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RESUMO

KLEIN, Ana Paula P. Estudo Fitoquimico das Folhas de Capim Annoni-2 (Eragrostis
Plana Nees) Coletadas no Inverno e Verdo. 2015. 105 f. Dissertacao (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Programa de Pdés-graduacdo
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

O Capim Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) é uma poaceae que apresenta potencial
alelopatico conforme observado em trabalhos anteriores. Neste estudo os extratos,
obtidos com solventes em ordem crescente de polaridade (éter de petréleo, acetato
de etila e metanol), das folhas de Capim Annoni-2, coletadas no verao e inverno,
foram analisados e comparados, levando-se em conta composicdo e/ou
concentracdo de metabdlitos produzidos, utilizando-se técnicas de Infravermelho e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, sendo que, os dados de Infravermelho
foram comparados estatisticamente por PCA, em seguida realizou-se o
fracionamento dos extratos de acetato de etila verdo e inverno, as substancias
isoladas foram identificadas através de métodos espectrométricos e
espectroscopicos: RMN de 'H e *3C, experimentos de HSQC e HMBC e CG-EM.
Verificou-se que os extratos apresentam riqueza em termos de provavel variedade
de compostos quimicos, além disso, observa-se que os solventes utilizados para a
extracdo resultam, estatisticamente, em maiores diferencas, em termos de
composicdo quimica, do que a estacdo do ano em que as folhas foram coletadas.
Foram identificadas duas substancias resultantes do fracionamento do extrato de
acetato de etila verdo, um triacilglicerol e um rotendide. A presenca de um rotendide
nas folhas de Capim Annoni-2, pode justificar a acdo alelopatica observada nesta
espécie em outros trabalhos.

Palavras-chave: Metabdlitos. Poaceae. Sazonalidade.



ABSTRACT

KLEIN, Ana Paula P. Phytochemical study of leaves Annoni-2 grass (Eragrostis
plana Nees) collected in winter and summer. 2015. 105 f. Dissertacao (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Programa de Pdés-graduacdo
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

The Annoni-2 grass (Eragrostis plana Nees) is a poaceae that presents allelophatic
potential as observed in other research. In this study, the extracts were obtained
from leaves collected during summer and winter. The extraction process was
performed using solvents in a increasing order of polarity (petroleum ether, etyl
acetate and methanol) and the extracts were analyzed and compared regarding the
composition and/or concentration of metabolites produced. The techniques utilized
were high performance liquid chromatography and infrared spectroscopy, and, the
data obtained from the infrared analisys was compared using PCA, then the
fractionation of summer and winter ethyl acetate extracts was carried out and the
isolated compounds were identified by spectrometric and spectroscopic methods:
NMR 'H and *3C, experiments of HSQC and HMBC and GC-MS. The results show
the extracts are rich when it comes to probable variety of chemical compounds. It is
also observed that, statistically, the solvents used in the extraction process influence
the diversity of chemical compounds more than the season in which the leaves were
collected. Triacylglycerol and rotenoid were identified from the fractionation summer
ethyl acetate extract, and the presence of a rotenoid in the leaves of Annoni-2 grass,
can justify the allelopathic action observed in this species in other works.

Keywords: Metabolites. Poaceae. Seasonality.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas pelo homem desde a antiguidade para diversos
fins, como para o tratamento e cura de doencas e na agricultura. Essa utilizacéo se
deve ao fato de as espécies, em especial as daninhas, possuirem capacidade de
sintetizar metabolitos secundarios (RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009;
PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os metabdlitos secundarios sdo substancias quimicas sintetizadas pelas
plantas, desempenham diversas funcdes, dentre as quais podemos citar, protecao
contra herbivoros e patdgenos, comunicacdo planta - planta ou planta —
microorganismo e alelopatia, fendmeno pelo qual algumas espécies interferem, de
forma positiva ou negativa, no crescimento e desenvolvimento de outras plantas
(FILHO, 2010; OOTANI et al., 2013; WINK, 2013).

As espécies daninhas causam enormes prejuizos a agricultura, pois
interferem no desenvolvimento de plantas que sédo de interesse humano, alterando
significativamente a qualidade da colheita e do produto final. Dessa forma é
necessario o uso de herbicidas para o controle dessas espécies (SILVA; COELHO;
MEDEIROS, 2008; DASTAN et al., 2014).

Contudo, a intensa utilizacdo de herbicidas sintéticos esta tornando as
espécies daninhas cada vez mais resistentes a estes, além de causar enormes
danos ao meio ambiente o que justifica a investigacdo de novas substancias
produzidas naturalmente que apresentem potencial acao herbicida (AGOSTINETTO,
2009; RIBEIRO; LIMA, 2011). Isso resultou em um aumento significativo no niamero
de estudos a cerca da melhor maneira de isolar e caracterizar essas substancias.

Sendo assim, a fitoquimica € de grande importancia, pois, envolve o
esclarecimento, a caracterizacdo estrutural, a avaliacdo das propriedades
biossintéticas e o0 registro de substancias naturais produzidas pelas plantas
(RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009; FILHO, 2010).

O Eragrostis plana Nees, conhecido vulgarmente por Capim-Annoni-2, foi
introduzido acidentalmente no Brasil em 1950. Possui atributos de planta invasora, e
€ responsavel por prejuizos econdmicos e sociais nos estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, sendo este ultimo, o estado mais afetado por essa
daninha (ZENNI; ZILLER, 2011). O Capim Annoni-2 apresenta efeito alelopético o
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que justifica o seu dominio sobre as demais espécies (MEDEIROS; FOCHT, 2007,
FERREIRA MEDEIROS; SOARES, 2008a; GOULART et al., 2012).

Dentro desse contexto, aliado a escassez de literatura sobre o assunto, este
trabalho tem por objetivo analisar e comparar, por meio de técnicas de IV e CLAE,o0s
extratos de folhas de Capim Annoni-2 obtidos com solventes em ordem crescente de
polaridade (éter de petréleo, acetato de etila e metanol), além de isolar e identificar
substancias presentes nos extratos de acetato de etila, provenientes das folhas de
Eragrostis Plana Nees, coletadas no veréo e no inverno.

E importante ressaltar que este projeto faz parte de uma proposta de estudo
do Capim Annoni-2, desenvolvida em parceria com o Prof. Dr. Michelangelo Muzell
Trezzi. Alguns resultados provenientes desse estudo ja foram obtidos, a partir da
realizacdo de testes alelopaticos com extratos brutos de folhas de Capim Annoni-2,
coletadas no inverno e verao, utilizando os solventes éter de petréleo, acetato de
etila e metanol (DALBOSCO, 2013). Com base nesses resultados, foi elaborado este

trabalho, dando continuidade ao estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar estudo fitoquimico das folhas de Capim Annoni-2 (E. plana Nees)

coletadas no verdo e no inverno, no municipio de Pato Branco-PR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os extratos brutos obtidos de folhas de Capim Annoni-2 por IV e
CLAE;

e Comparar os dados de IV-TF dos extratos brutos por meio da andlise dos
Componentes Principais (PCA);

e Realizar estudo fitoquimico, por meio de fracionamento e purificacdo, do
extrato de acetato de etila verdo e inverno;

e Realizar a identificacdo dos possiveis metabdlitos isolados dos extratos de
acetato de etila, por RMN *H, RMN 13C, bidimensionais (HSQC e HMBC) e
CG-EM;

e Realizar uma correlagdo entre os resultados da andlise fitoquimica com os

resultados obtidos em testes alelopaticos realizados em trabalhos anteriores.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios sdo substancias quimicas sintetizadas pelas
plantas, indispensaveis na adaptacdo e propagacdo das espécies vegetais
(OLIVEIRA et al., 2011).

A bioatividade dos metabdlitos secundarios vem sendo explorada desde a
Grécia antiga, nesse periodo a ingestdo de remédios preparados a partir de ervas e
folhas para o alivio e cura de doengas era muito comum (PAVARINI et al., 2012).
Hoje os metabdlitos secundarios exibem diversas aplicacbes em muitas areas, iSSo
se deve ao fato de atuarem como agentes antibacterianos ou antifingicos, agentes
redutores do colesterol, imunossupressores, antiparasitarios e herbicidas
(VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

A descoberta de muitos desses compostos foi determinante no tratamento
ou prevencdo de uma variedade de distlrbios bioldgicos, que até entdo néo
apresentavam cura. Além disso, apresentam interessantes aplicagbes para o
tratamento de doencas graves, como mal de Alzheimer, doencas cardiovasculares,
doencas virais entre outras (VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

Os metabodlitos secundarios séo especificos para cada espécie de
organismo vivo, e participam das interacdes que ocorrem no proprio organismo ou
com ceélulas de outros organismos. No caso especifico de plantas, auxiliam no
processo de polinizacdo produzindo substancias que atraem os agentes vivos, além
de contribuirem para a resisténcia dos organismos, na defesa contra pestes e outras
doencas (FILHO, 2010). Sendo assim, sado de grande importancia para a agricultura,
pois, ajudam a afastar os fungos, bactérias e herbivoros, assim como, podem tornar
a planta indesejavel como alimento para seres humanos e animais (TAIZ; ZEIGER,
2006). Pode-se afirmar, portanto, que os metabdlitos secundarios sdo a forma
encontrada pelas plantas para se comunicar ou responder a estimulos externos
(PAVARINI et al., 2012).
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Uma planta pode interferir no crescimento e no desenvolvimento de sistemas
biologicos por meio do fendmeno conhecido como alelopatia, que envolve a
interacdo quimica de plantas e microorganismos através da producéo e liberacdo no
ambiente de compostos provenientes do metabolismo secundario. Esses compostos
sdo conhecidos como aleloquimicos ou agentes aleloquimicos (HERNANDEZ-
TERRONES et al., 2007; FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008a; OLIVEIRA et
al., 2012).

Aleloquimicos sao substancias que podem ser produzidas em qualquer parte
da planta, sendo que sua presenca pode variar em quantidade e qualidade e de
espécie para espécie, visto que sua ocorréncia e sintese sofrem influéncia de fatores
genéticos e ambientais. Essas substancias podem ser lancadas no meio ambiente
de véarias maneiras, como exemplo, pode-se citar a volatilizacdo das substancias
presentes nas partes aéreas da planta e a decomposicao de seus tecidos no solo
(VIDAL, 2010; LI et al., 2011).

Essas substancias produzidas pelas plantas (atuando como aleloquimicos
ou nao), pertencem a uma grande variedade de classes de metabdlitos, como pode
ser observado no trabalho de Scrivanti, Anton e Zygadlo (2009) que estudando a
composicdo do Oleo essencial de espécies da familia poaceae, identificaram,
monoterpenos, sesquiterpenos e ésteres.

Na sequéncia apresenta-se o relato de trés grandes grupos de metabdlitos

secundarios, compostos fenolicos, terpenos e alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2006).

3.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos consistem em um ou mais anéis aromaticos que
contém um ou mais grupos hidroxido (TARAHOVSKY et al., 2014) e sé&o sintetizados
principalmente a partir da combinacdo de uma unidade do &cido chiquimico e uma

ou mais unidades do acetato ou derivados deste (Figura 1) (OOTANI et al., 2013).
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Glicose

Acido Chiquimico .|

Acido Corismico

Acetil-Coa

Acido Antranilico _ Ciclo do Acidos Graxos
Acido Gélico Acido Citrico
Triptofano
oo Antaquinonas | Via Mevalonato
Fe;u - ;?mna Taninos Flavonoides Lisina |
irosina ;
Alcaloides Taninos condensados _
Isoprenoides
I Alcaloides |
Protoalcaloides Acido Cindmico Terpenos e

Alcaloides I Esteroides

Fenilpropanoides

Figura 1 - Via metabdlica da biossintese de compostos fendlicos, terpenos e
alcaloides
Fonte: Adaptado de Ootani (2013).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos, que possuem o esqueleto
basico formado por dois anéis aromaticos unidos por uma ponte de trés atomos de
carbono (C3) (SIMOES et al., 2004) e sua classificacéo é baseada em diferencas na
estrutura dos trés atomos de carbono que ligam os anéis aromaticos. As
caracteristicas desta cadeia de C3 estdo associadas com a presenca ou auséncia
da ligagéo dupla, a escolha de uma porgéo carbonila ou carboxila e a possibilidade
de formacéo de um anel C penta ou hexagonal (TARAHOVSKY et al., 2014). Cada
modificacdo na cadeia de C3 resulta em uma enorme diversidade de flavonoides,
dentre os quais pode-se destacar os flavonois, as flavonas, as flavanonas, os
flavandis (ou catequinas), as antocianidinas e as isoflavonas (Figura 2) (MORTON et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2010).
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Flavona Flavanona
o)
0
C
0
I Flavonoides
O [ OH
o)
+
Isoflavonas o\ Flavondis S
/
OH

Antocianidinas

Figura 2 - Nucleo fundamental de flavonoides e alguns tipos de flavonoides resultantes da
modificacdo na estrutura dos trés atomos de carbono que ligam os anéis arométicos
Fonte: Adaptado de Tarahovsky et al. (2014).

