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RESUMO

Santos, Luciana Moreno dos, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense.
Fevereiro de 2009. Avaliacdo dos constituintes quimicos polares e da atividade
alelopatica de Schinus terebinthifolius (anarcadiaceae). Orientador: Silvério de
Paiva Freitas. Co-orientadora: Daniela Barros de Oliveira.

O presente trabalho visou a avaliacdo dos constituintes quimicos polares e
avaliacao alelopatica de Schinus terebinthifolius, foram analisados extratos brutos
e fracdes obtidas. O isolamento de metabdlitos secundéario foi realizado através
de métodos cromatograficos usuais. A elucidacao estrutural foi realizada através
da obtencao e interpretacdo de espectros de ressonancia magnética nuclear de
'H e ®C a uma dimensao (1D) e duas dimensdes (2D), bem como através de
informagdes obtidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectros na
regidao ultravioleta e infravermelho. A avaliacdo alelopatica se deu através de
testes in vitro e in vivo utilizando como espécie indicadora Lactuca sativa. O
melhor resultado obtido em analise preliminar foi submetido a ensaio com a
espécie daninha Bidens pilosa. Foram realizados bioensaios de geminacio e de
crescmento. Para avaliacao alelopatica inicialmente os extratos foram avaliados
quanto a atividade frente as espécies Lactuca sativa e Bidens pilosa. De todos os
extratos e fracbes foi avaliada a concentracdo de 100mg/L utilizando-se agua
como testemunha. Do decocto foram avaliadas as concentragcdes de 100, 75, 50,
25 e 12,5 % tendo como dose inicial agua (dose zero). As fragbes em acetato de
etila e butandlica foram avaliadas em duas faixas de concentracdo discriminadas

em E, para a avaliagdo das concentragoes 8, 4, 3, 2 e 1 mg/L tendo como dose

XXi



inicial agua (dose zero) e E, para as concentracbes de 200, 100, 50, 25, 12,5
mg/L tendo como dose inicial agua (dose zero). Nos ensaios de geminacao
avaliacdes diarias foram realizadas para detemrminacao do indice de velocidade de
geminacao e percentual de gemminagédo (in vitro) e indice de velocidade de
emergéncia e percentual de emergéncias (in vivo). As medidas biométricas foram
realizadas aos 10 dias para os ensaios in vivo e 20 dias para 0s ensaios in vitro,
foram avaliados os parametros comprimento de parte aérea, comprimento de raiz,
biomassa fresca e biomassa seca. Os experimentos para avaliagao in vitro foram
conduzidos segundo delineamento experimental inteiramente casualizado, nos
ensaios in vivo o experimento foi conduzido segundo delineamento experimental
em blocos casualizados com quatro repeticées. O estudo fitoquimico da fracéo
em acetato de etila levou a purificacdo de seis substincias quimicas. Tais
substancias foram submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia para
avaliacao da pureza das mesmas. A substancia quimica STL-01 foi submetida a
andlises de ressonadncia magnética nuclear caracterizada como sendo acido
galico. Os bioensaios realizados neste trabalho comprovam que os constituintes
quimicos polares da espécie Schinus terebinthifolius apresentam atividade

alelopatica frente as espécies Lactuca sativa e Bidens pilosa.
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ABSTRACT

Santos, Luciana Moreno dos. M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. February 2009. Evaluation of the Constituent Polar Chemists and
of the Allelopathic Activity of Schinus terebinthifolius. Adviser: Silvério de Paiva
Freitas. Co-Adviser: Daniela Barros de Oliveira.

This study aimed to evaluate the polar chemical constituents and evaluation
allelopathic of the Schinus terebinthifolius, were analyzed crude extracts and
fractions obtained. The isolation of secondary metabolites was performed by usual
chromatographic methods. The structural elucidation was accomplished through
the collection and interpretation of nuclear magnetic resonance spectra of 1H and
13C with one dimension (1D) and two dimensions (2D), and through information
obtained by high performance liquid chromatography and also by spectra on the
infrared and ultraviolet region. The allelopathic evaluation was using the tests in
vitro and in vivo with Lactuca. sativa indicator species. The best result obtained of
a preliminary study was submitted for testing with the weed species Bidens pilosa.
Bioassays were made of gemination and growth. For the initial allelopathic
evaluation the extracts were evaluated for activity in the species Lactuca sativa
and Bidens pilosa. All extracts and fractions were analyzed on a concentration of
100mg/L by using water as control. The decoction was evaluated on
concentrations of 100, 75, 50, 25,12.5 and 0%. The fractions of ethyl acetate and
butanolic were evaluated in two ranges of concentration E; for the evaluation of 8,
4, 3, 2,1 and 0 mg/L concentrations and E, for concentrations of 200 , 100, 50, 25,

12.5 and 0 mg /L. In the gemination tests were performed daily evaluations to
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determine the index of speed gemination and the gemination percentage GSI
and G% (in vitro) and the index of emergency speed and the percentage sedlings
of emergence IVE% and E (in vivo). The biometric measures were taken to 10
days for tests in vivo and 20 days for tests in vitro, the following characteristics
were evaluated: aerial shoot length, root length, aerial fresh mass and dry mass.
The experiments to evaluate in vitro were distributed in a completely randomized
experimental design,and the in vivo tests, in the second experiment, had a
randomized complete block design with four replications. Phytochemical study of
the fraction in ethyl acetate led the six-purification chemicals. These substances
were subjected to high performance liquid chromatography to evaluate their purity.
The chemical STL-01 was subjected to analysis of nuclear magnetic resonance
and was characterized as gallic acid. The bioassays performed in this study, show
that the chemical constituents of the polar species S. terebinthifolius have

allelopathic activity in the species Lactuca. sativa and Bidens. pilosa.
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1.INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas o mundo vem passando por diversas
inovagbes tecnoldgicas; setores da economia mundial estdo sofrendo as
influéncias promovidas por tais conquistas incluindo a agricultura. Avancos
agricolas se deram especialmente devido as conquistas obtidas pela industria
quimica que pemitiram um aumento na disponibilidade de agrotéxicos em
regides, em que anteriornente o seu consumo era impossibilitado por uma série
de razbes econdmicas e politicas (Aquino et al., 2006).

O controle de espécies daninhas em culturas, de modo geral, consiste na
adocao de detemrminadas praticas que resultam na reducao da infestacéo por tais
espécies, levando a aumento na produtividade da cultura de interesse. O aumento
do numero de espécies daninhas resistentes a herbicidas disponiveis no mercado
tem indicado que novas estratégias de controle devem ser colocadas a disposicao
dos agricultores (Borges et al., 2007). Gastos acerca do controle destas espécies
daninhas acarretam de 20-30% do custo de producdo de uma lavoura causando
diversos prejuizos. Assim, devido as necessidades, novos mecanismos efetivos
de controle vém sendo discutidos e pesquisados (Silva e Silva, 2007).

O uso de produtos quimicos para o controle de plantas daninhas teve seu
inicio pouco antes do inicio desse século, entretanto, somente apds 1942 essa
técnica atingiu desenvolvimento segundo linhas mais cientificas, marcando o
inicio do controle quimico de plantas daninhas em escala comercial (Silva e Silva,

2007). Interagbes entre os diversos tipos de compostos sintéticos ainda sé&o



avaliadas quanto a sua eficacia, sendo a questdo ambiental uma das
preocupacdes em relacdo aos efeitos provocados pela utilizacdo de tais
compostos (Santos et al., 2006).

Devido a grande preocupacédo com os impactos ambientais nota-se que os
métodos usuais de controle de espécies daninhas ndo atendem mais as atuais e
futuras exigéncias da sociedade em relacdo a preservacdo ambiental e a
qualidade de vida (Souza Filho, et al.,, 2006a). A preocupagdo com O
desenvolvimento de novas tecnologias tem sido um dos grandes desafios aos
cientistas que conscientemente tentam desenvolver praticas alternativas para a
utilizacdo de produtos quimicos que nao gerem residuos tanto nos alimentos
como na propria area utilizada para o desenvolvimento da cultura, assim como
nos lengdis freaticos em torno da regido utilizada.

Dentre as diversas tecnologias utilizadas pode-se ressaltar a alelopatia,
que tem como proposta a avaliacdo de substancias fitotoxicas, denominadas
aleloquimicos, que alteram o desenvolvimento das mais diversas fontes vegetais.
Tais compostos naturais classificados como metabdlitos secundarios, apresentam
poucos riscos ao ambiente e, aos interesses da sociedade (Souza Filho, et al,
2005) sendo produzidos e liberados por diversas espécies. Nesse contexto
destaca-se a utilizacao das plantas medicinais na producao de tais substancias,
pois algumas espécies ja tiveram a presenca de biomoléculas comprovadas por
apresentarem atividade biolégica das mais diversas, dentre elas podem citar
propriedades fungicidas, inseticidas e alelopaticas (Silva e Silva, 2007, Fenner et
al, 2006; Chagas, 2004).

A alelopatia em sua amplitude e complexidade compreende diversas areas
do conhecimento, se inserindo em diversas ciéncias. Sua utilizagao no controle de
plantas invasoras, insetos e pragas destaca-se na agronomia como alternativa.
Na quimica como parte de uma ciéncia recente chamada quimica ecolégica,
desperta a curiosidade de pesquisadores com a agao de biomoléculas, ou seja,
substancias quimicas naturais complexas produzidas por organismos das mais
diferentes classes e espécies. Suas aplicacdes tém sido bastante discutidas em
nivel de ecossistemas naturais, sendo na ultima década vinculadas a periédicos
das areas de quimica, biologia, agronomia e ecologia, o que demonstra a
necessidade de interagédo entre diversas areas de pesquisa (Yunes e Calixto,
2001).



Os produtos naturais foram utilizados como precursores de diversos
agroquimicos. Fontes vegetais representam um vasto reservatério de substancias
dispostas nas mais diversas concentracdbes que podem apresentar atividades
biolégicas distintas, inserindo-se nesse contexto a atividade fitotoxica. Algumas
destas substancias podem ser usadas diretamente como modelos para o
desenvolvimento de novas moléculas herbicidas (Duke et al., 2002; Pires et al.,
2001). Yunes e Calixto (2001) consideram que os produtos naturais sdao fonte
atrativa de aleloquimicos, consequientemente considerados herbicidas naturais.

Com isso pode-se ressaltar a importancia de estudos relacionados a
avaliacao alelopatica e deteminacido de biomoléculas responsaveis por tal
atividade nao s6 como altemativa a utilizagdo de herbicidas sintéticos, mas
também como precursores na determinacdo de novas moléculas responsaveis
por tal atividade. De acordo com a atividade apresentada tais moléculas poderéo
servir como prototipicos, através de procedimentos de modificacdo molecular,
servindo também como base para o desenvolvimento de novas moléculas

sintéticas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alelopatia

O termo "alelopatia" foi criado em 1937, pelo pesquisador alem&o Hans
Molisch, com a reunido das palavras gregas "allélon” e "pathos”, que significam
respectivamente, mutuos e prejuizo. Segundo Molisch (1937), alelopatia é a
capacidade das plantas, superiores ou inferiores, produzirem substancias
quimicas que, liberadas no ambiente de outras, influenciam de forma favoravel ou
desfavoravel ao seu desenwolvimento (Goetze e Gladis, 2004; Dakshini e
Einhellig, 1994).

Atualmente a Sociedade Intemacional de Alelopatia tem definido a
atividade alelopatica como um processo envolvendo metabdlitos especiais,
aleloquimicos, produzidos por plantas, microorganismos, virus e fungos que
influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e biolégicos
(Alves etal. 2003).

As interferéncias alelopaticas raramente sdo provocadas por uma unica
substancia. Na natureza a alelopatia confunde-se algumas vezes com outras
interferéncias existentes entre as espécies, como a competicao, porém esses dois
conceitos sao bastante distintos. A competicdo se da pela retirada ou reducao de
fatores ambientais, como agua, luz e nutrientes, a alelopatia se caracteriza, porém

pela introducao de novos fatores, os aleloquimicos, ao ambiente (Yunes e Calixto,
2001).



Presentes em diversos organismos, as substancias alelopaticas sao
encontradas em maior quantidade e diversidade nas plantas. Distribuem-se por
todos os seus érgaos de maneira nao-uniforme, mas geralmente a concentracéo
€ maior na epidemrme das folhas e nas raizes (Ferreira et al., 2001).

Segundo Silva e Silva (2007), um dos indicios para a avaliacao da
alelopatia esta relacionado a incompatibilidade observada entre algumas
espécies, que pode ser provocada pela liberagdo de substancias volateis, ou por
exalacdo radicular de toxinas. Como exemplo, pode-se citar o girassol que é
antagbénico a soja, pois exala pelas raizes compostos fendlicos inibidores do
crescimento da soja. A "doencga da terra" que ocorre nas monoculturas decorre,
entre outras causas, do acumulo de substancias alelopaticas no solo.

Diversos estudos tém sido realizados para a avaliacdo da atividade
alelopatica das mais diversas fontes vegetais, comparadas as espécies daninhas
como alternativa a utilizagdo de herbicidas sintéticos acarretando diminuigdo dos
impactos ambientais causados pela aplicacdo dos mesmos.

A substdncia mimosina (B-[N-(3-hidroxi-4-oxipiridil)]-a-aminopropiénico),
classificada como aminoacido ndo protéico (Figura 01) foi evidenciada como
aleloquimico responséavel pela bioatividade apresentada em estudo realizado por
Pires et al. (2001). O trabalho apresenta o estudo da atividade alelopética da
espécie leucena (Leucaena leucocephala (Larm.) de Wit) sob as espécies
daninhas Desmodium purpureum, Bidens pilosa, Amaranthus hybridus. Embora
relatos indiquem a presenca de outras substancias como quercetina, acido galico,
os acidos protecatequino, p-hidroxibenzdico, p-hidroxifenilacético, vanilico,
feralico, caféico e p-cumarico no extrato aquoso das folhas de leucena, o efeito
alelopatico € atribuido somente a mimosina. A substancia foi evidenciada como
responsavel pela inibicAo do crescimento dessas espécies, sendo destacada a
importancia da utilizacao de bioensaios em laboratério como indicador da agéo de

biomoléculas.



Figura 1. Estrutura molecular da substancia mimosina, presente no extrato

aquoso das partes aéreas (folhas e caules jovens) de leucena.

Souza Filho et al. (2005) relataram fatores negativos relacionados a
utilizacdo de herbicidas sintéticos, principalmente no que diz respeito ao
comprometimento da qualidade dos recursos naturais, contaminacao de animais
silvestres e contaminacao de alimentos da dieta humana. Ressaltam ainda a
importancia da investigacdo de plantas com atividade alelopatica representando
excelente oportunidade para equacionar esse problema; ndo s6 pela oportunidade
de oferecer novas moléculas naturais como herbicida em potencial, como também
na seleg¢ao de novas plantas forrageiras que possam compor pastagens e, assim,
vir a exercer um controle de plantas invasoras.

No estudo em questdo foi identificado o aleloquimico produzido pela
graminea Brachiaria humidicola, foram analisados os extratos, as fracbes e as
substancias isoladas sobre a geminacao e o desenwvolvimento da radicula das
espécies invasoras malicia, fedegoso e mata-pasto. Todos os extratos obtidos
foram submetidos a bioensaio para avaliacgdo quanto a capacidade de inibir a
geminacgao da espécie daninha Mimosa pudica (malicia). Por apresentar melhor
resultado frente ao bioensaio o extrato hidrometandlico foi escolhido para
fracionamento. Por apresentarem comportamento cromatografico semelhante as
fracbes em diclorometano e acetato de etila foram reunidas e submetidas a
cromatografia liquida a vacuo, seguido de sucessivos fracionamentos
cromatograficos em coluna e, em placas preparativas, até purificacdo do acido p-

cumarico (Figura 02). Os efeitos alelopaticos estiveram diretamente relacionados



a concentracao deste acido que é caracteristico da espécie analisada, e foi

responsavel pela resposta alelopatica apresentada (Souza Filho et al., 2005).

CO2xH

Figura 2. Estrutura quimica do &cido p-cumarico, aleloquimico isolado da
Poaceae Brachiaria humidicola.

O monitoramento de fitoquimicos com propriedades potencialmente toxicas
pode ser avaliado por alteragdes fisiolégicas em organismos testes. Souza et al.
(2005) relataram que sementes de alface e tomate foram, porserem consideradas
sensiveis a alteragdes, escolhidas como bioindicadoras de aleloquimicos. Neste
estudo os autores ressaltam que alguns compostos apresentaram atividade
alelopatica em altas concentragdes, porém em concentracées mais baixas podem
nao estimular o mesmo processo. Na avaliacdo da atividade alelopatica e do
extrato aquoso da espinheira — santa (Maytenus llicifolia Mart. Ex Reiss) foi
identificada a presenga de trés classes de metabdlitos secundéarios através de
testes simples: saponinas, taninos e flavondides (flavonas). O extrato analisado
foi 0 aquoso, apresentando efeito alelopatico sobre sementes de alface que foram
relacionadas a presenca das classes de biocompostos identificados; embora nao
tenha sido realizado neste estudo o fracionamento fitoquimico.

