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RESUMO

Acacia longifolia (Andr.) Willd. é uma espécie nativa da Australia, encontrada na
regido Sul do Brasil, utilizada como ornamento e fixadora de dunas de areia. Por
meio de CLAE semipreparativa realizada com a fragdo Acetato de Etila obtida a
partir de um extrato etandlico das flores foi isolada uma substancia pura. A analise
espectroscopica (UV, 'H e *C RMN) seguida de hidrolise e CCD comparativa da
porgéo osidica com agucares conhecidos permitiu a identificacéo desta substancia
como sendo a 4-O-galactosil-auresidina. O estudo da atividade alelopatica
demonstrou que a fragcéo cloroférmio das flores apresentou elevada inibicao sobre a
germinagéo das sementes e o crescimento da radicula e do hipocdlito de Latuca
sativa. O estudo da atividade antimicrobiana revelou que o extrato bruto etandlico
das folhas, sua fracdo acetato de etila e alcodlica remanescente, na concentragao
de 1000 ng, apresentaram halo de inibicdo de crescimento para a bactéria
Staphylococcus aureus. A fragao acetato de etila obtida a partir de um extrato
etandlico das flores na concentracao de 1000 ppm demonstrou moderada inibicdo
do crescimento micelial de Fusarium oxysporum e um efeito menos pronunciado
sobre Cylindrocladium spathulatum.
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ABSTRACT

Acacia longifolia (Andr.) Willd. is a native small tree form Australia, and it's found in
South Region of Brazil usually used for garden ornamentation or to fix sand hills.
Trough semi-preparative HPLC system applied to the ethyl acetate fraction obtained
from an ethanolic extract of the flowers it was isolated a compound. This compound
was identified as auresidin-4-O-galactoside (an auron) using spectroscopic methods
such as UV, 'H and **C NMR followed by hydrolysis and TLC of the sugar moiety in
comparison with authentic samples. Alellopathic study demonstrated that chloroform
fraction has a high level of inhibition of seeds germination and inhibition of the
growth of the radicle and of the hypocotyl of Lactuca sativa. In other study it was
found an inhibition of the growth of Staphylococcus aureus with 1000 ug doses of
the ethanolic extract from the leaves and its ethyl acetate and alcoholic ending
fractions at the same doses. Studying fungi toxic activity against Fusarium
oxysporum and Cylindrocladium spathulatum it was found that the ethyl acetate
fraction of the flowers at 1000 ppm concentration has a moderated inhibition of the
mycelial growth of the first and lower for the second.
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1 INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais, com fins de tratamento, cura de doencas e
sintomas, remonta ao inicio da civilizacdo. Esta pratica milenar ultrapassou todas as
barreiras e obstaculos no processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo
amplamente utilizada por grande parte da populacédo mundial como fonte de recursos
terapéuticos (STASI et al., 1996).

Empiricamente o homem aprofundou seus conhecimentos afim de melhoria nas
condi¢des de alimentagéo e cura de suas enfermidades, demonstrando uma estreita
inter-relacéo entre o uso das plantas e sua evolugao (MIGUEL & MIGUEL, 1999).

Os compostos de origem natural desempenham importante papel na medicina
moderna, fornecendo um grande numero de drogas que de outra forma seria muito
dificil ou mesmo impossivel de se produzir comercialmente por meios sintéticos
(ROBBERTS; SPEEDIE; TYLER, 1996).

Os produtos naturais especialmente apdés a Segunda Guerra Mundial foram
esquecidos, acreditando-se obter farmacos somente por meio da sintese de um grande
numero de compostos e o seu teste ao acaso, sem nenhuma orientagcdo. Somente por
volta de 1970, quando a Organizagdo Mundial da Saide reconheceu os beneficios da
medicina chinesa, e com o surgimento de alguns importantes medicamentos obtidos de
fontes naturais, foi que cientistas e indulstrias voltaram a se interessar por esse ramo.
Pode-se observar que atualmente, os produtos naturais sdo responsaveis, direta ou
indiretamente por cerca de 40% de todos os farmacos disponiveis na terapéutica
moderna e, se considerando o0s usados como antibidticos e antitumorais, esta
porcentagem é de aproximadamente 70% (YUNES & CALIXTO, 2001).

Segundo SOULE, 1991, Brasil, México, Equador, Coldémbia, Peru, China,
Malasia, india, Indonésia, Zaire, Madagascar e Australia séo considerados paises
detentores de grande biodiversidade. Dados demonstram que a mesma encontra-se
seriamente ameacada. O ritmo atual de extingdo de plantas € entre 50 a 100 vezes

maior que as taxas médias observadas no passado mais recente. Considera-se que



mantendo o ritmo atual de extingdo nos tropicos, quase a totalidade das florestas serao
eliminadas nas areas nao protegidas até o ano 2100.

A destruicdo continua destes ecossistemas, além do desequilibrio ecoldgico,
leva a perda do conhecimento acumulado por milénios, sobre o uso medicinal
tradicional destas plantas pelas populagbes a elas associadas, representando um
enorme prejuizo a sociedade, uma vez que inviabilizam pesquisas cientificas que
poderiam levar a descoberta de novos farmacos.

A pesquisa sistematica para a obtencao de novas substéncias com propriedades
terapéuticas pode ser executada por meio de varios processos. Os mais utilizados sao
a sintese de novas moléculas, a modificacao estrutural de substancias naturais ou
sintéticas, com propriedades farmacoldgicas definidas, e extracao, isolamento e
purificagcdo de novos compostos, de fontes naturais, especialmente de origem vegetal.
As plantas medicinais devem ser consideradas ndo apenas como matéria-prima para a
descoberta de novas moléculas, mas como um recurso potencialmente ativo na forma
de fitoterapico padronizado e eficaz (STASI et al., 1996).

Os constituintes farmacologicamente ativos podem ser substancias isoladas
representadas por glicosideos, terpendides, esterdides, fenilpropandides e alcaléides,
ou por misturas como gomas, dleos fixos, ceras, resinas e 6leos volateis .

Estes constituintes além do efeito farmacolégico podem apresentar efeito
alelopatico sobre outras plantas, ou seja podem inibir ou estimular o crescimento de
outro vegetal. A producdo de substéncias alelopéticas € um mecanismo de protecao e
defesa contra o ataque de pragas, patégenos e pode representar um meio de
competicao entre as plantas.

O estudo desta agdo sobre os demais vegetais com extratos ou substéncias
isoladas, € muito importante pois leva a procura de novos modelos de herbicidas, uma
vez que a agricultura moderna faz uso de agrotoxicos prejudiciais a saude humana, e
que nao existem produtos sintéticos recomendados para culturas de plantas medicinais,
estas ficam submetidas a compostos quimicos téxicos. Desta forma, torna-se
necesséria a busca de novos herbicidas, que ndo causem tamanho prejuizo ao meio
ambiente e a saude do homem.



Seguindo a mesma linha, pode-se aplicar também os extratos e substancias
isoladas de plantas ainda nao estudadas na pesquisa de novas estruturas pesticidas,
aliado a probabilidade de se encontrar agentes estimuladores da germinagao e do
crescimento como alguns horménios.

Neste trabalho objetivou-se realizar um estudo fitoquimico, alelopatico e
antimicrobiano de Acacia longifolia (Andr.) Willd., arvore originaria da Australia, utilizada
como fixadora de dunas e como planta ornamental.

Considerando o potencial efeito alelopatico de algumas espécies do género
Acacia, foram realizados estudos dos extratos de Acacia longifolia sobre a germinagcao
e o crescimento de Lactuca sativa (alface), verificando a possibilidade de uso como
herbicida natural.

Um estudo antibacteriano foi realizado com o extrato das folhas para avaliar
possivel inibicdo sobre o crescimento de bactérias patogénicas ao homem. Neste
trabalho, foi avaliado também a atividade fungitoxica sobre fungos patogénicos para
diversas culturas agricolas.

Sendo assim, Acacia longifolia enquanto espécie de interesse nesta pesquisa
podera contribuir com a busca de novas substancias, além da aplicabilidade de seus

extratos junto a atividade alelopatica e microbioldgica.



1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo fitoquimico, alelopatico e antimicrobiano de flores e folhas de
Acacia longifolia (Andr.) Willd.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o |solar compostos presentes na fragcdo AcOEt das flores.

¢ Realizar estudo fitoquimico das folhas.

e Avaliar atividade alelopatica da naringenina e dos extratos de flores e folhas.

e Avaliar a atividade antibacteriana do extrato etandlico das folhas sobre as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11129) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).

e Avaliar a atividade antifungica dos extratos AcOEt das flores e etandlico das folhas

contra os fungos Colletotricum acutatum, Fusarium oxysporum e Cylindrocladium
sphatulatum.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE A FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae compreende uma das maiores dentre as dicotiled6neas,
mais de 600 géneros que reunem mais de 13000 espécies, espalhadas por todo o
mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais (JOLY, 1985).

Séao plantas de habito muito variado, desde grandes arvores das matas tropicais,
a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes e também muitas trepadeiras. As
folnas sdo sempre de disposicdo alterna, compostas, pari ou imparipenadas, com
estipulas e estipelas as vezes transformadas em espinhos. As folhas as vezes podem
apresentar-se  modificadas em gavinhas (Lathyrus) ou estar reduzidas a dois
(Hymenaea) ou a um s foliolo (Spartium). Folhas e foliolos de todas as ordens sempre
com pulvinos (articulagdes) na base, seja do peciolo, seja dos pecidlulos, que permitem
movimentos diuturnos aos foliolos e folhas. Flores variadas, sempre ciclicas, de simetria
radial até fortemente zigomorfas, diclamideas com calice gamossépalo pentamero ou
tetramero; corola dialipétala, pentdmera ou tetrdmera. Androceu formado por 4 ou 10
estames, livres ou soldados entre si. Ovario suUpero, unicarpelar e unilocular. Fruto
variado, em geral legume, seco, deiscente por 2 valvas ou do tipo lomento,
segmentando-se (Desmodium, Mimosa) ou seco indeiscente (Arachis, certas espécies
de Cassia) ou de pericarpo mais ou menos carnoso (Andira). As sementes as vezes sdo
envoltas em mucilagem ou polpa doce (/nga), ou com arilo (Copaifera) ou ainda com
testa durissima (Ormosia) (JOLY, 1985).

As Leguminosas vivem, na sua grande maioria, em simbiose com bactérias do
género Rhizobium. Estas bactérias apresentam a faculdade de fixar nitrogénio da
atmosfera e transformar em aminoacidos e finaimente a proteinas pela combinagao
com &cidos organicos (BURKART, 1979).

A familia Leguminosae é dividida em trés subfamilias; Papilionaceae,
Mimosideae e Casaesalpinoideae, contendo respectivamente cerca de 377, 40 e 133

géneros. As subfamilias Mimosoideae e Caesalpinoideae sao em sua maioria plantas



tropicais, enquanto a subfamilia Papilionaceae ocorre em regides tropicais e
temperadas. Os representantes da familia Leguminosae sao muito similares aos da
familia Rosacea, ambas contém glicosideos cianogenéticos, saponinas taninos,
mucilagens e antocianidinas (EVANS, 1996). Na familia Leguminosae séao
relativamente comuns alcaldides, alguns deles muito ativos e téxicos (QUER, 1988).

