determinacio estrutural;
4, Ensaios biologicos e farmacologicos.

A identificacio de aleloquimicos envolve bioensaios direcionados de
isolamento. Solventes orgdnicos sdo usados para obtengfo dos extratos de
diversas partes da planta. Os métodos mais apropriados de extra¢dio sio aqueles
que se aproximam mais a forma de como a planta elimina esses aleloquimicos. Se

os bioensaios mostram alguma atividade de determinado extrato, o mesmo ¢
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fracionado, geralmente por técnicas cromatograficas, com o objetivo de isolar os
componentes ativos. Subseqiientemente, as estruturas daqueles compostos ativos
sio determinadas, usando técnicas modernas de ultravioleta e infravermelho,
ressonAncia magnética nuclear de B¢ e 'H, cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas, raios X (quando os compostos formem cristais) e outras

técnicas (COLEGATE e MOLYNEUX, 1993; IKAN, 1991; MATOS, 1988).

1.3.3-Fungiio nos Organismos

As reagdes bioquimicas ndo ocorrem independentes em um mesmo
produtor, embora sejam classificadas como metabolismo primério e metabolismo
secundério. Alteragdes no primeiro sistema afetam também o segundo, embora o
contrdrio ndo seja verdadeiro. Além disso, muitos metabolitos secunddrios sdo
formados por seqiiéncias de reagdes andlogas as do metabolismo primdrio,
tornando a linha divisoria entre os processos primdrios e secunddrios ndo tdo
nitida (SANTOS, 2000a).

A principal fungdo dos produtos secunddrios € proteger o organismo que o
produz, mas servem também como meio de comunicaggo. O conjunto de produtos
quimicos liberados por uma planta constitui um sinal que permite reconhecer se
quem o emitiu é benéfico ou prejudicial. Assim, a producdo das substincias
elopaticas estabelece uma verdadeira guerra quimica entre os integrantes das

al
comunidades, onde cada um luta por sua integridade.

A acfio destes compostos néio ¢ muito especifica, podendo desempenhar
varias fungdes que dependem da concentrago, translocacio e destoxicag¢do do que
da propria composi¢io quimica. Sdo responsiveis pela prevengio da
decomposigiio das sementes, interferem na dorméncia destas ¢ também na das
gemas e influenciam as relagdes com outras plantas (ALMEIDA, 1988).

A alelopatia também exerce um papel importante na protegfio contra
pragas. Os aleloquimicos podem ser venenosos para insetos que dela se
alimentam. O mecanismo de defesa das plantas contra animais superiores (como
por exemplo, 0 homem) é semelhante. Estes escolhem os vegetais de que se

alimentam principalmente pela palatabilidade e ndo pela aparéncia ou gosto
(ALMEIDA, 1988).
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1.3.4-Liberacio no Meio Ambiente

As plantas podem produzir os aleloquimicos em todos os seus 6rgfos, mas
a concentragdo nos tecidos depende de diversos fatores, tais como a deficiéncia de

agua e de nutrientes, que fazem aumentar a produgiio dos aleloquimicos

(ALMEIDA, 1988).
Muitos destes compostos sio autotoxicos. As plantas precisam de um

mecanismo de defesa contra eles: elas podem manté-los biologicamente inativos;

isold-los em compartimentos das células, o que os impede de interferir no

metabolismo: ou a liberagdio para o meio ambiente, que ¢ uma forma freqliente de

escapar dos autotoxicantes, sem interferir nas energias das plantas que os

produzem.
Estas liberagdes podem ocorrer por trés meios:

e Volatilizacio: € comum nas plantas aromaticas, mas o fato de uma planta

ser aromatica ndo significa que 08 produtos exalados por ela sejam alelopaticos.
Uma vez volatilizados, podem ser absorvidos diretamente pela cuticula das

plantas vizinhas, condensados no orvalho, ou entrarem no solo, onde permanecem

no estado volatil, ou se dissolvem na agua. Expande-se rapidamente no ar,

fazendo sentir os efeitos a distancias consideraveis.

o Exsudacgio pelas Raizes: as plantas exsudam pelas raizes inumeros

compostos quimicos, em pequenas quantidades. E dificil identificar os compostos

alelopaticos vindos das plantas, porque estas substdncias sdo provenientes das

raizes, dos microorganismos ou da decomposi¢do de residuos orgénicos. A

quantidade ¢ a natureza quimica dos exsudados diferem com a espécie e a idade
da planta, temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes,
atividade microbiana e composi¢do do solo onde se encontram as raizes.

o Lixiviagdo: € a remogdo de substdncias quimicas das plantas, vivas ou

mortas por agfo da agua, 0 que na natureza se da através da chuva, neblina ou

orvalho. A quantidade de lixiviados depende das espécies, constituigdo e idade

dos tecidos vegetais, condi¢des fotoclimaticas e da intensidade da lavagem, e no

caso de plantas mortas, do seu estado e tipo de decomposi¢iio, temperatura e

condigdes de umidade do solo. Os lixiviados contém substancias orginicas e

inorgdnicas, que podem ser toxicas (alcaloides, terpendides, acidos organicos e

fendlicos) ou estimulantes (aminoécidos, agucares e vitaminas). A distribui¢do no
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solo ndo ¢é uniforme, pois depende da densidade de plantas vivas ou da quantidade

de plantas mortas. (ALMEIDA, 1988).

1.3.5-Mecanismo de agao

Como os aleloquimicos atuam sdo objetos de estudos de varios
pesquisadores, mas o processo ainda é pouco conhecido. As fungdes que afetam o
mecanismo de atuagfo sdo muito similares aos dos herbicidas. A dificuldade de
entender estes processos ¢ porque afetam mais de uma fun¢dio e os efeitos

colaterais dificultam sua diferenciagfio dos principais (ALMEIDA, 1988).
1.3.6-Duracio da Atividade Alelopitica

As plantas e microorganismos produzem compostos quimicos, que, se
presente nas concentragoes apropriadas, podem inibir ou estimular o crescimento
de outras plantas e microorganismos. E também evidente que muitos fatores,
genéticos ou ambientais, afetam a quantidade de fitotoxinas potenciais produzidas.
Uma vez que as fitotoxinas sdo liberadas para o meio ambiente, elas comegam a
se decompor ou por Microorganismos ou por agdes quimicas que ndio envolvam
microorganismos. Mas deve-se lembrar que alguns compostos sfio mais estaveis
no solo do que outros ¢ que esta estabilidade depende consideravelmente do tipo
de composto e dos varios fatores ambientais envolvidos. Assim, o efeito do
potencial alelopatico depende basicamente das razdes relativas de adi¢iio dos
aleloquimicos no mejo ambiente € sua decomposigio e/ou inativagdo.

Virios fatores genéticos e ambientais sdo conhecidos porque controlam o
movimento dos aleloquimicos das plantas doadoras, a disponibilidade e a
atividade dos aleloquimicos no solo, regulando a resposta das plantas receptoras
ou dos microorganismos. Provavelmente, fatores de estresse afetam esta resposta
das plantas receptoras a um aleloquimico especifico, assim como também afeta a

produgiio dos aleloquimicos de defesa das plantas receptoras (RICE, 1984).
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1.4- Caryocar brasiliense

Caryocar brasiliensis, também conhecido como piqui ou pequi. Este nome
origina-se do Tupi “pyqui”, onde py = casca e qui = espinho, referindo-se aos
espinhos do endocarpo do fruto (parte dura do carogo).

O pequi ocorre no cerrado e se distribui pelos estados da Bahia, Cears,
Distrito Federal, Goids, Maranhdio, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Para, Piaui, Rio de Janeiro, S3o Paulo e Tocantins. (ALMEIDA ef al.,
1998).