A alelopatia é um dos aspectos menos estudados no cerrado; de acordo
com Silva et al. (2006), o potencial alelopatico de espécies arbdreas deve ser

investigado. Considerando a importancia da biodiversidade vegetal e animal



presente nesse ecossistema, foram avaliadas 15 espécies arboéreas que
apresentaram maior freqUéncia de area; tendo sido denominadas como de maior
indice de valor e importancia (IVI). Os autores ressaltaram a importancia da
investigacdo acerca da atividade alelopatica apresentada por essas espécies para
futuros trabalhos de recuperacdo de areas degradadas, devido a possivel
interferéncia dos aleloquimicos produzidos pelas espécies. Das espécies
investigadas apenas quatro apresentaram efeitos inibitérios na gemminacéao:
Ouratea spectabilis, Poutena ramiflora, Qualea grandiflora e Stryphnodendron
adstringenes; podendo assim interferir no processo de recuperacdo de areas
devastadas, foi ressaltada a importancia de estudos fitoquimicos para a posterior
identificacdo dos aleloquimicos responsaveis pela atividade apresentada.

Agentes quimicos produzidos em algumas plantas podem provocar
alteracbes no desenvolvimento de outras plantas ou até mesmo de outros
organismos. Segundo Iganci et al. 2006, o uso de ensaios biolégicos para a
avaliacdo da bioatividade de extratos, fragbes e compostos isolados em plantas
tem sido freqluentemente incorporado a identificacdo de substancias
potencialmente tdéxicas. Estudos referentes ao efeito de aleloquimicos sobre a
geminacao e/ou desenvolvimento de plantas s&o manifestacées secundérias de
processos ocorridos em niveis molecular e celular inicialmente, porém a maioria
dos estudos se refere apenas a esses parametros sem considerar os efeitos
celulares relacionados a mudancas fisiolégicas e genéticas. No estudo realizado
avaliou-se o efeito do extrato aquoso de trés diferentes espécies de boldo-da-
terra (Plectrantus barbatus - Lamiaceae), o boldo-miudo (Plectrantus amboinicus -
Lamiaceae) e o boldo-baiano (Vemonia condensata - Asteraceae), sobre a
geminacao e Allium cepa. A fitoxicidade foi avaliada através do indice mitotico
contado através da técnica de varredura. Os bioensaios realizados revelaram que
os extratos vegetais interferiram sobre a gemminacéo e sobre a divisao celular em
células meristematicas; revelaram ainda que sementes expostas ao extrato de
Vernonia condensata apresentaram as maiores divergéncias em relagao ao grupo
controle.

Considerando que na regiao do Vale do Rio Pardo (RS) é freqlente o
cultivo de hortalicas pr6ximo a lavouras de tabaco, e areas reflorestadas com
eucalipto, o estudo de possiveis interacées alelopaticas é de grande valia para os

produtores dessa regido. Goetze e Thomé (2004) avaliaram o efeito alelopatico de



extratos de Nicotina tabacum e Eucalylptus grandis sobre a gemminacao inicial de
trés espécies de hortalicas (alface, brocolis e repolho). Foram avaliados os
extratos a partir de folhas secas e frescas; os extratos de folhas secas foram os
que apresentaram alteragbes mais drasticas sobre as sementes analisadas. As
hortalicas testadas sofreram interferéncia alelopética em relacdo a velocidade de
geminagdo, o comprimento das partes aéreas e o comprimento da raiz foram
afetados em todos os tratamentos se comparados a testemunha. Todas as
hortalicas apresentaram biomassa fresca final afetada por extratos de tabaco. A
quantidade total de sementes gemminadas foi afetada em todos os tratamentos.

Os resultados como os apresentados nesse trabalho sd&o de suma
importancia para se estabelecer relacdo entre as espécies cultivadas, alertando
pequenos produtores quanto aos problemas oriundos de interacdes alelopaticas,
além de validarem e ressaltarem a importdncia da avaliacdo de interagdes
alelopaticas das mais diversas espécies.

A importancia da pesquisa com plantas medicinais é indicada no trabalho
realizado por Olguin et al., 2006. Pesquisas dessa ordem geralmente sao
iniciadas com a investigacdo de seu potencial bioldgico, citando a avaliacdo do
potencial biolégico alelopatico como extremamente relevante para determinacéo
de substancias bioativas. Vemonia tweediana Baker € uma planta considerada
resistente, provavelmente devido a presenca de substancias alelopaticas. Seu
potencial biol6gico alelopatico foi avaliado a partir dos extratos de suas raizes. Os
extratos avaliados indicaram a presenca de substancias alelopaticas nos extratos
hexanicos e em acetato de etila; a presenca de substancias sesquiterpénicas e
flavondides foi citada como aleloquimicos responsaveis pela atividade

apresentada.

2.2. Aleloquimicos

Os aleloquimicos sao definidos como substdncias que liberadas por
organismos vegetais provocam mudanca fisiolégica ou comportamental em outro
organismo, sendo denominado semioquimico. Estas substancias podem ter acéo

intra-especifica (feroménios) ou interespecificas (aleloquimicos) (Ferreira et al.,
2001).
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Os aleloquimicos podem ser classificados em: carioménios, alomd&nios
sinoménios de acordo com o tipo de sinal quimico liberado e com os efeitos
apresentados em relagdo a outras espécies. Os cariomOnios apresentam sinais
quimicos que quando liberados beneficiam apenas o agente receptor; os
alomoénios apresentam sinais quimicos que favorecem apenas o agente emissor e
os sinoménios apresentam sinais quimicos que favorecem tanto o agente receptor
como o agente emissor (Ferreira et al., 2001).

As plantas produzem e estocam grande quantidade de produtos do
metabolismo secundario nas suas diversas partes (folhas, caules, raizes, flores e
sementes), que sao posteriormente liberados para o ambiente (Yunes e Calixto,
2001).

Ao longo da ewolucdo, as fontes vegetais desenvolveram algumas
vantagens em relacdo a acao de microorganismos, virus, insetos, e outros
patdogenos e predadores, seja inibido por sua atividade, como agente de defesa
para combate de organismos patogénicos, insetos e herbivoros predadores; ou
atuando como agentes de competicdo para modificacdo do comportamento
geminativo e do crescimento de espeécies vegetais estranhas (Silva e Silva,
2007), o que evidencia sua possivel utilizacado como agente alelopatico.

Atualmente sdo conhecidos cerca de 10 mil metabdlitos secundarios com
acao alelopatica, o que ¢é considerado um pequeno numero frente a
biodiversidade existente na natureza; até o momento estudos realizados se detém
somente a identificacdo dos componentes principais em cada classe estrutural e
em algumas espécies (Yunes e Calixto, 2001); o que desperta a atencédo de
pesquisadores tornando novos estudos referentes a esse tipo de pesquisa
relevante e necessaro para o descobrimento de novos aleloquimicos em
potencial.

As substancias biossintetizadas a partir do metabolismo secundario de
plantas sdo classificadas em diferentes grupos quanto a estrutura quimica e as
propriedades fisico-quimicas apresentadas. Das classes de metabdlitos
conhecidos, grande parte apresenta atividade alelopatica, assim se destacam os
efeitos das fitoalexinas; flavondides, isoflavonodides, chalconas, auronas e
xantinas; flavonas, flavondis e glicosideos gerados; ligninas; monoterpenos e
monoterpendides; naftoquinonas, antraquinonas, estilbenos e fenantrenos;

poliacetilénicos, policetonas, saponinas, sesquiterpenos e sesquiterpendides,
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taninos, triterpenos e trieterpendides (Silva e Silva, 2007). Entretanto, a classe de
metabodlitos a qual a atividade alelopatica tem sido evidenciada refere-se
principalmente a terpenos, alcaldides e compostos fendlicos, sendo citada ainda a
atividade de alguns esterdides, acidos graxos de cadeia longa e lactonas
insaturadas (Yunes e Calixto, 2001); quanto aos aleloquimicos volateis a maioria
€ composta de terpendides, destacando-se 0s monoterpenos e sesquiterpenos
(Silva e Silva, 2007).

Algumas classes do metabolismo secundario de plantas, ainda nao foram
efetivamente avaliadas quanto a atividade alelopatica, embora suas
caracteristicas quimicas, e a presenca de diversas classes substancias em seus
extratos, possam atuar de forma sinérgica (Souza Filho, 2006a).

Compostos fendlicos atuam como agentes de defesa e ainda como
agentes de competicdo para modificagdo do comportamento geminativo e do
crescmento de espécies vegetais estranhas (Souza et al., 2005); concentra-se,
principalmente, na parte aérea das plantas, ocorrendo em menor concentragéo
nas raizes e nos rizomas. Apresentam como principais funcdes bioldgicas a
atracdo de insetos polinizadores e prote¢cdo contra nocivos, reacgdes contra
infeccoes virais e fungicas (fitoalexinas), colaboracdo com os homdnios no
processo de crescimento, inibicdo de agdes enzimaticas e participacdo no sistema
redoxdas células (Martins et al., 2003).

Embora a utilizagcdo de tais compostos na medicina seja bem expressiva,
sua atividade alelopatica ainda ndo é muito explorada (Souza, et al., 2005),
principalmente se detendo a relagdes estrutura x atividade.

Estudos realizados com os flavondides canferol e quercetina (Figura 03)
isolados a partir das folhas de Gleiquenia pectinata indicaram a atividade
alelopatica dessa classe de compostos. As analises dos testes de germinacéo
indicaram que a quercetina estimulou a geminacédo em 45%, ao passo que o
canferol apresentou maior inibigio da geminacgdo, porém a mistura dos
flavondides estimulou a germinacao em cerca de 104% (Yunes e Calixto, 2001).
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Canferol Quercetina

Figura 3. Flavondides com atividade alelopatica.

A composicdo e a concentracdo dessas substancias dependem de fatores
ambientais. Todavia podem ser liberadas para 0 ambiente quando lavados das
folhas verdes, lixiviados de folhas secas, volatilizado das folhas, exudados das
raizes, ou liberados durante a decomposicao de restos de plantas. Mesmo flores
e frutos podem ser fontes de fitoalexinas alelopaticas, em alguns casos as
substancias nao sao fitotbxicas até terem sido alteradas pelo proprio ambiente,
seja por degradacao quimica nomal ou pela agdo de microorganismos (Goetze e
Thomé, 2004); podendo ser absorvidos diretamente pela cuticula das plantas
vizinhas por meio dos proprios vapores, ou condensados no orvalho, e ainda
alcancar o solo, onde s@o absorvidos pelas raizes (Silva e Silva, 2007).

O efeito de um aleloquimico depende da sua concentragéo e da quantidade
total de fitotoxina disponivel para absorcao, pois, semelhante ao que acontece
com os nutrientes, as plantas competem pelas toxinas disponiveis. Os estudos
relacionados ao modo de acao apresentado por aleloquimicos sao muito limitados
devido a dificuldade de se distinguir, se o efeito € realmente relacionado a
atividade da substancia aleloquimica em potencial, ou de condi¢cdes adversas,
que podem ser ocasionados por uma série de fatores ambientais como, a falta de
luz, 4gua, nutrientes necessarios, ou problemas relacionados ao solo (Silva e
Silva, 2007).

A forma de atuacao dos aleloquimicos também néo é especifica, pois uma
vez liberados ao ambiente pelas espécies doadoras, aleloquimicos entram em

contato com a espécie receptora atraves de um mecanismo muito sutil, e dificil de
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ser determinado com precisdo, devido aos sintomas produzidos pelas plantas
(Yunes e Calixto, 2001). Reconhece-se que os aleloquimicos podem alterar
basicamente a assimilacdo de nutrientes, a regulacdo do crescimento, a
fotossintese, a respiracao, a sintese de proteinas, a permeabilidade da membrana
celular e a atividade enzimatica (Silva e Silva, 2007; Yunes e Calixto, 2001).

Porém, a presenca de determinados aleloquimicos em alguns extratos
pode ser feita através de testes simples que indicam apenas a presenca das
diversas classes de metabdlitos, sendo esta técnica mais utilizada nos trabalhos
que visam apenas a relacao entre espécie e a classe de compostos responsavel
pela atividade alelopatica, ndo se importando com a substincia quimica
responsavel pela atividade (Chagas, 2004; Souza et al., 2005).

Atualmente, o interesse pela substancia responsavel pela atividade
alelopatica (aleloquimico) tem sido evidenciada em diversos grupos de pesquisa;
como se pode destacar nos trabalhos desenvolvidos por Souza Filho e
colaboradores (2006a), que avaliaram a atividade alelopatica dos extratos, e das
fracdes, que a partir de técnicas laboratoriais foi possivel elucidar as substancias
presentes no 6leo essencial das folhas de Myrcia guianensis.

Em estudo relacionado a espécie Virola surinensis, Borges et al. (2007)
também se atentaram a avaliacdo da atividade alelopatica ndo apenas do extrato
hexanico, seguido de solubilizacdo em solucao hidrometandlica de suas folhas
secas, como também a avaliacdo das substancias isoladas. O fracionamento
fitoquimico se deu através de técnicas cromatograficas usuais, pemitindo o
isolamento de duas neoligananas identificadas como surinamerina e virolina

(Figura 04), que tiveram sua atividade alelopatica comprovada.
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Figura 4. Estruturas quimicas de neolignanas, aleloquimicos isolados de V.

surinamensis.

Para esse trabalho de dissertacao de mestrado foi selecionada a espécie vegetal
Schinus terebinthifolius (conhecida popularmente como aroeira) por ser uma
planta endémica da regidao de Campos dos Goytacazes, (Carvalho et al., 2006;
Asumpcéao e Nascimento, 2000). Aiém disso, observa-se que ao redor da espécie
S. terebinthifolius ha indicios de pouca vegetagcéo rasteira ou invasora, o que
evidencia a possivel atividade de aleloquimicos presentes na espécie. Outro fato
relevante ao estudo de sua atividade alelopatica se da a sua descricdo como
planta invasora em areas de pastagens (Santos et al., 2006), 0 que podera vir a
colaborar no controle de infestagbes ocasionadas pela espécie e também no

controle de espécies daninhas das mais diversas.

2.3. Consideracoes botanicas

A familia Anarcadiaceae é uma familia botanica representada por 70
géneros e cerca de 600 espécies de arvores ou arbustos, conhecidas por serem
frutiferas e apresentarem madeira de boa qualidade (Ceruks et al., 2007), sendo
que no Brasil dados afirmam a existéncia de cerca de 15 géneros e 70 espécies
(Souza e Lorenz, 2005). E classificada como dicotiledénea pertencente & ordem

das Sapindales e a subclasse Rosidae; suas espécies sdao amplamente
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distribuidas nas regidbes tropicais, subtropicais e poucas regidbes de clima
temperado (Di Stasi e Hiruna-Lima, 2002).

Essa familia botanica inclui arvores, arbustos, lianas e raramente ervas
pereniais. O género Schinus destaca-se como um dos principais géneros dessa
familia no Brasil, pois sdo produtoras de frutos apreciados em todo mundo, além
de representarem importantes fontes de madeira (Di Stasi e Hiruna-Lima, 2002).

A familia anarcadiaceae é quimicamente caracterizada pela presenca de
compostos fendlicos incluindo flavondides (Schimidth et al, 1998); sendo o acido
anarcadico (CxH303) (Figura 05), normalmente presente nos frutos, o que torna
a presenca dessa substancia uma caracteristica das espécies dessa familia (Di
Stasi e Hiruna-Lima, 2002).

OH
COOH

(CH2)7R

Figura 5. Acido anarcadico.

Dentre os efeitos toxicolégicos apresentados por espécies dessa familiase
pode destacar a espécie S. terebinthifolius por possuir varios efeitos téxicos
devido a presenca de alquil-fendis, substancias causadoras de dematite alérgica
em algumas pessoas, cujo efeito € potencializado quando utilizada por longo
periodo de tempo (Di Stasi e Hiruna-Lima ,2002; Lorenzi e Matos, 2002).

Dependendo do ambiente S. terebinthifolius apresenta-se como arbusto ou
arvore (Lenzi e Orth, 2004). Sendo citada ainda como arvore mediana
caracteristica de restinga (Assumpc¢ao e Nascimento, 2000); perinifélica, didica,

de copa larga. Seu tronco varia de 30-60 cm de didmetro, revestido de casca
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grossa. Suas folhas apresentam-se compostas imparipinadas, apresentando de 3
a 10 pares de foliolos aromaticos, medindo de 3 a 5 cm de comprimento por2 a 3
de largura. Apresenta flores masculinas e femininas muito pequenas dispostas
em paniculas piramidais. Seu fruto do tipo drupa, globdide, com cerca de 5 cm de
didametro, aromatico e adocicado, brilhante de cor vermelha, confere a planta, na
epoca de frutificacdo um aspecto festivo, é muitas vezes utilizada como
ornamental (Figura 06) (Lorenzi e Matos, 2002).

