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APRESENTACAO

O Brasil possui uma das floras mais ricas e diversificadas do mundo — quase 19%
da flora mundial. Nosso conhecimento sobre a diversidade, o cultivo e os beneficios
que as plantas, frutos e sementes podem proporcionar ainda séo incompletos. Dessa
forma ressaltamos a importancia de se continuar a explorar e conhecer o potencial que
a flora brasileira possui.

Nesse intuito o e —book Producéo e Controle de Produtos Naturais € composto
por 13 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
a flora brasileira. O leitor ira encontrar assuntos que abordam temas como a atividade
toxicologica de fungos, a composi¢cdo quimica, bioldgica, atividade antioxidante,
alelopatica, citotdxica, anticitotdxica, teor de fendlicos totais e teor de flavonoides totais
de plantas, além de fatores que podem ter influéncia sobre esses aspectos.

O e-book Producéao e Controle de Produtos Naturais também apresenta artigos
com intuito de orientagdo e incentivo ao uso, cultivo e manejo de plantas medicinais,
além de temas relacionados a Gestdo Ambiental e Sustentabilidade.

Diante da importancia de discutir a biodiversidade, os artigos relacionados neste
e-book, visam disseminar o conhecimento acerca da constituicao da flora brasileira e
promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera
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RESUMO: Metrodorea nigra € uma pequena
arvore tropical, endémica do Brasil pertencente
a familia Rutaceae. E uma planta muito comum
nos estados do Sudeste brasileiro. O Unico
estudo fitogimico desta espécie demonstrou
o isolamento e caracterizagdo de cumarinas,
alcaloides, lignanas, diidrochalconas e
esteroides, entretanto, até entdo nao haregistros
de atividade biolégica vinculada a esta espécie
na literatura. O extrato metandlico das folhas e
cascas de M. nigra, coletados na cidade do Rio
de Janeiro, foram obtidos via maceracéo estatica
com metanol, e, posteriormente, particionados

sucessivamente com diclorometano e acetato
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de etila. O extrato bruto, suas fracbes de
particdo e residuo hidroalcoodlico resultante,
foram submetidos a teste de agao antioxidante
com DPPH, quantificacéo do teor de fendlicos
e avaliacdo de sua atividade alelopatica sobre
o desenvolvimento de sementes de Lactuca
sativa (alface). Os resultados mostraram que a
particao em acetato de etila apresentou a maior
acao antioxidante (68,76 pug/mL) e concentracao
de substancias fenodlicas (55,15 pgEAG/mL)
dentre as amostras analisadas. Os ensaios de
acéo alelopatica avaliaram a capacidade do
extrato etandlico bruto, suas particoes e residuo
hidroalcodlico, em inibir o desenvolvimento
dos hipocoétilos e radiculas das sementes de
L. sativa durante o periodo de germinagao.
Quando comparadas aos hipocotilos, as
radiculas mostraram-se muito mais sensiveis a
acéo citotoxica do extrato e suas subfragdes,
sendo novamente a fracdo acetato de etila a que
mostrou maior inibicdo no desenvolvimento das
sementes. Os resultados sugerem que, tanto
a acao alelopatica, quanto a agcéo antioxidante
estdo diretamente relacionadas a concentracao
de fendlicos presentes nesta fragéo.

PALAVRAS-CHAVE: Metrodorea
Rutaceae, atividade antioxidante, alelopatia.