Pertence a familia Caryocaraceae, que engloba plantas exclusivas da
América tropical, representada por dois géneros e cerca de 25 espécies, das quais
aproximadamente 15 sdo encontradas em nossa flora. Os géneros possuem
caracteristicas diferenciadas: o Caryocar descrito por Lineu possui folhas opostas;
ovario de 4-6 loculares, sem disco; sementes sem endosperma, com embridio reto,
formado por um hipocétilo crasso e cotilédones reduzidos, incumbentes; enquanto
que o Anthodiscus descrito por G. Mey apresenta folhas alternas; ovario de 8-12
loculares, envolvido por um disco carnoso; semente com endosperma e embrifo
com rostelo cilindrico, delgado, enrolado em espiral. (BARROSO ef al., 2004;
JOLY, 1998).

O Caryocar brasiliense Camb. E uma arvore caracteristica dos cerrados do
Brasil CentralLE uma &rvore hermafrodita de até 7 m de altura, velutino-
pubescente salvo as flores ¢ os frutos. Pelo formato beleza da sua copa e o arranjo
externo das suas alvas flores, o pequizeiro € considerado uma planta ornamental.
O pequizeiro é uma das importantes plantas para alimentagio do homem do
campo e que cada vez mais conquista destaque nos cardépios dos restaurantes de
comidas tipicas da regido. Floresce de junho a outubro e frutifica de agosto a

janeiro (ALMEIDA e SILVA, 1994; ALMEIDA ef al., 1998). A Figura 26

apresenta uma arvore de pequi.
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FIGURA 26: Caryocar brasiliense.

As raizes sdo usadas para a preparacdo de cavernames de pequenas
embarcagdes (ALMEIDA et al., 1998). Com madeira bastante resistente, o caule é
usado como fonte de carvdo sidertrgico (ALMEIDA e SILVA, 1994). A madeira
apresenta 1,185gcm'3 de densidade. E castanho-amarelada muito fibrosa, muito
resistente e por isso escolhida para obras que requerem durabilidade e grande
esforgo contra o esmagamento. Sdo empregados para bergo das moendas, calgos
de bate estacas ¢ aplicagdes semelhantes. Ainda se presta para moirdes,
construgdes civis e navais. A circunferéncia, na base do tronco, pode chegar a 2
m. A casca ¢ escura e gretada. A drvore comega com ramificagéo pouco acima da
base; os galhos sdo grossos, longos e um pouco inclinados. A copa € larga, os
galhos se estendem lateralmente (PEIXOTO, 1973).

Suas folhas sdo opostas, compostas trifolioladas com as bordas recortadas,
longo-pecioladas, com estipulas caducas deixando cicatriz interpeciolar; limbo
oval, eliptico ou largamente oblongo; base aguda e obtusa no foliolo central e
desigual nos foliolos laterais; margem crenada; nervacdo sulcada na face ventral e

saliente na face dorsal; peciolo com 3 a 13,5 cm de comprimento (ALMEIDA et

al., 1998).
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O fruto contem 1 a 3 sementes e é considerado do tipo drupa, globosa,

quase redondo, de casca ou pericarpo acinzentado ou verde-amarelado, com o
didmetro de 6 c¢cm ou um pouco maior. O mesocarpo ou polpa carnuda &
abundante, brancacenta, espessa; contém cerca de 36% de écido ténico. A casca é
muito aderente as sementes quando o fruto ainda esta verde, mas se solta com
facilidade quando estd maduro. As sementes sdo muito duras e tém forma de rins,
protegidas pelo endocarpo lignificado, lenhoso, revestido ou erigado de espinhos
ou aciileos finos e resistentes, que podem medir de 10 a 15 mm. O carogo ¢
protegido por uma camada de 3 a 5 mm de espessura, amarela. A améndoa
compde-se de dois cotilédones de massa branca, oleosa, pouco resistente,

adocicada; o embrido carnoso é bem desenvolvido e o fruto maduro ¢ fresco,

recém colhido pesa entre 250 e 300 g (PEIXOTO, 1973).
s frutos do C. brasiliense enconira-se ameagada por

A oferta natural do
4o da madeira para a fabricagdo de carvio

diversos fatores, tais como a exirag
aca & uma séria praga: trata-se de uma lagarta

siderdrgico. Outro fator que se dest
de 15 mm de comprimento, de colorag

com 3 pares de pernas tordcicas € cinco abdomin
espécie ndo identificada. Ela ataca frutos

Fo clara, cabega pequena, de cor marrom,
ais. E uma Ilepidobroca, da

familia Sesiidae, género Carmenta,
jovens, por serem mais macios, penetrando até a semente, alimentando-se do

embrido, fazendo com que os frutos caiam prematuramente (LOPES er al., 2003).
pequi. Este 6leo ¢ muito utilizado contra gripes

Do fruto se extrai o dleo de
e bronquites, quando misturado com mel de abelha. Além do aspecto medicinal,
tria de cosméticos para a fabricacio de

esse Oleo & usado na alimentagio € na indds
pequi possui alto teor de caroteno (pré-vitamina A),

cremes e sabonetes. O 6leo de
De todos os frutos analisados até o momento,

riboflavina, fosforo, ferro e cobre.

com relagdo a vitamina A, pode-s¢ afirmar que 0 pequl ¢ 0 mais rico nesta
. . 3 N .

alorico do 6leo de pequi (931,1 call00g™) ¢ maior

vitamina. Além disto, o valor ¢
1y (ALMEIDA e SILVA, 1994; PEIXOTO,

do que o do 6leo de soja (900cal100g

1973).
a dos Oleos essenciais

Paula et al. (2000) determinou a composi¢dio quimic
das folhas ¢ frutos de pequi encontrando peatanoato de etila, hexanoato de etila,

tiglato de propila, octanoato de etila, tuja-2,4(10)-dieno, hidrato de trans-sabinene,

ona, (E)-f-ionona, tetradecanal, heptadecano,

a-terpinol, geraniol, geranil accel
, ambretolidco, hexacosano ¢ octacosano. Ioi observado

dodecanoato de isoamila
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que as estagdes seca e chuvosa influenciam no acimulo, mas nfio na composigiio
dos 6leos essenciais dos frutos, enquanto das folhas, nfio se obteve dleos
essenciais na amostra coletada durante a estag@io chuvosa.

O efeito fungitoxico dos extratos das folhas, do botdo floral, mesocarpo
externo, mesocarpo interno e da améndoa de pequi foi testado sobre os fungos
Botrytis cineria, Colletotrichum truncatum e Fusarium oxysporum. Os extratos de
pequi ndo apresentaram atividade fungitoxica sobre os fungos citados, sendo que
o extrato metanodlico diferiu estatisticamente dos demais e o fungo F. oxysporum

foi o que apresentou maior inibigio quanto A porcentagem de germinagdo

(MARQUES et al., 2002).

39



2- OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo:

1. Verificar a acfio herbicida dos metabélitos secundarios presentes nos
extratos metandlicos de caule e raiz de pequi, sobre a planta daninha P. maximum,
conhecida popularmente por capim colonidio, em testes de germinagfio em caixas
de germinagfo, avaliando o indice de germinagio das sementes, as elongacdes da

raiz e parte aérea das sementes germinadas.

7. Fracionar os extratos que apresentarem agdes herbicidas, a fim de obter

N

compostos mais puros.

3. Isolar e elucidar as estruturas contidas nas fragOes e subfragdes ativas, com

o auxilio de um cromatografo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas

(CGEM).
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3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Obtengiio Dos Extratos Brutos.

Coletaram-se 5,0 kg de raiz da planta previamente identificada como
Caryocar brasiliense (pequi). Com este material, realizou-se um processo de
lavagem e uma posterior secagem em estufa a 45 °C, até atingir peso constante. O
material seco foi cortado em pequenas lascas, com o auxilio de uma serra.