Essa diversidade estrutural permite que os flavonoides executem funcdes
biologicas variadas, tais como, auxiliar no processo de polimerizacdo, enviar sinais
moleculares para a interacdo de plantas com microorganismos, eliminar radicais
livres, atuar como anticancerigeno e anti-inflamatério, além de, estarem envolvidos
nas respostas aos estresses bioticos e abioticos (SUHARTONO et al., 2012; LIU et
al., 2013).

Segundo Agati et al. (2012) os flavonoides podem atuar como antioxidantes
na planta, principalmente quando a mesma esta sob condi¢bes de grande estresse,
ou seja, a biossintese dos flavonoides € mais intensa em espécies sensiveis ao
estresse do que em espécies tolerantes a ele.

Os taninos sdo compostos fendlicos de elevada massa molar que possuem
grande interesse econémico e ecoldgico. Eles podem ser encontrados na maioria
dos vegetais, sendo comuns tanto em espécies gimnospermas, como angiospermas
(KHANBABAEE; REE, 2001; BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004; SEKOWSKI
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et. al, 2014). Os taninos sao classificados de acordo com sua estrutura em taninos
condensados e taninos hidrolisaveis (KOLECKAR et. al, 2008; SEKOWSKI et. al,
2014).

Os taninos hidrolisaveis (Figura 3) sdo unidos por ligacdes éster-carboxila.
Sao caracterizados por um poliol central, geralmente B-D-glicose, cujas funcdes
hidroxila sdo esterificadas com o acido galico (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO,
2004; SIMOES, 2004).

OH
HO

HO

OH
OH

OH

OH

OH

Figura 3 - Estrutura quimica de tanino hidroliséavel

Os taninos condensados (Figura 4) ou proantocianidinas sdo formados pela
condensacao de duas ou mais unidades de flavan-3-ol (catequina) e flavan 3,4-diol
(leucoantocianinas) podendo conter de duas a cinquenta unidades de flavonoides
(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004).

Os taninos sdo responsaveis pela sensacdo de adstringéncia em vinhos,
chas, sucos e outras bebidas. Nas plantas, acredita-se que eles participem na
defesa quimica contra o ataque de herbivoros e contra microorganismos
patogénicos (SIMOES, 2004).
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Figura 4 - Estrutura quimica de tanino
condensado

3.1.2 Alcaloides

Alcaloides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente ativos,
encontrados predominantemente nas angiospermas (BESSA; TERRONES;
SANTOS, 2007). Essa classe de compostos vem se tornando cada vez mais
importantes devido ao seu elevado consumo na dieta humana, seu uso como
medicamentos, sua biodisponibilidade e suas propriedades biolégicas (HE et al.,
2014).

A atividade bioldgica dos alcaloides abrange uma série de propriedades, que
incluem, anticancerigena, antiparasitaria, anti-inflamatoria, antimicrobiana, inseticida,
entre outras (NEBO et al.,, 2014). Eles podem ser derivados do acido antranilico,
triptofano, fenilalanina, histidina, acido nicotinico, ornitina ou lisina e, em alguns
casos, podem ser derivados de dois precursores (SIMOES, 2004). Observa-se, com
base na via do &acido chiquimico (Figura 1), que o acido corismico gera 0sS
aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) que sdo precursores de varios
alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Desde os tempos antigos os seres humanos tém usado alcaloides na forma
de extratos vegetais como venenos, estimulantes e narcoticos. Talvez o caso mais
famoso envolvendo a utilizacdo dessa classe de compostos como veneno seja a
execucdo do filésofo grego Socrates, condenado a ingerir cicuta (Conium

maculatum), uma fonte do alcaloide coniina (HELDT, 2005).
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Quase todos os alcaloides séo toxicos para 0s seres vivos quando ingeridos
em quantidades suficientes (TAIZ; ZEIGER, 2006). Segundo Pavarini et al. (2012), a
ingestao de plantas téxicas que biossintetizam e acumulam altos niveis de alcaloides
€ a principal causa de morte do gado no sul do Brasil. Em doses mais baixas, no
entanto, alguns alcaloides sdo uteis farmacologicamente, como a morfina que é
muito utilizada na medicina (TAIZ; ZEIGER, 2006).

A cafeina (Figura 5), por sua vez, é o alcaloide mais consumido no mundo
moderno (HELDT, 2005). Ela é conhecida por ser uma substancia psicoativa que
pode contrariar a sensacdo de fadiga, além de afetar o sono, o estado de alerta, o
humor e o desempenho, devido a um aumento da atividade do sistema nervoso
central (HO; CHUNG, 2013).

Além disso, em se tratando de plantas, acredita-se que a cafeina apresenta
um papel de defesa poderoso contra herbivoros (KIM; SANO, 2008). Quando altas
concentracbes de cafeina estdo presentes na planta ela pode ajudar na defesa
contra patdgenos e herbivoros. Estudos alelopéaticos propéem que a cafeina é
liberada no solo durante a queda das folhas, o que ajuda a inibir a germinacéo de
sementes ao redor das plantas-maes (ASHIHARA; SANO; CROZIER, 2008).

Estudos realizados por Kim e Sano (2008) propdem que a cafeina pode
ativar o sistema de defesa das plantas contra os estresses bidticos. Eles afirmam
ainda que o mecanismo molecular para a ativagdo de genes de defesa por cafeina
nao € clara, mas que possivelmente ela estimula a producdo de moléculas de
sinalizacao, tais como acido salicilico. O que sugere que os estudos de producao de
cafeina podem fornecer uma nova tecnologia para produzir culturas tolerantes ao

estresse bidtico.
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Figura 5 - Estrutura

guimica da cafeina

A nicotina (Figura 6) € formada nas raizes do tabaco e pode ser utilizada
como inseticida natural, pois protege as plantas nativas em seu habitat natural
contra herbivoros. Quando as plantas de espécies que contém nicotina sao
atacadas por insetos ou outros animais, os niveis de alcaloides rapidamente tornam-
se elevados, acredita-se que a ingestdo de nicotina resulte em uma excitacédo
continua dos neurdnios que leva o inseto a paralisia e até mesmo a morte. A nicotina
também é responsavel pelo elevado niumero de pessoas que consomem produtos

de tabaco em funcéo de seus efeitos viciantes (DEWEY; XIE, 2013).
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Figura 6 - Estrutura

guimica da nicotina

3.1.3 Terpenos

Os terpenos sao formados pela unido sucessiva de unidades de cinco

carbonos denominados isopentenilpirofosfato (IPP). O IPP é derivado do acido
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mevaldnico ou mevalonato e da origem a todos os outros terpenos (Figura 7)
(PAVARINI et al., 2012).

Acido Mevalonico

l

Isopentenil difosfato

&>

Dimetialil difosfato

IPP Cs

DMAPP Cs

l

Geranil difosfato
GPP, C10

—> Monoterpenos (C10)

!

Farnesil difosfato
FPP, C15

L Sesquiterpenos (C15)

}

2x
\ Triterpenos (C30)

Geranilgeranil
difosfato GGPP, C20

XDiterpenos (C20)
2X

Tetraterpenos (C4o)

Figura 7 - Esquema da biossintese de terpenos
Fonte: Adaptado de Ootani (2013).

Os terpenos tem a formula geral (CsHg),, geralmente séo hidrocarbonetos

insaturados de estrutura ciclica, mas podem apresentar grupos funcionais como

hidroxila (OH) ou carbonila (C=0). Estes séo classificados de acordo com o0 niumero
de unidades de isopreno ou IPP, que variam de 2 a 8. Os monoterpenos, ou
simplesmente terpenos (Figura 8), possuem duas unidades de isopreno, portanto,
dez carbonos; os sesquiterpenos, trés unidades e os diterpenos, quatro unidades.

Ocorrem também os triterpenos (30 4tomos de carbono), entre outros (ARAUJO,

2008; DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009).
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Figura 8 - Estrutura quimica de um monoterpeno (Limoneno)

Os terpenos incluem 30.000 compostos com mais de 400 monoterpenos de
diferentes caracteristicas de sabor e atividade biolégica conhecida. Os
monoterpenos desempenham papéis importantes na saude do ser humano por
causa das suas atividades antibacteriana, antivirial, anticancerigena, entre outras.
Estes compostos sdo caracterizados por aromas especificos e sdo produzidos
naturalmente em frutas, legumes e ervas (KUPSKA, et al., 2014).

A maioria das plantas produz e emite um grande numero de terpenos, que
por serem volateis, ajudam as plantas a atrair agentes polinizadores, podem
participar na defesa contra fitopatégenos e herbivoros (YANG et al., 2013), além de
possuirem efeitos inibitérios sobre a germinacdo de plantas (CARMO; LIMA,
TAKAKI, 2007).

Dentre o0s terpenos mais importantes encontram-se 0s carotenoides
(tetraterpendides), responsaveis pela coloragdo na planta, podendo variar do
amarelo ao vermelho (WONDRACEK et al., 2012). Existem, aproximadamente, 600
carotenoides encontrados na natureza, 0s quais sdo constituidos por dois grandes
grupos, denominados: carotenos (Figura 9), que consistem em hidrocarbonetos
puros e xantofilas (Figura 10), hidrocarbonetos que possuem grupos funcionais
oxigenados (HAEGELE et al., 2000).
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Figura 9 - Estrutura do beta-caroteno

Figura 10 - Estrutura zeaxantina

Além de serem responsaveis pela coloracdo de frutas e vegetais o0s
carotenoides também desempenham atividade pro-vitamina A e atividade
antioxidante (VERONEZI; JORGE, 2011).

3.2 PLANTAS DANINHAS E O USO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS COMO
HERBICIDAS NATURAIS

Sdo consideradas plantas daninhas aquelas espécies indesejaveis que
interferem de forma negativa aos interesses do homem, além disso, sao
extremamente agressivas pois, sdo capazes de produzir uma grande quantidade de
sementes, sd0 pouco exigentes quanto as condi¢des fisiologicas, possuem a
capacidade de germinar e emergir de grandes profundidades, possuem grande
facilidade de dispersdo para grandes distancias e apresentam rapido
desenvolvimento e crescimento. Essas caracteristicas contribuem para a grande

competicdo que existe entre as plantas daninhas e outras plantas que sé&o do
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interesse humano (CONSTANTIN; OLIVEIRA, 2001; SILVA; SILVA, 2007; SILVA;
COELHO; MEDEIROS, 2008).

As plantas daninhas podem liberar no ambiente os metabdlitos secundarios,
que sdo capazes de influenciar nos processos metabdlicos normais de outras
plantas, incluindo respiragéo, divisdo celular, crescimento, desenvolvimento,
produtividade e atividade enzimatica (CARMO; LIMA; TAKAKI, 2007; LI et al., 2011;
DASTAN et al., 2014). Segundo Borella e Pastorini (2009), quando essa influéncia é
negativa, as etapas mais afetadas sdo a germinacdo das sementes e o crescimento
das plantas.

Essa competicdo gerada pelas plantas daninhas causa reducéo significativa
na producdo agricola, aumenta os custos de producdo, dificulta a operacdo de
colheita e interfere na qualidade do produto (CONSTANTIN; OLIVEIRA, 2001; LIMA
et al., 2011).

Sendo assim, o controle de plantas daninhas é imprescindivel para garantir
altos rendimentos em qualquer exploracdo agricola, com isso, o uso de herbicidas
vem se tornando cada vez mais necessario (RIOS et al., 2010).