nigra,

ABSTRACT: Metrodorea nigra is a small tree
which belongs to Rutaceae family. It is a plant
of tropical climate, endemic of Brazil, and very
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common in the states of the Brazilian Southeast. Previous study of this plant reported
the isolation and characterization of coumarins, alkaloids, lignans, dihydrochalcones
and steroids from its leaves and stem bark’ but, so far, there are no reports of biological
activities for this species in literature. Methanolic extract from leaves of M. nigra, was
obtained by static maceration and subsequently partitioned with dichloromethane and
ethyl acetate. Both extract, the partitioning phases and the hydroalcoholic residue
were tested for their antioxidant capacity, the total phenolic content and the allelopathic
action over the growth of Lactuca sativa (lettuce) seeds. The results showed that the
ethyl acetate phase was the one with the biggest antioxidant activity (68,76 ug/mL) and
concentration of total phenolics (55,15 pgEAG/mL) among the tested samples. The
allelopathic assays evaluated the crude extract, its partitions and the hydroalcoholic
residue, ininhibit the development of the hypocotyls and rootlets of L. sativa seeds during
their germination period. When compared with the hipocotyls, the rootlets proved to be
much more sensitives to the cytotoxic action of the crude extract and its subfractions.
Once again, the ethyl acetate fraction showed the best results on inhibiting the seeds
development, suggesting that both the allelopathic and the antioxidant actions are
directly related to the high concentration of phenolics present in this fraction.
KEYWORDS: Metrodorea nigra, Rutaceae, antioxidant activity, allelopathy.

INTRODUCAO

O género Metrodorea pertence a familia Rutaceae, sendo um pequeno género
de plantas tropicais que compreende apenas 6 espécies, M. nigra, M. flavida, M.
concinna, M. maracasana, M. mollis e M. stipularis. Estas espécies estao distribuidas
por todo territorio brasileiro, onde apenas a Metrodorea flavida nao € endémica do
Brasil. A espécie Metrodorea nigra A. St. Hill, alvo deste estudo, &€ uma arvore de clima
tropical, endémica do Brasil, cujo tamanho pode variar entre 1,5 e 8 metros de altura.
No Brasil, a espécie esta distribuida desde o Sul do Piaui e Bahia, passando pelo
Maranhao e por todos os estados do Sudeste brasileiro até o norte do Parana (Figura
1). Pode ser encontrada nos biomas Caatinga, Planalto, Mata Atlantica e Cerrado,
sendo mais comum na Mata Atlantica e em florestas semideciduais do planalto (Pirani
et al., 2002).

A espécie possui diversos nomes populares, de acordo com o estado brasileiro
em que é encontrada, como por exemplo, carrapateiro (PR), vira-sareré (BA), caputuna
(MG), laranja selvagem, chupa-ferro e pitaguara (SP). A época de producao de flores
varia de setembro a fevereiro e dos frutos de junho a janeiro (Pirani et al., 2002).

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 3




MNordeste: Bahia, Maranhio e
Fiaui

Suwdeste: Espirito santo, Minas
Gierais, Sip Paulo e Rio de
Janeiro

Sul: Parani

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da espécie M. nigra nos estados do territério brasileiro.

Até entdo existe apenas um unico trabalho sobre estudos quimicos de Metrodorea
nigra descrito na literatura, desenvolvido por Muller e seus colaboradores em 1995.
Neste trabalho, Muller investigou a composicéo quimica dos frutos frescos, folhas e
cascas de M. nigra. No total, 5 substancias ,até entao inéditas na familia foram isoladas:
duas dihidrochalconas, duas cumarinas e um alcaloide furoquinolinico. Entretanto, até
a presente data, ndo ha qualquer relato na literatura de estudos que visem avaliar se
a espécie possui ou nao atividade biolégica (Muller et al., 1995).

Neste contexto, o presente capitulo visa contribuir com o conhecimento quimico e
biolégico da espécie, ainda pouco estudada, no que tange a descricéo de sua atividade
antioxidante, alelopatica e também na avaliagdo de seu teor de fendlicos totais.

Segundo Almeida et al., 2006, atividade antioxidante é a capacidade que uma
substancia possui de retardar a velocidade da oxidagcdo no meio reacional, podendo
utilizar para este fim, mais de um mecanismo, como estabilizacéo de radicais livres ou
a complexacdo com metais.

