1 INTRODUCAO

O forneamento de substancias de origem vegeta com aplicagcdo no
tratamento de doengas tem sido ¢k grande interesse na medicinatradicional.

Documentos histéricos, tais como a Tabuinha sumeriana, fragmentos do
Papyrus Ebers, Matéria Médica e El libro de medicina interna Del Emperada
Amarill o, mostram a relac® do homem com as plantas, demonstrando ointeresse do
homem no w0 destas para 0 tratamento de suas enfermidades. Foi por meio do
tratamento com as plantas medicinais que surgiu a Fitoterapia, cuja origem grega
(phtoi = plantas e gerapa= tratamento) se caaderiza ®mo a terapéuticapor meio de
plantas frescas, secas e seus preparados (MIGUEL; MIGUEL, 1999 p. 11-17).

O desenvavimento dos farmaaos a partir de plantas pode ser dividido em
trés periodos. O primeiro periodo entre 1800 e 1900 foi marcado pela descoberta de
varios farmacos entre eles, morfina da Papaver somniferum, efedrina da Ephedra
sinica, qunina da Cinchona calisaya, emetina e a cephadina da Cephalis
ipecacuarha, e a sdlicina de Salix alba (que posteriormente originou o addo
acdilsalicilico). No segundo periodo, entre 1901 e 197080 aparecem somente 0s
antibioticos obtidos dos fungass como produos naturais de importancia, sendo este
periodo marcado pela sintese e @nsideracd® das plantas medicinais $m valor
cientifico. No tercero periodo, que compreende de 1970/80 até o presente, ocorre 0
retorno a busca de drogas vegetais com a descoberta de inimeros farmacos, citando a
artemisinina (presente na Artemisia annug e o paditaxel (taxol) isolado e Taxus
brewfolia como exemplos (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001 p. 1775).

O promissor mercado ce fitoterdpicos atinge na Europa e na Asia
aproximadamente sete bilhdes e quatro hil hdes de dolares ao ano respedivamente, mas
0 maior crescimento de utilizac@® de fitotergpicos € observado nos Estados Unidos,
aonce cecade 60 milhdes de americanos fazan uso dos mesmos (CALIXTO, 2001 p.
297-315).



Indimeros fatores tém contribuido para abuscade novos farmaaos a partir de
substancias encontradas em plantas. Pode-se dtar a grande a@itac&® por parte da
popuacd cujo entendimento encontra goio na dirmacé de que “o que énatural ndo
faz mal”, a preferéncia por tratamentos “naturais’ aliados a grande demanda de
mercado e arecomendacé@® da Organizacdo Mundial da Salide e seus paises membros,
aqual recomenda apesquisa eo wso das plantas medicinais na terapéutica Ainda nesta
perspediva o avanco teanaogico do dominio das patentes internadonais sbre nossas
plantas, os grandes investimentos da industria nadonal de fitoterapicos na pesquisa
fitogumica, farmaologica eclinicatem representado fator determinante na busca de
noves f&rmams (MIGUEL; MIGUEL, 199, p.11-17, CALIXTO, 2001 p. 297315,
YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 20Q1, p. 147-152). Resultados stisfatorios
com a glicagd dreta no desenvavimento tecnoldgico de substéncias ativas de
origem vegetal com aplicac® industrial sdo apresentados pela fitoquimica (Y UNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 20Q1, p. 147152). A fitogumica glicada tem
viabili zado estudos multi discipli nares integrados (MACIEL, et al., 2002 p. 429438).

Atualmente estima-se que existam aproximadamente 500.000 espédes de
plantas terrestres, metade cnstituida pelas angiospermas das quais s80 conheddos
aproximadamente 50.000 metabdlitos saundarios (MONTANARI; BOLZANI, 2001,
p. 105111). Os produos quimicos oriundos das plantas sdo dvididos em metabdlitos
primarios e seaundarios, antigamente pensava-se que estes eram apenas subproduos
dos metabdlit os primarios, mas atualmente acéta-se que estes metabdlitos scundarios
sdo responsavels por diversas agdes, entre das, defesa, atrac@® de padlinizadores e
aelopatia (SIMOES et al., 2000, p.67).

Para aquirir maior propacdo de reaursos (luz, &gua, maao e
micronurientes), as espédes adotam estratégias asciadas com a producéo de
compaostos quimicos, denominando a alelopatia (MALHEIROS; PERES, 2001p. 503
523).

O estudo aelopético vem contribuir para abusca de substancias cagpazes de



atuar como agentes herbicidas no cultivo de plantas medicinais, uma vez que 0s
mesmos 80 modelos de herbicidas naturais (MALHEIROS; PERES, 2001, p.503
523). O uso de agroquimicos proporciona a obtencdo de drogas medicinais expostas a
produos toxicos inviabilizando as mesmas como matéria-prima para producéo de
medicamentos e @wmo toda matéria-prima destinada a este fim, esta deve possuir
gualidade. Nessa perspediva entende-se droga mm quali dade quimica, sanitaria elivre
de arotdxicos.

Todas estas proposicdes justificam a pesquisa aelopética alicada da Aster
lanceolatus, umavez que pode representar aidentificaca de substancias com provavel

aplicac® maindustria de fitoterdpicos e naindlstria de insumos agricolas.



1.10BJETIVO GERAL

Redizar estudo alelopatico aplicado e Aster lanceolatus, Willd.

1.2 OBJETIVOS ESFECIFICOS

a)

f)

9)
h)

Submeter 0s extratos e suas respedivas fragdes ao estudo ch dividade
alelopatica

Submeter as fragdes & aomatografia gasosa.

Identificar os constituintes do deo esencial.

Submeter a gjua aomética a estudo da dividade alelopatica

Isolar e identificar constituintes quimicos com provavel atividade
alelopdtica, utili zando-se fragdes com melhores resultados no estudo
alelopético.

Redizar estudo alelopatogréfico uilizando-se constituintes quimicos
isolados, com intuito de evidenciar aprovavel atividade alelopética
Isolar marcadores quimicos dareferida espéde.

Submeter os extratos ao estudo dh atividade antimicrobiana.



2 REVISAO DE LITERATURA

Redizou-se levantamento hibliogréfico do género Aster, da espéde Aster
lanceolatus e seus snénmos no Biologicd Abstrads (1973-2003), Chemicd
Abstrads (19732003), Cab Abstracts (1972-2003), Medline (1966-03/2003),
International Pharmacauticds Abstracts (1970-2003, Lilacs (199003/2003), Sport
Discus (1830-01/2004), PsycINFO (1966-2003 e Life Sciences (19962003).

2.1ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Aster lanceolatus, Willd.

QUADRO 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Aster lanceolatus

Segundo ENGLER (JOLY, 1998) SEGUNDO CRONQUIST (1981)
Divisdo Angiospermae (Anthophyta) Magnadli ophyta
Clase Dicotil edoneae Magnaliopsida
Subclasse Sympetal ae (Gamopetalag Adteridae
Ordem Campanulales (Synandrag Asterales
Familia Compositae Asteraccae
Género Aster Aster
Espéde Aster lanceolatus, Will d. Aster lanceolatus, Will d.

2.2 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA ASTERACEAE

Compreende a maior familia das angiospermas com aproximadamente
23.000espédes, 1535 generos e representa aproximadamente 10% da flora mundal.
Nos dltimos 25 anos a familia Asteraceaetem sido estudada em diversas areas tais
como anatomia, morfologia, emlogia, ortogenia, fitogumica  estrutura
macromolecular e citogenética(NAKAJMA; SEMIR, 2001, p. 41-478).

Plantas de hébito variado, ervas, subarbustos, trepadeiras ou

excepcionamente avores. Congtitui a maioria dos géneros de plantas de pequeno



porte. Apresentam folhas variadas, inteiras ou fendidas, de disposicdo alterna ou
opcsta, latescentes ou réo. As flores estdo reunidas em inflorescéncia caraderistica
(capitulo), de simetria radial bilabiadas, hermafrodita ou e sexo separado,
pentdmeras, com cdice modificado. Androceu formado pa cinco estames férteis.
Ovario sempre infero, somente com um évulo ereto (JOLY, 1998, p.628-638).

Distribuicdo cosmopdita, melhor representada em clima temperado e
subtropicd aonde ndo existam densas florestas. Espédes de varios géneros sdo
cultivadas para ornamentos e powas para dimentac® e producdo de Oleos
(CRONQUIST, 1981, p.102:1029).

Significdtiva diversidade da familia Asteraceae é @contrada no Brasil,
demonstrada por NAKAJMA e SEMIR (2001, p. 471478) a0 apresentarem uma
li stagem floristica das espécies da familia Asteraceaeno Parque Nadona da Serra da
Canastra no Estado de Minas Gerais com 215 espécies pertencentes a 66 ¢éneros e 11
tribos.

As plantas da familia Asteraceaepodem apresentar poliacdil enos, ladonas
sesquiterpénicas, Oleos esenciais voldteis terpendides, monoterpenos voléteis,
alcddides, laex com triterpenos (CRONQUIST, 1981, p. 10211028), saponinas
triterpendides pentaciclicas (EVANS, 2002 p. 297, antocianinas (TAKEDA;
HARBORNE; SELF, 1986, p.1337%1342) e flavonddes (MARKHAM, 1982, p. 10
12).

HUDSON et al. (1993, p 447-450) compararam atividade antibidtica,
antiviral e citotoxica de tertiofenos e pdienos isolados de espédes da familia
Asteraceaeevidenciando-se os tertiofenas com maior atividade antibiotica ecitotoxica

em relac& ao controle a-tertienil .



2.3 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Aster

A Aster ageratoides Turcz. apresenta larga distribuicdo na China e posaui
propriedades antipirética, desintoxicante e &pedorante. Esta espéde é utilizada na
medicina popuar chinesa para tratamento de febre, resfriado, kronqute, picada de
cobra epicada de @elha. Apresenta flavonas, saporinas, aqucares e éteres (CHENG
D-L et al., 1993,p. 1181:1183. CHENG D-L et al. (1993, p. 1181-1183) relatam a

identificac® de @nstituintes quimicos nesta espéde, apresentados na figura 1.

FIGURA 1- CONSTITUINTES QUIMICOS DE Aster ageratoides
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FONTE: CHENG et al., 1993, p. 1181-1183.

WANG e YU (1998, p. 711-717) isolaram um glucosideo lignanico (Figura
2), de extrato etandlico dasraizes de Aster auriculatus.

A Aster batangensis € utilizada na medicina popuar chinesa contra picadas
de mwbras. Desta epéde, identificaram-se saponinas triterpendides denominadas
asterbatanosideos D e E (SHAO et al.,195c¢, p. 246-249), asterbatancsideos F, G, H e
| (SHAO et al., 1995b, p.927933) e asterbatancosideos Je K (SHAO et al., 19954, p.
875881 da frac® n-butanol provinda de extrato etandlico das raizes de Aster
batangensis. SHAO et al. (1996 p. 1383-1598 isolaram um diglicosideo fendlico
denominado asterbatanosideo A (Figura 3) e duas saporinas triterpendides
denominadas asterbatanosideo B e asterbatanosideo C dareferida espécie.

Saporninas triterpendides isoladas de Aster linguatus (asterlinguatosideos A,

B, C e D — figura 4) demostraram efeito inibitério naincorporacé de [*H]-timidina no



DNA de céulas HL60 (leucemia humana) (SHAO et al., 1997a, p. 3%-340; SHAO et
al., 1997h p. 743746). SHAO et al. (1998, p.609-612) isolaram da Aster lingulatus

um diterpeno linea denominado lingulatusina (Figura 5).

FIGURA 2 — ESTRUTURA QUIMICA DO GLUCOSIDEO LIGNANICO DE Aster auriculatus
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FONTE: WANG; YU, 1998, P. 711-717.

FIGURA 3 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO ASTERBATANOSIDEO A
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FONTE: SHAO et al., 1996, p.1593-1598.

Da Aster praealtus identificaram-se oito cumarinas. umbeliferona, marmina,
epoxiaurapteno, cicloaurapteno, praedtina A (C,1H,40s), praedtina B e C (Cy4H3005)
epraedtinaD (C;gH»406) (WILZER et al., 198, p. 1729-1735).

HE e PAN (1992, p.388 estudaram a Aster paliothamnus, uma planta nativa
do naoeste da China, utilizada na medicina chinesa para tratamento de gripe, tosse e

algumas doencas urindrias, e identificaram o a-espinasterol-B-D-glucopiranosideo



como principal composto demonstrando atividade diurética em ratos ®melhante a
atividade do controle clortiazida. A presenca de espinasteréis no género Aster foi

relatada pela primeiravezpor meio deste trabalho.

FIGURA 4 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS ASTERLINGULATOSIDEOS A, B, Ce D
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FONTE: SHAO et al., 1997b, p. 743-746.
NOTA: A incluséo de diferentes radicais forma as estruturas denominadas Asterlingulatosideos A,B,C e D.
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FIGURA 5 — REPRESENTAGCAO DA SUBSTANCIA LINGULATOSINA,
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FONTE: SHAO et al. ,1998, p. 609-612.

Da Aster scaber, KWON et al. (2000, p.1796-1798) identificaram um novo
addo caeail quinico (3,5-dicaeoil-muco-quinico —figura 6) e avaliaram a dividade
deste sobre HIV-1l-integrase juntamente com outros trés addos cafeoil quinicos
conheddos (addo 3,5-dicafeoil quinico, addo 4,5dicaeoil quinico e acido 5cafeoll
guinico —figura 7), o qual demonstrou maior atividade antiviral. Os quatro compostos
relatados anteriormente, foram testados em células PC12 pa HUR et al. (2001, p921-
924) que demonstraram que o0 composto 3,5-dicaeoil -muco-quinico apresenta maior
neuroprotecdo contra toxicidade induzida por proteina 3 amil6ide e o composto 35-
dicafeoil -quinico maior efeito neurotrofico, havendo sugestéo por parte dos autores a
utilizac® destes compostos como agentes tergpéuticos em  doengas

neurodegenerativas.

FIGURA 6 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO 3,5 dicafeoil-muco-quinico
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FONTE: KWON et al., 2000, p. 1796-1798.

FIGURA 7 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS écido 3,5 dicafeoil quinico, &cido 4,5
dicafeoil quinico e acido 5 cafeoil quinico
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R;=Rs=cafeoil R,=H (&cido 3,5 dicafeoil quinico)
R;=H R,=Rs=cafeoil (&cido 4,5 dicafeoil quinico)
Ri=Ry=H Rs=cafeoil (&cido 5 cafeoil quinico)

FONTE: KWON et al., 2000, p. 1796-1798.
NOTA: Com inclusédo de diferentes radicais obtém-se diferentes estruturas.

ALMEIDA et al. (1995, p 428433) pesquisaram a dividade antidiarréicada
Aster squamatus, conhedda popuarmente @mo zéda-silva e verificawam bom
potencial antidiarreico, com aumento de &sorcéo de &gua no intestino e reducdo da
intensidade da propulséo gastrointestinal, nos animais testados.

MORITA et al. (1993, p.992993) identificaram em extrato butandlico de
Aster tataricus pentapeptideos ciclicos denominados astin A, B e C, que apresentaram
atividade antitumor em sarcoma 180 de ratos. Da Aster tataricus CHENG e SHAO
(1994, p173-176) relatam a identificac® na frac@® acdato de etila um glicosideo
monaterpénico (shioncsideo C) e na fracé butanad um glicosideo triterpénico (aster
saponna G), ambas as fragdes provenientes de extrato etandlico das raizes.

CHENG et al. (1994, p.945-948) identificaram a partir da fracé@® aceato de
elila de etrato etandlico de raizes de Aster tataricus, trés oligopeptideos,
denominados asterinina A, B e C. MORITA et al. (1995, p.271-273) identificaram
em extrato butandico de Aster tataricus um peptideo adclico denominado astin J
(Figura 8), compararam sua dividade citotoxica (contra céulas L121Q P388 e KB)
com o compasto ciclico denominado astin C (Figura 9) e demonstraram a importancia

daciclizac® para a aividade citotoxica
FIGURA 8 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO ASTIN J
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OCH

ASTIN J
FONTE: MORITA et al, 1993, p. 992-993.

FIGURA 9 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO ASTIN C

ASTIN C
FONTE: MORITA et al, 1993, p. 992-993.

CHENG et al. (1996, p.225-227) identificaram em Aster tataricus, trés
pentapeptideos denominados asterininaD, E e F.

A Aster tongdensis, utilizada no Tibet em substituicéo a Aster poliothamnus,
foi estudada por TAN, HU e LIU (1993, p.19171922) e identificados compostos
terpendides. B-sitosterol, a-amirina ep-amirina.

A frac® n-butand (obtida de extrato etandico de raizes) de Aster
yunnarensis apresenta ac® analgésica e sedativa (SHAO et al., 19%e, p. 487-14,
SHAO et al., 195f, p. 446449, SHAO; ZHOU, 1995 p. 83%842). Pesquisas
redizadas com a referida fracd® butand revelaram saponinas triterpendides,
denominadas asteriunanosideos A, B, C, D (Figura 10) (SHAO et al., 1995¢, p. 1487
1492, asteriunancsideo E (SHAO et al., 1995d, p.675680), asteriunanosideos F, G
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(SHAO et al., 195f, p. 446449 e asteriunanosideo H (SHAO; ZHOU, 1995,p. 837
842. ldentificou-se também um composto denominado asteriunanosideo |, um

glicosideo actilénico (Figura 11) (SHAO et al., 1995d, p 675-680).

FIGURA 10 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS ASTERIUNANOSIDEOS A,B,C €D

FONTE: SHAO et al., 1995e€, p. 1487-1492.
NOTA: A inclusédo de diferentes radicais forma as estruturas denominadas asteriunanosideos A , B, C e D.



FIGURA 11 — REPRESENTAGCAO DO COMPOSTO ASTERIUNANOSIDEO |
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FONTE: SHAO et al., 1995d, p. 675-680.

2.4CONS| DERAC;OES SOBRE Aster lanceolatus, Willd.

2.4.1Sinonimia Vulgar

Aster arbustiva, monte casino (LORENZI; SOUZA, 195, p. B9) e

margarida-de-sdo-miguel (FERRONATO, 2000,p. 4).

2.4.2Sinonimia Cientifica

14

Segundo INDEX KEWENSIS (1997): Aplopapus lanceolatum; Aster

lanceolatus subsp hesperius;, Aster lanceolatus var. hirsuticaulis, Aster

lanceolatus subsp interior; Aster lanceolatus var. interior; Aster lanceolatus

var. latifolius, Aster lanceolatus subsp simplex Aster lanceolatus var.

simplex

Segundo MUSEU BOTANICO DE CURITIBA (2003, na identificac® da

espéde: Aster tradescartii; Aster fruticosus.
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e Segundo MISSOURI BOTANICAL GARDEN (2004): Aster lanceolatus
subsp. hesperius, Aster lanceolatus subsp. interior; Aster lanceolatus subsp.
lanceolatus; Aster lanceolatus subsp. simplexAster lanceolatus var.
hirsuticaulis; Aster lanceolatus var. interior;Aster lanceolatus var.
lanceolatus; Aster lanceolatus var. latifolius; Aster lanceolatus var. simplex

Symphyotricum lanceolatum.

2.4.3Descricéo

Planta de orte, com crescimento unforme, hastes longas e resistentes.
Empregada para paisagismo e para produzdo de flores de arte e vaso. Seus ramos
(Figura 12A) apresentam florag® em formato cdnico chamada inflorescéncia
(FERRONATO, 2000, p. 5). As inflorescéncias sdéo numerosas, ramificadas, com
flores (Figura 12B) em capitulos brancos e cantro amarelo (LORENZI; SOUZA, 1995,
p. 269. Seus calles 0 estaveis medindo quando adultos cerca de oito mm de
didmetro e 1,1m de dtura. Suas folhas $50 pequenas e lineaes (LORENZI; SOUZA,
1995, p. 269, FERRONATO, 2000, p. 6). Raizes do tipo ramificadas e bem
desenvalvidas (FERRONATO, 2000, p.6).

FIGURA 12 — RAMO E FLORES DE Aster lanceolatus

FONTE: MIGUEL,; DIAS, 2003.
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NOTA: O ramo estéa representado na figura 12A e as flores na figura 12B.

2.5ALELOPATIA

Registros da caaddade de influéncia de dgumas espédes vegetais na
fisiologia de outras espédes foram readizados por Democritus em 500 a.C.,
Theophrastus em 300 a.C., Plinio em 1 d.C., Culpeper em 1633 Browne an 1658,
Young em 1804, De Candolle em 1832, Beobadchter em 1845 e Stickney e Hoy em
1881, eémonstrando que aobservacdo desta influéncia ndo é recente (RICE, 1984, p.
2-3).

Em 1937, Hans Molisch criou o termo alelopatia por meio das palavras
allelon (mUtuo) e pathos (prejuizo) (ALMEIDA, 1988, p.6) , usando esta definicéo
em seu trabalho “Der Einflus einer Pflanze auf die andere-Allelopathie” (A Influéncia
de uma planta sobre a outra-Alelopatia) (MALHEIROS; PERES, 2001,p. 503-523).