A subfamilia Mimosoideae é a menor entre as Leguminosae, possuindo cerca de
40 géneros. Sao plantas subarbustivas, arbustivas ou arbdreas, de folhas
frequentemente duplamente pinadas. A flor apresenta simetria radial, podendo ser
pentadmera ou tetrdmera, diclamidea e hermafrodita. As flores apresentam-se reunidas
em densas inflorescéncias capituliformes, esféricas ou alongadas. Estames isomeros
com a corola ou em numero duplo livres entre si (JOLY, 1985).

Dentre os géneros cultivados destacam-se varias espécies de Acacia,
introduzidas principalmente da Africa como acécia-negra, a acacia-mimosa entre outras,
contendo substancias tanicas utilizadas nos curtumes. A casca de espécies de
Styphnodendron (barbatimao) dos cerrados é utilizada para o mesmo fim. Dentre os
géneros brasileiros de maior utilidade destacam-se Piptadenia (angico) com a madeira
utilizada para varios fins e Inga utilizado no sombreamento de certas culturas de café e
com frutos comestiveis (JOLY, 1985).

2.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE O GENERO Acacia

O género Acacia compreende arvores, arbustos ou trepadeiras lenhosas,
armadas em espinhos ou aculleos; as folhas s&o paribipinadas (em espécies
australianas reduzidas a filodios, que parecem folhas de lamina simples), com espigas
axilares (BURKART, 1979).

O género Acacia apresenta dispersao cosmopolita tropical e subtropical. Existem
aproximadamente 750 espécies, a metade das quais presente na Australia, onde se
tem manifestado extraordinario endemismo e proliferacdo evolutiva de espécies com

filbdios. Muitas espécies, particularmente as australianas, sédo cultivadas como



ornamento, algumas por sua madeira, outras devido aos taninos (usados em curtumes),
gomas, esséncias e para o florestamento de dunas. Todas apresentam flores meliferas
(BURKART, 1979).

Varias espécies de Acacia séo utilizadas para fazer gomas, a mais empregada
na medicina € a goma arabica, utilizada como agente suspensor, ela € o produto do
exsudato do tronco de Acacia senegal e outras espécies de Acacia (GRIEVE,1998).

O extralo metandlico das cascas de Acacia senegal apresentou efeito
antimicrobiano sobre as bactérias cariogénicas Streptococcus mutans e Actinomyces
viscosus, e sobre a levedura Candida albicans em método da difusdo em &agar e
concentracao inibitoria minima (KHAN; NGASSAPA; MATEE, 2000).

A casca de Acacia decurrens apresenta taninos e Aacido galico, o seu po é
empregado em curtumes, medicinalmente é utilizada em diarréias, principalmente na
forma de decocto (GRIEVE, 1998).

A Acacia nilotica é tradicionalmente utilizada para o tratamento de dor de
garganta, resfriados, bronquites, pneumonia, diarréia e hemorrdidas, devido suas
propriedades tdnicas, adstringentes e estimulantes. Os extratos aquosos dos frutos
mostraram atividade contra Candida albicans e bactérias Gram positivas e negativas.
Os extratos obtidos a 97 °C aparentaram ser ligeiramente mais ativos que os obtidos a
37, 55 e 70 °C (NABI et al., 1992). A Acacia nilotica apresentou potente atividade anti-
helmintica em cultura de tecidos e atividade contra bactérias Gram positivas (KHAFAGI,
1999). No Zimbabue a Acacia nilotica é utilizada no tratamento de DST, seu extrato
apresentou significativa agéo sobre bactérias Gram positivas e negativas (KAMBIZ| &
AFOLAYAN, 2001). A Acacia nilotica é tradicionalmente utilizada como medicamento no
Sudam e nos paises arabes, os extratos aquoso e etandlico dos frutos, apresentaram
atividade contra cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos, e o extrato hexanico
apresentou atividade contra Candida albicans (MUSTAFA; TANIRA; NSANZE,1999). O
extrato das folhas de Acacia nilotica demonstrou efeito antimicrobiano sobre Clostridium
perfringens, correlacionando o efeito ao teor de taninos (SOTOHY; ISMAIL; MUELLER,
1995). Streptococcus pyogenes, Staphylococcus e Klebsiella spp. apresentaram



elevada a moderada sensibilidade a extratos aquosos e etandlicos de Acacia nilotica
(CHANDEL,; SHAH; TRIPATHI, 1993).

A Acacia nilotica apresentou marcante atividade molusquicida contra
Biomphalaria alexandrina (NAZIF; SOLIMAN; RADWAN, 2001).

O extrato metandlico dos frutos de Acacia nilotica causou efeito anti-hipertensivo
em ratos e anti-espasmaddicos em coelhos (GILANI et al., 1999). Segundo AMOS et
al,1999, o extrato aquoso das sementes elevou a pressdo arterial em gatos
anestesiados e demonstrou efeito espasmaédico. O extrato aquoso de Acacia nilotica em
ensaio em ratos e camundongos inibiu o desenvolvimento de edema na pata e diminui
a inducao de febre (DAFALLAH, MUSTAFA, 1996).

O extrato dos frutos de Acacia nilotica bloqueou a agregacdo plaquetaria
mediada por acido araquiddnico (SHAH et al., 1997).

KHALID e colaboradores, 1989, isolaram das cascas de Acacia nilotica (+)-
catequina 5-galoil éster, acido galico, naringenina e (+)-catequina. Do extrato acetato de
etila dos frutos e das cascas de Acacia nilotica foram isolados dois flavondis galato de
(-) epigalocatequina e digalato de (-) epigalocatequina (AYOUB, 1985).

O 6leo de Acacia farnesiana e bastante empregado em perfumaria (EVANS,
1996). Foram identificados trés flavondides nas vagens de Acacia farnesiana, a
naringenina 7-O- B-(4”,6”-digaloilglucopiranosideo), quercetina 7-O-B-(6"-
galoilglucopiranosideo) e miricetina 7-O-B-(6”-galoilglucopiranosideo), juntamente com
naringenina e kaempferol 7-O-B-(6"-galoilglucopiranosideo) (BARAKAT et al., 1999).

O extrato etandlico de Acacia laeta e o composto isolado das folhas a apigenina
8-C-B-D-galactopiranosideo, apresentaram atividade anticancer (NASSAR, 1999)

As cascas de Acacia confusa demonstraram forte efeito antioxidante para varios
ensaios, como peroxidacao de lipideos e da descoloragédo do radical livre 1,1,-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) entre outros (TZEN et al., 2001).

Miricetina 3-O-(2"-galoil)-a-ramnopiranosideo-7 -metil- éter, miricetina 3-O-(3"-O-
galoil)-a-ramnopiranosideo 7-metil-éter e miricetina 3-O-(2"-galoil)- o -ramnosideo

foram isolados das folhas de Acacia confusa (HUE! et al., 2000).



O extrato aquoso dos galhos de Acacia catechu apresentou efeito hipotensor em
caes e ratos (SHAM; CHIU; PANG, 1984). JAYASEKHAR; MOHANAN; RATHINAM,
1997, comprovaram o efeito hepatoprotetor em ratos da fracdo acetato de etila da
Acacia catechu. Esta apresentou como principal constituinte fendlico a catequina
(AZUINE; BHIDE, 1994).

Em teste com camundongos a Acacia auriculiformis apresentou potencial efeito
antidepressivo, encontrado na fracdo butandlica do extrato da planta. Neste estudo
ocorreu o isolamento de auricolosideo (SAHAI; AGARWAL; RASTOGI, 1980).0s
acaciasideos A e B de Acacia auriculiformis apresentam atividade anti-helmintica
(BABU et al., 1997).

A Acacia pennatula exibiu atividade citotoxica sobre tumores de células humanas
(POPOCA et al.,1998).

O extrato aquoso de Acacia storyi apresentou elevado teor de polifendis e
taninos (YAZAKI, 1997).

A goma de Acacia tortilis é tradicionalmente utilizada na Somalia como
medicamento contra asma, conhecido como Qurac. (HAGOS & SAMUELSSON, 1988) .
A Acacia tortilis apresenta quracol A (1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3-hidroxifenil)-propan-2-ol)
e quracol B (1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3,4-hidroxifenil)-propan-2-ol) e fisetinidol (HAGOS
& SAMUELSSON, 1988). A mesma apresentou atividade contra Candida albicans
(MUSTAFA; TANIRA; NSANZE,1999).

Segundo CLEMENT e colaboradores, 1997, o consumo de Acacia berlandieri por
ovelhas e cabras durante os periodos de seca no Texas resultaram em ataxia
locomotora, bem como efeito sobre a fertilidade dos animais, isto devido as aminas e
alcaldides presentes na planta. Em estudos realizados nas folhas foram identificados 29
alcaldides e aminas, entre eles encontrou-se nicotina, nornicotina, mescalina, mimosina
e anfetaminas.

A Acacia rigidula também apresentou efeitos téxicos devido a alcaldides e
aminas toxicas, entre eles se encontram nicotina, N,N-dimetiltriptamina, mescalina,
varios alcaldides tetra-hidroisoquinolinicos e anfetaminas (CLEMENT; GOFF;
FORBES, 1998).
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As sementes de Acacia concinna sao utilizadas para o tratamento de doengas de
pele, SEKINE e colaboradores, 1997, isolaram da semente uma carboxiamida
monoterpenal a concinnamida, sendo elucidada como (E)-2,6-dimetil-6-hidroxi-2,7,
octadienamida.

A Acacia rehmanniana apresentou elevada atividade inibitéria sobre a
ciclooxigenase (GAW et al., 1997).

Andlise do extrato das flores de Acacia latifolia apresentou a quercetina 7-
glucosideo como sendo o maior componente (VOIRIN et al., 1986).

No extrato das folhas de Acacia saligna foram identificados quercetina-3-
ramnosideo, kaempferol-3-glucosideo e miricetina-3-ramnosideo (SISSI & SHERBEING
1967).

FOURIE; PREEZ; ROUX, 1972, isolaram de Acacia nigrescens compostos do
grupo da melacacidina e iso-melacacidina.

MALAN & SWARTZ 1995 isolou o dimero (2S)-7,8,4'-trihydroxyflavan-epioritin-4-
o-ol, a proteracacinidina ent-oritin-(4-p-5)epioritin-4-B-ol com 8-O-metilepioritina-4-a-ol,
3-O-metil-7,8,4'-trihidroxi-flavona de Acacia caffra.

Derivados de catequina em Acacia melanoxylon apresentaram potente atividade
inibitéria de proteina quinase C em cérebro de ratos(POLYA & FOO, 1994).
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2.3 CONSIDERAGOES SOBRE Acacia longifolia (Andr.) Willd.

A Acacia longifolia € um arbusto ou arvore pequena, de 4-5 m de altura, ramos
pendentes, filédios sublanceolados, obliquos, inteiros, verde-azulado, 2-3 nervados na
base e com glandula no &pice, inteiros, aglomerados no apice; flores amarelas
dispostas em espigas geminadas axilares, compridas e cilindricas (CORREA, 1926).

Sinonimia ciéntifica: Acacia decussata Tenore, Acacia dependens Aunn., Acacia
spathulata Tausch., Acacia trigonocarpa Aunn.

Sinonimia comum: acacia da Australia, mimosa de flores amarelas

FIGURA 1 - Acacia longifolia

Fonte: http://www.labspec.co.za/GlIF/trees/acacia.qif



http://www.labspec.co.za/GIF/trees/acacia.qif
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FIGURA 2 - Acacia longifolia

A Acacia longifolia € planta originaria da Australia, utilizada como ornamental,
adapta-se perfeitamente como fixadora de areia de dunas e de terrenos ingremes
sujeitos a erosao (BURKART, 1979).


http://www.hear.org/pier3/imaqes/aclonp3.ipq
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2.4 ENQUADRAMENTO TAXONOMICO

O enquadramento taxonémico segundo ENGLER (1964) e CRONQUIST (1981), segue
abaixo:

TABELA 1- ENQUADRAMENTO TAXONOMICO

Divisao Angiospermae Magnoliophyta
Classe Dicotyledoneae Magnoliopsida
Subclasse Archichlamydeae Rosidae
Ordem Rosales Fabales
Familia Leguminosae Mimosaceae
Subfamilia Mimosoideae @~ = ..