Para a obtencio do extrato, este material foi misturado com 6 litros de
metanol, onde o qual permaneceu por aproximadamente duas semanas, sendo
agitado de 12 em 12 horas. Apés este periodo, o sistema passou por processo de
filtragdo em um funil de placa porosa e os filtrados obtidos foram concentrados
por destilago a pressdo reduzida com auxilio de um rotaevaporador.

O processo descrito acima foi realizado com o caule de pequi, nas mesmas

proporgdes descritas.

3.2 - Germinagio:

Nos ensaios para a verificagio do potencial herbicida, foram utilizadas,
por triplicata, concentragdes de zero (controle), 25, 50, 100 e 150 ppm do extrato,
em H,0O bidestilada e deionizada usando caixas esterilizadas apropriadas para
germinagfio (ver segdo 3.2.1) e papel de germinagfo, previamente autoclavados.
Cada parcela experimental foi constituida de 25 sementes de Panicum maximum.

As placas foram transferidas para um germinador onde permaneceram
por um periodo de oito dias, a uma temperatura diurna de 30 °C e noturna de 20
°C, com uma variagio de 1 °C, para mais ou para menos. O fotoperiodo foi
ajustado para 12 horas. Desta forma, foram determinados os valores

correspondentes da medi¢do da parte aérea e da radicula, bem como o indice de

germinagdo das sementes da planta testada.

Este processo foi realizado com ambos os extratos de caule e raiz de

pequi.
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3.2.1 — Esterilizacfio das caixas de germinagiio

Para se realizar a esterilizagdo das caixas de germinagfio, primeiramente
estas foram lavadas com o auxilio de uma bucha e detergente neutro. Depois de
bem enxagiiadas e escorridas, utilizou-se uma solugfio 30% de cloroférmio,
hipoclorito de sodio e etanol em dgua deionizada, que foi passada nas caixas, uma
a uma. Enxagliaram-se as caixas em agua corrente abundantemente, para garantir
a retirada desta solugdio, pois o hipoclorito de s6dio € um potente inibidor de
germinagdo. Deixou-se que as caixas escorressem O excesso de dgua.
Ambientaram-se as caixas com agua deionizada. Foi retirado o excesso de 4gua
das caixas. Apos este procedimento, colocou-se o papel de germinagfo nas caixas,

estando estas prontas para serem usadas.
Este processo de esterilizagdo foi feito para todas as germinagdes

realizadas.

3.3 — Coleta de dados

Completado o periodo de germinagdo, contou-se 0 niimero de sementes
germinadas. Mediu-se, planta a planta, a parte aérea ¢ a raiz. Fez-se uma média

aritmética com os dados obtidos para a germinagdo, parte aérea e raiz, obtendo um

valor representativo destes pardmetros analisados.

3.4 - Preparagiio da coluna seca

Foi incorporado em silica-gel 60 (70-230 mesh ASTM, para cromatografia

na) 160,00 g do exirato bruto de raiz em uma propor¢io de 3:1 g silica-

em colu
ma coluna de vidro de 10,0 cm de didmetro e 1,20 m de

gel: g de extrato. Emu
comprimento, foi colocado aproximadamente 700,0 g de silica-gel pura

(aproximadamente 2/3 do tubo). Finalmente, acrescentou-se o extrato incorporado

na silica sobre a silica pura, colocando um papel de filtro previamente cortado no
tamanho e modelo do tubo, para evitar que a silica incorporada ficasse com bolhas

de ar em cada adigdo de solventes, o que evita 0 empacotamento da coluna.
O mesmo procedimento foi realizado com 140,0 g do extrato de caule de

pequi.
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3.5 — Obtencio das Fracoes

Foram usados seis solventes de polaridades diferentes e ordem crescente
desta. Os solventes utilizados foram hexano, diclorometano, acetato de etila,
acetato/metanol (7:3, v/v), acetato/metanol (1:1, v/v), e metanol, na ordem
mencionada. Passou-se o solvente na coluna, até que o solvente passado saisse
sem nenhuma coloragdio. A cada troca de solventes, a coluna foi seca com o
auxilio de uma bomba de vacuo. O solvente resultante da coluna foi concentrado
por destilagio a pressdo reduzida com auxilio de um rotaevaporador, obtendo

assim as fragdes da raiz.

Este procedimento foi realizado com o extrato de caule de pequi

3.6 - Germinagio

Neste processo de germinagfio seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente, na se¢do 3.2 ¢ 3.2.1, mas foi realizado apenas nas concentragdes de

0 e 200 ppm. O processo de coleta de dados também foi o mesmo descrito na

se¢do 3.3.

3.7 — Preparagio da coluna umida

Foi incorporado 13,00 g da fragdo acetato/ metanol (7:3, v/v), em 39,00 g
de silica-gel. Foi colocada em uma coluna de vidro com 3,5 cm de didmetro e 1,00
m de comprimento 172,00 g de silica-gel pura, juntamente com o solvente acetato/
metanol (9:1, v/v) (porque foi o primeiro solvente a ser passado na coluna), de
modo que esta silica ficou em suspensdo. Aguardou-se cerca de 3 horas, afim de
que a silica ficasse totalmente assentada, para evitar que alguma parte da coluna
ficasse seca. Depois que terminou o assentamento da silica, colocou-se mais
solvente, resultando em 150 cm acima do nivel da silica em suspensdo.
Acrescentou-se, aos poucos, o extrato incorporado na silica, seco, diretamente na

coluna, observando a umidificagiio desta, evitando o empacotamento
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3.8 — Obtenciio das subfragies

Em ordem crescente de polaridade (mesmo critério utilizado na coluna
seca), utilizou-se como solventes as seguintes misturas: acetato/metanol (9:1, v/v),
acetato/metanol (8:2, v/v), acetato/metanol (7:3, v/v), acetato/metanol (4:6, v/v) e
acetato/metanol (2:8, v/v). Estas subfra¢des foram colhidas de 500 em 500 mL,
sendo concentrado por destilagio a pressio reduzida com auxilio de um
rotaevaporador, obtendo assim as subfragdes da raiz.

A troca de solvente foi feita quando o solvente que estava sendo utilizado
ficava incolor. Acrescentava-se o solvente seguinte, sem deixar a coluna secar.

Deste modo, a fragio seria obtida na transi¢éo dos solventes.
3.9 — Identificaciio de Metabélitos Secundirios

Usando diferentes reativos, foram identificados os grupos funcionais (vide
apéndice). Os reativos utilizados neste processo encontram-se a seguir:

e Alcaléides: Reativos Dragendorff, Mayer e Wagner. Uma leve turbidez ou
precipitado (roxo a laranja, branco a creme e marrom) evidencia a possivel
presenga dos mesmos.

e Cardioténicos: sdo realizados 6 ensaios para esta classe.

- Reativo de Baljet. Coloragfio roxa, laranja-roxeada ou violeta indica a
presenca de cardiotdnicos.

- Reativo de Kedde. Uma colorag@o rosa ou azul-violeta ao visive! indicam
cardenolidos. A cor se atenua em poucos minutos.

- Reativo de Raymond-Marthoud, que indica a presenga dos anéis

lactonicos dos cardenélidos. As colorages encontradas sfio iguais as do Reativo

de Baljet.
- Reacdo de Keller-Kiliani. Apresenta colorag¢es intensas.