Figura 6. Schinus terebinthifolius.

Esta espécie vegetal possui inumeras potencialidades medicinais,
atualmente a espécie vem se destacando cada vez mais pelo consumo de seus
frutos (pimenta-rosa), cuja demanda tem aumentado muito, tanto no mercado
nacional como internacional, que os utiliza como condimento alimentar (Lenz e
Orth, 2004).

Sua ocorréncia se d4 em todo centro-oeste e sudeste do Brasil, sendo
comumente encontrada no interior da mata atlantica (Di Stasi e Hiruna-Lima,
2002), é nativa do Brasil apresentando ampla distribuicdo geogréfica e grande
plasticidade ecoldgica (Lenz e Orth, 2004), podendo ser encontrada também ao
longo do litoral desde o sul até o nordeste do Brasil (Viana, etal., 1995).

E conhecida populamente na regido da Mata Atlantica como aroeira,

apresentando ainda outros nomes populares como aguariba, aroeira-branca,
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aroeira-de-praia, aroeira-do-brejo, aroeira-mansa, aroeira-negra entre outros. De
acordo com sua ocorréncia pode apresentar seu nome associado ao lugar de
origem como aroeira-do-parana (Lorenzi e Matos, 2002; Di Stasi e Hiruna-Lima,
2002, Viana et al.,, 1995). Conhecida ainda como aroeira-vermelha, aroeira-
pimenta e pimenta brasileira; essa variacao dos nomes se da principalmente, pelo
fato de seus frutos apresentarem a aparéncia de uma pequena pimenta de
coloracdo rosa-avermelhada, por isso conhecida mundialmente como pimenta-
rosa (Lenz e Orth, 2004).

Estudos citam a espécie S. terebinthifolius como erva daninha agressiva,
que vem ameacgando a biodiversidade de alguns estados americanos; relatam
ainda que a mesma venha deslocando espécies nativas de parques e areas
selvagens reduzindo a diversidade biologica de plantas e animais (Medal et al.,
1998).

Sua utilizacdo na ornamentacao levou a sua disseminacao, porém sua
infestacao é preocupante nos estados americanos da Flérida e do Hawai. Relatos
indicam que mais de 280.000 ha do sul da Flérida estejam infestados por S.
terebinthifolius. Devido ao prejuizo causado em relagdo as espécies nativas,
diversos estudos vém sendo conduzidos para melhor entendimento em relacdo a
espécie S. terebinthifolius e as demais espécies presentes na regiao (Ewe e
Sternberg, 2003; Wheeler et al., 2001).

2.4. Constituintes isolados de espécies classificadas popularmente como
aroeira

Relatos sobre a utilizacdo da aroeira despertaram a atencao de
pesquisadores e tais espécies vém sendo utilizadas como alvos de diversos
estudos dos mais diversos ambitos cientificos em busca de informacdes
etnobotanicas e etnofamacolégicas que pemmitiram a identificagdo de oito
espécies de Anarcadiaceae da flora brasileira.

No nordeste Myracroduon urundeuva Fr. All. (aroeira-do-sertdo), é alvo de
estudos acerca de sua grande utilizacdo, sendo citada como espécie
imprescindivel, e de grande valia no auxilio ao combate de diversas
enfermidades. Outras espécies citadas foram Schinus terebinthifolius (aroeira),

Schinus mole (aroeira-falsa; aroeira-mole) Schinus lenticifolius (aroeira-do-Rio-
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Grande), Lithraea molleoides (aroeira-branca); Lthraea brasiliensis March
(aroeira-de-bugre); Schinus weinmaniaefolius (aroeira-do-campo), Astronium
graveolens (aroeira-mole) (Viana et al., 1995).

Diversas substancias ja foram isoladas de espécies denominadas
populacmente aroeira. Da espécie Myracroduon urmundeuva foram isolados os
esqueletos flavonoidicos underuvina A e underuvina B (Figura 07) (Viana et al,
1995). A obtencédo dos constituintes quimicos volateis das folhas da aroeira-do-
sertdo (M. urundeuva) ndao apresentou bom rendimento por araste a vapor d
agua, porém uma andlise atraves de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas pemitiu a identificacdo de 16 constituintes volateis

conforme apresentado na Figura 08 (Viana et al., 1995).

underuvina A underuvina B

Figura 7. Substancias isoladas de Myracroduon urundeuva (aroeira-do-sertdo).
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Figura 8. Oleos volateis identificados na espécie Myracroduon urundeuva

(aroeira-do-sertao).

Estudos relacionados a constituicdo quimica da espécie Schinus molle L.
pemitiram isolar um flavondide (quercetina), um esterdide (a-amirina), um acido
(acido 3-epiisomasticadiendlico) e um éster [(13a,143,170,20S,242)-3-0xanosta-
8,24-dien-26-metil-ester] (Figura 09); quanto a espécie S. lencifolius, estudos
indicaram a presenca de flavondides evidenciado pela caracterizagdo da

quercetina (Figura 09) além do acido galico (Figura 10) (Viana, et al.,1995).
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OHC

HO*" OH

quercetina acido 3-epiisomasticadiendlico

o -amirina

0? OH

(13a,14B,17a, 20S, 24Z2)-3-oxalanosta-8,24-dien-26-metil-ester

Figura 9. Substancias isoladas de Schinus molle L.

HO
o
H
OH
HO
acido galico

Figura 10. Substancias isoladas de S. lencifolius.
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2.5. Constituintes isolados da espécie S. terebinthifolius

Estudos anteriores com a espécie S. terebinthifolius relataram sua ampla
utilizacdo na medicina popular (Lorenzi e Matos, 2002; Di Stasi e Hiruna-Lima,
2002), o que indica a presenca de biomoléculas que poderdo vir a ser avaliadas
quanto a atividade fitotoxica apresentada (Duke et al., 2002).

Segundo Lorenzi e Matos (2002), resultados de sua analise fitoquimica
registraram a presenga de alto teor de taninos, biflavondides e 4&cidos
triterpénicos; em sua casca e até 5% de 6leo essencial é formado por mono e
sesquiterpenos nos frutos e nas folhas.

Ceruks e colaboradores em 2007 indicaram a presenca de terpenos,
terpendides, acidos graxos e constituintes fendlicos a partir das folhas de S.
terebinthifolius. Um estudo bioguiado por ensaio de deteccado radicalar, conduziu
o isolamento das substancias: galato de etila e galato de metila, além dos
flavondides miricetrina, quercitrina e miricetina (Figura 11) relatadas pelos autores

como substancias citadas pela primeira vez no género.

OR H

HO

OH OH
2 R =ramnose; R'= OH - miricetrina

3 R = Ramnose; R'= H - quercitrina
5R=H; R' = OH - miricetina

1 R = Et- galato de efila
4 R=Me - galato de metila

Figura 11. Compostos fendlicos isolados de S. terebinthifolius

A partir do estudo do extrato metandlico das folhas de S. terebinthifolius,
Viana, et al. (1995) relataram a detec¢cdo dos flavondides amentoflavona,
tetrahidroamntoflavona, 2,3-dihidroamentoflavona, dos esterdides schinol,
simiarinol e B-sitosterol, além do &cido masticadiendico e do alcool de cadeia
longa cardanol (Figura 12).
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tetrahidroamentoflavona

o
\
o o? 0

terebintona

2,3-dhidroamentoflavona

(o)
\
HO simiarinol

OH OH

schinol —H
HE

\\\\/ HO

CO,H

B-sitosterol

acido masticadienonico

CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7Q

-cardanol OH

Figura 12. Constituintes quimicos isolados de S. terebinthifolius.

Estudos realizados a partir dos frutos de S. terebinthifolius indicaram baixo
teor de compostos fendlicos em comparagdo a outros vegetais ja estudados. A
partir do extrato alcodlico foi possivel se detectar a concentragéo significante da
flavona apigenina e do acido elagico. Todavia, o extrato aquoso forneceu

pequena proporcao da flavonona narigenina (Figura 13) (Degéaspari et al., 2005).
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L 0
OH o @prigenina naringina

acido elagico

Figura 13. Substancias isoladas dos frutos de S. terebinthifolius.

2.6. Atividades biolégicas descritas

Por ser uma planta medicinal muito utilizada e citada dentre as populacdes
por suas propriedades medicinais, S. terebinthifolius tem sido alvo de diversos
estudos acerca de sua atividade bioldgica (Lorenzi e Matos, 2002).

E utilizada populamente no auxilio ao combate a diversas enfermidades.
Suas cascas apresentam atividades depurativas e febrifugas, sendo também
utilizada contra afecgdes uterinas; as suas folhas s&o anti-reumaticas,
consideradas excelentes para tratar Ulceras e feridas. Apresenta ainda outras
indicagbes medicinais como diurético, tonico, estimulante, analgésico e
adstringente (Di Stasi e Hiruna-Lima, 2002).

O crescente interesse da comunidade cientifica pela fitoterapia nas Ultimas
décadas levou ao desenvolvimento de varias pesquisas baseadas em relatos
etnobotanicos.

Estudos cientificos do extrato hidroalcdolico e aquoso da entrecasca
procuraram comprovar os efeitos adstringentes, antimicrobiano, in vitro,
antiinflamatoério e cicatrizante que a ela sao atribuidos. O macerado de suas

folhas em aguardente € utilizado como cicatrizante, analgésico e contra coceiras.
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A infusdo de suas folhas frescas é utilizada contra reumatismo e a mastigacao
das folhas frescas, como cicatrizante e contra gengivites (Di Stasi e Hiruna-Lima,
2002).

A atividade antimicrobiana de S. terebinthifolus vem despertando a
atencao, diversos estudos foram realizados por diferentes grupos de pesquisa,
sob as mais diferentes Opticas. Em estudo realizado por Lima e colaboradores
(2006), 25 fontes vegetais medicinais foram avaliadas quanto as cepas do
microorganismo Staphylococus aureus. A espécie S. terebinthifolius foi aquela
que se destacou por apresentar melhor resultado.

No ano de 1999 foi lancado no Brasil o produto farmacéutico contendo gel
de aroeira, sendo S. terebinthifolius uma planta ja amplamente utilizada no
nordeste no tratamento de diversas infeccées. Sua utilizacdo no tratamento da
vaginose bacteriana apresentou taxa de cura de 84% para o grupo dos
utilizadores do gel de aroeira contra 47,8% contra o grupo do placebo. Efeitos
adversos a sua utilizagdo nido foram observados, sendo o gel vaginal de aroeira
considerado efetivo e seguro para o tratamento da vaginose bacteriana,
sugerindo-se, além disso, efeitos benéficos na flora vaginal (Amorim e Santos,
2003).

Degaspari et al. (2005) avaliaram em seu trabalho a atividade
antimicrobiana de extratos aquoso e alcodlico obtidos de frutos de S.
terebinthifolius. Segundo os autores, relatos indicam a presenca de fitoalexinas
fendlicas, como substancias que apresentam atividade antimicrobiana natural. Em
seu trabalho foram identificadas trés substancias (figura 12). O extrato alcodlico
dos frutos de S. fterebinthifolius apresentou atividade em relacdo a
Staphylococcus aureus e a Bacillus cereus, relacionado a presenca da flavona
apigenina e do acido elagico (tanino). O extrato aquoso n&o apresentou atividade
microbiana.

Estudos mais elaborados testaram o extrato etandlico de S. terebinthifolius
em ratos; apresentando boa atividade curativa em feridas (Junior et al., 2002). A
atividade antifungica apresentada por S. terebinthifolius e S. molle foi avaliada em
estudo realizado com diversas espécies onde as mesmas apresentaram

promissora atividade contra Candida albicans (Schmourlo et al, 2004).
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A atividade apresentada por S. terebinthifolius nos mais diversos casos,
desperta cada vez mais a atencdo de pesquisadores acerca das inumeras
propostas de utilizacao para espécies do género Schinus.

A alelopatia insere-se como um importante passo para determinacdo de
novos compostos bioativos. Bioensaios levam a indicacdo de biomoléculas que
poderdo levar ao desenvolvimento de praticas alternativas a utilizagdo de
herbicidas ou até mesmo servir como protdtipos na busca por novos esqueletos
para a industria agroquimica.

A atividade alelopatica de Schinus terebinthifolius j4 vem despertando o
interesse de pesquisadores; um estudo recente realizado em Mossord (RN)
avaliou a atividade alelopatica de S. terebinthifolius sobre alface (Souza et al.,
2007). No trabalho o extrato aquoso foi preparado a partir das folhas frescas na
concentracdo de 20% (p/v), e foram avaliados os extratos fervido e néo fervido
sob a porcentagem de geminacao, o indice de velocidade de geminacéo e a
primeira contagem. Os resultados indicaram que extratos a partir das folhas de S.
terebinthifolius interferiram na gemminagao da alface, ndo apresentando diferenca

entre os resultados obtidos pelos extratos fervido e nao fervido.

2.7. Bioensaios alelopaticos

A espécie Lactuca sativa é considerada bioindicadora de atividade
alelopatica devido a grande sensibilidade, apresentar geminacdo rapida e
uniforme, e ao grau de sensibilidade que pemite expressar os resultados sob
baixas concentracbes de substancias alelopaticas (Alves et al., 2004), sendo por
isso escolhida como espécie a ser submetida a avaliagdo alelopatica em grande
parte dos estudos realizados.

As avaliagbes atraves de bioensaios alelopaticos das mais diversas
espécies acompanham a resposta bioldgica durante as fases de extragao,
fracionamento, purificacdo e identificagdo dos compostos bioativos. Muitas
pesquisas realizadas em laboratérios e em casa-de-vegetacao tém relatado o
potencial alelopatico de diversas familias de vegetais, utilizando ensaios de
geminacgao e crescimento de espécies alvo, embora ainda se busque um padrao
para a realizacao de bioensaios alelopaticos. Avaliagbes em casa-de-vegetacao

sé&o importantes para melhor avaliagcdo das interagdes entre a planta e o ambiente
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em que vivem. Em tais ensaios deve-se priorizar a utilizagdo de substratos
esterilizados, para minimizar interferéncias do ambiente durante a realizacdo do
ensaio. Agerminagdo é acompanhada pela emergéncia da plantula na superficie
do substrato. Massa seca e comprimento das plantulas sdo os parametros mais
utilizados para se avaliar o efeito alelopatico sobre o crescimento (Ferreira e
Aquila, 2000).

Os bioensaios mais utilizados sdao o de inibicdo, ou, algumas vezes, a
estimulacdo da geminacao de sementes, porém bioensaios de crescmento e
desenvolvimento também sao utilizados para a avaliacéo da atividade alelopética
(Yunes e Calixto, 2001).

Em diversos trabalhos enfocando a avaliacdo da atividade alelopatica séao
utilizados extratos aquosos (Souza et al., 2005; Iganci et al., 2006; Souza et al.,
2007); porém, em alguns casos extratos metandlicos, etandlicos e hidroalcodlicos
tém sido também avaliados (Souza Filho et al., 2006b; Santos et al., 2006; Borges
et al., 2007). Segundo Yunes e Calixto (2001), quando se tém indicios de que
uma planta possua atividade alelopatica, a técnica preliminar envolve o preparo
de extratos aquosos ou hidroalcodlicos da parte da planta na qual se pretende
desenvolver o estudo.

Substancias quimicas consideradas mais comuns como causadoras de
atividade alelopatica pertencem ao grupo dos acidos fendlicos, cumarinas,
terpendides, flavondides glicosideos, cianogénicos, derivados do acido benzobico,
taninos e quinonas complexas (Rodriges e Lopes, 2001). Aiém disto, os extratos
polares sdo preferenciais para a obtengdo de substancias fendlicas que sé&o
descritos como portadores de atividade alelopatica (Yunes e Calixto, 2001 ; Silva e
Silva, 2007).