Tribo Acacieae =@ e
Género Acacia Acacia
Espécie Acacia longifolia  Acacia longifolia (Andr.)

(Andr.) Willd. Willd.

2.5 ASPECTOS QUIMICOS DE Acacia longifolia (Andr.) Willd.

Em 1951 MARINI-BETTOLO e FALCO verificaram a presenca de naringenina em
flores de Acacia longifolia. KERBER e SILVA, 1990, isolaram escopoletina, e em 1993
confirmaram a presenca de naringenina nas flores. SILVA, 2001 identificou dois
heterosideos da naringenina, presentes na fragao acetato de etila das flores de Acacia
longifolia, o 5-B-D-galactosil-naringenina e a 5-B-D-glucosil-naringenina.

Nas folhas de Acacia longifolia foram identificados o aicaldide N,N-dimetil-
triptamina (DMT) (ROVELI & VAUGHAN, 1967), catequina e galo-catequina (TINDALE
& ROUX, 1969) e o acido gentisico (THIEME & KHOGALI, 1975).
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2.6 ALELOPATIA
2.6.1 CONCEITO E IMPORTANCIA

Plantas liberam compostos quimicos que podem afetar a germinagao e ou
crescimento de diferentes espécies que crescem ao seu redor. Este fenémeno €&
definido como alelopatia (OHNO et al., 2001).

O termo alelopatia foi usado por Hans Molisch em 1937 em seu trabalho " Der
Einfluss einer Pflanze auf die andere Allelopathie”, para referir as interacdes
bioquimicas de beneficio e de prejuizo entre todas as classes de plantas (YAMADA,;
ANAI; HASEGAWA, 1995). O termo alelopatia deriva das palavras gregas allelon
(mutuo) e pathos (prejuizo) (YUNES & CALIXTO, 2001).

O conhecimento de que uma planta pode interferir em outra ndo é uma
observagao recente, existem registros feitos por Democritus (500 a.C.), Theophrastus
(300 a.C.), Plinio (1 d.C.), Culpeper (1633), Browne (1658), Young (1804), De Candolle
(1832) e Beobachter (1845), sobre a capacidade que certas plantas possuem de
interferir na fisiologia de outras espécies vegetais (YUNES & CALIXTO, 2001).

Na agricultura moderna procura-se elevada produtividade, e para isso conta com
o uso de produtos quimicos sintéticos para o controle de ervas daninhas e outras
pragas. E evidente que isto melhora a producao, mas a0 mesmo tempo causa um
impacto negativo na qualidade do meio ambiente e na saude humana.

Os compostos utilizados com o decorrer do tempo tornam-se ineficazes,
adquirindo resisténcia. As fitotoxinas naturais constituem uma larga reserva de
compostos com elevado potencial na agricultura, podendo-se desta forma utilizar sitios
receptores ainda nao explorados pelos herbicidas sintéticos. Sendo assim, os

compostos alelopaticos servem de modelo para produgdo de novos herbicidas
(MACIAS et al., 2000).
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2.6.2 AGENTES ALELOPATICOS

Os agentes alelopaticos ou aleloquimicos, com algumas excegbes sao
metabdlitos secundarios. Atualmente existem cerca de 10 000 metabdlitos secundarios
com acao alelopédtica. Os compostos ja identificados pertencem a diversos grupos
qguimicos, atribuindo-se maior importédncia aos terpenos, alcaldides e compostos
fendlicos (YUNES & CALIXTO, 2001).

Segundo GONZALEZ; SOUTO; REIGOSA, 1995, as substancias alelopéticas
podem ser liberadas pelas folhas, caules, raizes ou flores sob diversas formas:

A) exsudacao das raizes

B) lixiviagdo das partes aéreas pela acéo das chuva ou orvalho

C) liberagcao de substancias volateis

D) residuos da decomposi¢cao de material que atinge o solo

De forma geral existem duas formas de alelopatia, uma resultante da
decomposicdo de material no solo e outra resultante do agente alelopatico existente na
planta. Os agentes aleloquimicos podem influenciar diversas fung¢des fisioldgicas nas
plantas, tais como: absorcao de nutrientes, regulagao do crescimento, fotossintese,
respiragdo, permeabilidade de membranas, sintese protéica e atividade enzimatica
(YUNES & CALIXTO, 2001).

Segundo MACIAS; SIMONET; ESTEBAN, 1994, os terpendides lupanos de
Melitotus messanensis apresentam potencial atividade alelopatica.

Os extratos aquosos das folhas de girassol apresentam cinco guaiandides, os
anudlides A a E. Os anuldides B e C possuem efeito alelopatico sobre sementes de
Lactuca sativa. O anuléide B inibiu na concentracéo de 10 M 71% da germinagao das
sementes e o anuléide C inibiu na concentragdo de 10° M, 62% da germinagéo
(MACIAS et al.,1993).

O composto 4,15-dinor-3-hydroxi-1(5)-xanteno-12,8-olide, isolado do exudato da
germinacdo de girassol inibiu na concentracido de 30 ppm, 50% da germinagédo de
sementes de cat’s-eyes (OHNO et al., 2001).
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O parthenin um composto presente em Parthenium hysterophorus, inibiu na
concentragéo de 190 pM, 74% do crescimento da radicula de Bidens pilosa € 49% o
crescimento da radicula de Avena fatua, na concentracao de 760 uM, inibiu 93 % do
crescimento de ambas as espécies (BATISH et al., 2002).

Segundo SCHULZ et al., 1994, os acidos B-hidroxibutirico, 4-hidroxi-cindmico,
ferdlico, vanilico, siringico, protocatéquico apresentam efeito alelopatico.

ZHU & MALLIK, 1994, estudando o exitrato aquoso das folhas de Kalmia
angustifolia verificaram a presenca de substédncias alelopaticas, entre elas: acido
ferdlico, vanilico, siringico, genistico, m-cumarico, o-hidroxifenilacético e p-benzéico.

TAKAHASHI; OTANIS; HAGINO, 1993, atribuiram o efeito alelopatico de
exsudatos das raizes de Lolium perenne os acidos graxos miristico, palmitico, oleico e
estearico.

WALLER; JURZYSTA; THORNE, 1993, estudando as saponinas das raizes de
alfafa (Medicago sativa) verificaram agao alelopatica sobre Triticum aestivum.

HASEGAWA et al., 1992, identificaram um lepidemoide com efeito alelopatico o
2-O-ramnopiranosil-4-desoxi-threo-hex-4-enopiranosiduranato de sédio na mucilagem
de Lepidium sativum.

O &cido graxo poliinsaturado isolado de algas vermelhas e identificado como
acido (56 Z, 8 Z, 11 Z, 14 Z e 17 2) - eicosapentaendico apresentou efeito alelopatico
(SUZUKI et al., 1996).

O L-triptofano causou inibicdo do crescimento da radicula em 50% e do
hipocdtilo em 40% de Lactuca sativa, na concentragdo de 0,21 e 0,43 mM
respectivamente (KATO et al., 1994).

O é&cido clorogénico isolado de Lolium perenne apresentou elevado efeito
alelopatico sobre a germinagao e o crescimento de Trifolium repens. Comparativamente
o efeito dos acidos cafeico e quinico foi maior que o do acido clorogénico (TAKAHASHI
etal., 1992).

Os isotiocianatos do extrato acetato de etila de Rorippa indica sao responsaveis
pelo seu efeito alelopéatico (YAMANE et al., 1992).
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A lactona iriddide tetraciclica, plumericina isolada de Duria hirsuta apresentou
forte inibicdo no crescimento da radicula de Lactuca sativa (PAGE; MADRIMAN;
TOWERS, 1994).

RAMAMOORTHY & PALIWAL, 1993, identificaram os aleloquimicos de Gliricidia
sepium como sendo acido galico, protocatéquico, ferulico, p-hidroxibenzéico, gentisico,
B-resorciclico, o-cumarico, sinapico e miricetina.

LI et al,, 1992, identificaram os &cidos p-cumarico, ferulico, vanilico, p-hidroxi-
benzéico e p-hidroxi-benzaldeido como sendo os principais aleloquimicos de Sasa
cernua.

Segundo INDERJIT, 1992, o isoflavondide formonometina 7-O-glucosideo
(ononina) apresenta potencial efeito alelopatico.

O dleo volatit de Chenopodium ambrosioides, constituido de o-terpineno, p-
cimeno, limoneno e ascaridol, reduziu a germinacéao e o crescimento de Amaranthus
hipochondriacus (JIMENEZ, 1996).

Segundo ZHEN et al., 1996, o dleo volatil de Ajania tenuifolia apresenta potencial
alelopatico. Seus principais constituintes sao a canfora, pilegone e 1,8-cineol.

O composto 1,8-cineol inibiu a germinacdo e o crescimento de Brassica
campestris, interferindo na sintese de DNA (KOITABASH]I, 1997).

HU & KONG, 1997, verificaram agado alelopatica dos compostos isolados de
Ageratum conyzoides: precoceno |, precocenoll e estigmasterol-5,22-dieno-3-B-ol.

O composto 5-cloro-6-metoxi-2-benzoaxolinona causou inibigdo do crescimento
da raiz de Avena sativa, Phleum pratense e Lactuca sativa (KATO; KOSEMURA;
YAMAMURA, 1998).

O &cido vanilico e B-sitosterol foram isolados de Allium fistulosum e identificados
como inibidores do crescimento de Compositae (CHOI et al., 1998).

Os compostos isolados de Dianthus caryophyilus, 3-O-glucopiranosideo e 3,28-

O-di-glucopiranosideo inibiram o crescimento de raizes de Lepidium sativum
(GUMNICKA & OLERZEK, 1998).
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O alcaléide 6,6'-dihidroxitiobinufaridine isolado de Nymphaea odorata apresentou
elevada inibicdo do crescimento de Lactuca sativa (ELAKOVICH; SPENCE; YANG
1997).

O acido p-hidroximandilico isolado de Echinohloa crus-galli apresentou forte
inibicao do crescimento das plantas testadas (YAMAMOTO, et al., 1999).

Segundo MACIAS et al., 2000, o produto natural dehidrozaluzamin C, uma
lactona sesquiterpénica é considerada um potente reguiador do crescimento de plantas,

e um bom candidato para o desenvolvimento de um novo modeio de herbicida.

2.6.3 Acacias COM EFEITO ALELOPATICO

A Acacia menoxylon foi estudada durante a sua decomposicdo em quatro
diferentes tipos de solo. A toxicidade dos extratos foi estimada pela medida dos efeitos
da germinagdo e crescimento de Lactuca sativa, apés 1, 7, 15, 30, 180 e 365 dias de
decomposicao em cada solo. Os resultados indicam que os residuos Acacia menoxylon
produzem elevado efeito inibitério no inicio da decomposicdo. Esta toxicidade parece
afetar a germinagao na fase inicial mais que na final, 0 maior efeito estd sobre o
crescimento (GONZALEZ; SOUTO; REIGOSA, 1995).