Contudo, o uso indiscriminado de herbicidas tradicionais vem ao longo dos
anos tornando as espécies daninhas cada vez mais resistentes, a tais compostos
(AGOSTINETTO, 2009), além disso, eles sdo extremamente prejudiciais ao meio
ambiente e altamente toxicos (DASTAN et al., 2014). Isso contribui para a busca de
maneiras mais eficientes no combate a plantas daninhas, como o uso de
substancias naturais provenientes de metabdlitos secundarios de plantas (RIBEIRO;
LIMA, 2011).

Os compostos do metabolismo secundario sdo atrativos para as pesquisas
de novos herbicidas, devido, a grande variabilidade de estruturas quimicas
existentes, além de serem, teoricamente, mais seguros ao ambiente (TUR,
BORRELA; PASTORINI, 2010), visto que, herbicidas naturais apresentam acdo mais
especifica (BORELLA; PASTORINI, 2009). Um exemplo de substituicdo de
herbicidas sintéticos por naturais sdo os alcaloides flindersina e N-metil-flindersina,
gue apresentam acao semelhante ao herbicida comercial DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-
1,1-dimetiluréia) (BURGER et al., 2012).

Dastan et al. (2014) estudando sobre a fitotoxidade e citotoxidade de
sesquiterpenos de Ferula pseudalliacea, observaram que esses compostos tém a

capacidade de provocar a morte celular em todas as fases de crescimento e
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desenvolvimento da planta. Sugerindo que os sesquiterpenos estudados podem ser
utilizados como herbicidas naturais.

A descoberta de fitotoxinas produzidas pelas plantas, através de estudos
alelopaticos, pode ser til na fabricacdo desses herbicidas (BORELLA; PASTORINI,
2009), uma vez que, os produtos naturais tém se mostrado uma das fontes mais
ricas e promissoras de novos compostos com atividade fitotdxica e reguladora do
crescimento de plantas (KIMURA et al., 2002).

3.3 FITOQUIMICA

As plantas brasileiras destacam-se como a principal fonte renovavel para o
surgimento e desenvolvimento de novos farmacos, sendo também de grande
importancia para as industrias de alimentos, cosméticos e herbicidas. Assim, o
isolamento e a determinacdo estrutural de metabdlitos secundéarios sdo de grande
interesse para o desenvolvimento cientifico da propria quimica de produtos naturais
e contribuem para o avanco de outras atividades cientificas e tecnolégicas no pais
(FILHO, 2010).

A fitoquimica é responsavel pela caracterizacao estrutural, avaliacdo de
propriedades e investigacdes biossintéticas de metabdlitos secundarios produzidos
por organismos vivos (RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009; FILHO,
2010). Uma anélise fitoquimica consiste no recolhimento e classificagdo botanica da
espécie em estudo, na extracdo, na separacdo e na purificacdo de constituintes
quimicos, na determinacdo estrutural de compostos isolados e nos ensaios
bioldgicos e farmacoldgicos (BESSA; TERRONES, SANTOS, 2007).

Testes fitoquimicos tém sido utilizados em muitos trabalhos (IHA et al., 2008;
ESTEVAM et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010; CANUTO; SILVEIRA; BEZERRA,
2010; MULLER et al., 2013) com o objetivo de elucidar e registrar os constituintes
resultantes do metabolismo secundario de plantas.

Gomes et al. (2011), realizaram testes fitoquimicos com extratos de capim
santo (Poaceae) e identificaram a presenca de taninos, alcaloides e flavonoides

como, flavonas e flavondis. Barbosa (2007), realizando estudos fitoquimicos
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preliminares das folhas de espécies de Poaceae, relatou a presenca de flavonoides,

saponinas, cumarinas e tracos de heterosideos cardioativos.

3.4 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

A investigacdo fitoquimica e farmacologica dedicada a desvendar os
metabdlitos secundarios de espécies quimicamente desconhecidas faz com que as
técnicas de elucidacao estrutural de compostos organicos se tornem cada vez mais
importantes (STURM; SEGER, 2012).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear € de grande
importancia para a elucidacdo estrutural de produtos naturais provenientes do
metabolismo secundario (STURM; SEGER, 2012). Essa técnica mede a absorcéo de
radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncia entre 4 e 750 MHz,
fornecendo um “mapa”’ do esqueleto de carbono-hidrogénio de uma molécula
organica. E bom lembrar que, diferente da absorcio no ultravioleta visivel e no
infravermelho, neste tipo de espectroscopia 0os nucleos de atomos e nédo os elétrons
estdo envolvidos no processo de absorgédo de energia (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2000; VOGEL, 2008; MCMURRY, 2010).

Outras técnicas que ajudam a identificar e a elucidar estruturas de
substancias organicas sao a espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho
e a espectrometria de massas. Juntas essas trés técnicas frequentemente
possibilitam a determinacdo das estruturas de moléculas muito complexas
(VESSECCHI et al., 2008; MCMURRY, 2010).

Espectrometria de massas € uma técnica que fornece massa atbmica e
molecular, aléem de informacdes estruturais das moléculas estudadas. Para isso, a
amostra é ionizada por meio de uma fonte de ions, em seguida o0s ions s&o
separados de acordo com suas razées m/z e por fim, passam por um detector que
os transforma em um sinal elétrico amplificado que entdo é convertido em um

espectro para ser analisado, como mostra a figura 11 (VOGEL, 2008).
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Figura 11 - Diagrama de um espectrémetro de massas
Fonte: Adaptado de Vogel (2008).

Essa técnica € utilizada para a analise de compostos organicos em diversas
areas da ciéncia, principalmente quimica, biologia e farmécia, pois auxilia na
identificacdo da constituicdo quimica de uma substancia. Em alguns casos ela
fornece a formula molecular, permite também a identificacdo de certos grupos
funcionais e muitas vezes a determinacéo de parte da estrutura (VESSECCHI et al.,
2008).

Outra técnica muito importante que auxilia na elucidacdo estrutural de
compostos organicos é a espectroscopia na regido no infravermelho. Essa técnica
se destaca por determinar a composi¢ao quimica das substancias de forma répida,
usando pouca quantidade de amostra e por ndo ser destrutiva. A radiacéo
infravermelha corresponde a regido situada entre o visivel e o micro-ondas, sendo
que, para 0s quimicos organicos a regido mais utilizada esta entre 4000 a 400 cm™
(MCMURRY, 2010; MORAIS et al., 2013).

Quando uma molécula organica absorve radiacao infravermelha na faixa de
10.000 a 100 cm™, esta se transforma em energia de vibracdo molecular, como cada
frequéncia absorvida pela molécula corresponde a um movimento molecular
especifico, podemos conhecer os tipos de movimentos que uma molécula possui
pela medida de seu espectro na regido do infravermelho (MCMURRY, 2010). Vale
destacar que, somente sédo observadas no infravermelho convencional as vibracdes
que causam alteragdo ritmica do momento de dipolo da molécula (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000).
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3.5 Eragrostis plana Nees

Eragrostis plana Nees (Figura 12) é uma Poaceae sul-africana, perene,
estival e exdtica, vulgarmente conhecido como Capim Annoni-2, Capim-Choréo e
Capim-Teff (FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008a). Foi introduzida
acidentalmente no Brasil como contaminante de sementes importadas, na década
de 1950 (GOULART et al., 2012).

Figura 12 - Eragrostis plana Nees A) estacdo experimental da UTFPR — campus
de Pato Branco; B) folhas coletadas.

A familia Poaceae € amplamente distribuida por todo o mundo e contribui
para a grande variedade de espécies vegetais ja encontradas. Possui cerca de 750
géneros e 10000 espécies (GONZALES et al., 2011), sendo que, no Brasil,
Filgueiras et al. (2010) registraram 1438 classificadas em 218 géneros.

Essa familia apresenta uma notavel importancia econémica e bioldgica,
principalmente quando se fala de dominio de ecossistemas vegetais e alimentacao

tanto para animais quanto para o homem, quando na forma de cereais. O habitat



34

mais comum dos representantes da familia Poaceae séo as formacdes campestres
(WELKER; WAGNER, 2007).

A familia Poaceae inclui uma infinidade de espécies forrageiras que
apresentam um enorme poder de disseminacdo e de colonizagéo, isso se deve ao
fato dessas espécies serem perenes e de produzirem grande quantidade de
sementes, mesmo quando as condi¢cdes sdo desfavoraveis (SILVA; COELHO;
MEDEIRQOS, 2008).

Sendo assim, sugere-se que ela € bastante representativa em termos de
espécies de plantas daninhas em varios ambientes (SILVA; COELHO; MEDEIROS,
2008). Isto pode ser confirmado no trabalho de Souza e Maiomoni-Rodella (2003),
que identificaram uma alta interferéncia de plantas daninhas em agrossistemas,
sendo que as espécies da familia Poaceae foram as que mais se destacaram.

Eragrostis € um género com cerca de 350 espécies, distribuidas nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas de ambos os hemisférios, sendo o Brasil o pais
da América do Sul com o maior nimero de espécies do género Eragrostis. Séo
encontradas na maioria dos habitats, contudo a maior predominancia ocorre em
lugares abertos e solos secos (BOECHAT; LONGHI-WAGNER, 2000).

Esse género, em geral, € conhecido pelo seu alto valor nutritivo, sendo
usado como forragem para a alimentacdo de gado. As espécies Eragrostis nigra,
Eragrostis tef e Eragrostis curvula, sdo as que mais se destacam como forragem.
Porém algumas espécies de Eragrostis, como a viscosa ou plana Nees, ndo sédo
nutritivas e os animais se recusam a ingeri-las. Na medicina popular da Africa a
E.viscosa é usada com propriedades repelentes as cobras (SEBASTIAO et al.,
2010).

Devido a capacidade de competir com plantas daninhas que tomavam as
pastagem do Rio Grande do Sul (RS) em 1970, as sementes de Eragrostis plana
Nees foram comercializadas e multiplicadas pelo Grupo Rural Annoni. Contudo, logo
se verificou o carater agressivo dessa espécie, como invasora, bem como a baixa
gualidade como pasto (MEDEIROS; FOCHT, 2007).

Sua comercializacao foi proibida, bem como seu transporte e importacéo de
sementes e mudas, pela Portaria n°® 205, de 13/03/79, do Ministério da Agricultura
(KISSMANN, 1991). Porém ela j& havia se tornado a invasora mais agressiva e de
mais dificil controle na Regido Sul do Brasil (MEDEIROS; FOCHT, 2007).
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Capim Annoni-2 é considerada uma invasora, pois apresenta rejei¢cdo pelos
animais, rapido crescimento, longa fase reprodutiva, presenca de alelopatia e banco
de sementes persistente no solo (FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008a).

Por serem muito pequenas (0,14 X 0,06 X 0,04 cm) (FERREIRA;
MEDEIROS; FAVRETO, 2008b), as sementes do Capim Annoni-2 sao propagadas
com muita facilidade pelos cursos de vento e 4gua, bem como, aderidas ao corpo de
animais ou suas fezes. O homem € o meio mais importante de propagacéao, pois ele
as dispersa como contaminante de lotes de sementes ou diretamente ligados a
veiculos e/ou maquinas (RUSCONI, 2007).

A alelopatia é outra caracteristica muito evidente do Capim Annoni-2,
acredita-se que esse fendbmeno prejudica a germinacdo de sementes de diversas
espécies nativas e exoticas garantindo o dominio sobre as demais plantas
(FERREIRA; MEDEIROS; SOARES 2008a).

Dalbosco (2013) estudando o potencial alelopéatico dos extratos brutos de
Capim Annoni-2, obtidos com folhas coletadas no verdao e no inverno por meio da
extracdo a frio com solventes em ordem crescente de polaridade (éter de petréleo e
acetato de etila), verificou que o extrato de éter de petroleo verdo em uma
concentracdo de 400 ppm apresentou os melhores resultados de inibicdo da
germinacao das sementes de |. grandifolia. Ja com relacao a inibicdo do crescimento
da radicula e do hipocaétilo dessa mesma espécie, o extrato que apresentou o menor
crescimento foi o de acetato de etila verdo, também em uma concentracdo de 400
ppm.

A presenca de potencial alelopatico no Capim Annoni-2 foi confirmada
também no trabalho de Silva (2014), que estudando o efeito alelopatico de extratos
brutos de éter de petréleo, acetato de etila e metanol, provenientes da raiz, verificou
gue o extrato de éter de petroleo, obtido no verdo foi 0 que mais retardou a cinética
no processo de germinacao.