E importante ressaltar que testes biolégicos ou famacolégicos
relativamente simples s@o imprescindiveis para se localizar a bioatividade
procurada no extrato da planta e nas numerosas fragdes obtidas nas diferentes
etapas de purificacao e separacdo. A sensibilidade dos testes devera ser ampla,
pois alguns compostos estao presentes em pequenas concentragées devendo ser

ainda especificos para determinados alvos biol6gicos (Hostettman et al., 2003).
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3. MATERIAL EMETODOS

3.1. Especificacoes gerais

Nas separacdes cromatograficas em coluna, foram utilizadas silica gel 60G
(0,063-0,200mm; 70-230 mesh ASTM) da MERCK e VETEC;

As cromatografias de filtragdo em gel foram feitas em Sephadex LH-20
Phamacia Biotech;

Nas analises comparativas através de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), utilizaram-se cromatofolhas de silica gel 60Fs; ;

As cromatoplacas foram reveladas através de irradiacdo com luz na regiao
do ultravioleta em comprimento de onda de 254 e 366nm e/ou borrifacéo
com reveladores cromogénicos (sulfato cérico e vanilina sulfdrica);

As concentragbes dos extratos e fragcdes das colunas cromatograficas
foram efetuadas sob pressdo reduzida em evaporador rotativo, Buchi B-
480 e Fisaton 802;

Os critérios de pureza adotados foram a observacao de uma Unica mancha
em cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), variando-se a
fase movel e reveladores e através da avaliacdo das substancias por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ;

Os cromatogramas para analise de pureza das amostras foram obtidos em
Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia SCHIMADZU, Detector SPD —
M10A, controlador SCL -10A e bombas LC-10 AT. A coluna utilizada foi

RP-18 Lichrospher 100 Merck 250 x4 mm, particulas 5 u;
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» QOs espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados
em espectrébmetro Bruker DRX 400, operando a freqtiéncia de 400 MHz
para 'H e 100 MHz para °C. Os solventes utilizados foram: clorofémio
deuterado (CDCIs), utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano
(TMS);

» Os deslocamentos quimicos (8) sao indicados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em (H2) ;

» Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos em aparelho FTIR-8300
SCHIMADZU, utilizando-se pastilhas de KBr;

» Os testes para avaliagdo da atividade alelopatica foram realizados
utilizando-se como substratos papel gemiteste, para ensaios in Vitro e
Plantamx® para os ensaios in Vivo;

» As determinacgOes de biomassa fresca e seca foram realizadas em balanga
analitica Bioprecisa AS 2104-N.

3.2. Coleta do material vegetal

O material vegetal foi coletado no distrito de Farol de S&do Tomé, localizado
no municipio de Campos dos Goytacazes - RJ (Latitude = 21°44’ Sul; = 41°18’.
Oeste = altitude 12 m do nivel do mar) no més de agosto de 2007, uma exsicata
encontra-se depositada no herbaro da Universidade Estadual do Norte

Fluminense sob nimero H164.

3.3. Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos de folhas de S. terebinthifolius as mesmas
foram limpas, lavadas com agua destilada, secas em estufa de circulacéo forcada
de ar, obtendo-se assim um total de 359 g de folhas que posteriormente foram
trituradas em liquidificador comercial levando a obtencéo de 357,6 g de material
vegetal. O material foi submetido a decoccdo em uma relacédo de 20% p/v, 357,6
g de material que foram incorporados a 1788 mL de H,0O destilada a temperatura
de 95°C por um periodo de 10 min. O decocto foi filtrado em papel de filtro
(Whattman n® 1) para a obtencao da fase aquosa. A torta (material vegetal) foi

novamente submetida a processo de secagem em estufa de circulacéo forcada de
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ar a temperatura de 37 °C, para posterior extracao através de maceracao

exaustiva com metanol, conforme ilustrado no Esquema 01.

O extrato metandlico foi preparado a partir do residuo obtido apds a
decoccao. Foram obtidos 249,46 g de torta extraida através de maceracéao
exaustiva com 2500 mL de metanol, durante um periodo de 03 semanas, levando
a obtencao de 129 g de extrato metandlico (Esquema 02).

Esquema 1. Obtencao do extrato aquoso de folhas de S. terebinthifolius

Folhas de
S. terebinthifolius

(ST)

1- Agua Destilada, Decocgéo

Decocto (STD)

(m=530,279) Torta
(M=249,46)

Esquema 2. Obtencao do extrato metandlico de folhas de S. terebinthifolius

Torta
(M=249,46Q)

2- Metanol, Maceracéao

Extrato Metandlico (EM) ]
(m= 129,00 g) Residuo (R)

(m=217,09 g)
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3.4. Fracionamento do decocto

O decocto foi submetido primeiramente ao processo de extracao liquido-
liquido, utilizandose como solvente o etanol na proporcdo de 1:1
(decocto/etanol), obteve-se assim sobrenadante etandlico (fase organica) e
residuo (fase aquosa). Residuo e sobrenadante foram submetidos a secagem
pelo processo de evaporacdo em banho-maria obtendose 52,86 g de

sobrenadante etandlico (Esquema 03).

Esquema 3. Particdo do decocto das folhas de S. terebinthifolius

Decocto/Etanol (1:1)

Sobrenadante Residuo Insoltvel
Etandlico m=1,76¢
m =52,86 g

Submeteu-se o sobrenadante etandélico a processo de reducdo de volume
em rota-evaporador, o mesmo foi refracionado atraves de particao liquido-liquido;
foram utilizados os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e butanal

em gradiente de polaridade crescente (Esquema 04).



31

Esquema 4. Particdo do sobrenadante etandlico do decocto de folhas de S.
terebinthifolius

Sobrenadante Etandlico

(m=52,869)

1- Hexano 2- Diclorometano 3- Acetato de Etila 4-Butanol
Fracdo _ Fracao . Fracdo em Fracao
Hexanica Diclorometanica Acetato de Etila Butandlica
(FH) (FD) (FAE) (FB)

m =0,05909 m = 0,0950¢g m =2,0512¢g m = 2,759

* Fragdes nao trabalhadas.

3.5. Fracionamento da fracao em acetato de etila

A fracdo em acetato de etila (2,0512g) foi escolhida através de testes
preliminares e também por apresentar-se em quantidade suficiente para se iniciar
o processo de fracionamento fitoquimico. Foram utilizados 504,3 mg dessa fracéo
submetidos a cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-se como eluente
CHCI3:MeOH em gradiente de polaridade crescente; resultando em 315 fragdes
que foram reunidas através da analise em cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), proporcionando a obtencdo de 5 conjuntos de substancias
(Esquema 05).

O fracionamento cromatografico foi bioguiado por testes alelopaticos para a
possivel avaliacdo do extrato de maior atividade alelopatica, o que possibilitara a
identificacdo das possiveis substancias responsaveis pelas caracteristicas

alelopaticas apresentadas.
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Esquema 5. Fracionamento da fracdo em acetato de etila do decocto de folhas de

S. terebinthifolius

CCFA-01
m =504,3 mg

CC — gel de silica
CHCI3: MeOH Gradiente de
polaridade

C, (F-0-59)
m = 65,7 mg

C, (60-95)
m = 56,3 mg

C; (96-169)
m =200,1 mg

C4(170-304)
m =130,7 mg

Cs (305-315)
m = 36,9 mg

A fracdo C; da coluna CCFA-01 foi submetida a filtracdo em gel de

sephadex LH-20 utilizando como eluente etanol (Esquema 06). Foram obtidas 90

frac6es reunidas em seis conjuntos de substancia segundo a identidade de Rfem
CCDA (Esquema 06).

Esquema 6. Fracionamento cromatografico CCSH-01 da fragcdo em acetato de

etila do decocto de folhas de S. terebinthifolius

CCSH -01
Cs (96-169)
m =200,1 mg
CC — Sephadex LH-20
EtOH
Cq (F-0-5) C, (F-6-10) C; (F-11-34) C4 (F-35-60) Cs (F-61-83) Cs (F-84-90)
m=17mg m=7,4mg m=144mg m=11mg m=3,8 mg m=3,8 mg
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A fracdo C; (CCSH-01) foi novamente submetida a filtracdo em gel de
sephadex LH-20 utilizando como eluente metanol (Esquema 07). Foram obtidas
44 fragdes reunidas em cinco conjuntos de substancia segundo a identidade de Rf
em CCDA (Esquema 07).

Esquema 7. Fracionamento cromatografico CCSH-02 da fracdo em acetato de

etila do decocto de folhas de S. terebinthifolius

CCSH-02
C3(11-34)
m =144 mg
CC — Sephadex LH-20
MeOH
C, (FO-4) C, (F5) C; (F6-10) C4 (F11-23) Cs (F24-30) Cg (F31-44)
m=7,2mg m=4,0 mg m=100,1mg m=14,9mg m=8,9 mg m=7,2mg

A fracao C; foi submetida a filtracdo em gel de sephadex LH-20 utilizando
como eluente metanol/ metanol:H,O em gradiente crescente de polaridade
(Esquema 08). Foram obtidas 21 fragbes reunidas em cinco conjuntos de
substancia segundo a identidade de Rf em CCDA. As purificagdes das fracoes 6-9

e 10-13 forneceram as substancias purificadas STL-01 e STL-03 (Esquema 08).
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Esquema 8. Fracionamento cromatografico CCSH-03. Purificacdo das
substancias STL-01 e STL-02

CCSH-03
C3(6-10)
m =100,1 mg
CC — Sephadex LH-20
MeOH/MeOH:H,O Gradiente de polaridade
crescente

C, (FO-5) Co (F6-9) C3 (F10-13) C4 (F14-16) C4 (F17-21)
m=45mg STL-01 STL-02 +impurezas m=5,4mg m=4.8mg

m=40,1 mg m=43,8mg

O conjunto de fracbes C,4 (F.170-304) obtido da Cromatografia em coluna
CCFA-01, foi submetida a filtracdo em gel de sephadex LH-20 utilizando como
eluente metanol (Esquema 09). Foram obtidas 40 fragbes reunidas em cinco
conjuntos de substancia segundo a identidade de Rf em CCDA. A amostra C, foi
submetida a lavagem quimica com THF para eliminagéo de impurezas originando
as substancias purificadas STL-03 e STL-04.
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Esquema 09. Fracionamento cromatografico CCSH-04 da fracdo em acetato de

etila do decocto de folhas de S. terebinthifolius. Purificacdo das substancias STL-

03 e STL-04
CCSH-04
C4(170-304)
m =120 mg
CC — Sephadex LH-20
MeOH
C¢ (FO-13) C, (F14-19) C; (F20-26) C, (F27-29) Cs (F30-40)
m=17,8 mg m=25,1 mg m=19,6 mg m=20,6 mg m=30,6 mg
STL-03 STL-04
m=18,6 mg m=6,5 mg

A fracao C, (F27-29) foi submetida a fracionamento cromatografico através

de coluna de filtragcdo em gel de sephadex LH-20 utilizando como eluente metanol
(Esquema 10). Foram obtidas 23 fragdes reunidas em cinco conjuntos de

substancia segundo a identidade de Rf em CCDA. A fracdo 2-8 forneceu a

substancia purificada STL-05 (Esquema 10).
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Esquema 10. Fracionamento cromatografico CCSH-05 da fracdo em acetato de

etila do decocto de folhas de S. terebinthifolius. Purificacdo da substancia STL-05

CCSH-05

C4(170-304)

m =20 mg

CC — Sephadex LH-20
MeOH
Cq (F1) C, (F2-8) Cs (F9-10) C4 (F11-28) C, (F11-28)
m=1mg STL-05 m=4 mg m=3,6 mg m=1,3mg
m=9 mg

O fracionamento cromatografico prosseguiu com a juncao das fracées C, e

C, da coluna CCFA-01 (Esquema 11), um total de 122 mg de amostra foi

submetido a cromatografia em coluna de filtragdo em gel de sephadex LH-20

utilizando como eluente metanol. Foram obtidas 24 fracées reunidas em cinco

conjuntos de substancia segundo a identidade de Rf em CCDA. A purificacdo da

fracdo 10-22 forneceu a substancia purificada STL-06 (Esquema 11).



37

Esquema 11. Fracionamento cromatografico CCSH-06 da fracdo em acetato de

etila do decocto de folhas de S. terebinthifolius. Purificacdo da substancia STL-06

CCSH-06
C1 + CZ(FO'95)
m =120 mg
CC — Sephadex LH-20
MeOH
C; (F0-3) C, (F 4-9) C; (F10-22) C4 (F23-30)
m=9,7 mg m=22,9 mg STL-06 m=13 mg
m=53,7mg

3.6. Avaliacao da pureza das substancias por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Para avaliacdo da pureza das amostras isoladas as mesmas foram
submetidas a avaliacdo cromatografica através da analise em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Todas as amostras foram analisadas a
concentragdo de 1mg/mL. O aparelho utilizado foi Schimatzu, Detector SPD —
M10A, controlador SCL -10A e bombas LC-10 AT. A coluna utilizada foi RP-18
Lichrospher 100 Merck 250 x 4 mm, particulas 5 um e a fase mével foi agua Milli
Q acidificada com H3PO, (pH-3,2) (Reagente A) e acetonitrila (Reagente B); o
volume de amostra injetado foi de 20 pl. O método utilizado é descrito na tabela
01 e com porcentagem do reagente B variando em relagdo ao tempo de corrida.
O tempo de corrida para cada amostra foi de 15 minutos a um fluxo de 1 mL/mim.
Foram analisadas as substancias quimicas purificadas STL-01, STL-02, STL-03,
STL-04, STL-05 e STL-06.
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Tabela 1. Método utilizado nas andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Tempo (min) Concentracaode A (%) Concentracao de B (%)
0,01 100 0
3 70 30
10 50 50
12 0 100
15 100 0

3.7. Avaliacoes alelopaticas
3.7.1. Avaliacao da atividade alelopatica in vitro

Os ensaios foram realizados em cémara de incubacao (B.O.D.), com
temperatura de 20° C para a espécie Lactuca sativa e a 25°C /27°C para a
espécie Bidens pilosa, sendo utilizado para ambas fotoperiodo de 8/16 horas.

Os extratos e fracdes obtidos de S. terebinthifolius foram analisados quanto
a possivel alelopatia em relacdo da geminagédo e crescimento de sementes
Lactuca sativa (alface). A espécie Bidens pilosa (picao-preto) foi avaliada apenas
em ensaio preliminar qualitativo e frente ao decocto de folhas de S.
terebinthifolius.

Foram utilizadas placas de Petri previamente preparadas com papel
gemiteste e esterilizadas em autoclave. A parcela experimental foi constituida de
placas de Petri, de 9 cm de didmetro e 30 sementes cada irrigada inicialmente
com 2 mL de cada extrato avaliado, sendo posteriormente irigadas com agua
destilada de acordo com a necessidade.

Foram discriminados quatro ensaios que englobam diferentes faixas de
concentracdo. O ensaio qualitativo foi realizado na concentragcdo de 100 mg/L, e
foram avaliados decocto, extrato metandlico, fragdo em acetato de etila e fragéo
butandlica, utilizando-se agua como testemunha. Apds sua realizacao os extratos
e fracdes foram avaliados em diferentes faixas de concentragdo. O decocto obtido
a (20 % p/v) foi avaliado na concentragdo de 100 e diluido as concentragdes 75,
50, 25 e 12,5%, utilizando-se como dose inicial agua (dose zero). As fracoes em
acetato de etila e butanol foram avaliadas em duas faixas de concentracao para
maior detalhamento da interagdo entre as substancias presentes e as espécies
avaliadas. No Ensaio 01 (E,) foram utilizadas as concentragoes de 8;4; 3; 2 e
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1img/L e no Ensaio 02 (E,) as concentragbes de 200; 100; 50; 25 e 12,5mg/L,
utilizando em ambos ensaios dgua como dose inicial (dose zero).

Antes da realizacdo dos ensaios as solugbes foram avaliadas quanto a
acidez, através da determinacédo do pH, e também quanto a concentragéo de ions
dispersos nas solugdes, atraves da medida da condutividade elétrica.

Para os ensaios de geminagdo as avaliacbes em todos o0s ensaios
realizados se deram através da avaliacdo diaria do numero de sementes
geminadas, para posterior determinacéo do indice de Velocidade de Geminagéo
(IVG) e do Percentual de Geminagéo.

Nos ensaios de crescimento foram utilizadas as mesmas condigdes
descritas nametodologia do bioensaio de geminacéo, porém as avaliagdes foram
realizadas no décimo dia, com medicbées do comprimento da parte aérea (cm),
comprimento da raiz (cm) e biomassa fresca (g). Apds a realizacdo das medidas
biométricas, as plantas foram alocadas em sacos de papel e levadas a estufa a
36°C durante 72h. Decorrido este periodo, o material vegetal foi pesado em
balanga analitica, obtendo-se assim os valores da biomassa seca total das
plantulas (Q).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente

casualizados com quatro repeticdes simultaneas de 30 sementes de alface.

3.7.2. Avaliacao da atividade alelopatica in vivo

O ensaio foi realizado em casa-de-vegetagcdo. As sementes foram
dispostas em células de bandejas de poliestireno contendo como substrato
Plantmax®.

A parcela experimental foi constituida de 30 sementes da espécie L. sativa
dispostas em bandejas de poliestireno, devidamente, delimitadas de acordo com
as concentragcbes avaliadas. As sementes foram irrigadas inicialmente com 0,5
mL de extrato na avaliagao do decocto e 2 mL de extrato para os demais ensaios.

As plantulas foram irrigadas diariamente pela manha e a tarde durante dez
minutos, utilizando-se o sistema de micro-aspersao.