Em 1971, Whittaker propds que aalelopatia drange todas as interferéncias
ocorridas entre seres vivos provocadas por substancias quimicas elaboradas por eles,
ocorridas no reino vegetal ou néo (ALMEIDA, 1988, p. §.

“Em 1975, Stewart definiu a alelopatia @mo sendo a inibicdo da
germinacd, crescimento ou metabolismo de uma planta em funcd da liberagdo de
substancias quimicas organicas por outra planta” (MALHEIROS; PERES, 2001 p.
503523).

Em 1977, Szczepanski diferenciou o termo “interferéncias’ em aelospolia
ou competicéo, alelopatia ealelomediacé (interferéncia indireta, ou sgja, alteracd de
ambiente fisico ou bioldgico com reflexo nos sres vizinhos). A alelopatia ndo deve
ser confundda @mMoO competicdo apenas, pas enquanto a cmpeticdo caraderiza-se
pela retirada ou reducdo de fatores do meio ambiente, a alelopatia caaderizase pela
introdugéd de metabolitos aundarios, ou sga, novos fatores ao ambiente
(ALMEIDA, 1988, p.5.

Em 1987, Rice e Waller citam o termo aelopatia @mo interagbes
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bioguimicas entre todcs os tipos de plantas, incluindo microorganismos locados no
reino vegetal (MALHEIROS; PERES, 2001, p.503523).

A definicéo recente aceita pela Sociedade Internacional de Alelopatia data
“E a déncia que estuda qualquer proces envolvendo, principamente, metabdlitos
seaundérios prodwidos por plantas, algas, badérias e fungs que influenciam o
crescimento de sistemas bioldgicos com efeitos positivos e negativos’ (PINTO et al.,
2002, p45-61).

Atualmente a alelopatia é caacterizada como uma nova déncia etornando-
se rrente na maioria dos paises desenvavidos (MALHEIROS; PERES, 2001, p.
503523).

Os compostos alelopéticos podem ser produzidos em qualquer parte da
planta esua mncentrac® pade variar dentro de uma mesma espéde ou entre espedes,
com a parte da planta e desenvolvimento (MALHEIROS; PERES, 2001, p.503523).

A liberag@® e 0 mecanismo celular envolvido na liberagd%o daos compostos
alelopdticos ainda sdo polco conheddos e aliberac® dos agentes aelopéticos pode
ocorrer de vérias maneiras pelas folhas, caules, raizes ou flores (MALHEIROS;
PERES, 2001, p503523). Esta liberac&® pock ser por meio de substéancias volateis
influenciando o crescimento das plantas; lixiviag@® de @mpostos organicos e
inorganicos pela ago da chuva ou avaho; exsudados das raizes com influéncia direta
ou indireta na ac® de microorganismos e na interac@® planta-planta (ALMEIDA,
1988, p.11, MALHEIROS; PERES, 2001, p. 33-523); decomposi¢éo de partes das
plantas caidas no solo pelas cond¢des climaticas e pelos microorganismos, podendo
influenciar direta ou indiretamente (alterac@® quimica durante a decmposicéo,
resultando em produtos secundérios efetivos) em espédes adjacentes (MALHEIROS;
PERES, 2001, p.503523).

Varias funcbes podem ser alteradas pelos agentes alelopéticos. absorcdo de
nutrientes, regulac® do crescimento, fotosdntese, respirac®, permeabilidade da

membrana, sintese protéica e atividade enziméica (ALMEIDA, 1988 p. 1719,
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MALHEIROS; PERES, 2001, p.503523).

A atividade alelopéticararamente éresultado de uma Unica substancia, sendo
mais comum um conjunto de substancias apresentando tal atividade. O entendimento
das inter-relacBes complicase pelo fato de um mesmo composto influenciar vérias
funcdes bioldgicas e amesmafuncdo poder ser influenciada por mais de um compasto.
Cumarinas podem influenciar a respiracé, mas a respiraca pode ser influenciada por
compostos fendlicos, arométicos, aldeidos, flavonGdes e cumarinas. O composto (E)-
2-hexanal inibe completamente a germinacé® das ®mentes de tomate; as quinonas
sorgoleona ejuglona influenciam a produgé de ATP; monoterpenos como o-pineno,
B-pineno e limoneno inibem o ciclo de nitrogénio; os addos ferdlico e p-cumérico
influenciam a germinac® de canda pela reducdo da mobilizac® lipidica
(MALHEIROS; PERES, 2001, p.503523).

Os agentes alelopéticos, conheddos como agentes aleloquimicos, pertencem
a varias classes de metabdlitos faundarios (Figura 13) e goresentam varios tipos de
esguel etos, mas, com algumas excegdes, sdo metabdlit os secundarios derivados da rota
acdato ou d rota chiqguimato ou di combinag& das duas origens (MALHEIROS;
PERES, 2001, p.503523). As aubstancias alelopaticas podem ser: 4ddos organicos
soliveis em &gua; ladonas smples insaturadas, addos graxos de cadeia longa;
pdliacdilenos, naftogunonas;, antroguinonas; quinonas complexas; fendis smples;
addo cinamico e derivados; flavonddes; taninos; terpendides; esteréides; aminoaddos
e poli peptideos; alcaldides; cumarinas; purinas; dcoois e nucleosideos (RICE, 1984, p.
267-291, ALMEIDA, 1988, p. 610, MALHEIROS; PERES, 2001, p. 503523.

MALHEIROS e PERES (2001, p.509, relatam os seguintes compostos
alelopdticos. (E)-2-hexanal, sorgoleona, juglona, a-pineno, B-pineno, limoneno e o0s

addosferulico e p-cumarico (Figura 14).
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FIGURA 13 — PROVAVEL ROTA METABOLICA PARA PRODUCAO DE VARIAS CATEGORIAS DE AGENTES
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FIGURA 14 — EXEMPLOS DE AGENTES ALELOPATICOS
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FONTE: MALHEIROS; PERES, 2001, p.509.

2.5.1Especificidades

A inibicd do crescimento de sementes de Pinus resincsa pelos extratos de
Aster macrophyllus, Lonicera tatarica, Prunus serotina, Rubus idaeus var. strigosus,
Sdanum dulcamara e Sdidagogigartea foi verificada por NORBY e KOZLOWSKI
(1980, p-363-374).

Amasterol (Figura 15), isolado ce Amaranthus viridis, inibiu a germinacgio e
crescimento de sementes de Lactuca sativa em ensaio redizado pa ROY, DUTTIA e
CHAKRABORTY (1982, p. 2117-240).

FIGURA 15 — REPRESENTAGCAO DO AMASTEROL

OH

FONTE: ROY; DUTTIA; CHAKRABORTY,1982, p. 2417-2420.

O composto Lepidimoide (Figura 16), presente em exsudatos da germinagio
de sementes de varias familias entre elas a familia Compaositae, apresenta deito
alelopatico com promogéo do crescimento de hipocotilo de Amaranthus caudatus
(YAMADA; ANAI, HASEGAWA, 195, p. 1031-1032).

DIETZ e WINTERHALTER (19%, p. 1®5-1010 verificaam a

fitotoxicidade de mnstituintes (addo p-cumérico, addo ferdlico, addo sinapico, 3
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hidroxi-pB-ionore,  3-hidroxi-p-iond, 3-hidroxi-5,6-epoxi-B-ionorg,  3-hidroxi-5,6-
epoxi-B-iond e 3-hidroxiadinidol) das folhas de Bunias orientalis em sementes de

Matricaria inodora, Lactuca sativa e Hordeum vulgare.

FIGURA 16— REPRESENTACAO DO LEPIDIMOIDE

H3C OH
H 0
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0
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FONTE: YAMADA et al., 1995, p.1031-1032.

FRIEBE et al. (1997, p.979-983) fizeram ensaios com substancias isoladas
de Seale ceeale e Zea mays (conheddas respectivamente cmo didroxi
benzoxaznona - DIBOA e diidroxi metoxi benzoxazinona -DIMBOA) e seus produtos
de demmposicdo, benzoxazlinoma (BOA) e metoxi benzoxazolinora (MBOA)
observando ainibicdo da aividade da H*-ATPase na membrana plasmética de raizes
de Avena sativa e Vicia faba, e consequente inibicdo docrescimento da radicula, visto
que a dividade da H™-ATPase na membrana plasmética exerce papel central na
fisiologia ceular.

MACIAS et al. (1997, p. 683687) testaram flavonddes isolados de
Helianthus annuis em sementes de Lycopersicum esculentum e Hordeum vulgare,
verificando-se inibicéo dagerminag® e aescimento.

SOARES e VIEIRA (2000, p. B0-197) verificaam a inibicdo oe
crescimento radicular e germinac@® de Lactuca sativa, pa meio de dnco espécies da
familia Gleicheniace& (Dicranopteris flexuosa, Gleicheniella pedinata, Sicherus

bifidus, Sicherus penniger e Sicherus nigropdeaceus). Para este ensaio os autores
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utilizaram modelo aleadrio com distribuicdo de 50 sementes em placa de Petri
contendo apel de filtro embebido com 5mL dos extratos aquosos com Cinco
repeticoes e utili zac@® de um controle cm agua destilada.

Como exemplo da dividade delopética de microorganismos apresenta-se o
composto ncstociclamida M, proveniente de Nostoc 31 (uma danobadéria) com
atividade delopéticasobre Anabaena 7120(JUTTNER et al., 2001, p. 613-619).

A alelopatia pode ser empregada no controle de plantas daninhas aquaticas,
citando o controle natural de Eichhornia crasspes, interferente no uso agricola,
urbano e reaedivo da gua, utilizando-se Coleus amboinicus, uma eva medicinal
indiana, descartando-se uso de insetos e fungas patogénicos que poderiam traze
consegiéncias desagradaveis (KATHIRESAN, 200Q p. 705-708).

D’ABROSCA et al. (2001, p. 10731081) obtiveram vinte e quatro
compostos de Sambucus nigra, testaram suas propriedades aelopédticas em trés
diferentes espédes, Lactuca sativa, Raphanus sativa e Allium cepa com concentragdes
variadas e verificaram resultados diversificados como estimulo e inibi¢cdo em variadas
propar¢des no crescimento daradicula das trés espédes.

Outro exsudato de germinagdo, o composto sundversifolida (Figura 17),
presente na espéde Helianthus anruus (Compaositae) demonstrou atividade alelopatica
ao inibir o crescimento de sementes de Lactuca sativa, Celosia cristata, Lycopersicum
esculetum, Digitaria ciliaris e Echinochloa crus-galli (OHNO et al., 2001, p.577-

581).
FIGURA 17— REPRESENTACAO DO COMPOSTO SUNDIVERSIFOLIDA
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O
FONTE: OHNO et al., 2001, p. 577-581.

BATISH et al. (2002, p. 149155) verificaoam o efeito alelopético da
Partenina, uma ladona sesquiterpénica isolada das folhas de Parthenium
hysterophorus, sobre Avena fatua e Bidens pilosa, inibindo a germinac® e o
crescimento. Outras pesqguisas comprovam o efeito alelopético inibitério de ladonas
sesquiterpénicas, citando o trabalhos de KALSI et al. (1984, p. 28552861),
MACIAS, GALINDO e MASSANET (1992, p 19691977), MACIAS et al. (1993, p.
669-674), MACIAS et al. (1996 p. 105-1215, MACIAS et al. (2000, p. 5-171) e
GOTO et al. (2001, p. 1®-113).

O dleo esencia pode goresentar efeito alelopético, demonstrado notrabalho
de DE FEO, DE SIMONE e SENATORE (202, p. 5B3-578 que estudaram a
atividade delopatica do deo esencial de Ruta graveolens, ocorrendo inibicdo na
germinacd e crescimento de Raphanus sativus. MAZZAFERA (2003, p.231-238),
demonstrou o efeito alelopatico doeugenad e do extrato alcoolico do cravo-da-india @

influenciar agerminag&o de Lycopersicum esculentum, inibindo-a.
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3MATERIAL E METODOS

FIGURA 18 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DE MATERIAL E METODOS
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A descricdo detalhada do esquema gresentado pa meio da figura 18,

apresenta-se aseguir.
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3.10BTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A espéde Aster lanceolatus foi coletada no més de junhd2003 em S&o
Paulo. As exsicaas foram identificadas pelo botanico Dr. Gerdt Hatchbadh do Museu
Botanico Municipal (MBM) de Curitiba/PR e registradas neste museu sob o nimero
287.063.

Flores, folhas e cales de Aster lanceolatus apGs <scagem, foram
estabilizados a temperatura ambiente. O material boténico foi separado em duas
porcdes distintas, a primeira denominada porcéo |, constituida das flores e asegundh,
denominada por¢éo I, constituida de cailes e folhas. A separac@® em duas por¢des foi
redizada com o intuito de analisar separadamente & flores dos caules e folhas, visto
gue aprimeira porcdo apresenta significaivo valor comercial e a segunda porgéo
representa amaior parceade desprezo de Aster lanceolatus.

O material boténico ap6s a separacé foi moido, submetido a determinacéd

de &ua e gnzastotais, e amazenado ao abrigo daluz e umidade.

3.1.1Determinac® de Agua

Quantidade excessva de &ua em material vegetal propicia desenvalvimento
de insetos, microorganismos e hidrdlise, resultando em deterioracd® do material
vegetal e de seus constituintes (FARMACOPEIA, 1989.

Para determinac@® da agua nas flores e nos caules e folhas de Aster
lanceolatus, empregouse o método gravimétrico da FARMACOPEIA (1989, que
consiste em pesar determinada quantidade de material vegetal e submeté-lo a estufa
100-105 °C durante dnco haas, proceder a primeira pesagem apds esfriamento a
temperatura ambiente em dessecalor, retornar a estufa e &Im sucessvamente até o
resultado ce duas pesagens ndo dferir por mais de 5 mg. O resultado € gresentado em

porcentagem de gua em relagdo ao materia vegeta sew ao ar.
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3.1.2Determina¢d de Cinzas Totais

A determinag& de dnzas totais tem por finalidade estabelece a quantidade
de substancia residual nZo volétil no processo de incineragi® (FARMACOPEIA,
1988.

Para determinar as cinzas totais presentes nas flores e nos caules e folhas de
Aster lanceolatus, empregou-se método ch FARMACOPEIA (1988), aonde se pesou 0
material vegetal (que foi transferido para calinho cdcinado, resfriado e pesado),
incinerou-se até diminacd® do cavdo (ndo utrapassando 450C), resfriou-se em
dessecalor, procedeu-se apesagem e calculo da porcentagem de dnzas em relac® ao

material vegetal sec ao ar.

3.2ENSAIO SISTEMATICO DE ANALISE FITOQUIMICA

Visandoaidentificacd@® das principais grupos quimicos presentes nas flores e
nos caules e folhas de Aster lanceolatus, procedeu-se inicialmente 0 ensaio sisteméatico
de andli se fitoquimica utili zando metoddogias descritas por MOREIRA (1979, p 13
39, MATOS e MATOS (1988, p.223230) e MIGUEL (2003 com agumas
adaptagdes.

3.2.1Extrato Etandlico 20%

Preparou-se 0 extrato etandlico 20% pelo proces de maceagdo a quente
em banho-maria a70°C por uma hora, utilizando 40g e material vegetal e 200mL de
etanol 70% (liquido extrator). Decrrida uma hora, retirou-se o frasco do tanho-maria,
filtrou-se 0 extrato e o vdume completado até 200mL com o liquido extrator.

Concentrou-se o extrato etandlico 20% até adquirir 1/3 de seu vdume aom o

intuito de eliminar 0 excesso de danol. Redizou-se 0o fradonamento com hexano,
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diclorometano e aceato de dila, solventes em ordem crescente de polaridade, com
auxilio de um funil de separacé@. O extrato concentrado (10 mL) foi colocado em funil
de separacd® com 50 mL do respedivo solvente e @itou-se. Repetiu-se ese procesn
guatro vezes. Obteve-se a&9m a frac® hexano, a fracd® dclorometano, a frac®
acdato de dila e afracd® hidroalcodica, completando o volume das fragdes para
200mL com os respedivos solventes, quando recessario.

Estas fragdes foram utilizadas para pesquisa de dcddides,

leucoantocianidinas, flavonddes, cumarinas, antraquinores, esterdides e triterpencs.

» Pesquisade dcddides

Os alcdbides 50 compostos de cadter basico e sua solubilidade em
diferentes reagentes, modifica em fungdo do gH. Os alcddides na forma bésica sdo
solGveis em solventes organicos e insolUveis em solventes aquasos; na forma de sal,
sdo solGveis em solventes agquasos e insol Uveis em sol ventes orgéanicos.

Esta pesquisa fundamenta-se na caacidade que os alcal6ides posaiem, em
estado ce sal, de cmbinar-se @m iodo e metais pesados como bismuto, mercario e
tungsténio e formarem predpitadocs.

Para redizago deste ensaio 50mL de cala fracd® oltida pelo proces
descrito anteriormente foram secos em banho-maria a50°C. Dissolveu-se o residuo em
1mL de danol e acescentou-se 20mL de addo cloridrico a 1%. Transferiu-se para
tubos de ensaio 1 mL de @da extrato cloridrico e procedeu-se a pesguisa para
alcddides com 2 gotas dos fguintes redivos. redivo de Mayer (mercUrio tetraiodeto
de potasso) observando formac@® de predpitado kranco ou leve turvacdo branca;
redivo de Dragendaff (tetraiodeto bismuto de potéssio) observando formacio de
predpitado ce wmloragé tijolo; reaivo de Bouchardat observando formacé® de
predpitado e mloracdo alaranjado e reativo de Bertrand (addo silico tlngstico)

observando formacio de precipitado kranco ou leve turvac® branca



28

Ocorrendo reac® positiva, transfere-se o restante do extrato cloridrico peara
um funil de separacdo, alcdinizase @m hidroxido de anénio em pH 9 a 10 e extrai-se
trés vezes com 15 mL de uma solucdo de diclorometano e éer na propor¢éo 3.1. Os
extratos de éter diclorometano foram reunidos, levados a seaura em banho-maria,
adicionados 0,5mL de danol e 5mL de addo cloridrico a 1%, e g06s leve
aguedmento, esfriados e dividdes em tubos de ensaio. Procedeu-se novamente a
pesquisa de alcdoides com os redivos descritos anteriormente. Havendo formacé de
predpitado areac® confirma-se com 2 mL de solugéo alcodlica de agdo tartarico 5%

e disolucdo docomplexo formado.

» Pesguisade Leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas s80 consideradas flavonddes monoméricos 3,4-didis
ou raramente 4-0is. Esta pesguisa eplicase mm a reagd de reducéo da
leucoantocianidina (de wloragéo amarela) em antocianidina (de colorag@® vermelha)
em presencade acdo cloridrico.

Pesquisou-se leucoantocianidinas nas fragdes hexano, dclorometano, acdato
de dila ehidroalcodica submetendo-se 10mL das respedivas fragdes a seaura em
banho-maria (50°C) e recuperacd® com 5 mL de dand, 5 gatas de addo cloridrico
concentrado e aquedmento até éulicdo. O desenvalvimento de mloragdo vermelha

indicareac® pasitiva.

» Pesquisade Flavondides

Esta pesquisa baseia-se na modificacd da estrutura do flavondde em
presencade acido.

Levouse a seaura em banhomaria (50°C) 10 mL das fragdes hexano,
diclorometano e acéato de dila, adicionouse 5 mL de dand e transferiu-as para

tubcs de ensaio. A fracd® hidroalcodlica ndo foi levada aseaura, apenas transferida
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diretamente (5 mL) para um tubo & ensaio. A cada tubo & ensaio adicionouse
pastilha de zinco, addo cloridrico fumegante (Ientamente) com ocorréncia de reagdo
exotérmica (esta pesquisa deve ser redizada com os tubos de ensaio dentro de um
copo ¢k béguer com gelo, dentro da capela). Reac@® positiva desenvolve mloragéo
conforme & estruturas quimicas presentes. flavona com colorac® amarelo a
vermelho; flavond e dihidroflavond com coloragd® vermelho a vermelho sangue;
flavonores com coloragd® vermelho a violeta; derivados antocianicos com coloraga
vermelho tornando-se rosa e chalconas, auronas, dihidrochalconas, isoflavonas e
isoflavonores ndo apresentam coloragéo.

Reac® de Taubock ou Teste do Oxdlico-Bérico: levou-se a seaura em
banho-maria 10mL de cala frac&®. Ao residuo foi adicionado 5 gatas de acéona e
30mg de adédo bdico misturado com addo oxdico ma proporcdo 11, agitou-se e
levou-se novamente a seaura. Ao residuo adicionouse 5 mL de éder etilico e
transferiu-se 0s respedivos residuos para tubos de ensaio para verificac®d de
fluorescéncia. Esta reac® é eplicada pela formagéd de quelatos, prodwzindo
deslocamento batocrédmico da banda | dos derivados do addo bainico (compostos
ohtidos do &ddo bdrico com substituicBes na moléaula por dois radicas organicos). A
reac® oxalo-bdricadetermina gparedmento de fluorescéncia amarela esverdeada para
flavondis; flavanores e isoflavonas ndo apresentam fluorescéncia e os compostos

antocianicos coram-se, mas ndo produzem fluorescéncia.