O potencial alelopatico do E. plana Nees esta contribuindo para sua
expansao sobre os campos nativos no Rio Grande do Sul, estima-se que a area
invadida corresponda a dois milhdes de hectares (MEDEIROS; FOCHT, 2007), o

gue acarreta em expressivos prejuizos ambientais, econdmicos e sociais ao estado.

Barbosa et al. (2013) sugerem, a partir de modelos bioclimaticos, a hipétese de que

um nicho bioclimatico muda durante a invasdo de E. plana, sendo esta mudanca
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uma consequéncia de varios processos, incluindo a auséncia de inimigos e
concorrentes de sua area nativa.

O Capim Annoni-2 é o responsavel pela reducéo da biodiversidade floristica
e a reducdo da qualidade nutricional das pastagens, o que resulta em menor ganho
de peso do gado criado em pastagens infestadas com esta planta daninha
(GOULART et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

As folhas de Capim Annoni-2 foram secas em estufa de ar circulante
MARCONI MAO33/3I/NET a 40 °C e moidas em liquidificador. As massas dos
extratos e fracdes foram medidas em balanca analitica SHIMADZU UX620H. Os
extratos de éter de petroleo, acetato de etila e metanol foram concentrados em
evaporador rotativo QUIMIS Q344M2. Para a Cromatografia em Coluna (CC)
utilizou-se silica gel 60 0,063 — 0,2mm/70-230 mesh ASTM. As andlises por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizaram placas de silica-gel DC —
Fertigfolien ALUGRAN xtra SIL G/UV com 0,2 mm de espessura, e ha Cromatografia
em Camada Delgada Preparativa (CCDP), utilizou-se silica gel 60 Carvalhes UV —
245. As substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de radiacao ultravioleta
nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm, por insergcédo das placas em cubas de
vidro saturadas por vapores de iodo e revelador anisaldeido. Os extratos obtidos
foram analisados por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(IV-TF) em espectrometro PerkinElmer e Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) em cromatografo Varian LC-920-R6. Os espectros de infravermelho foram
elaborados utilizando-se o programa Origin 8.5.

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Eragrostis plana Nees foram coletadas no verdo e no inverno,
em 2013 e 2014, respectivamente, na Area Experimental da UTFPR - Campus Pato
Branco. Sua exsicata, apos identificacdo realizada pela Prof2. lIsi lob Boldrini foi
depositada no Herbéario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de

Biociéncias — PPG Botéanica, sob o niumero ICN n° 174417.
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4.2 SECAGEM E MOAGEM

As folhas da espécie em estudo foram pré-secas a sombra em temperatura
ambiente, seguido de secagem em estufa de ar circulante a 40 °C, e trituradas em

liquidificador.

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Apés seco, moido e pesado (175 g inverno e 175 g verdo), o material
vegetal foi submetido a extracdo a frio com solventes em ordem crescente de
polaridade: éter de petrdleo (EP), acetato de etila (ACET) e metanol (MeOH), com
renovacdo do solvente em intervalos de 48 horas, numa média de 3 trocas de
solventes. Com filtragdo e recolhimentos periédicos dos filtrados. Os residuos
remanescentes foram desprezados. Os extratos foram concentrados em evaporador
rotativo a pressdo reduzida e temperatura de 40 °C. Em seguida, foram
armazenados na capela para completa evaporagao do solvente. A figura 13 mostra a
sequéncia para a obtencao do extrato bruto de éter de petréleo, que se repetiu para
a obtencao dos extratos de acetato de etila e metanol.

Os extratos brutos obtidos da raiz de Capim Annoni-2 e que foram utilizados
na analise e comparacdo com 0s extratos brutos obtidos das folhas, por meio de
HPLC, j4 se encontravam prontos para analise, pois fizeram parte de um trabalho
anterior (SILVA, 2014), e a sua obtencdo foi realizada utilizando a mesma

metodologia de obtencao dos extratos brutos das folhas.
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Figura 13 - a) Extragao a frio das folhas de Capim Annoni-2 com éter de petréleo- b)
Filtracdo do extrato bruto - c) Evaporacdo do solvente do extrato bruto de Capim
Annoni-2 utilizando evaporador rotativo.

4.4 COMPARACAO ENTRE OS EXTRATOS BRUTOS

4.4.1 Infravermelho

Os extratos brutos de verdo e inverno foram analisados em duplicata por
IV-TF na Central de Analises campus Pato Branco (PR). O equipamento foi operado
com resolucdo de 4 cm™ e 64 varreduras. O intervalo analisado foi de 400 a 4000
cm™, pois segundo Silverstein e Webster (2000) é a regido que apresenta maior
utilidade na andlise organica.

Para a andlise, as amostras (extratos brutos) foram dissolvidas com
diclorometano e aplicadas, com a ajuda de uma pipeta de Pasteur, em uma placa de
KBr, em seguida a placa foi inserida em um suporte para subsequente analise por
IV-TF
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4.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Outra técnica utilizada para comparacao entre os extratos brutos de Capim
Annoni-2 foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), as analises foram
realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia, utilizando-se coluna C18,
foram injetadas aliquotas de 10 pl, fluxo de 1 mL.min™* e modo de eluicdo gradiente
com agua e metanol. O gradiente de elui¢cdo utilizado foi (A = agua e B = metanol):
iniciou-se com 95% A até 1min, em seguida diminuiu-se o valor de A para 93% até 7
min, 80% A até 15min, 50% A até 30 min, 10% A até 50 min, 10% A até 55 min e,
por fim, o valor de A é aumentado para 95% A até 60 min e para 95% A até 70 min.
A analise foi realizada em comprimento de onda de 280 nm. As amostras foram
preparadas em concentracoes de 0,5%, 1% e 4% (m/v), de acordo com cada tipo de
extrato, o solvente utilizado foi o acetato de etila ultra puro, em seguida, foram
transferidas para vials para subsequente andlise por CLAE.

Por meio dessa analise foi possivel comparar os extratos brutos: de éter de
petréleo folha verdo X inverno; acetato de etila folha verdo X inverno; metanol
folha verdo X inverno; éter de petrdleo inverno raiz X folha; acetato de etila
inverno raiz X folha; etanol inverno raiz X metanol inverno folha; folhas — inverno -
éter de petréleo X acetato de etila X metanol; folhas — verdo — éter de petrdleo X

acetato de etila X metanol

4.4.3 Tratamento Estatistico

Os resultados obtidos pelas analises de IV-TF foram tratados
estatisticamente por meio da Analise de Componentes Principais (PCA), utilizando o
software Pirouette versdo 4.0 (Infometrix, Seattle, Washington, USA). Onde foi
possivel a comparacdo entre os seis extratos brutos (folha verdo éter de petréleo
(FVE), folha inverno éter de petroleo (FIE), folha verdo acetato de etila (FVA), folha
inverno acetato de etila (FIA), folha verdo metanol (FVM) e folha inverno metanol

(FIM)). Verificou-se as possiveis diferencas entre os extratos obtidos, comparando-
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os por diferenca de polaridade dos solventes utilizados (éter de petrdleo, acetato de
etila e metanol), bem como de sazonalidade, época de coleta — verdo e inverno.

O pré-processamento dos dados utilizado foi 0o auto escalonamento, onde
cada variavel é centrada na média e dividida pelo seu desvio padrdo. A analise foi

realizada utilizando intervalos de dados sugeridos pelo programa.

4.5 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE ACETATO DE ETILA VERAO E
INVERNO

Como relatado anteriormente foram obtidos extratos de Capim Annoni-2 a
partir de material coletado no verdo e no inverno. Optou-se por iniciar o estudo
proposto, pelo fracionamento e purificacdo do extrato de acetato de etila, com base
nos resultados satisfatérios obtidos por meio dos testes alelopaticos utilizando esse
extrato (DALBOSCO, 2013).

4.5.1 Cromatografia em Coluna

Os extratos brutos de acetato de etila foram submetidos a uma coluna
cromatografica, utilizando silica-gel como fase estacionaria. As fracdes assim
obtidas foram analisadas por CCD, e reunidas de acordo com seus fatores de
retencdo (fr). A cromatografia em coluna foi utilizada também para a purificacdo de
algumas fragbes do extrato bruto, que apresentaram maior numero de substancias

na analise por CCD.
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4.5.2 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa

Na CCDP foram preparadas placas, de dimensdes 20 cm X 20cm e 5 cm X
20 cm, por espalhamento da suspenséo silica gel em 4gua destilada (1:2), as placas
em seguida foram secas a temperatura ambiente por 24 h e ativadas em estufa a
110 °C. Para separar a substancia da silica, o material obtido de cada placa foi
deixado em solucdo de diclorometano/metanol (1:1) por 50 minutos. Em seguida as

suspensdes foram filtradas e o solvente evaporado

4.6 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

As substancias isoladas foram identificadas através de métodos
espectrométricos e espectroscopicos: Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de 'H) e Carbono (RMN de *3C), bidimensionais (HSQC e HMBC)
e Espectrometria de Massas (EM).

Para andlise por RMN o nucleo de hidrogénio foi observado a 600 MHz e o
nucleo de carbono a 150 MHz. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio
deuterado (CDCI3) contendo TMS, os deslocamentos quimicos estdo expressos em
ppm (&) e referenciados em relagdo ao TMS (0,00 ppm). As constantes de
acoplamentos (J) foram registradas em Hertz (Hz).

Nas analises por CG/EM cada amostra foi diluida em hexano ultra puro e
caracterizada utilizando as seguintes condic6es de andlise: coluna capilar de silica
fundida (Rtx-5MS) composta por 5% de difenil + 95% de dimetil polisiloxano e
medindo 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. O gas de arraste utilizado foi hélio com vazéo
de 1,02 mL min™, em modo split 1:20, estando o injetor & 250 °C. Foi injetado 1 L
de amostra na seguinte rampa de aquecimento: temperatura inicial 60°C (0’) até 250
°C, com aquecimento de 3 °C.min™. O intervalo de deteccéo de massas utilizado foi
de 40-350 m/z, a temperatura na linha de transferéncia foi de 300 °C, a temperatura
na fonte de ions foi de 300 °C e o sistema de ionizagdo por impacto de elétrons a 70
evV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPARACAO ENTRE OS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos de Capim Annoni-2 foram comparados por meio das
técnicas de Infravermelho e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O rendimento

de cada extrato pode ser observado na tabela abaixo.

Tabela 1 - Extrato seco (folhas) e rendimento dos extratos brutos de Capim Annoni-2

Extrato Bruto Massa seca () Rendimento (%)
Eter de Petréleo Ver&o 3,39 1,94
Acetato de Etila Verdo 0,583 0,33
Metanol Veréo 3,78 2,16
Eter de Petréleo Inverno 1,94 1,10
Acetato de Etila Inverno 2,49 1,42
Metanol Inverno 6,98 3,98

Observa-se que os maiores rendimentos ocorrem nos extratos de metanol,
folha, verado e inverno, pois, segundo Oliveira (2012), com esse solvente é extraido
grande parte dos acucares e produtos glicosilados presentes nas folhas. Silva et al.
(2010) estudando extratos de folhas de Cymbopogon citratus Stapf (Poaceae)
obtidos com os solventes éter de petréleo, acetato de etila e metanol, observou que

0 extrato metandlico apresentou maior rendimento na extragao.
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5.1.1 Infravermelho

Os extratos brutos foram analisados em infravermelho (Figuras 13, 14 e 15).
Para a discussdo dos espectros utilizou-se como referéncia Silverstein e Webster
(2000), Formagio et al. (2011), McMurry (2010) e Morais et al. (2013).

Neste trabalho, os espectros de infravermelho foram divididos em quatro
regides, seguindo o modelo proposto por McMurry (2010). A regido 1 compreende a
faixa de 4000 a 2500 cm™ e corresponde a absorcdes provocadas por estiramentos
de ligacdes simples N-H, C-H, e O-H, a regido 2, de 2500 a 2000 cm™ é atribuida ao
estiramento de ligacéo tripla de nitrilas e alquinos, a regido 3 compreende a faixa de
2000 a 1500 cm™ e corresponde as absorcées das ligacdes duplas de todos os
C=0, C=C e C=N, enquanto que a regido 4 fica abaixo de 1500 cm™ e é conhecida
como a regido de impressado digital, ela corresponde a um grande ndamero de
absorcdes devido a uma variedade de vibracdes de ligagbes simples C-C, C-O, C-N

e C-X (X representa um halogénio).
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Figura 14 - Espectro de infravermelho do extrato de éter de petréleo folha verdo (em
preto) X inverno (em vermelho), a numeracdo na figura representa a divisdo das
regides do espectro segundo McMurry (2010)

Observa-se com base na comparacdo dos espectros de éter de petréleo
folha verdo X inverno (Figura 14), que ambos apresentam picos de absorcdo em
regides bastante similares, com excecdo da regido 1 entre 3750 e 3250 cm™, onde
se observa um pico de deformacdo axial de O-H, apenas no extrato de verao.
Observa-se também, diferenca na regido 4, mais especificamente entre 1420 e 1330
cm™, correspondente a deformacdo angular no plano de O-H. Essa observacdo
favorece a confirmacédo da presenca de metabdlitos hidroxilados no extrato de
verdao, diferenciando-o do extrato de inverno.