O decocto obtido (20 % p/v) foi avaliado na concentracdo de 100 e diluido
as concentragdes 75, 50, 25 e 12,5%, utilizando-se como dose inicial agua (dose

zero). As fracbes em acetato de etila e butanol foram avaliadas em duas faixas
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de concentragdo assim como os bioensaios realizados in vitro. No Ensaio 01 (E)
foram utilizadas as concentracbes de 8; 4; 3; 2 e Tmg/L e no Ensaio 02 (E,) as
concentragdes de 200; 100; 50; 25 e 12,5mg/L, utilizando em ambos 0s ensaios
agua como dose inicial agua (dose zero).

Foram realizados bioensaios de geminacdo e de crescimento. No
bioensaio de geminacao a avaliagao da atividade alelopatica foi determinada pelo
indice de velocidade de emergéncia (IVE) e percentagem de emergéncia (%E).

No bioensaio de crescmento foi utilizada a mesma metodologia do
bioensaio de geminacédo, porém as avaliacbes foram realizadas no vigésimo dia
ap6s a semeadura, com medigoes da altura da parte aérea (cm), comprimento da
raiz (cm), biomassa fresca (g). Apés a realizacdo das medidas biométricas, as
plantas foram alocadas em sacos de papel e levadas a estufa a 60°C durante
72h. Decorrido este periodo, o material vegetal foi pesado em balanga analitica,
obtendo-se assim os valores da biomassa seca total das plantulas (g).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos
casualizados com quatro repeticoes simultineas de 30 sementes de alface.



41

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Avaliacoes da pureza das substancias quimicas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras purificadas STL-01, STL-02, STL-03, STL-04, STL-05 e STL-
06 foram submetidas a andlise cromatografica para confirmacao prévia da pureza
antes da realizacdo de anadlises de ressonancia magnética nuclear para
determinacéao da estrutura das mesmas.

Tais andlises pemitiram verificar que as amostras STL-01 (Figura 14) e
STL-02 (Figura 16) isoladas apresentaram perfis cromatograficos semelhantes
nas andlises de CLAE, devido a uma mesma substancia majoritaria com tempo de
retencédo préximo (5,22 e 5,24 min). A amostra STL-02 apresentou 91,10 % de
pureza. As analises de ressonancia magnética nuclear confirmaram que estas
amostras eram a mesma substancia quimica. Os espectros de absorcdo em UV
mostraram A,ax 210 € 274 nm para a substancia STL-01 (Figura 15) e 210,0 e
272,9 para a substancia STL-02 (Figura 17).
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Figura 14. Cromatograma obtido para a substancia STL-01.
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Figura 15. Espectro na regido do ultravioleta da amostra STL-01.
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Figura 16. Cromatograma obtido para a substancia STL-02.
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Figura 17. Espectro na regido do ultravioleta da amostra STL-02.

As amostras STL-03 (Figura 18, Figura 19) e STL-04 (Figura 20, Figura 21)
apresentaram perfis cromatograficos muito semelhantes e tempos de retengéo em
5,22 e 5,21 min, respectivamente. A amostra STL-03 apresentou mesmo tempo
de retencdo da amostra STL-01 sendo atribuida, devido a caracteristicas

cromatograficas, que se trata de uma mesma substancia quimica.
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Figura 19. Espectro na regido do ultravioleta da amostra STL-03.
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Figura 20. Cromatograma obtido para a substancia STL-04.
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Figura 21. Espectro na regidao do ultravioleta da amostra STL-04.

Aamostra STL-05 (Figura 22) que aparentemente apresentava-se pura nas

andlises em CCDA, na analise em CLAE apresentou-se na forma de mistura

apresentando trés picos cromatograficos com Tg em 5,21; 6,79 e 7,40 min,

respectivamente. Através da observacao de trés bandas (200, 250 e 350 nm)

caracteristicas de esqueleto flavonoidico no espectro de UV (Figura 23) pode-se

atribuir a presenca de flavondides nessa mistura. Devido ao fato de terem sido

isolados apenas 9,0 mg dessa mistura seu fracionamento cromatografico e

andlises de RMN se tornaram inviaveis de serem realizados.



46

3000 | | 3000

1 + 20 nm 8nm o F

1 — ssnos £
200 | B-STLO5001 b 200
3 {  Retention Time E 13
< = =
: - o cmas o E
10 ﬂg o 5‘32 m#ﬂ%ﬂ; p o), 1000

] —r — o w%“““d‘ =+f

1 A2 -t =t Lmr'“"h-mq:i —f

1 r | |4 RS i

0 T I | Y 1o

I e o o o o L I e e L I e o o o o L o e e

0 2 4 6 8 10 12 14

inuss

Figura 22. Cromatograma obtido para a substancia STL-05.
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Figura 23. Espectro na regido do ultravioleta da amostra STL-05.

O cromatograma referente a substancia STL-06 (Figura 24) indicou a
presenga de duas substancias quimicas com tempos de retencdo de 5,79 e 6,92
min, respectivamente. Por apresentar massa suficiente para novo fracionamento
cromatografico (53,7 mg) a amostra foi reservada para analises posteriores. O
pico majoritario (Tgr 5,79 min) apresentou 69,44% de pureza, nao sendo possivel a

detecgado do Ayax (Figura 25) para essa amostra.
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Figura 25. Espectro na regido do ultravioleta da amostra STL-06.

Observa-se no cromatograma referente ao decocto de folhas de S.
terebinthifolius (Figura 26) um pico em 5,20 min referente a substancia STL-01.
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Figura 26. Cromatograma obtido para o decocto de folhas de S. terebinthifolius.

No cromatograma obtido para a fragdo em acetato de etila (Figura 27)

observa-se o um pico em 5,22 min referente a substancia STL 01. Conforme

observado nos espectros de UV (Figura27, Figura 28) outras substancias
fendlicas minoritarias sao observadas a 6,29; 6,43; 6,58; 6,74; 7,11;7,24; 7,40 e
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Figura 27. Cromatograma obtido para a fracdo em acetato de etila do decocto de

folhas de S. terebinthifolius.



49

— 6.2 mn/Smh — 643min/Smth — 658min/Smth — 6.79 min/Smth
800 800
600 600
D i D
< <
E 400 400 E
200 200
0 0
200 250 300 350 400 450 500
nm

Figura 28. Espectro na regidao do ultravioleta da fracao em acetato de etila do
decocto de folhas de S. terebinthifolius.
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Figura 29. Espectro na regidao do ultravioleta da fracdo em acetato de etila do
decocto de folhas de S. terebinthifolius
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A fracao butandlica (Figura 30) apesar de nao ter sido fracionada apresenta
em seu perfl quimico a presenca de varias substancias. Pelo aspecto
apresentado pelo espectro de UV (Figura 31) pode-se prever a presenca de

flavondides nesta fracao.
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Figura 30. Cromatograma obtido para a fragao butandlica do decocto de folhas de
S. terebinthifolius.
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Figura 31. Espectro de ultravioleta para a fragdo butandlica do decocto de folhas
de S. terebinthifolius.
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Na ultima década, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi
uma das técnicas mais utilizadas para analise e isolamento de produtos naturais a
exemplo de matrizes complexas como extrato de plantas. A utilizagdo de
cromatogramas na determinacdo do perfil quimico de uma detemrminada amostra
podera ajudar no isolamento e detemrminacdo dos diversos compostos que a
compde (Hostettmann et al., 2003).

A CLAE é uma técnica analitica que compreende uma grande variedade de
modos de separacao, os quais poderdo ser escolhidos de acordo com a natureza
quimica dos compostos, sendo de extrema utilidade na andlise de compostos
polares e nao volateis. O sistema mais freqlientemente utilizado em analises de
CLAE ¢é a fase inversa, o qual separa através de grupos silanol ndo protegidos.
Os compostos sao adsorvidos a fase estacionaria (de menor polaridade) até
serem eluidos pela fase movel com polaridade adequada (Yunes e Calixto, 2001).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia pemite andalises qualitativas e
quantitativas de misturas complexas com alta resolucdo e sensibilidade. Esta
técnica é amplamente utilizada na deteccido de substdncias como flavondides,
terpenos, acidos fendlicos e carotendides (Chaves, 2006).

A espectroscopia de ultravioleta fornece informagdes sobre a classe de
substancias presentes no extrato e no caso de compostos fendlicos propicia a
identificacao de hidroxilas livres e sobre a posicdo das oxigenagdes (Hostettmann,
et al., 2003). Espectros na regido de absorcao nas regioes visivel e ultravioleta
sdo Uteis para deteccdo de certos grupos funcionais que atuam como croméforos
(Skoog et al., 2002).

4.2. Elucidacao estrutural da substancia STL- 01

A determinacéo estrutural da substancia STL-01 baseou-se na andlise de
dados espectrométricos principalmente de RMN de 'H e '°C (Tabela 02) em
comparagdo com dados da literatura e na andlise cromatografica realizada
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em comparacado com padrao de
acido galico (Sigma G-7384).

O espectro de RMN 'H da substancia STL-01 (Figura 29) mostrou apenas
um intenso singleto em &y 6,92, atribuido aos dois hidrogénios equivalentes (H-2

e H-6) do anel aromatico.
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No espectro de APT (Figura 30, Figura 31) foram observados: um sinal em
6¢c 109,1 ppm relativo aos carbonos equivalentes C-2 e C-6; um sinalem & 121,9
referente a C-1; um sinal em & 145,8 ppm referente aos outros dois carbonos
equivalentes: C-3 e C-5; e um sinal em &¢ 168,0 ppm caracteristico de carbono
carbonilico. Esses dados em comparacdo aos da literatura (Souza-Filho et al,
2006), levaram a identificacdo da substancia como sendo o acido galico (Figura
26).

Figura 32. Estrutura quimica da substancia STL 01.

Tabela 2. Dados espectrais de RMN 'H e RMN '°C (400MHz e 100 MHz, CDCl,)
para a substancia STL-01. Deslocamentos quimicos &y (em ppm)

STL - 01 Acido Galico
(Souza-Filho et al., 2006)
S¢c (ppm) Sy (ppm) m &¢ Sy
1 121,0 121,9
2 109,2 6,92 s 110,3 7,05s
3 145,8 146.,4
4 138,4 139,6
5 145,8 146,4
6 109,2 6,92 s 110,3 7,05s
1’ 167,9 1704
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O espectro de HMQC pemite estabelecer a correlacdo entre o sinal de
cada carbono protonado com o sinal do respectivo préton (Yunes e Calixto, 2001).
Observou-se no espectro de HMQC da substancia STL-01 apenas um sinal
referente aos carbonos protonados no esqueleto da molécula (Figura 35, Figura
36) estabelecendo uma correlacéo entre o 6, 6,92 (H-2 e H6) e 0 &, (C-2 e C-6).

Os espectros de HMBC pemitem correlacionar os sinais de carbono,
especialmente os quatemarios, com os sinais dos carbonos dos prétons vizinhos,
geralmente a 2-3 ligagdes (correlagdes C-H; 2J ou °J). Tal correlacdo é importante
para uma localizagdo exata dos carbonos quaternarios na estrutura do esqueleto
(Yunes e Calixto, 2001). Observou-se no espectro de HMBC da substancia STL-
01 (Figura 33, Figura 34) a correlacéo entre o sinal dos hidrogénios CH-2 e CH-6
referente aos carbonos protonados C-2 e C-6 correlacionando com os C-1 (.
121,0), C-3 (5, 145,8) e C-4 (5. 138,4) e C-1’ (8, 167,9).

Em analise cromatografica atraves de CLAE realizada com a amostra STL-
01 a presenca de apenas um pico no cromatograma (Figura 14) demonstra a
pureza da amostra injetada. Apds andlise de RMN'H e RMN™*C e determinacéo
da estrutura da substancia como sendo o acido gélico, a amostra foi injetada
juntamente com diversos padrbes de acido (Figura 33), o pico referente
apresentou tempo de retencdo bem proximo ao do acido galico, para
detalhamento da amostra, como sendo o &cido galico, uma co-inje¢do com o
padrdo de acido galico foi realizada (Figura 34), a presenca de apenas um pico
referente as substancias injetadas confirna a amostra como sendo o acido galico.

Os espectros de UV (Figura 15) e IV (Figura 41) foram obtidos no intuito de
confimar a estrutura da substancia STL-01 como sendo o acido galico.

Observou-se no espectro de UV (Figura 15) 0s A, de 210nm e Apax
274nm. Os resultados encontrados corroboram com Verza et al. (2007) em estudo
realizado encontraram valores de A, .,de 215,3 e A,..x 271,9 para o acido galico. A
diferenca encontrada entre os valores devem a diferencas nas condigdes de
analise e aparelhos utilizados para a realizagcdo da mesma.

No espectro de IV (KBr) foram encontradas bandas em 3466 cm™' referente
a presenca de grupamentos hidroxila, 1701 cm™ referente a carbonila. Valores
semelhantes foram encontrados por Aimeida et al. (2005); observou-se para o
espectro IV (KBr) do acido galico valores VinaxCM ' 3466, 1701, 1545, 1043.
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Compostos fendlicos pertencem a classe de compostos que inclui grande
diversidade de estruturas, simples e complexas que possuem pelo menos um
anel aromatico, ao menos um hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila
(Simdes et al., 1999). Correspondem a classe de metabdlitos secundarios na qual
se encontra a maior parte dos compostos apontados como tendo atividade
alelopatica, incluindo desde fendis simples até taninos de estrutura complexa.
Alguns compostos quando degradados hidroliticamente possuem acentuado
efeito alelopatico sobre uma série de espécies vegetais (Mazzafera, 2003).

Taninos s&o encontrados em muitas plantas utilizadas pelo homem na
forma de ervas medicinais, na alimentacdo e na fabricacdo de bebidas. Nas
plantas os taninos podem ser encontrados em raizes, flores, frutos, folhas, cascas
e na madeira. Contribuem para o sabor adstringente em comidas e bebidas.
Alguns estudos provaram que os taninos atuam protegendo as plantas contra os
herbivoros e doencas patogénicas (Queiroz et al., 2002).

Os taninos naturais podem ser encontrados em diversas partes do vegetal.
Os taninos hidrolizaveis sao poliésteres da glicose e sao classificados,
dependendo do acido que formam em taninos galicos ou taninos elagicos (Paes
etal., 2006).

Os galotaninos resultam da unidao entre unidades de acido galico via
ligagdbes meta-depsidicas. O grau de substituicdo total de 10 a 12 residuos de
acido galico por molécula de glicose pode ser alcangado conforme relatado para
os galotaninos de Rhus semialata (Simdes et al., 1999).

Em estudo realizado por Silva e Aquila (2005), a avaliagdo alelopatica da
espécie Dodonaea viscosamostrou efeito inibitério na germinacado de aquénios de
alface tanto pelos extratos obtidos a frio como em extratos obtidos a quente. A
analise fitoquimica dos extratos foi positiva indicando a presencga de saponinas e
de taninos em ambos os exiratos.

A avaliacdo do potencial alelopatico de Myrcia guianensis foi realizada,
juntamente ao fracionamento fitoquimico da mesma levando ao isolamento dos
acidos galico e protocatecuico. Os extratos brutos em acetato de etila e
metanodlico apresentaram maiores atividades alelopaticas nas geminacdes das
sementes, principalmente, da espécie malicia. Em face do maior efeito inibitorio
do extrato bruto acetato de etila, optou-se pelo fracionamento deste. A avaliacédo

do potencial alelopatico das trés partiches obtidas desse extrato indicou intensas
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inibicoes nas geminagdes das sementes das espécies daninhas, na ordem de
100%, exceto a particdo hexanica, que inibiu em 21% a geminacao da espécie
mata-pasto. A atividade alelopatica inibitéria dos acidos protocatecuico e galico
esteve associada a dois fatores: concentracdo e planta receptora. A tendéncia
geral observada foi de relacdo positiva entre intensidade de inibicdo e a
concentragdo do acido, com efeitos maximos obtidos na concentragédo de 60 ppm.
Semelhantemente, a espécie malicia tendeu a ser mais sensivel aos efeitos dos
dois acidos do que mata-pasto, embora diferencgas estatisticas nao tenham sido
detectadas em diversas comparacdes (Souza-Filho et al., 2006).
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Figura 33. Cromatograma da amostra STL-01 comparada a alguns padrdes de

acidos fenolicos.
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4.3. Avaliacoes fisico-quimicas dos extratos

As avaliagOes fisico-quimicas dos extratos foram realizadas de forma a se
garantir que referidos valores encontrados para a condutividade elétrica e pH néo
influenciassem no efeito alelopatico das substancias presentes nos extratos. Os
valores encontrados mantiveram-se em uma faixa de 4,01-5,60 para valores de
pH e menores que 3,6 uS para condutividade elétrica.

Em estudo realizado por Santos et al. (2008) em ensaios realizados com as
substancias friedelina e com a mistura friedelina e epifriedelinol ndo foram
observadas diferencas na atividade alelopatica, na faixa de pH de 3,0 a 9,0,sobre
a geminacao das sementes de malicia.

Quanto a valores relativos a condutividade elétrica, segundo Dardengo
(2008), valores inferiores a 20mS.Cm™' nao sdo considerados prejudiciais a
geminacao de sementes.