Souza, et al., 2007, define substancias antioxidantes como aquelas que, mesmo
em baixa concentracéo, em relacdo ao substrato oxidavel, retardam significativamente,
ou inibem por completo a oxidacao do substrato.

Tais substancias podem ser sintéticas ou naturais. Entre os antioxidantes de
origem natural mais comuns destacam-se o acido ascérbico (vitamina C), tocoferdis
(vitamina E), polifendis e carotenoides, como o [(-caroteno (Almeida et al., 2006;
Souza, et al., 2007).

O termo “alelopatia” é derivado das palavras gregas alleton (mutuo) e pathos
(prejuizo). Foi definida por Molish, em 1937, como qualquer processo envolvendo
metabdlitos secundarios produzidos por plantas, micro-organismos ou fungos que,
uma vez liberados no ambiente, estimulam ou inibem o desenvolvimento de outro ser
vivo, pertencente ou ndo a mesma espécie (Tigre, 2009, Pires et al., 2011).

A atuacao da alelopatia pode interferir direta ou indiretamente no processo de
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crescimento, germinacéo, reproducé@o e, em casos mais extremos, na sobrevivéncia
de outras plantas e microrganismos. Trata-se de um mecanismo de autopreservacao
que favorece o organismo produtor destas substancias ao minimizar a competicao com
outros seres vivos por espago, agua, luz, sais minerais ou quaisquer outros recursos
naturais essenciais para sua sobrevivéncia (Tigre, 2009).

Procedimento experimental:

Obtencao do extrato bruto e particoes de M. nigra:

O material vegetal, aproximadamente 1.200g de folhas e galhos de Metrodorea
nigra, foi coletado no Jardim Botanico do estado do Rio de Janeiro, em outubro de
2014, pelo professor Marcelo Trové (IB-UFRJ), que realizou a identificagao botanica.
Uma exsicata encontra-se depositada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro sob o codigo Marquete O. 606 (RB). Folhas e cascas foram separados entre
si, e submetidos a secagem em estufa sob circulagéo de ar a 40°C pelo periodo de 72
horas.

Apbsseco, o materialbotanicofoitriturado porum moinhodefacas, separadamente,
obtendo-se 104,58g do pé das folhas e 208,749 do pd das cascas. O pd das folhas foi
submetido a maceracao estatica a frio empregando-se 250ml de metanol a cada 24
horas de extracdo, até exaustao total do material. A completa eliminagao do solvente
de cada etapa de extracao foi feita por evaporador rotativo a vacuo, obtendo-se ao fim
do processo cerca de 19g de extrato metandlico bruto das folhas de M. nigra.

O extrato metanolico das folhas foi submetido a um processo de particéao liquido-
liquido. Inicialmente 5,776g do extrato metandlico das folhas foi solubilizado em 70 ml
de solugcao agua : metanol (7:3). Em seguida, a mistura foi filtrada e a parte soluvel
(4g) submetida a sucessivas particées liquido-liquido utilizando-se respectivamente
200ml de diclorometano e 200ml de acetato de etila, como solventes extratores. Tanto
as fases diclorometano e acetato de etila, quanto o residuo hidroalcodlico, obtido ao
fim do processo de particdo liquido-liquido, foram concentrados, obtendo-se 977mg,
127mg e 2,2g de massa, respectivamente.

O extrato metandlico bruto das folhas de M. nigra, e suas fracbes obtidas da
particdo em diclorometano, acetato de etila, além da fracéo hidroalcodlica resultante,
foram submetidos a testes de avaliacao de sua atividade alelopatica, antioxidante e de
seu teor de fendlicos totais.

Teste de avaliacao da acao alelopatica

O objetivo do teste de verificacdo de atividade alelopética foi verificar a
capacidade das substancias produzidas pelas folhas de Metrodorea nigra, em interferir
no desenvolvimento das sementes de outra planta, neste caso sementes de alface

(Lactuca sativa).
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O extrato bruto das folhas de Metrodorea nigra, bem como os extratos provenientes
de sua particdo em diclorometano, acetato de etila e o residuo hidroalcodlico resultante,
foram submetidos ao ensaio de atividade alelopatica contra sementes de L. sativa,
conforme metodologia descrita a seguir.