» Pesguisade Cumarinas

Esta pesguisa baseia-se na conversdo em sal alcdino fluorescente do &cido
hidroxi cindmico, por meio da dissolugcdo das cumarinas em dcdi caustico com
clivagem do anel pirrdlico e amnsequente formacgé do &ddo hidroxi cindmico ousais
de seu anion. Sem irradiac® da luz ultravioleta, nenhuma fluorescéncia é exibida em

solucdes recém preparadas ou solugdes estocadas No escuro por meses; no entanto, ao
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irradiar luz ultravioleta, a forma cis migra para forma trans, que exibe coloracé aal
ou erde amarelada em poucos minutos. Comparagdes efetuadas entre a forma cis e
trans do anion cumarinico demonstraram gque genas na forma trans o hidrogénio do
grupo fendlico esta locdizado para posshilitar sua quelacé (anel de seis membros),
visto que, a insaturac@® ndo € bloqueada pelo grupo carboxila, havendo paossibili dade
da ligac® quelato reladonar-se com a fluorescéncia. O foto efeito também aparece
em solugdes acdinas dos derivados cumarinicos que ndo possiem hidroxila livre
ligada a gupo lkenzénico, havendo relac® entre os substituintes e o grau de
fluorescéncia. Derivados cumarinicos com grupcs hidroxilas livres ligados ao anel
benzénico, apresentam fluorescéncia aul intensa no estado solido e an solugdes
alcdinas (em solugdes alcdinas ndo ocorre foto efeito, havendo dficuldade para
estabelece um teste espedfico para hidroxi-cumarinas, visto que a observacé® de
qgualquer fluorescéncia produzida por irradiacé é de dificil visualizac®, ja que estes
compostos posaiem fluorescéncia propria).

A frac® hidroalcodicaem pH 1 (addificada com addo cléridrico 2N) foi
reduzida de 30mL a 5mL (em banhomaria), resfriada e om auxilio de funil de
separacd, extraida com éter etilico (2 vezes de 10mL). As fragdes adquiridas com as
duas extragdes foram reunidas e concentradas em banho-maria (50°C) até 5mL.

Asfragdes hexano, dclorometano e acetato de etila, foram levadas ao banho-
maria 50°C (30mL) até seaura erecuperadas em 5mL de der etili co.

Para tubcs de ensaio, transferiu-se 3mL de cada extrato etéreo, adicionou-se
2mL de hidroxido e sodio 1IN, levou-se os tubos & émara de luz ultravioleta em
365'm e deixados em exposi¢éo por 15 minutos.

Para reac® postiva observa-se no Jtravioleta o aparecimento de
fluorescéncia azl ou verde amarelada.

Depositou-se asobra dos extratos etéreos em papel de filtro em trés portos
previamente marcados com grafite, concentrado-os de modo a obter manchas com

aproximadamente 1 cm de diametro. As manchas 1 e 2 foram tratadas com uma gota
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de hidréxido de sddio IN. Cobriu-se com uma moeda amancha 1 e levou-se o papel
de filtro & cmara de ultravioleta a365nm, deixando-0 em exposicdo por 15 minutos.
Ocorrendo reac® positiva observa-se no Utravioleta o apareamento de fluorescéncia

com coloragdo azul ou verde amarelada na mancha 2.

» Pesquisade Antraquinores

Transferiu-se para um baldo de fundo chato com 250mL de cpaddade,
30mL de cadafracd e 5mL de solucdo aguasa al0% de addo sulfurico. Acoplou-se 0
baldo a um condensador de balas e levou-0 a refluxo pa 30 minutos. Decorrido &
trinta minutos, retirorse o baldo e filtrou-se o extrato sulfurico ainda quente.
Adicionouse a filtrado ML de agua destilada para transferi-lo a um funil de
separacd® e extrair duas vezes com 10mL de der etilico. Reuniram-se os extratos
etéreos para concentra-losas mL.

Os extratos etéreos foram colocados em tubos de ensaio e detuouse a
reac® de Borntraeger ao adicionar 5mL de hidroxido de aménio e ajitar lentamente.

Para reac® positiva observa-se 0 aparedmento de wlorac® vermelha

devidoioniza¢cd® das hidroxil as fendlicas.

» Pesquisade Esterdides e/ou Triterpenos

Evaporou-se a seaura 30mL de cala frac®, reaperou-se com 5mL de
cloroférmio e filtrou-se.

Pipetou-se 1mL, 0,2mL e 0,1 mL de cala extrato cloroférmico paratubcs de
ensaio e mmpletou-se 0 vadume para 2mL com cloroférmio.

Efetuou-se areac® de Liberman-Bouchard adicionando-se 1 mL de anidrido
acéico e 2 mL de aédo sulfurico concentrado, lentamente.

A formacd® de mloracéo résea escura ou azul indica apresenca da fungéo

cabonla na posicédo trés e duplo enlace na posigdo cinco e sals ou sete e oito.
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Colorac verde indicafuncéo hidroxila na posi¢éo trés e duplo enlaceem cinco e seis
ou sete eoito. Coloracd® amarela, posdvel presenca de metila no cabono nimero

catorze

3.2.2Extrato Aquoso 20%

Preparou-se 0 extrato aquoso 20% pelo processd de maceagio a quente an
banho-mariaa 70°C por uma hora, utili zando 4g de material vegetal e 200mL de agua
destilada (liquido extrator). Decorrida uma hora, retirou-se o frasco do banho-maria,
filtrou-se o extrato e o vdume completado até 200mL com o liquido extrator, lavando
0 material.

Este extrato foi submetido aos testes para antocianinas, heterosideos
saponinicos, heterosideos cianogenéticos, taninas, amino grupacs, acidos fixos e aédos

voléteis.

» Pesguisade Antocianinas

A antocianinas s80 pigmentos hidrosllveis presentes nas plantas, com
coloragdes que modificam de acrdo com o pH. Com &ddos, as antocianinas reagem
formando sais de oxénio corados de vermelho e @m bases reggem com hidroxilas
fendlicaslivres e alquire mloracd azul devido a estrutura quindide.

Para rediza@o deste ensaio, transferiu-se 5 mL do extrato aquoso para trés
tubocs de esaio, addificorse o primeiro tubo com addo cloridrico 1% (pH
aproximadamente 4), alcdinizou-se 0 segurdo tubo com hidréxido de aménio (pH
aproximadamente 10) e neutrali zou-se o tercero tubo (pH 7).

O desenvavimento de mloracd® avermelhada en meio addo, azulada em

meio alcdino, ou Volaceaem meio neutro, indicaresgdo pasitiva
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» Pesquisa de Heterosideos Saponinicos

Agitou-se energicamente com movimentos sicdonals por Cinco Minutos 0s
tubcs da pesguisa de antocianinas, deixando-os em repouso por trinta minutos. Mediu-
se a dturado anel de espuma, formado logo apds agitacé@® e decorrido trinta minutos.

Reac® pasitiva é indicada com desenvolvimento de espuma com altura
superior aum centimetro e persistente gps 0 repouso.

As sporinas apresentam estruturas com assimetria hidréfil o-hidrofobica,
fazendocom que hgjaredugéo datensdo superficial dos compostos em solucdo aquaosa,
com consequente formacd® de espuma mediante ajitacdo (ROBBERS; SFEEDIE;
TYLER, 1997, p62).

» Pesquisa de Heterosideos Cianogenéticos

Os heterosideos cianogenéticos produzem acido cianidrico nas plantas e sdo
acompanhados por enzimas (B-glicosidases) responsaveis pela cddlise da hidrolise
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 199, p. 69.

Para este ensaio uilizou-se a reac® do isopurpurato de sodio, que ocorre na
transferéncia para um tubo e ensaio de 5 mL de extrato agquoso (cuidando-se para néo
umedece as paredes do tubo de ensaio), adicd de 1 mL de solucé aguosa de aédo
sulfarico 1N, suspensdo de uma tira de papel picro-sddico no tubo e encaminhamento
a0 banho-mariapor trinta minutos a 6(°C.

Reac® pasitiva éobservada com a formaca® de isopurpurato de sédio que
apresenta wloragd castanha aavermel hada.

O papel picro-sddico é preparado embebendo tiras de papel de filtro com 1
cm de largura em solugéo de adédo pcrico 1% e secando-as ao abrigo da luz. Astiras
picrices s 0 embebidas em solucédo de carboreto de sddio 1%, seca e

armazeadas em frasco ambar.
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» Pesguisade Taninos

Os taninos sdo divididos em duas classes considerando os nucleos fendlicos
existentes e naunido destes. Os taninos hidrolisaveis apresentam &cido gglico ouaddo
hexaidroxidifénico com seus derivados esterificados com glicose. Estes ésteres 0
fadl mente hidrolisados em 4ddos fendlicos e agica (ROBBERS et al., 1997 p.159).
Os taninos condensados contém nucleos fendlicos que muitas vezes estdo ligados a
caboidratos ou a proteinas. A maioria dos taninos condensados, sdo resultantes da
condensac® de dois flavan-3-6is, ou mais (caequina) ou ce flavan-34-didis
(leucocianidina) (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997p. 159.

Para apesquisa de taninos 0s sguintes reagentes foram utilizados:

» Cloreto Férrico: adicionouse trés a dnco gotas de solucéo aquosa a 1% de
cloreto férrico a 1 mL de etrato aguoso. Rea@o pdsitiva para taninos
desenvolve mloraggo azul. O desenvolvimento de wloragc@® verde indica
flavonddes e wloragéd marrom indicapdifendis.

* Solucéo de Gelatina: transferiu-se respedivamente 0,5 mL, 1,0 mL e 2,0 mL
de extrato aquoso para tubos de ensaio e alicionouse 2 mL de solugéo aquosa
de gelatina 2,5 . Desenvolvimento de precipitado indicareaga pasitiva.

» Cloridrato de Emetina: adicionouse 4 mL de gua destilada e duas gotas de
solugdp aguosa de emetina 1% a 1 mL de extrato aquoso. Desenvalvimento de
predpitado indicareag&o pasitiva.

» Formol Cloridrico: também conhecido como ensaio de Staniasny. Transferiram-
-se 30 mL de extrato aquaoso para um baldo de fundo chato com 250 mL de
cgpaddade e adicionou-se 6 mL de formaldeido 40% e 4 mL de addo
cloridrico 37%. Acoplou-se 0 baldo a um condensador de bolas e levou-se a
refluxo duante uma hora. Deaorrido otempo, deixou-se esfriar e filtrou-se o
extrato formol-cloridrico reservando o filtrado para pesquisa de taninos

hidroli sveis. Lavou-se o residuo da filtrag@® com uma solugéo de @ana 50%,
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gatgjando sobre o residuo ch lavagem gotas de solucéo aguosa de hidréxido de
potésso 5%. Reag@o pdasitiva para taninos condensados visualizase com
desenvalvimento de wloracdo verde a gdear o hidroxido de potéssio.
Utlizendo-se o filtrado reservado, adicionouse excesso de aetato de sodio,
sem agitacd, e gotas de solucéo aquosa de doreto férrico 1%. Reac® pasitiva
para taninos hidrolisaveis visualizase mm desenvolvimento de @loragé azul

ao adicionar o cloreto férrico.

* Pesguisade Amino Grupos

Com auxilio de um condensador de bolas e temperatura de 60°C,
concentrorse 10 mL de etrato aquoso até 5 mL. Em tira de papel de filtro,
adicionaram-se dnco gotas do extrato aquoso concentrado em portos previamente
demarcados. Apés ®cagem, nebulizou-se o papel de filtro com solugcdo de ninhidrina
levando-o a estufa (95-10°C) durante quinze minutos. Reac® positiva é visualizada

com o aparecimento de wloracéo aall-violacea

» Pesquisa de Acidos Fixos

Transferiram-se 20 mL de extrato aquoso e 2 mL de hidréxido de sodio IN
para baldo de fundochato com 100 mL de apaddade, acoplou-se um condensador de
bolas e levou-se arefluxo durante trinta minutos. Decorrido o tempo, esfriou-se e
addificou-se 0 extrato alcdino com solucdo de adédo sulfarico IN. Procedeu-se
extracd, com auxilio de um funil de separago, com 10 mL de éer etilico (trés vezes).
Os extratos etéreos foram reunidos, tratados com carvao ativado, filtrados e levados a
seaura em banho-maria a 50°C. Aqueceal-se o residuo em estufa a100°C por dez
minutos, esfriou-se, adicionouse 5 mL de solugéo aquasa de hidroxido de aménio 1IN
e filtrou-se. Adicionou-se trés gatas do filtrado anterior a um papel de filtro, oldendo-

se uma mancha com aproximadamente um centimetro de didmetro e pingouse sobre
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esta mancha uma gota de reagente de Nesder. Para antrole negativo utili zou-se uma
mancha cm o reaivo de Nesder. Levou-se o papel de filtro a estufa por cinco

minutos. Visuali za-se reac® positiva mm o aparedmento de coloragd marrom.

» Pesguisade Acidos Voléteis

Com solugdo de aédo sulfurico IN, addificou-se 10 mL de extrato aquaso.
Colocouse 0 extrato addo em tubo de ensaio e levandoafervura, determinou-se o pH
dos vapores com auxilio de fitaindicadora de pH presa a tubo com rolha de cortica

O aparedmento de pH abaixo de sete indicapresencade aédos volateis.

3.30LEO ESENCIAL E AGUA AROMATICA

Utilizendo-se flores de Aster lanceolatus, buscou-se determinar o teor de
0leo esencia segundo MIGUEL (2002 e obter &gua aomética A agua aomética
segundo FARMACOPEIA (1988), € solugép saturada de 6leo essencial ou oura
substancia aromatica em agua.

Empregouse témica de hidrodestilacdo, que onsiste em utilizar 100g de
material vegetal fragmentado em particulas de aproximadamente seis milimetros e
agua em quantidade suficiente para wbrir 0 vegetal (aproximadamente quatro vezes a
guantidade de material vegetal). O material vegetal e a agua foram colocados em
baldo, acoplou-se garelho tipo “Clevenger” e condensador. O baléo foi aqueddo até
temperatura suficiente para obter-se uma gota de condensado por minuto. A destilacé
foi continua &é observac® da estabilizac@® na quantidade de 6leo notubo gaduado
do aparelho (aproximadamente seis horas). Desligou-se o0 aparelho e acm intuito de
obter-se boa separaggo agua-Oleo e resfriamento do deo a temperatura ambiente,
deixou-se em repouso o aparelho. Deoorrido otempo necessario, procedeu-se aleitura

do vdume do deo no tubo graduado do aparelho. O material em repouso no tubo
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graduado foi recolhido e levado ao freeze por 24 haas. ApGs as 24 toras, 0 dleo
esencial foi separado da gua, ohltendo-se 0 deo essencial e a agua aomética, e
procedeu-se abs cdculos.

Enviou-se 0 deo essenciad para anadlise em CG-EM, com o intuito de
pesquisar as substancias presentes. Utili zou-se aomatografo gasoso 6890 dh Agil ent[
equipado com coluna HP5 (5% fenil e 95% dimetilpdisiloxano) de 0,25mm de
didmetro interno por 15 cm de mprimento, e espectrémetro de massa 5973 da
Agilent[d. Utilizou-se mmo gés de araste hélio a 0,8mL por minuto. O gradiente de
temperatura utili zedo foi: temperatura inicial 40°C com patamar de 2 minutos e rampa
de auedmento a 10°C por minuto até 250°C com patamar de 20 minutos. A
temperatura do injetor foi de 250°C e do detedor de 28C0°C. O volume de injeco foi
de 20 pL com split de 100:1. A identificac® dcs constituintes do deo essencial foi
feita por comparac@ do espectro de massa do referido constituinte, com os espedros
de massa eistentes no bhanco de dados do equipamento (DATABASE/ NIST98).

3.4PREPARO DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS

O etand utili zado para o preparo dos extratos foi reservado para ser utilizado
NOs ensaios que o exigiram.

Os extratos brutos das flores (por¢éo 1) e cailes e folhas (porgdo 1) foram
preparados com etanol absoluto em aparelho de soxhlet. Os extratos obtidos foram
previamente filtrados com algodo e submetidos a concentracdo em evaporador
rotatério com pressdo reduzida a temperatura de 50°C e 90 rpm. Em seguida os
extratos foram armazenados em frascos ambares, colocados no freeze por 24 horas e
apas, filtrados a vacuo em funil de Blchner. Apds filtracd® a vaao, & extratos
retornaram aos frascos ambares e foram armazenados na geladeira. Apés o preparo dos

extratos, fezse determinac@® de r, pH e teor de sblidos.
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3.4.1Determinacé de Cor

Para determinac da cor utilizou-se apenas a comparagdo doobservador.

3.4.2Determinagd de pH

Utili zou-se tiraindicadora Merck[.

3.4.3Determinacgd doTeor de Solidos

Utili zando-se témica adaptada de MIGUEL (2003, depositou-se 1 mL de
extrato bruto etandico a ser analisado em cadinho pesado, levou-se aestufa 100°C
até peso constante e procedeu-se ans calculos aonde o resultado é goresentado em
guantidade de sdlidos em 1 mL e porcentagem em peso doteor de sdlidos em relaggo

ao material vegetal.

3.5FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS

Os extratos brutos etandlicos obtidos conforme descrito no item 3.4, foram
fradonados separadamente, por meio de particdo liquido-liquido (Figura 19) em
aparelho de soxhlet modificado (CARVALHO, 2001, p. 26-27) com solventes de
poaridade aescente (hexano, dclorometano e aceato de dila) obtendo-se fragdes
denominadas frac@® hexano (FH), frac&® diclorometano (FDCM) e frac& acdato de
etila (FAE).



39

FIGURA 19 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DA EXTRACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO
ETANOLICO
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As fragdes foram submetidas a aomatografia gasosa utilizando-se
cromatégrafo gasoso Shimadzuld modelo 14B equipado com colunas megabore DB-1
(100% dimetilpdisiioxano — pdaridade 5) e DB-17 (50% fenil e 50%
dimetil pdlisiloxano — pdaridade 24) de 0,53mm de diametro interno pa 30 cm de
comprimento. Utilizou-se como gés de araste hidrogénio a 6 mL por minuto, split a 6
mL por minuto (razéo 1:1), purga do septo 3 mL por minuto, make up ntrogénio 25

mL por minuto e oxigénio a 100mL por minuto. O gradiente de temperatura utili zado
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foi: temperatura inicial 100°C com patamar de 1 minuto e rampa de aguedmento a
7°C por minuto até 260°C com patamar de 66 minutos. A temperatura do injetor foi de
260°C e do detedor de 280°C. O volume deinjecd foi de 2 L.

Empregourse metodologia por padronizacd® interna com intuito de
caaderiza os andlitos volateis por Retencédo Relativa em relagdo ao acdato de
tocoferol. Para tanto, utilizou-se aomatograma padréo de referéncias analisadas em
CG por padronizacgo interna (CARVALHO, 2001 p.29.

3.6ESTUDO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Em estudos de dividade delopética procura-se determinar o efeito de uma
planta doadora sobre uma planta receptora (MALHEIROS; PERES, 2001, p503523).
Neste trabalho, biscou-se determinar posdvel atividade delopaticados extratos brutos
etandlicos de Aster lanceolatus (das flores e dos caules e folhas), suas respectivas
fragdes, &gua aomdtica e substancia isolada sobre sementes de Lactuca sativa
(conhedda como alface cultivar Baba de verdo, da empresa Isla sob codigo 6, com
9% de germinacd® detedada aravés de teste padrédo de germinagéo). Paralelamente
ao ensaio da atividade delopética de Aster lanceolatus, fezse ensaio utilizando dgua
destilada, etand e metanol, para posterior verificac® da influéncia ou ndo dcs
solventes (etand e metand) empregados no preparo dos extratos e na diluicdo das
amostras utili zadas no ensaio alelopético.

A semente de Lactuca sativa é empregada em ensaios por apresentar
germinacéd répida euniforme (DIETZ; WINTERHALTER, 1996,p. 10051010), ser
peguena, posalir grande superficie de cntato, sendo sensivel ao meio que arodeia e
ndo requerer nenhuma manipulagé aém do contato no meio (MALHEIROS; PERES,
2001, p503-523).

Dos extratos brutos etandicos e respedivas fragdes citadas anteriormente,

prepararam-se sete solugdes em concentragdes deaescentes (0,6mg, 04mg, 03mg,
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0,2mg, 01mg, 005mg e 0,055mg em 2mL de metand) em dupicaa. Para o preparo
destas olucdes utilizou-se uma solugdo-mée preparada wm extratos e fragdes eca a
50 °C em banho-maria e diluidas em metand na propar¢do 1mg/mL. Com intuito de
obter dislugcéd completa da amostra a ser analisada, escolheu-se metano como
solvente.