4.4. Avaliacoes da atividade alelopatica dos constituintes quimicos polares
de S. terebinthifolius in vitro

Segundo Macias et al. (2007), mesmo uma taxa minima de inibicdo de 40%
pode ser considerada de grande importancia em termos de fitotoxicidade. Neste
trabalho os resultados obtidos sdo promissores. Os ensaios realizados indicam
que a espécie S. terebinthifolius apresenta uma ou mais substancias em seus
extratos com propriedades alelopaticas. Tais substancias podem ser utilizadas
como base para o desenvolvimento de novos produtos, levando-se em
consideracao a atividade apresentada.

O fracionamento do decocto pemitiu ainda a avaliacdo das fracbes em
acetato de etila e butandlica que também apresentaram atividade. Foi realizada
comparacdo das atividades apresentadas pelos extratos e fragdes obtidas do
decocto com o extrato metandlico, o que pemite afimar que os constituintes
quimicos polares da espécie S. terebinthifolius apresentam atividade alelopatica.
Extratos e fracoes polares ja foram citados como portadores de atividade
alelopatica (Santos e Rezende, 2008). Classes de substancias tais como taninos,
flavondides e acidos fendlicos possuem atividade alelopatica podendo apresentar
efeitos diversos na promocdo ou inibicdo da gemminacdo de sementes de

diferentes espécies ou cultivares (Alves, et al., 2003).
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4.4.1. Avaliacao da atividade alelopatica frente a Lactuca sativa (alface) e
Bidens pilosa (picao-preto) em termos qualitativos

Os extratos e fragdes foram submetidos a avaliagdo alelopatica preliminar
in vitro. A espécie L. sativa apresentou diferenca significativa (Quadros 1B) entre
os extratos nos parametros CPA, CR, BF, % G e IVG (Tabela 03).

Na avaliacdo do CPA o maior efeito na redugcéo foi apresentado pelo
decocto. O resultado foi equivalente a inibigdo obtida pela fracdo butandlica
seguida pelo extrato metandlico e fragcdo em acetato de etila, respectivamente.

O parametro CR foi inibido de forma expressiva pela fracao butandlica que
apresentou resultado equivalente a fracdo em acetato de etila; seguido do
decocto e extrato metandlico, respectivamente.

A avaliacdo da BF mostrou que o decocto e a fracdo butandlica
apresentaram maior influéncia na reducdo de biomassa seguida pela fracdo em
acetato de etila. O extrato metandlico apresentou efeito equivalente ao
apresentado pela testemunha.

O extrato metandlico foi o que apresentou maior inibicdo na % G das
plantulas de alface. O IVG foi inibido de forma expressiva pela fracdo em acetato
de etila, os demais tratamentos nao diferiram estatisticamente da testemunha.

A espécie B. pilosa mostrou diferenca significativa (Quadros 2B) apenas
nos parametros CR, %G e IVG (Tabela 04). Para o CR observou-se que o
decocto e a fragdo em acetato de etila acarretaram inibicdo expressiva no
comprimento das plantulas, seguido do extrato metandlico e da fracao em acetato
de etila.

A fracao em acetato de etila e extrato metandlico apresentaram resultados
referentes a inibicdo equivalentes para os parametros porcentagem de
geminacgao (%Q) das plantulas, seguidos do decocto e da fracao butandlica.

Na avaliacdo do IVG observou-se que o decoto e a fracdo em acetato de
etila levou a uma maior diminuicdo da velocidade de geminagédo das plantulas
seguido da fracao butandlica e do extrato metandlico. Para os parametros CPA,
BS e BF nao foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos.

Observou-se que o decocto e a fragdo do decocto em acetato de etila
foram os que apresentaram melhores resultados em relagdo a inibicao dos
parametros avaliados, tendo sido, portanto, escolhido para o inicio do

fracionamento fitoquimico.
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Os resultados corroboram com Souza et al. (2007), que verificaram
atividade alelopéatica para a espécie S. terebinthifolius; o estudo foi realizado
apenas com extratos fervidos e nao fervidos sem avaliagdo de suas fracoes e
extratos orgéanicos; foram avaliados somente os parametros percentual
geminacdo e indice de velocidade de geminagdo. A alelopatia foi descrita
apenas em relacdo a espécie L. sativa ndo tendo sido relatado até o momento

atividade em relacéo a espécie B. pilosa.

Tabela 3. Efeito da atividade alelopatica de extratos brutos e fracbes de S.
terebinthifolius frente a espécie Lactuca sativa

Tratamentos CPA CR BF BS % G IVG
ho 5274 3594 0207 0,070 98.35 75.982

2 A A AB A A A
1,571 2 654 0,184 0,0106 96,7 73,005

Decocto D BC B A AB A
1,926 2 435 0,196 0,010 93,3 63,84

AcOEt B CD AB A ABC B
1,673 2,263 0,183 0,011 94975 70,917

BuOH CD D B A BC A
1,866 2 848 0.219 0,011 92,492 70,62

MeOH BC B A A c A

*Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra na coluna nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Duncan em nivel de 5 % de
probabilidade.
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Tabela 4. Efeito da atividade alelopatica de extratos brutos e fracbes de S.
terebinthifolius frente a espécie Bidens pilosa

Tratamentos CPA CR BF BS % G IVG
H.0 2 415 2 474 0,044 0,003 72.475 40,417
2 A A A A A A
2,468 1,611 0,059 0,005 50,825 23,767
Decocto A B A A AB C
2,585 1,490 0,04815 0,003 42,917 23,057
AcOEt A B A A B c
BUOH 2,820 1,890 0,063775 0,004 59,900 28,767
A A B A A AB BC
2,320 1,705 0,064 0,005 69,975 31,845
MeOH A AB A A B B

*Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra na coluna nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Duncan em nivel de 5 % de
probabilidade.

4.4.2. Avaliacao da atividade alelopatica frente a Lactuca sativa (alface) in

vitro

4.4.2.1. Avaliacao da atividade alelopatica do decocto de folhas de S.
terebinthifolius

Observou-se que de todos os parametros avaliados foram afetados pelo
decocto de folhas de S. terebinthifolius (Quadro 3B) sendo, portanto influenciados
pela acdo dos aleloquimicos presentes. Os resultados obtidos corroboram com
Silva e Silva (2007) no que se refere a acdo alelopatica de substancias oriundas
de extratos polares. Tais metabdlitos ja foram evidenciados como responsaveis
pela atividade alelopatica em diversos trabalhos. Acidos fendlicos foram avaliados
gquanto a atividade alelopatica, sendo consideradas substdncias alelopaticas
descritas como herbicidas naturais (Santos e Rezende, 2008).

Os parametros CPA (Figura 42), BF (Figura 44) e BS (Figura 45) foram
estimulados inicialmente quando submetido a baixas concentragdes do extrato.
No conceito de alelopatia estdo embutidos dois tipos de efeitos, que sao os
inibitérios e estimulatérios. Os efeitos estimulatérios podem estar relacionados a
concentragdo, manifestando-se principalmente em condicbes de baixas

concentragdes (Benilelo et al., 2008).
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Em estudo realizado por Rizzardi et al. (2008), observaram que a baixas
concentragdes de extratos estimularam tanto o crescimento da radicula quanto a
porcentagem de geminacao dos aquénios; em altas concentracdes, os genotipos
ndo diferiram na geminacdo dos aquénios e no comprimento da radicula. A
concentracdo dos extratos submetidos a avaliacao alelopatica pode diferir em
relacéo aos efeitos causados pela concentracdo de extratos e espécies avaliadas
(Ferreira e Aquila, 2000). Extratos de falso-boldo, tiririca, babosa e agoita-cavalo,
estimularam o crescimento de plantulas de alface, sugerindo a presenca de
compostos bioestimuladores nestes extratos (Mairesse, et al., 2007). Efeitos de
estimulo na primeira contagem de geminacao também foram observados em
concentragdes mais baixas e inibicao a medida que se aumentava a concentracao
de extrato. Isto sugere que as menores concentracdes nao sao fitotbxicos e que
tal efeito somente aparece em concentracées mais altas (Hoffmann el al., 2007)

Os parametros CR (Figura 43), %G (Figura 46) e IVG (Figura 47) foram
inibidos com o0 aumento da concentracdo dos extratos. Tal comportamento é
esperado visto que com 0 aumento da concentragcdo uma maior quantidade de
substancias quimicas entra em contato com as plantulas. Segundo Oliveira Jr. e
Constantin  (2001), a atividade biolégica destes produtos depende da
concentragdo da substancia, pois um composto que apresenta toxidez a uma
espécie vegetal pode serinbécuo a outra.

Os resultados corroboram com Rosa et al. (2007), que observaram em seu
trabalho efeito evidente na porcentagem de geminagdo e comprimento de raiz;
porém, todos os parametros avaliados foram sensiveis aos extratos de leucena. A
concentracdo de 100% de extrato apresentou maior tempo e, portanto menor
velocidade de geminagdo. Observou-se também diferenca acentuada no
comprimento de raizem relagdo a testemunha, independente da concentragao do

extrato.



68

2,5 1
2 -
—_ 4
g 1,5 1
: Y=1,6156 +0,2951 x**05-0,02936x™*
& 1 R® = 06998
0,5 -
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Concentracao de Extrato (%)

Figura 42. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre o CPA de L.

sativa.
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Figura 43. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre o CR de L.

sativa.

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste “t”

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”
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Figura 44. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a BF de L.

sativa.
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Figura 45. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a BS de L.

sativa.
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Figura 46. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a % G de L.

sativa.
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Figura 47. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a IVG de L.

sativa.
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4.4.2.2. Avaliacao da atividade alelopatica da fracdao em acetato de etila do

decocto das folhas de S. terebinthifolius

4.4.2.2.1. Avaliacao das concentracoes de 0;1;2;3;4;5 e 8 mg/L (E4)

A atividade alelopatica da fracdo em acetato de etila (E;) mostrou-se
significativa (Quadro 4B) para os parametros CPA (Figura 48), CR (Figura 49) e
%G (Figura 50). Os parametros IVG e BS apesar de significativos
estatisticamente ndo se ajustaram a modelos de regresséao.

Observou-se que os parametros CPA e CR ajustaram-se ao modelo
quadratico; havendo inibicdo no comprimento das plantulas a medida que a
concentracdo da fracao foi aumentada. Observou-se o ponto de inibigdo maximo
em 7,2mg/L para o CPA, 6,5 mg/L para o comprimento de raiz. O % G ajustou-se
ao modelo linear, foi observada inibicdo com aumento da concentragédo da fracao.

Os resultados corroboram com Borges et al. (2007) em estudo realizado
com neolignanas isoladas de Virola surinamensis, comprovaram a inibicdo da
geminacao de sementes em funcao da concentragdo e da substancia avaliada.
Observaram ainda, que independente da substancia avaliada o desenvolvimento
da radicula apresentou maior inibicio em comparagcdo com percentual de
geminagao.

Por apresentar compostos polares, a atividade alelopatica da fracdo em
acetato de etila ja era esperada, sendo necessarios ajustes em relacdo a
concentragcao avaliada. Belineto et al. (2008) comprovaram por meio de testes de
geminacgao e crescimento radicular que a medida que se aumenta a polaridade
dos solventes, ou seja, sdo extraidos compostos mais polares, com a presenca de
grupos carboxilas e hidroxilas, o efeito de inibicdo para o sorgo foi acentuado.
Dentre os compostos polares, os fendlicos e derivados correspondem a classe de
metabodlitos secundarios, na qual se concentra a maior parte dos compostos
apontados como tendo atividade alelopatica, sendo considerados aleloquimicos
desde fendis simples até taninos de estrutura complexa.
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Figura 48. Efeito da fracdo em acetato de etila (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o CPAde L. sativa.
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Figura 49. Efeito da fracdo em acetato de etila (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o CR de L. sativa.
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Figura 50. Efeito da fracdo em acetato de etila (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o0 %G de L. sativa.

4.4.2.2.2. Avaliacao das concentracoes de 0;12,5;25;50;100 e 200 mg/L (Ey)

Neste ensaio apenas os parametros CPA (Figura 51) e % G (Figura 52)
foram significativos estatisticamente (Quadro 5B).

Observou-se para CPA inibicao linear a medida que se aumentou a
concentracdo da fracdo; o mesmo ocorreu com o %G, porém, 0 mesmo se
ajustou ao modelo quadratico havendo diminuicdo no efeito da inibicdo a partir da
concentragdo 140,9mg/L.

Embora os outros parametros avaliados também tenham sido afetados, tal
interagcdo ocorreu de forma menos expressiva, os parametros avaliados se
encontravam bem proximos dos niveis de significAncia, porém nao foram
considerados significativos estatisticamente. O pardmetro BF embora tenha sido
considerado significativo ndo se ajustou a modelos de regressao.

Considerando que os parametros avaliados tenham sido afetados
significativamente pela concentragdo dos extratos o0s resultados obtidos
corroboram com os apresentados pelo experimento 01 (E;) da fracdo em acetato
de etila, porém em menor intensidade, indicando que as substancias presentes no

extrato devem apresentar concentragdo 6tima para inibicdo do crescimento.
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Estudos ja evidenciaram que uma mesma substancia pode agir de forma
diferente dependendo da concentracao da mesma (Belineto et al., 2008). Assim, o
conhecimento dos efeitos alelopaticos de variadas substancias é muito importante
para se entender as interagdes entre espécies de plantas tanto em ecossistemas
naturais como agricolas. O efeito na relagcdo entre extrato e concentracao pode
sermaior quanto maior for seu efeito de inibicao (Silva, et al., 2006).

Em estudo realizado por Mairesse et al. (2007) foi avaliada a bioatividade
de diversos extratos vegetais sobre alface (L. sativa), resultados com extratos de
caruru, murta, cha-de-bugre e grevilha-ana promoveram reducdo drastica na
geminacédo das sementes. Extratos de capuchinho, parparoba, hortela-pimenta,
pata-de-vaca, favia, salvia-da-gripe, terramicina e pinus impediram totalmente a
inibicdo das sementes impedindo que os demais caracteres fossem avaliados.
Extratos de jamboldo, fumo-bravo e cha-de-bugre inibiram o crescimento de
plantulas de alface.
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Figura 51. Efeito da fracdo em acetato de etila (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o CPAde L. sativa.
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Figura 52. Efeito da fracdo em acetato de etila (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o0 %G de L. sativa.

4.4.2.3. Avaliacao da atividade alelopatica da fracao butandlica do decocto

das folhas de S. terebinthifolius

4.4.2.3.1. Avaliacao das concentracoes de 0;1;2;3;4;5 e 8 mg/L (E4)

Neste ensaio apenas os parametros BF e BS nao foram significativos
(Quadro 6B). Observou-se uma inibicao no CPA (Figura 53), CR (Figura 54), %G
(Figura 55) e IVG (Figura 56) a medida que aumentou a concentragéo do extrato,
comprovando a presenga de substdncias aleloquimicas nos mesmos. Os
parametros CPA e IVG se ajustaram a modelo quadratico apresentando maior
efeito inibitdrio a concentracao de 6,6 mg/L.

Tais resultados corroboram com Souza-Filho et al. (2005), que em estudo
realizado com o aleloquimico produzido por uma graminea observaram maior
sensibilidade ao alongamento da radicula em relacdo a gemminagcédo das
sementes. Tal efeito foi atribuido a presenca do acido p-cumarico. Outros
parametros tais como o comprimento de parte aérea, biomassa seca, biomassa
seca e indice de velocidade de geminacgéao nao foram citados neste trabalho.

Os mesmos autores (Souza-Filho et al., 2005) em estudo realizado com
folnas de Tachigali mymecophyla comprovaram sua atividade alelopética. Os
resultados foram atribuidos a substdncia 4,5- diidroblumentol. Variacdes
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observadas na intensidade dos efeitos foram atribuidas aos fatores concentracao
da substéncia e espécie invasora. A atividade biolégica de detemrminado
aleloquimico esta associada tanto a concentracado como ao limite da resposta da
espécie afetada. A inibigcdo variou positivamente em funcdo do aumento da
concentragdo da substancia, embora estes ndo tenham sido correspondidos em

alguns casos, a diferencgas significativas.
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Figura 53. Efeito da fracdo butandlica (E;) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o CPAde L. sativa.
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Figura 54. Efeito da fracdo butandlica (E;) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o CR de L. sativa.
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Figura 55. Efeito da fracdo butandlica (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o %G de L. sativa.
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Figura 56. Efeito da fracdo butandlica (E;) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o IVG de L. sativa.

4.4.2.3.2. Avaliacao das concentracoes de 0;12,5; 50;100 e 200 mg/L (E»o)

Observou-se neste ensaio que apenas os parametros BF (Figura 57), %G
(Figura 58) e IVG (Figura 59) foram afetados significativamente pelos tratamentos
(Quadro 7B), havendo inibicdo a medida que se aumentou a concentragdo da
fracdo. Para os parametros BF e IVG observou-se diminuicdo no efeito de inibigéo
a partir da concentracéo de 200mg/L e 150,3mg/L, respectivamente.