Os testes foram realizados em triplicata utilizando duas concentragbes, 500ppm
e 250ppm, para todas as amostras, com excecao do extrato bruto, que foi avaliado
também na concentracéo de 1.000ppm. Cada extrato foi fixado em uma matriz, neste
caso, rodelas de papel de filtro de 2,5cm de raio, dispostos dentro de placas de
petri destampadas, e deixadas para secar por 24 horas, para evitar degradacao das
sementes pelo contato com o solvente orgénico.

Apbs evaporacédo total do solvente e fixacdo da amostra no papel de filtro,
cada placa de petri recebeu 10 sementes de alface (Lactuca sativa) e 2,5mL de uma
solugéo contendo H,O0:DMSO 0,1% a fim de ressuspender a amostra. As placas foram
tampadas e acomodadas em uma camara de crescimento durante o periodo de 120
horas (5 dias) para germinacao e desenvolvimento das sementes.

Apoés este periodo, as placas contendo as sementes germinadas, foram levadas
ao congelador parainterrupcao do desenvolvimento das sementes, e la permaneceram
até o momento de sua leitura. A leitura das placas foi realizada retirando, uma por uma,
cada semente germinada, colocando-as sobre uma folha de papel milimetrado, onde
ocorreu a medicédo do hipocotilo (caule embrionario) e radicula (raiz embrionaria) de
cada unidade.

Os valores obtidos apdés a medi¢cao do hipocétilo e radicula de cada semente
germinada, foram entdo analisados por um software de tratamento de dados estatisticos
para avaliacao dos resultados de inibicao do crescimento.

Determinacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH:

O método utilizado neste ensaio foi adaptado dos métodos descritos por Scotti
et al. (2007), e Nascimento et al. (2011). Este método baseia-se na avaliagdo da acéao
antioxidante (AAO) da amostra, através da reacao de estabilizacdo do radical 2,2-difenil-
1-picrilidrazila (Figura 2(A)), de coloragao violeta. A estabilizacdo deste radical, ocorre
apenas quando em contato com substancias antioxidantes presentes na amostra, e da
origem ao 2,2-difenil-1-picrilidrazina (Figura 2 ), de coloragdo amarela.
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Figura 2: Reacéo radicalar de estabilizacédo do DPPH (A).

O ensaio se iniciou através da preparacao de solucbes metandlicas das amostras
nas concentra¢des 700, 350, 280, 140, 70, 28 e 14 ug/mL, que, ao fim das diluicdes
realizadas durante o procedimento, corresponderiam as concentragcoes de 500, 250,

200, 100, 50, 25 e 5ug/mL, respectivamente.
As amostras utilizadas neste procedimento foram o extrato bruto das folhas

de M. nigra, e suas fracbes em diclorometano, acetato de etila e também a fracao

hidroalcoolica resultante do fim da particéo.

Foram preparadas 4 microplacas de 96 pocos, para receber, cada uma, as

amostras a serem testadas, ja nas concentragcbes predeterminadas. Os controles, o

branco e as amostras, foram dispostos na microplaca de 96 po¢os da seguinte maneira:

De A1 até A8 foram pipetados o controle positivo, contendo 125uL de meta-
nol e 50uL da solucéao de DPPH.

De A9 até A12 foram pipetados o Branco, contendo apenas 175uL de me-
tanol.

Nas colunas 1, 5 e 9 das linhas B até H, foram pipetados o branco da amos-
tra, contendo 125uL da amostra nas devidas concentracoes, e 50uL de me-
tanol.