A partir dessa observacdo é possivel esperar que a composi¢cdo dos
extratos, em termos de metabolitos secundarios apresente-se diferenciada. Sabe-se
gue a planta quando submetida a algum tipo de estresse, altera a producéao de seus
componentes, quer em termos de quantidade ou de variedade (COUTINHO et al.,
2009; PAVARINI et al., 2012; BEZERRA et al., 2013). Segundo Bresciani (2003)

alguns metabdlitos secundarios podem ser produzidos em uma estacdo do ano
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devido as condicbes externas como temperatura e umidade, e consumidos em outra,
para seu crescimento, reproducédo e defesa. Macedo (2013) em seus estudos com
Davilla rugosa Poir sobre a influéncia da sazonalidade no teor de alguns metabdlitos
secundarios, observou que o teor de umidade nas folhas dessa espécie € maior no
verdo do que no inverno, assim como, € no verao que uma maior quantidade de
flavonoides e taninos s&o encontrados na folha.

Constatou-se, em ambos 0s espectros absorc¢des na regido 1 em 3010 cm™
correspondente a C-H aromatico e entre 2750 a 3000 cm™ sugerindo deformacéo
axial C-H de grupos metila e/ou metileno. Observa-se ainda, absor¢cdo na regiao 2
em 2260 cm™ caracteristica de estiramento de ligac&o tripla de alquinos, na regido 3
verifica-se pico em 1746 cm™ correspondente a grupos carbonila (C=0), além disso,
na regido 4, constatou-se absor¢des em 1460 cm™ referente a deformacéo angular
CH, e CHs, absorcdo em 1250 cm™ referente a deformagcéo axial de C-O de &lcoois

ou fendis e, por fim, em 750 cm™ pico de deformacéo angular fora do plano de C-H.
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Figura 15 - Espectro de infravermelho do extrato de acetato de etila folha veréo (em
vermelho) X inverno (em preto), a numeracdo na figura representa a divisdo das
regi6es do espectro segundo McMurry (2010)

Observa-se com base na comparacdo dos espectros de acetato de etila
folha verdo X inverno (Figura 15), que ambos apresentam bandas de absorcdo em
regides bastante similares. Constatou-se absor¢des na regiao 1 entre 3750 a 3250
cm™ atribuida & deformacéo axial de O-H de &lcoois ou fendis, em 3010 cm™
correspondente a C-H aromatico, entre 2750 a 3000 cm™ sugerindo deformacao
axial C-H de grupos metila e/ou metileno. Observa-se ainda, absorcado na regiao 2
em 2260 cm™ caracteristica de estiramento de ligac&o tripla de alquinos. Na regido 3
constatou-se picos em 1746 cm™ correspondente a grupos carbonila (C=0), e por
fim, na regido 4 observa-se absorcdo em 1460 cm™ referente a deformacéo angular
CH, e CHs, absorcéo entre 1420 e 1330 cm™ correspondente a deformacdo angular
no plano de O-H, confirmando a presenca de metabdlitos hidroxilados nos extratos
de acetato de etila verdo e inverno. Observa-se uma pequena diferenca na regiao

4, pela presenca de bandas de absorcdo apenas no espectro de inverno em 1250



48

cm” referente a C-O de alcoois ou fendis e em 1040 cm™ atribuida a deformacao

axial simétrica C-O-C.
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Figura 16 - Espectro de infravermelho do extrato de metanol folha verdo (em
vermelho) X inverno (em preto) a numeracdo na figura representa a divisdo das
regi6es do espectro segundo McMurry (2010).

Com base na observacéo dos espectros do extrato de metanol folha veréo e
inverno (Figura 16), constatou-se que ambos apresentam bandas de absor¢cdo em
regides bem similares, com excecdo da regido 4, em aproximadamente 1150 cm™
onde se observa uma banda de absorcdo apenas no extrato de metanol folha
inverno. E ainda na regido 4, entre 750 e 1000 cm™ observam-se sinais apenas no
extrato de metanol folhas verao.

Pode-se observar absor¢oes em ambos 0s espectros na regido 1, entre
3500 a 3250 cm™ referente & deformacdo axial de O-H de &lcoois ou fendis, em
3010 cm™ correspondente a C-H aromaético, entre 2750 a 3000 cm™ sugerindo
deformacgéo axial C-H de grupos metila e/ou metileno. Observa-se ainda, na regiao

3, entre 1660 a 1610 cm™ banda de deformacdo axial da ligacdo C=C de éteres
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vinilicos, essa banda caracteriza-se por ser mais intensa que nos alquenos, além
disso, aparece frequentemente como um dublete devido a existéncia de isbmeros
rotacionais. E importante destacar que essa absorcdo na forma de dublete, na
regido 3, quando comparados os espectros de infravermelho dos extratos, s6 foi
visualizada no extrato de metanol . Observa-se também, na regido 4, deformacéo
angular CH, e CH; em 1460 cm™, absorcao entre 1420 a 1330 cm™ correspondente
a deformacao angular no plano de O-H, confirmando a presenca de metabdlitos
hidroxilados nos extratos de metanol folhas verdo e inverno e e deformacédo axial
simétrica C-O-C em 1040 cm™.

Por meio dos espectros mostrados nas figuras 14, 15 e 16 pode-se observar
diferencas entre os extratos de folhas de éter de petrdleo, acetato de etila e metanol
sugerindo grande riqgueza de compostos quimicos nas folhas de Capim Annoni-2.
Resultados semelhantes aos mostrados acima foram relatados nos estudos de
Dalbosco (2013), que realizou analises de infravermelho dos extratos de éter de
petréleo e acetato de etila das folhas de Capim Annoni-2 coletadas no verdo e no

inverno.

5.1.2 Andlise dos Componentes Principais

Os dados foram processados no software Pirouette, onde foi aplicada a
técnica da Analise dos Componentes Principais (PCA). Essa técnica consiste em
reduzir um conjunto de dados originais em um conjunto menor de variaveis
estatisticas, preservando a maior quantidade de informacdes possiveis (CORREIA;
FERREIRA, 2007; SOEIRO et al., 2010; ROSARIO; KIPPER; FERRAO, 2012).

Para a analise estatistica utilizou-se apenas 0s conjuntos de variaveis mais
significativos sugeridos pelo programa Pirouette, nesta analise é possivel selecionar
as variaveis que ndo estdo interferindo significativamente para as formacgfes dos
agrupamentos naturais, observados pela PCA, sendo que as mesmas foram de
2969 cm™ a 2828 cm™ e 1781 cm™ a 400 cm™, a figura 17 mostra a exclusdo dessas

variaveis na regiao em amarelo.
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O grafico de scores foi plotado por PC1 versus PC2 como mostra a Figura
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Figura 18 - Grafico de scores obtido por PCA das duplicatas dos extratos folha verao
metanol (FVM), folha inverno metanol (FIM), folha verdo acetato de etila (FVA) folha
inverno acetato de etila (FIA) folha verédo éter de petroleo (FVE) e folha inverno éter de
petréleo (FIE), as regifes circuladas representam a separac¢éo segundo a PC1

A andlise da PCA permitiu verificar que a PC1 representa 51,9% das
informacgdes originais do conjunto de dados enquanto que a PC2 representa 22,2%,
sendo deste modo a analise segundo a PC1 mais significativa.

De acordo com a PC1 (51,9%) pode-se observar que houve separacdo em
funcdo do grau de polaridade do solvente, os extratos obtidos com o solvente apolar
(éter de petrdleo) encontram-se no segundo e no quarto quadrante, enquanto que 0s
extratos obtidos com solventes mais polares (acetato de etila e metanol) encontram-
se no primeiro e no terceiro quadrante.

A PC2 (22,2%) por sua vez apresentou uma nitida separagdo entre as
estacdes do ano (verdo e inverno), os extratos obtidos com folhas coletadas no
verao se encontram no primeiro e segundo quadrante, enquanto que o0s extratos
com folhas coletadas no inverno encontram-se no terceiro e quarto quadrante.

Essa diferenga nos extratos de acordo com a estagéo foi observada também
nos espectros de infravermelho, onde, por exemplo, o extrato de éter de petroleo

verao (FVE) e inverno (FIE) se mostraram diferentes devido ao aparecimento de
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uma banda de deformacédo axial de O-H na regido 1, mais especificamente entre
3500 e 3250 cm™ e o aparecimento de uma banda de deformacdo angular no plano
de O-H na regido 4, entre 1420 e 1330 cm™, no extrato de verdo, como mostra a
figura 13. J4 no extrato de metanol verdo (FVM) e inverno (FIM) a diferenca
apareceu na regido 4, em aproximadamente 1150 cm™ onde se observa absorcédo
nessa regiao, apenas no extrato de metanol inverno. E ainda na regiéao 4, entre 750
e 1000 cm™ observam-se sinais de absorcdo apenas no extrato de metanol verao.

Os extratos de acetato de etila verdo (FVA) e inverno (FIA) por sua vez,
apresentam-se muito similares, a pequena diferenca entre eles ndo € considerada
estatisticamente significativa como mostra a analise estatistica segundo a PC1.

Pode-se afirmar que o grau de polaridade do solvente escolhido para a
extracdo resulta em uma separacdo mais significativa dos extratos, ja que isso foi
observado na PC1 que representa 51,9% das informacfes. Ainda segundo a PC1
pode-se observar que as amostras com maiores diferencgas significativas sdo as de
folha inverno metanol (FIM) e folha inverno éter de petréleo (FIE), o que ja era
esperado devido a grande diferenca de polaridade entre esses solventes. Isso foi
observado também no trabalho de Silva (2014) que justifica essa diferenca pelo fato
do éter de petroleo extrair substancias mais apolares enquanto que o metanol extrai
substancias mais polares.

Os resultados para a analise por agrupamento hierarquico HCA (gréafico nédo

incluido) foram os mesmos que da PCA.
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5.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

5.1.3.1 Eter de petroleo - Folhas - Verdo X Inverno

Comparando-se os extratos de éter de petrdleo verdo e inverno observa-se
gque a maior concentracdo dos sinais encontra-se na regiao entre 35 a 65 min
(Figura 19), regido mais apolar, como era de se esperar devido ao carater apolar do

solvente (éter de petrdleo) utilizado para a extracao.
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Figura 19 — Cromatograma ampliado dos extratos de éter de petréleo verao

(linha preta) e inverno (linha rosa) representando a area de maior
concentracéo dos sinais




Observa-se

semelhantes, a maioria dos picos possuem tempos de retencdo (TR) diferentes,
caracterizando diferenca entre os extratos. Isso foi observado também nas analises
estatistica e de infravermelho que destacaram diferencas entre os extratos de éter
de petréleo verdo e inverno.

Pode-se observar também que mesmo estando mais diluido, o extrato de
verdao (1%), apresentou alguns sinais com intensidade maior que o extrato de
inverno (4%), como mostra a figura 20, indicando que a planta produz substancias
de acordo com as suas necessidades. Essas diferencas vem corroborar com
resultados de testes alelopaticos realizados anteriormente (DALBOSCO, 2013), em
gue nos bioensaios de germinacao utilizando I. grandifolia, os extratos de verao

foram os que apresentaram melhores resultados para inibir a germinacéao,

também que apesar

de apresentarem alguns

destacando-se o extrato de éter de petrdleo, em uma concentragdo de 400 ppm.
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mais concentrado (inverno)

sinais



55

5.1.3.2 Acetato de Etila - Folhas - Verao X Inverno

Ao comparar-se 0s extratos de acetato de etila verdo e inverno observam-
se alguns sinais em TR diferentes.