- Reagdo de Liebermann-Burchard. As coloragdes encontradas podem
verde, azul esverdeado ou roxo a azul.
- Reagiio de Salkowski. Uma coloragdio que varia de amarelo a roxo
sangue indica presenga de niicleo esteroidal.
e Cumarinas voliteis: A fluorescéncia amarela sob luz UV indica a

presenca de cumarinas.
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e TFlavonéides: Mudanga de coloragio do Mg nas paredes do tubo na
presenca de HCL. Varia para as diferentes estruturas.

e Taninos: Rea¢do com solugdo de cloreto férrico a 10%. Coloragdo azul
indica possivel presenga de taninos hidrolisaveis, e coloraciio verde de taninos

condensados.

e Saponinas: Classifica-se a presenca de saponinas pela formagdo de
espumas.

e Triterpenos e/ou esteréides: Reaclio de Liebermann-Burchard e
Salkowski. ColoragOes escuras indicam a presenca destes compostos.

e Derivados antracénicos livres: Reagdo de Borntraeger. Coloragfio roxa
em fase aquosa indica a presenca de antraquinonas.
Reagiio com solugdo de acetato de magnésio a 5 % em metanol. Coloragiio roxa
indica a presenca de antraquinonas livres.

Os métodos de preparagio e reaglio destes reativos se encontra no

apéndice, pag. 69.

3.10 — Cromatografia Gasosa Acoplada A Espectrometria de Massas

(CGEM).

As analises de espectrometria foram realizadas em um cromatégrafo
gasoso da marca Shimadzu, modelo GC — 17A, equipado com uma com coluna
DB-5 (30 metros x 0,25 mm d.i.), apresentando uma temperatura inicial de 60 °C
e razio de aquecimento de 3 °C/minuto até 240 °C por 20 minutos, com tempo
total de corrida de 100 minutos. O injetor e interface apresentaram uma
temperatura de 220 e 240 ¢ C, respectivamente. Estava acoplado a um detector do
tipo espectrometro de massas de mesma marca, modelo GCMS — QP5000.

A espectrometria de massa foi feita com energia de impacto de 70 eV ¢
foram coletados fragmentos de 40 a 650 Da. Para a identificagio dos compostos
foi usado uma biblioteca com aproximadamente 275.000 espectros de massa
acoplada ao aparelho (Wiley 239) e indices de Kovat. Foram considerados apenas

compostos com porcentagem média acima de 0,3 %. O volume injetado foi de 2,0

uL.
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4- RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da extragio com metanol estfio apresentados na Tabela 3.

TABELA 3: Massas e porcentagens dos extratos brutos de caule e raiz de pequi.

Extrato Massa obtida %
Caule 153,55¢ 3,07
Raiz 181,90¢g 3,64

Nota-se que uma pequena quantidade de massa foi obtida hos processos de
extragio do caule e raiz de pequi. Este baixo rendimento, segundo D’Almeida
(1988), 6 comumente encontrado, uma vez que os metabélitos secundérios sfio os
menores constituintes em uma madeira. Na Tabela 4 se encontra a composic¢iio
quimica da madeira (D’ALMEIDA, 1988), em geral, que justifica este resultado.
TABELA 4: Composi¢do quimica da madeira.

Constituintes LA
Celulose 50
Hemiceluloses 20-30
Lignina 15-25
Metabolitos secundarios <10

A planta produz esta quantidade relativamente baixa de metabélitos
secunddrios porque estes compostos sdo armazenados na propria planta que os
produziu. Segundo Almeida (1988), as plantas devem manté-los biologicamente
inativos ou isolados em compartimentos celulares, impedindo a interferéncia
destes compostos no seu metabolismo, pois estes compostos podem ser
autotoxicos, ou seja, atuar contra a planta produtora, resultando em prejuizos para
esta e/ou até mesmo na morte. Assim, quanto menor a quantidade produzida, mais
facil sera este processo de inativagio e armazenagem,

Quando as propriedades herbicidas dos extratos de raiz e caule de pequi
foram testados, causaram redugdes significativas na germinagio e elongaciio da
raiz e parte aérea da planta daninha monocotileddnea Panicum maximum,
popularmente conhecida como capim-colonifio. Os resultados destes bioensaios de
germinagio e desenvolvimento das sementes de P. maximum realizados na
presenca destes extratos estdo apresentados nas Figuras 27 e 29, respectivamente.

Os resultados da Figura 27 mostram que o extrato do caule de pequi

apresentou inibi¢do sobre o P. maximum. A concentragfio de 100 ppm nio afetou
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o crescimento da parte aérea. As concentragdes de 50 e 100 ppm ndo
apresentaram nenhuma inibi¢do consideravel, pois todas as médias destas duas
concentragdes ficaram abaixo da casa dos 50%. As inibigdes foram acentuadas
nas concentragdes de 150 e 200 ppm.

Este teste mostrou que o extrato do caule de pequi possui propriedades
alelopdticas. Seu melhor efeito de inibigdo ocorreu na concentragio de 200 ppm,
tanto na germina¢do quanto na elongagdo da raiz e parte aérea. Assim, novos
testes foram realizados com este extrato com a concentragéo de 200 ppm.

Segundo Rice (1984), estimulos e inibi¢gdes no desenvolvimento das
plantas na presenga de extratos de outras plantas sdo comumente encontrados
quando se trabalha com substancias alelopaticas. Este fato se deve a concentragéo
na qual estas substdncias se encontram, pois estas podem estimular ou inibir o
crescimento das plantas em concentrages apropriadas. Este fato pode ser
observado quando o extrato do caule ndo afetou o crescimento da parte aérea em

100 ppm e inibiu em torno de 80% em 200 ppm.

Atividade herbicida do extrato de caule de
pequi no desenvolvimento de P. maximum .

100

Inibi¢do, %

—&— Germinagdio|
—#— Parte Aérea
—k— Raiz

0 50 100 150 200

Concentracio, ppm

FIGURA 27: Efeitos da concentragdo do extrato metanélico de caule de C.

brasiliense no desenvolvimento de sementes de P. maximum.

A Figura 28 mostra uma comparagéo feita entre as plantas dos testes de

germinagdo na presenga do extrato metandlico de caule de pequi.
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FIGURA 28: Comparagio de plantas na presenga do extrato de caule de pequi.

Os efeitos da concentragdo do extrato metanolico da raiz de C. brasiliense
no desenvolvimento de sementes de P. maximum sdo apresentados na Figura 29.
se que a germinagdo foi pouco influenciada pelos extratos nas

Observa-
s de 150 ppm e a 200 ppm voltou a ser inibida, sendo que a variagéo

concentragde
foi de apenas 3%.Pode-se notar também que a elongagdo da raiz e parte aérea
foram afetadas, e que quanto maior foi a concentragdo do extrato na solugdo,
maior foi a inibigio observada.Com este teste, pode-se determinar que o extrato

da raiz do pequi também possui poder alelopatico e que a concentragdo mais

indicada sera de 200 ppm.

_ Atividade herbicida do extrato de raiz de |
i pequi no desenvolvimento de P. maximum.
1 100

E 80

e

S

®

2 40 —e— Germinagiio

= —it— Parte Aérea

2 20 |—&— Raiz

0 l i 1 |
0 50 100 150 200
Concentragio, ppm

FIGURA 29: Efeitos da concentragdo do extrato metanolico da raiz de C.

brasiliense no desenvolvimento de sementes de P. maximum.
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A Figura 30 apresenta uma comparagdo realizada com as plantas do teste

de germinagdo com o extrato metanolico bruto da raiz de pequi.

0 50 100 150
200

FIGURA 30: Comparagdo de plantas na presenga do extrato de raiz de pequi

Chou ¢ Waller (1980) realizaram trabalho semelhante com extrato aquoso
das folhas, caule e raiz de Coffea arabica, sobre a germinagdo e crescimento
radicular de centeio e alface. Verificaram que os extratos inibiram significamente
tanto a germinagdo das sementes ¢ 0 crescimento radicular. Parvez et al. (2003)
estudaram o potencial alelopatico do extrato metandlico das folhas de tamarindo e
encontraram boas inibi¢des, principalmente com as espécies daninhas grama de
celeiro e o trevo branco.