O lixiviado das folhas de Acacia auriculiformis foi coletado por embebicdo de 200
g de folhas secas extraidas em agua por 4, 8, 12 e 24 horas. O filtrado obtido foi
utilizado na germinagéo de sementes de arroz. A germinagdo, crescimento e a matéria
seca acumulada da plumula e radicula diminuiram com o aumento do periodo de
embebicdo (JADHAV & GAYNAR, 1992).

Extratos das cascas e folhas de Acacia nilotica inibiram a germinacdo de
algodao, girassol, beringela, tomate e pimenta. O crescimento da radicula e da plumula
também foram afetados. O inibicdo do extrato das cascas foi maior que o extrato das

folhas. O extrato das cascas apresenta taninos como aleloquimicos (SWAMINA; RAI;
SURESH, 1989).
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Bioensaios com folhas e flores de Acacia dealbata e com solos coletados abaixo
da planta, foram realizados para verificar a germinacao e crescimento da raiz e
hipocétilo de Trifolium pratense, Trifolium repens, Phleum pratense e Lolium perenne.
Ambos, material vegetal e solo demonstraram forte inibicao. Os compostos identificados
nos extratos incluem: acido p-hidroxibenzoéico, protocatéquico, vanilico, gentisico, p-
cumarico, cafeico e ferilico (BHASKAR & DASAPPA, 1986).

REIGOSA; CASAL; CARBALLEIRA, 1984, testaram a fitotoxicidade de extrato de
solos abaixo de Acacia dealbata durante a floragdo, verificando efeito sobre a
germinacédo e crescimento de Trifolium repens e Lolium perenne. Os &acidos p-
hidroxibenzéico, protocatéquico, genistico, p-cumarico e ferdlico foram identificados
como os aleloquimicos.

CHOU, 1980, pesquisando a vegetacao subtropical de Taiwan, verificou que
Acacia confusa apresentou forte efeito alelopatico. E identificou as toxinas na espécies
estudada como: ac. ferilico, p-cumarico, siringico, vanilico, p-hidroxibenzéico e o-
hidroxifenilacético.

Segundo KITOU, 1999, o extrato aquoso de Acacia pubescens inibiu a
germinacao de sementes de Lactuca sativa.

O extrato das folhas de Acacia senegal apresenta potencial efeito alelopatico,
contendo substéncias que inibem a germinacdo de sementes de gergelim, e retardam
o desenvolvimento da planta quando aplicado em concentragdes maiores que 5%
(FADL, 1997).

Extratos aquosos de folhas, raizes, inflorescéncias e solos ao redor de Acacia
tortilis, testados em varias diluicbes inibiram o crescimento de Pennisetum glaucum
(ANURAG; SHARMA; SAXENA, 1996).

Acacia xanthopholea produz substancias com potencial efeito alelopatico sobre
Zea mays (milho) (NSOLOMO; MRECHA; MAGHEMBE, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS:
3.1 MATERIAL VEGETAL:

As flores e folhas de Acacia longifolia foram coletadas respectivamente em
setembro de 2001 e maio de 2002, no Campus do Setor de Ciéncias da Satde, Sede
Boténico, da Universidade Federal do Parana, situado no municipio de Curitiba, PR.

A identificacéo da espécie foi realizada pelo botanico Gerdt Hatchbach do Museu
Botanico Municipal (MBM) da Prefeitura de Curitiba. Uma exsicata encontra-se

depositada neste museu sob o nimero de registro 261.856.
3.2 ESTABILIZACAO E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Flores e folhas de Acacia longifolia foram secas e estabilizadas a temperatura
ambiente. O material vegetal foi moido e armazenado em recipientes hermeticamente
fechados e ao abrigo da luz e umidade.

3.3 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FLORES

No preparo do extrato etandlico, foram utilizadas 150 g de material. Este foi
submetido a uma extracdo por refluxo com 5 litros de etanol, por 6 vezes consecutivas
de 20 minutos de ebulicdo. A cada término de refluxo o extrato foi filtrado e o liquido
concentrado em evaporador rotatério. No final dos 6 refluxos, os filtrados concentrados
foram reunidos, resultando em um volume final de 125 mi.

O filtrado concentrado permaneceu no freezer por 24 horas, havendo formacao
de um precipitado, o qual foi filtrado e reservado.
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3.4 SEPARACAO LIQUIDO - LiIQUIDO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FLORES

O extrato etandlico das flores, apds concentragao e eliminagéo do alcool, passou
por um processo de particao, com solventes organicos imisciveis em agua, em
polaridade crescente; hexano, cloroférmio e acetato de etila.

Assim foi realizada uma particao liquido - liquido em funil de separagdo com o
extrato etandlico, utilizando hexano até a exaustdo. Em seguida, o extrato foi
fracionado com cloroférmio em extrator liquido-liquido. Neste extrator o sifao apresenta
um alargamento no topo evitando o sifonamento do extrato, desta forma a extragao
ocorre de maneira continua, com o escoamento paulatino do cloroférmio. Neste
sistema a quantidade de cloroférmio utilizada no processo de extragao € menor que a
utilizada em funil de separagdo. No momento em que observou-se que o cloroférmio
permaneceu incolor, encerrou-se a extragao.

FIGURA 3 - EXTRATOR LiQUIDO - LiQUIDO

Extrato etandlico

Sifao alargado

Cloroférmio
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Em seguida o extrato etandlico foi fracionado em funil de separacdo com acetato
de etila até a exaustdo. Todas as fragdes foram concentradas em evaporador rotatério
até a secura.

Os extratos obtidos foram destinados aos ensaios alelopatico e antimicrobianos.
A fragcao AcOEt foi utilizada para o isolamento de substancias.

FIGURA 4 - ESQUEMA DE FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO DAS
FLORES

| 150 g de flores moidas

Refluxo com etanol, por 6 vezes de 20 min.

I Material filtrado I

Liquido concentrado

l Freezer por 24 horas
I Filtrado |

atanolico A

Extrator liquido - liquido

I Extragcdo com cloroférmio em
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3.5 ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS DA FRACAO ACETATO DE ETILA DAS
FLORES

A fracéo acetato de etila, foi submetida a CLAE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) semi-preparativa, equipamento Merck Hitashi (HPLC System Manager
Report) com modulo de interface D-7000; detector L-7450 DAD; bomba L-7100 com
quatro estagios gradientes; degaseificador de solvente L-7612, utilizando coluna
preparativa Lichrospher RRP 18,250 x 10 mm - 10 pm.

Uma solucao de 70 mg/ml do extrato AcOEt em metanol foi preparada e foram
aplicados 70 pl da solugéo por vez no aparelho, resultando 4,9 mg de extrato por
aplicacao. Durante 2 dias foram realizadas 20 aplica¢cdes, resultando num total de 1400
ul de solugéo injetados, e em uma massa utilizada de 98 mg de extrato AcOEt.

Os solventes utilizados para a separacao foram:

- Solvente A: Agua: Metanol ( 90:10)

- Solvente B: Metanol: Agua (90:10)

A vazao dos eluentes foi de 5 mi/min e o sistema gradiente linear empregado encontra-
se descrito na tabela 2:

TABELA 2 - SISTEMA GRADIENTE EMPREGADO NA CLAE

0-5,0 60,0 40,0
15,0 40,0 60,0
20,0 20,0 80,0

21,0 0,0 100,0



24

A faixa de detec¢do no ultravioleta foi de 210 a 450 nm, onde puderam ser
observados seis picos principais:

FIGURA 5 - PICOS PRINCIPAIS NO ULTRAVIOLETA

Absorbance Mode: NORMAL (2.0 AU) Absorbance Scale: Auto
Spectral Bandwidth: 7 nm Spectral Interval: 800 msec
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TABELA 3 - PRINCIPAIS FRAGOES SEPARADAS NO CLAE

Numero Tempo de Retengao
01 3,45
02 7,16
03 8,29
04 11,97
05 13,21

06 16,7
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As seis fragGes coletadas foram concentradas em evaporador rotatério até a
retirada completa do metanol. Apés as mesmas foram congeladas e liofilizadas.

FIGURA 6 - ESQUEMA DE ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS DA FRAGCAO AcOEt

| Fracao AcOEt flores |

I Solucao 70 mg/ml de metanol l
I 70 pul da solugao aplicados em CLAE semi-preparativa |

l Corrida de 25 min. |

I Seis picos detectados em de 210 a 450 nm |
I Seis fragoes coletadas |

| FragGes concentradas I
| Fracoes congeladas e liofilizadas .




26

3.6 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FRACAO ACETATO DE
ETILA DAS FLORES

Por meio de cromatografia em camada delgada em Silica Gel 60 Fys4, utilizando
duas fases moveis; AcOEt: agua: &ac. férmico (90: 05: 05) e AcOEt: MeOH: agua
(15:08:02) e dois reveladores; vanilina sulfurica e NEU, determinou-se que as fragbes
com tempo de retencdo 3,45 e 8,29 minutos apresentavam substancias ainda nao
relatadas na fragao AcOEt das flores.

A fragcdo com tempo de retencdo de 3,45 minutos apresentou apds liofilizagao
13,5 mg de um solido amarelo claro, e a fragdo com tempo de retencao de 8,29
minutos apresentou 9,5 mg de um sdlido amarelo escuro. Separou-se 1 mg de cada
composto para realizar andlise no ultravioleta segundo (MABRY; MARKHAM;
THOMAS, 1970), para verificar os deslocamentos provocados pelos reagentes:
NaOMe, NaOAc, NaOAc / H3BOg3, AICI3, AICI3 / HCI, na faixa de absorgcdo de 200 a 500
nm. Os espectros foram registrados em espectrofotdmetro UV/ visivel UV 1601 PC
Spectrophotometer Shimadzu.

O restante do material foi destinado a andlise espectroscopica de 'H RMN e '*C
RMN, realizados em equipamento Varian, freqiéncia de 300 e 75 MHz
respectivamente, utilizando como solvente metanol deuterado.

Apés andlise dos espectros de UV, '"H RMN e ®C RMN foi verificada a
impossibilidade da identificacdo da fracdo coletada em 3,45 min, e que o composto
AC3 (tempo de retencgao 8,29 min.) apresentava uma porcao osidica.

Sendo assim o composto AC3 foi submetido a uma hidrdlise, utilizando 30 ml de
HCI 10%, e deixando em refluxo por 30 minutos. Apés o resfriamento o liquido foi
lavado por 3 vezes de 15 ml, em funil separagdo, com solugdo de AcOEt: cloroférmio
(50:50), para extrair a genina. A fragao aquosa foi concentrada em evaporador rotatério
utilizando isopropanol como fator de reduc@o do ponto de ebulicdo da agua. Apés foi
realizada uma CCD em Silica Gel 60 Fzs4, utilizando a fase movel cloroférmio: MeOH
(60:40), amostras auténticas de glicose e galactose, a fase aquosa concentrada e

anisaldeido como revelador, para verificar qual o aguicar estaria ligado ao flavonéide.
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3.7 ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS
O estudo fitoquimico das folhas consistiu na pesquisa de dleo volatit e dos
principais grupos quimicos presentes.

3.7.1 PESQUISA DE OLEO VOLATIL
Para a pesquisa de dleo volatil foram utilizadas 200 g de folhas moidas. Estas

foram submetidas a extracéo por arraste de vapor d'agua em aparelho de Clevenger,
durante 6 horas.

3.7.2 PESQUISA DOS PRINCIPAIS GRUPOS QUIMICOS

Para o estudo dos principais grupos quimicos das folhas foi utilizada a marcha
sistematica de MOREIRA (1979) com algumas adaptagoes.

