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RESUMO

Para avaliar o potencial alelopatico da sucupira branca (Pferodon emarginatus), foram
preparadas solugdes aquosas do extrato de matéria seca do caule nas concentragdes 25, 50,
75, 100, 150, 200, 300 e 400 ppm. Com estas solugdes e utilizando sementes de capim
colonifio (Panicum maximunt), foram realizados ensaios de germinagdo em placas de Petri e
em casa de vegetagdo. Os resultados obtidos destes ensaios de germinagdo serviram para
verificar que, o extrato aquoso do caule da sucupira branca possui efeitos alelopaticos sobre
a germinagdo das sementes, crescimento do caule e da raiz do capim colonifio. Depois de
confirmado o efeito alelopatico, o extrato foi fracionado por filtragdo em coluna de vidro
empacotada com silica gel, gerando um total de oito fragdes com polaridades diferentes.

Com as fragdes obtidas, foram preparadas solu¢bes aquosas na concentragio de 200
ppm, e estas foram utilizadas para a realizagdo de novos ensaios de germinagfio em placas de
Petri. Nesta concentragéio, verificou-se um resultado alelopatico satisfatério sobre o capim
colonido em duas das fragdes. Estas duas fragdes foram fracionadas por cromatografia,
gerando um total de treze subfragdes. Com as subfragdes obtidas, foram preparadas solugdes
aquosas de concentragdo 200 ppm, ¢ estas utilizadas em ensaios de germinagdo em placas de
Petri. A subfragdo que apresentou melhor resultado alelopatico nos ensaios de germinagéo,
foi investigada quanto aos seus componentes por IVTF e CG-EM. Sete compostos foram
identificados nesta subfracdo, sendo estes 2-metilpentan-1-0l, 4-metilpent-3-en-2-ona, 1, 2,4-
trimetilbenzeno, Acido hexadecandico, (E)-3, 7, 11,15-tetrametilexadec-2-en-1-ol, (9E,

12E)-octadeca-9,12-dienolato de metila e acido (E)- octadec-9-endico.




Abstract

In order to evaluate the allelopathic potential of the white sucupira ( Pterodon
emarginatus ) aqueous solutions from the dry matter of the stem have been done in the
concentration of 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 and 400 ppm. These solutions were used
against seeds of colonifio grass (Panicum maximum), in experiments of germination in petri
dishes and in green house . The achieved result of these experiments had the purpose to
verify that the aqueous extract of the stem of the white sucupira has allelopathic effects in
the germination of the seeds, and in the development of hypocotile and root of grass. After the
allelopathic effect has been confirmed, the extract was fractioned by filtration in a glass
column packed up with silica gel, resulting in an amount of eight fractions with different
polarity.

Aqueous solutions were prepared with the fractions in concentration of 200 ppm and
it has been used in germination experiments in petri dishes. In the concentration 0of 200 ppm, a
satisfactory allelopathic result in colonidio grass was achieved in two fractions. These two
active fractions were submited to separation in glass columns Chromatography , creating an
amount of thirteen subfractions. These subfractions were tested as describe above (200 ppm).

The subfraction with the best allelopathic result in the experiments of germination was
investigated by IVTF and CG-EM. Seven components were identified in this subfraction :2-
methylpentan- 1-0l,4-methylpent-3-en-2-ona, 1,2,4-trimethyilbenzene,Acid hexadecanoic,(E)-
3,7, 11,15-tetramethylexadec-2-en-1-01, (9E, 12E)-octadeca-9,12-dienolate of methyl and

acid (E)- octadec-9-enoic.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

O termo alelopatia ¢ definido como qualquer efeito causado por uma planta, ou
microorganismos, sobre outras plantas, através de compostos quimicos langados no meio
ambiente (Rice, 1984). Estes compostos sdo conhecidos como aleloquimicos, substancias
secundérias ou agentes aleloquimicos (Putnam e Duke 1978).

As influéncias exercidas pelos aleloquimicos podem apresentar caracteristicas
benéficas, tais como, prevenir a decomposigfio e interferir na dorméncia das sementes, ou
estimular o crescimento das plantas. Também podem agir de modo prejudicial no
desenvolvimento de um organismo, ou em uma sucessdo de plantas remanescentes (Almeida
1988, M.M e Vidal, 2004). Sabe-se, também, que estas substancias exercem papel importante
na protego dos organismos contra as pragas. Os aleloquimicos produzidos por uma planta
podem ser venenosos para os insetos que delas se alimentam, pode ser usado como agente
polinizador ou atuarem como atraentes ou repelentes. A natureza destas substincias é
percebida pelos insetos através dos quimio-recptores de que dispSem, e com os quais
conseguem descrimind-las mesmo em concentragdes muito baixas, distinguindo-se plantas que
lhes sdo toxicas das que sfo indcuas (Wilson, 1970, Dayn e Duke 2000, Ladyhensakaya et.
al,1987 ). Apesar das plantas serem autotroficas, sdo imdveis, ndo podendo escapar do ataque
de seus inimigos. E, portanto, compreensivel que com a escassez de alternativas, utilizem com

maior intensidade do que outros organismos, a estratégia dos compostos alelopaticos para sua

defesa (Lovett, 1982).
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Os efeitos alelopaticos sdo mais comuns em comunidades de plantas vizinhas, onde se
interagem de forma fisiolégica e bioquimica inibindo o crescimento ou a emergéncia de
outras (Muller, 1969). Esses processos concedem uma participagfio especial de substincias
secundarias, as quais estdo sempre presentes em conjunto com as substincias organicas do
solo. No nivel do organismo da planta, o aleloquimico atua como um regulador exdgeno do
crescimento e desenvolvimento, e no nivel de micropopulacido de planta, atua como regulador
da renovagio (Grakhov e Didyk, 1996, Neave e Dawson, 1989).

Diversos trabalhos realizados nesta area apresentaram resultados convincentes que a
maioria dos efeitos alelopaticos, sdo resultantes de um complexo de substincias quimicas, do
que de um unico componente quimico isolado (Putnam, 1985).

As substancias alelopaticas sdo produzidas pelas plantas durante todo seu ciclo de
vida. Tais substincias estdo organizadas em diversas familias de compostos, sendo
distribuidas por todas as partes da planta de maneira nfo uniforme, em quantidades e
concentragdes variadas.

A liberagio destas substancias secundarias € realizada por processos fisicos, quimicos
ou bioldgicos, por exsudagdo direta no solo pelas raizes, ou através da deteriora¢do de raizes
mortas, decomposi¢do de folhas e caule, por volatilizagdo, e podem, ainda, ser lixiviados das
superficies das plantas pela chuva ou orvalho (Almeida, 1988).

A forma de atuagio das substancias alelopaticas sobre outras plantas, ndo é totalmente
especifica ou conhecida. Algumas pesquisas tém mostrado que os aleloquimicos interferem no
metabolismo, reduzindo a oferta de energia e conseqiientemente impedindo o
desenvolvimento normal destes organismos. De modo geral, a interferéncia dos aleloquimicos
ocorre com maior freqliéncia na assimilagdo de nutrientes, na inibigio da fotossintese

(Einhellig, et. al, 1993), na respiragdo (Neave e Dawson, 1989), na sintese de proteinas, na
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permeabilidade da membrana celular, nas atividades enzimaticas e no desenvolvimento da
planta (Caldiz ¢ Fernindez, 1999).