Quando se compara 0 efeito alelopatico entre os dois extratos em estudo
percebe-se que 0S efeitos inibitorios da raiz de pequi foram mais pronunciados d(;
que os efeitos do caule. E importante mencionar que os aleloquimicos produzidos
por uma planta sdo encontrados por toda parte da mesma, mas as concentragdes
mais elevadas se encontram nas folhas frutos e raizes (KUNZE er al., 1996)
Entio este fato é devido a maior quantidade de substancias inibitorias encontradas.
no extrato de raiz do que as encontradas no caule, pois a raiz se encontra no solo e
¢ uma das principais entradas de nutrientes e agua na planta, estando também mais
suscetivel ao ataque de microorganismos ¢ aleloquimicos de outras plantas
vizinhas que estdo se defendendo ou até mesmo atacando, em busca de melhores
condigdes para seu desenvolvimento. Ja o caule se encontra elevado em relagfio ao
solo, esta coberto pela casca €, portanto, sujeito @ bem menos ameagas do que a
raiz. Por isso, o poder alelopatico do caule ¢ menor do que o da raiz.

A Figura 31 mostra a comparagao feita entre as plantas dos bioensaios do

caule e raiz de pequi.
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FIGURA 31: Resultado da comparagio de plantas do branco, na presenga do

extrato de caule e raiz a 200 ppm.

Na seqiiéncia, fracionou-se os extratos metandlicos brutos, com solventes
em escala crescente de polaridade. A Tabela 5 mostra os resultados deste
fracionamento para o extrato de caule.

TABELA 5: Massas e percentagens das fragdes do extrato de caule de pequi

Solvente Massa fracio %
diclorometano 0,707 0,51
acetato de etila 2,3978 i

7-acetato: 3-metanol 12,8624 9,19
1-acetato: 1-metanol 21,9640 15,69
metanol 95,3523 68,1
Total 133,2835 95,2

Através da coluna cromatogrifica seca, eluiu-se seis solventes ja citados
anteriormente (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetato/metano] (7:3),
acetato/metanol (1:1), metanol). A fra¢do hexanica foi examinada com luz UV, o
que constatou que nenhum composto sensivel ao UV foj arrastado por este
solvente. Nenhum outro teste foi realizado, podendo ter gerado perda de
compostos. Ja com os demais solventes, a medida que a polaridade aumentou, a
percentagem de massa obtida na fragio também aumentou indicando uma

quantidade maior de compostos polares presentes no extrato do caule
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O rendimento total das fragbes foi de 95,2%. Esta perda pode estar
associada aos procedimentos experimentais realizados ¢ ao material que ficou
retido na coluna.

Uma solugdo de 200 ppm de cada fragdo do extrato de caule de pequi foi
preparada, além de uma solugdo branco para a realiza¢io da germinago.

O resultado do teste de germinagdo das fragdes do caule de pequi esta

apresentado na Figura 32.

! Inibicdo das fragées do caule sobre P. |
] maximum.

°\° -

- —— Germinagéio
O —— Raiz

e —#— Parte Aérea
= £l A

¥y ¥

Fragoes

FIGURA 32: Efeitos das fragdes do extrato de caule de C. brasiliense no
desenvolvimento de sementes de P. maximum.

Analisando a Figura 32, nota-se que o efeito de algumas das fragdes do
extrato de caule de pequi foi benéfico e ndo inibitério, ou seja, estimularam o
crescimento da parte aérea nas fragdes de diclorometano ( DCM), acetato de etila,
acetato/metanol (1:1) e acetato/metanol (7:3), o que segundo Rice (1984) ¢
perfeitamente normal de ser encontrado. O crescimento da raiz também foi
estimulado pelas fragdes de acetato de etila e acetato/metanol (7:3). As fragdes de
diclorometano e metanol apresentaram inibigio de 47,17 e 40,75%,
respectivamente. Apesar de ser uma inibigéio relativamente alta, nio pode ser
considerada para futuras anélises, pois s6 € considerada quando a % de inibigéo
ultrapassa os 50%. A Figura 33 mostra as plantas obtidas no teste de germinagdo

com as fragdes do extrato metanélico bruto de caule de pequi.
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FIGURA 33: Comparagdo de plantas na presenca das fragdes do extrato de caule
de pequi.

Quando se compara o resultado dos efeitos entre o extrato metanélico
bruto do caule e os das fragdes deste, observa-se uma contradi¢do: o extrato bruto
apresentou maior eficacia do que suas fragdes. Quando se fez a separag¢do na
coluna cromatografica, esperava-se que as frages apresentassem melhores
inibigdes do que o extrato bruto, pois separou os compostos entre as fragdes,
tornando-os pouco mais puros. Assim, quando se utiliza a concentragdo que
apresentou o melhor resultado com o extrato bruto, a concentragio do principio
ativo nas fragbes estaria maior do que aquela presente anteriormente, o que
causaria resultados melhores do que os observados com o extrato bruto. Portanto,
pode-se afirmar que ocorreu o fendmeno de sinergismo, ou seja, dois ou mais
compostos agem em conjunto para provocar um efeito alelopatico, ¢ quando
separou as fragdes, provavelmente diminuiu o sinergismo dos compostos
responsaveis pela inibigdo observada com o extrato bruto do caule. Desta forma,
os compostos isolados apresentam um certo potencial herbicida quando agem
isoladamente, mas esta propriedade herbicida ¢ potencializada através da sinergia
com outros compostos presentes. Colby (1967) apud Rice (1984) testou o efeito
de vérias combinagdes de compostos alelopéticos e observou que valores menores
que do que os dos extratos brutos indicaram sinergismo, e os valores maiores do

que os esperados sugeriam antagonismo.

Realizou-se 0 mesmo processo de separagdo em cromatografia de coluna

com o extrato de raiz.
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Os resultados obtidos no procedimento de cromatografi

dispostos na Tabela 6.

TABELA 6: Massas e porcentagens das fragdes do extrato de raiz de pequi.

Solvente Massa da fracgio

hexano 0,4587
diclorometano 0.7480
acetato de etila 3,0348
7-acetato: 3-metanol 13,9756
1-acetato: 1-metanol 25,488
metanol 107,568

Total 151,2731

Com as fragOes obtidas, foram realizados novos testes de germinagio.

resultados destes testes estdo apresentados na Figura 34.

Inibf¢6es das fracdes de raiz de pPequi sobre |
P. maximum.

Inibi¢do, %

|

%
0,29
0,47
1,90
8,73
15,93

67,23
94,55

—— Germinago
—B—raiz
~*— Parte Aérea

a em coluna estio

Os

FIGURAV 34: Efeiios das fragdes do extrato de raiz de C. brasiliense no

desenvolvimento de sementes de P. maximum.

Observando-se a Figura 34, nota-se os resultados encontrados ndo foram

tdio bons quanto os encontrados com o extrato metandlico bruto de raiz.

Novamente aconteceu o fendmeno de sinergia. As inibi¢des observadas nestas

fragdes estdo relacionadas com a agdo isolada de algum composto presentes nas

mesmas que possuem propriedades herbicidas ou da sinergia dos compostos desta

fragdo. Pode-se perceber que as fragdes do extrato de raiz nio beneficiaram

nenhum dos pardmetros estudados. Através do teste de germinagdo, plantas foram

coletadas e estdo sendo mostradas na Figura 35.
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FIGURA 35: Comparagio de plantas na presenca das fragdes do extrato de raiz

de pequi.

A fracdo acetato/metanol (7:3) e a fragdo de hexano, respectivamente,
apresentaram atividades herbicidas mais pronunciadas, onde a fragdo
acetato/metanol (7:3) apresentou uma inibigdo de 62,94% sobre a germinagio,
enquanto a fragdo hexano inibiu a elongacdo da parte aérea da planta daninha em
54,36%. Os demais pardmetros destas duas fragdes ndo sofreram nenhum dano
maior que 50%, o que indica que uma sinergia foi responsavel pela inibigfo
observada com o extrato bruto.