Verifica-se que a maior concentracdo de sinais esta na regidao entre 33 a 52
min, 0 que caracteriza a presenca de compostos mais polares justificada pela
polaridade do solvente (acetato de etila) utilizado na extracdo. Pode-se destacar
também a presenca de um sinal majoritario no extrato de inverno em

aproximadamente 49 min, como mostra a figura 21.
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Figura 21 - Cromatograma ampliado dos extratos de acetato de etila verdo
(linharosa) e inverno (linha preta) representando a area de maior
concentracao de sinais

Observa-se também que o extrato de verdo (0,5%), mesmo estando mais
diluido que o extrato de inverno (1%), apresentou alguns sinais com maior

intensidade (Figura 22). Isso indica que, dependendo da estacdo do ano, a planta



pode produzir mais ou menos de

necessidades.
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Figura 22 - Areas ampliadas que representam as maiores diferencas entre os sinais do
extrato de acetato de etila verdo (linha rosa) e inverno (linha preta), as setas indicam os
sinais do extrato mais diluido (verdo) que sdo mais intensos que os sinais do extrato

mais concentrado (inverno).

56

uma determinada substancia em funcao de suas

Apesar de todas essas observacdes, pode-se destacar que o perfil do

cromatograma, de uma maneira geral, mostra semelhanca entre os extratos de

acetato de etila/verédo e acetato de etila/inverno, o que foi observado também na

analise estatistica e na andlise de infravermelho. Ao reportarmo-nos aos resultados

dos testes alelopéticos realizados por Dalbosco (2013), foi observado que, em

termos de crescimento da radicula da planta |. grandifolia, o extrato de acetato de

etila das folhas, de Capim Annoni-2, verdo, numa concentracao de 400 ppm foi o

que apresentou crescimento reduzido. O mesmo foi observado em relagdo ao

crescimento do hipocétilo, o extrato de acetato de etila/verdo a 400 ppm foi o que

apresentou maior potencial de inibicdo do crescimento do hipocétilo da I. grandifolia.
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5.1.3.3 Metanol — Folha - Verao X Inverno

Observa-se com base na comparacdo dos extratos de metanol verdo e
inverno que ambos apresentam sinais que se concentram na regidao entre 20 a 40
min (Figura 23), regido polar, o que ja era esperado devido a alta polaridade do
solvente utilizado para a extracéo

Pode-se observar que 0s extratos apresentam muitos sinais semelhantes,
algumas poucas diferencas sdo observadas com relacdo ao tempo de retencdo dos
sinais, contudo muitas diferencas sdo observadas com relacdo a intensidade dos
mesmos. Essa diferenca foi observada também nas analises de infravermelho e na

analise estatistica.

Ditferent ¥ units

46 Ana_metanol_folha_1%_invernol DATA [PDA-Channel-1 ]

RT [min]
24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Figura 23 - Cromatograma ampliado dos extratos de metanol verdo (linha
preta) e inverno (linha rosa) representando a area de maior concentracao
dos sinais
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Outra caracteristica interessante é que algumas substancias se apresentam
em maior ou menor intensidade conforme a estacdo do ano, verdo ou inverno,

como mostra a figura 24.
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Figura 24 - Areas ampliadas que representam as maiores diferencas entre cromatogramas
do extrato de acetato de etila verdo (linha preta) e inverno (linha rosa), as setas indicam
alguns sinais que se destacam por estarem em maior intensidade quando comparados os
dois extratos.

5.1.3.4 Folhas — Inverno — Eter de Petréleo X Acetato de Etila X Metanol

Observa-se quando se compara 0s extratos de éter de petrdleo, acetato de
etila e metanol, de folhas coletadas no inverno, que eles apresentam muitas
diferencas entre si, isso pode ser observado também na analise estatistica e na
analise de infravermelho e pode ser justificada pela grande diferenca de polaridade
entre esses trés solventes.

Pode-se perceber que o extrato de metanol apresenta sinais em regibées com
menores TR, ja 0 extrato de éter de petroleo possui a maioria dos sinais nas regides
com os maiores TR, enquanto que o extrato de acetato de etila possui sinais com TR

intermediarios, como mostra a figura 25.
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Different ¥ units

RT [min]

0 5 10 15 20 2 30 35 40 4 50 55 60 65 I}
Figura 25 - Comparacéo entre os extratos de éter de petréleo inverno folha
(linha cinza), acetato de etila inverno folha (linha preta), metanol inverno
folha (linha rosa)

5.1.3.5 Folhas — Verdo — Eter de Petr6leo X Acetato de Etila X Metanol

Observa-se quando se compara os extratos de éter de petroleo, acetato de
etila e metanol, de folhas coletadas no verdo, que eles apresentam muitas
diferencas entre si, isso pode ser observado também na analise estatistica e na
analise de infravermelho e pode ser justificado pela grande diferenca de polaridade
entre esses trés solventes.

Pode-se perceber que o extrato de metanol apresenta sinais em regiées com
menores TR, ja 0 extrato de éter de petrdleo possui a maioria dos sinais nas regiées
com os maiores TR, enquanto que o extrato de acetato de etila possui sinais com TR

intermediarios, como mostra a figura 26.
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g2} Different ¥ units Ana_acetato_folha_0.5%_veraol DATA [PDA-Channel-1 ]

o3 Ana_gter_1%_folha_verao!.DATA [PDA-ChanneH1 |

kG

RT [min]

0 5 10 15 20 2 3 3% 40 45 50 55 &0 85 i)

Figura 26 - Comparacdo entre os extratos de éter de petréleo verdo folha
(linha cinza), acetato de etila verdo folha (linha preta), metanol verdo folha
(linharosa)

Ainda salientado os resultados dos testes alelopéticos realizados em
trabalho anterior (DALBOSCO, 2013), voltamos a atencdo para o extrato de éter de
petréleo/verdo (figura 27), que foi destague em termos de inibicdo de germinacao
das sementes de |. grandifolia, e para o acetato de etila/verdo (figura 28) que
nesses mesmos testes, provocou a reducdo do crescimento da radicula e do
hipocétilo da mesma planta, |. grandifolia. Além disso provocou necroses,

deformidades e até morte da semente previamente germinada.
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Figura 27 - Cromatograma do extrato de folha éter de petréleo verao

!If ; H ‘M’*f\j’! ” ‘u‘l‘ uﬂl«wﬂkf
Pl

-1t
0 2 46 810121416 18202224 2628 303234 36 38404244 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70
Min
Figura 28 — Cromatograma do extrato de folha acetato de etila veréo
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5.1.3.6 Eter de Petrdleo - Inverno - Folha X Raiz

Comparando-se 0s extratos de éter de petroleo da folha e da raiz, coletadas
no inverno, observa-se que a maior concentracdo dos sinais encontra-se na regiao
entre 35 a 60 min, regido mais apolar, como era de se esperar devido ao carater
apolar do solvente (éter de petréleo) utilizado para a extragdo, como mostra a figura
29.

Different ¥ units [Bna_eter yaiz_9% jnverno 1T DATA [PDA-Channel-T]l

Ana_eter_folha_inverno_4%1 DATA [PDA-Channel-1 ]

| T W L i e v

RT [min]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Figura 29 - Comparacao entre os extratos éter de petréleo raiz (linha preta) e
éter de petroleo inverno (linharosa)

Pode-se perceber que existe uma grande diferenca entre esses dois
extratos, ndo s6 em termos de concentragdo como de composicdo. Sendo que, a
raiz apresenta maior diversidade de compostos que a folha, além de possuir um
sinal majoritario em aproximadamente 47,4 min que néo € visualizado no extrato da
folha (Figura 30).
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Figura 30 - Areas ampliadas dos extratos de éter de petrdleo raiz (linha preta) e éter de
petroleo folha (linha rosa), a seta indica o pico majoritario no extrato da raiz

Essa grande diversidade de compostos, assim como, a presenca de um
componente majoritario no extrato de éter de petréleo raiz, apesar de ter sido
analisado por CLAE somente o extrato de inverno, pode ser um indicativo para os
resultados interessantes obtidos no trabalho de Silva (2014), que estudando o
potencial alelopatico de extratos brutos de éter de petréleo, acetato de etila e
metanol provenientes da raiz de E. plana Nees, verificou que o extrato de éter de
petréleo, obtido no verao, foi um dos que mais retardou a cinética no processo de
germinacao.

Enquanto que, no trabalho de Dalbosco (2013), sobre o estudo do potencial
alelopatico dos extratos de éter de petroleo e acetato de etila provenientes das
folhas de E. plana Nees coletadas no verdo e no inverno, mostraram que o extrato
de éter de petrdleo obtido da folha, coletada no veréo foi muito mais eficiente do que
aguela coletada no inverno, em se tratando de inibicdo de germinacao , de reducao
de crescimento de hipocdtilo e de radicula. Sendo assim, o melhor desempenho do
extrato de éter de petréleo verdo pode ser explicado devido ao fato do extrato de
éter de petréleo inverno ter pouca quantidade de compostos.

Ao compararem-se 0s resultados dos testes alelopaticos (inibicdo de
germinacao e reducao de crescimento do hipocatilo e da radicula) foi observado que
0S extratos obtidos da raiz apresentaram resultados melhores que extratos obtidos
das folhas. Pode-se afirmar entdo, que o melhor desempenho do extrato da raiz nos

testes alelopaticos realizados se deve a uma maior diversidade de compostos,
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guando comparado com o extrato da folha desse mesmo solvente, sendo de grande

importancia a identificagdo do sinal majoritario no mesmo.

5.1.3.7 Acetato de Etila — Inverno — Folha X Raiz

Comparando os extratos de acetato de etila folha e raiz, coletadas no
inverno, observa-se que ambos apresentam uma grande variedade de compostos,
assim como, percebe-se que existe uma grande diferenca entre esses extratos,
como mostra a figura 31.

Segundo Favaretto (2014) os compostos nitrogenados sao observados em
maior quantidade nas raizes de Capim Annoni-2, enquanto que nas folhas observa-
se uma maior concentracdo de compostos polares e taninos, o que justifica a

diferenca observada nos espectros.

700 Different ¥ units Ana_Acetgto_raiz_4%_Invernol DATA [PDA-Channel-1 ]
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Figura 31 - Cromatograma dos extratos de acetato de etila raiz (linha preta) e
acetato de etila folha (linha rosa)
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E importante destacar também a presenca de um sinal majoritario observado
no extrato da folha de Capim Annoni-2, em aproximadamente 48,7 min esse mesmo

sinal ndo é observado no extrato da raiz, como mostra a figura 32.
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Figura 32 - Areas ampliadas dos extratos de acetato de etila raiz (linha preta) e acetato de
etila folha (linha rosa), a seta indica o pico majoritario no extrato da folha

5.1.3.8 Metanol — Folha Inverno X Etanol — Raiz Inverno

Com relacdo aos extratos de metanol folha e etanol raiz pode-se observar
uma grande diferenca entre eles, o extrato de metanol folha apresentou a maioria
dos sinais na regiao entre 20 e 33 min, ja 0 extrato de etanol raiz apresentou a

maioria dos sinais entre 42 a 54 min aproximadamente, como mostra a figura 33.
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Different Y units Ana_metanol_folha_1%_invernol DATA [PDA-Channel-1 ]

RT [min]
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Figura 33 - Espectro dos extratos de etanol raiz (linha rosa) e metanol folha
(linha preta)

Observa-se também que o extrato de etanol raiz apresentou uma quantidade
maior de substancias extraidas, além de um sinal majoritario em aproximadamente
47 min, esse sinal também pode ser observado no extrato de metanol folha, mas
com intensidade menor.

Outra caracteristica importante é que algumas substédncias que se
encontram em ambos 0S extratos apresentam-se em maior ou menor intensidade
dependendo do extrato, o que indica que algumas substancias podem estar
presentes em maior concentracdo na raiz e outras em maior concentracdo nas

folhas, como mostra a figura 34.
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Different ¥ units Ana_metanol_folha_{ps_invernor 1 DATA [PDA-Channel-1 ] 547 Different ¥ units Ana_metanol_folha_1%_inverno DATA [PDA-Channel-1 ]
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Figura 34 - Areas ampliadas que representam as maiores diferencas entre os sinais do
extrato de metanol folha (linha preta) e etanol raiz (linha rosa), as setas indicam alguns
sinais que se destacam por estarem em maior intensidade quando comparados os dois
extratos.