Papel de filtro (Whatman rf. 6) recortado do tamanho das caxas gerbox foi
embebido com as solugdes preparadas com as devidas concentragdes e mlocados em
estufa a 60°C por 24 horas para total evaporac@® do solvente. Trabalhando-se em
cémara de fluxo laminar, os papéis de filtro previamente seaos foram colocados nos
gerbox e umededdos com 3 mL de dua destilada. A &gua destilada foi utili zada em
guantidade segundo KRZYZANOWSKI, VIEIRA, FRANCA NETO (1999, p.2.10,
ou sgja, de duas a trés vezes 0 peso do papel. Apés preparo das caxas gerbox,
colocou-se 10 sementes de Lactuca sativa em cada caixa em quatro repeti coes.

Os gerbox foram protegidos da luz com papel aluminio e mlocados em
germinador de cmara atemperatura de 20°C.

Para cala mncentrac® prepararam-se duas caxas, uma para estudo ch
germinacé® e outra para estudo do crescimento. O ensaio de aescimento € utilizado
por ser geralmente mais ensivel ao ensaio de germinac® (MALHEIROS; PERES,
2001, p503-523).

Para controle utili zou-se &ua destil ada sob as mesmas condi¢des do ensaio.

Para andlise estatistica empregouse 0 programa SISVAR (FERREIRA,
2000. A veificac®d das diferencas de meédias estatisticamente significantes foi
redizada por meio do teste de Scott-Knott em nivel de 5% de probabili dade. O teste de
Scott-Knott foi escolhido pa ser claro, oljetivo e isento de anbiglidades (presentes
na maioria dos testes de mmparagdes mdltiplas). O tratamento foi considerado efetivo

guandotodas as repeticdes estiveram no mesmo grupo e médias.
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3.6.1Germinac®

SegundoCARVALHO e NAKAGAWA (1988, p.97-101) a germinacéd réo
€ somente o fendmeno que em condi¢des adequadas 0 eixo embrionario prossegue em
seu desenvolvimento. Deve-se ter em mente & fases que ocorrem antes da retomada
do desenvolvimento, que se iniciam com a mlocac® da semente em substrato
adequado e absor¢cdo de umidade. A primeira fase é caacterizada pelo aumento da
intensidade respiratoria, inicio da degradacé de substancias de reserva (carboidratos,
proteinas e lipidios) e desdobramento destas em substéncias de menor tamanho para
fadlit ar o transporte. Na segunda fase ocorre o transporte das substancias desdolradas,
diminuicdo da @sor¢cdo de agua e cescimento lento da intensidade respiratoria. A
partir de um teor de umidade (50 a 60% para & cotiledorares), a semente retorna a
intensa éorcd de agua e respiracd®, iniciando-se crescimento visivel do eixo
embriondrio e atercdrafase. Substancias desdolradas na primeira fase etransportadas
na segundh fase sdo reorganizadas em substancias complexas que, na tercera fase
permitem o crescimento doeixo embrionario.

Portanto, qualquer alterac& ocorrida na germinacé oe uma planta por meio
de outra planta, pade ser decorrente de influéncia em todas as fases da germinagéo ou
espedficanente em umafase.

Para 0 estudo da germinacd® fezse leitura didria no mesmo horério abrindo
as caxas em fluxo laminar. As mentes que germinaram foram retiradas diariamente
até o sétimo da. As ®mentes foram consideradas germinadas conforme descrito pa
DE FEO, DE SIMONE e SENATORE (2002, p 573578) e ADEGAS, VOLL e
PRETE (2003, p.21-25), ou sga, quando se tornou Visivel a protrusdo da radicula
através do tegumento.

Calculorse o indice de velocidade de germinac® (IVG) segundo
MAGUIRE (1962, p. 1®-177) para caa repeticdo de cala tratamento
(KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA NETO, 199, p. 2.9. O referido indice é



43

cdculado uilizando-se aquantidade de sementes germinadas, dividindo-a pelo da da
germinacd® e somando-se &é o Utimo dade germinacd®. Tomando-se como exemplo
a germinacd de uma repeticdo com 10 sementes, que a primeiro da germinaram 4
sementes, 0 nimero 4 é dividido por 1; ao segurdo da germinaram 2 sementes, 0
nimero 2 € dividido pa 2; ao tercero da germinaram 3 sementes, 0 nimero 3 é
dividido por 3 e @ quarto da germinou 1semente, o0 nimero 1 é dividido pao 4.
Somando-se os resultados das divisdes anteriores obtem-se o indice de velocidade de
germinacd 6,25.

As médias dos indices de velocidade de germinacé foram submetidas ao

Teste Scott-K naott.

3.6.2.Crescimento

Para avaliar o crescimento, ou seja, mensurar as radiculas e os hipocétilos de
Lactuca sativa, verificar presencade foliolos apés tratamento com diferentes amostras
e omparar 0s resultados aos ohtidos com controle, deve-se relembrar que o
crescimento € resultado da germinacgo.

O hipocdtilo e aradicula sdo originados a partir do eixo embrionario. O eixo
embriondrio é aparte vital da semente, contendo teddo meristematico em suas duas
extremidades, apresentando cond¢des de aescimento para dois entidos, o das raizes
(radicula) e o do caule (hipocdtil o), originando péntula com condcdes de fixacd® ao
solo e de fotossgntetisar substancias necessarias. (CARVALHO; NAKAGAWA, 1983,
p. 49.

O crescimento doeixo embriondrio da-se pelo aumento de suas cdulas e pela
multiplicaggo pa meio de divisdes mitéticas. Aumentando-se inicialmente o teor de
agua, as cdulas frem certa expansdo com posterior formacgé de novas cdulas. Os
procesos de divisdo cdular e de expansdo dependem da energia de moléaulas smples

(resultantes da degradac), de substéncias complexas armazenadas nos teddos de
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sustentacd®, de substancias estruturais e das novas células. Para ocorrer estes
procesos envolvem-se sinteses, tais como, sintese de enzimas, lipidios, proteinas e
comporentes das paredes cdulares (CARVALHO; NAKAGAWA, 1988, p.127).

Alteragdes ocorridas no crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca
sativa podem ser oriundes da germinag@ ou dcs processos envalvidos na fase do
crescimento doeixo embrionario.

A leitura do crescimento foi redizada genas ao Ultimo dia de experimento
com abertura das caxas e retirada das plantulas uma a uma (com auxilio de uma
pin¢ca) para medir em papel milimetrado ocomprimento daradicula edo hipocétil o.

Submeteram-se 0s resultados das leituras de aescimento ao Teste de Scott-
Knott para comparagdo das médias, as quais também foram comparadas em
porcentagem, considerando-se o tratamento controle com agua destil ada 100%.

Paralelamente aleitura do crescimento, verificou-se apresenca ou auséncia
de foliolos nas plantulas de Lactuca sativa. Ap6s medir os comprimentos da radicula e
do Hhpocétilo, as quarenta plantulas de cala tratamento foram reunidas para

verificac® da massa epaosterior comparag@ com a massa do tratamento controle.

3.7 CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Orientando-se pelo estudo alelopatico, o qua revelou as fragdes com maior
potencial de inibicd das mentes de Lactuca sativa, procedeu-se aomatografia em
coluna paraisolamento de substéncias com posdvel ac® aelopética

As fragdes hexano e acéato de dila, provenientes do extrato bruto etandlico
das flores, foram submetidas a wlunas cromatogréficas com silicagel 60 (70-230
mesh).



45

3.7.1Preparo das Pastil has

As pastil has a serem cromatografadas foram preparadas com silicagel 60 ra
propa¢éo de 5 partes em relac@o a quantidade da amostra, e evaporada aseaura em

banho-maria a 50 °C, sob constante homogeneizaga.

3.7.2Preparo das Colunas

Utilizando-se @lunas de vidro, preparou-se asilicagel a ser depositada, na
propacéo de 5 partes em relacéo a quantidade da pastilha, com aaéscimo de 10g de

silica-gel.

3.7.3Procedimento para aCromatografia en Coluna

Apbs preparo da mluna, colocou-se papel defiltro, a pastilha, novo f@pel de
filtro e iniciorse aeluicd com fases moveis (100mL) com podaridade aescente,
aumentando-se apropor¢géo de solvente na ordem de 5 e 10%. Rewlheram-se porgdes
de goroximadamente 10 mL em frascos de vidro. Ao final da aomatografia, com o
intuito de limpar a wluna, metand e gua destil ada foram utili zados, sendo recolhidos
em frasco unico.

As fragdes ohtidas das colunas cromatogréficas foram reunidas ap6s
cromatografia em camada delgada (placas de silicagel GF,s,), para obtencéo de maior
guantidade de materia isolado, e levadas a secura em evaporador rotatério

(Laborotal]) com pressio reduzida a temperatura de 40°C e 90 rpm.

3.8CROMATOGRAFIA PREPARATIVA

Esta témicafoi utilizada para separacé de substancia em mistura de dificil

separac@® dbtida na cromatografia en coluna. Baseiase na separac® em placa
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cromatograficas com silicagel GF,54(20 cm de largura €10 cm de dtura) eluidas com
fase mével apropriada, dissolucéd do composto separado em metanol, filtracd®d a
vaauo pera retirada da silica-gel e evaporacéd do solvente residua em banhomaria a
40°C.

3.9IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS ISOLADOS

Para identificac®, os compostos isolados foram submetidos a andlise de
ultravioleta eespedroscopia de *C RNM.

Para ultravioleta, utilizou-se Espedrofotdmetro de UV-Visivel Shimadzull,
modelo UV-1601 dluindo-se & substancias em andise onforme MABRY,
MARKHAM e THOMAS (1970, p. 3638).

Para *C RNM, utili zou-se espedrofotémetro de Brucker(] modelo AC 200,
operando-se a 50 MHz. Os deslocamentos quimicos foram registrados em unidades
(ppm). O solvente utilizado na epectroscopia °C-RNM  foi DMSO-ds
(dimetilsulfoxido) e aomo referéncia interna utilizou-se TMS (tetrametil silano, cujo

sinal apareceem 0 ppm).

3.10ALELOPATOGRAFIA

Buscando-se testar a atividade delopética dos compostos isolados por meio
de mlunas cromatogréficas (fragdes que gresentaram melhor atividade alelopatica),
utili zamos témicadesenvalvida neste trabalho, a qual denominamos “alelopatografia”.
A aelopatografia pode ser considerada um novo ensaio aelopético dredonado. A
denominacdo “alelopatografia” deu-se somando a palavra delopatia cm grafia, ou
sgja, visualizac® de cmpaostos com provavel atividade delopatica

O procedimento desenvalvido nopresente trabalho tem como oljetivo testar
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com rapidez ee€ficiéncia aatividade delopatica de mnstituintes quimicos isoladaos, e
a0 se tratar de mistura destes, olter separac@® para visualizac® clara da influéncia
alelopdtica, utilizando como ferramenta a comatografia em camada delgada

(utili zaram-se placas cromatograficas de silicagel GFsy).

3.10.1Preparo da PlacaCromatogréficapara Alelopatografia

A amostra a ser andisada é diluida em solvente gropriado (50 uL) e
distribuida uniformemente em 4 cm demarcados a partir de 1 cm de placa om 5 cm de
largura €8 cm de comprimento. Apés 6,5 cm de duicéo da fase movel apropriada, a
placa éretirada da aibeta, espera-se secagem do solvente, visuaizase 0s compostos
sob luz visivel e ultravioleta (UV) a 365 nm (longo) e 254 nm (curto), demarcase o
locd dos compostos e amlocam-se as placa em estufa 6(°C por 24 haas. Preparam-se
duas placas para o ensaio alelopatogréfico, uma destinada a aaliacé® da germinacé e
outra ap crescimento.

Placas controle sdo preparadas apenas com aplicac® do solvente utili zado ma
diluicdo da amostra e ¢uicdo na mesma fase movel com posterior envio a estufa, sob

as mesmas cond ¢bes do ensaio.

3.10.2Ensaio Alelopatogréfico

ApGs as 24 haas de estufa, as placas 0 retiradas e trabalhando-se em fluxo
laminar, acomodam-se & placas em gerbox, as quais estdo com papel de filtro
(Whatman n °.6), umedece-as com agua destilada e acomodam-se dez sementes de
Lactuca sativa (mesmas espedficagdes doitem 3.4) naregido demarcada (Figura 20).

Trabalhando-se @m compostos que apresentem solubili dade em &gua, um
novo apel de filtro é aomodado sobre aplaca acomatogréfica antes de umededé-la

com &gua destil ada.
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FIGURA 20 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DA ALELOPATOGRAFIA
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A utilizac®d do papel de filtro sobre a placa comatografica antes de

ammodar as sementes, tem como finalidade evitar que substancias solUveis em agua,
presentes nas bandas das placas cromatograficas, misturem-se e @mprometam o

ensaio. Com a utilizaca do papel de filtro, rBo ocorre mistura dos mesmos, pas o0s
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compostos referenciados 8o absorvidos pelo papel em presencade dgua destilada, fato
verificado com revelacd do papel de filtro uilizado juntamente com a placa
cromatografica a término d ensaio.

Os gerbox envdtos em papel aluminio foram enviados a0 germinador a
20°C.

Para a andlise da germinac® e do crescimento procedeu-se wnforme
descrito no item 3.6, com modificages: na andlise de germinac®, cs indices de
velocidade de germinacé@ ndo foram submetidos ao Teste de Scott-Knott e na andlise
de aescimento somente verificase 0 crescimento da radicula, do hipocétilo e
formacé defoliolo.

Deaorridos os ste dias de ensaio e as leituras de germinagcé e aescimento,
as placas retornaram a estufa para secagem e posterior revelacd® da placa
cromatografica mm visualizador indicado para a ¢asse do composto anali sado.

Para andlise estatistica empregouse 0 programa SISVAR (FERREIRA,
2000. O teste escolhidofoi o de Scott-Knott (5% de probabili dade).

3.11ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para redizag@o deste estudo duas témicas foram empregadas: difusdo em
gel, témica adaptada de KONEMAN et al. (1993, p 458475), ROMEIRO (2001, p.
1361399 e CARVALHO et al. (2002, p. 255258), e diluicdo em cddo para
determinagdo da @ncentracd inibitoria minima (CIM), témica adaptada de MOURA
et al. (1987, p. 12-263) e KONEMANN et al. (1993, p.475479).

Procurou-se testar in vitro a susceptibili dade de cepas de Escherichia coli
(ATCC 11229, Klebsiella preumoniae (ATCC 13883, Proteus mirabilis (ATCC
43071, Pseudamonas aerugincsa (ATCC 27283), Sdmondla typhimurium (ATCC
14028, Saphylococcus aureus (ATCC 6538), Saphylococcus epidermidis (ATCC
12228 e Sreptococcus pyogenes (ATCC 19615 frente adiferentes concentragOes de
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extratos brutos etandli cos das flores e dos caules e folhas de Aster lanceolatus.

Para a escolha dos microorganismos a serem testados levou-se em
considerac@® a fadlidade e rapidez de aescimento destes em meios de rotina
(ROMEIRO, 201, p. 13), disponibilidade e significahcia dinica, procurando-se

testar a dividade antibaderianaem maior quantidade possvel de microorganismos.

3.11.1Difusdo em Gdl

Este estudo baseou-se na inoculagc@® de um microorganismo em meio de
cultura especifico, adicéo a este meio de discos de papel impregnados com amostras
em estudo, dfusdo das substancias impregnadas nos discos no meio de alltura e
incubag& em temperatura favoravel ao desenvolvimento domicroorganismo em teste.

A comprovacd da dividade antibaderiana ocorre pela formacéd de halo de
inibic&o ao redor do disco de papel impregnado com a amostra em estudo.

A escolha dos antimicrobianos utilizados para controle positivo de inibig&o
seguiu critérios de disponibili dade (para o antimicrobiano cloranfenicol) e emprego ra
terapéutica, para o antimicrobiano cefalotina (CASTRO et al., 2002, p.553-558).

O etanad foi utilizado para controle, visto que o mesmo foi empregado para a

obtencéo e diluicdo dcs extratos em estudo.

3.11.1.1Preparo das amostras

As amostras foram ohtidas a partir dos extratos brutos etandli cos das flores e
dos caules e folhas de Aster lanceolatus. Primeiramente clocou-se en tubo de ensaio
estéril apenas 200 uL de cada etrato bruto etandlico, uilizado como amostra 100%.
No preparo das amostras subsequentes, 200 yuL de cala extrato bruto etandlico foi
transferido para um tubo e ensaio estéril e em seguida alicionado 200 L de danal,
deste tubo, 20QuL foram transferidos para outro tubo e ensaio, obtendo-se uma

diluicdo a50%, e assim sucessvamente aé obter-se diluicdo a 12 5%.
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Este procedimento foi redizado dentro de cémara de fluxo laminar.

3.11.1.2Preparo dos discos de papel

Trabalhando-se em fluxo laminar, espalhou-se os discos de papel (6 mm) em
placa de Petri, devidamente identificadas e impregnou-os com 10 pL de amostras
previamente preparadas (tabela 1) e 10 pL de etand. As placas contendo os discos
foram fedchadas e levadas a estufa40°C por 24 haas.

TABELA 1 — CONCENTRACOES DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS IMPREGNADOS NOS DISCOS

DE PAPEL
DILUIQAO DA AMOSTRA EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE
FLORES CAULES E FOLHAS
100,0% 785,0ug/ 10 uL 475,0pug/ 10 pL
50,0% 392,5 ug/ 10 pL 237,5ug/ 10 pL
25,0% 196,2ug/ 10 pL 118,7ug/ 10 pL
12,5% 98,1ug/ 10 pL 59,4pg/ 10 pL

3.11.1.3Preparo do indeulo

As cepas dos microorganismos em teste foram repicadas em agar Muell er-
Hinton e incubadas a 35°C, 24 horas antes do teste.

Para o preparo doindculo, as culturas jovens de cala badéria foram diluidas
em 5 mL de salina estéril comparando-se am aturbidez do tubo 05 da escda de Mac
Farland (0,5 mL de BaCl,. 2H,0 0,048M — 1,7%%6 p/v em 99,5 mL de H,SO, 0,36N —
1% v/v). Redizou-se ainoculagcd com auxilio de swab estéril.

Este procedimento foi redizado dentro de cédmara de fluxo laminar.

3.11.1.4Teste de dividade antibaderiana com difusdo em gel

O meio de cultura dgar Mueller-Hinton (ULUBELEN et al., 2000, p.458
462) (adqurido pronto da Newprov() foi escolhido pa ser um meio néo enrigueddo,

porém suficientemente nutritivo para permitir o desenvolvimento das colénias
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baderianas (KONEMAN et al., 1993, p.460).

Para cala extrato testado procedeu-se da seguinte maneira em cada placa
inoculada, foram distribuidos discos de papéis impregnados com o extrato bruto
etandlico puro, dluido a 50%, 25% e 12 5%, um disco impregnado apenas com etanadl
e um disco de ontrole positivo com cloranfenicol (CLO 30, lote A6389, validade
jan/05 da Newprovll). Incubaram-se & placa inoculadas em estufa a35°C, duante
24 haas. Apés este periodo, as placas foram retiradas da estufa emedidos os halos de
inibicdo, quando presentes, com auxilio de régua.

Paralelamente @ ensaio, prepararam-se placa com 0S microorganismos
citados anteriormente contendo apenas discos com antimicrobiancs (cefalotina -
CFL 30, lote 996, \dlidade out/05 da Newprovl] e cloranfenicol - CLO 30, lote A6389,
validade jan/05 da Newprovll) e disco impregnado com etandl, obtendo-se placa

controle. Os testes foram realizados em dufdicaa.

3.11.2Concentragdo Inibitéria Minima

Utili zou-se 0 método cke diluicéo em cddo, para determinacé da CIM dos
extratos brutos etandli cos das flores e dos caules e folhas de Aster lanceolatus, frente
a0 desenvalvimento de cepas de Escherichia coli, Klebsiella preumoniae, Proteus
mirabili s, Pseudomonas aeruginosa Sdmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Saphylococcus epidermidis e Streptococcus pyogenes.

Para este estudo inocularam-se microorganismos em meios de aultura mm
amostras a serem testadas em diferentes dil ui¢cBes. Decorrido o tempo necessirio de
incubac® em temperatura favoravel, efetuouse as leituras das concentragdes
inibitérias minimas, procurando-se o primeiro tubo onde N&o se observou crescimento

baderiano, ou sgja, oncdk n&o ocorreu turvaga.
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3.11.2.1Preparo do indculo

Cepas dos microorganismos em teste foram repicadas em cddo triptico de
soja eincubadas a 35°C, 24 haas antes do teste.