Estudos vém ressaltando o efeito inibitdrio em relacdo a concentragado e
disponibilidade de substancia disponivel em contato com as espécies avaliadas
(Pires et al., 2001).

Deve-se considerar, porém, que a geminacdo foi tida como menos
sensivel aos aleloguimicos que o crescimento da plantula. Neste contexto
substancias alelopaticas podem induzir o aparecmento de plantulas anomais.
Portanto, estudos devem ser realizados para que a propor¢gdo entre o
aleloquimico presente e o material biolégico avaliado seja adequado (Ferreira e
Aquila, 2000).

Os resultados corroboram com Souza et al. (2005), que observaram
inibicdo da %G e do IVG a medida que se aumentava a concentracao do extrato

aquoso de espinheira-santa. Relatam ainda a presenca de taninos em suas
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folhnas; os mesmos possuem propriedade de se ligar a proteinas, formando
precipitados irreversiveis, atuando como bactérias nitrificadoras, acarretando
efeito alelopatico direto no solo.

Em estudo realizado por Tokuhisa et al. (2007) constaram reducio
significativa na geminacdo e no comprimento da raiz primaria de plantulas de
alface com aumento da concentracdo do extrato de sarcotesta de sementes de
mamao, indicando efeito inibitério dos extratos na geminacao das sementes de
alface. Estes resultados reforcam que, compostos inibidores, provavelmente
fendis, presentes nas sarcotestas, influenciaram o processo germinativo de alface
com aumento do efeito inibitério diretamente proporcional a concentracdo do

extrato.
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Figura 57. Efeito da fracdo butandlica (E,) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre a BF de L. sativa.
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Figura 58. Efeito da fracao butandlica (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o0 %G de L. sativa.
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Figura 59. Efeito da fracdo butandlica (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o IVG de L. sativa.
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4.4.3. Avaliacao da atividade alelopatica frente a L. sativa (Alface) in vivo
Apds os testes em laboratério torna-se necessario uma avaliacdo da
atividade alelopatica em ambiente mais préximo das condigdes reais encontradas,
sendo os ensaios em casa-de-vegetacdo um passo posterior a avaliagao in vitro.
Os ensaios realizados neste trabalho foram conduzidos com as mesmas
concentragdes avaliadas no laboratdrio para comparagéao dos resultados obtidos.

4.4.3.1. Avaliacao da atividade alelopatica do decocto de folhas de S.
terebinthifolius

Neste ensaio foram afetados significativamente pelos tratamentos os
parametros CPA (Figura 60), CR (Figura 61), BF (Figura 62), % E (Figura 63) e
IVE (Figura 64) (Quadro 8B). Todos os parametros avaliados sofreram inibicdo a
medida que se aumentou a concentracdo do extrato. Para os parametros CR
observou-se diminuicdo no efeito de inibicdo do extrato a partir da concentracéo
de 50% do decocto.

Os parametros CPA, %E e IVE sofreram inibicdo linear a medida que
houve aumento na concentracdo dos extratos. Os parémetros CR e BF sofreram
maior efeito inibitério a partir das concentragcées e 75 mg/L e 84,75mg/L,
respectivamente.

Os resultados obtidos corroboram com Lima e Moraes (2008) em estudo
realizado com a espécie Ipomea fistulosa, nos ensaios em casa-de-vegetacao
observou-se que houve reducédo significativa na altura das plantulas, do nimero
de folhas, da biomassa seca, da parte aérea e da raiz das plantulas em relacdo a
testemunha com o aumento da concentragao dos extratos avaliados.

Em estudo realizado por Pires et al. (2001) em casa-de-vegetacao apds um
periodo de sete dias, as espécies daninhas caruru e picao-preto apresentaram
maior sensibilidade aos efeitos do extrato do que a espécie desmadio, verificando
que o efeito do extrato variou em funcéo da espécie em estudo e da concentracéo
do extrato. As concentracoes de 50 e 100% foram as mais prejudiciais ao
desenvolvimento das plantulas, observando-se redugcdo no crescimento das

plantulas e deformacao do limbo foliar das espécies picao-preto e caruru.
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Figura 60. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre o CPA de L.

sativa in vivo.
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Figura 61. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre o CR de L.

sativa in vivo.
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Figura 62. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a BF de L.

sativa in vivo.
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Figura 63. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre o %E de L.

sativa in vivo.



84

60 1

< y = -0,2157x* + 46,6713
4

50 R? = 0,8798

40 1

IVE

30 7 .
20 1

10 7

0 12,5 25 37,5 50 62,5 75 87,5 100
Concentracao da Fracao (mg/L)

Figura 64. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre o IVG de L.

sativa in vivo.

4.4.3.2. Avaliacao da atividade alelopatica da fracao em acetato de etila do

decocto das folhas de Schinus terebinthifolius

4.4.3.2.1. Avaliacao das concentracoes de 0;1;2;3;4;5 e 8 mg/L (E4)

De todos os parametros avaliados o CPA (Figura 65), CR (Figura 66), % E
(Figura 67) e IVE (Figura 68) foram considerados significativos estatisticamente
(Quadro 9B). Observou-se em todas as avaliagbes inibicho com aumento da
concentragdo da fracdo avaliada. O pardmetro CPA sofreu diminui¢do no efeito de
inibicdo a partir da concentracdo 5,33mg/L. Embora tenham sofrido influéncia dos
tratamentos os pardmetros BS e BF ndo foram considerados significativos
estatisticamente.

Efeitos semelhantes foram encontrados por Dardengo (2008), que em
trabalho realizado com avaliacbes em casa-de-vegetacao verificou inibicao linear
no indice de velocidade de emergéncia de sementes de alface submetidas a acao
de extratos de alfavaca e capim-limao. Observou ainda, reducdo na geminacao e
influéncia no crescimento das mesmas a medida que houve aumento na
concentracdo dos extratos. Em relacdo a espécie B. pilosa relatou reducédo no
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comprimento da parte aérea e de raizes, a medida que se aumentou a
concentragdo dos extratos de capim-liméao e alfavaca.

Andrade et al. (2003) observaram efeitos semelhantes ao encontrado neste
trabalho em estudo realizado com flores de Accacia podalyriaefolia. O estudo da
fracdo em acetato de etila apresentou efeito alelopatico significativo. Plantulas
anomais com necrose da radicula foram observadas nos ensaios com as fracdes
em diclorometano e acetato de etila. Os resultados obtidos nos testes de
geminagdo e crescimento indicaram a presenca de aleloquimicos nesta fracéo

provavelmente devido a presenca de compostos fendlicos e flavondides

detectados através de screening fitoquimico.
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Figura 65. Efeito da fracdo em acetato de etila (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o CPAde L. sativa in vivo.
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Figura 66. Efeito da fracdo em acetato de etila (E;) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o CR de L. sativa in vivo.
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Figura 67. Efeito da fracdo em acetato de etila (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre 0 %E de L. sativa in vivo.
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Figura 68. Efeito da fracdo em acetato de etila (E;) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o IVE de L. sativa in vivo.

4.4.3.2.2. Avaliacao das concentracoes de 0;12,5; 50;100 e 200 mg/L (EJ)

Todos o0s pardametros avaliados nesse ensaio foram considerados
significativos estatisticamente (Quadro 10B). Observou-se a inibicdo linear do
CPA (Figura 69), CR (Figura 70), BF (Figura 71), BS (Figura 72) e % E (Figura 73)
em fung@o do aumento da concentracao da fragdo. O IVG também foi inibido com
aumento da concentracdo da fragdo, porém nao se ajustou ao modelo de
regressao.

Tais resultados corroboram com Camo et al. (2007), que em estudo
realizado com extratos aquosos de canela sassafras indicam que os efeitos
inibitorios sobre a geminagao de plantas, desenvolvimento do sistema radicular e
da parte aérea de Sorghum bicolor se deram devido a presenca de terpenos,
flavondides, saponinas e taninos previamente identificados nessa espécie. Os
compostos fendlicos estao implicados na inibicdo da gemminacdo de sementes e
no estabelecimento de comunidades vegetais; podem ser responsaveis ainda por
efeitos inibitérios sobre o desenwolvimento radicular e da parte aérea das
espécies. Influéncias na biomassa seca e fresca sugerem que as substancias
extraidas podem estar atuando sobre a pemeabilidade das membranas e/ou

balango hidrico e aquisigdo de nutrientes pelo sistema radicular.
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Em estudo realizado por Wandscheer e Pastorini (2008) demonstraram
inibicAdo do percentual de geminacao, IVG e comprimento radicular de plantulas
de alface. No processo de geminacao, juntamente com a agua, podem penetrar
substancias alelopaticas capazes de inibir ou retardar a multiplicacdo ou

crescimento de células, podendo também retardar a gemminacao.
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Figura 69. Efeito da fracdo em acetato de etila (E,) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o CPAde L. sativa in vivo.



89

81 y = -0,0056x** + 6,7061
74 R’ = 0,8459
6 ¢ e
—_ 5 -
5
~ 4 -1
8 3 -
2 -
1 -
0 T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200
Concnetracao da Fracao (mg/L)

Figura 70. Efeito da fracdo em acetato de etila (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o CR de L. sativa in vivo.
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Figura 71. Efeito da fracdo em acetato de etila (E,) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre a BF de L. sativa in vivo.



90

0,7 1
y = -0,0008x** + 0,5837

0,6 1 R? - 0,9843
0.5

0,4 1
0,3 1

BS (9)

0,2 1

0,17

0 T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentracao da Fracao (mg/L)

Figura 72. Efeito da fracdo em acetato de etila (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre a BS de L. sativa in vivo.
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Figura 73. Efeito da fracdo em acetato de etila (E,) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre 0 %E de L. sativa in vivo.
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4.4.3.3. Avaliacao da atividade alelopatica da fracao butandlica do decocto

das folhas de S. terebinthifolius

4.4.3.3.1. Avaliacao das concentracoes de 0;1;2;3;4;5 e 8 mg/L (E4)

Observou-se neste ensaio que apenas os parametros CPA (Figura 74), BF
(Figura 75) e BS (Figura 76) sofreram interferéncia significativa dos tratamentos
(Quadro 11B). Todos os parametros apresentaram efeito inibitério com aumento
da concentracao da fracdo. Os parametros CPA, BF e BS se ajustaram ao modelo
quadratico sendo observada reducéo no efeito da inibicAo da fracao a partir da
concentracdo 5,8mg/L, 7,3mg/L e 6,4mg/L, respectivamente.

Apesar de uma inibicdo de 20% nos parametros % E e IVE e 13% para o
CR os mesmos nao foram significativos estatisticamente.

Os resultados corroboram com Hemandez-Terrones, et al. (2007) em
estudo realizado para avaliacdo da acdo alelopatica de extratos da sucupira-
branca (Pterodon emarginatus) sobre a geminagdo e o desenvolvimento de
raizes e parte aérea do capim-colonidao (Panicum maximum). Bioensaios de
geminacgdo realizados em placas de Petri comprovaram que o extrato metandlico
do tronco dessa planta, a 150 ppm, inibiu 83% do crescimento da raiz, 75% da
parte aérea e 30% da germinacdo de sementes de capim-colonido. Em casa-de-
vegetacao, os resultados de inibicdo foram de 83% para a parte aérea, 80% para
a raiz e 63% para a geminacdo, sendo somente considerada efetiva a
concentragao de 400 ppm.

Em estudo realizado a avaliagdo alelopatica de nim (Azadirachta indica)
sobre as espécies L. sativa, Bidens pilosa e Sorgo observaram que o acimulo da
biomassa para as espécies picao-preto, foi inversamente proporcional a
concentragdo de extrato aplicado. O extrato metandlico foi 0 que promoveu menor

acumulo para a espécie picao-preto (Franca et al., 2008).
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Figura 74. Efeito da fragcdo em butandlica (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o CPAde L. sativa in vivo.
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Figura 75. Efeito da fracdo em butandlica (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre a BF de L. sativa in vivo.
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Figura 76. Efeito da fracdo em butandlica (E;) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre a BS de L. sativa in vivo.

4.4.3.3.2. Avaliacao nas concentracoes de 0;12,5; 50;100 e 200 mg/L (EJ)

Todos os parametros avaliados neste ensaio diferiram estatisticamente em
funcado dos tratamentos (Quadro 12B). A inibicao foi acentuada a medida que se
aumentou a concentracao da fracdo. Os parametros CPA (Figura 77), BF (Figura
79), BS (Figura 80), e % E (Figura 81) variaram linearmente com o aumento da
concentragdo da fragdo butandlica. O CR (Figura 78) também sofreu inibicao,
porém se ajustou ao modelo quadratico apresentando maior efeito inibitério na
concentragdo 157,5mg/L.

Os resultados corroboram com Hemandez-Terrones et al (2007a)
demonstrando que o extrato bruto de P. emarginatus apresenta propriedades
fitotbxicas tanto nos ensaios in vivo quanto naqueles in vitro. Porém nos ensaios
in vitro foi requerida concentracdo bem maior que nos ensaios in Vivo,
provavelmente pela agdo dos microorganismos presentes nos solos que
absorvem e decompdem compostos fitotdxicos.

Em estudo realizado para avaliagdo da atividade alelopatica do extrato de

embaulba no crescimento de capim-coloniao avaliou-se o potencial fitotdxico de
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extratos metandlicos do tronco, casas e raizes; o mesmo foi verificado por meios
de bioensaios de germinacéao e crescimento da parte aérea de capim-coloniao. O
efeito inibitorio dos extratos de embauba sobre o desenvolvimento das sementes
de capim-colonido geminadas foi ligeiramente mais acentuado do que sobre a
geminacao das sementes. No crescimento de parte aérea foram encontradas
taxas de inibicdo de 26,2; 36,9 e 63,5% (Hemandez-Terrones et al., 2007b)

67 y = -0,0061x **+ 5,0965
5 ¥ R®= 0,8468
— 4 ¢
£
S
g 3
2 -
1 -
0 T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentracao da Fracao (mg/L)

Figura 77. Efeito da fracdo butandlica (E,) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre o CPAde L. sativa in vivo.
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Figura 78. Efeito da fracao butandlica (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre o CR de L. sativa in vivo.
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Figura 79. Efeito da fracao butandlica (E,) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre a BF de L. sativa in vivo.



96

0,8 1
y =-0,0008x** + 0,6749
0,7 %

. R = 0,8058
0,6 \
*

0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1 1

0 T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentracao da Fracao (mg/L)

BS (9)

Figura 80. Efeito da fracao butandlica (E,) do decocto de folhas de S.
terebinthifolius sobre a BS de L. sativa in vivo.
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Figura 81. Efeito da fracao butandlica (E,) do decocto de folhas de S.

terebinthifolius sobre 0 %E de L. sativa in vivo.
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Os resultados obtidos nos ensaios realizados in vivo confirnam os obtidos
in vitro indicando a presenca de uma ou mais substancias alelopaticas presentes
nos extratos polares de S. terebinthifolius. A atribuicao do efeito a substancia
majoritaria presente no extrato, o acido galico, s6 podera ser confirmada apés a

realiza¢do de bioensaios in vitro e in vivo com a substancia isolada.

4.4.4. Avaliacao da atividade alelopatica do decocto de folhas de S.
terebinthifolius frente a Bidens pilosa (picao-preto)

Todos os parametros avaliados foram significativos estatisticamente
(Quadro 13B). O parametro CPA nao se ajustou a nenhum modelo de regresséao.
Os parametros CR (Figura 82) apresentou maior efeito inibitério na concentracao
de 72,0 mg/L. Observou-se para os parametros BS e BF efeito estimulatorio a
baixas concentracbes, porém com o aumento da concentracdo houve maior efeito
inibitério nas concentragbes de 100,0 mg/L e 33,3 mg/L, respectivamente. Os
parametros % G (Figura 85) e IVG (Figura 86) responderam linearmente,
aumentando a inibicdo a medida que se aumentou a concentracao do extrato.

Os resultados corroboram com Rizzardi et al. (2008) em estudo com
extratos aquosos de Canola sobre B. pilosa, mostraram que a porcentagem de
geminagdo dos aquénios de picdopreto diminuiu, para todos os gendtipos
avaliados, a medida que se aumentou a concentracdo dos extratos. A atividade
bioldgica dos extratos vegetais depende tanto da concentracdo do aleloquimico
quanto do limite da resposta da espécie afetada, sendo este ponto de total
relevancia quando se observa a relagao negativa entre concentragéo e inibicdo da

geminagao.