5.2 ESTUDO FITOQUIMICO

Optou-se por iniciar o fracionamento e purificacdo do extrato de acetato de
etila verdo em funcdo dos melhores resultados alelopaticos obtidos com esse
extrato em trabalho anterior (DALBOSCO, 2013).

5.2.1 Fracionamento do Extrato de Acetato de Etila Verao

A coluna cromatografica foi realizada utilizando-se 1 grama do extrato bruto
de acetato de etila verdo. Como fase estacionaria utilizou-se silica e como fase
movel utilizou-se os seguintes sistemas de solvente: hexano (100%); hex/acet (9:1;
8:2; 7:3; 6:4; 1:1 e 3:7); acetato (100%); acet/DCM (8:2; 1:1e 3:7); diclorometano
(100%); DCM/metanol (9:1; 8:2; 7:3; 6:4 e 1:1) e metanol (100%), resultando em 83

fracOes.
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Por meio da analise em CCD foi possivel agregar as fracdes resultantes da
coluna cromatogréafica, de acordo com seus fatores de retencéo, resultando em 22

fracOes referentes ao extrato de acetato de etila verdo como mostra a tabela abaixo.

Tabela 2 - Fracdes obtidas a partir de coluna cromatografica do extrato de Acetato de Etila
verdo (1 g)

Fracdes Fracao Massa (mg) Fracdes Fracao Massa (mg)
agrupadas agrupadas
F1-9 F1 93 F 36 F12 1
F 10-11 F2 188 F 37-43 F13 10
F12 F3 33 F 44 F14 1
F 13-15 F4 126 F 45-47 F15 2
F 16 F5 12 F 48-53 F16 7
F 17-20 F6 24 F 55 F17 3
F 21-23 F7 23 F 56-59 F18 1
F 24-26 F8 10 F 60-67 F19 1
F 27 F9 1 F 68-69 F20 114
F 28-33 F10 32 F 70-74 F21 14
F 34-35 F11 7 F 75-83 F22 46

O total de massa obtido na coluna foi 749 mg, resultando em 74,9% de
eficiéncia.

As fracbes em destaque na tabela 2 correspondem as fracdes que
apresentaram melhores separagfes nas analises por CCD e que possuiam
guantidade de massa suficiente para dar continuidade aos estudos fitoquimicos.
Essas fracdes foram submetidas a novas purificagdes por técnicas de cromatografia
em coluna (CC) e cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). Os
fluxogramas a seguir sédo referentes as fragOes isoladas do extrato de acetato de
etila veréo.

Inicialmente est4 sendo apresentado o estudo da fracdo F1 (Fluxograma 1).
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Acetato de
Etila Verao

<—— CC
83 Fragoes

F1

(93 mg)

E CCDP
hex. (100%)

Al *A2 *A3 A4 *A5
3mg 2mg dmg lmg 2mg

Fluxograma 1 - Substancias obtidas a partir da purificacdo da
Fragdo F1. *Substancias analisadas por RMN ‘H

Na sequéncia estd sendo apresentado o fracionamento e purificacdo da

fracdo F2 (Fluxograma 2).
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Acetato de
Etila Verao
<«— CC
83 Fragoes
F2
(188 mg)
CC 58 Fragoes
hex. (100%) até MeOH (100%)
Fid F2d F3d F4d F5d
118 mg 50 mg 3,5mg 1mg 4,7mg
<— CCDP

hex:acet (8:2)

F2d1 *F2d2 F2d3 F2d4 *F2d5 F2d6
4,9mg 4,3mg 20mg 5,1mg 2,9mg 10mg

CC 105 Fragoes
hex (100%) até MeOH (100%)

Fld1 F1d2 F1d3 F1d4 F1d5 F1d6 F1d7 F1d8 F1d9 F1d10 Fld11
Omg Omg Omg Omg 5,6mg 6,8mg 13mg 68mg 8,1mg 2mg 2,7mg

CCDP Hex (100%) ——>
<—— CCDP Hex (100%)

*F1ds’ *F1d5° F2ds5®
1,4mg 1,9mg img

*F1d6" *F1d6°
img 1,4mg

Fluxolgrama 2 - Substéncias obtidas a partir da purificacdo da Fracdo F2. *Substéncias analisadas por
RMN “H

O fluxograma 3 representa a purificagao da fracao F4.



F4

(126 mg)

CC 146 Fragoes
hex. (100%)
até MeOH
(100%)

Fluxograma 3 - Substéncias obtidas a partir da purificacdo da fracdo F4. *Substancias
analisadas por RMN 'H

—

—

E1=1,3mg

E2 = 18,2 mg

E3=17,6 mg

E4=22,3mg

E5=10mg

E6=11mg

E7=8,9mg

E8 =3,7mg

E9=1,7mg

E10=1,8 mg

E11=2,0mg

F12=1,3mg

E13=0,9mg

E14=2,4 mg

E15=1,4mg

E16=1,3mg

E17=6,0mg

E18=1,1mg

E19=0,0mg

E20=0,0 mg

E21=0,0mg

E22=0,0mg

E23=0,0mg

E24=0,0mg

E25=0,0 mg

CCDP hex:acet (8:2) >
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*26a =2,5mg

E26 =33,6 mg

*26b =2,5mg

26c =22 mg




Esta sendo mostrado, no fluxograma 4, a purificacdo das fracdes F5 e F6.

Acetato de
Etila Verao

<«—— CC
83 Fracoes

F5eF6

(36 mg)

CCDP

DCM (100%)

Bl B2 B3 *B4 B5 *B6
2mg Img 6mg 2mg Img 4dmg

<—— CCDP
DCM (100%)

c1 *C2 C3 c4
Omg 2mg 1mg Omg

Fluxograma 4 - Substancias obtidas a partir da purificacdo das Fra¢cdes F5 e F6.
*Substancias analisadas por RMN H

A seguir esta sendo apresentado o fluxograma 5 correspondente

purificacdo da fracdo F7.
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Acetato de
Etila Verao
<«— CC
83 Fragles
F7
(23 mg)
CCDP
hex:acet (7:3)
*F7a F7b F7c F7d F7e F7f
4,4 mg 5,5mg Omg 11,7 mg 53mg 5,6 mg

Fluxograma 5 - Substancias obtidas a partir da purificacdo da Fracdo F7.
*Substancia analisada por RMN H

As substancias isoladas, selecionadas de acordo com seu grau de pureza,
bem como quantidade foram enviadas para a Universidade Federal do Parand, para
analise espectroscépica de RMN *H e RMN **C, bem como bidimensionais HSQC e
HMBC e espectrometria de massas.

5.2.2 Fracionamento do Extrato de Acetato de Etila Inverno

A coluna cromatografica foi realizada utilizando-se 0,5 grama do extrato bruto.
Como fase estacionaria utilizou-se silica e como fase maovel utilizou-se os seguintes
sistemas de solvente: hexano (100%); hex/acet (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1; 4:6 e 2:8);
acetato (100%); acet/metanol (9:1; 8:2; 7:3; 1:1; 4:6 e 2:8) e metanol (100%),
resultando em 442 fragoes.

Por meio da analise em CCD foi possivel agregar as fragdes resultantes da
coluna cromatografica, de acordo com seus fatores de retencéo, resultando em 42

fracOes referentes a extracdo de inverno como mostra a tabela abaixo.
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Tabela 3 - Fracdes obtidas a partir de coluna cromatografica do extrato de Acetato de Etila
Inverno (0,5 g)

Fracdes Fracéo Massa (mg) Fracbes Fracéo Massa (mg)
Agrupadas Agrupadas
F 1-10 1 8 F 224-225 221 0
F 11-25 2l F 226-234 23|
8 menos 228

F 26-33 3l 29,8 F 228 24| 0

F 34-39 41 8,4 F 235-237 25| 1,2

F 40-45 5l 11,8 F 238 261 0

F 46-49 6l 9,6 F 239-240 271

F 50 7l 1,7 F 241-242 28I 0

F 51-59 8l 18,4 F 243-245 29I 13

F 60-70 9l 15,4 F 246-253 301 2,3

F 71-75 10l 52 F 254 31l 0

F 76-99 111 19,8 F 255-262 321 2
F 100-135 121 13,7 F 263 33l 0
F 136-145 13l 2,5 F 264-271 34l 2
F 146-165 141 4,9 F 272-293 35l 4,2
F 166-188 151 10 F 294-309 361 11
F 189-194 16l 2,4 F 310-318 371 25,9
F 195-203 171 15 F 319-322 38l 11
F 204-210 18l 15 F 323-333 391 40
F211-212 191 11 F 334-345 401 18,8
F 213-219 201 1,8 F 346-369 411 37
F 220-223 211 1,4 F 370-442 421 124

O total de massa obtido na coluna foi 470,1 mg, resultando em 94,2% de
eficiéncia.

As fracOes destacadas na tabela 3 correspondem as fracdes ja trabalhadas.
Essas fracdes foram submetidas a novas purificacdes por técnicas de cromatografia
em coluna (CC) e cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). Os
fluxogramas a seguir sé@o referentes as fragOes isoladas do extrato de acetato de
etila inverno.

Inicialmente esta sendo apresentado o fluxograma correspondente a

purificacédo das fragcbes 61 e 71 (Fluxograma 6).



Fluxograma 6 - Substancias obtidas a partir da purificacdo das Fracbes 61 e 7I.

*Substancia analisada por RMN 'H

Acetato de
Etila Inverno
CcC
442 fragoes
6l 71
(9,6 mg) (1,7 mg)
CccbP
hex:acet (8:2)
6a 6b 6C *6d R6
3,5mg 2,1mg 1,9mg 3,4mg 5mg
CccDP
hex:acet (8:2)
R6' R62 R63
1,1mg Img 2mg
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A seguir esta sendo apresentado o fluxograma 7 que indica a purificacdo das

fracOes 8l e 9l.



Acetato de
Etila Inverno

cc
442 fragoes
8l 9l
(18 mg) (15 mg)
ccop

<— hex:acet (8:2) 2x
+ gotas acido acético

*8a *8b 8c 8d 8e *8f R8
4,3mg 5,3mg 7,8mg 13mg 6mg 4,1mg 7mg
CCcDP
hex:acet (8:2) 2x
+ gotas acido acético ccop
1 2 9
2d 8d hex:acet (7:3)
amg 3mg
ccbp
_—
hex:acet (8:2) 2x
+ gotas acido acético
*8e! 8e?
2mg 3,5mg
R8' *R8? R8? R8*
1mg 2,2mg 1,2mg img

Fluxograma 7 - Substéncias obtidas a partir da purificacdo das Fracfes 8l e 9l. *Substancias
analisadas por RMN *H

No fluxograma 8, a purificacdo das fracbes 111 e 12I.



Acetato de
Etila Inverno
CcC
442 fragdes
111
(20 mg)
CCDP
E hex:acet (7:3)
11a 11b
1,1mg 19mg
CCDP 121
hex:acet (7:3) 45 mg
12a 12b 12c 12d 12e 12f R-12
7,7mg 4,4 mg 9,2 mg 3,1mg 3,3mg 3,2mg 30 mg

Fluxograma 8 - Substancias obtidas a partir da purificac&o das Fracfes 11l e 12I.
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A sequir, o fluxograma correspondente a purificacdo das fracées 371 e 38l.



Acetato de
Etila Inverno
CcC
442 fragoes
371 38l
(25,9 mg) (11 mg)
CCDP
hex:acet (1:1) ——>
*37a *37b 37c *37d R-37
2,4 mg 2mg 1,5mg 2mg 19 mg

Fluxograma 9 - Substéncias obtidas a partir da purificacdo das
Fracdes 37l e 38l. *Substancias analisadas por RMN *H

No fluxograma 10, a purificagéo das fracdes 40l e 411.
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Acetato de
Etila Inverno

cc
442 fragdes
401 411
(18,8 mg) (37 mg)
ccbp
hex:acet (1:1) ——>
41a 42b R-42
6,7 mg 6,4 mg 39mg

Fluxograma 10 - Substancias obtidas a partir
da purificacdo das Fracdes 401 e 411
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5.3 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DO EXTRATO DE ACETATO
DE ETILA VERAO

Dentre as substancias isoladas do extrato de acetato de etila das folhas de
Capim Annoni-2, coletadas no verao, foi possivel a identificacdo de 2 substancias:
F7a e A-3. As demais selecionadas, do extrato de verao, ja foram submetidas a
RMN 'H, e e a andlise desses espectros esta em andamento. Na sequéncia sdo

apresentadas as estruturas propostas para as substancias identificadas.