3.7.2.1 EXTRATO AQUOSO A 20%

Para o preparo do extrato aquoso 50 g de folhas foram macerados em 250 ml de

agua destilada em banho de &gua a 70°C por 2 horas, em frasco aberto.

O material foi filtrado e o liquido utilizado para a pesquisa de:

a) heterosideos antocianicos: sao pigmentos que se comportam como
indicadores &cido - base, variando de cor conforme o pH do meio. Para a
reacdo 15 ml do extrato aquoso foram distribuidos em trés tubos de ensaio,
um deles foi alcalinizado com NaOH a 10% e pH 10, outro acidificado com
HCI 10% a pH 1 enguanto o terceiro foi neutralizado. O desenvolvimento de
coloracao indica reacao positiva.

b) saponinas: os trés tubos anteriores foram agitados energicamente por 5
minutos, repousando por 30 minutos. O resultado é considerado positivo,
caso apds o repouso a espuma esteja em altura superior a 1 cm.

¢) taninos: os reativos utilizados para caracterizar foram cloreto férrico 1%
(forma coloragao azul quando positivo), solucdo de gelatina 2,5% (forma
precipitado), cloridrato de emetina 1% (forma precipitado), sulfato de ferro

amoniacal (coloragao azul) e acetato de chumbo (precipitado).
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3.7.2.2 EXTRATO ALCOOLICO A 20%

Para o preparo do extrato alcodlico 50 g de folhas foram macerados em 250 ml
de etanol em banho de agua a 70°C por 2 horas, em frasco aberto.

O filtrado concentrado permaneceu na geladeira por 24 horas, havendo
formacao de um precipitado, o qual foi filtrado e reservado.

O extrato hidroalcodlico das folhas passou por um processo de particao, com
solventes organicos imisciveis em agua, em polaridade crescente; hexano, cloroférmio
e acetato de etila. Assim foi realizada uma particdo liquido - liquido em funil de
separagdao com o extrato hidroalcodlico, utilizando hexano até a exaustao, seguido de
cloroférmio e acetato de etila.

Quatro extratos foram obtidos: hexano, cloroférmico, acetato de etila e
hidroalcodlico remanescente. Nestes extratos foram realizadas pesquisas de:

a) alcaldides: os reativos utilizados foram Mayer, Dragendorff, Bouchardat e

Bertrand, a formacéo de precipitado ou turvacao indica reacao positiva.

b) leucoantocianidinas: 10 ml de cada extrato foram reduzidos a 5 ml em
capsula de porcelana, foram adicionadas 5 gotas de HC! concentrado e
aquecido até a ebulicdo. O desenvolvimento de coloracao vermelha indica
reacao positiva.

¢) heterosideos flavonicos: 20 ml de cada extrato foram levados a secura e
recuperados e 5 ml de etanol, adicionou-se 200 mg de limalha de magnésio e
2 ml de HCI concentrado. O desenvolvimento de coloragbes amarelas,
vermelhas e violetas indicam rea¢éo positiva.

d) flavondides: 10 ml de cada extrato foram reduzidos a secura, ao residuo
foram adicionados 5 gotas de acetona e 30 mg da mistura de acido bérico e
oxalico (1:1), e apds 5 ml de éter etilico. A presenca de fluorescéncia no U.V.
(365 nm) indica a presenca de flavonéides.

e) cumarinas: em papel de filtro foram feitos 3 pontos de cada extrato, a 2
pontos foram adicionadas 1 gota de NaOH 1 N, uma destas manchas foi

coberta com papel aluminio, e o papel deixado em exposicdo no ultravioleta
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por 15 minutos. O aparecimento de fluorescéncia azul na mancha
alcalinizada e descoberta indica reagao positiva.

f) antraquinonas: foram reduzidos 5 ml de cada extrato a secura e recuperados
em 30 ml de etanol, adicionou-se 5 ml de H.SO4 a 10%, deixou-se por 30
min. em refluxo, seguido de filtragao. Apés esfriar, o filtrado foi extraido duas
vezes com éter etilico, foram adicionados 5 ml de solugdao de NH,OH. No
caso de reacao positiva ocorre o desenvolvimento de coloragéo rosea.

g) esterdides e ou triterpenos: 30 ml do extrato hexanico e cloroférmico foram
evaporados e recuperados em 5 ml de cloroférmio e em seguida filtrados.
Adicionou-se a 2 ml do filtrado 1 ml de anidrido acético e 2 mi de H,SO,
concentrado lentamente. A formagcdo de coloragdo rdsea, azul, verde ou
amarela indica reagao positiva.

3.8 ISOLAMENTO DA NARINGENINA

A presenca da flavanona naringenina em flores de Acacia longifolia foi descrita
por MARINI-BETTOLO e FALCO (1951), também por KERBER (1993) e por SILVA
(2001).

Por meio de cromatografia em camada delgada foi verificada a presenga de
naringenina nas fragdes cloroformio e AcOEt das flores. Procedeu-se entdao ao
isolamento para aplicagao no ensaio alelopatico.

Para isso foi preparada uma pastilha com 2 g de extrato acetato de etila das
flores, dissolvendo o extrato em metanol e incorporando em pequenas quantidades de
silica gel 60 (70 - 230 mesh). O liquido foi evaporado sob constante homogeneizacgéo e
leve aquecimento até a obtenc@o de um po fino e seco. Com a pastilha foi realizada
uma cromatografia em coluna (30x3 cm), com 40 g de silica gel 60 (70 - 230 mesh),
utilizando como solvente inicial AcOEt, seguido de AcOEt: ac. férmico: dgua (98:01:01)
até o gradiente AcOELt: &c. férmico: agua (20: 40: 40). Foram coletadas 115 fragGes de

10 ml. Nas fragdes 3 a 7 ocorreu a formacao de cristais na parede do frasco, os quais
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por meio de CCD, utilizando amostra auténtica de naringenina, duas fases moveis;
cloroférmio: AcOEt: ac. formico (5: 3: 1) e AcOEt: MeOH (4:1) e dois nebulizadores;

vanilina sulfurica e NEU, foram identificados como cristais de naringenina.

FIGURA 7 - ESQUEMA DE ISOLAMENTO DA NARINGENINA

2 g de extrato AcOEt das
flores

Pastilha

Cromatografia liquida
Silica gel 60 (70-230 mesh)
Sistema eluente AcOEt: ac. féormico: agua

l 115 fragdes |

Fracoes 3-7 reunidas
CCD presenca de naringenina
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3.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

3.9.1 TESTE DO CRESCIMENTO

Para o ensaio foram utilizadas sementes de Lactuca sativa, popularmente
conhecida como alface, classe fiscalizada, cultivar Baba e com 99% de germinagéo
detectados por meio de teste padrao de germinacéo.

Foram utilizadas sementes de Lactuca sativa, de acordo com as recomendacgdes
bibliograficas mais usuais para o teste. As sementes referidas sao pequenas e com
grande area superficial, viabilizando o processo de germinag¢do, nao requerendo
nenhuma manipulagéo. Outras sementes poderiam ser utilizadas para o mesmo tipo de
ensaio, como as de tomate, trigo, arroz e sorgo, entre outras.

Folhas de papel Whatman numero 6 colocadas em placa de Petri, foram
embebidas com 1 ml das solu¢gbes de naringenina e dos exiratos das flores e folhas,
conforme concentragdo demonstrada abaixo:

TABELA 4 - CONCENTRAGAO DAS FRACOES SUBMETIDAS AO TESTE DE
CRESCIMENTO

0,005 0,005 0,01 0,005 0,005
0,01 0,01 0,02 0,01 -
0,02 0,04 0,04 0,02 -
0,05 0,07 0,08 0,05 -

O conjunto foi submetido a secagem em estufa a 40 °C de temperatura por um
periodo de 12 horas. Ap6s a evaporagao do solvente, os papéis de filtro
correspondentes a cada diluicao foram colocados em caixas Gerbox.
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Na sequéncia foram adicionados 3 ml de agua destilada e distribuidas 25

sementes em cada caixa, respectivamente em 4 repeticdes consecutivas.

FIGURA 8 - CAIXA GERBOX COM 25 SEMENTES

Apds a semeadura, as caixas Gerbox foram submetidas a condigdes ideais em
um germinador Mangelsdorf, marca Biomatic, previamente regulado a uma temperatura
de 17°C, com limites minimo 16,8 °C e maximo de 17,2°C. Nao foi necessario
fotoperiodo, uma vez que nao ha exigéncia da espécie.

Em paralelo houve a germinagao de 25 sementes nas mesmas condi¢cdes, como
controle. Todos os ensaios foram realizados em 4 repeticées consecutivas.

Decorridos 7 dias, foi realizada a leitura em papel milimetrado dos comprimentos

da radicula (origina a raiz) e do hipocétilo (origina o caule) respectivamente.

FIGURA 9 - CAIXA GERBOX APOS 7 DIAS DE GERMINAGAO
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3.9.2 TESTE DE GERMINACAO

Para a andlise da atividade alelopética, além do teste de percentagem de
crescimento foi utilizado também o teste de germinacao. Neste ensaio, foram
verificadas diariamente quantas sementes germinaram na presenga do extrato ou da
substdncia em andlise, em comparagado com um controle contendo somente agua.
Desta forma, averiguou-se se o extrato inibe ou estimula a germinagao das sementes.

No experimento foram realizadas 4 repeticdes consecutivas com 25 sementes
de Lactuca sativa . O mesmo procedimento de preparo e incubagao utilizado no teste
de percentagem do crescimento foi realizado. Em paralelo promoveu-se a germinagéo
de 25 sementes nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade, como controle.

Utilizou-se 1 ml das solugGes de naringenina e dos extratos das flores e folhas,
conforme concentragdes respectivas abaixo:

TABELA 5 - CONCENTRAGCAO DAS FRAGOES SUBMETIDAS AO TESTE DE
GERMINACAO

0,005 0,005 0,01 0,005 0,005
0,01 0,01 0,02 0,01 -
0,02 0,04 0,04 0,02 -
0,05 0,08 0,08 0,05 -

Diariamente, durante o periodo de 5 dias consecutivos, foi realizada a leitura da
germinagao nas respectivas concentragoes dos extratos, da naringenina e do controle.

Os resultados foram submetidos a andlise de acordo com a germinagao do
grupo controle.



FIGURA 10 - ESQUEMA DE AVALIAGAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

| Preparar as solugdes dos extratos |
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3.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para a avaliacao da atividade antibacteriana das folhas de Acacia longifolia foi
utilizado o método da difusdo em gel. Extratos da planta foram incorporados em discos
de papel, e foi verificada a inibigdo sobre o crescimento de Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11129) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC

9027) pela formagao de halo de ndo crescimento ao redor dos discos impregnados.

3.10.1 PREPARO DOS EXTRATOS

Para o preparo do extrato bruto etandlico, 100 g de folhas de Acacia longifolia
foram maceradas por 7 dias em 300 ml de etanol. Ap6s o material foi filirado e o liquido
concentrado em evaporador rotatério até secura.

Outro extrato destinado a particao foi preparado, 150 g de folhas de Acacia
longifolia foram maceradas por 7 dias em 400 ml de etanol. O material foi filtrado e 0
liquido concentrado a 70 ml. O filtrado permaneceu na geladeira por 24 horas, formou-
se um precipitado que foi filtrado e reservado. Apés o extrato etandlico passou por um
processo de particdo realizado em funil se separagdo com a sequéncia de solventes:
hexano, cloroférmio, AcOEt. Todas as fragbes obtidas foram concentradas em

evaporador rotatoério, inclusive o extrato etanélico remanescente.