ApGs as 24 haas de incubagdo, os tubos contendo & microorganismos e
cddo (10mL), foram comparados com aturbidez do tubo Q5 da escda de MacFarland
(0,5mL de BaCl,. 2H,0 0,048M — 1,7%%6 p/v em 99,5mL de H,SO, 0,36\ — 1% Vv/v).
Do cddo triptico de soja mntendo & microorganismos, 2 mL foram retirados e
colocados em 100 mL (2%) em solucéo estéril de Tween 80a 2% em agua destil ada.

Este procedimento foi redizado dentro de cédmara de fluxo laminar.

3.11.2.2Preparo das amostras e teste da concentracd inibitoria minima

Utili zou-se para estudo amostras puras e diluidas a partir dos extratos brutos
etandlicos das flores e dos caules e folhas de Aster lanceolatus.

Nove tubos foram preparados para cada microorganismo (em dugdicaa para
cada amostra). O primeiro tubo foi preparado utili zando-se 1 mL de solugéo de extrato
bruto etandlico. O segund tubofoi preparado com 1 mL de extrato bruto etandlico e 1
mL de cddo triptico de soja. O terceairo tubo foi preparado com 1 mL do segundotubo
e 1 mL de aldo triptico de soja. O quarto tubo foi preparado com 1 mL do tercero
tuboe 1 mL de cddo triptico de soja, e &sm sucessivamente &é o sétimo tubo. O
oitavo tubo foi preparado apenas com 1 mL do sé&imo tubo. O nono tubo preparou-se
com 1 mL de cddo triptico de soja. Apés as diluicdes, os tubos receberam 1 mL de
suspensdo de microorganismos, com exce@o do otavo tubo que ficou apenas com
1mL do tubo nimero sete, sendo considerado o tratamento controle negativo. O tubo
nimero nove € o tubo considerado tratamento controle paositivo, pois ndo recebe
extrato bruto etandico. Este procedimento foi redizado em fluxo laminar. As
concentragdes obtidas apds a diluicdo estdo apresentadas na tabela 2. Os tubos foram

incubados a 35°C por 24 horas e decorrido otempo, procedeu-se as leituras.
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TABELA 2 — CONCENTRACOES DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS PARA ENSAIO DA
CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA

DILUICAO DA EXTRATO BRUTO ETANOLICO EXTRATO BRUTO ETANOLICO
AMOSTRA DE FLORES DE CAULES E FOLHAS
1:1 78,50 mg/ mL 47,50 mg/ mL
1:2 39,25 mg/ mL 23,75 mg/ mL
1:4 19,62 mg/ mL 11,88 mg/ mL
1:8 9,81 mg/ mL 5,94 mg/ mL
1:16 4,91 mg/ mL 2,97 mg/ mL
1:32 2,45 mg/ mL 1,48 mg/ mL
1:64 1,23 mg/ mL 0,74 mg/ mL

3.12ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para o estudo ch dividade antifungcado extrato bruto etandlico dos caules e
folhas de Aster lanceolatus, utilizou-se o0 método adaptado de AUER e BETTIOL
(1986, p.49-51) e STANGARLIN et al. (1999, p. 1621) com intuito de encontrar
alguma inibicdo no crescimento micelial de isolados de Fusarium oxysporum,
Coll etotrichum acutatum (forneddos pelo Centro de Diagndéstico Marcos Enrietti-PR) e
Cylindrocladium spathulatum (forneddo pela EMBRAPA Florestas -PR).

PARK et al. (1999, p. 26-130), documentaram a presencade véarias espédes
do ¢énero Fusarium em sementes de soja, dos quais detedou-se varias micotoxinas,
entre das aapiciding, aqual foi isolada, purificada etestada atoxicidade (ocasionando
hemorragia de 6rgdos internos de ratos).

SegundoMENDES €t al. (2001, p.148152), o Fusarium oxysporum € um
fungo fitopatogénico encontrado em Medicago sativa, 0 qual ocasiona podidao
radicular.

Colletotrichum acutatum € um fungo causador de antracose do limoeiro
galego (FEICHTENBERGER; MULL ER; GUIRADO, 1997,p. 289 e flor preta em
morangos (TANAKA; BETTI; KIMATI, 1997 p. 563.

O fungo Cylindrocladium spathulatum é causador da pinta-preta em folhas
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de llex paraguaiensis, sendo a principal doenca fungca da eva-mate, podendo
ocasionar em viveiro e ampo até 30 % de perdas de mudas (GRIGOLETTI JUNIOR;
AUER, 1997, p.345-346).

3.12.1Crescimento Micdial em Placas

O extrato etandlico em teste foi adicionado em meio batata-dextrose-agar
(BDA) nas concentragdes de 95, 19 e 285mg/ 500mL e autoclavados (120°C e 1 atm
por 15 minutos). O meio BDA contendo extrato foi vertido em placas de Petri (15 cm
de didmetro) e gpds uma hora de resfriamento, inocularam-se esporos de Fusarium
oxysporum e Coll etotrichum acutatum com sete dias de idade em meio BDA. Apés
vedacd com filme plastico, as amostras foram incubadas a 25 °C no escuro pa cinco
dias. O teste foi efetuado com seis repeticdes. Para tratamento controle utili zou-se
apenas 0 meio BDA.

As avaliagdes foram redizadas por meio de medicbes do dametro das
col6nias (média de duas medidas perpendiculares), apés cinco das de incubacdo dos

patdgenas e o resultado apresentado em médias das medidas.

3.12.2Biocautografia Direta

Para 0 hioensaio por cromatografia em camada delgada utili zou-se diquota
de 50 pL (2,3/mg) do extrato bruto etandlico dos caules e folhas de Aster
lanceolatus, empregando-se método adaptado de STANGARLIN et al. (1999, p.16-
21).

Placa de silicagel GF,s,4 pré-lavadas com cloroformio:metand (1:1, v/v),
foram preparadas e g06s a glicaca® da amostra sobre aplaca esecagem sob fluxo e
ar, redizouse a separagdo dos compostos utilizando-se o sistema diclorometano:
metanal: dgua (95:4,5:0,5- v/V/v).

Visualizaram-se 0s compostos b luz visivel e ultravioleta (UV) a 365 nm
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(longg e 254 nm (curto) e em seguida, as placas s contendo as bandas individuais
foram aspergidas com suspensdo de esporos de Cylindrocladium spathulatum (1 x 10
esporos 1,6 mL de meio liquido ketata-dextrose, 40 puverizages), sendo mantidas
sob umidade relativa de 100% a 25°C e luz.

Verificourse nas placas em estudo (ap6s wte dias), se havia presenca de
zonas de inibi¢éo de crescimento micelial ao redor das bandas individuais.

Para controle utili zou-se placa de silicagel GF,54 nas mesmas condc¢des
empregadas no oensaio, porém sem aplicacdo de amostra. A bioautografia direta foi

redizada em dugicaa.
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4 RESULT ADOSE DISCUSSOES

4.10BTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

TABELA 3- DETERMINAGAO DE AGUA E CINZAS TOTAIS EM Aster lanceolatus

DETERMINACAO FLORES (PORGAO 1) | CAULES E FOLHAS (PORGAO II)
AGUA (%) 12,66 11,40
CINZAS TOTAIS (%) 7,11 5,58

Conforme tabela 3, s resultados apresentados para determinacé® de &guaem
material vegetal, estdo de aordo com os limites referenciados na FARMACOPEIA
(1988 que séo de 8 a 14%. Pode-se observar resultados superiores nas determinagdes

redizadas com as flores de Aster lanceolatus em relagdo aos caules e folhas.

4.2 ENSAIO SISTEMATICO DE ANALISE EM FITOQUIMICA

4.2.1Flores de Aster lanceolatus

Na pesquisa de flavonddes, a or visudizada foi a or vermelha avermelho
sangle na fracé acedato de dila. O apareamento da cor vermelha a vermelho sangue
€ indicdivo de flavonddes da dass dos flavonds, confirmada pela presenca de
fluorescéncia amarela esverdeada na Reagéo de Taubaock.

Na pesquisa de esterdides e/ou triterpencs, a coloragdo visualizada foi verde,
com mais intensidade na frac&@® hexano e menos intensa nas fragdes diclorometano e
acdato de dila. A colorac® verde éindicaiva de funcdo hidroxila na posicéo trés e
dupo enlace na posicép cinco e seis ou sete e oito no esqueleto terpendide. A fracé@
hidroalcodlicando demonstrou presencade grupamentos terpendides.

Na pesquisa de saponinas, 0 anel de espuma formado foi maior que um
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centimetro apds agitacd® e asim permaneceau apos trinta minutos.

TABELA 4 — ENSAIO SISTEMATICO DE ANALISE FITOQUIMICA COM EXTRATOS E FRACOES DAS
FLORES DE Aster lanceolatus

GRUPO FlTOQUiMICO FRAQAO/ EXTRATO
PESQUISADO
Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo Extrato
Hexano | Diclorometano | Acetato de | Hidroalcoolica Aquoso
Etila

Alcaléides (-) (-) (-) (-)
Leucoantocianidinas (-) (-) (-) (-)

Flavonoéides (-) (-) (++) (+)

- Reagéio de Taubock (-) (-) (+) (+)

Cumarinas (-) (-) (-) (-)
Antraquinonas (-) (-) (-) (-)

Esteroides e/ou Triterpenos (++) (+) (+) (-)

Heterosideos Antocianicos (-)
Saponinas (+)
Heterosideos Cianogenéticos (-)
Taninos

-Cloreto Férrico (+)
-Solucéo de Gelatina (+)
-Cloridrato de Emetina (+)
-Formol Cloridrico (+)
Amino Grupos (+)
Acidos Fixos (-)
Acidos Volateis ()

NOTAS: ( -) = Resultado Negativo
(+) =Resultado Positivo
(++) = Resultado Fortemente Positivo

Na pesquisa de taninos, utilizando-se solucéo aquosa de doreto férrico 1%,
visualizou-se @loragé aazul, indicaiva de tanincs. Ao uili zar-se solugé aquosa de
gelatina 2,5%, verificou-se leve turvagéo, turvagdo e intensa turvagd com 0,5mL, 1,0
mL e 2,0 mL de etrato aquoso de Aster lanceolatus, respectivamente, indicando
presenca de taninos. Utili zando solugéo aquosa de Emetina 1%, howe gparedmento
de predpitado, indicativo de taninos. No Utimo ensaio redizado para pesquisa de
taninos (Ensaio de Staniasny), hauve desenvolvimento de mloraggo azul ao adicionar-
se doreto férrico ao filtrado, indicando a presencade taninaos hidroli saveis.

A pesquisa de amino grupos apresentou resultado pasitivo com presenca de

colorac® aaul violacea.
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4.2 .2Caules e Folhas de Aster lanceolatus

TABELA 5 — ENSAIO SISTEMATICO DE ANALISE FITOQUIMICA COM EXTRATOS E FRACOES DOS
CAULES E FOLHAS DE Aster lanceolatus

GRUPO FITOQUIMICO FRACAO/ EXTRATO
PESQUISADO

Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo Extrato
Hexano | Diclorometano | Acetato | Hidroalcodlica Aquoso
de Etila

Alcaldides -
Leucoantocianidinas -
Flavonoides -
- Reacéo de Taubock -
Cumarinas -
Antraquinonas -
Esterbides e/ou Triterpenos (+
Heterosideos Antocianicos (-)
Saponinas (-)
Heterosideos Cianogenéticos (-)
Taninos
-Cloreto Feérrico (-)
-Solucéo de Gelatina (-)
(-)
(-)

(-) (+)

( (
( (
( (
( (
( (
( (

N N N N N N
N N N N N N
—~
~
e R N e e )

1 1 1 1 1 1
— N N

(+

-Cloridrato de Emetina
-Formol Cloridrico

Amino Grupos (+)
Acidos Fixos (-)
Acidos Volateis (+)

NOTAS: ( -) = Resultado Negativo
(+) = Resultado Positivo
(++) = Resultado Fortemente Positivo

Ao pesquisar alcddides nos caules e folhas de Aster lanceolatus, verificou-se
reac® pasitiva para os redivos de Mayer e Bertrand com 0 apareamento de leve
turvacd® hranca A confirmagdo foi redizada com uma seguncha reac® aonde houve
desaparedmento do predpitado ao adicionar-se solucdo alcodica de aédo tartarico
5%, possvelmente pela presenca de dguma substancia oxigenada com alta densidade
eletrbnica pois a ausénciade dcddides foi confirmada com cromatografia em camada
delgada com padréo.

O apareamento de coloragé vermelho a vermelho sangue na frag& aceato

de dila, na pesquisa de flavonddes, indica a presenca de flavonds. Houve
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confirmacd® pela presenca de fluorescéncia anarela esverdeada na Reac® de
Tauback.

Na pesquisa de esterdides e/ou triterpencs, a coloragio visualizada foi verde,
na frac® hexano e frag@® dclorometano. A coloragd verde €indicaiva de funcéo
hidroxila na posicdo trés e duplo enlace na posicd cinco e seis no esqueleto
terpendide.

Na pesquisa de taninos, houve desenvolvimento de coloragdo verde com o
cloreto férrico 1%, indicando a presencade flavonddes.

A presenca de amino grupcs foi confirmada com o aparedmento de
colorac® aaul violacea. Este resultado positivo pode ser um indicaivo para um
resultado falso pasitivo na pesquisade dcdoides.

No ensaio para verificac® de addos voléteis, houve aparedmento de pH 3

nafitaindicadora, indicando resultado pasitivo.

4.30LEO ESENCIAL E AGUA AROMATICA

Apresenta-se o resultado em porcentagem peso/ volume, ou sgja, volume em
mL de 6leo oltido em 100g de flores de Aster lanceolatus: 0,2 %.
Obtiveram-se 5 mL de &gua aomatica remanescente no tubo graduado do

aparelhotipo “ Clevenger”, aqual foi submetida a @saio alelopético.

4.3.1Andlise do Oleo Essencial por Cromatografia Gasosa Acoplada aEspectrémetro

de Massaa

A andlise do deo esencia em aparelho CG-EM foi redizada solubilizando
0,2mL de éleo em 1 mL de metanol. Os resultados encontram-se na figura 21 e tabela
6.



FIGURA 21- CROMATOGRAMA (CG/EM) DO OLEO ESSENCIAL
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TABELA 6 — CONSTITUINTES DO OLEO ESSENCIAL DE Aster lanceolatus

PICO TEMPO DE | AREA NOME DO CONSTITUINTE
RETENCAO | (%)
(min)
1 8,27 2,58 Mirtenol
2 12,37 1,76 a-Muroleno
3 12,94 3,47 Naftaleno, 1,2-dihidro-1,1,6-trimetil
4 13,08 7,36 Bisaboleno
5 13,26 1,51 B-Lanona
6 13,40 4,11 Espatulenol
7 13,47 34,53 Oxido de Cariofileno
8 13,77 12,72 3-Ciclohexeno-1-carboxaldeido, 3,4
9 13,96 3,71 Cedren-13-ol, 8
10 14,22 2,48 Neocloveno-(l), dihidro
11 14,50 1,94 Azuleno, 1-4-dimetil-7-(1-metila)
12 14,56 1,53 2H-Benzociclohepteno-2-ona, 1,4a,5,6,7,8,9,9a-octahidro 4a metil, trans
13 16,15 5,19 1, hexahidrofarnesil acetona

NOTA: Dados obtidos por meio de comparacéo ao banco de dados do aparelho (DATABASE/NIST98).
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A tabela 6 apresenta os constituintes identificados no deo essencial de Aster

lanceolatus. A substancia que goresentou maior porcentagem no deo essencia foi o

oxido cke caiofileno.

O espedro de massa do 0xdo ce caiofileno submetido & comparag@® com
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espedro existente no banco de dados do aparelho apresenta-se nafigura 22.

FIGURA 22 — ESPECTRO DE MASSA DO OXIDO DE CARIOFILENO
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esencial de Ageratum conyzoides (conheddo como mentrasto) (CASTRO et al., 2004,
p. 5557), Calyptranthes concinnag Calyptranthes lGcida e Calyptranthes rubella
(LIMBERGER et al., 2002, p. 3$5-360, com atividade biolégica contra
Saphylococcus aureus (UBELELEN et al., 1994,p. 971-974).

FIGURA 23 — OXIDO DE CARIOFILENO

FONTE: CASTRO et al., 2004, p. 55-57.

4.4PREPARO DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS

TABELA 7 — DETERMINACOES REALIZADAS NOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS DE Aster lanceolatus
PARAMETRO EXTRATO BRUTO ETANOLICO

FLORES (PORCAO I) | CAULES E FOLHAS (PORGAO

D)

QUANTIDADE INICIAL DE MATERIAL VEGETAL 560 g 800 g
VOLUME APOS CONCENTRACAO 515 mL 775mL
COR MARROM ESCURO MARROM ESVERDEADO
PH 6 6
TEOR DE SOLIDOS (mg/mL) 78,5 47,5
TEOR DE SOLIDOS (g%) 7,22 4,60

As flores de Aster lanceolatus apresentaram resultados superiores nas

determinagdes de teor de solidos em relacé aos caules e folhas.

4.5CROMATOGRAFIA GASOSA DAS FRACOES

Amostras de 2mg das fragdes hexano, dclorometano e acéato de dila (de

flores e de calles e folhas de Aster lanceolatus), foram submetidas a aomatografia

gasosa diluidas em 1mL de metanol. Picos diferentes ao padréo (acdato de tocoferol)
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foram apresentados apenas nos cromatogramas das fragdes hexano.
As andlises dos cromatogramas ohtidos foram efetuadas por comparacé
com o cromatograma padrédo e referéncias analisadas em CG por padronizaca®

interna segundo CARVALHO (2001, p.50).

FIGURA 24 - CROMATOGRAMA PADRAO DE REFERENCIAS ANALISADAS EM CG POR
PADRONIZAGCAO INTERNA
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FONTE: CARVALHO, 2001, p. 50.

TABELA 8 - DADOS DOS PADROES DE METABOLICOS ANALISADOS
EM CG POR PADRONIZACAO INTERNA

REFERENCIA | tr RR
Acido Fénico 3.464 0.060
Acido Benzoico 6.625 0.116
Acido Salicilico 8.871 0.150
Acido Cinamico 12.315 0.214
Acetato de Tocoferol 57.629 1.000
Alfa amirina 64.964 1.130
Estigmasterol 67.204 1.170

Beta Amirina 71.064 1.230



1.270
1.440

73.261
82.729

Beta Sitosterol
Lupeol
FONTE: CARVALHO, 2001, p. 50.
NOTA: tr = tempo de reten¢do, RR = retencéo relativa.
FIGURA 25 - CROMATOGRAMA DA FRACAO HEXANO DAS FLORES DE Aster lanceolatus
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FIGURA 26 - CROMATOGRAMA DA FRAGCAO HEXANO DOS CAULES E FOLHAS DE Aster lanceolatus
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TABELA 9 - DADOS DOS CROMATOGRAMAS POR CG DAS FRAGCOES HEXANO DE Aster

lanceolatus
FLORES CAULES E FOLHAS
PICO
tr RR tr | RR
1 15.029 0.3504 15.427 0.3434
2 16.313 0.3803 17.819 0.3967
3 17.114 0.3990 18.167 0.4044
4 17.360 0.4047 18.542 0.4127
5 22.535 0.5254 24.014 0.5345
6 23.017 0.5366 44.922 1.0000
7 42.890 1.0000 57.655 1.2834*
8 55.088 1.2844 62.337 1.3877
9 59.580 1.3891 63.775 1.4197
10 60.790 1.4173 68.196 1.5180
11 65.289 1.5222 -
12 67.096 1.5644 -

NOTA: tr = tempo de retengdo, RR = retencao relativa.

Por meio de cmmparac@® da Retencdo Relativa (com margem de 1% entre os
valores) dos cromatogramas das amostras de fragdes hexano de Aster lanceolatus e do
cromatograma padréo, werificase a presenca de [B-sitosterol nas fragbes hexano

anali sadas. Esta substancia ainda ndo haviasidorelatada na espéde am estudo.

4.6ESTUDO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Submeteram-se a ate estudo amostras dos extratos brutos etandlicos (flores,
e calles e folhas), respedivas fragdes, agua aomatica, substancia isolada da fracé
acdato de etiladasflores e controles.

O ensaio alelopdtico utilizando-se &ua aomética teve algumas
modificag@es: ao trabalhar com agua aromética, esta ndo foi levada para estufa 6(°C
por 24 haas, mas utili zada diretamente sobre o papel de filtro, excluindo-se, patanto,
0 wso da &ua destilada para umedece o papel de filtro. O controle utilizado foi &gua
destilada sob as mesmas condi¢des do ensaio. Neste trabalho a gua aomética foi

utilizada em pesquisa alelopdtica @m o intuito de estabelece uma relacdo entre a
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atividade alelopatica eos constituintes do deo essencial.
A substéncia isolada da fracd® acdato de etila, denominada PPA, foi
submetida a ensaio alelopatico e aeopatografico com o intuito de mparar 0s

resultados ohtidos com as duas técnicas.