O conceito de alelopatia se distingue com nitidez de competicdo, que ocorre pela
redugdio ou remogdo do ambiente de um fator de crescimento necessirio a ambas as plantas
que vegetam no mesmo habitat, como a dgua, luz ou substéincias minerais, enquanto a
alelopatia, ocorre pela adigdo de substancias quimicas no ambiente (Rice, 1984).

A alelopatia vem tornando-se uma linha de estudos de grande interesse para muitos
pesquisadores, que ao longo dos anos estdo sempre na expectativa de descobrir novas
substncias, que causam algum tipo de efeito benéfico ou deletério sobre o desenvolvimento
de outras plantas ou microorganismos, visando diminuir o impacto ambiental causado pelos
herbicidas sintéticos usados nas plantagdes. Também ¢ de grande interesse descobrir
substincias que influenciam as interagdes planta-inseto e planta-animais superiores (Almeida,
1993).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as potencialidades

alelopéticas e fitoquimicas presentes no extrato do caule da sucupira branca, uma espécie
nativa da regido de cerrado ou de transi¢do normalmente utilizada em reflorestamento, sobre o

capim colonido.
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1.2 Natureza das substincias alelopaticas

Um mesmo organismo produz diversos aleloquimicos, que desencadeiam vérias
interagbes. Muitas sdo as expectativas para isolar, identificar e quantificar todas as estruturas
quimicas destes compostos, pois, ainda existem duavidas a respeito de sua atuacfo. Existem
muitas dificuldades em identificar se o efeito alelopatico causado € relativo a algum
aleloquimico especifico, ja que os sintomas observados sio determinados pelo conjunto de
seus efeitos, tornando-se dificil, mesmo depois de identificados, qual deles provocam tais
sintomas (Almeida, 1988). Alguns efeitos sio mais expressivos do que outros, podendo ser
diagnosticados com mais clareza. No entanto, substincias quimicas diferentes, podem
apresentar algumas semelhangas na inibigio dos diversos estagios de desenvolvimento de uma
planta (Buss. et. al 2003).

Como exemplo de complexidade de producfio destas substancias, pode-se citar a vinca
rosea na qual foram identificados mais de 100 compostos alelopéticos. Esses produtos
secunddrios que sdo formados nas células apresentam ainda davidas como sio exatamente
biossintetizados (Swain 1977). Varios autores tém a opinido de que esses compostos tratam-
se de simples residuos do metabolismo celular que seriam armazenados nos vactiolos, onde se
encontram em maior quantidade, a fim de evitar a sua propria autotoxicidade, ou
simplesmente substancias de reserva que a célula se serviria quando deles tivesse necessidade.

Esta teoria ficou ultrapassada apés ter sido comprovado que esses  produtos
secunddrios sdo produzidos na célula com finalidade especifica, e que a sua sintese obedecem
as leis da genética (Swain 1977). Esta teoria ficou melhor esclarecida através de trabalhos
publicados referentes a colegSes de cultivares de pepino e aveia, onde verificou-se que 0s
gendtipos de uma mesma espécie elaboram produtos secundirios diferentes, com agio

alelopatica diferenciada sobre outras plantas (Putnam e Duke, 1974). Baseado neste principio
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foi sugerido que, ndo obstante a natureza ndo tenha possivelmente selecionado as plantas pela
sua potencialidade alelopatica sobre as competidoras, essa selegdo pode ser realizada pelo
homem, em relagdo as espécies cultivadas, através da manipulagdo genética, da mesma forma
como tem feito com outros produtos secunddrios envolvidos na prote¢do contra insetos e
fungos (Boufalis e Pellissier, 1994).

As substincias produzidas pelas plantas sdo agrupadas em familias de acordo com
suas similaridades biogenéticas, estas familias compreendem os fendis simples, acidos
organicos, aldeidos, lactonas simples insaturadas, terpendides, esteroides, quinonas,
flavonéides, taninos, alcaloides, cumarinas, aminoédcidos, 4cidos graxos de cadeia longa,
alcoois, polipeptideos, nucleosideos e muitos outros ainda ndo identificados (Blum, 1995,
Macias et. al.1992).

Os tecidos de muitas plantas possuem altas concentragdes de glicosideos cianogénicos
tais como: amidalina, durrina e elinamarina. Quando estes compostos sdo hidrolisados podem
liberar o acido cianidrico que inibe, assim como a aménia, o etileno e¢ o 6leo de mostarda, a
germinagdo, 0 crescimento radicular de diversas plantas. Em algumas plantas das regides
desérticas, ocorre a liberagdo da cénfora e do cineol que impedem o desenvolvimento de
algumas espécies anuais (Putnam, 1985).

Os acidos organicos como o malico, o citrico e também as lactonas, as cumarinas, os
alcaldides e os taninos hidrolisdveis sfo inibidores da germinagdo das sementes, do
crescimento das plantas e também das bactérias fixadoras de nitrogénio e das nitrificantes do
solo. Acidos tricarboxilicos sdo os responsaveis pela toxicidade da planta do sorgo, sobre
algumas culturas plantadas no terreno que contém seus residuos (M.M. e Vidal, 2004, Cardona
e Segura, 2004).

Da familia das quinonas, apenas a substincia juglona foi identificada como téxica.

Esta substancia é encontrada nas folhas, frutos e casca da nogueira (Juglans nigra), ¢ seu
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efeito compreende toda extensdo da drea ocupada por sua copa e por suas raizes.ObservagGes
realizadas por Massey (1925) em plantagdes de tomate e alfafa em um raio de 25 metros do
tronco da nogueira mostraram, que as plantas situadas em um raio de 16 metros do tronco
morriam enquanto as plantas situadas em raio maior que 16 metros cresciam sadias (Putnan
1985).

Existem vAarias suspeitas que muitas substincias encontradas na familia dos
flavondides, possuem propriedades alelopaticas. No entanto, apenas algumas foram
identificadas, tal como a florizina - encontrada nas raizes da macieira - que causa a inibigdo
do crescimento das plantulas da propria espécie, e alguns de seus derivados sfio toxicos para
outras plantas (Blum et. al 1991, Boufalis e Pellissier, 1994).

Os dleos essenciais de uma planta possuem efeitos inibitorios que sfo caracterizados
pela presenga de substancias terpenodides, onde os monoterpendides sio os compostos
encontrados com maior freqiiéncia na maioria desses 6leos. Os terpenos também podem estar
relacionados com a destruicdo dos tecidos e lesdes nas plantas superiores, estes efeitos,
podem ser provocados pelos fungos que sintetizam estas substancias (Almeida, 1988).