3.10.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

Na primeira etapa do estudo antimicrobiano foram testadas cinco concentragbes
dos extrato bruto etandlico nas trés cepas bacterianas. Verificada a presenca de halo
de inibigdo em Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, foram testadas as
fracGes precipitado, hexano, cloroférmio, AcOEt e extrato etandlico remanescente.
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O extrato bruto etandlico foi dissolvido em etanol, 0,1 g em 8 ml de solvente, 10,
20, 40, 80 e 160 pl desta solugao foram impregnados em discos de papel estéreis,
resultando respectivamente em 125, 250, 500, 1000 e 2000 pg por disco.

As fragcbes precipitado, hexano, cloroférmio, AcOEt foram dissolvidas em etanol
e extrato etandlico remanescente foi dissolvido em etanol 70%. A concentragdo em
cada fragao por disco foi de 1000 pg.

Discos de controle dos solventes foram preparados impregnando 80 ul de etanol
e etanol 70%. Os discos contendo os extratos, fracGes e controle de solventes

permaneceram em camara de fluxo laminar até secagem completa dos liquidos.

3.10.3 PREPARO DO INOCULO

As cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC
11129) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) foram repicadas em agar Mueller
Hinton e incubadas a 35 °C por 24 horas.

Uma suspensa@o de cada bactéria foi preparada em 10 mi de salina estéril
comparando-se com a turbidez do tubo nimero 5 da escala Mac Farland (0,5 ml de
BaCl; a 1% em 9,5 ml de H.SO, a 1%).

Um Swab estéril foi merguihado na suspensao bacteriana, retirou-se o excesso
de liquido pressionando o Swab contra as paredes do tubo.

O Swab foi esfregado na superficie de cada placa de Petri contendo o meio agar
Mueller Hinton em varias diregdes.
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3.10.4 TESTE DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os discos impregnados com o extrato bruto etandlico nas cinco concentragdes
foram colocados com o auxilio de um pinca estéril nas placas inoculadas com as
bactérias. No centro de cada placa foi colocado um disco de cloranfenicol 30 pug como
controle positivo de inibi¢cao.

Os testes foram realizados em ftriplicata para cada microorganismo. As placas
foram incubadas na estufa a 35 °C por 24 horas. Apés este periodo as placas foram
retiradas da estufa e os halos de inibicdo foram medidos.

Verificada a presenga de halo de inibicao nas placas contendo Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, foi realizado novo ensaio com os discos com as
fracOes precipitado, hexano, cloroférmio, AcOEt e extrato etandlico remanescente,
incubando as placas na estufa a 35 °C por 24 horas.

Foram realizados controle de esterilidade do meio e dos discos de papel.

Também foram realizados para cada microorganismo controle dos solventes utilizados.
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3.11 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para avaliar a atividade antifungica dos extratos acetato de etila das flores e
extrato bruto etandlico das folhas de Acacia longifolia foi utilizado o método de
incorporagao dos extratos em meio de cultura BDA agar batata dextrose adaptado de
AUER & BETTIOL, 1986 e de STANGARLIN et al,1999. O ensaio foi realizado no
sentido de avaliar o efeito dos extratos sobre o crescimento micelial de isolados de
Fusarium oxysporum (café), Colletotricum acutatum (morango), Cylindrocladium
spathulatum (erva-mate). Estes fungos sao considerados fitopatogénicos em diversas
culturas econémicas.

O Fusarium oxysporum é um fungo fitopatogénico para diversas culturas, como
banana, maca, tomate, flores ornamentais entre outras, causando muito prejuizo na
agricultura mundial.

O Colletotricum acutatum é o agente causador da antracnose em culturas de
morango, provocando pontos castanhos nos frutos e necrose das raizes.

O Cylindrocladium spathulatum é o agente causador da pinta-preta em culturas

de erva-mate, provocando manchas foliares e queda das folhas.

FIGURA 11 - MORANGO COM ANTRACNOSE

Fonte:http://strawberry.ifas.ufl.edu/plantpathfiles/diseaseqallery.htm#Collet
otrichum%20acutatum



http://strawberrv.ifas.ufl.edu/plantpathfiles/diseaseqallery.htm%23Collet
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3.11.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Para o ensaio foram utilizados a fracdo AcOEt das flores e o extrato bruto
etandlico das folhas, 0 mesmo utilizado na avaliagao da atividade antibacteriana.

Foram dissolvidos 500 mg da fracao AcOEt das flores e do extrato bruto
etandlico das folhas em 500 ml de agua destilada, obtendo-se uma concentragao de

1000 ppm para cada.
3.11.2 TESTE DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

O meio BDA foi incorporado nesta diluigdo, o conjunto foi autoclavado a 120°C e
1 atm por 15 minutos. Apds o meio foi vertido em placas de Petri estéreis de 15 cm de
diametro em camara de fluxo laminar.

Para avaliar possivel contaminagao microbiolégica do meio, este foi incubado a
25 °C por 48 horas. Passado este periodo, verificado que ndo houve contaminacéo
microbiana, foram colocados no centro das placas discos de micélio de 5 mm de
didmetro retirados de culturas puras de 7 dias de idade dos fungos Fusarium
oxysporum, Colletotricum acutatum e Cylindrocladium spathulatum. As placas foram
vedadas com filme plastico.

As placas com Fusarium oxysporum e Colletotricum acutatum foram incubadas
por 24 °C no escuro e as contendo Cylindrocladium spathulatum a 22 °C, também no
escuro.

Para o controle foi realizada a cultura dos fungos em meio BDA, sem extrato,
nas mesmas condi¢cdes para cada patégeno. Foram realizadas 7 repeti¢des para cada
fungo com os extratos no meio BDA e 7 repetigbes contendo o fungo e o meio BDA.

A leitura foi realizada quando o crescimento micelial atingiu quase a totalidade
do meio de cultura. A avaliagdo foi feita medindo-se o didmetro de crescimento (média

de duas perpendiculares) de cada placa. Comparou-se as medidas do controle com as
dos extratos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FRAGAO ACETATO DE
ETILA DAS FLORES

4.1.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA PRESENTE NA FRACAO AC3

Na CLAE semi-preparativa realizada com a fracao acetato de etila das flores de
Acacia longifolia, foi isolada a substancia AC3 com o tempo de retencao 8,29 min.

Para a identificacdo da substancia foram realizados espectros de ressonancia
magnética nuclear de 'H e °C e de absorcéo no ultravioleta com uma solucéo de 1
mg/100ml em MeOH, segundo MABRY, T. J.; MARKHAN, K. R.; THOMAS, M. B.,
1970, aonde foram verificados os deslocamentos provocados pelos reagentes: NaOMe,
NaOAc, NaOAc / H3BOs, AICI3, AICI; / HCI, na faixa de absor¢cao de 200 a 500 nm. A
tabela abaixo apresenta as principais absor¢des da solugao metandlica da substancia
AC3 e o resultado da adi¢ao dos reativos:

TABELA 6 - PRINCIPAIS % NO ESPECTRO DE UV DA SUBSTANCIA AC3

MeOH 274, 406
NaOMe 281, 341, 454
AICl3 287, 317, 446
AICIz/HCI 276, 317, 402
NaOAc 324, 406

NAOACc/H3BO; 282, 328, 426
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O espectro de UV em metanol (fig.73) com A max. a 406 nm (log &= 4,37) e
ombro em 274 nm (log &= 3,86) indica a presenca de flavondide tipo aurona, pois a
banda de absorcdo méxima para auronas ocorre na regiao de 370 - 430 nm. Isto
também se confirma pela presenca de um sinal simples a 6,65 ppm no espectro de 'H
RMN correspondente ao préton na posicao 8 (fig. 14). Em outros tipos de flavondides
com préton de ligacao dupla como as isoflavonas e as flavonas a regido é em torno de
7,50 ppm e abaixo de 6,50 ppm (respectivamente).

O deslocamento batocrédmico 48 nm provocado pela adicao de NaOMe (fig.15)
indica a presenca de hidroxila em C6 e C4'. O deslocamento batocrémico de 44 nm
pela adicao de AICl; com retorno a posigao original pela adicdo de HCI a esta solugao
indica a presenga de grupamento orto-di-hidroxi no anel B. O deslocamento
batocrémico de 20 nm pela adicdo de NaOAc/HzBO; a solugao metandlica também
confirma a presenca de grupamento orto-di-hidroxi no anel B.

A presenca de um dubleto a 6,82 ppm (J = 8 Hz) fig. 16, um dubleto a 7,50 ppm
(J =1 Hz) e um duplo dubleto a 7,20 ppm (J = 1, 8 Hz) confirma a existéncia de dois
substituintes em orto no anel B, sendo que os trés prétons estao, dois em orto (J=8
Hz, H5' e H6") e o terceiro préton H2' encontra-se em posicdo meta ao préton H6'(J = 1
Hz).

O congestionamento de sinais entre 3,40 e 3,60 ppm, o duplo dubleto a 3,75
ppm (J = 12, 2 Hz), o dubleto a 3,90 ppm (J = 12 Hz) e o dubleto a 5,00 ppm (J=7,5
Hz) indicam a presenca de uma porgao osidica. A presencga de dois singietos em 6,30
e 6,35 ppm indicam prétons em 5 e 7 os quais, embora devessem apresentar-se como
dubletos com J ~ 1 Hz, acoplamento em meta, surgem como sinais ligeiramente
alargados. A Unica forma de que estes sinais surgissem como singletos simples seria
se estivessem em p porém, neste caso, surgiriam entre 7 e 8 ppm (segundo MABRY;
MARKHAN; THOMAS, 1970). A auséncia de sinal indicando a presenca de um préton
na posi¢céo 4 indica que a porg¢ao osidica ocupa esta posicao.
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Por meio da hidrdlise da aurona, e posterior andlise por cromatografia em
camada delgada, utilizando amostras auténticas de glucose e galactose, foi verificada a
presenca desta ultima.

Sendo assim, propde-se que a aurona em questao trata-se da 4-O-galactosil
aureusidina. A presenca deste flavondide nunca havia sido mencionada em flores de
Acacia longifolia.

FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DO 4-O-GALACTOSIL AUREUSIDINA

HO OH

HO 0O

O-Gal ©
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A tabela 7 relaciona os valores dos espectros de RMN de 'H e °C, da 4-O

galactosil aureusidina

TABELA 7 - : DADOS DE ESPECTRO DE RMN DE 'H e "°C

2 148,01
3 182,2
3a 149,35
4 171,81
5 6,30 bs 99,48
6 170,07
7 6,35 bs 94,12
7a 167,66
8 6,65s 113,96
1 125,46
2 7,50d 1 118,86
3 146,84
4 158,19
5 6,82d 8 116,80
6 7,20 dd 1,8 126,30
17 5,00d 7,5 101,82
2 3,40-3,60 m 78,52
3” 3,40-3,60 m 77,43
4 3,40-3,60 m 74,25
5” 3,40-3,60 m 71,32
6" a 3,75 dd 12,2 62,49

6" B 3,90 d 12 62,49




No espectro de correlagao H-C tipo HMQC, os carbonos, 5 e 7, do anel A,
correspondem a 99,48 e 94,12 ppm. O carbono 8 (=CH-) corresponde a 113,96 ppm, e
os carbonos do anel B, 2’, 5, 6’ correspondem aos valores 118,86, 116,80 e 126,30,
respectivamente.