4.6.1Extrato e FragOes das Flores de Aster lanceolatus

4.6.1.1Avaliac® dagerminacé®

Observa-se diferenca estatisticaem todas as concentragdes da frac@® hexano
e da frac® acdato de etila, e diferenca estatistica em algumas concentragdes do
extrato bruto etandlico e dafracd dclorometano, ao comparar com o controle (Tabela
10). Com os resultados apresentados, héa indicac@® de influéncia inibitéria da frac@®
hexano e da frac® acdato de etila solre a germinac@® de Lactuca sativa,

independente da wncentracd uili zada.

TABELA 10 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS iNDICES DE VELOCIDADE DE GERMINA(;AO DE
Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM FLORES DE Aster lanceolatus

EXTRATO/ CONCENTRACAO CONTROLE
FRACAO 0,6mg|04mg|03mg|02mg|01mg| 0,05 0,025 | AGUA DESTILADA
mg mg

EXTRATO BRUTO  6,6525 7,0625 9,4375 8,8950 9,3325 9,5000 9,2075 10,0000 b
ETANOLICO a a b b b b b

FRACAO HEXANO  7,9575 7,2650 9,2500 7,4250 8,0625 9,2075 8,9150 10,0000 c
a a b a a b b

FRACAO 6,0825 6,8750 7,7575 8,8750 6,0525 8,7900 9,0000 9,3750 ¢
DICLOROMETANO a a b c a c c

FRACAO ACETATO 5,3775 5,2700 5,0625 7,0800 4,9750 7,1650 4,7975 9,3750 ¢
DE ETILA a a a b a b a

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si.

4.6.2.2Avali acd do crescimento

e Comparacd das médias das leituras de aescimento
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De aordo com atabela 11, estatisticamente, houwe inibi¢c& do crescimento
daradicula edo hipocétilo de Lactuca sativa ao utilizarmos a frag@® hexano em todas
as concentrages, a fracd dclorometano em 0,1mg e a fracd acdato de etila diluida
em 0,6mg, 04mg, 0,3ng, 0,2mg e 0,05mg.

Verificorse que ocorreu influéncia inibitéria na germinacd® e no
crescimento de Lactuca sativa par meio da fragé hexano e da fragé acdato de etila.
Estas influéncias explicam-se a considerarmos que dteragdes ocorridas no
crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca sativa podem ser oriundas da

germinaca.

TABELA 11 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA RADICULA
E DO HIPOCOTILO COM FLORES DE Aster lanceolatus
TRATAMENTO | REPETICAO RADICULA HIPOCOTILO
MEDIA (mm) MEDIA (mm)
EBE | FH |Fbcm| FAE | EBE | FH | FDCM | FAE

0,6mg 1 93a 62b 70a 123a 126a 178b 17,1b 16,0a
2 106b 77b 6,7a 87a 160a 180b 14,1a 118a

3 92a 62b 6,7a 90a 7,1a 14,7a 169b 126a

4 97a 55b 53a 84a 139a 164b 155a 1l4,1a

0,4mg 1 45a 40a 82a 114a 7.6a 8,2a 189b 129a
2 43a 40a 80a 93a 123a 104a 206b 120a

3 58a 52b 99a 9,1a 106a 12,2a 182b 6,7 a

4 92a 32a 091la 9,2a 21.2b 79a 145a 75a

0,3mg 1 69a 51b 76a 116a 109a 10,8a 134a 134a
2 76a 41la 11,7b 9,0a 118a 10,7a 124a 1l44a

3 77a 54b 1260b 6,5a 132a 13, 7a 139b 9,8a

4 10,4b 48b 130b 56a 158a 136a 16,0a 109a

0,2mg 1 74a 54b 126D 66a 10,6a 10,0a 16,5b 12,0a
2 75a 50b 10,7b 79a 12,7a 136a 149a 142a

3 11.6b 3,7a 109b 88a 18,0hb 96a 175b 140a

4 119b 30a 84a 96a 157a 9,8a 95a 104a

0,1mg 1 51a 22a 103a 124a 11,8a 10,2a 10,5a 156a
2 108b 30a 7,7a 118a 153a 118a 96a 10,7a

3 114b 33a 89a 10,2a 146a 146a 1ll4a 152a

4 109b 33a 98a 13,7b 14,7a 98a 122a 1l46a

0,05mg 1 95a 41a 119b 92a 114a 105a 17,1b 113a
2 134b 33a 123b 11,1a 144a 95a 188b 13,7a

3 10.3b 27a 91a 123a 140a 85a 143a 120a

4 108b 34a 81a 119a 128a 124a 149a 1ll6a

0,025mg 1 122b 37a 114b 110a 132a 106a 139a 13,0a
2 8lab 24a 122b 124a 113a 10,8a 16,7b 150a

3 95ab 25a 118b 172b 90a 98a 170b 183b

4 115b 28a 10,8b 138b 14,7a 11,8a 136a 157a

Controle 1 148b 148c 158c 158b 245b 245c¢c 215b 215b
2 13,1b 13,1c¢ 178c¢ 178b 235b 235c¢c 205b 205b

3 141b 141c 184c 184b 24,1b 241c 21,7b 21,7b

4 120b 12,0c 158c 158b 208b 208c 215b 215b




69

NOTAS: (1) EBE= Extrato Bruto Etandlico; FH= Fracdo Hexano; FDCM= Frac¢&o Diclorometano; FAE=
Fracao Acetato de Etila.
(2) Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, nao diferem estatisticamente entre si.

* Avaiac® daporcentagem de aescimento de Lactuca sativa

A menor porcentagem de aescimento daradicula edo hipocétilo de Lactuca
sativa pode ser observada nos gréficos 1 e 2, utili zando-se as fragdes hexano e ac¢ato
de etilade Aster lanceolatus.

Plantulas com menores taxas de aescimento apresentam menor incorporaga
do suprimento de reserva dos teddos pelo eixo embrionario, pa meio da menor
cgpaddade de transformac@® e de suprimento de reserva (KRZYZANOWSKI;
VIEIRA; FRANCA NETO, 199, p. 29).

GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DA RADICULA DE
Lactuca sativa SUBMETIDA A ENSAIO ALELOPATICO COM
EXTRATO BRUTO ETANOLICO E FRACOES DE FLORES
DE Aster lanceolatus
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06mg | 04mg | 03mg | 02mg | 0,img | 0.05mg |0,025mg |controle
—&—EBE 72% 44% 60% 71% 78% 81% 76% 100%
—m—FH 47% 30% 36% 32% 22% 25% 21% 100%
FDCM 35% 53% 65% 65% 53% 59% 71% 100%
FAE 59% 59% 47% 47% 71% 65% 82% 100%
Concentragao

NOTA: EBE= Extrato Bruto Etanélico; FH= Fragdo Hexano; FDCM= Fragao
Diclorometano; FAE= Fragdo Acetato de Etila.
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GRAFICO 2 — PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DE
Lactuca sativa SUBMETIDA A ENSAIO ALELOPATICO COM
EXTRATO BRUTO ETANOLICO E FRACOES DE FLORES
DE Aster lanceolatus
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06mg | 04mg | 03mg | 02mg | 0,img | 0.05mg [0.025mg|controle
—e—EBE 54% 56% 56% 61% 61% 57% 52% 100%
—l—FH 72% 2% 56% 46% 50% 44% 46% 100%
FDCM 76% 86% 67% 71% 52% 76% 71% 100%
FAE 67% 48% 57% 62% 67% 57% 76% 100%
Concentragéao

NOTA: EBE= Extrato Bruto Etandlico; FH= Fragdo Hexano; FDCM= Fragao
Diclorometano; FAE= Frag&o Acetato de Etila.

e Avaliacd dosfoliolos

TABELA 12— FOLIOLOS NAS PLANTULAS DE Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM FLORES DE

Aster lanceolatus

EXTRATO/ CONCENTRACAO CONTROLE
FRAGCAO 06 |04|03|02]|01]| 005 | 0025 AGUA DESTILADA
mg | mg | mg | mg | mg mg mg

EXTRATO BRUTO () ) ) () () (-) (-) (+)
ETANOLICO
FRAC/§OHEXANO () ) ) () () (-) (-) (+)
FRACAO DICLOROMETANO )y ) () ) =)y (+) (-) (+)
FRACAO ACETATODEETILA (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (+)

NOTAS: ( -) = Resultado Negativo
(+) =Resultado Positivo

Na tabela 12 observouse auséncia de foliolos nas plantulas de Lactuca



71

sativa submetidas a @mncentragdes de extrato bruto etandiico de flores de Aster
lanceolatus e respectivas fragdes, excegdo para a concentrac@® 0,05mg da fracé®

diclorometano.

» Avdiac® das massas das plantulas apés leitura de aescimento

Resultados inibitérios do crescimento da radicula e hipocétilo pa meio das
fragdes hexano e ac¢ato ce etila, sdo apresentados na tabela 11 e evidenciados na
tabela 13, com apresentac@® de diminui¢cdo da massa em relacgio ao controle utilizado.
Sugere-se provavel relac@® entre influéncia inibitéria do crescimento e diminuicéo da

massa das pléantulas.

TABELA 13 — MASSAS DAS PLANTULAS DE Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM FLORES
DE Aster lanceolatus

MASSA (g) DAS PLANTULAS EM DIFERENTES

SUBSTRATO CONCENTRACOES DE SUBSTRATO MASSA DO
0,6mg | 0,4mg | 0,3mg | 0,2mg | 0,1mg | 0,05mg | 0,025mg | CONTROLE
EBE 0,185 0,208 0,200 0,215 0,203 0,214 0,193 0,251
FH 0,234 0,219 0,224 0,184 0,180 0,191 0,227 0,251
FDCM 0,255 0253 0,198 0,203 0,170 0,279 0,191 0,242
FAE 0,220 0,212 0,206 0,245 0237 0213 0,248 0,242

NOTA: EBE= Extrato Bruto Etandlico; FH= Fracdo Hexano; FDCM= Fracdo Diclorometano; FAE=
Fracdo Acetato de Etila.

FIGURA 27 — COMPARACAO ENTRE PLANTULAS DE Lactuca sativa
SUBMETIDAS AO ENSAIO ALELOPATICO COM AGUA
DESTILADA E 0,025mg DE FRACAO HEXANO DAS
FLORES DE Aster lanceolatus
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Considerando-se a fracd® hexano como o melhor resultado no ensaio

alelopatico das flores de Aster lanceolatus, procurou-se nafigura 27 demonstrar que a

menor concentracd utili zada (0,05mg) foi capaz de inibir o crescimento da radicula

e do hipocdtil o, resultado comprovado estatisticamente.

4.6.2Extrato e Fragdes dos Caules e Folhas de Aster lanceolatus

4.6.2.1Avadliacd dagerminacé

Conforme diferengas estatisticas visualizadas na tabela 14, com a utilizaca

de 0,4mg, 03mg, 02mg, 0,mg e 0,025mg de extrato bruto etandlico; 0,6 e 0,4mg de

fracd® hexano; 0,6mg, 01mg e 0,06mg de frac@® dclorometano e 0,2 e 0,0bmg de

frac@® acdato ce etil 3, hainfluéncia na germinacéo de Lactuca sativa, inibindo-a.

TABELA 14 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS iNDICES DE VELOCIDADE DE GERMINA(;AO DE
Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM CAULES E FOLHAS DE Aster lanceolatus

EXTRATO/

CONCENTRACAO

FRACAO 0,6 mg

0,4 mg

0,3 mg

0,2 mg

0,1 mg

0,05
mg

0,025
mg

CONTROLE
AGUA
DESTILADA
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EXTRATO BRUTO 9,3750 7,9150 8,6225 8,1450 9,5000 8,1875 8,6250 9,3750 b

ETANOLICO b a a a b a a

FRAC}AO HEXANO 5,1675 6,9775 8,4375 8,4150 8,6450 8,8325 5,4650 9,2075 ¢
a b c c c c c

FRACAO 8,3825 9,3750 9,2075 9,2900 8,6250 8,8750 9,1250 9,2075 b

DICLOROMETANO a b b b a a b

FRAC}AO ACETATO DE 8,7075 9,2500 9,1650 7,4575 9,7075 8,3725 9,1225 9,3750 b

ETILA b b b a b a b

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si.

4.6.2.2Avali acd do crescimento

e Comparacd das médias das leituras de aescimento

De aordo com atabela 15, estatisticamente, houwe inibi¢cdo do crescimento
daradicula edo hipocotilo de Lactuca sativa ao utilizarmos extrato bruto etandico ma
concentracd de 0,6mg, 04mg e 0,025mg, e fracé acdato de etila em 0,6mg, 03mg,
0,1mg, 005mg e 0,025ng.

As fragdes hexano e diclorometano ndo influenciam o crescimento de
radiculas e hipocétilos de Lactuca sativa, resultados confirmados estatisticamente na

tabela 15.

TABELA 15 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DA RADICULA
E DO HIPOCOTILO NO ENSAIO ALELOPATICO COM CAULES E FOLHAS DE Aster

lanceolatus
TRATAMENTO | REPETICAO RADICULA HIPOCOTILO
MEDIA (mm) MEDIA (mm)
EBE | FH | Fpcm | FAE | EBE FH | Fbcm | FAE
0,6mg 1 18a 14,0b 140b 24a 83a 164b 168b 95a
2 30a 134b 14/4b 23a 112a 169b 14,1a 97a
3 22a 10,2a 156b 26a 88a 110a 17,1b 108a
4 32a 90a 147b 26a 11,6a 93a 190b 88a
0,4mg 1 43a 145b 159b 27a 102a 156b 165b 91a
2 47a 169b 16,0b 22a 110a 19,1b 175b 109a
3 55a 10,8a 156a 29a 102a 145b 16,1b 105a
4 42a 121a 10,7a 32a 109a 10,1a 10,7a 12,0b
0,3mg 1 42a 16,3b 139b 24a 11,3a 153b 16,0b 85a
2 42a 158b 14,1b 29a 124b 156b 153b 128a
3 44a 165b 14,0b 32a 128b 187b 158b 127a
4 37a 82a 102a 37a 101a 10,3a 11,8a 105a
0,2mg 1 34a 14,0b 17,3b 51a 134b 176b 152b 154a
2 40a 149b 158b 42a 99a 159b 182b 14,6a
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3 42a 142b 172b 34a 154b 13,3a 165b 128b

4 38a 12,7b 17,8b 32a 13,3b 150b 18,7b 8,8a

0,1mg 1 50a 11,7a 129b 39a 125b 143b 158b 95a

2 5,0a 10,8a 16,0b 26a 150b 128a 16,1b 54a

3 42a 143b 138b 36a 126b 127a 160b 126a

4 46a 59a 133a 30a 13,0b 84a 164b 8,2a

0,05mg 1 34a 178b 126a 2,7a 92a 172b 126a 9,6 a
2 38a 144b 12,1a 36a 95a 14,7b 13, 7a 1ll4a

3 34a 13,1b 113a 35a 120b 168b 11,1a 134a

4 39a 166b 8,6 a 33a 123b 20,3b 121a 104a

0,025mg 1 28a 151b 176b 26a 74a 147b 16,2b 78a
2 31la 12,1a 149b 28a 105a 131a 124a 8,0a

3 31a 166b 168b 42a 104a 16,0b 156b 10,3a

4 3,7a 98a 10,2a 30a 104a 84a 10,8a 10,1a

Controle 1 20,0d 144b 14,4Db 200c 27,1d 21,7b 21,7b 27,1b
2 178c 149b 149b 17,8hbc 19,7¢ 225b 225b 19,7b

3 145b 9,4a 9,4a 145b 16,0b 154b 154b 16,0b

4 169c 79a 79a 169bc 219c 122a 122a 219b

NOTAS: (1) EBE= Extrato Bruto Etandlico; FH= Fra¢do Hexano; FDCM= Fracéo Diclorometano; FAE=
Fracao Acetato de Etila.
(2) Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, néo diferem estatisticamente entre si.

* Avadiac® daporcentagem de aescimento de Lactuca sativa

Nos gréficos 3 e 4 poce-se observar menor porcentagem de crescimento da
radicula edo hipocétilo de Lactuca sativa utilizando-se afracé® acdato de etila de

caules e folhas de Aster lanceol atus.

GRAFICO 3 — PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DA RADICULA DE Lactuca sativa
SUBMETIDA A ENSAIO ALELOPATICO COM EXTRATO BRUTO
ETANOLICO E FRACOES DOS CAULES E FOLHAS DE Aster
lanceolatus



160%
o] 140%
c
) /\
e 120% =
o
0 ) -
@ 100% - Ny |
O
() 80%
©
GE.) 60%
& /
0,
e 40%
3
0, /\’\—0—/’\0\
5 20% p— —
o
0%
0.6mg 04Amg 0.3mg 0.2mg 0,img | 005mg | 0,025mg | controle
—e—EBE 15% 27% 24% 22% 27% 21% 18% 100%
—m—FH 100% 116% 122% 120% 92% 131% 115% 100%
FDCM | 126% 125% 112% 146% 121% 96% 128% 100%
FAE 15% 16% 18% 24% 19% 19% 19% 100%
Concentracao
NOTA: EBE= Extrato Bruto Etandlico; FH= Fracdo Hexano; FDCM= Fracéo

Diclorometano; FAE= Fracéo Acetato de Etila.

GRAFICO 4 — PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DE Lactuca
sativa SUBMETIDA A ENSAIO ALELOPATICO COM EXTRATO
BRUTO ETANOLICO E FRAGOES DOS CAULES E FOLHAS DE Aster

lanceolatus
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0.6mg 04mg 0.3mg 0.2mg 0.Img | 0.05mg | 0,025mg | contfrole
—&e—EBE 47% 50% 55% 61% 40% 51% 46% 100%
——FH 75% 83% 83% 86% 67% 97% 73% 100%
FDCM 93% 85% 82% 96% 90% 69% 77% 100%
FAE 48% 51% 54% 62% 43% 54% 44% 100%
Concentracao

NOTA: EBE= Extrato Bruto Etandlico, FH= Fracdo Hexano; FDCM= Fracdo
Diclorometano; FAE= Frag&o Acetato de Etila.

Plantulas com menores taxas de aescimento apresentam menor incorporaca
do suprimento de reserva dos teddos pelo eixo embrionario, pa meio da menor
cgpaddade de transformac@® e de suprimento de reserva (KRZYZANOWSKI;
VIEIRA; FRANGCA NETO, 199, p. 29).

» Avadliacd dosfoliolos

TABELA 16 — FOLIOLOS NAS PLANTULAS DE Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM CAULES E
FOLHAS DE Aster lanceolatus

EXTRATO/ CONCENTRACAO CONTROLE
FRACAO 06 |041]03)|02]|01] 005 | 0,025 AGUA DESTILADA
mg | mg | mg | mg | mg mg mg

EXTRATO BRUTO (<) () () (+) (-) (-) (-) (+)
ETANOLICO
FRAGCAO HEXANO (+) (+) () (=) (-) (-) (-) (+)
FRACAO DICLOROMETANO () () (=) (-) () (-) (-) (+)
FRACAO ACETATODEETILA (-) (-) (=) (-) (-) (-) (-) (+)

NOTAS: ( -) = Resultado Negativo
(+) =Resultado Positivo

De aordo com a tabela 16, ocorreu auséncia de foliolos nas plantulas de

Lactuca sativa submetidas a mncentragdes de extrato bruto etandlico e respedivas
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fragdes, excec¢d encontrada com as concentragdes 0,6mg e 0,4mg da frag@ hexano e
0,2mg de extrato bruto etandli co.

Verificou-se que influéncia inibitéria ocorrida na germinacé® de Lactuca
sativa por meio da fracd® hexano réo se repetiu no crescimento da radicula, do
hipocétilo e desenvolvimento de foliolos. Verificando-se a frac@® dclorometano,
observa-se inibicd da germinac®, nenhuma influéncia no crescimento da radicula e
hipocétilo, mas, inibicdo no desenvolvimento dos foliolos de Lactuca sativa. Os
resultados apresentados anteriormente se devem, provavelmente da influéncia em
diferentes fases da germinagdo de Lactuca sativa por meio das fragdes de cailes e

folhas de Aster lanceol atus.

» Avdiac® das massas das plantulas apés leitura de aescimento

TABELA 17 — MASSAS DAS PLANTULAS DE Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM CAULES E
FOLHAS DE Aster lanceolatus

MASSA (g) DAS PLANTULAS EM DIFERENTES

SUBSTRATO CONCENTRACOES DE SUBSTRATO MASSA DO
0,6mg | 0,4mg | 0,3mg | 0,2mg | 0,1mg | 0,05mg | 0,025mg | CONTROLE
EBE 0,157 0,150 0,175 0,200 0,199 0,162 0,152 0,227
FH 0,217 0,217 0,222 0221 0209 0,211 0,248 0,183
FDCM 0,237 0,208 0,203 0,220 0,233 0,205 0,220 0,183
FAE 0,155 0,170 0,169 0,178 0,163 0,185 0,161 0,227

NOTA: EBE= Extrato Bruto Etandlico; FH= Fracdo Hexano; FDCM= Fragdo Diclorometano; FAE= Frac&o
Acetato de Etila.