Estudo realizado por Ferreira et al. (2007) avaliaram o efeito de extratos
vegetais no crescimento inicial de B. pilosa e velocidade de geminacédo das
sementes de picao-preto, concluiram que o extrato de E. citriodora causou atraso
significativo na geminacdo em todas as concentragbes testadas quando
comparadas com a testemunha. Em relacao a varidvel comprimento de radicula
das plantulas de picdo-preto, tanto para o extrato de P. elliottiiquanto para o de E.

citriodora nao observaram diferencga significativa entre os tratamentos.
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Figura 82. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre o CR de B.

pilosa.
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Figura 83. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a BF de B.

pilosa.
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Figura 84. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a BS de B.

pilosa.

y = -0,6424x** + 69,053
R® = 0,9518

0 T T T 1
0 25 50 75 100

Concentracao de Extrato (%)

Figura 85. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius sobre a %G de B.
pilosa.



100

25 7 . y = 47416,x™ + 30,3057
R® = 0,9602

20 7

15

IVG

0 T T T T T T T 1
0 12,5 25 37,5 50 62,5 75 87,5 100

Concentracédo de Extrato (%)

Figura 86. Efeito do decocto de folhas de S. terebinthifolius no IVG de B. pilosa.
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5.RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho foi realizado na Universidade Estadual do Norte
Fluminense, no intuito de avaliar a atividade alelopatica dos constituintes quimicos
polares presentes no decocto de folhas de S. terebinthifolius. Para tal, o decocto
foi submetido a procedimentos cromatograficos usuais, que pemmitiram a
obtencao das fracbes em acetato de etila e butandlica; também foi realizada a
extracdo das folhas de S. terebinthifolius com solvente metanol para a obtencao
do extrato metandlico. Tais fracdes e extratos foram submetidos a testes
preliminares com as espécies L. sativa e B. pilosa para avaliacao da atividade
alelopatica. De acordo com os resultados obtidos conclui-se que a atividade
alelopatica das fracbes em acetato de etila e a butandlica deveriam ser melhor
investigadas, ndo so fitoquimicamente, mas também através de bioensaios que
comprovassem a presencas de aleloquimicos.

O estudo fitoquimico da fracdo em acetato de etila levou a purificagao de
seis substancias quimicas. Tais substancias foram submetidas a cromatografia
liguida de alta eficiéncia para avaliacdo da pureza das mesmas. A substancia
quimica STL-01 foi submetida a andlises de ressonancia magnética nuclear
caracterizada como sendo &acido galico. Andlise realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com a utilizacdo do padrao de acido galico
confimou a substancia isolada.

As avaliacbes confimaram a atividade alelopatica da espécie S.

terebinthifolius. Na maioria dos ensaios ocorreram inibigdes nos diferentes
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parametros avaliados a medida que se aumentou a concentracdo do extrato,
confirmando a presenca de uma ou mais substancias aleloquimicas oriundas da
espécie S. terebinthifolius.

O decocto de folhas de S. terebinthifolius apresentou resultados
expressivos na inibicdo dos parémetros comprimento de raiz, percentual de
geminacgao e indice de velocidade de gemminacgéo. As fracbes em acetato de etila
e butandlica também apresentaram atividade alelopatica. Para a fracao em
acetato de etila (E,) observou-se que os parametros comprimento de parte aérea,
comprimento de raiz e percentual de germinagéo foram inibidos com o aumento
da concentragdo da fracdo; no E, observou-se que os parametros comprimento
de parte aérea e percentual de geminacdo foram influenciados pelas doses
apresentando reducdo no comprimento das plantulas e inibicdo na geminacao
das mesmas a medida que se aumentou a concentracdo da fracdo. A fracéo
butandlica apresentou na primeira avaliacdo (E;) inibicdo nos parémetros
comprimento de parte aérea, percentual de geminacéo e indice de velocidade de
geminagao, no E, observou-se inibicdo na biomassa fresca, percentual de
geminacgao e indice de velocidade de germinacao de plantulas a medida que se
aumentou a concentragéo das fracoes.

Nos ensaios de gemminagéo e crescimento in vivo realizados em casa-de-
vegetacao, também se observou inibicdo com o aumento da concentracdo dos
extratos em todos os ensaios realizados variando-se apenas os parametros
afetados.

Os ensaios realizados neste trabalho comprovam que os constituintes
quimicos polares da espécie S. terebinthifolius apresentam atividade alelopatica
frente as espécies L. sativa e B. pilosa.

Ensaios a serem realizados com a substancia isolada poderao confirmarse
o efeito apresentado pelo decocto e suas fracées é devido a mesma ou a outras

substancias presentes nos extratos.
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MEDIDAS FiSICO-QUIMICAS
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1.1. Medidas fisico-quimicas dos extratos e fracoes do Decocto de S.

terebinthifolius, avaliadas em relacao a atividade alelopatica in vitro

Quadro 1A. Medidas fisico-quimicas do decocto de folhas de S. terebinthifolius

Tratamentos pH Condutividade
Elétrica (uS)
Testemunha 5,40 2,8
12,5% 4,78 0,730
25 % 4,78 0,144
50 % 4,78 0,2750
75 % 4,79 0,3950
100% 4,77 0,4980
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Quadro 2A. Medidas fisico-quimicas da fracdo em acetato de etila do decocto de
folhas de S. terebinthifolius

Tratamentos | pH | Condutividade | Tratamentos | pH | Condutividade
Elétrica (uS) Elétrica (pS)
(mg/L)
Testemunha | 5,34 2,7 Testemunha | 5,15 29
12,5 5,48 8,3 1 4,94 3,0
25 4,27 17,3 2 4,80 29
50 4,16 17,3 3 4,59 3,4
100 4,08 29,5 4 4,60 3,9
200 4,01 45,7 8 4,50 6

Quadro 3A. Medidas fisico-quimicas da fracdo butanélica do decocto de folhas de

S. terebinthifolius

Tratamentos | pH | Condutividade | Tratamentos | pH | Condutividade
Elétrica (uS) Elétrica (pS)
(mg/L)
Testemunha | 5,34 2,7 Testemunha | 5,21 3,2
12,5 5,20 5,8 1 5,45 3,2
25 5,08 9,3 2 5,28 3,2
50 4,80 10,4 3 5,94 29
100 4,48 18,0 4 5,65 3,2
200 4,01 33,0 8 4,84 3,2
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1.2. Medidas fisico-quimicas dos extratos e fracoes do Decocto de S.

terebinthifolius, avaliadas em relacao a atividade alelopatica in vivo

Quadro 4A. Medidas fisico-quimicas do decocto de folhas de S. terebinthifolius

Tratamentos pH Condutividade
Elétrica (uS)
Testemunha 5,40 2,8
12,5% 4,78 0,730
25 % 4,78 0,144
50 % 4,78 0,2750
75 % 4,79 0,3950
100% 4,77 0,4980

Quadro 5A. Medidas fisico-quimicas da fracdo em acetato de etila do decocto de

folhas de S. terebinthifolius

Tratamentos | pH | Condutividade | Tratamentos | pH | Condutividade
Elétrica (uS) Elétrica (uS)
(mg/L)
Testemunha | 4,95 29 Testemunha | 4,95 29
12,5 5,09 5,7 1 4,77 2,9
25 4,45 11,6 2 5,33 3,3
50 4,27 16,7 3 5,10 4,3
100 4,11 29,7 4 4,75 4,7
200 4,05 45 8 4,30 5,7
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Quadro 6A. Medidas fisico-quimicas da fracéo butanélica do decocto de folhas de
S. terebinthifolius

Tratamentos | pH | Condutividade | Tratamentos | pH | Condutividade
Elétrica (uS) Elétrica (pS)
(mg/L)
Testemunha | 4,87 2,7 Testemunha | 5,20 3,2
12,5 5,05 4,2 1 5,43 3.4
25 4,67 5,6 2 5,30 3,2
50 4,27 10 3 5,92 29
100 415 17,4 4 5,64 34
200 4,07 32,5 8 4,82 3,6




APENDICE B

ANALISES DE VARIANCIA

Quadro 1B. Resultado da andlise de variancia para os pardametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de getmminacao (%G) e indice de velocidade de germinacao

(IVG) de L. sativa, submetidos a diferentes extratos e fracdes de S. terebinthifolius

F. V. CPA CR BF | BS | %G | ING
GL1m 4 4 4 4 4 4
GLres 15 15 15 15 15 15
F | 14.486" | 22.941" | 4.063" | 0.318™ | 3.564™ | 4.320"
Signif. | 0.00005 | 0.00000 | 0.0199| -— 0.03105 | 0.0160
C.V.(%)| 7653 | 7.821 | 7.761 | 12.358 | 2.679 | 6.079

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo
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Quadro 2B. Resultado da andlise de variancia para os pardametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de germinacao (%G) e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de B. pilosa, submetidos a diferentes extratos e fracbes de S.
terebinthifolius

F.Vv. | CPA CR BF BS %G | IVG
GL1m 4 4 4 4 4 4
GLres 15 15 15 15 15 15

F 1.531™ [ 2.145™ [ 1.036™ | 1.489™ | 3.364 | 4.32
Signif. | 0.24351 | 0.12544 | 0.42094 | 0.25502 | 0.03735| 0.016
C.V.(%) | 12.316 | 28.787 | 32.425 | 31.437 | 23.076 | 14.92

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — ndo significativo, pelo teste “F”

Quadro 3B. Resultado da andlise de variancia para os parametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de germinacao (%G) e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de sementes de L. sativa submetidos a avaliacao alelopética frente ao
decocto das folhas de S. terebinthifolius

F.V. CPA CR BF BS % G IVG
GLyat 5 5 5 5 5 5
GLRes. 18 18 18 18 18 18

F 19.731** |1 188.110*" | 6.540 [ 7.927* | 6.332™ | 71.945
Signif. | 0.00000 | 0.00000 | 0.00124|0.00043|0.00147 | 0.000
C.V.(%)| 8.454 8.056 13.248 | 9.450 3.864 6.086

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo
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Quadro 4B. Resultado da andlise de variancia para os pardametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de germinacao (%G) e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de L. sativa submetidos a avaliagdo alelopatica frente a fragdo em acetato
de etila (E4) do decocto das folhas de S. terebinthifolius

F.V. CPA CR BF BS % G IVG
Glta 5 5 5 5 5 5
GLRes. 18 18 18 18 18 18
F 5.355 | 13.592**| 1.109™ | 0.598™ | 0.890* | 5.416**
Signif. [ 0.00345| 0.00001 | 0.39020| ----- | ----- 0.00327
C.V.(%) | 13.955 | 22.994 | 15.042 | 14.056 | 8.513 | 5.957

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo

Quadro 5B. Resultado da andlise de variancia para os parametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de getminacao (%G) e indice de velocidade de germinacao
(IVG) de L. sativa submetidos a avaliagdo alelopatica frente a fracdo em acetato
de etila (E,) do decocto das folhas de S. terebinthifolius

F.V. CPA CR BF BS % G IVG
Glta 5 S 5 5 5 5
GLRes. 18 18 18 18 18 18
F 4582* [ 1.791™ [ 0.972™ [ 2.127™ | 5.704™ [ 1.911™
Signif. [0.00717|0.16547 | ----- 0.1089 | 0.0025 | 0.1424
C.V.(%)| 13.359 | 32.558 | 18.777 | 11.481 | 6.728 | 10.557

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo
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Quadro 6B. Resultado da andlise de variancia para os pardametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de germinacao (%G) e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de L. sativa submetidos a avaliagdo alelopatica frente a fracdo butandlica
(E4) do decocto das folhas de S. terebinthifolius

F.V. CPA CR BF BS % G IVG
GLta 5 5 5 5 5 5
GLRes. 18 18 18 18 18 18
F 13.000 [38.110 | 2.756™" | 0.952™ | 29.611** [ 4.208**
Signif. [ 0.00000 | 0.00000 | 0.05097| ----- 0.00000 | 0.0104
C.V.(%) | 13.000 | 9.137 [ 12.029 | 7.498 2176 9.537

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo

Quadro 7B. Resultado da andlise de variancia para os parametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de germinacao (%G) e indice de velocidade de germinacao
(IVG) de L. sativa submetidos a avaliacdo alelopatica frente a fracao butandlica
(E») do decocto das folhas de S. terebinthifolius

F.V. CPA CR BF BS % G IVG
Glta 5 5 S 5 S S
GLRes. 18 18 18 18 18 18
F 1.719"11.090™ [ 4.600 [1.427™| 6.749 6.335
Signif. | 0.1812 | 0.3993 | 0.007 | 0.2620 | 0.00105 | 0.00147
C.V.(%) | 10.775 | 29.971 | 10.650| 23.298 | 5.638 6.553

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo
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Quadro 8B. Resultado da andlise de variancia para os pardametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de geminacao (%E) e indice de velocidade de germinacéo
(IVE) de L. sativa submetidos a avaliagéo alelopatica frente ao decocto das folhas
de S. terebinthifolius in vivo

F. V. CPA CR BF BS % E IVE
GLx 5 5 5 5 5
GLrep 3 3 3 3 3 3
GL res 15 15 15 15 15 15
Fuw | 6.194 | 16.763"| 3560° | 2.066™ | 5229 |17.681"
Signif. | 0.00263| 0.00001 | 0.02540| 0.12686 | 0.00562 | 0.000

C.V.(%)| 3281 | 3577 | 8.790 | 10.343 | 3.113 | 11.337

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo

Quadro 9B. Resultado da andlise de variancia para os parametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de geminacao (%E) e indice de velocidade de germinacéo
(IVE) de L. sativa submetidos a avaliacdo alelopatica frente a fracdo em acetato
de etila (E4) do decocto das folhas de S. terebinthifolius in vivo

F.V. | CPA CR BF BS % E IVE
GLlia 5 5 5 5 5 5
GLrep 3 3 3 3 3 3
GLre | 15 15 15 15 15 15
Few | 11.356 |12.032 | 2403™ | 2.079™ | 3.351 | 3.878°
Signif. | 0.00011 | 0.00008 | 0.08632 0.12500 | 0.03133 | 0.01864

C.V.(%)| 5498 | 3.742 | 15112 | 10574 | 5.861 | 8.546

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo
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Quadro 10B. Resultado da anélise de variancia para os parametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de geminacao (%E) e indice de velocidade de germinacéo
(IVE) de sementes de L. sativa submetidos a avaliacdo alelopatica frente a fracao
em acetato de elita (E,) do decocto das folhas de S. terebinthifolius in vivo

F.V. | CPA CR BF BS % E IVE
GLlua 5 5 5 5 5 5
GLrep 3 3 3 3 3 3
GLrw | 15 15 15 15 15 15
Fuw | 15813 |11.023 | 6380 | 8270 | 3877 | 4.976
Signif. | 0.00002 | 0.00013 | 0.00229| 0.00064 | 0.01866 | 0.00695
C.V.(%) | 3.604 | 4379 | 5559 | 7568 | 2.071 | 6.833

Quadro 11B. Resultado da andlise de variancia para os parametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de geminacao (%E) e indice de velocidade de germinacéo
(IVE) de sementes de L. sativa submetidos a avaliacdo alelopatica frente a fracao
butandlica (E,) do decocto das folhas de S. terebinthifolius in vivo

F.V. CPA CR BF BS % E IVE
Glya 5 5 5 5 5 5
GLgep 3 3 3 3 3
GL Res 15 15 15 15 15 15
Feaw | 4536 | 18167 | 6.182 | 4266 | 1.572™ | 1.308™
Signif. |0.01017 [ 0.17008 | 0.00265| 0.01298 | 0.22769 | 0.31275
C.V.(%) | 13925 | 8017 | 17.335 | 15692 | 11.296 | 12.430

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo
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Quadro 12B. Resultado da anélise de variancia para os pardmetros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de geminacao (%E) e indice de velocidade de germinacéo
(IVE) de sementes de L. sativa submetidos a avaliacdo alelopatica frente a fracao
butandlica (E,) do decocto das folhas de S. terebinthifolius in vivo

F. V. CPA CR BF BS %E | IVE
GLua 5 5 5 5 5 5
GLre 3 3 3 3 3 3
GL res 15 15 15 15 15 15
Fua | 4601 |22.814 |2.743 | 7.258 | 4567 [0.138™
Signif. | 0.00961 | 0.00000 | 0.0501 | 0.00123 [ 0.00990 | -

C.V.(%) | 9802 | 4122 |15493| 8307 | 3.139 | 8.310

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo

Quadro 13B. Resultado da andlise de variancia para os parametros comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), biomassa fresca (BF), biomassa
seca (BS), percentual de germinacao (%G) e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de sementes de B. pilosa submetidos a avaliagdo alelopatica frente ao
decocto das folhas de S. terebinthifolius

F.V. CPA CR BF BS % G IVG
GL 5 5 5 5 5 5
F 5.003" | 4.079* [ 15.688"* | 5.484™ | 29.805"* [ 20.41**
SignificAncia | 0.00478 [ 0.01188 | 0.00000 | 0.0030 | 0.00000 | 0.0000
Residuo 18 18 18 18 18 18
C.V. (%) 17.249 | 10.662 | 10.326 | 16.705 | 22.540 | 29.228

**- 1% de probabilidade, * - 5% de probabilidade, n/s — nao significativo
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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