Dascolunas2,3e4/6,7¢e8/10, 11 e 12, nas linhas B até H foram obtidas
as triplicatas da amostra, nestes pocos foram pipetados 125uL das amos-
tras nas devidas concentragoes e 50uL da solugcédo de DPPH

Nas linhas B, C, D, E, F, G e H foram pipetadas aliquotas da amostra respec-
tivamente nas concentragdes 500, 250, 200, 100, 50, 25 e 5ug/mL.

Apo0s a adicao do DPPH em cada poco contendo amostra, esperou-se 30 minutos

para o equilibrio reacional em auséncia de luminosidade. A Figura 3, ilustra a aparéncia

final da microplaca contendo a amostra, o branco e o controle ap6s atingir o equilibrio

da reacéo.
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Figura 3: Placa de 96 pocos contendo o teste de acao antioxidante apés leitura em
espectrofotdmetro.

A leitura dos comprimentos de onda obtidos em cada poco foi realizada por um
espectrofotdbmetro em 518 nm, os dados de absorvancia foram tratados estatisticamente
segundo a equacao:

Aa x100

% AAO =
Ab

} — 100

Onde: Ab = média de absorvancia do controle positivo — média de absorvancia
do branco do solvente;

Aa = média da absorvancia das triplicatas da amostra contendo DPPH ap6s 30
minutos de reacdo — média de absorvancia do branco da amostra.

Determinacao do teor de fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau

Para realizar uma correlacdo entre o ensaio de atividade alelopatica, atividade
antioxidante e a concentracdo de fendis na amostra, que pode ser um indicativo de
possivel atividade no material testado, foram dosados os fendis totais no extrato
metandlico bruto, nas fracdes diclorometano, acetato de etila e no residuo hidroalcodlico
do particionamento liquido-liquido.

O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, também conhecido como
método de equivaléncia do acido galico, € um procedimento que avalia o teor de
substancias fendlicas presentes em uma amostra, utilizando o acido galico como
padrao de referéncia.

O reagente de Folin-Ciocalteau € uma solu¢do de ions complexos poliméricos
formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Sua funcao é
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oxidar os fenolatos da amostra, reduzindo os acidos do reagente a um complexo de
cor azul, cujo pico de absorvancia ocorre em 760nm. Quanto maior a concentragao
de compostos fendlicos na amostra, maior sera a quantidade de complexos formada,
resultando assim em uma amostra de coloracéo azul mais intensa (Neves et al., 2009).

O procedimento experimental utilizado neste teste foi realizado em triplicata e
esta descrito a seguir.

Foram pesados 1mg de cada amostra (extrato bruto das folhas e suas particoes
em diclorometano, Acetato de etila e residuo hidroalco6olico) e solubilizados em 2mL
de metanol, produzindo assim uma solugao na concentracao de 500ug/mL.

100pL da solugdo da amostra foi transferida para 3 microtubos de 2 mL e, em
cada um deles, foi adicionado 100pL de metanol e 100uL da solugéo aquosa de Folin-
Ciocalteau (1:10). Apés 5 minutos de reacdo a temperatura ambiente, adicionou-se
em cada tubo 700uL de solugéo aquosa de Na,CO, a 20%, e deixou-se descansar
a temperatura ambiente por 20 minutos. O branco seguiu exatamente a mesma
metodologia, porém substituindo a amostra por mais 100pL de metanol puro.

Apo6s 20 minutos, os microtubos foram centrifugados por cerca de 5 minutos
em centrifuga apropriada, e o sobrenadante gerou 3 aliquotas (triplicatas) de 250pL,
transferidas para 3 pocos sucessivos de uma microplaca de 96 po¢os, ocupando assim
9 pocos por amostra. A leitura da absorbancia foi realizada por um espectrofotometro
(leitor de ELISA) a 760 nm.

Os dados de absorbancia coletados para cada amostra foram tratados
estatisticamente, inserindo os resultados obtidos, na equacéo da reta resultante da
curva padrao de calibragcéo do acido galico.