Avaliando-se s leituras de crescimento, olservou-se que afrac@® acdato de
etila em comparac@® as outras fragdes, teve maior influéncia inibitoria sobre o
crescimento da radicula edo hpocotilo de Lactuca sativa (Tabela 15), o que refletiu
diretamente na massa das plantulas, fato olservado ratabela 17, orde afracé acdato
de etila (em todas as concentragdes) aparece ©m a massa aaixo do valor do controle
utili zado.

Conforme ensaio realizado com os caules e folhas de Aster lanceolatus,
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sugere-se provavel relacé@® entre influéncia inibitdria do crescimento e diminuicdo da

massa das plantul as.

FIGURA 28 — COMPARAGAO ENTRE PLANTULAS DE Lactuca sativa
SUBMETIDAS AO ENSAIO ALELOPATICO COM
AGUA DESTILADA E 0,025mg DE FRAGAO ACETATO
DE ETILA DOS CAULES E FOLHAS DE Aster

lanceolatus

Ao considerarmos a frac@® acdato de etila cmo o melhor resultado o
ensaio aelopético dos caules e folhas de Aster lanceolatus, procurou-se na figura 28
demonstrar que a menor concentrac@® uilizada (0,025mg) foi cgpaz de inibir o
crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca sativa, resultado comprovado

estati sticamente.

4.6.3Agua Arométicade Aster lanceolatus

4.6.3.1Avadliacd dagerminacé

A andlise databela 18 demonstra diferenca estatistica entre os resultados de

germinac@® de Lactuca sativa quando submetidos a ensaio com agua aomética de
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Aster lanceolatus e &gua destil ada, sugerindo inibi¢éo sobre a germinacé de sementes

de Lactuca sativa par meio dareferida egua aromética.

TABELA 18- TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS iNDICES DE
VELOCIDADE DE GERMINACAO DE Lactuca sativa NO
ENSAIO ALELOPATICO COM AGUA AROMATICA DE Aster

lanceolatus
AMOSTRA | INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO
AGUA AROMATICA 3,6625 a
CONTROLE 7,5425 b

NOTA: Meédias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si.

4.6.3.2Avali acd do crescimento

e Comparaca das médias das leituras de aescimento

TABELA 19 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIACAO DO CRESCIMENTO NO ENSAIO
ALELOPATICO COM AGUA AROMATICA DE Aster lanceolatus

PARTE DA PLANTULA ANALISADA

RADICULA HIPOCOTILO
TRATAMENTO REPETICAO | MEDIA (mm) TRATAMENTO REPETICAO | MEDIA (mm)
AGUA AROMATICA 1 16,9a AGUA AROMATICA 1 10,3 a
2 79a 2 82a
3 13,2 a 3 10,7 a
4 199 a 4 13,8a
CONTROLE 1 20,6 a CONTROLE 1 22,4b
2 236a 2 29,8b
3 212a 3 20,6 b
4 242 a 4 28,4b

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.

Na tabela 19 nos resultados das médias das leituras de comprimento das
radiculas, ndo se observam diferencas estatisticas. Na referida tabela observam-se
diferencas estatisticas nos resultados das médias (em todas as repeticdes) das leituras
de comprimento dos hipocatil os.

Os resultados apresentados sugerem que a influéncia aelopatica no
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crescimento de Lactuca sativa, par meio de ggua aomaticade Aster lanceolatus da-se
apenas no crescimento do hpocdtilo. Sugere-se que, em agua aomatica de Aster
lanceolatus ha cnstituintes quimicos, cgpazes de inibir os processos envolvidos no

crescimento do hipocétilo, mas incapazes de inibir o crescimento daradicula.

* Avaiac® daporcentagem de aescimento de Lactuca sativa

GRAFICO 5 - PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DA RADICULA E DO
HIPOCOTILO DE Lactuca sativa SUBMETIDA A ENSAIO
ALELOPATICO COM AGUA AROMATICA DE Aster
lanceolatus
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No gafico 5 olserva-se menor porcentual de aescimento ncs hipocotil os de

Lactuca sativa em comparag&o ao crescimento das radiculas.

» Avadiaca dosfoliolos

As plantulas de Lactuca sativa submetidas a &ua aomética de Aster
lanceolatus ndo apresentaram foliolos, ao contrério das plantulas submetidas ao

controle ggua destil ada.

Na germinacdo, as folhas primérias estdo no interior dos cotilédores
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(CARVALHO; NAKAGAWA, 1988, p.101). Para os cotilédones sirem a luz, o
hipocétilo deve desenvalver sem alteragdes. Alteracé ocorrida no Hpocotil o, ou sgja,

inibicdo (apresentada neste trabalho), influencia aformacé de foliolos.

» Avdiac® das massas das plantulas apés leitura de aescimento

No gréfico 6 evidencia-se reducéo da massa das plantulas de Lactuca sativa

guando submetidas a ensaio alelopético com dgua aométicade Aster lanceol atus.

GRAFICO 6 — MASSA DAS PLANTULAS DE Lactuca sativa
SUBMETIDAS A ENSAIO ALELOPATICO COM
AGUA AROMATICA DE Aster lanceolatus
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4.6.4 Substanciaisolada - PPA

4.6.4.1Avadliacd dagerminacé

Analisando-se atabela 20, verificase que ndo houwe diferencas estatisticas
entre os indices de velocidade de germinacé@ do PPA (todas as concentragdes) e o

controle (&gua destilada), indicando gue o precipitado amarelo ndo influencia na
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germinacé Oe Lactuca sativa.

TABELA 20 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS INDICES DE VELOCIDADE DE
GERMINACAO DE Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM PPA

AMOSTRA | INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO
0,6 mg 7,2400 a
0,4 mg 7,8200 a
0,3 mg 7,5375 a
0,2 mg 8,3125 a
0,1 mg 7,8775 a
0,05 mg 7,4825 a
0,025 mg 6,9650 a
Controle 7,0000 a

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.

4.6.4.2Avaliac® do crescimento

e Comparacd das médias das leituras de aescimento

N&o hou\e diferencgas estatisticas entre & médias das medidas das radiculas
e dos hipocétil os de Lactuca sativa submetidas ao predpitado amarelo e & médias dos
tratamentos controle, sugerindo influéncia do predpitado amarelo igua ao tratamento
controle (agua destilada) sobre @ plantulas de Lactuca sativa (Tabela 21).

As plantulas sibmetidas ao predpitado amarelo ndo apresentaram foliolos
(em todas as concentragdes). A germinaca, o hipocdtilo e aradicula desenvolveram-
se normamente, mas, howe inibicdo do aparedmento dcs foliolos. Sugere-se que 0
PPA influencia em alguma fase que compromete o desenvolvimento dcs foliolos, mas

ndo compromete agerminacdo e aescimento dohipocétilo e radicula
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TABELA 21 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIACAO DO CRESCIMENTO NO ENSAIO
ALELOPATICO COMPARATIVO COM PPA

PARTE DA PLANTULA ANALISADA

RADICULA HIPOCOTILO
TRATAMENTO REPETICAO | MEDIA (mm) TRATAMENTO REPETICAO | MEDIA (mm)
0,6mg 1 319a 0,6mg 1 34,0 a
2 28,1a 2 29,7 a
3 24,6 a 3 28,2 a
4 31,2a 4 28,4 a
0,4mg 1 27,6 a 0,4mg 1 29,0 a
2 345a 2 30,7 a
3 31,6 a 3 314a
4 239a 4 239a
0,3mg 1 35,1a 0,3mg 1 30,3 a
2 27,7a 2 28,0 a
3 23,8a 3 20,7 a
4 179a 4 20,4 a
0,2mg 1 24,4 a 0,2mg 1 24,6 a
2 36,6 a 2 324a
3 68,1a 3 31,9a
4 25,6 a 4 232a
0,1mg 1 25,2 a 0,1mg 1 26,4 a
2 26,1a 2 30,6 a
3 324a 3 29,4 a
4 18,6 a 4 212 a
0,05mg 1 33,2a 0,05mg 1 275a
2 274 a 2 32,7a
3 30,2 a 3 25,0 a
4 16,0 a 4 216a
0,025mg 1 292 a 0,025mg 1 26,7 a
2 355a 2 269a
3 14,1a 3 25,5a
4 25,7 a 4 28,4 a
Controle 1 32,0a Controle 1 29,8 a
2 28,2 a 2 324a
3 270a 3 29,5a
4 26,4 a 4 29,4 a

NOTA: Médias seguidas com letra igual, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.

4.6.5Controles

4.6.5.1Avaliac® dagerminacé®
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TABELA 22— TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NOS INDICES DE VELOCIDADE DE
GERMINACAO DE Lactuca sativa NO ENSAIO ALELOPATICO COM AGUA
DESTILADA, ETANOL E METANOL

CONTROLE INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGCAO
AGUA DESTILADA 9,2075 a
ETANOL 9,4375 a
METANOL 9,2075 a

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.

Conforme tabela 22, estatisticamente ndo ha diferenca a utili zar-se gua
destil ada, etand ou metana no ensaio aelopético de germinacéo, patanto, descata-se
a possbilidade de influéncia dos solventes utili zados, na germinagdo das fmentes de

Lactuca sativa.

4.6.5.2Avali acd do Crescimento

e Comparacd das médias das leituras de aescimento

TABELA 23 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIACAO DO CRESCIMENTO NO ENSAIO
ALELOPATICO COM AGUA DESTILADA, ETANOL E METANOL
PARTE DA PLANTULA ANALISADA
RADICULA HIPOCOTILO
TRATAMENTO | REPETICAO | MEDIA (mm) | TRATAMENTO | REPETICAO | MEDIA (mm)

Agua destilada 1 138 a Agua destilada 1 20,9 a
2 119a 2 18,6 a

3 109 a 3 16,8 a

4 10,0 a 4 155a

Etanol 1 13,6 a Etanol 1 24,3 a
2 115a 2 215a

3 9,0a 3 154 a

4 12,1a 4 199a

Metanol 1 10,5a Metanol 1 159 a
2 12,6 a 2 20,7 a

3 99a 3 16,5a

4 8,9a 4 13,5a

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.

Na tabela 23, observou-se que @ uilizar dgua destilada, etanol ou metanadl,
ndo ha diferengas estatisticas nos resultados de aescimento no ensaio alelopatico com

Lactuca sativa.
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* Avadiaca dosfoliolos

No ensaio aldlopatico redizado com égua destilada, etanod e metand,

verificou-se presencade foliolos em todas os tratamentos e repeticoes.

» Avdiac® das massas das plantulas apés leitura de aescimento

Observa-se no géfico 7 pequena diferenca entre os valores das massas das
amostras em teste.

Os resultados apresentados (Tabelas 22 e 23; Gréfico 7) confirmam auséncia
de influéncia dos solventes utilizados no peparo e diluicdo dos extratos brutos
etandlicos e respedivas fragdes de Aster lanceolatus no ensaio alelopético utilizando

sementes de Lactuca sativa.

GRAFICO 7 — MASSA DAS PLANTULAS DE Lactuca sativa
SUBMETIDAS A ENSAIO ALELOPATICO COM
AGUA DESTILADA, ETANOL E METANOL
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4.7 CROMATOGRAFIA EM COLUNA
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Nos melhores resultados do ensaio alelopético, ocorreu inibicdo no
desenvalvimento de Lactuca sativa, aqual foi obtida com afra¢&® hexano proveniente
do extrato bruto etandico das flores de Aster lanceolatus e com a frac@® acdato de
etila proveniente do extrato bruto etandlico dos caules e folhas de Aster lanceolatus.
Estas fragdes foram submetidas & aomatografia em coluna com o intuito de isolar

constituintes quimicos.

4.7.1Fraggo Hexano

Desta frac® fezse uma mluna aomatografica isolando-se um composto
denominado CFH1 (Tabela 24).

TABELA 24 — RESULTADOS DA COLUNA CROMATOGRAFICA DA FRAGAO HEXANO

PARAMETRO RESULTADO
AMOSTRA 1,0407 g
PASTILHA 6,0370 g
SILICA-GEL PARA COLUNA 34,8878 g
TAMANHO DA COLUNA 2,7 cm de altura e 4,5 cm de largura
FASES MOVEIS PARA Utilizando-se 100 mL de cada fase movel, iniciou-se com hexano:acetato de etila
ELUICAO (30:70 - v/v), num gradiente de polaridade crescente, aumentando-se a

propor¢do de acetato de etila na ordem de 5%, até acetato de etila 70%, apds
aumentando-se a propor¢do de acetato de etila na ordem de 10%, até acetato
de etila puro. Foram recolhidos 164 frascos com aproximadamente 10 ml de
eluato. Apods fez-se eluicdo com 100 mL metanol: 4gua destilada (70:30 — v/v) e
100 mL de metanol puro. Os dois Ultimos eluatos foram recolhidos
separadamente em frascos Unicos.

CROMATOGRAFIA EM Fase Movel: (tolueno: acetato de etila) (93: 7 — v/v)
CAMADA DELGADA Visualizador: vanilina sulfrica com aguecimento
COMPOSTO ISOLADO 9 mg de cristal branco (CFH1) da reunido dos frascos 17-22 ( hexano 90:

acetato de etila 10 — v/v) apos lavagem e filtragdo com éter de petréleo

4.7.2 Frac® Acdato de Etila

ApGs a frag® acdato de etila dos caules e folhas r submetida & ©luna
cromatogréfica endo resultar em quantidade suficiente de material para identificac®
fezse mmparac®, por meio de aomatografia em camada delgada, dos compostos

presentes nafrac& acdato de etila dos caules e folhas e ammpostos presentes na fragcé



87

acdalo de etila das flores (Figura 29). Verificandose presenca de @mpostos
semelhantes, preparou-se mluna aomatogréfica @m a frac® acetato de etila das

flores de Aster lanceolatus, da qual isolou-se um compaosto denominado PPA.
FIGURA 29— CCD COMPARATIVA

NOTAS: (1) A esquerda encontra-se
representada a fracdo acetato
de etila dos caules e folhas e a
direita, a fracdo acetato de etila
das flores de Aster lanceolatus.
(2) A fase moével utilizada foi
acetato de etila: acetona: agua
(15: 8: 2—v/v) e o visualizador,
NEU.

TABELA 25 — RESULTADOS DA COLUNA CROMATOGRAFICA DA FRACAO ACETATO DE ETILA

PARAMETRO RESULTADO

AMOSTRA 2,0000 g
PASTILHA 12,1265 g
SILICA -GEL PARA 48,9508 g
COLUNA

TAMANHO DA COLUNA 5,5 cm de altura e 4,5 cm de largura
FASES MOVEIS PARA Utilizando-se 100 mL de cada fase mdvel, iniciou-se com acetato de etila:
ELUICAO hexano (60:40 - v/v), num gradiente de polaridade crescente, aumentando-se a

propor¢do de acetato de etila na ordem de 5%, até acetato de etila 100%, apos
adicionou-se metanol juntamente com acetato de etila, aumentando-se a
propor¢do de metanol na ordem de 5%, até metanol 40%, apds eluiu-se
metanol: acetato de etila (50:50) e metanol puro. Foram recolhidos 189 frascos
com aproximadamente 10 ml de eluato. Apds fez-se eluigdo com 200 mL
metanol: agua destilada (70:30 — v/v) e 100 mL de agua destilada. Os dois
Ultimos eluatos foram recolhidos separadamente em frascos Unicos.

CROMATOGRAFIA EM Fase Movel: (acetato de etila: acetona: agua) (15: 8: 5 — v/v)
CAMADA DELGADA Visualizador: NEU (2-amino etil butirato)
COMPOSTOS ISOLADOS 267,7 mg de precipitado amarelo (PPA) da reunido dos frascos 106-126

(acetato de etila: metanol 90:10, 85:15, 80:20 — v/v)




88

4.8 CROMATOGRAFIA PREPARATIVA

Com 30mg do pecipitado amarelo (PPA) obtido da wluna aomatografica
da fragcé aceato de etila proveniente do extrato bruto etandico das flores de Aster
lanceolatus (Tabela 25), preparou-se aomatografia preparativa cm eluicéo de acetato
de etila acdona: agua (25. 8: 2 —vv), obtendo-se 10,0 mg, 7,0mg e 5,1 mg de
compostos designados CFAEL, CFAE2 e CFAES respedivamente, os quais em CCD
apresentaram-se puros.

O composto CFAEL foi submetido a identificaca@. Os compaostos CFAE2 e
CFAES3 estéo sendo submetidos aidentificac®.

4.91DENTIFICACAO DE COMPOSTOS ISOLADOS

4.9.1Composto CFAEL

O composto CFAEL foi submetido & andlise de ultravioleta e*C RNM.

 Andlisede Ultravioletado CFAE1

Efetuouse andlise de ultravioleta com diluicdo em solventes descritos por
MABRY, MARKHAM e THOMAS (1970, p 36-38). A presenca de flavondGde foi
evidenciada (utili zando metana como solvente do CFAEL), com aparedmento de dois
picos, um com absor¢céo em 300-380nm (Banda |) e outro com 240-280nm (Banda Il)
(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970, p 41), representados na figura 30.
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MARKHAM (1982, p39) cita a posshilidade de presenca de flavond com
substituicdo na hidroxila do carbono 3 quando ha absor¢éo entre 330-360 nm para a
Bandal e 250-280nm para aBanda |l para asolucéo metandlicaem andlise.

A tabela 26 apresenta os dados das bandas | e Il apds andlise de ultravioleta
do composto CFAEL.

TABELA 26 — DADOS DA ANALISE DE ULTRAVIOLETA DO COMPOSTO CFAE1

SOLVENTE BANDA | (nm) BANDA Il (hm)
Metanol 349,6 258,4
AlICl3 426,2 272,4
AICI3/HCI 393,6 269,0
NaOAc 352,2 258,6
NaOAc /H3BO3 361,0 257,2

Presupcsto que @ntemos flavond, pela andlise sistematica preliminar, a
andlise de ultravioleta revela provavel presenca de substituicZp no carbono 3 avido
efeito batocromico de 44 nm (3555 nm) na banda I, a0 comparar a &sor¢céo da
solugédo com metanol e solugédo com AlCl; /HCI (MABRY; MARKHAM; THOMAS,
1970, p41-61).

FIGURA 30 — ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA DO
COMPOSTO CFAE1
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NOTA: Composto CFAE1 em metanol.

« Andisede®C RNM do CFAE1

Analisando-se 0 espedro 1 de *C RNM do composto CFAEL, sinais de
flavond sdo evidenciados em 1400-159,7 ppn para o cabono 2,132,5139,2 pom
para caborno 3e175,9-1798 ppom para cabono 4 (AGRAWAL, 1989, p.292.

Sabendose pela andlise de UV a provavel presenca de caboro 3-
substituido, aiando-se as dados de **C RNM, (Figuras 31 e 32) procurou-se em
literatura substancia com sinais £melhantes de *C RNM aos snais do CFAEL,
verificando-se a semelhanca de sinais com o composto canferol-3-O-rhamnosil-(1
- 6)-galadosideo (BRASEUR; ANGENOT, 198, p. 58-564), que gresenta mmo
modelo de ligacé@: 5, 7,4 (OH)3;, 30O-gal (6”7 - 1) rha (AGRAWAL, 1989, p.
306, 341342). A comparagdo dos shais observados no espedro do CFAEL com os

sinais observados naliteratura estéo apresentados natabela 27.
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FIGURA 31 — ESPECTRO 2 DE **C RNM DO COMPOSTO CFAE1
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A diferenca eitre o espedro 1 (Figura 32) e espedro 2 (Figura 31) de *°C
RNM esta na cnsiderac® dos snais. No espedro 1, foram considerados os snais
maiores que 1, e no espedro 2, sinais maiores que 0,8. Comparando s dois espedros

obtidos, visudiza-se dois Snaisamais; 98.9106e 98.2153.



FIGURA 32 — ESPECTRO 1 DE *C RNM DO COMPOSTO CFAE1
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TABELA 27 — COMPARAGAO ENTRE OS SINAIS DE *C RNM DO CFAE1 E LITERATURA

CARBONO | SINAL DO CFAE1 (ppm) | SINAL DA LITERATURA (ppm) SEGUNDO
AGRAWAL (1989, p. 341-342); BRASSEUR e
ANGENOT (1986, p. 563-564)

2 156.4 156.5
3 133.6 133.3
4 177.6 177.5
5 161.6 161.2
6 98.9 98.8
7 164.4 164.0
8 93.8 93.8
9 156.4 156.5
10 104.0 103.8
r 121.2 120.9
2 131.8 131.0
3 115.4 1151
4 161.3 160.0
5’ 115.4 1151
6’ 131.8 131.0
1 102.1 102.1
2" 71.3 71.1
3" 72.9 73.0
4" 67.7 68.1
5" 73.3 73.6
6" 63.8 65.4
1 102.0 100.1
2" 70.6 70.7
3" 70.3 70.4
4" 72.3 72.0
5™ 68.0 68.3
6" 22.5 17.9

De aordo com as exposi¢ies anteriores, propde-se que o compaosto CFAEL
sga canferol-3-O-rhamnasil-(1 - 6)-galactosideo, composto ndo relatado nesta

espéde aé o momento, representado rmafigura 33.
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FIGURA 33 — PROVAVEL ESTRUTURA DO COMPOSTO CFAE1

4.9.2Composto CFH1

O composto CFH1 foi submetido & andlise de *C RNM (Figura 34).
Comparando-se os resultados do espedro de **C RNM do compasto CFH1, com dados
apresentados em literatura (Tabela 28), propde-se que o composto CFH1 é o
espinasterol, representado mafigura 35.