Quando se compara a ago das fragdes de hexano e acetato/metanol (7:3)
com o extrato bruto da raiz, verifica-se que a % de inibi¢do diminuiu, passandb de
85,00 para 54,36% na elongagdo da parte aérea e de 77,00 para 62,94% na
germinagéo, respectivamente. Isto mostra que houve o fendmeno da sinergia com
o extrato bruto de raiz de pequi, pois estando os compostos pouco mais
purificados do que estavam quando presentes no extrato bruto, a inibigfo
diminuiu, quando era esperado o contrario, ou seja, 0 aumento da inibigéo.

Um sub-fracionamento foi realizado com a fragfio acetato/metanol (7:3)
uma vez que esta fragdo apresentou melhor inibig¢do no indice de germinaqﬁ(;. O;
solventes foram passados pela coluna na ordem apresentada pela Tabela 7.
Durante o processo de separagdo na coluna, as subfra¢des foram colhidas em
intervalo de 500 em 500 mL. Foram colhidas, ao todo, 23 subfragdes, e as

subfragbes que apresentaram caracteristicas semelhantes (testadas
: em
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cromatografia de placas) foram juntadas, obtendo, deste modo, 13 subfra¢des

conforme Tabela 7.

TABELA 7: Subfra¢des da fragdo 7:3 acetato de etila/ metanol.

Subfrac¢io Solvente (ac/MeOH) Massa subfragio (g) A
1 9:1 2.1193 16,30
2 9:1 4.4775 34,44
3 ' 1.5260 11,74
4 Sl 0.8629 6,64
8 91 0.9380 722
6 8:2 0.5886 4,53
7 8:2 0.4585 3,53
8 13 0.1979 1,52
9 13 0.1264 0,97
10 73 0.0717 0,55
11 3 0.075 0,58
12 4:6 0.1724 1,33
13 2:8 0.0865 0,67
Total X 11,7007 90,02

Pode-se observar que houve perdas nos fracionamentos realizados, em
torno de 5 a 10%. Estas perdas podem estar associadas ao procedimento
experimental.

Um teste de germinagfo foi feito com as subfragdes, obedecendo aos
requisitos jé determinados (uma solugdio de branco e as solugdes das subfragdes
com concentragdo de 200 ppm). O resultado obtido apresentou a germinagio
apenas do branco (0 controle do teste Para confirmagdio, um outro teste foi
realizado, sob as mesmas condigdes do anterior. Novamente foi observado que
apenas o branco desenvolveu, apresentando uma média de germinagio de 18
sementes, com uma elongagdo média da raiz e do caule de 26,67 e 33,20 mm,
respectivamente).

Duas hipéteses foram levantadas: ou todas as subfragdes apresentaram
altas inibi¢des ou a concentragdo utilizada foi alta, de modo que nio permitiu o
desenvolvimento normal das sementes.

Um terceiro teste foi feito, onde a concentragio das solug¢des foi mudada
de 200 para 100 ppm, mantendo os demais requisitos. Com estas novas condigdes,

foi possivel obter um resultado satisfatorio, o qual estd sendo mostrado na F igura

36.
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Pela Figura 36 pode-se observar que as 13 subfra¢des apresentam
atividades  herbicidas bem diferenciadas. Assim, determinou-se que a
concentragdo foi a causa da perda dos dois testes de germinagéo realizados com a
concentragdo de 200 ppm, uma vez quando a concentragio foi diminuida, o teste
mostrou boas condigdes para analises. O fator de inibi¢do ndo foi o responsavel
pelo o ndo desenvolvimento normal das sementes nos testes, pois nenhuma das
subfragdes apresentou um indice de inibigdo alto, com o qual podia inibir

totalmente as sementes nos testes de germinago.

Inibi¢iio do P. maximum pelas subfrac(")esi daﬁ mii de pequif
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FIGURA 36: Efeitos das subfragdes do extrato de raiz de ¢ brasiliense no

desenvolvimento de sementes de P. maximum.

Pode-se notar também que as subfragdes apresentaram efeitos de sinergia,
pois mesmo 0s compostos presentes estando em concentragdes mais altas do que
os compostos da fragdo acetato/metanol (7:3), os resultados foram menos
expressivos: a inibi¢do provocada pelas subfragdes foi menor do que a encontrada
com a fragdo acetato/metanol (7:3).

A Figura 37 faz uma comparagio entre plantas do teste de germinagio

realizado com as subfragdes.
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FIGURA 37: Comparagdo de plantas na presenca das subfracdes extraidas da

fragdo acetato/metanol (7:3) do extrato de caule de pequi.

Os melhores resultados foram apresentados pela subfragdes 8, 11 e 13,
porque foram estas subfragdes que conseguiram inibir melhor os trés parAmetros
estudados nos ensaios de germinagéo.

A fragdo de hexano também serd analisada, uma vez que os resultados
obtidos apresentaram boas inibi¢des nos trés pardmetros analisados. Deste modo,
as analises futuras deverdo ser realizadas com a fragio hexanica e trés subfragdes
obtidas da fragdo acetato/metanol (7:3), devido aos potenciais herbicidas que
apresentaram foram 0s melhores, mesmo sabendo que o ponto méximo da
atividade herbicida ocorreu devido ao fenémeno de sinergismo.

Na seqiiéncia, foram realizados testes de reconhecimento das classes de
metabolitos secundarios presentes na fragdo e subfragdes selecionadas.

Os resultados destes ensaios estdo dispostos na Tabela 8.
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TABELA 8: Resultados dos testes de reconhecimento das classes de metabélitos

secunddrios nas fragdes e subfragdes ativas.

Teste de reconhecimento Fragdo de Subfragio Subfragio  Subfragio

hexano 8 11 13
Alcaléides Negativo  Positivo  Negativo Negativo
Cardiotonicos Negativo  Negativo  Negativo Negativo
Cumarinas volateis Positivo Negativo Negativo Negativo
Flavonéides Negativo  Negativo  Positivo Negativo
Taninos Negativo  Negativo  Negativo Positivo

( condensavel)

Saponinas Positivo Positivo Positivo Positivo
Triterpenos e/ou Negativo ~ Negativo Negativo Negativo
Esteroides
Derivados Antracénicos  Negativo  Negativo Negativo Negativo
Livres

As cumarinas sdo listadas como inibidores muito potentes de germinagio
de sementes (EVENARI, 1949, apud RICE, 1984). Van Sumere et al. (1971)
apud Rice (1984) reportaram que as a¢des das cumarinas estdo relacionadas com
o aproveitamento do oxigénio pelas sementes. Um outro estudo mostrou que uma
solugdo saturada de cumarina bloqueia toda a mitose em cebolas e raizes de lirios
dentro de 2 a 3 horas de aplicagdo, impedindo a entrada de células neste processo
(CORNMAN, 1946, apud Rice (1984)).

Stenlid (1970) apud Rice (1984) pesquisou um grande nimero de
flavonoides e seus efeitos na produgio de ATP por mitocondrias isoladas de
varias plantas e verificou que estes aleloquimicos sdo capazes de inibir a produgdo
de ATP. Rice (1984) verificou que flavonéides agem especificamente no
mecanismo de fosforiza¢do e ndo na transferéncia de elétrons. Apesar do grande
numero de distribui¢do universal dos flavonoides, poucos sio envolvidos em
fendmenos de alelopatia, devido a dificuldade de serem identificados,

Ha poucos relatos do envolvimento de taninos condensados na alelopatia
do que os hidrolisaveis. Basaraba (1964) apud Rice (1984) verificou que taninos
inibiam a nutrificagdo dos solos e Rice e Pancholy (1973) encontraram que

taninos condensaveis sdo possivelmente importantes inibidores das bactérias

58




responsaveis pela nutrificagio de espécies de grama alta. Os taninos estfio
envolvidos na inibi¢do do horménio de crescimento, onde inibem o crescimento
induzido por giberelina, particularmente na atividlade de GA; e GAy
(CORCORAN et al., 1972, apud Rice (1984)).