De acordo com AGRAWAL & RASTOGI, 1981, quando a posi¢ao 4’ do anel B
esta com uma OH presente, as posi¢oes 7 a, 3 a, 3, 2, 1" e 4, podem assumir os
valores de carbono de 167,66, 149,35, 182,2, 148,01, 125,46, 158,19, respectivamente.
O valor do carbono da carbonila em 182,2, confirma que o composto em questao é uma
aurona.

Segundo SEABRA et al., 1997, a posicao 3’ pode assumir valores em torno de
146,84.

Os valores de carbono em torno de 148 ppm para a posicdo 2, normalmente
indicam uma E-aurona, porém nestes casos o valor de carbono da posicdao 8 (=CH-),
aumenta em torno de 10 ppm, resultando valores entre 119 a 122 ppm. Na aurona em
questéao o valor da posigao 8 pelo espectro de correlagao de H-C HMQC, corresponde a
113,86, indicando que possivelmente trata-se de uma Z-aurona. A maioria das auronas
apresentam configuracdo Z-oleofina (PELTER; WARD; HELLER, 1979) (SIMOES et al.,
2000).

Os valores 101,82, 78,52, 77,43, 74,25, 71,32 e 62,49 correspondem aos
carbonos 17, 27, 3°, 4”, 5” e 6” do aglcar, respectivamente. Pelo espectro de correlagao
H-C HMQC, observa-se que existem seis pontos na regido correspondente ao agucar,

indicando a presenca de apenas um tipo de aglcar na estrutura.

Os valores 54,95 e 54, 84 ppm, correspondem a metoxila do metanol utilizado,
nao fazendo parte da estrutura do composto.



FIGURA 15 - ESPECTROS DE ABSORCAO NA LUZ UV DA SUBSTANCIA AC3
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FIGURA 14 - ESPECTRO DE 'H RMN DA SUBSTANCIA AC3
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE *C RMN DA SUBSTANCIA AC3
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FIGURA 16 - ESPECTRO DE CORRELACAO H-C TIPO HMQC
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4.1.2 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA PRESENTE NA FRACAO ACH

Na CLAE semi-preparativa realizada com a fragao acetato de etila das flores de
Acacia longifolia, foi isolada uma mistura de substéancias na fragdo AC1 com o tempo
de retencao 3,75 min.

A CCD da fracdo apresentou uma mancha amarela principal no visivel e mais
duas manchas com leve fluorescéncia no UV 365 nm.

Apés a andlise do espectro de 'H RMN de (fig. 17), foi verificado que os
compostos contaminantes apresentavam-se em elevada quantidade, impedindo a
identificacéo da substancia.
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE 'H RMN DA FRACAO AC1
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4.2 ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS

4.2.1 PESQUISA DE OLEO VOLATIL

A extracéo das folhas por arraste de vapor d'agua em aparetho de Clevenger,

apo0s o periodo de 6 horas, apresentou apenas tracos de 6leo.

4.2.2 PESQUISA DOS PRINCIPAIS GRUPOS QUIMICOS
4.2.2.1 EXTRATO AQUOSO A 20%

Os resultados obtidos para o estudo das substancias presentes no extrato

aquoso seguem na tabela abaixo:
TABELA 8 - RESULTADOS DA ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO

Heterosideos Antocianicos negativo
Saponinas positivo
Taninos
cloreto férrico 1% positivo
gelatina 2,5% positivo
cloridrato de emetina 1% positivo
sulfato de ferro amoniacal positivo

acetato de chumbo positivo
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4.2.2.2 EXTRATO ALCOOLICO A 20%

Os resultados obtidos para o estudo das substincias presentes no extrato
alcodlico seguem na tabela abaixo:

Alcalbdides

Fracao hidroalcodlica remanescente positivo para Bouchardat

demais fracGes negativo

Leucoantocianidinas
fracao AcOEt positivo

demais fragoes negativo

Heterosideos Flavénicos
Fracdo hidroalcodlica remanescente positivo

demais fracbes negativo

Teste oxalico: bérico (flavonodides)

todas das fragées negativo

Cumarinas

todas das fragoes negativo

Esterdides e/ ou triterpenos
fragcdo hexano positivo

todas das fragdes negativo

Antraquinonas

todas das fragdes negativo
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

4.3.1 TESTE DO CRESCIMENTO

Apds o periodo de 7 dias de germinacao, as caixas Gerbox foram retiradas do
germinador e procedeu-se a medida do tamanho da radicula e do hipocdtilo da
plantula. Foi realizado um célculo percentual das medidas dos extratos comparando as
do controle.

A fragdo hexano na concentracéo de 0,005 g/ml estimulou o crescimento em 3%
da radicula e inibiu em 34% o crescimento do hipocétilo. Na concentracao de 0,01 g/ml
estimulou em 3,8% o0 crescimento da radicula e inibiu em 42% o crescimento do
hipocétilo. Nas concentractes de 0,02 e 0,05 g/ml, os efeitos se igualaram, ocorreu
uma inibicao de 25% no tamanho da radicula e de 42% no tamanho da radicula, (fig.
18).

Na fragcdo cloroférmio a menor concentracdo 0,005 g/ml inibiu 52% do
crescimento da radicula e 15% do crescimento do hipocétilo. Na concentracao de 0,01
g/ml a inibicao da radicula permaneceu em 52% e a do hipocétilo aumentou para 60%.
Na concentracdo de 0,04 g/ml a inibicdo do hipocétilo permaneceu em 60% e a da
radicula subiu para 81%. Na concentragéo de 0,07 g/ml ndo ocorreu germinagéao, (fig.
18).

A naringenina, um flavondide presente em elevada concentracdo na fragao
cloroférmio, apresentou na concentracao de 0,005 g/ml uma inibicao no crescimento da
radicula de 11% e de 26% para o hipocétilo, (fig. 18).

A concentracdo 0,01 g/ml do extrato AcOEt estimulou 1,6% do crescimento da
radicula e inibiu 50% do crescimento do hipocétilo. Na concentragdao de 0,02 g/ml
ocorreu inibicdo de 22% no crescimento da radicula e de 63% no crescimento do
hipocétilo. Na concentragdo de 0,04 g/ml a inibicdo do hipocétilo permaneceu em 63%
e a inibicao da radicula aumentou para 40%. Na concentragao de 0,08 g/ml a inibigcao
do crescimento da radicula foi de 62% e do hipocétilo 71%, (fig. 19).
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O extrato das folhas na concentragcéo de 0,005 g/ml n&o alterou o crescimento
da radicula, porém inibiu 23% do crescimento do hipocétilo. Na concentracéo de 0,01
g/ml houve inibi¢do de 3,1% no crescimento da radicula e de 26% no crescimento do
hipocétilo. Na concentragéo 0,02 g/ml ocorreu inibicdo de 20% no crescimento da
radicula e de 33% no crescimento do hipocétilo. Na concentragdo de 0,05 g/ml a
inibicdo da radicula permaneceu em 20% e a do hipocétilo aumentou para 50%, (fig.
19).

Portanto, todos os extratos demonstraram influenciar o crescimento da plantula.
A fragcdo hexano e o extratos das folhas apresentaram um efeito menos pronunciado
quando comparado com as fragdes AcOEt e cloroférmio. Destas, a fragcdo cloroférmio

mostrou-se mais eficaz sobre a inibicado do crescimento da radicula e do hipocétilo.



FIGURA 18 -
CLOROFORMIO
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FIGURA 19 - PERCENTUAL DE CRESCIMENTO FRAGCAO AcOEt E EXTRATO
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4.3.2 TESTE DA GERMINACAO

Durante o periodo de 5 dias, foi verificado o numero de sementes que
germinavam diariamente. Foi observado no final deste periodo se os extratos
apresentaram efeito sobre a germinacao. As sementes utilizadas como controle
germinaram 100% em 24 horas.

A fracao hexano e o extrato das folhas nao demostraram efeito sobre a
germinacao das sementes.

A fragcdo AcOEt, no periodo de 5 dias, na concentracao de 0,08 g/ml apresentou
um atraso na germinacao. No primeiro dia germinaram 51% das sementes, enquanto
nas concentracdes menores, no mesmo periodo a germinacao foi de 90%, (fig. 22).
Decorridos 5 dias, na concentracéao de 0,08 g/mi, 92% das sementes germinaram.

Na fragdo cloroféormio todas as concentragcdes demonstraram variagdo do
nimero de sementes germinadas, (fig. 20). No primeiro dia as sementes com
concentra¢goes menores 0,005 e 0,01 g/ml germinaram respectivamente 70 e 56%, no
final do periodo quase a totalidade das sementes germinaram. Nas concentracbes
maiores ocorreu uma forte inibicao da germinacdo. Na concentragdo de 0,04 g/ml, 36%
das sementes germinaram no ultimo dia, e ha concentragdo de 0,08 g/ml apenas 17%
das sementes germinaram.

A naringenina, susténcia presente na fragdo cloroférmio, na concentragdo de
0,005 g/mi, nao apresentou variagao na germinacdo das sementes durante os 5 dias,
(fig. 21), enquanto a fragéo cloroférmio na mesma concentragio inibiu a germinagao no
primeiro dia em 51%, indicando que a naringenina nao é a responsavel pela inibicao da
germinacéao na fragcao cloroférmio.



FIGURA 20
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20 - PERCENTUAL DE GERMINAGAO FRACAO HEXANO E
CLOROFORMIO
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FIGURA 21 - PERCENTUAL DE GERMINACAO FRACAO AcOEt E EXTRATO
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4.3.3 DISCUSSAO GERAL DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Utilizando andlise de variancia, determinou-se que as menores concentracoes
da fracao hexano, 0,005 e 0,01 g/ml apresentam o mesmo efeito sobre o crescimento
da radicula e do hipocétilo, e as maiores 0,02 e 0,05 g/ml demonstram efeitos
diferentes, mas nao significativos para inibir o crescimento da radicula e do hipocétilo.

Na fracao cloroférmio a analise de variancia demonstrou que todas as fragdes
utilizadas apresentam efeitos diferentes sobre o crescimento da radicula e do
hipocétilo, indicando que o aumento da concentragéo inibe o crescimento de ambos,
apresentando um elevado efeito alelopatico na concentracao de 0,04 g/ml, e inibindo
totalmente o crescimento na concentragao de 0,07 g/ml.

Na fragdo AcOEt a analise de variancia demostrou que todas as concentragtes
apresentam efeito diferente sobre ao crescimento da radicula. O aumento da
concentracéo inibe o crescimento da radicula. Em relagao ao crescimento do hipocétilo
as concentracoes 0,01, 0,02, e 0,04 g/ml apresentam o‘ mesmo efeito, inibindo o
crescimento. Na concentragdo de 0,08 g/ml foi verificado um efeito sobre a inibi¢cdo do
crescimento mais elevado que as demais.

O extrato das folhas demostrou nas menores concentragdes 0,005 e 0,01 g/ml o
mesmo efeito sobre o crescimento da radicula e do hipocétilo. As concentracdes 0,02 e
0,05 g/ml apresentam o mesmo efeito, nao significativo, sobre o crescimento da
radicula, porém demonstram um leve efeito inibindo o crescimento do hipocétilo.

Realizando uma regresséo foi verificado que as fragoes AcOEt e cloroférmio
apresentam efeito significativo sobre o crescimento da radicula e hipocétilo. A fragao
cloroférmio apresenta um potencial de inibicdo do crescimento superior ao da fragdo
AcOEt.