O efeito das plantas inibidoras do crescimento de outras € mais pronunciado em solos
arenosos do que naqueles ricos em matéria organica, pois a inativaciio e destruigdo das toxinas s3o
mais lentas em solos pobres. Baseado nesses aspectos € de se esperar maior influéncia alelopatica
em solos arenosos do que em solos ricos em microrganismo e fragdes coloidais (Barcik, 1999).

Na figura 1 sdo apresentadas as principais seqiiéncias biogénese provaveis de sintese

das principais categorias de agentes alelopaticos.
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Rotas metabélicas de produgio de aleloquimicos (adaptado de Rice 1984).
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1.3 Vias de liberacio e produgciio dos aleloquimicos

Todos os 6rgdos de uma planta tém capacidade de produzir aleloquimicos, onde a
natureza quimica e a concentragfo néo sdo iguais em todos eles. Estas variagdes dependem de
cada espécie de vegetagdo. De um modo geral, os aleloquimicos estfo distribuidos em maior
concentragdo nas folhas, seguidas do caule, flores e raizes. Porém, muito pouco se conhece
sobre o mecanismo celular envolvido na liberagdo do aleloquimico em tecidos vivos, € sobre o
modo de regulagiio ou influéncia do ambiente neste processo, sendo que essa area demonstra
ser um foco para investigagdo (Einhellig, 1995). Muitos destes produtos sfo autotoxicos. As
plantas dispdem, porém de mecanismo de defesa contra eles, mantendo-os biologicamente
inativos, como cristais insoliiveis e gomas que se acumulam nas células sem interferirem nos
seus processos vitais, ou ainda isolando-os em compartimento das células, como ocorre com
as enzimas e antienzimas, que desta maneira ficam impedidas de interferir no metabolismo
(Almeida, 1988).

A produgdo € a concentragdo destas substdncias sdo afetadas diretamente pela
condi¢do de estresse, estresse induzido, deficiéncia hidrica, aplicagdo de herbicidas,
disponibilidade de nutrientes que compdem o solo, idade do tecido da vegetagfio e por fatores
ambientais tais como: luz e temperatura (Einhellig, 1985, Tang, et. al 1995).

Alguns trabalhos realizados utilizando plantas de tabaco demonstraram, que esta
vegetagio quando foram expostas diretamente sobre luz vermelha, produziram mais
alcaléides e menos acidos fendlicos, do que aquelas expostas a luz vermelha distante
(Kasperbauer et al., 1970). Observagoes feitas em culturas de girassol demonstraram, que a

combinagio de estresse hidrico com deficiéncia de nitrogénio, aumenta em 15 vezes a

concentragio dos dcidos clorogénico e isoclorogénico nas plantas (Del Moral, 1972). Em
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diversas espécies de vegetagdes, o teor de compostos fendlicos e escopolina sdo aumentados
quando a quantidade de boro, célcio, magnésio, nitrogénio, fésforo, potassio, ou enxofre estéio
deficientes no solo (Putnam, 1985). Os taninos e seus derivados que estdo presentes nas folhas
das espécies arboreas, como no carvalho ¢ em outras plantas, teve a sua concentragdo
aumentada com a idade. Esta maior concentragio destes compostos explicam, porque as
plantas mais novas sdo de maior suscetibilidade 4s doengas e mais atrativas para os insetos
(Feeny, 1970).

As substancias alelopaticas sdo liberadas pelas plantas no ambiente quando as folhas
ou outras partes da planta caem no solo. Estas substancias, também podem ser decompostas

quimicamente pelas condi¢des climaticas e por microorganismos.Tais modificagdes ddo

origem a produtos secunddrios que podem ser efetivos, influenciando direta ou indiretamente

as espécies adjacentes (Almeida, 1988).

Essa liberagiio também sera influenciada por temperaturas baixas ou altas, sendo que
em temperaturas elevadas aumentam a volatilizagio e conseqilientemente aumenta o efeito
inibitério. Tais mudangas metabolicas sdo importantes mecanismos de defesa da planta,

induzindo a maior produgdo de aleloquimicos e, conseqiientemente, alterando as estratégias de

manejo nas culturas (Einhellig, 1995, 1996).

A liberagio de aleloquimicos pela volatilizagdo € mais comum nas plantas arométicas,

como por exemplo, o mentrasto, losna-do-campo, losna-brava e eucalipto. As substincias

aleloquimicas volatilizadas podem ser absorvidas diretamente pelas plantas circunvizinhas,

ficar condensadas no orvalho, ou entrarem no solo permanecendo no estado volatil sendo

adsorvidos pelas particulas ou solubilizando-se na agua. Entre as substancias quimicas que sdo

liberadas por uma planta aroméatica, ndo ficam descartadas as possibilidades de algumas destas

nio exercerem efeitos alelopdticos sobre outras vegetagdes (Almeida, 1998).
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A maior parte dos aleloquimicos voldteis pertencem a familia dos terpendides e
monoterpendides, estes compostos podem ser liberados continuamente pelas plantas, tendo
sua liberagdio acentuada em condigdes de alta temperatura (Kawahara. et.al.2003, Nascimento
e Lopes,2003 , Einhellig, 1985).

Uma pequena quantidade de iniimeros produtos quimicos ¢ exsudada pelas raizes,
alguns dos quais com caracteristicas alelopaticas. E dificil precisar com clareza se as
substancias alelopaticas encontradas no solo sdo provenientes exclusivamente das raizes ou
produzidas pelos microorganismos, ou ainda se sao liberadas pela decomposi¢éio dos residuos
orgénicos, onde incluem as células mortas desprendidas das raizes (Almeida, 1988 e Einhellig
et al. 1995). Entre os compostos exsudados, podem ser citados o 4cido oxalico, a amidalina, a
cumarina e o acido trans-cindmico (Souza, 1988).

A quantidade e a natureza quimica dos exsudados diferem com a espécie € a idade da
planta, com a temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes, atividade
microbiana da rizosfera e composi¢do do solo em que se encontram as raizes (Einhellig,
1985).

Um outro mecanismo que a planta dispdem para liberar aleloquimicos, € através do
fendmeno da lixiviagdo. Neste processo, 0corre a remog¢do de substdncias quimicas das

plantas vivas ou mortas por acdo da 4gua, através de fendmenos naturais como chuva, orvalho

ou neblina (Tukey Jr, 1970).

As toxinas soluveis em 4gua sfo lixiviadas da parte aérea e das raizes, ou ainda, dos
residuos vegetais em decomposigdo (Almeida, 1985). Os  lixiviados s&o ricos em compostos

organicos € inorganicos classificados em toxicos, tais como, alcaldides, terpendides, acidos

organicos e fendlicos, indcuos ou estimulantes como os aminoacidos, agucares, fitohormonios,

¢ vitaminas. Esses compostos lixiviados podem ser degradados, sofrer transformacdes pelos
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microorganismos, até mesmo serem inativados. Tais fendmenos contribuem para que as
atividades dessas substancias no solo sejam normalmente transitdrias (Almeida, 1988).

Tratando-se das substdncias que sofrem decomposi¢des, ainda devem ser
consideradas as substancias produzidas pelos microorganismos envolvidas nos processos,
muitas das quais sio poderosas toxinas (Einhellig, 1986).