Os alcaloides sdo bem conhecidos devido aos seus efeitos fisiologicos em
humanos e seu uso na farmacia. Estes compostos também sdo muito importantes
devido a suas atividades inibidoras de germinagdo de sementes. Também foram
encontrados em sementes, por serem tOXicos para muitos microorganismos
(EVENARI, 1949, apud Rice (1984)).

A regra natural das saponinas ¢ comumente estar na defesa contra ataques
de patogenos e pestes (HARALAMPIDIS et al., 2001). Saponinas encontradas na
raiz e folhas da alfafa cultivada no Usbequistdo apresentaram a¢Ges inibidoras da
porcentagem de germinagdo de repolho, quando comparadas com o controle.
Também sdo conhecidos por sua influéncia em organismos animais, afetando o
crescimento de fungos e insetos (TIMBEKOVA, ISAEV e ABUBAKIROV,
1996).

Estes metabolitos secundérios cumprem papel importante na atividade
herbicida e, juntamente com outros compostos, tem seu potencial de inibigao
potencializado.

Na tentativa de identificar e elucidar os compostos volateis, que também
fazem parte dos metabolitos secundarios, a fragdo hexénica e as subfragdes 8, 11 e
13 foram analisadas por um cromatégrafo gasoso acoplado a um espectro de

massas.
A Figura 38 apresenta o cromatograma da fra¢do hexanica
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FIGURA 38: Cromatograma da fragdo de hexano.

Os sinais menores presentes no cromatograma ndo foram identificados

]

pois estdo em concentragoes muito baixas e muitas vezes, sio constituidos d
! e

misturas de dificil elucidagéo.

A andlise do cromatograma foi realizada por comparagdo com outros
espectros de massas (por aproximagdo), contidos no aparelho, e também, por
comparagdo com o indice de Kovat (calculado por IK=24,33TR + 673, onde TR=
tempo de retengdo do composto no cromatografo gasoso), que prevé se uma
estrutura esta relativamente correta através da comparagdo com IK tabelados. Este
indice s6 pode ser utilizado quando as condi¢des de trabalho do aparelho foram
idénticas as descritas no item 3.10.

A Tabela 9 mostra os resultados desta andlise, indicando a estrutura. o
nome usual, o tempo de retengdo e a percentagem relativa de cada pico assinala’do

no cromatograma da Figura 38.
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TABELA 9: Estruturas identificadas na fragdo hexénica, por CGEM.

PICO ESTRUTURA NOME USUAL TEMPO DE PICO
RETENCAO (%)
(min)
1 CHO(CH2)7CO,CHj3 9-0x0-nar'10ato de 28.40 0.46
metila
2 CH;CH,CHCH3(CH2)10 lZ-metiltetrade.ca- 31.49 221
CO,CH; noato de metila
3 HOzC( CH2)7COZCH3 acido 8-
carbometoxi- 38,39 0,37
octandico
4 CH3(CH2)14CH3 hexadecano 39,04 0,45
5 CH;3(CH2)12CO.CH; tetradecar}oato de 43.96 0.34
metila
6 CH(CHy)26CHs octacosano 46,79 0,43
7 Conte}mmante 49.43 0.84
(plastico)
8 (CH3),CH(CH3)12CO> 14-metil-
' CH; pentadecanoato de 51,13 13.52
metila
9 CH3(CH2)14CO.CH; hexadecar.loato de 51.34 40.40
metila
10 CH3(CH2)15CO.CH; heptadeca_noato de 54,70 0.93
metila
11 CH3(CH2)CH=CH (E)-10-
(CH,)5CO,CHj3 octadecenoato de 57.22 24.89
' metila
12 CH;(CH,)sCH=CH (Z)-10-
(CH,)sCO,CH3 octadecenoato de 57,37 2.42
' metila
13 CH3(CH2)16CO.CH3 octadecan.(?ato de 57.97 8.14
metila
14 CH3(CHy);CH=CH  ( E)-9-octade'cenoato 6
(CH2);CO,CH; de metila 0,79 0,44
15 CH3(CH2)17CO,CH; nonadecapoato de 61.14 0.46
metila
16 mistura (ndo 3
identificado) 62,93 0,54
17 CH;( CHz)‘7CP{=CH (Z)-9-octadepen0ato 63.10 0.70
(CH;)7CO,CH; de metila
18 CH;3(CHy)13CH; eicosano 63,74 0,33
19 CH3(CHz)10CH=CH (Z ou E)-6-
(CH2)4CO,CH;3 octadecenoato de 63,94 1,12
metila
20 CH3(CH3)15CO,CH;3 eicosanoato de
metila 64,92 0,53
21 ndo identificado 66,16 0,49
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Pode-se notar, pela Tabela 9, que os compostos identificados sdo alcanos,
acidos e ésteres de estruturas relativamente simples. Este resultado mostra que as
inibigbes observadas causadas pela fragdo de hexano acontecem pela interago
entre estes compostos mais as saponinas e cumarinas volateis, ou seja,
comprovando a teoria de que o fendmeno de sinergismo é o responsavel pela
atividade herbicida observada.

No pico 7 foi identificado um contaminante, de natureza plastificante,
Provavelmente, este contaminante ¢ o plastico do parafilme, usado durante os
processos realizados para vedar tubos, placas de Petri e galdes utilizados na
preparagdo dos extratos brutos.

As subfragdes 8, 11 e 13, também foram injetadas no cromatdgrafo gasoso
sob as mesmas condigdes. Porém, ndo foi possivel realizar as analises, porque os
cromatogramas obtidos apresentavam apenas a linha base gerada pelo solvente.

Como o cromatografo gasoso trabalha apenas com compostos volateis e as
subfragdes 8, 11 e 13 foram extraidas por uma mistura de solventes mais polares,
estas foram desprovidas de compostos volateis.

O crescente uso de cromatografia gasosa acoplada com espectro de massa
esta tornando possivel a identificagdo de muitos tipos de compostos de
aleloquimicos. Geralmente, os compostos identificados sdo aqueles que sio
facilmente detectados pelos cromatégrafos. O conhecimento destes compostos ¢
de grande importancia na determinag¢do dos métodos presentes nestas de escape
para a natureza, quantidades presentes nesta, quantidades absorvidas pelos

organismos afetados e métodos e indices de decomposicio (RICE, 1984)
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5- CONCLUSAO

Os extratos de caule e raiz de pequi apresentaram alelopatia sobre o
desenvolvimento do P. maximum e que este efeito pode ser mais bem observado
na concentragdo de 200 ppm. O extrato bruto de raiz de pequi apresentou melhor
agdo herbicida quando comparado com o extrato bruto de caule. A fragdo
hexénica e as subfrages 8, 11 e 13 (extraidas da fragfio acetato/metanol (7:3))
foram as que mostraram melhor alelopatia dentre as demais fragdes e subfragoes
obtidas. Foram identificadas as presencas de alcaléides, cumarinas volateis,
flavondides, taninos condenséaveis na fragio hexanica e subfragdes 8, 11 e 13.
Também foi identificada a presenca de saponinas em todas elas, A anilise
cromatografica da fragdo hexanica revelou a presenga de 21 compostos, entre
acidos, ésteres e alcanos de estruturas simples, onde os compostos hexadecanoato
de metila, (E)-10-octanoato de metila e 14-metilpentadecanoato de metila
apresentaram-se em maior quantidade relativa, com percentagem de 40,40; 24,89
e 13,52%, respectivamente. trés destes compostos nio puderam ser identificados,
por se tratarem de contaminantes ou misturas de compostos que dificultaram esta
identificagdo. As subfragdes 8, 11 e 13 ndo puderam ser analisadas, porque o
cromatégrafo gasoso trabalha apenas com compostos voldteis, os quais ndo foram
encontrados nas subfragdes, devido ao fato de terem sido extraidas por uma
mistura de solventes mais polares.