5.3.1 Substancia F7a

A amostra F7a foi identificada pela analise dos espectros de RMN de *H e
13C, anélise heteronuclear (*H - 3C — HSQC e HMBC), anélise de espectro de
massas e comparacao com a literatura.

A comparacao com Carvalho, Oliveira e Werle (2000) permitiu confirmar uma
unidade de glicerideo em funcdo de um multipleto em & 5,25 (Hc), duplo dupleto em
0 4,29 (Ha) e um duplo dupleto em & 4,14 (Hb) (Figuras 35 e 36), que se
correlacionam no experimento de HSQC com os carbonos d 69 (CH), 6 62,1 (CH,), &
62,1 (CH.,), respectivamente.

Os sinais de multipleto em & 2,30 (H-2), multipleto em & 1,62 (H-3'),
multipleto em & 1,25 (H-4’ e H-5’) e multipleto em & 0,95 (H-6’) pertencem a
hidrogénios ligados, respectivamente, aos carbonos, 6 34,0 (CH,), d 37,1 (CHy), 6 29
(CH,) e 6 22,3 (CH3) e confirmam a presenca de cadeia alifatica.

Observa-se também duas duplas ligacbes em tripleto & 4,33 (H-3) e
multipleto & 7,71 (H-5) que se correlacionam com os carbonos em 0 64 e & 128
respectivamente.

Também foram feitos os experimentos de correlacdo a longa distancia *H-
13C (HMBC) (Figura 37) para elucidar completamente a estrutura da molécula.

A tabela 4 mostra os dados de RMN *H, 3C e HMBC do composto F7a.



T T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 ] 5 4 3 2 1 i ppm

Figura 35 - Espectro de RMN tH (CDCIs) do composto F7a

me\fUU —

— T T T — —_— —
430 428 426 424 422 420 418 416 414 ppm 530 5.28 520

Ha (dd, 12 : 5) Hb (dd, 12 : 5) Hc (m)

Figura 36 - Expans@es relevantes do espectro de RMN *H (CDCIs) do composto F7a,
ilustrando as constantes de acoplamento
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Figura 37 - Mapa de correlacdes de *H-'°C a longa distancia (HMBC) em CDCl; do
composto F7a

Tabela 4 - Dados de RMN de 'H e **C (CDCl,) para o composto F7a

Posicao Buc 3 () HMBC (*H-13C)
1 173 - Ha, Hb e 2
2 34 2,30 m 3
3 64 4,331 (6.9 Hz) 4
4 130 7,51m 5
5 128 7,71'm 6
6 70,5 4,08 dd (6.7, 1.01 Hz) 5
1 173 - Ha, Hb e 2’
2 34 2,30 m 3
3 37,1 1,62 m &
4 29 1,25 m 5
5 29 1,25 m 6
6 22,3 0,95 m 5
OCH, 62,1 Ha 4,29 dd (12.0, 5.0 Hz); 1,1’ e OCH
Hb 4,14 dd (12.0, 5.0 Hz)
OCH 69 Hc 5,25 m Ha e Hb
OCH, 62,1 Ha 4,29 dd (12.0, 5.0 Hz); 1,1’ e OCH

Hb 4,14 dd (12.0, 5.0 Hz)
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A figura 38 apresenta a estrutura proposta para o composto F7a, identificado

como um triacilglicerol inédito na literatura.

H,C

Figura 38 - Estrutura do composto F7a, indicando as correlacfes mais
importantes obtidas pelo experimento de HMBC

O espectro de massas mostrou sinais intensos em m/z 267,169, 325 e 326.
Seguindo a proposta de fragmentacdo de Carvalho, Oliveira e Werle (2000) foi
possivel prever as fragmentacdes de massas para a estrutura elucidada como
mostra a figura 39.
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H3C

— \ \CH2
/\/\:
HyC —0 m/z 267

/\/\/ﬁ\o/\Ao+

H o
m/z 169 )\/\/\
o' X “XCH,

m/z 169

H,C

Figura 39 - Esquema das propostas de fragmentacdo de massas para 0 composto
F7a

Para justificar o pico base (m/z=326) utilizou-se o rearranjo de McLafferty,
como mostra a figura 40. O rearranjo de McLafferty € muito Gtil na identificacdo de
estruturas, pois leva frequentemente a picos intensos caracteristicos. Ele acontece
em moléculas que possuem um heteroatomo em uma posi¢cao apropriada (oxigénio,
por exemplo) em um sistema 17 (ligacdo dupla) e um atomo de hidrogénio que possa
ser abstraido na posicdo y em relacdo a carbonila (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2000).
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. le) CH
HaCx 0 O_ _CHy =—> HCx N\ o s
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\/\/T \/oy\/ \o{
o

CH, + H

m/z 325

CHj

Figura 40 - Proposta de fragmentagdo para o sinal mais intenso do espectro de massas
utilizando rearranjo de McLafferty

5.3.2 Substancia A-3

A amostra A-3 foi identificada pela anélise dos espectros de RMN de 'H e
13C, anélise heteronuclear (*H - 3C — HSQC e HMBC), anélise de espectro de
massas e comparacao com a literatura.

Segundo Lu et al. (2008) é possivel confirmar a presenca de um esqueleto
dehidrodeguelina, devido aos sinais no RMN *H (Figura 41 e 42) em singleto & 7,43
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(H-1), singleto & 7,08 (H-4), multipleto & 5,25 (H-6), dupleto & 6,85 (H-10) e dupleto
em 0 7,95 (H-11) que se correlacionam no experimento de HSQC com os carbonos
6 111 (CH), & 103,5 (CH), & 68,8 (CHy), & 1153 (CH) e & 128,99 (CH),
respectivamente.

O sinal em singleto © 3,88 € atribuido a dois grupos OMe em C-2 e C-3. E 0s
sinais em singleto 6 1,60 e singleto & 1,25 correspondem a dois grupos metila em C-
7’ e C-8'. O sinal em dupleto & 5,34 indica a presenca de uma hidroxila em C-5’.

As correlagdes de H-1 e H-4 com C-1a, C-2, C-3 e C-4a, de H-10 com C-8,
C-9 e C-11a e de H-11 com C-7a e C-12, obtidas pelo experimento HMBC (Figura
43), podem confirmar a presenca de um esqueleto de rotendide. A tabela 5 mostra
os dados de RMN de H, 13C e HMBC do composto A-3.

10 ] 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
Figura 41 - Espectro de RMN tH (CDCIl;) do composto A-3



5 744 743 742 710 7.09 7.08 7.07
H-1 (S) H-4 (S) 530 525 5.20
H-6 (m)
S.IBB S.IBB B.IB4 6.‘82 7.‘98 7.‘96 7_‘94 7.‘92
H-10 (d, 8.5) H-11 (d, 8.5)

Figura 42 - Expansdes relevantes do espectro de RMN tH (CDCI3) do composto
A-3, ilustrando as constantes de acoplamento
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E 40
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140

E180

12 11 10 g 8 7 -] 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 43 - Mapa de correlacdes de H-13C a longa distancia (HMBC) em CDCI; do
composto A-3
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Tabela 5 - Dados de RMN de *H e 13C (CDCI3) para o composto A-3

Posicé&o duc S (J) HMBC (*H-*C) Ouc* Oy (I)*
1 111,0 7,43 s la,2,3e4a 110,5 8,34s
la 110,3 110,2
144,4 143,4
148,5 149
103,5 7,08 s la, 2,3 eda 101,1 6,69 s
4a 147,5 146,3
6 68,8 5,25 m 6ae 12a 64,2 5,10-5,24 m
6a 157,4 157,1
7a 155,6 155,1
8 111,0 111,8
156,2 156,8
10 115,3 6,85 d (J=8.5) 8,9ell 115,8 6,94 d (J=8,9)
11 128,9 7,95 d (J=8.5) 7ae 12 1255 7,96 d (J=8,9)
1la 115,3 117,4
12 172,3 173,1
12a 110,3 110,5
4 62,6 4,29dd (J=5e 5eT 63,8 4,81 dd (J=4,2
13) e 4,4)
5 70,7 3,66m 6e? 72,5 3,66 dd (J=4,3
e 4,2)
6’ 77,5 78,9
7 24,1 1,60s 24,1 1,40 s
8 24,2 1,25s 5e6 23,1 1,35s
2-3-OMe 52,1 3,88s 55,6 3,77 s
4’- OH - 5,78 d (J=5,1)
5- OH 5,34 d (J=5) 4,5e6" 5,46 d (J=4,9)

g Correlacéo fraca. *Lu et al. (2008)

A figura 44 apresenta a estrutura proposta para o composto A-3, identificado
como um rotendide, estrutura semelhante foi apresentada no trabalho de Lu et al.
(2008), diferenciando-se um pouco da estrutura proposta aqui, pela presenca de
uma hidroxila na posicdo C-4’, que é observada apenas no trabalho de Lu et al.
(2008). E importante destacar que a classe dos rotendides ja foi relatada em plantas
que apresentam acdo sob diferentes pragas (MARANGONI; MOURA; GARCIA,
2012; KALUMEA et al., 2012; BOSIRE, et al., 2014), sendo assim, a presenca desse
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rotendide isolado do extrato de acetato de etila verdo pode justificar o potencial
alelopético observado no Capim Annoni-2 (DALBOSCO, 2013).

Figura 44 - Estrutura do composto A-3, indicando as
correlacbes mais importantes obtidas pelo experimento de
HMBC

No espectro de massas do composto A-3, foi possivel observar sinais
intensos em m/z 193, 221 e 207. A figura 45 mostra as propostas de fragmentacao

de massas para esse composto.



C
O—CH,
HyC—O
H
(0]
. o
\/( (& H_O+
O——CHs
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H,C—O
\ m/z 193
CcO #

Figura 45 - Esquema das propostas de fragmentacao de massas para o composto A-3
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, nas analises de infravermelho, analise dos
componentes principais e cromatografia liquida de alta eficiéncia, percebe-se, que
existe diferenca entre os extratos de éter de petroleo, acetato de etila e metanol, o
que sugere riqueza, variedade, em termos de classes de compostos quimicos
presentes em cada um desses extratos.

A comparacdo dos extratos brutos por CLAE nos da um indicativo de que a
planta pode produzir maior ou menor concentracdo de uma determinada substéncia,
dependendo da estacdo do ano, de acordo com suas necessidades. Observa-se
também que os extratos de éter de petroleo/verdo e acetato de etila/verdo, das
folhas, se diferenciam dos extratos de éter de petréleo/inverno e acetato de
etila/inverno, respectivamente, por apresentarem alguns sinais mais intensos, o que
pode justificar os melhores resultados alelopéticos, obtidos com esses extratos de
verao, no trabalho de Dalbosco (2013).

E importante destacar também, que quando se compara o0s extratos de
folhas e raizes de Capim Annoni-2 observa-se que ambos apresentam uma grande
diversidade em termos de compostos quimicos, assim como, fica clara a diferenca
entre esses extratos, sendo de grande importancia, para trabalhos futuros, a
identificacdo dos metabdlitos correspondentes aos sinais majoritarios observados
nos extratos da raiz e da folha dessa espécie, quando analisados por CLAE.

Apesar de nao ter sido possivel a identificacdo de todos os metabolitos
isolados, em funcédo do tempo disponivel, inicialmente foi observado a presenca de
duas classes de compostos quimicos nas folhas de Capim Annoni-2, coletadas no
verao, representadas por um triacilglicerol e um rotenoide. A presenca de rotenoide
€ de grande importancia, pois essa mesma classe ja foi confirmada em outras
espécies que apresentam acado herbicida, o que pode justificar o potencial
alelopético do E. plana Nees, sendo de grande interesse a realizacdo de testes
alelopéticos com essa substancia pura.

A elucidacdo das substancias, isoladas dos extratos de acetato de etila
verao e inverno, ainda esta em andamento e espera-se que com a identificacao de
outros metabdlitos isolados seja possivel delinear um perfil quimico das folhas do
Capim Annoni-2, cujos extratos ja apresentaram propriedades alelopaticas
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interessantes, além de viabilizar futuros testes alelopéticos com alguns desses

metabalitos puros.
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