Uma mesma substancia ao sofrer degradagdes no solo, pode dar origem a diferentes
substancias quimicas com diversas caracteristicas de toxicidade, induzindo nas plantas os
mais diferentes sintomas de atrofia de crescimento, clorose, inibi¢do de desenvolvimento das
raizes primdrias e incremento das secundarias, abscisfio prematura das folhas, retardamento da
maturagdio, inibicio da germinagdo das sementes e deficiéncia de reproducio (Almeida, 1988).
E importante lembrar que as interagdes que ocorrem sdo muito complexas, pois, os produtos
quimicos presentes no meio podem vir diretamente de um simples organismo de planta ou
surgirem como resultado dos processos de decomposi¢do e formagio do himus no solo
(Rodrigues et al, 1993).

Na figura 2 estdo representados alguns possiveis caminhos seguidos por um

aleloquimico, depois de ser liberado até causar o efeito na planta receptora.
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PLANTA DOADORA

LIBERAGAO DO ALELOQUIMICO

Absorgcéao Metabolismo
pelo solo microbiano
Inativacao DestruigéP
Temporaria ou alteracao
Liberacao Liberacao

Fixacao em Absorcao pela
ac. humicos planta receptora
Inativagao Alteragao
temporéria
Reativacao

EFEITO NA PLANTA RECEPTORA

Figura 2- Rotas provaveis seguidas pelos aleloquimicos.(www. editora.ufla.br).




1.4 Mecanismo de acio

A maneira como os aleloquimicos atuam nas plantas tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores, no entanto este processo ainda encontra-se pouco esclarecido. Sabe-se,
porém, que o modo de atuagdo destas substancias nos cloroplastos € bastante semelhante aos
herbicidas convencionais inibidores da fotossintese. A dificuldade de se entender este
processo € porque, na maior parte dos casos, os aleloquimicos afetam mais de uma fungdo nas
plantas, provocando afeitos colaterais dificeis de se distinguir dos principais (Almeida, 1988).

Outro aspecto que deve ser considerado € que nem sempre os extratos obtidos de
vegetais, podem ser considerados como material experimental adequado, pois as substincias
contidas neles ndo disponiveis na natureza (Rodrigues, 1992).

O sintoma alelopatico percebido com maior freqiiéncia pelas plantas esta na
assimilagfio de nutrientes, que normalmente vem associado a deficiéncia de outras fungdes,
como a permeabilidade da membrana celular e a respiragdo. Os compostos da familia dos
flavondides estdo entre os que mais afetam a assimilagio de nutrientes, apresentando
atividades superiores aos acidos fendlicos neste tipo de inibigfio (Ladyzhensakaya et, g,
1987, Manthe et. al 1992).

Os 4cidos fenolicos atuam com mais eficiéncia na permeabilidade da membrana
celular. Como exemplo, o 4cido salicilico, quando em condig8es de pH baixo, reduz o teor de
ATP nos tecidos das raizes, aumentando a permeabilidade aos ions. Em particular o ion
potassio, que é perdido consideravelmente por esses tecidos das plantas (Blum, 1998).

Algumas substancias alelopaticas da familia das lactonas, flavondides, terpenos
voldteis e quinonas podem alterar a produgdo de ATP em diversas plantas, impedindo o

processo respiratorio nas mitocondrias de culturas como aveia, abdbora e milho (Putnam,

1985).
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Acidos feralicos, cumarinas e quinonas impedem a incorporacéio de carbono nas proteinas das
sementes e dos embribes de rosas e das algas respectivamente. Estes efeitos afetam
diretamente no crescimento dos tecidos das plantas (Almeida, 1988; Neave e Dawson, 1989).

Pesquisas realizadas com vérios aleloquimicos demonstraram que os 4cidos
clorogénico e caféico sdo inibidores, da atividade enzimatica da fosforilase na batata. Foi
também constatado que os taninos, inibe a atividade enzimética da peroxidase, catalase,
amilase e varias outras enzimas, em diversas plantas, e que a secregéio radicular de algumas
culturas impede a atividade da catalase ¢ a peroxidase na angarinha-branca (Chenopodium
album) e no caruru (Amaranthus ssp). (Almeida, 1988).

Muitos aleloquimicos sdo conhecidos como inibidores fotossintéticos, desacopladores
ou aceptores de elétrons, como por exemplo, os compostos da familia dos flavonéides que
atuam na inibi¢do do transporte de elétrons e no mecanismo da fotofosforilagio nos
cloroplastos.Compostos cumadricos e fendlicos, reduzem a fotossintese por diminuirem o
contetido de clorofilas, sendo que os compostos cumdricos induzem, ainda, o fechamento dos
estomatos (Elio et. Al 2004). Néo se sabe ainda, em qual das etapas do transporte de elétrons

estes compostos interferem, pois, 0 mecanismo da fotossintese & muito complexo com

diversas etapas dependentes de elétrons.



1.5 Fotossintese

No nosso planeta a principal fonte de toda energia metabdlica é o sol e a fotossintese &
essencial para manutengdo de todas as formas de vida. A fotossintese é o processo através do
qual as plantas sintetizam compostos orginicos a partir de matéria prima inorginica na
presenga da luz solar. Na fotossintese, o processo quimico principal consiste na conversio de
dioxido de carbono e 4gua em carboidratos e oxigénio (Hall, 1980).

O processo fotossintético das plantas ocorre nos cloroplastos e resulta na liberaciio de
oxigénio molecular e na captura de dioxido de carbono da atmosfera, que é utilizado para

sintetizar carboidratos. A fotossintese pode ser representada pela seguinte equagio empirica:
nCO, + H,0 + Energia luminosa =====> [CH,O]n + nO,

Em que, [CH,O] representa carboidrato (agucares). A sintese de carboidratos a partir
de dioxido de carbono e dgua requer um grande gasto de energia. A energia livre para a
reducio de um mol de CO; até o nivel de glicose é de 478 KJ mol™.

A fotossintese ¢ um fendmeno muito complexo que compreende muitos processos
fisicos e quimicos, que ocorrem de maneira coordenada em sistemas de proteinas, pigmentos e
outros compostos associados a membranas. Em geral, o processo fotossintético ¢ analisado em
duas etapas interdependentes ¢ simultineas: 1) a etapa fotoquimica, fase "luminosa” e 2)a
etapa quimica, também chamada de ciclo fotossintético redutivo do carbono, fase "escura.

Os produtos primarios da etapa fotoquimica sdo o ATP e o NADPH,. Nessa etapa,
também ocorre a liberagdo do oxigénio, como subproduto da dissociagdo da molécula da 4gua.
A etapa quimica da fotossintese é uma etapa basicamente enzimatica, na qual o CO, é fixado e

reduzido até carboidratos, utilizando o NADPH, e o ATP produzido na etapa fotoquimica

(Whatley, 1982).
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Nas plantas, o processo fotossintético ocorre dentro dos cloroplastos, que so
compostos de um sistema de membranas, conhecidas como membranas fotossintéticas,
membranas tilacoidais ou lamelas, que contém a maioria das proteinas necessarias para a etapa
fotoquimica da fotossintese.