Resultados e Discussao:

A avaliacdo da atividade antioxidante (AAQO), determinada através do teor de
DPPH, deu-se através da leitura das solu¢des em espectrofotbmetro em comprimento
de onda de 518nm, escolhido pelo fato do DPPH possuir coloracdo violeta, cujo pico
de absorg¢ao ocorre em torno de 515nm. Neste comprimento de onda a cor amarela
(resultante da reducéo do radical DPPH, via ac&o antioxidante da amostra) ndo possui
qualquer absorc¢ao, e, portanto, a agao antioxidante da amostra péde ser estimada de
acordo com a diferenca dos valores de absorvéancia entre o controle (contendo 100%
do radical DPPH) e a média de absorcéo das triplicatas da amostra, cuja coloragao é
variavel entre violeta e amarelo, de acordo com sua concentracao.

Os resultados obtidos para a os testes de atividade antioxidante de cada amostra
podem ser observados nas tabelas 1, 2, 3 e 4, a seqguir.
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Extrato Atividade
Metandlico Bruto antioxidante

Concentration

500 250 200 100 50 25 5
Hg/mL
AOA % 97,76 95,03 84,31 59,60 28,89 11,75 3,75
EC,, 86,25 pg/mL

Tabela 1: AAO do extrato metandlico de M. nigra

Fracao Atividade
Diclorometano antioxidante

Concentracao
Hg/mL

AAO % 97,45 | 74,73 | 67,25 | 45,43 | 31,38 | 20,16 18,99
158,6ug/mL

200

100 50

Tabela 2: AAO da particdo em diclorometano do extrato metanoélico de M. nigra

Fracao Acetato Atividade
de Etila antioxidante

Concentracao

500 250 200 100 50 25 5
pg/mL
AAO % 9464 93,83 92,23 70,56 41,52 21,40 13,75
EC,, 68,76 pg/mL

Tabela 3: AAO da particdo em acetato de etila do extrato metandlico de M. nigra

Fracao Atividade
Hidroalcoodlica antioxidante
Concentracao
Hg/mL 500 250 200 100 50 25 5

AAO % 95,75 58,81 48,68 16,11 = = =
EC,, 219,7 pg/mL

Tabela 4: AAO da fragéo hidroalcoolica resultante da particao do extrato metanélico de M. nigra

Como pode ser observado nas tabelas acima, a maior atividade antioxidante
calculada foi referente a fragdo acetato de etila (EC,=68,76 pg/mL), seguido pelo
extrato metandlico bruto, com EC, = 86,25 pg/mL, fragdo em diclorometano, EC, =
158,6 pyg/mL, e a hidroalcodlica apresentou a menor atividade antioxidante observada,
EC,, =219,7 ug/mL.

O teor de fendlicos totais do extrato bruto das folhas de M. nigra e suas particdes
também foi avaliado, e seu resultado corrobora o observado anteriormente no teste de
avaliacéo da atividade antioxidante.
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Teor de Fendlicos Totais (ug EAG/mL)

Extrato Metanélico Bruto 5,08
Frac&o Diclorometano 15,10
Fracdo Acetato de Etila 55,15
Residuo Hidroalcodlico 4,00

Tabela 5: Teor de fendlicos totais do extrato meta}nélico de M. nigra e suas particdes,
equivalentes a curva padréao do Acido Gélico (EAG).

Mais uma vez, a fracao acetato de etila foi aquela que obteve melhor resultado,
concentrando a maior quantidade de fendlicos, 55,15 yg EAG/mL (Tabela 5, acima).
A alta concentracdo de fendlicos para a fracdo acetato de etila ja era esperada, visto
que substéncias fendlicas tendem a possuir alta agdo antioxidante, atuando como
redutores de oxigénio em reacdes de oxidacao lipidica e também na quelagcédo de
metais (Almeida et al., 2006).

De modo anélogo, a fracdo hidroalcodlica apresentou a menor atividade
antioxidante testada, o que pode estar associado ao baixo teor de fenélicos em sua
COMpOsicao.