O espinasterol, conforme relatado por UCHIDA et al. (1982, p. 03-112),
apresenta propriedade de diminuicédo dcs niveis de coleterol no pasma efigado ce

ratos.



FIGURA 34 — ESPECTRO DE *C RNM DO COMPOSTO CFH1
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TABELA 28 — COMPARAGAO ENTRE OS SINAIS DE %C RNM DO CFH1 E LITERATURA

CARBONO | SINAL DO CFH1 (ppm) SINAL DA LITERATURA (ppm) SEGUNDO
MOREIRA (2000, p. 21); SOUZA et al. (2001,

p. 439-442)
1 37.1 37.1
2 31.4 31.4
3 71.1 71.0
4 37.9 37.9
5 43.3 40.2
6 29.6 29.5
7 117.5 117.3
8 139.6 139.5
9 49.4 49.3
10 34.2 34.2
11 21.4 215
12 40.3 39.4
13 43.3 433
14 55.1 55.1
15 23.0 23.0
16 285 28.5
17 55.9 55.9
18 12.0 12.1
19 13.0 13.0
20 40.8 40.8
21 21.1 21.1
22 138.2 138.1
23 129.4 129.4
24 51.2 51.2
25 31.9 31.9
26 21.4 215
27 18.9 19.0
28 25.4 25.4
29 12.2 12.3

A presenca de espinasterol no género Aster ja foi relatada, citandoa espéde
Aster scaber (JUNG et a., 2001,p. 912914).
Na espéde em estudo (Aster lanceolatus), até 0 momento ndo ha relatos da

presencade espinasterol.
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FIGURA 35 — PROVAVEL ESTRUTURA DO COMPOSTO CFH1

4.10ALELOPATOGRAFIA

Utilizamos o espinasterol e o composto denominado PPA. Os resultados
apresentados pelo PPA na aelopatografia foram comparados aos resultados obtidos

por meio de outratécnicautilizada para testar atividade alelopatica

4.10.1Espinasterol

Utilizou-se o0 espinasterol, primeiramente denominado CFH1, isolado
conforme tabela 24 (p. 85. O espinasterol (0,5mg) foi diluido em benzina (50uL)
utili zando como fase mével o sistema hexano. acdato de etila (93.7 — v/v). Placa
controle foram preparadas utilizando apenas benzina no porto de plicagdo e amesma
fase movel. Seguindo a témica descrita (Item 3.10), decorridos os te dias de ensaio

(Figura 36), procederam-se leituras e céculos.
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FIGURA 36 — REPRESENTAGAO DA ALELOPATOGRAFIA DO ESPINASTEROL
ANTES DA LEITURA DE CRESCIMENTO

NOTA: A figura 38A demonstra as plantulas de Lactuca sativa ao sétimo dia antes da
leitura de crescimento, e a figua 38B representa a placa cromatografica
acomodada em gerbox.

4.10.1.1Germinagdo

O indice de velocidade de germinacé cdculado demonstrou 3,35 para o
controle €2,27 parao CFH1 em anadlise.

Segundo KRZYZANOWSKI, VIEIRA e FRANCA NETO (1999, p. 26),
guanto menor o valor obtido noindice de velocidade de germinacé, menor velocidade
de germinacdo. A utilizac® do CFH1 no ensaio aelopatografico demonstrou menor
velocidade de germinacé® das sementes de Lactuca sativa em comparagé& com 0

controle utilizado.

4.10.1.2Crescimento

TABELA 29 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIACAO DO CRESCIMENTO NO
ENSAIO ALELOPATOGRAFICO COM ESPINASTEROL

RADICULA HIPOCOTILO
TRATAMENTO | MEDIA (mm) | TRATAMENTO | MEDIA (mm)
ESPINASTEROL 12,0a  ESPINASTEROL 16,7 a
CONTROLE 10,0 a CONTROLE 12,7a

NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna, néo diferem estatisticamente entre si.
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Observando-se atabela 29, wrificase que ndo houwe diferenca estatistica
entre os resultados do espinasterol e os resultados do controle utilizado res leituras do
crescimento das radiculas e dos hipocotil os de Lactuca sativa.

A presenca de foliolos foi verificada nas plantulas da placa ontrole, o que
nao ocorreu nas plantulas da placa ©om espinasterol em teste.

Decorridas as leituras, as placas retornaram para a atufa e reveladas com
visualizador vanili na sulfurica e guecimento.

Ao término do ensaio aelopatografico com espinasterol, a placa g@resenta
caaderisticas demonstradas por meio da figura 37, aonde se evidencia asubstancia
em teste.

Apesar do espinasterol ndo influenciar significaivamente no crescimento da
radicula edo hipocétilo de Lactuca sativa, evidenciou-se diminuicdo da germinacéd® e
auséncia de formacd® de foliolos. Evidenciou-se que diminuicdo da germinagio
influencia o aparedmento dos foliolos com consequente dificuldade para & plantulas

de Lactuca sativa desenvolverem normal mente.

FIGURA 37- REPRESENTACAO DO
ESPINASTEROL AO
TERMINO DO ENSAIO
ALELOPATOGRAFICO



10C

4.10.2Composto PPA

Utilizou 1mg docompaosto denominado PPA, isolado conforme tabela 25 (p.
86). O PPA foi diluido em metanol (50uL) e utilizou-se 0 sistema acéato de etila:
acdona: agua (25 8: 2 — Vv) para fase movel. Apds cromatografia houwve separacé
do PPA em trés bandas distintas (conforme aomatografia preparativa— item 4.8 p.87)
e designac@ das mesmas em Bl (banda 1), B2 (banda 2) e B3 (banda 3), iniciando a
contagem de baixo para dma. Tratando-se de mmpostos luveis em agua, utili zou-se
papel de filtro sobre a placa comatografica antes da pulverizac® de &gua destilada e
colocac® das ®mentes de Lactuca sativa.

Ao colocar o papel de filtro e umedecé-lo, evidencia-se que 0s compastos
solGveis em agua, presentes na amostra, sdo absorvidos pelo papel de filtro, evitando-
se @&3m gue 0S mesmos misturem-se, ou, tratando-se de substancia pura soltvel em
agua, que esta se espalhe sobre toda a superficie da placa, comprometendo o teste
alelopatogréfico, pds o oljetivo do ensaio € testar substancia ou substancias, em locd
da orrida aomatografica otimizando o ensaio aeopédtico com auxilio da
cromatografia em camada del gada.

Placas controle foram preparadas utili zando metand no pato de glicac®,
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fase mével igua a utilizada para a amostra, papel de filtro sobre a placa
cromatogréfica e olocacd das sementes de Lactuca sativa nos mesmos locas das
bandas separadas na placa om PPA em teste. Conforme técnicadescritanoitem 3.10.,

deaorridos te dias de ensaio, procederam-se leituras e cdculos.

4.10.2.1Germinagdo

TABELA 30 — INDICES DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO DE Lactuca sativa NO
ENSAIO ALELOPATOGRAFICO COM PPA

BANDA/ SUBSTANCIA VG ‘ IVG CONTROLE
B 1/ CFAE1 4,17 4,92
B 2/ CFAE2 3,09 4,25
B 3/ CFAE3 4,50 5,00

Na tabela 30 verificase menor indice de velocidade de germinacé de
Lactuca sativa ao ser submetida aensaio alelopatografico com PPA isolado da FAE

dasflores de Aster lanceolatus.

4.10.2.2Crescimento

Ao olservar a tabela 31, werificou-se que ndo houwve diferenca estatistica
entre os resultados das trés bandas do PPA e o controle utilizado nas leituras do
crescimento das radiculas das plantulas de Lactuca sativa. Nas leituras do crescimento
dos hipocétil os, houve diferenca estatistica somente no resultado da banda trés, onde

se verificou estimulo.

TABELA 31 — TESTE DE SCOTT-KNOTT REALIZADO NA AVALIACAO DO
CRESCIMENTO NO ENSAIO ALELOPATOGRAFICO COM PPA

RADICULA HIPOCOTILO
TRATAMENTO | MEDIA (mm) TRATAMENTO | MEDIA (mm)
B 1 (CFAE1) 30a B 1 (CFAE1) 78a
CONTROLE B 1 52a CONTROLE B 1 9,3a
B 2 (CFAE2) 44a B 2 (CFAE2) 114 a
CONTROLE B 2 55a CONTROLE B 2 10,6 a
B 3 (CFAER) 6,1a B 3 (CFAER) 143 a

ONTROLE B 3 45a CONTROLE B 3 55b
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NOTA: Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna (compara
tratamento e referido controle), ndo diferem estatisticamente entre si.

Decorridas as leituras, as placas e os papéis de filtro retornaram para aestufa
e reveladas com visualizador NEU, demonstrados por meio dafigura 38.
A presencade foliolos foi verificada na placa ontrole, o que ndo ocorreu rna

placa om PPA (nastrés bandas) em teste.

FIGURA 38- REPRESENTAGAO DOS COMPOSTOS CFAE1, CFAE2 E CFAE3 AO TERMINO DO
ENSAIO ALELOPATOGRAFICO

NOTA: (1) A figura 40A representa a placa cromatogréfica e a figura 40B representa o papel de filtro
umedecido colocado sobre a placa cromatografica, demonstrando a absor¢cdo dos compostos
hidrossoluveis.

(2) A placa e o papel foram revelados com NEU.

Evidenciou-se menor IVG e auséncia de foliolos em Lactuca sativa

submetida aos compostos CFAE1, CFAE2 e CFAE3. Provavelmente o composto
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CFAES3 deve ser uma substancia com caraderisticas diferentes dos compostos CFAEL
e CFAES, estimulando o crescimento do hipocétilo e inibindo a germinagdo e
aparedmento de foliolos.

Comparando os resultados oltidos utilizando o composto PPA em dais
ensaios distintos, verificase que a vantagem da aelopatografia eta en testar
compostos impuros, separando-os. A aelopatografia alianta, partanto, resultados
alelopdticos de cmpostos impuros antes da utilizacdo de técnicas de separacdo.
Quando o interese € separar apenas substancias com atividade aelopdtica a

aelopatografia alianta estes resultados com maior faali dade.

4.11ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados da dividade antibaderiana de difusdo em gel dos controles
(etandl, cefalotina ecloranfenicol) estdo apresentados na tabela 32 e os resultados da
atividade antibaderiana com difusdo em gel e concentracd inibitdria minima dos

extratos brutos etandli cos de Aster lanceolatus estéo apresentados natabela 33.

TABELA 32 — MEDIAS DOS HALOS DE INIBICAO (mm) DOS CONTROLES UTILIZADOS NO ESTUDO DA
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA COM DIFUSAO EM GEL

MICROORGANISMO CONTROLE
CEFALOTINA | CLORANFENICOL ETANOL
(30u9) (30u9)
Escherichia coli 0 32,5 0
Klebsiella pneumoniae 25,5 30,0 0
Proteus mirabilis 11,0 27,5 0
Pseudomonas aeruginosa 0 30,0 0
Salmonella typhimurium 29,0 35,5 0
Staphylococcus aureus 49,5 33,5 0
Staphylococcus epidermidis 40,0 37,5 0
Streptococcus pyogenes 44,5 34,5 0

O resultado negativo apresentado pelos microorganismos Escherichia coli e

Pseudamonas aeruginosa para o controle cefalotina € devido a resisténcia destes
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frente acefalotina, ou sga, houve gpareamento de wlonias no relo de inibicén. Os
outros resultados negativos devem-se pela auséncia de halo de inibicéo (Tabela 32).
Os resultados negativos na difusdo em gel devem-se pela auséncia de halo de inibig&o
(Tabela 33).

A hidrofili a dos constituintes quimicos é determinante para a difusdo em gel,
pois ssgundo ROMEIRO (2001, p.130, um meio semi-solido, o gual contenha agar
como agente solidificante, € um gel perfeito.

Com os resultados do estudo antibaderiano, presume-se que amaioria dos
constituintes quimicos presentes nos extratos brutos etandlicos de Aster lanceolatus
apresentam caraderisticas lipofilicas, com excecdo de dgum constituinte presente no
extrato bruto etandlico das flores que gresenta caaderistica hidrofilica cgaz de

inibir o crescimento de Streptococcus pyogenes no ensaio de difusdo em gel.
TABELA 33 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE Aster lanceolatus

EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE Aster DIFUSAO EM GEL - MEDIA DO DIAMETRO DOS HALOS DE
lanceolatus INIBICAO EM mm
~ MICROORGANISMOS
CONCENTRACOES Ec Kp P Pa S S S s
FLORES 785,0 ug (100,0%) 0 0 0 0 0 0 0 8,5
392,5 g (50,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
196,2 g (25,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
98,1 g (12.5%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle Cloranfenicol (30pg) 26,5 24,0 21,0 22,5 30,0 29,0 32,5 27,5
Controle etanol 0 0 0 0 0 0 0 0
CAULES E 475,0 pg (100,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FOLHAS 237,5 pg (50,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
118,7 pg (25,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
59,4 g (12.5%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle Cloranfenicol (30pg) 25,0 21,0 19,5 18,5 29,0 27,5 31,0 25,0
Controle etanol 0 0 0 0 0 0 0 0
EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE Aster CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (mg)
lanceolatus
MICROORGANISMOS
Ec Kp Pm Pa St Sa Se Sp
FLORES 9,81 NEG. 39,25 19,62 19,62 9,81 9,81 NEG.
(1:8) (1:2) (1:4) (1:4) (1:8) (1:8)
Controle dos microorganismos + + + + + + + +
CAULES E FOLHAS 5,94 2,97 47,5 11,88 1,48 594 11,88 1,48
(1:8) (1:16) (1:2) (1:4) (1:32) (1:8) (1:4) (1:32)
Controle dos microorganismos + + + + + + + +

NOTA: Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pm = Proteus mirabilis; Pa = Pseudomonas aeruginosa;
St = Salmonella typhimurium; Sa = Staphylococcus aureus; Se = Staphylococcus epidermidis; Sp =
Streptococcus pyogenes; + = crescimento de microorganismos em meio de cultura isento de material testado,
NEG. = resultado negativo, nenhuma concentragéo inibiu o crescimento de microorganismos.
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4.12ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.12.1Crescimento Micdia em Placas

Comparando-se 0 crescimento micdial dos patdgenos testados, verificase
atividade antifingca diretamente proporcional a quantidade de extrato presente em
meio de altura

Observa-se melhor resultado ao uilizar 0,5/mg/mL de extrato bruto
etandlico de caules e folhas de Aster lanceolatus sobre Fusarium oxysporum, o qual
inibiu em 48,1%% o crescimento micdial (Tabela 34).

Verificase que etrato bruto etandico de cales e folhas de Aster
lanceolatus inibe o0 crescimento micdial de Fusarium oxysporum, mas que esta
inibicBb ndo utrapassaa 50% ao comparé-la a resultado olservado com raizes de

Ottonia martiana que foi de 62,3% (CUNICO, 2001, p 69-70).

TABELA 34 — ATIVIDADE ANTIFUNGICA (CRESCIMENTO MICELIAL EM PLACAS) DO EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE CAULES E FOLHAS DE Aster lanceolatus

Concentracéo do Fusarium oxysporum Colletotrichum acutatum
extrato bruto Média dos halos de | Inibicio do | Média dos halos de | Inibicdo do
etandlico em crescimento micelial | crescimento | crescimento micelial | crescimento

AMOSTRA | meio batata (mm) micelial (mm) micelial
dextrose (BDA)
Extrato | Controle (%) Extrato | Controle (%)
bruto bruto
etandlico etandlico
Extrato 0,19mg/mL 4,0 25,92 3,3 13,15
bruto 0,38mg/mL 3,8 54 29,62 3,1 3,8 18,42
etandlico 0,57mg/mL 2,8 48,15 3,1 18,42
de caules e
folhas

4.12.2Bioautografia Direta
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O resultado (Figura 39) apresenta-se com auséncia de crescimento de
Cylindrocladium spathulatum com 2,376mg de etrato bruto etandico de cailes e

folhas de Aster lanceol atus.

FIGURA 39 — INIBICAO DO CRESCIMENTO FUNGICO EM
BIOAUTOGRAFIA DIRETA DO EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE CAULES E FOLHAS DE Aster
lanceolatus

CONTROLE EXTRATO BRUTO ETANOLICO

FONTE: CUNICO, 2003



5 CONCLUSOES

O ensaio delopatico delineou fragdes com meior influéncia sobre
germinacé® e crescimento de Lactuca sativa. O ensaio alelopatico redizado com
extrato bruto etandico e fragdes das flores de Aster lanceolatus evidenciou a fracé
hexano e o0 ensaio realizado com extrato bruto etandlico e fragdes dos caules e folhas
de Aster lanceolatus, afracéd acdato de etila

O constituinte 3-sitosterol foi identificado res fragdes hexano ce flores e de
caulesefolhas, pa meio de aomatografia gasosa.

Identificaram-se treze onstituintes no deo esencia: Mirtenol, Muroleno,
Naftaleno, Bisaboleno, Lanona, Espatuleno, Oxido de Cariofileno, Ciclohexeno
Carboxaldeido, Cedrend, Neocloveno, Azuleno, Benzocicloheptenona e
Hexahidrofarnesil acetona.

Utilizandose &ua aromdtica en ensaio alelopatico, observou-se que
plantulas de Lactuca sativa quando submetidas a &gua aomatica sofreram influéncia
na germinaggdo e aescimento do hipocétiilo, em comparac® ao controle.
Provavelmente deve-se as constituintes do 6leo essencial a aividade alelopética da
agua aomatica

Isolou-se da frag@ hexano ck flores de Aster lanceolatus, um constituinte
guimico inicialmente denominado CFH1, que foi identificado como espinasterol. Este
referido composto, ao ser submetido a alelopatografia demonstrou influéncia sobre a
germinacé® e formagdo de foliolos de Lactuca sativa. Da frac@® acdato de etila das
flores, isolou-se trés constiuintes denominados CFAELl, CFAE2 e CFAE3. O
composto CFAEL foi identificado como canferol-rhamnosil-galadosideo, o qual
influenciou ra germinacé® e formac@® de foliolos em ensaio alelopatografico. Os
compostos CFAE2 e CFAE3 ainda ndo foram identificados.

Os congtituintes quimicos canferol-rhamnosil-galactosideo, 6xdo de

caiofileno e espinasterol, podem servir como marcadores da espéde, o que viabiliza e
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opatunizamaior segurangcana auisicéo de Aster lanceolatus.

Na dividade antibaderiana utilizando difusdo em gel, evidenciou-se que
785ug de extrato bruto etandico de flores de Aster lanceolatus inibe o
desenvalvimento de Streptococcus pyogenes. Ao Uilizar-se diluicd em cddo para
testar a concentracd inibitéria minima, evidenciou-se que 1,48 mg de extrato bruto
etandlico de caules e folhas de Aster lanceolatus € cpaz de inibir o desenvolvimento
de Sdmonella typhimurium e Streptococcus pyogenes, e que maiores quantidades de
extrato bruto etandlico de flores 80 requeridas para inibir o desenvolvimento das
badérias testadas.

Na dividade antifingca observou-se que 0,57mg/mL de extrato bruto
etandlico de caules e folhas de Aster lanceolatus é @paz de inibir em 48,136 o
crescimento micdia de Fusarium oxysporum e que 2,37/5mg do referido extrato

inibem o desenvolvimento de Cylindrocladium spathulatum em bioautografia direta.



CONSIDERACOESFINAIS

O referido trabalho demonstra a necessidade de investir na busca de
compaostos com atividade alelopética apartir de extratos e 0leos vegetais, e gresenta a
aelopatografia, procedimento desenvolvido nopresente trabalho, como bioensaio que
pode representar pesquisa dara esegura dainfluéncia alelopética

Quandose acéaque alelopatia € a téncia que pesquisa processos Nos quais
metabdlitos saundarios oriundas de plantas, podem influenciar positivamente ou
negativamente sistemas hioldgicos, aceta-se aelopatia mmo ciéncia érangente,
podendo ser utilizada no controle de doengas, insetos e plantas daninhas que
acmmetem plantas medicinais, proporcionando matéria-prima om qualidade para a
ind(stria de fitoterapicos. Aceta-se ainda que influéncia ocorrida no desenvolvimento

de microorganismos por meio de produos vegetais € um proceso alelopético.
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