As moléculas de clorofila atuam agrupadas. A luz é coletada por um complexo
formado por 200-300 moléculas de pigmento, que estdo ligados a proteinas formando a
complexa rede coletora de luz. De acordo com essa concepgéo, a energia dos fotons absorvida
pelas redes de pigmentos é transferida por ressonancia indutiva para a citocromo P6so no
fotossistema II e para a citocromo P700 no fotossistema I (centros de reagdes).Esses centros de
reacdio transferem um elétron rico em energia para a Feofitina no PSII ¢ Ao no PSI
(receptores), e recebem um elétron pobre em energia do residuo de tirosina no PSII e
plastocianina no PSI.

Atualmente, é bem conhecido que sdo quatro os complexos proteinicos associados as
membranas dos tilacoides e essenciais para a producdo do agente redutor (NADPH,) e para a
sintese de ATP.

e O Fotossistema II (complexo PSII-com seu complexo coletor de luz LHCII)
o O Fotossistema I (complexo PSI -com seu complexo coletor de luz LHCI)

+ O Complexo citocromo bs/f

e O complexo ATP-sintase (CFO-CF1).

A etapa fotoquimica comega com a absorgio de energia luminosa pelos dois sistemas
coletores antena LHCII e LHCI, associados respectivamente aos fotossistemas II (PSII) e I
(PSI). A captura da energia luminosa possibilita a transferéncia de elétrons da molécula de
agua até o NADP", com a formagdo de NADPH (forte agente redutor). A fotélise da molécula

de 4gua e o transporte de elétrons permitem a criagdo de um gradiente de prétons entre o
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lamen do tilacoide e o estroma do cloroplasto. Esse gradiente de protons permite a sintese de

ATP, via complexo ATP-sintase.

A seqiiéncia do transporte de elétrons esta representada na figura 3.

Cloroplasto

NADP*+ H*
| NADPH

e SRR WARRR RS

BN
Membrana
do tilacoide

TP e formagdo de NADPH (www.UEV.br/dbv/pg fve /).

Figura 3 sintese de A

O Fotossistema II € um complexo composto de mais de 15 polipeptideos e, pelo

menos, nove componentes redox (citocromo Pggo, feofitina, plastoquinona, tirosina, Mn, Fe,
b

citocromo bsse, carotendides e histidina). O complexo central do Fotossistema II ¢ formado
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por proteinas intrinsecas e periféricas. O corpo central é formado por duas proteinas integrais
chamadas D; e D,, com massas moleculares de 33 e 31 kDa, respectivamente, formando o
heterodimero D; /D, Nos tltimos anos, tem-se estabelecido que o heterodimero D, /D,
mantém ligado na sua estrutura os principais croméforos e co-fatores envolvidos no transporte
de elétrons através do PSIL Associados a proteina D1, temos a molécula especial de clorofila a
que atua como doador primario de elétrons (Peso), a feofitina (Phe) molécula de clorofila a

modificada (2 atomos de H ao invés do atomo central de Mg), e que atua como aceptor

primério de elétrons, a plastoquinona Qs, quinona especial de plastideo, que transporta

elétrons da Qa até o complexo citocromo bg /f; e o doador secundério de elétrons Z (residuo de
tirosina), que transfere elétrons da molécula da dgua até o Psso.

A protefna D, mantém ligada a sua estrutura a plastoquinona Qa, que transfere elétrons da

feofitina até a Qg.

O transporte de elétrons através do fotossistema II ¢ representado na figura 4.

"QB site”

acceptor
side Electron

Transport

dotior
side

(2H20 Og+aH*) 4

y

Figura 4 Transpor

te de elétrons através do PSII (www.UFV.br/dbv/pe fvg /)
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Em resumo, no fotossistema II, a molécula de dgua ¢ oxidada até oxiggnio e os
elétrons gerados permitem a redugéio da plastoquinona. Na oxidac¢do de duas moléculas de
agua, sdo removidos 4 elétrons, gerando-se uma molécula de oxigénio molecular ¢ 4 ions

hidrogénio.

2H,0 >0, + 4H + 4¢”

O complexo citocromo bg/f transfere elétrons da quinona reduzida (PQH) até a
plastocianina, que ¢ uma proteina periférica moével que contém cobre e que tem como
principal fungéo transferir elétrons do citocromo bg/f até o P7g, centro de reagdo do
Fotossistema 1.

O Fotossistema I é formado por um complexo multi-proteinico que mantém ligados
varios transportadores de elétrons. O centro de reago ¢ energizado por um complexo "antena"
de aproximadamente 200 moléculas de clorofila a. A energia ¢ transferida ao P7q , dimero de
clorofila @ . Associados ao PSI se encontram o Ay, mondmero de clorofila a, centros Ferro-
Enxofre (FeSx , FeSa , FeSp ), que transportam elétrons até a ferredoxina. O complexo
Fotossistema I catalisa a oxidagéo da plastocianina e a redugfo da ferredoxina. Outra proteina
associada ao Fotossistema I € a flavoproteina ferredoxina-NADP oxidoredutase, que reduz o

NADP" a NADPH, completando a seqiiéncia do transporte ndo-ciclico de elétrons, que

comega com a oxidagdio da molécula de dgua (www.UFV.br/dbv/pg FVea /, Whatley, 1982)

Na figura 5 € demonstrada toda a seqiiéncia do fluxo de elétrons através dos

fotossistemas I e IL.
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TRANSPORTE DE ELETRONS NOS CLOROPLASTOS

Plastoquinonas

e
Ferrodoxina Qs 4_QA
f / t
e- e
e Plastocianina
NADPH:2
L
2 ADP+Pi
be/f |
Complexo citocromo
2ATP
e' |
P00 / Pesso
(clorofila a) (clorofila b)
| ™ H.0
PSI
LHCI LHCII
(Antenas coletoras de luz) (Antena coletora de luz)

Figura § Esquematizagio do fluxo total de elétrons nos cloroplastos
(modificado de Whatley, 1982).
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1.6. Sucupira branca (Pterodon emarginatus)
Familia: Fabaceae

Uma espécie comum da regido do cerrado brasileiro ou da zona de transigio das
egides de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goids e Mato Grosso do Sul. Esta espécie de vegetacio
também e utilizada em reflorestamento que visa o aproveitamento da madeira, na qual possui
alta resisténcia natural ao apodrecimento. Possui propriedades medicinais antidiabética,
antiinflamatédria, antimutagénica, anti-reumatica. As propriedades antibidticas estio no dleo
extraido de seu fruto que é usado no tratamento de infec¢es de garganta e reumaticas, e as
tiberas radiculares (batatas) sdo utilizadas no controle dos diabetes.

A espécie Pterodon emarginatus comega a florescer a partir do més de outubro com
flores de cor roxa clara, que perduram até o0 més de novembro. As flores possuem de 30 a 36

foliolos, de 2 a 3 cm de comprimento, € uma Unica semente na vagem. A semente ¢ de cor

clara com estrutura esponjosa.