Embora o teor de fendlicos totais do extrato metandlico bruto tenha sido
menor que o observado para a fragcdo diclorometano, sua agdo oxidante mostrou-se
praticamente duas vezes maior do que a referida particdo. Tal fato pode ser justificado
pela presenca de outras classes de substancias antioxidantes, como carotenoides,
presentes no extrato bruto, que n&do podem ser dosados neste teste, e estdo ausentes
na particdo em diclorometano.

Aacao alelopética de uma espécie pode ser avaliada de acordo com a capacidade
que a mesma possui de produzir e dispersar no solo, substancias citotoxicas que
promovam a inibicdo do desenvolvimento do hipocoétilo e radicula da semente de uma
planta concorrente, inviabilizando assim seu desenvolvimento.

A radicula e o hipocétilo séo, respectivamente, a raiz e o caule embrionario das
plantas. S&o as primeiras estruturas desenvolvidas por uma semente durante o periodo
de germinacéo (Figura 4), que pode variar entre dias, semanas ou meses, de acordo
com a espécie. Conforme se desenvolvem, a radicula e o hipocétilo dédo origem as
raizes e ao hepicétilo, respectivamente, estrutura a partir da qual as primeiras folhas
séo formadas.
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Figura 4: Estagios do desenvolvimento de uma semente
Fonte: https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=651&tbm=isch&sa=1&q

A escolha das sementes de Lactuca sativa (alface), utilizadas neste ensaio, deve-
se a sua rapida germinacao, que ocorre em média em 5 dias, e a sua alta sensibilidade
a substancias dispersas no meio onde a semente se desenvolve. Estes fatores
permitem que a resposta, em relagdo ao estimulo ou inibicdo do desenvolvimento
da semente, seja rapida e confiavel, mesmo sob baixas concentracdes das fracoes
testadas (Santos, 2012).

Os resultados obtidos nos ensaios de fitotoxidade para o extrato metandlico de
M. nigra e suas particbes sobre as sementes de Lactuca sativa podem ser observados
nas Figuras 5 e 6, a seguir.

51 Inibicdio das Radiculas 4 Inibigao dos hipocatilos
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Figuras 5 e 6: Inibicdo do crescimento das radiculas e hipocétilos de L. sativa pelo extrato das
folhas de M. nigra e suas subfracdes.

O resultado de inibicao das radiculas sugere que o aumento da concentracao
do extrato bruto influencia diretamente na inibicdo de seu crescimento, visto que, na
maior concentracao testada para o extrato (1.000 ppm) observou-se maior reducao do
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tamanho das radiculas, 67,8%, quando comparado ao tamanho observado no controle
negativo (teste em branco utilizando apenas o solvente DMSO).

Ao se diminuir a concentracdo do extrato bruto pela metade (500 ppm) o efeito
inibitério observado diminuiu proporcionalmente (39%) e ap6s nova reducdo da
concentracao (250ppm), a inibicao se estabilizou em cerca de 30%.

O efeito alelopético do extrato metandlico bruto das folhas pode ser associado
ndo somente a presenca de substancias fenodlicas, mas também a outras classes de
substancias reconhecidamente alelopaticas como terpenos, esteroides, alcaloides e
flavonoides, que ja foram descritas na espécie.

Dentre as demais fracdes testadas nas concentracdes de 500 ppm e 250 ppm,
destaca-se a fragcao acetato de etila que foi capaz de inibir o crescimento das radiculas
em até 50%. Este resultado pode estar associado a capacidade antioxidante resultante
da alta concentracao de fendlicos nesta fracao, visto que substancias fendlicas podem
ser derivadas do acido cinamico, que Pires et al., 2011, descreve como um potente
agente alelopatico.

A fracdo diclorometano nédo é rica em fendlicos e também concentra substancias
de menor polaridade como terpenos e esteroides, cuja acéo alelopatica também foi
descrita por Pires e colaboradores (2011).