A atividade herbicida dos extratos brutos de caule e raiz de pequi, bem
como das fragdes e subfragdes estdo associadas ao fendmeno de sinergismo entre

0s compostos presentes nestes, pois tiveram seus potenciais herbicidas reduzidos,
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7 - APENDICE

1-Reativos de coloracio e precipitacio usados em testes de
reconhecimento

e Reativo de Mayer: solucdo de iodeto de mercurio e de potassio.
Misture 1,36 g HgCL / 60mL de dgua e 5 g de KI / 10mL de 4gua. Misturar e

diluir a 100mL.

e Reativo de Wagner: solugdo de iodo em iodeto de potassio.

Dissolver 1,27g de iodo e 2 g de iodeto de potassio em 5 mL de agua. Levar a

solugdo a 100mL com agua.

e Reativo de Dragendorff:
Solugdio A: dissolver 1,7g de nitrato de bismuto(III) e 20g de acido tartarico em 80

mL de agua.

Solugdo B: dissolver 16g de iodeto de potassio em 40 mL de agua.

Solugdo Estoque: misturar partes iguais de A e B. Se se resfria a solugiio estoque,
ela é estavel por vérios meses.

Solugdo Spray: dissolver 10g de 4cido tartarico em 50 mL de dgua, juntar mL de
solugdo estoque.

e Reativo de Baljet: |A + 1B
A- 1g de 4cido picrico / 100mL de EtOH
B- 10g de NaOH / 100mL de agua

¢ Reativo de Kedde: misturar volumes iguais de A ¢ B
A-  Acido 3,5- dinitrobenzéico a 3% em metanol
B- KOH a 5,7% em agua.

e Reativo de Raymond-Marthoud: Dissolva 1g de m-dinitrobenzeno em
etanol, completando o volume de 100mL.

e Reativo de Liebermann-Burchard: 5SmL de anidrido acético e 5 mL de
acido sulfirico concentrado se juntam cuidadosamente a 50 mL de etanol
absoluto, enquanto se resfria em banho de gelo. O reativo estar recém-preparado.
Para reagdio em tubo, coloca-se 10mL de anidrido acético e duas gotas de acido
sulfirico concentrado.

e Reativo de Salkowski: acido sulfurico concentrado.
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e Reativo citrobérico: dissolva 5g de 4cido borico e 5g de acido citrico em

etanol e complete o volume da solugio em 100mL.

e Solugiio de cloreto férrico: solugdo a 10% de cloreto férrico em agua
destilada.

e Reativo de gelatina: solugiio a 1% de gelatina Merck em agua destilada.

o Reativa gelatina-sal: 1g de gelatina, 10g de cloreto de sodio e 4gua
destilada completando o volume da solugdo em 100mL.
Soluciio salina: a 10% de cloreto de sodio em dgua destilada.

e Reativo de Borntriiger: solu¢do de NaOH a 5% em agua.
2- Desenvolvimentos da Identificacio De Metabolitos Secundirios

O desenvolvimento da identifica¢io destes grupos encontra-se a seguir:
o Alcaléides: secou-se 30 mL do extrato metanélico da raiz, adicionou-se 5
mL de HCI1 (10%) e esquentou-se por 10 minutos. Esfriou-se, filtrou-se, dividiu-se
o filtrado em 3 tubos de ensaios e colocaram-se 5 gotas dos reativos DragendorfT,
Mayer e Wagner. Leve turbidez ou precipitado (roxo a laranja, branco a creme e
marrom) evidencia a possivel presenga dos mesmos.

e Cardiotonicos: a 10 mL de extrato metandlico da raiz, adicionou-se 5 mL.
de solugdio de acetato de chumbo a 10% e 4 mL de dgua destilada. Esquentou-se a
mistura a banho-maria durante 10 minutos. Filtrou-se. Agitou-se o filtrado com 20
mL de cloroformio, separou-se a capa cloroféormica em 6 tubos de ensaio, levando
a secura. Adicionou-se:
- Tubo 1, acrescente 1 mL de Reativo de Baljet. Coloragio roxa, laranja-roxeada
ou violeta indica a presenga de cardiotonicos.
- Tubo 2, acrescente 1 mL de Reativo de Kedde. Uma coloragfio rosa ou azul-
violeta ao visivel indicam cardendlidos. A cor se atenua em poucos minutos.
- Tubo 3, acrescente 1 mL de Reativo de Raymond-Marthoud, que indica a
presenga dos anéis lactonicos dos cardendlidos. As coloragdes encontradas sio
iguais as do Reativo de Baljet.
- Tubo 4, faga a reagdo de Keller-Kiliani (acido acético glacial, uma gota de

Lantnn o &0 y e ip s
cloreto férrico a 5% em metanol e acido sulfirico concentrado). Apresenta

coloragdes intensas.
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- Tubo 5, realize a reagéo de Liebermann-Burchard (1 mg da amostra/5 gotas de
HOAc + 3 mL Ac,0/H2S04 (50:1)). As coloragdes encontradas podem verde, azul
esverdeado ou roxo a azul.

- Tubo 6, faca a reagdo de Salkowski. Uma colorag¢do que varia de amarelo a roxo

sangue indica presenga de nicleo esteroidal.

e Cumarinas voliteis: em 1 tubo de ensaio colocou-se 2 mL de extrato
metandélico da raiz, tampou-se com papel de filtro impregnado em NaOH a 5% e
levou-se a banho de dgua a 100° C por 10 minutos. Removeu-se o papel e
examinou-se sob luz UV.A fluorescéncia amarela indica a presenca de cumarinas.

e Flavonoéides: colocou-se em um tubo, 2 mL do extrato metandlico da raiz
e agregou-se fragmentos de Mg pelas paredes do tubo e algumas gotas de HCI
diluido. Observou-se a coloragdo, que varia para as diferentes estruturas.

e Taninos: evaporou-se 5 mL do extrato metanolico e dissolveu-se o residuo
em 10 mL de agua destilada. Filtrou-se. A 3 mL do extrato aquoso, adicionou-se 2
gotas de solugdo de cloreto férrico a 10%. Coloragdo azul indica possivel presenga
de taninos hidrolisaveis, e coloragdo verde de taninos condensados.

e Saponinas: evaporou-se 5 mL do extrato metandlico e colocou-se agua
fervendo. Esfriou-se, agitou vigorosamente e deixou em repouso de 15 a 20
minutos. Classifica-se a presenca de saponinas pela formagio de espumas.

e Triterpenos e/ou esteréides: levou-se a secura 10 mL do extrato
metandlico da raiz, adicionou-se 10 mL de cloroformio, filtrou-se, dividiu-se em
duas porgdes o filtrado. Em cada um dos tubos realizou-se e rea¢iio de
Liebermann-Burchard ¢ Salkowski.

o Derivados antracénicos livres: colocou-se em um tubo de ensaio 0,20 g
da planta e adicionaram-se 5 mL de cloroférmio, agitou-se. Deixou-se em repouso
por 15 minutos. Recolheu-se a fase cloroformica e dividiu-a em dois tubos de
ensaio. No primeiro tubo, colocou-se 1 mL de solugdo de NaOH a 5% em agua.
Coloragdo roxa em fase aquosa indica a presenga de antraquinonas (Reagfio de
Borntracger). No segundo tubo, adicionou-se 1 mL de solugfio de acetato de

magnésio a 5 % em metanol. Colorag¢io roxa indica a presen¢a de antraquinonas

livres.
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