Comparando a fragao cloroférmio na concentragao de 0,005 g/mi e naringenina
0,005 g/ml, utilizando o teste ‘t’ de Student, foi verificado que naringenina apresenta
maior efeito sobre a inibicdo do hipocétilo que a fragcao cloroférmio. Porém a fragdo
cloroférmio apresenta maior efeito sobre a inibigcdo da radicula, indicando que o efeito
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inibitério da fragdo cloroférmio sobre a radicula se deve principalmente a outros
compostos presentes na fracdo e nao exatamente devido a naringenina.

Utilizando analise de co-variancia foi verificado que no teste de germinacao o
extrato das folhas, a fragao hexano e AcOEt, ndo apresentam efeito significativo sobre
a inibicdo da germinagao das sementes. Entretanto a fragao cloroférmio demonstrou
um potencial de inibicdo elevado, e realizando uma regressao com as concentracoes
da fragdo cloroférmio, foi verificada uma inibicao significativa das concentragdes 0,04 e
0,08 g/ml.

Realizando uma andlise geral pode-se perceber que as fracbes AcOEt e
cloroformio das flores demostraram elevado potencial alelopatico. A fracao AcOEt
apresentou forte inibicao sobre o crescimento da radicula e do hipocétilo de sementes
de Lactuca sativa. A fragao cloroférmio mostrou-se mais ativa que a AcOEt, atuando
sobre a germinagéo e o crescimento da radicula e do hipocétilo de Lactuca sativa.

O efeito alelopatico demonstrado por estas fracbes pode ser devido aos
constituintes fendlicos, como cumarinas e flavondides presentes. Muitas espécies do
género Acacia apresentam acao alelopatica devido aos componentes fendlicos. Na
Acacia nilotica, o extrato das cascas apresenta atividade alelopatica, e os taninos sdo
considerados os agentes alelopaticos. Os 4&cidos vanilico, p-hidroxibenzdico,
protocatéquico, gentisico, p-cumarico, cafeico e ferllico, sdo os responsaveis pelo
efeito alelopatico de varias espécies de Acacias.

A inibicdo do crescimento da radicula pode implicar na diminuigdo de nutrientes
pela raiz, prejudicando o desenvolvimento e sobrevivéncia da planta. A inibicdo do
hipocédtilo pode ocasionar a formagdo de foliolos deficientes, dificultando a
possibilidade de realizar fotossintese, diminuindo também a sobrevida da planta.

Sendo assim a fragdo cloroférmio das flores de Acacia longifolia apresenta
elevada inibicdo na germinagdao de sementes e no crescimento da radicula e do
hipocétilo de Lactuca sativa, indicando possivel aplicagao como herbicida natural.

A busca de novos herbicida naturais € muito importante, pois o uso
indiscriminado de herbicidas tem resultado no aumento da resisténcia de plantas
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daninhas a algumas classes destes, tais como triazinas, dinitroanilinas, imidazolinonas

entre outros, bem como acarretando prejuizo ambiental e a saude humana.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Apds o periodo de 24 horas de incubacado as placas contendo as bactérias
pesquisadas foram retiradas da estufa. Verificou-se um clareamento ao redor dos
discos impregnados 1000 e 2000 pg (fig. 22), com o extrato bruto etandlico das folhas,
para os tratamentos com S. aureus e nos discos de 2000 pg (fig. 24). para os
tratamentos com P. aeruginosa. Evidenciando desta forma uma atividade
antibacteriana, devido a presen¢a de pequenos halos de inibigdo.

Para as amostras testadas com E. coli nenhum halo de inibi¢cao foi formado, (fig.
23), indicando que o extrato bruto etandlico das folhas de A. longifolia nas
concentracdes testadas nao apresenta atividade antimicrobiana sobre esta bactéria.

Verificada a presenca de halo de inibicdo nas placas contendo Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, foi realizado novo ensaio com os discos com as
fragcdes precipitado, hexano, cloroférmio, AcOEt e extrato etandlico remanescente, na
concentragdo de 1000 pg por disco, incubando as placas na estufa a 35 °C por 24
horas. Apds este periodo, foi verificada a presenca de halos de inibicao para as
amostras da fragdo AcOEt e extrato etandlico remanescente, para o tratamento com S.
aureus (fig. 25). O tratamento com Pseudomonas aeruginosa nao apresentou atividade.

Na tabela 10, o halo de inibicdo formado em cada bactéria por 30 ug de

cloranfenicol.

TABELA 10 - HALO DE INIBICAO DO CLORANFENICOL 30 ug SOBRE AS CEPAS

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 26

Escherichia coli (ATCC 11129) 23

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 13




TABELA 11- RESULTADOS DO TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO

EXTRATO BRUTO ETANOLICO

500

1000

2000

9,5

11,3

7,5

TABELA 12 - RESULTADOS DO TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO
EXTRATO FRACIONADO

Precipitado

Hexano
Cloroférmio
Acetato de etila

Extrato etandlico
remanescente

13,5

9,3
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FIGURA 22 - PLACAS COM S. aureus

Placa com extrato bruto etandlico Placa com controle dos solventes

FIGURA 23 - PLACAS COM E. coli

Placa com extrato bruto etandlico Placa com controle dos solventes

FIGURA 24 - PLACAS COM P. aeruginosa

Placa com extrato bruto etandlico Cloranfenicol e controle dos solventes



FIGURA 25- PLACAS COM O EXTRATO FRACIONADO

S. aureus

P. aeruginosa

66
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O halo de inibicao provocado pelo extrato bruto etandlico para S. aureus foi de
9,3 mm e 11,3 mm para 1000 e 2000 ug respectivamente (tab. 11). Para P. aeruginosa
na concentracao de 2000 pg, o halo de inibicao foi de 7,5 mm, (tab. 17), bem menor
que para S. aureus, indicando um maior efeito do extrato bruto etandlico sobre esta
ultima.

Nos extratos fracionados foi verificado que a fragao AcOEt apresentou halo de
inibicdo de 13,5 mm e o extrato hidroalcodlico remanescente apresentou halo de 9,5
mm (tab. 12). Isto indica que o efeito antimicrobiano do extrato se deve principalmente
a fragdo AcOEt. De acordo com o estudo fitoquimico realizado neste trabalho, a fracao
AcOEt possui elevado teor de polifendis. Sendo assim é possivel que a agao
antimicrobiana desta fracdo seja devido a estes grupamentos quimicos. O processo de
particédo realizado em funil de separacéo, nao garante uma separagédo uniforme dos
componentes, por isso a fracao AcOEt e o extrato hidroalcodlico remanescente,
apresentaram atividade antimicrobiana. O composto ou o grupo de compostos
responsaveis pelo efeito, estao presentes tanto na fragdo AcOEt quanto no extrato
hidroalcodlico remanescente, e em maior concentracdo na fragao AcOEt.

Muitas espécies do género Acacia apresentam atividade antibacteriana. Os
extratos aquoso e etandlico dos frutos de A. nilotica apresentam atividade contra cocos
Gram positivos e bacilos Gram negativos, e o extrato hexanico possui atividade contra
Candida albicans (MUSTAFA; TANIRA; NSANZE, 1999). O extrato das folhas
demonstra efeito antimicrobiano sobre Clostridium perfringens, sua acgao esta
correlacionada ao teor de taninos (polifendis) (SOTOHY; ISMAIL; MUELLER, 1995).

Nao foi verificado efeito dos extratos fracionados sobre o crescimento de P.
aeruginosa, indicando que as fragdes nas concentragdes testadas nao apresentam

atividade antibacteriana sobre este patdgeno.
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Poucas espécies do género Acacia possuem atividade antiflingica. A Acacia
nilotica apresenta efeito antimicrobiano sobre a levedura Candida albicans, e a sua
acao também como o Clostridium perfringens, esta relacionado ao teor de polifendis.

A fracdo AcOEt das flores, com elevado teor de flavondides, na
concentracao de 1000 ppm, apresentou um efeito significativo no crescimento do fungo
Fusarium oxysporum, inibindo 50% do crescimento micelial.

Para o Cylindrocladium spathulatum, patégeno da erva-mate o efeito do
extrato AcOEt das flores foi bem menos significativo, inibindo 16% do crescimento
micelial (tab. 13).

O extrato bruto etandlico das folhas na concentragdo de 1000 ppm
apresentou um potencial de inibicdo pouco significativo sobre os fungos Fusarium
oxysporum e Cylindrocladium spathulatum.

Os extratos testados n&do apresentaram agdo antifingica sobre o
Colletotricum acutatum, patégeno do morango. Ambos os extratos estimularam o
crescimento micelial do fungo. O extrato AcOEt estimulou 34,55% do crescimento em
relacao ao controle, e o extrato bruto etandlico estimulou 98,9%. Nestes casos os
extratos podem ter sido utilizados como fonte de carbono ou terem atuados como um

fator hormonal de crescimento.

TABELA 13 - RESULTADOS DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

AcOEt - 34,55 50 16

Bruto das Folhas -98,9 9,5 3,3
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5 CONCLUSAO

Em relacdo aos objetivos propostos por este trabalho, visando contribuir ao
estudo fitoquimico, alelopatico e antimicrobiano de Acacia longifolia (Andr.) Willd.,
algumas consideracdes podem ser feitas.

A fracdo AcOEt das flores, submetida a CLAE semi-preparativa, levou ao
isolamento e a uma proposta de identificacao de uma aurona, como sendo 4-O-
galactosil aureusidina. A presenca da mesma em flores de Acacia longifolia nunca
havia sido mencionada.

O estudo fitoquimico das folhas revelou a presenca de alcaldides, saponinas,
taninos, leucoantocianidinas, heterosideos flavonicos e esterdides.

A avaliag@o da atividade alelopatica dos extratos demonstrou que assim como
outras espécies de Acacias, a Acacia longifolia apresenta efeito alelopatico. A fracao
cloroférmio das flores apresentou elevado potencial alelopatico, inibindo a germinagao
das sementes e 0 crescimento da radicula e do hipocoétilo de Lactuca sativa. O
levantamento deste dado é muito importante, pois a agricultura moderna, utiliza
agrotéxicos prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana. Logo o estudo do
potencial alelopético pode vir a contribuir na busca de novos herbicidas, que nao
causem tamanho prejuizo.

» O extrato bruto etandlico das folhas nas concentracbes de 1000 e 2000 pg
apresentaram atividade antibacteriana sobre S. aureus, e na concentragcao de 2000 ng
sobre P. aeruginosa. Os extratos AcOEt e etandlico remanescente na concentracéo de
1000 pg inibiram o crescimento de S. aureus, porém nao alteraram o crescimento de P.
aeruginosa. Para as amostras testadas com E. coli nao ocorreu formacao de halo de
inibicao, indicando que o extrato bruto etandlico das folhas nas concentragdes testadas
n&o apresenta efeito antimicrobiano sobre este patégeno.

No ensaio da atividade antifingica na concentragdo de 1000 ppm o maior efeito
foi demostrado pela fracdo AcOEt das flores sobre o fungo Fusarium oxysporum,
inibindo 50% do crescimento micelial. Para o Cylindrocladium spathulatum nao houve
inibicéo significativa dos extratos, 16% de inibicao da fracdo AcOEt e 3,3% para o

extrato bruto etandlico das folhas. Para o Colletotrichum acutatum, ocorreu um
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processo de estimulo do crescimento, 34% de estimulo, para a fracdo AcOEt e 98,9%
para o extrato bruto das folhas.

Analisando todos os objetivos inicialmente propostos, verificou-se que Acacia
longifolia apresenta potencial alelopatico sobre sementes de Lactuca sativa e
antibacteriana sobre S. aureus. Mais estudos devem ser realizados afim de se

conhecer 0s componentes responsaveis pelos efeitos demonstrados.
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