Sucupira
Pterodon emarginatus
Outubroe

Figura 6 arvore da sucupira branca (Www. arvores. brasil. nom.br/ florin.sucupi. htm).



1.7 Capim Colonido (Panicum maximuni)

Familia: Gramineae
Subfamilia: Panicoideae

O capim colonidio € uma espécie exdtica de origem africana, trazida para o Brasil pelos
navios negreiros. £ um capim com caracteristicas perenes, tolerantes ao frio e a seca, possui
sistema radicular profundo, forma touceiras grandes de até 1,5 m de didmetro constituido de
colmos que saem de rizomas curtos. A altura da touceira ¢ de 1,80 até 4 m, com colmos retos,
duros e folhas em todo o seu comprimento. O tamanho e a textura das folhas variam muito,
havendo tipos de folhas largas de até 4 cm e estreitas de 1 a 2 cm de largura. As laminas sio
de cor verde -azulada brilhante com face dorsal aspera. Os bordos da ldmina foliar sio duros e
serrilhados. Ligula grande medindo até 4 mm, rica em pélos no bordo ¢ em grande quantidade

inserida na base do lado dorsal. E muito utilizado no pastoreio e fenagfio, para a alimentagfio

de bovinos, eqiiinos e ovinos (Mitidieri, 1983).

Figura 7 Capim colonifo (www.sementesoesp. com.br/show.gramineas.php?id=14).
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CAPITULO 11

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ analisar as propriedades alelopaticas e fitoquimicas
presentes no extrato do caule de Pterodon emarginatus (sucupira branca), e através de
métodos cromatograficos e espectrométricos, identificar qual substincia ou grupo de
substncias que sdo responsaveis por tais efeitos. Para atingir este objetivo, foram realizados
diversos ensaios de germinagéio em placas de petri e em casa de vegetacdo utilizando solugdes
preparadas em vdrias concentragdes do extrato metanolico, fragdes e subfragdes extraidas do
caule da planta. Foram utilizadas sementes de Panicum maximum (capim colonido),

considerada erva daninha para muitas culturas, como planta alvo do efeito.
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CAPITULO III

3.1 Materiais e instrumentos
Caule de Prerodon emarginatus (sucupira branca).

Semente de Panicum maximum (capim colonifio),

Metanol P. A. ( CH40)
Hexano P. A. ( CéHi4)

Dicloro metano P. A. ( CH2CL)
Acetato de etila P. A. ( C4HzO2)
Cloroformio P. A. ( CHCB)
GalGes de plastico.

Evaporador rotativo, Tecnal/TE-058.
Colunas de vidro.

Placas de cromatografia.
Lampada ultravioleta.
Placas de Petri.

Papel de germinagéo.

Germinador de sementes tipo MANGELSDORF

Aspirador/ modelo A
Funil de fundo poroso.
Baldes de 100 ml.

Liquidificador.
Silica gel 60- 70-230 mesh ASTM

Aparelho de infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) Perkin Elmer

Spectrum 1000
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Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Obtenciio do extrato metandlico

Para obtengiio do extrato, foram utilizados aproximadamente 3,00 kg de material
vegetal (caule) e 10 litros de metanol P.A. O material vegetal primeiramente foi lavado com
agua, seco em estufa a 40°C, picado, triturado em liquidificador, e imerso em galdes de
plastico durante quinze dias com solvente metanol P.A. Este procedimento foi realizado em
temperatura ambiente € com agitagGes periodicas.

Apos este periodo de extragdo, o material foi filtrado em funil de placa porosa, e o
filtrado obtido foi concentrado por destilagdo em evaporador rotativo a pressdo reduzida.
Deste extrato foram preparadas solugdes aquosas de concentragdes 25, 50, 75, 100,

150, 200, 300 e 400 ppm, nas quais foram utilizadas para ensaios de germinagédo em placas de

petri e em casa de vegetagao.

3.2.2 Fracionamento do extrato metanolico

O extrato metanolico primeiramente foi incorporado a silica gel em proporgdes

equivalentes. A incorporagdo foi conduzida até que o extrato obtivesse aspecto de um pd

homogéneo, para este procedimento utilizou-se o evaporador rotativo a pressdo reduzida e

temperatura que ndo excedeu 40 °C. Apos este procedimento, a mistura foi colocada em um

sistema de filtragem constituido de uma coluna cromatografica empacotada com silica gel
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como fase estacionaria. E através das anélises cromatograficas em camada delgada, foi
possivel definir a seqiiéncia dos solventes (fase movel) a serem usados para separar as
primeiras fragdes do extrato metandlico. Com este fracionamento obteve-se um total de oito

fragdes com aspectos e cores diferentes. Cada uma destas concentradas a vacuo. A relagdo dos

solventes ¢ as fragdes obtidas estdo representadas na tabela 1.
Em seguida foram realizados os ensaios de germinagdo em placas de Petri, utilizando
solugdes aquosas de concentragio 200ppm destas oito fragoes. As solugdes aquosas das

fragdes foram preparadas utilizando 0.200g da amostra, primeiramente diluida em ImL de

|
|
1 solvente N, N —dimetilformamida, e o volume completado com dgua.
|
|

Tabela 1: Solventes usados no fracionamento do extrato metanolico.

Fragdo | Hexano Diclorometano | Cloroformio | Acetato de etila Metanol
1 1 0 0 0 0
5 0 1 0 0 0
3 0 0 1 0 0
a 0 0 0 1 0
5 0 B 0 0 9 1
5 0 | 0 0 7 3
7 0 0 0 5 5
3 0 0 0 0 1
|

As fragdes extraidas com o solvente diclorometano (2) e com o solvente acetato de
etila (4), apresentaram maior porcentagem de inibigdo sobre a germinagdo das sementes,
desenvolvimento do caule e raiz da planta do capim coloniio. De acordo com estes

resultados, estas fragdes foram escolhidas para um posterior fracionamento.
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3.2.3 Fracionamento das fracoes diclorometano e acetato de etila

Para realizar um segundo fracionamento, as fragdes diclorometano e acetato de etila

foram incorporados a silica gel em proporgdes equivalentes, e o fracionamento realizado por

cromatografia utilizando silica gel como fase estaciondria e os solventes orgénicos hexano,

diclorometano, acetato de etila, cloroférmio e metanol com fase mével. As seqiiéncias dos

solventes a serem usadas, e as proporgdes entre eles, foram definidas pela cromatografia em

camada delgada.

Com este fracionamento obteve-se um total de treze subfracdes, sendo seis extraidas

da fragdo do diclorometano ¢ sete extraidas da fragdo do acetato de etila. Cada uma destas

concentrada a vicuo. Em seguida foram preparadas solugdes aquosas de 200 ppm, que foram

utilizadas nos ensaios de germinagdo em placas de Petri.

Nas Tabelas 2 e 3 estdo relacionadas as propor¢des dos solventes organicos usados

para obtengdo das s

ubfragdes, a partir da fragdo do diclorometano e do acetato de etila.

Tabela 2: Relagdio dos solventes usados no fracionamento da fragio diclorometano.