De maneira geral, o resultado do teste de inibicdo alelopéatica das radiculas,
seguiu o resultado do teste de acdo antioxidante, indicando que substéncias com
perfil antioxidante tendem a inibir ou atrasar consideravelmente o desenvolvimento
das radiculas.

Por outro lado, a agéo citotoxica do extrato metanélico de M. nigra, bem como
de suas particdes, sobre os hipocétilos das sementes de L. sativa, foi muito menos
efetiva do que o observado para as radiculas. Praticamente ndo se observou inibicao
dos hipocotilos superior a 10% em relagdo ao branco. Além disso, quatro amostras
apresentaram efeito oposto, estimulando o desenvolvimento dos hipocétilos quando
comparados ao branco.

Os dados mostraram que o residuo hidroalcodlico néao foi capaz de inibir o
crescimento dos hipocotilos, porém promove a aceleracéo do seu desenvolvimento.
Esta fracdo foi a que apresentou menores concentragdes de fendlicos e mais baixa
atividade antioxidante dentre as fracbes testadas. Trata-se de uma fracdo onde
costuma-se observar a predominancia de substéncias de alta polaridade e peso
molecular, como substéncias glicosiladas.

Segundo Pires et al., 2011, substéancias glicosiladas tendem a perder sua
capacidade citotoxica para serem acumuladas em meio intracelular. O glicosideo nao
apenas inibe a agéo citotdxica destas moléculas, mas também servem como fonte de
carbonos, necesséria para a geracao de energia, o que favorece o desenvolvimento
da planta.

Considerando que, estatisticamente, os hipocétilos tendem a ser mais resistentes
que as radiculas frente a agdo de substancias citotoxicas, o residuo hidroalcodlico foi
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capaz de inibir as radiculas, porém néo foi eficaz na inibicao dos hipocétilos, onde o
acumulo de glicosideos favoreceu ainda mais seu desenvolvimento, possivelmente
atuando como reserva energética (Tigre, 2009).

Em relacdo aos hipocatilos, a fragcao acetato de etila permaneceu promovendo a
maior inibicao alelopatica entre as fracoes testadas (12%), entretanto, seu rendimento
de inibicdo caiu consideravelmente quando comparado ao resultado obtido com as
radiculas.

Levando em consideragao que a fragédo hidroalcodlica induz o crescimento do
hipocotilo, enquanto a fracdo acetato de etila inibe levemente seu desenvolvimento,
e que, proporcionalmente, a % em massa da fragdo hidroalcodlica foi muito superior
a fracdo acetato de etila, a tendéncia “anfotera” do extrato bruto pode ser justificada.

Em maiores concentragdes, o extrato metandlico bruto promove uma leve
inibicdo do crescimento dos hipocétilos, que pode ser justificado pelo acumulo de
substancias fendlicas, como as presentes na fragao acetato de etila, e outras classes
de substancias como alcaloides e cumarinas. Entretanto, em fragdes mais diluidas,
a concentracdo destes fendlicos e demais classes ja ndao é grande o suficiente
para inibir seu desenvolvimento e, consequentemente, as substancias glicosiladas,
proporcionalmente em maiores concentra¢des, voltam a servir como fonte de energia
e a induzir o crescimento dos hipocatilos.

A fracédo diclorometano apresentou um baixo carater inibitério da germinacao
dos hipocétilos (< 5%), quando comparado ao controle em meio aquoso. Isto pode
estar diretamente relacionado a maior resisténcia por parte dos hipocétilos ao efeito
citotdxico atribuido as substancias que compdem a fragao.

De maneira geral, os resultados do teste de inibicao alelopatica dos hipocotilos e
radiculas, seguiu o resultado do teste de agdo antioxidante, indicando que substéancias
com perfil antioxidante, como é o caso dos fendlicos, tendem a inibir ou atrasar
consideravelmente o desenvolvimento das sementes de uma planta concorrente.
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