Subfragdes Hexano Diclorometano Cloroformio
1 2 5 3
2 3 6 1
3 0 S 5
Z 3 5 >
5 4 5 1
6 0 1 0




Tabela 3: Relagdo dos solventes usados no fracionamento da fragéio acetato de etila.

Subfracdes Acetato de etila Cloroformio Metanol
7 5 4 1
8 4,5 4,5 1
9 5 5 0
10 6 4 0
11 6 4 0
12 6 4 0
13 6 4 0
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3.3 Ensaio de germinagiio

Para proceder aos ensaios de germinagdo, primeiramente foi realizada a quebra de
dorméncia das sementes de P. maximum (com acido sulfiirico concentrado) pré-selecionadas e
esterilizadas durante 2 minutos com hipoclorito de sodio 10% m.v "

Nos ensaios de germinagdo (para a verificagdo do potencial fitotdxico) foram
utilizadas, em triplicata, concentragdes de 0 (controle), 25, 50, 100 e 150 ppm do extrato
metandlico para os bioensaios feitos em placas de Petri (in vitro) e concentragdes de 0, 100,
200, 300 e 400 ppm do mesmo extrato para 0s bioensaios feitos em condi¢des de casa de
vegetagio (in vivo), em agua destilada. As placas de Petri com papel de filtro foram
previamente esterilizadas em autoclave ¢ cada parcela experimental foi constituida de 15
sementes. A terra utilizada para os ensaios in vivo também foi esterilizada em autoclave e cada
parcela experimental foi constituida de 10 sementes. As placas de petri foram transferidas para
uma cAmara de germinagdo onde permaneceram por um periodo de 15 dias, a temperatura de
25°C e fotoperiodo de 10 horas. Os testes que foram feitos em condigdes de casa de vegetagiio
tiveram o mesmo periodo de germinagdo, e uma vez que estes foram realizados com o objetivo
de estarem o mais préximo possivel das condigbes reais de cultivo, foram realizados a
temperatura ambiente € fornecimento de luz solar, com fotoperiodo de aproximadamente
11horas.

Apbs o periodo de germinagfo, mediu-se o comprimento do caule e das raizes para
determinagdio da porcentagem de inibi¢do; determinou-se também a quantidade de sementes

que germinaram para verificar se ha inibigdo pré-emergente.
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3.4 Descric¢iio do aparelho e condi¢des de analise

A CG-EM foi realizada em um cromatografo da marca Shimadzu GC-17A/QP 5000.

As condicdes operacionais sdo mostradas na tabela 4.

Tabela 4. Descri¢io do aparelho de CG-EM e das condi¢des de analise.

Equipamento Shimadzu GC-17/
¢ condigOes de analise QP-5000 com coluna DB-5
(em ° Celsius) (30 metros x 0,25 mm d.i.)
Temperatura inicial de 60 °C e razdo de aquecimento de
Coluna 3°/minutos até 240° por 20 minutos, com tempo total de corrida
de 100 minutos.
Injetor 220
Interface 240

A espectrometria de massa foi feita com energia de impacto de 70 eV e foram
coletados fragmentos de 40 a 650 Da. Para a identificagio dos compostos foi usada uma
biblioteca de espectros de massa acoplada ao aparelho (Wiley 239) e indices de Kovaf's.

Foram considerados apenas compostos com porcentagem meédia acima de 1,0 %. O volume

injetado foi de 1,0 pL.




CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 8 estdo representados os resultados dos ensaios de germinacdo feitos com o

=xtrato metanolico em placas de petri
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Figura 8. Efeitos fitotoxic
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os do extrato de P. emarginatus sobre P. maximum
em placas de Petri.

Pode-se observar que o extrato bruto de P. emarginatus possui atividade inibitoria no

desenvolvimento da raiz, no desenvolvimento do caule e na porcentagem de germinagdo. A

inibicio da germinagdo das sementes nio foi tdo expressiva, ficando aproximadamente em

30% para concentragio de 50 ppm, sendo mantida para outras concentragSes maiores.

Observa-se também que a germinagao foi favorecida com a solugéio de 25 ppm. A solugfio de

25 ppm inibiu o crescimento do caule mais que o da raiz, mas a inibi¢fio destes é praticamente
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igual com a solugfio de 150 ppm. Nas solugdes de 50 ¢ 100 ppm a inibigfio do caule e da raiz
foi menor que na solugdo de 25 ppm. A partir de 50 ppm a inibigdo voltou a aumentar até a
Concentragdo de 150ppm, atingindo o maior indice de inibigfo.

Na figura 9 estiio representados os resultados dos ensaios de germinagdo feitos com o

extrato metandlico em casa de vegetagio.

. -
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* i 4
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Figura 9. Efeitos fitotoxicos do extrato de P. emarginatus sobre P.
maximum em casa de vegetagio.

Na figura 9 observa-se que na concentragfio de 100 ppm a inibigdio da germinagiio, do
caule e da raiz ¢ aproximadamente igual a 25%. Permanecendo praticamente neste patamar na
concentragio de 200 ppm, ¢ aumentando o poder inibitério para o caule e raiz com o aumento
na concentraco. Apenas a inibicdo da germinagdio apresentou um decréscimo com a solugfo
de 200 ppm, mas esta voltou a crescer com as concentragdes de 300 e 400 ppm.

As figuras 8 e 9 mostram que o extrato bruto de P, emarginatus apresenta propriedades
fitotoxicas tanto nos ensaios in vitro quanto nos ensaios in Vivo, mas nos ensaios in vivo foi

requerida uma concentragdo bem maior que aquelas dos ensaios in vifro, provavelmente pela

T S e o S
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acdo dos microorganismos presentes nos solo que absorvem e decompdem os compostos

fitotoxicos.

Na figura 10 estéio representados os resultados dos ensaios de germinagfo das fragdes

que apresentaram inibi¢fio na concentragdo de 200 ppm.

Raiz

Inibicéo, %

Fragio4 Fragio5 TFragio6  Fragio7  Fragdo 8

Fragdes

Figura 10. Efeitos fitotoxicos das fragdes P.emarginatus sobre P.
maximum em placa de pefri.

As fragdes que mais inibiram o crescimento da raiz foram obtidas com diclorometano
(fragdio 2) e com acetato de etila (fragdo 4). A fragfio acetato de etila/metanol (9:1, v/v) (fragdio
5), apresentou inibigio aproximadamente entre 30 e 45% na germinagio das sementes e no
desenvolvimento do caule e raiz. A fragdo acetato de etila/ metanol (7:3, v/v) (fragiio 6), teve
inibicHo expressiva apenas sobre a germinagdo das sementes. A inibigdo da fragfio acetato de
etila/ metanol (1:1, v/v) (fragdo 7) foi abaixo de 30%. A fragfo obtida com metanol (fragdo 8)
apresentou baixa taxa de inibi¢do no desenvolvimento do caule e da raiz e ainda estimulou a
germinagdo das sementes. As fragdes que mais apresentaram inibigdo no crescimento da raiz

e/ou do caule (fragdes 2 e 4) foram escolhidas para um segundo fracionamento e obtengfio de
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subfragdes. As fragbes (1 hexano) e (2 cloroférmio) ndo apresentaram resultados satisfatorio

10s ensaios de germinag#io.

Na figura 11 estéio representados os resultados da avaliagfo fitotoxica das subfragdes.
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Figura 11. Efeitos fitotoxicos das subfragdes de P. emarginatus sobre o P.
maximum em placa de petri.

A subfragfio que apresentou maior inibigdo no crescimento da raiz foi extraida com a
mistura de solvente diclorometano/ Cloroférmio (1:1, v/v) (subfragio3) e a que apresentou
maior inibigio no crescimento do caule foi a subfragfio de acetato de etila/cloroformio 6:4
(subfragio]13). A subfragfio hexano/diclorometano/cloroformio (2:5:3 viv/v) (subfragio 1),
estimulou o crescimento da raiz e do caule em aproximadamente 15 e 20% respectivamente A

Subfragio hexano/ diclorometano/ cloroférmio (3:5:2 V/v/v) (subfracio 4), inibiu o

desenvolvimento do caule e da raiz em menos de 30%. A subfragio

hexano/diclorometano/cloroférmio (3:6:1 v/v/v) (subfragio 2), inibiu o crescimento da raiz em

30% e do caule abaixo de 15%.
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Os compostos presentes na subfragdo 3 que apresentou maior atividade foram
identificados por espectrometria no infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) e

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

Na figura 12 € apresentado o espectro IVTF da amostra diclorometano: cloroférmio

(1:1, v/v).
. diclorometano:Cloroformio 1:1 v/v
40 -
35
T (o/f;) ] 2.730 - 2.630

25 - 1.385-1.288 ~ 1.000
b 1.460 — 1.400
20 - 3.365
15
10 - 2.942 - 2.865
. T r T T | E— T T T T T v 1 v —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

’ -1
nimero de onda / cm

Figura 12. Espectro de Infravermelho da subfragiio diclorometano-cloroférmio (1:1,v/v)

Anélise dos principais picos.

Pico 3365cm™ — estiramento O-H, deformagdo axial em hidrogénio intermolecular.

Pico 3058 cm™! — bandas de deformagéo axial do C-H de aromatico.

Pico 2942 cm™! a 2865 cm™'— bandas de deformag@o axial do C-H em composto alifatico.

Pico 1730 cm™— bandas de deformagdo axial de C=0O.

1635 cm™ C=0 conjugada e C=C, CH=CH-CH=CH dos 4cidos carboxilicos, éster, aldeidos,

cetonas e alquenos respectivamente.
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Pico 1460 cm’'- deformagio angular de CH2 e CH3, vibragdes de esqueleto envolvendo

deformag#io axial das ligagbes C=C de aromaticos.
Pico 1385 cm™ - bandas de deformagéo axial do CH3CO.
Pico 1288 cm™ a 1000 cm™ — bandas de deformagéio angular de C-O.

Na figura 13 é mostrado o cromatograma obtido no aparelho CGEM, da amostra.
Observa-se na tabela 5, a presenga significativa do 4-metilpent-3-en-2-ona (pico 2), (E)-3, 7

L1, 15-tetrametilexadec-2- en-1-ol (pico 6) e (9E, 12E)-octadeca-9,12-dienolato de metila (pico

7).

CROMATOGRAMA

50+

L ik

Figura 13. Cromatograma do extrato diclorometano/cloroférmio (1:1, v/v)

Na tabela 5 sio mostrados a porcentagem dos compostos identificados, na subfragéio

diclorometano/ cloroférmio (1:1), suas estruturas com seus respectivos nomes.
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As identificagdes estruturais destes compostos do extrato estdo representadas através

dos espectros de massas indicados nas figuras 14 a 21.

Tabela 5. Compostos identificados na subfragio diclorometano-cloroférmio 1:1.

PICO TEMPO
ESTRUTURA NOME USUAL RETENGAO PICO
(min) (%)
4 CHj
C/\/k/oH 2-metilpentan-1-0 4,35 6.30
H3 Bt
- CHjy
< ™ 4-metiipent-3-en-2-0na 713 20,89
Hs Hs
CHs;
3 H
° CD/C 3 1,2 Adrimetiibenzeno 11,44 13.30
Hj

P

Hsc\/\/\/\/\/\/\/\goH Acido hexadecandico
54,40 10.73

"Acido palmitico
(E33,74141 B

O/\/k/\/l\/\)\/\/l\ tetrametilexadec-2-en-1-
HO N ol 57,60 2.

“Trans-fitol"
(GE,12E) octadeca-9,12-

W dgienoato de metila frer 4
Hy Hs B 5817 17.

"t inoleato metila”
Acido (By-octadec-9-

g Hac/\/\/v\/\/\/\/\/ﬁhp-{ enoico 58,31 8.94

“Acido oleico”

(81

<
18
-
s

4

A
911
©

O pico 4 mostra a presena significativa do composto isobutil Ftalato. Proveniente de

Parafilme utilizado para vedar as colunas cromatograficas no procedimento de obtengdo das

frages e subfragdes do extrato. N&o foi possivel identificar os picos 9, 10, 11,12 e 13 com a

biblioteca do aparelho CG-EM utilizado.
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Lemetilpentan- 1-oi Amostra (Pico 1)
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Figura 14. Espectro de mass
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Figura 15. Espectro de massas ¢ IVTF do 4-metilpent-3-en-2-ona.
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Figura 16, Espectro de mass
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Isobutil flalato Amostra (Pico 4)
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a 17. Espectro de massas ¢ estrutura do isobutil ftalato




Acido hexadecandico (Acido palmitico).

Amostra (Pico 5)
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Figura 18. Espec

tro de massas ¢ IVTF do acido hexadecandico (dcido palmitico).
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(OF: 171 potadecs-0,1 2-dienpato de metila — “Linoleato metily”
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Acide (I rogtadee-9-endico — “Acido oleico .
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CONCLUSAO

Através dos bioensaios de germinago realizados em placas de Petri e em casa de

vegetagio, foi possivel verificar que o extrato metandlico do caule da sucupira branca possui

potencial alelopético sobre o capim colonido.

Com os resultados obtidos através dos bioensaios de germinagdo utilizando fragdes e
subfragdes deste extrato, foi possivel verificar que 0 efeito alelopatico fica menos evidenciado

3 medida que o extrato vai sendo fracionado, sugerindo que tais efeitos sdio resultantes de

atividades sinérgicas entre 05 varios aleloquimicos do que da atividade de um aleloquimico

isolado.

Na identificagdo espectrométrica da subfragio mais ativa (diclorometano/ cloroformio

1:1), levou a identificar 0s seguintes compostos: 2-metilpentan-1-ol, 4-metilpent-3-en-2-ona,

I, 2.4- trimetilbenzeno, Acido hexadecandico, (E)-3, 7, 11,15-tetrametilexadec-2-en-1-ol,

(9E, 12E)—octadeca-9,12-dienolato de metila e acido (E)- octadec-9-endico, como sendo os

ooooo

possiveis compostos responsaveis pela
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